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AVALIAQAO DE FONTES DE CARBONO PARA A PRODUQAO DE
INIBIDOR DE CRESCIMENTO DE Aspergillusfumigatus USP2 por
Corynebacterium sp.
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RESUMO

O aumento significativo na incidéncia de infeccéigsgicas invasivas e a resisténcia
natural de agentes etiologicos a antifungicos exiss tém motivado a constante
pesquisa por novos agentes antifungicos nos ultanos. Neste sentido, foi selcionada
uma cepa deCorynebacteriumsp. com potencial antagonista frenteAapergilus
fumigatusUSP2. A cep#oi cultivada em fase submersa e em fase soliddisano-se a
variagcéo das fontes de glicose, sacarose e glieargiresenca de peptona, bem como o
meio sintético Czapek. Os caldos de cultivo susméaram utilizados para o ensaio de
antagonismo microbiano com o funggspergillus fumigatudJSP2. Os resultados
apontam que o cultivo em fase sélida utilizandaoge como fonte de carbono
apresenta maior potencial inibitério da cepaQt@ynebacteriumsp. sobre o fungo
Aspergillus fumigatut)SP2.

Palavras-chave:Aspergillus fumigatustividade antifingicaCorynebacteriunsp.

ABSTRACT

The significant increase in the incidence of invasiungal infections and the natural
resistance to existing antifungal etiological agdms motivated the constant search for
new antifungal agents in recent years. In this exntwe selected a strain of
Corynebacteriunsp. with antagonist activity again&spergillus fumigatu®)SP2. The
strain was cultured by submerse and by solid pHesmentation, evaluating the
variation of the carbon source from glucose, sugrgdycerol and synthetic medium
Czapek. The broths of submerged culture were usedigrobiologic antagonism test
with Aspergillus fumigatu$JSP2. The results show that the solid phase fematien
using glucose as the carbon source have a morebitodyi potential for
Corynebacteriunsp. strain oveAspergillus fumigatut§)SP2.
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1 INTRODUCAO

Aspergillus fumigatuse um fungo sapréfita que desempenha uma funcgéo
essencial na reciclagem do carbono e nitrogéniocd@ddios deA. fumigatussao
frenquentemente inalados por seres humanos, maseate tém quaisquer efeitos
adversos, desde que sejam eliminados eficientenpemtenecanismos da imunidade
inata. (LATGE, 1999; LATGE, 2001)

A frenquente busca por novos agentes antifungicos ultimos anos é
consequéncia do um aumento significativo na inad@dénde infec¢cdes fangicas
invasivas e da resisténcia natural destes micranismos a antifingicos ja existentes.

Aspergillus fumigatus € considerado o agente etiolégico mais comum,
responsavel por cerca de 90% das infec¢cdes humamesndo em seres humanos uma
micose oportunista, a aspergilose. Esta doenc@eatoacientes imunossuprimidos,
como portadores do HIV, pré-maturos, transplantaald®spitalizados por periodos
prolongados em unidades de terapia intensiva (LATGE99; NWOSU, 2001;
BERGOLD, 2004).

Devido a grande necessidade de descoberta de ageages antifingicos, este
trabalho teve como objetivo a selecdo de microrosgaos com potencial inibitorio
sobre o fungoAspergillus fumigatusUSP2 avaliando a eficiéncia dos processos

fermentativos e a variacao de fontes de carbono.

2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo comparativo de fontes dewarem cultivo submerso e
em fase solida, para a avaliacdo do potencialtgribida bactéri&orynebacteriunsp.
sobre o fungdspergillus fumigatuslSP2.

2.1 Amostragem

O micro-organismo com potencial inibitério sol&spergillus fumigatu&)SP2
foi selecionado por um processo de triagem em que&-organismo foi cultivado em
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caldo Sabouraud por 4 dias a 30°C e submetido liwacem placa de Petri com agar
Sabouraud em presenca Aspergillus fumigatusJSP2. Apds a selecdo, o micro-
organismo com potencial inibitorio foi submetidouma analise morfolégica com o

auxilio da coloracéo de Gram para a identificagiig&hero do micro-organismo.
2.2 Fermentacdo submersa

A cepa deCorynebacteriunsp. foi cultivada em agar Sabouraud a 30°C por 24
horas, sendo suspensa em caldo Sabouraud paraigadém com uma concentracéo de
células suspensas de 0,1 de absorbancia a 660 aram Fadicionados 0,250 mL da
suspensao padronizada em 25 mL de caldo Sabouiaadi®do a 30°C em incubador
orbital com 120 rpm por 7 dias, sendo recolhidasstras em triplicata nas primeiras

12 horas e a cada 24 horas e armazenadas a — 5°C.
2.3 Fermentacdo em fase sélida

A cepa deCorynebacteriunsp. foi cultivada em agar Sabouraud a 30°C por 24
horas em estufa bacteriolégica, a biomassa do riganismo em questdo foi
padronizada com uma concentracdo de células su@spdes0,1 de absorbancia a 660
nm e 1 mL da suspenséao de células foi misturadarallde agar. No meio de cultivo
foi estudado a variacdo da fonte de carbono, atitip trés diferentes fontes como a
Glicose, Sacarose e Glicerol e o0 meio Czapek angitenutilizado no cultivo de
fungos. Os meios de cultivo foram incubados a 3@iCestufa bacteriol6gica por 48
horas, sendo recolhidas amostras no tempo 0, 13624 48 horas e armazenadas a -
5°C.

2.4 Ensaio de antagonismo microbiano

O caldo de cultivo de 7 dias @@orynebacterium spfoi centrifugado (5 min a
3.000 rpm e 10 min a 10.000 rpm) e filtrado em memé Millipore 0,45 um. Aliquota
de 1 mL do filtrado foi a 5 mL de agar Sabourawdmeistura vertida em placa de Petri,
seguida por inoculagéo central com disco de culiieraspergillus fumigatu§)SP2 de
5 mm (previamente cultivado por 24 horas a 30°Gagar Sabouraud). As medi¢des do

crescimento micelial radial foram em 12, 16, 20,28} 36 e 48 horas de incubacé&o.

O ensaio de termossensibilidade da substancidadndiproduzida pela cepa de

Corynebacteriunsp. foi realizado com o melhor tempo da curva és@mento, sendo
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autoclavado por 20 minutos entre 120°C e 127°Gikzeglo 0 ensaio por antagonismo

microbiano e medido o crescimento micelial radial.

Para o ensaio com a cepa cultivada em fase s@idanastras cultivadas nos
diferentes tempos foram diluidas uma vez e autadi@v por 20 minutos entre 121 e
127 °C e redistribuidas em placas de Petri de 9segyida por inoculacdo central com
disco de cultura dAspergillus fumigatu®)SP2 de 5 mm (previamente cultivado por 24
horas a 30°C em agar Sabouraud). O ensaio poraaigago microbiano foi realizado a
30°C, sendo medido o crescimento micelial radiatempo 0, 12, 16, 20, 24, 28, 48 e
72 horas de incubagéo. As médias dos didametroari;éio da fonte de carbono foram
comparadas considerando um emre 5 %, usando o teste t de Student bicaudado e

considerando que as variancias entre as mesmagys#ativas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Amostragem

A cepa bacteriana isolada pertence ao gérgwoynebacteriumsp. e foi

caracterizada pela morfologia como bacilos Gramtipos, palicadas e né&o

esporuladas. As bactérias do gén@ovynebacteriunsp. sdo conhecidas como agentes
patogénicos de seres humanos e animais (COLLINE)19

Figura 1 - Ensaio de antagonismo microbiano da bact€aeynebacteriunsp. com o fung@spergillus
fumigatusUSP2 (esquerda) e coloracdo de Gram da ba@érimebacteriunsp. (direita).
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Apesar do fungo e da bactéria estarem proximospdesivel observar que a
inibicdo resultou da excressao de metabdlitos, pdisigo foi incapaz de desenvolver

hifas ao redor a col6nia bacteriana.

3.2 Fermentacao submersa

Na figura 2 encontra-se o conjunto de graficosrdeaimento micelial radial do
Aspergillus fumigatusUSP2, podendo se verificar a linearidade dos apgfi A
eficiéncia de inibicdo do crescimento micelial ehghode ser observado a partir de 24

horas de fermentacéo da cé&parynebacteriunsp.
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Figura 2- Gréfico de crescimento micelial radial da cepadpergillus fumigatu§)SP2 em contato com
o0 substrado da bacté@orynebacteriunsp. cultivado em fermentagao submersa com caldousaid.

O tempo 168 horas de fermentacdo apresentou mamc¢do doAspergillus
fumigatusUSP2, sendo semelhante ao tempo 144 horas deaig@imbEssa semelhanca
pode ser caracterizada pela estabilizacdo do oresto bacteriano.
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Figura 3- Gréfico de crescimento micelial radial da cepadpergillus fumigatu§)SP2 em contato com
o substrado da bactér@orynebacteriunsp. cultivado em fermentacdo submersa com caldousaid
avaliando a termossensibilidade do potencial idilmtda bactéria.

A atividade inibitoria produzida pela cefarynebacteriunsp. ndo apresentou
termossensibilidade, apresentando maior inibicdwoeso Aspergillus fumigatus$JSP2
(figura 3), com um crescimento micelial radial dé42+1,48 mm de diametro e
obtendo uma maior inibicdo do que o caldo filtradm 39,40+1,16 mm.

Branco T 168h T 168h
(filtrado) (autoclavado)
Figura 4- Ensaio de crescimento micelial radial da cepasigergillus fumigatu/SP2 em contato com

o0 substrado da bactéi@orynebacteriunsp. cultivado em fase submersa com caldo Saboaraalindo
a termossensibilidade do potencial inibitorio datéaa.

A reducao do crescimento micelial radial da amastrdrole (sem a presenca da
bactéria) em relacdo & amostra de tempo 168 herawmltvo da bactéria filtrada no
tempo de 48 horas de incubacdo foi de 43 %. Ja asteanfiltrada em relacdo a
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autoclavada foi de 36% e a amostra autoclavada&pao ao controle apresentou uma
reducao de 64%.

3.3 Cultivo em fase solida

No ensaio de antagonismo microbiano todas as fdestadas a partir de 24
horas de incubacéo da bactéria apresentaram redog&escimento micelial radial. Os
tempos de 0 e 12 de incubagdo da bactéria sdohsented ao controle negativo sem a

bactéria, devido a ndo reproducao significativa.
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Figura 5- Gréfico de crescimento micelial radial da cepadpergillus fumigatu)SP2 em contato com
0 substrado da bactéri@orynebacteriumsp. cultivado em fase soélida contendo glicerol neiorde
cultivo.

O glicerol é uma fonte de carbono altamente redugicssimilada por micro-
organismos (bactérias, fungos e leveduras) pasmo@t de energia metabdlica, estuda-
se a sua utilizacao principalmente em bactériaSVQIGT, 1997; GANCEDO, 1968)
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Figura 6- Gréfico de crescimento micelial radial da cepadpergillus fumigatu§)SP2 em contato com
o0 substrado da bacté@orynebacteriunsp. cultivado em fase solida em meio de cultivopéka
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Figura 7- Gréfico de crescimento micelial radial da cepadpergillus fumigatu§)SP2 em contato com
0 substrado da bactérfaorynebacteriumsp. cultivado em fase sdlida contendo glicose n@ rde
cultivo.
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Figura 8- Gréfico de crescimento micelial radial da cepadpergillus fumigatu§)SP2 em contato com
0 substrado da bactér2orynebacteriunsp. cultivado em fase sdélida contendo sacarose &io oe
cultivo.

Os meios com glicose e sacarose apresentaram @aweshantes, sendo que o
meio com glicerol apresentou uma pequena reducaoregcimento ddAspergillus
fumigatusUSP2 no controle negativo e nos tempos 0 e 1Xhdgancubagcdao. O meio
Czapek, utilizado por ser um meio sintético quelifada a possivel extragdo ou
identificacdo da substancia, apresentou uma bbgdu do fungo, mas somente a partir
de 36 horas de incubacao, pois a bactéria ndo guinséer uma rapida reproducao

neste meio.
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Figura 9- Grafico do crescimento micelial radial da cepadpergillus fumigatut)SP2 nos 4 meios de
cultivo com a cep&orynebacteriunsp. no tempo de 48 horas de incubacéo.

No ensaio para determinacdo da melhor fonte deooarka glicose é a fonte
com maior potencial inibitério no tempo 48 horas wheubacdo da bactéria,
apresentando crescimento micelial radial de 13,84+thm de diametro no tempo de
60 horas de incubacdo em contato céspergillus fumigatusJSP2, seguida pela
sacarose com 14,37+0,19 mm, glicerol 21,22+0,28e@zapek 28,04+1,34 mm.

Dentre os fatores que influenciam a conversao dbona em biomassa, o
oxigénio presente ao meio de cultivo é provavelment dos fatores mais importantes
(GANCEDO, 1968). Explicando o melhor rendimento enor tempo de processo

encontrado na fermentacdo em fase sélida.

Glicose Sacarose Glicerol Czapek

Figura 10- Ensaio de crescimento micelial radial da cepasigergillus fumigatu®)SP2 nos 4 meios de
cultivo com a cep&orynebacteriunsp. no tempo de 48 horas de incubagéo.

A cultura de 48 horas com glicose apresentou unompaitencial inibitério com
reducao de 84 % da velocidade de crescimento mlicatlial, a sacarose ficou proxima
com 83,9 %, glicerol com 70,6 % e Czapek apresetigipo.

4 CONCLUSAO

Todos os meios de cultura foram eficientes paraescanento bacteriano e a
substancia produzida pela bactéria ndo é termdssérae 127°C. As meédias dos
didametros da variacéo da fonte de carbono foranpacedas considerando um eore
5 %, usando o teste t de Student bicaudado e @asdb que as variancias entre elas
séo significativas. A glicose é a fonte de carboom maior eficiéncia para a indugéo

da producéo da substancia inibitoria, seguida getarose, glicerol e Czapek. Em todas
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as fontes testadas a partir de 24 horas de incoluEcBactéria ja se pode verificar uma

reducao do crescimento micelial radial.

A utilizagdo do cultivo em fase sélida para proadudé potencial inibitério se
mostra mais eficiente e pratico para uma futurécagdo industrial, devido ao maior
rendimento encontrado. Em cultivo em submersa, s@cessarias 168 horas de
fermentacdo da bactéria e autoclavagem do mateaash que se obtenha um
crescimento micelial radial de 24,42+1,48 mm denditio, ja em cultivo em fase sélida
sdo necessarios apenas 48 horas de fermentacarescimento encontrado foi de
9,14+0,16 mm para o melhor meio indutor do potdnmitorio, sendo que a
substéancia produzida é diluida pela metade. Estegdimento € necessario para que as
fontes de nitrogénio e carbono sejam renovadasredsgradacéo pela repeticdo da

autoclavagem, interferindo no crescimento do fumgerando um falso resultado.
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