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Sumario: Nas aguas marinhas, que cobrem mais de 70% da superficie terrestre,
encontram-se varios organismos, entre eles algas, esponjas e corais que podem produzir
substancias bioativas potentes e diversificadas conhecidas como metabolitos secundarios.
Associados a essas algas e também produtores de metabdlitos de interesse na area médica,
encontram-se os fungos. Os objetivos do presente trabalho foram: 1.isolar e preservar
fungos marinhos obtidos a partir de algas; 2. lentificar morfoldgica e molecularmente
todos os isolados e testar a atividade antimicrobiana dos metabdlitos dos fungos marinhos.
As algas vermelhas estdo entre as principais produtoras de metabdlitos secundarios no
ambiente. (MACHADO, 2010)
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INTRODUCAO

O isolamento dos fungos foi feito inicialmente de algas coletadas na praia de Boa Viagem
—PE. As algas foram lavadas e fragmentadas e semeadas em meio Agar marine,
Sabouraund e BDA. Apds 3 dias de incubacdo a temperatura ambiente, os fungos foram
repicados para meio MEA com agua do mar. Foram isolados 3 fungos, todos do género
Aspergillus, sendo 2 isolados da seccéo flavi e 1 da seccdo ochraceus. Para a preservacéo
dos fungos foi feito repique em placa de Petri no meio MEA e a partir do crescimento dos
fungos, cerca de 7 dias, os mesmos foram preservados em agua destilada e em o6leo
mineral. Para a preservacdo com agua destilada canudos foram utilizados para retirar 3
fragmentos com micélio fungico. Os 3 fragmentos foram colocados na &gua destilada e
armazenados em geladeira.Para a preservacao em agua mineral, foi preparado o meio agar
nutriente inclinado em tubos de ensaio com 4 mL. Os fungos cresceram por 5 dias em
temperatura ambiente e ap6s esse tempo foi acrescentado éleo mineral esterilizado até
cobrir o fungo e 0 meio. Apos esse processo 0s fungos foram conservados em temperatura
ambiente. Os fungos repicados foram colocados em tubos de ensaio contendo caldo
glicosado e caldo de YES, onde objetivou-se favorecer o crescimento dos fungos e a
producdo dos seus metabdlitos secundarios. 1 disco do fungo cortado com canudo
esterilizado foi colocado no tubo com cerca de 15 mL com caldo glicosado e com YES.
Apbs os 20 dias de crescimento dos fungos os mesmos foram filtrados em papel de filtro
esterilizado, o liquido filtrado, conhecido como liquido metabolito foi colocado em tubos
de Falcon e armazenado em geladeira para posteriores testes. Apds a filtracdo, a massa
micelial dos fungos foi prensada com auxilio de jornais e o micélio foi macerado e foi
acrescentado cloroférmio aos mesmos dentro de béqueres individuais para os fungos e
meios.

MATERIAIS E METODOS

O cloroformio foi evaporado por cerca de 10 dias em capela de exaustdo. Teste de
atividade antimicrobiana. Segundo a ANVISA (2008) o teste de disco-difusdo em agar
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foi descrito em 1966, por Bauer e Kirby. O teste fornece resultados qualitativos. E um dos
métodos de suscetibilidade mais simples, confiavel e mais utilizado pelos laboratérios de
microbiologia. O seu principio basico é a difusdo do antimicrobiano na superficie do agar,
a partir de um disco impregnado com o mesmo antimicrobiano. As placas sdo incubadas
por 18 a 24 horas em ar ambiente ou a 5 a 7% de CO; a 35°C, antes dos resultados serem
determinados. Para o teste foi feito o repique das seguintes bactérias: Enterococcus faecalis
Isolado 3 - ATCC 29212), Shigella flexneri (isolado 4 - ATCC 12022) , Kocuria rizophila
(isolado 8 - ATCC 9341), Streptocccus pyogenes (isolado 12 — cepa clinica de ferida),
MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina — isolado 13 — cepa clinica de
ferida), Salmonella tiphymurium (isolado 14 - ATCC 14028), Staphylococcus aureus
(isolado 17 - ATCC 29213), Enterobacter cloacae (isolado 18 — ATCC 13047). O repique
foi feito de Agar Mueller Hinton para placas de Petri e agar nutriente em tubos de ensaio.
As bactérias ficaram em estufa, sob a temperatura de 34°C por cerca de 24 horas e depois
foram guardadas em geladeira.Ap6s o crescimento das bactérias foi preparado tubos com
solucdo salina seguindo a escala de Mc Farland 0,5. Em placas contendo Agar Mueller
Hinton, foi semeada a bactéria a partir da solucdo salina com swabs estéreis. O liquido
metabolito foi distribuido em disco de papel de filtro com 20 microlitros cada. Como cada
fungo produziu metabdlito no meio YES e no caldo glicosado as placas continham 6
discos: 2 com metabolitos e 4 com antibidticos para serem controle (cloranfenicol,
amicacina, ampicilina e ciprofloxacina). As placas contendo as bactérias, os metabolitos e
o0s antibioticos foram colocadas na estufa por 24 horas.

RESULTADOS

Apods a coleta de algas, foi identificada a alga vermelha do filo Rodophyta .Foram isolados
dois fungos, ambos do género Aspergiilus, sendo o isolado Al pertencente a secgéo flavi e
o0 isolado A2 pertencente a sec¢do ochraceus. Observou-se que todas as bactérias foram
sensiveis aos antibidticos padrdo usados como controle positivo dos experimentos. Dentre
os liquidos metabdlicos de fungos testados, o liquido metabdlico 1 produzido em meio
YES foi pouco ativo contra as bactérias Shigella flexnerii e Salmonella typhimurium
(Figura 1 A), induzindo halos de inibicdo de 7 e 6 mm, respectivamente. Enquanto que o
liguido metabdlito 2 produzido em meio caldo glicosado apresentou pouca atividade
antibacteriana contra MRSA, com halo de inibiacdo de 6 mm. (Figura 1 B)

DISCUSSAO

Aparentemente 0 meio de cultura caldo YES mostrou melhor condicdo de producdo de
metabolitos secundarios fungicos com atividade antimicrobiana, o que pode estar
relacionado a quantidade de nutrientes disponiveis para o fungo, tendo em vista que é um
meio rico em carboidrato para crescimento e sobrevivéncia do fungo, o que favoreceu seu
metabolismo. Além disso, o sulfato de magnésio, o sulfato de cobre e o sulfato de zinco
podem ter sido micronutrientes importantes para o crescimento e esporulagéo do fungo e
sua consequente producdo de metabolito. Pois, isolado Al produziu metabdlitos nesse
meio que possibilitou pouca atividade, mas existente, contra bactérias Gram-negativas, um
grupo importante de bactérias e com pouca diversidade de antibioticos comerciais
disponiveis. O valor abaixo da referencia de 10mm para os halos de inibi¢do, podendo
estar relacionado a dificuldade de solubilizacdo e mobilidade dos metabdlitos no meio
solido Agar Mueller-Hinton. Experimentos em caldo Mueller-Hinton pelo método da
microtitulacdo, igualmente preconizado pela ANVISA sera realizado para confirmar a
atividade antibacteriana dos liquidos metabolicos, considerando ser esse método pelo
menos 30x mais sensivel que o método de difusdo em disco.
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CONCLUSOES
Os resultados sdo promissores para controle de infeccBGes causadas por bactérias Gram —
negativas, grupo bacteriano mais dificil de se desenvolver novas drogas. As bactérias que
foram sensiveis ao metabdlito tém importancia na sade humana e no meio ambiente, por
serem patogénicas e consideravelmente resistentes.
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