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APRESENTACAO

Amicrobiologia tem sido um assunto recorrente nos Gltimos anos, desde os corredores
universitarios aos locais informais, as conversas vao desde as bactérias multirresistentes,
passando por novas espécies de fungos descobertos até chegar no atual momento de
pandemia viral que marcara na historia o ano de 2020. Esse campo de estudo amplo inclui
0 estudo dos seres vivos microscépicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia,
estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e
com o ambiente além de aplicagdes biotecnoldgicas.

Como ciéncia, a microbiologia iniciou a cerca de duzentos anos atras, e tem passado
por constantes avangos gracas a descobertas e inovacdes tecnolbgicas. Sabemos que
0s microrganismos sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta de
conhecimento que havia antes da invencdo do microscéopio hoje ndo é mais um problema
no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias,
virus, fungos e protozoarios.

A grande importancia dessa tematica se reflete no material de qualidade ja publicado
na Atena Editora e mais uma vez recebe os nossos holofotes com o tema “Projetos
Inovadores e Produgdo Intelectual na Microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas
desenvolvidas em diversos institutos do territorio nacional contendo analises de processos
biol6gicos embasados em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacéao
de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Temas ligados a inovagé@o e tecnologia microbiana s@o, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos
aqueles que de alguma forma se interessam pela saide em seus aspectos microbiologicos.
Deste modo, propomos aqui uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos
em diferentes campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais
pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto



SUMARIO

(071 =11 1 1] N0 X5 [T 1

AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DOS CANAIS DO MUNICIPIO DE SAO
VICENTE

José Augusto de Souza

Roberta Alves Merguizo Chinellato

Mirella Massonetto Basilio

Vanessa da Costa Andrade

Ana Julia Fernandes Cardoso de Oliveira

DOI 10.22533/at.ed.7472017111

(07,1 =11 1 1] N0 Y 20T 14

AVALIACAO DE CULTURA E TESTE DE SENSIBILIDADE DA TUBERCULOSE
PULMONAR NO BRASIL NO ANO DE 2016

Vinicius Mateus Salvatori Cheute

Fabiana de Oliveira Solla Sobral

Renan Fava Marson

Wesley Pimenta Candido

DOI 10.22533/at.ed.7472017112

CAPITULO 3...eeeeeeeeeeeteesseseseseseeeesnsnsasasassssssssssnsnsasassssssssessnsasasasssssassnenensasasssnsnns 16

AVALIACAO DE CULTURAS DE ESCARRO PARA O DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSE
EM 2017

laci Gama Fortes

Lysia Alves Oliva

Bianca Melo Amorim

Karline Drieli Wottrich

DOI 10.22533/at.ed.7472017113

CAPITULO Q.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesasasassasasesesessssesasssasassasasasasesesessesesassssasasasasasasasnne 23

AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE EXTRATOS FOLIARES
DE GALLESIA INTEGRIFOLIA (SPRENG) HARMS (PHYTOLACCACEAE)

Julyanna Oliveira Castro

Marcelo Schramm Mielke

Aline Oliveira da Conceicao

DOI 10.22533/at.ed.7472017114

(071 = 1 1 1] N0 Y- J0 T 38

CARACTERIZACAO EPIDEMIOLQGICA DOS CASOS DE DENGUE NO MUNICIPIO DE
SOBRAL-CEARA, ENTRE O PERIODO DE 2014 A 2017

Manoel Vieira do Nascimento Junior

José Jackson do Nascimento Costa

Maria Amélia Araujo Soares Costa

DOI 10.22533/at.ed.7472017115




(07,1 =11 1 1] N0 X J0N T 43

CONTAMINATION ASSESSMENT OF BIVALVE MOLLUSK INTENDED FOR HUMAN
CONSUMPTION PRODUCED IN COASTAL WATERS OF NORTHERN BRAZIL

Daniela Cristiane da Cruz Rocha

Aline Holanda Sousa

Debora de Castro Costa

Karina Lucia Silva da Silva

Anderson Nonato do Rosario Marinho

DOI
CAPITULO 7.eeeeeeereeeseseseeseseessssssasasasasasesasessssesassssasasasasasasesesessesssasasasssasasasasasssnne 54

FATORES RELACIONADOS AS INFECCOES HOSPITALARES POR BACTERIAS: UMA
REVISAO NARRATIVA

Erica Cristina Soares e Silva

Antonio Rosa de Sousa Neto

Daniella Farias Almeida

Mayara Macédo Melo

Marly Marques Régo Neta

Rosangela Nunes Almeida

Inara Viviane de Oliveira Sena

Daniela Reis Joaquim Freitas

DOI
(07,1 =11 1] W0 X J0U T 65

BIOPROSPECCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS VISANDO ESTUDOS DE AMILASES
E PECTINASES COM APLICACAO EM PROCESSOS INDUSTRIAIS

Daniel Borba Zanelatto

Mariana Cereia

Téassio Brito de Oliveira

Maria de Lourdes Teixeira de Moraes Polizeli

DOI
(07 Y =11 1 1] W0 X TN 78

INDUSTRIAL YEAST STRAINS RESISTANCE TO NATURAL BIOACTIVE COMPOUNDS
Patricia Regina Kitaka
Marta Cristina Teixeira Duarte
Valéria Maia de Oliveira
Maria da Graca S. Andrietta

DOI
CAPITULO 10..uneeeeeeereseseseeeeeeseeesesssasassasasesesessssessssssssasasasasesessssssssssesssssssasasssasasssnes 95

INVESTIGAQAO DE FUNGOS PRODUTORES DE ENZIMAS DE INTERESSE
BIOTECNOLOGICO

Layne Even Borges de Souza

Leidiana Pinto da Costa

Rafael Cardoso Bastos

Thayana Cruz de Souza

DOl




(07 =11 1 1] W0 15 & IO 109

OTIMIZAGAO DA PRODUGAO DE QUITINASE PELO FUNGO ENDOFITICO CURVULARIA
SP. URM 6861

Aline Gleyce Julido Bomfim

Edson Flavio Teixeira da Silva

Wellington Leal dos Santos

Maria Emilia Brito da Silva

Cristina Maria de Souza-Motta

Keila Aparecida Moreira

DOI 10.22533/at.ed.74720171111

(07 =11 1 1] W0 J5 -3 118

PARTICAO DE PROTEASES FIBRINOLiTICAS PRODUZIDAS POR ASPERGILLUS
TAMARII KITA UCP 1279 ATRAVES DO SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS PEG-
FOSFATO

Viviane do Nascimento e Silva Alencar

Maria Clara do Nascimento

Julyanne Victéria dos Santos Ferreira

Marcia Nieves Carneiro da Cunha

Juanize Matias da Silva Batista

Thiago Pajeu Nascimento

Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa

Ana Lucia Figueiredo Porto

Ana Cristina Lima Leite

DOI 10.22533/at.ed.74720171112

(07 =11 1 1] W0 J5 T TNV 130

PRODUCAO DE PROTEASES PQR ASPERGILLUS TAMARII KITA UCP 1279 ISOLADO
DA CAATINGA UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Julyanne Victéria dos Santos Ferreira

Kethylen Barbara Barbosa Cardoso

Amanda Lucena dos Santos

Viviane do Nascimento e Silva Alencar

Maria Clara do Nascimento

Marcia Nieves Carneiro da Cunha

Juanize Matias da Silva Batista

Romero Pedrosa Brandéo Costa

Thiago Pajetd Nascimento

Ana Cristina Lima Leite

Ana Lucia Figueiredo Porto

DOI 10.22533/at.ed.74720171113
CAPITULO 14 eeeeeeeeeeeereseveseeeeesessnssasssssssssesensssasassssssssssnsnsasasssssssensssnsasasssssssanenns 140

PRODUCTION OF YEAST BIOMASS AND CELL WALL TO OBTAIN 8 GLUCANS FOR A
BIOTECHNOLOGICAL PURPOSE
Carina Maricel Pereyra

DOI 10.22533/at.ed.74720171114



(07 =11 1 1] W0 J5 - J0 T 157

REMOCAO DO ACIDO ACETILSALICILICO EMPREGANDO BIOFILME MICROBIANO
DESENVOLVIDO NATURALMENTE EM AREIA DE FILTROS DE ESTAGCOES DE
TRATAMENTO DE AGUA-UMESTUDO COMPARATIVO COMDIFERENTES SUPORTES

Lucia Allebrandt da Silva Ries

Karla Joseane Perez

Fernanda Cortez Lopes

Paula Silva Pereira

DOI 10.22533/at.ed.74720171115

(07 =11 1 1] W0 15 [ AT 176

TUBERCULOSE: ASPECTOS DA INFECCAO CAUSADA POR MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS NA POPULACAO DE SOBRAL, NO ESTADO DO CEARA NO PERIODO
DE 2012-2016

Sabrina Fuziger In&cio Brandéo

Anderson Braga Rodrigues

Karla Karoline Frota da Silva

Isana Mara Aragéo Frota

DOI 10.22533/at.ed.74720171116
SOBRE O ORGANIZADOR........cccccummrimmsnnssnnssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssnsss 182

INDICE REMISSIVO......oocureuernsessessesssessssssssssessssssssssessssssssssesssessssssssasessssssssasessees 183




CAPITULO 1

AVALIAGAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA
DOS CANAIS DO MUNICIPIO DE SAO VICENTE

Data de aceite: 01/10/2020
Data de submissdo: 05/08/020

José Augusto de Souza

Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” Instituto de Biociéncias -
Campus de Rio Claro — UNESP IB-RC

Rio Claro — SP

CV: http://lattes.cnpq.br/1494154444946096

Roberta Alves Merguizo Chinellato
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” Instituto de Biociéncias -

Campus do Litoral Paulista — UNESP IB-CLP
Sao Vicente — SP
CV: http://lattes.cnpq.br/3745766498493621

Mirella Massonetto Basilio

Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” Instituto de Biociéncias -
Campus de Rio Claro — UNESP IB-RC

Rio Claro — SP

CV: http://lattes.cnpq.br/2425344240253550

Vanessa da Costa Andrade

Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” Instituto de Biociéncias -
Campus de Rio Claro — UNESP IB-RC

Rio Claro — SP

CV: http://lattes.cnpq.br/5127402794012015

Ana Julia Fernandes Cardoso de Oliveira
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” Instituto de Biociéncias -

Campus do Litoral Paulista — UNESP IB-CLP
Sao Vicente — SP
CV: http://lattes.cnpq.br/5943302892908770

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia

RESUMO: A ocupagéo desordenada das éareas
dos diques no municipio de Sao Vicente (Estado
de Sao Paulo — Brasil) acarreta no descarte
indevido de efluentes diretamente nos canais,
sem tratamento prévio, o que proporciona
contaminagéo desses e de outros corpos d’agua
adjacentes, principalmente em épocas de chuvas
ou eventos de ressaca do mar. Alguns patégenos
sdo comumente encontrados em locais
contaminados por efluentes, especialmente
domésticos, tais eles como a Escherichia
coli e bactérias do género Enterococcus,
sendo um grave problema de saude publica.
Estes  microrganismos podem  ocasionar
gastroenterites, eventos diarreicos entre varios
outros sintomas, que pode ocorrer por contato
direto ou indireto com a agua dos canais. Desta
forma, a presenga destes microrganismos serve
como indicadores de balneabilidade e qualidade
ambiental, indicando a contaminagéo dos canais.
O presente trabalho teve por objetivo verificar
e monitorar a qualidade das aguas dos canais
da porgéo insular do municipio de Sao Vicente,
de forma qualitativa, durante um periodo de 06
meses. A presente area de estudo possui um
grande numero de residéncias e palafitas, sendo
inexistente a coleta e tratamento de esgoto.
Para a avaliagédo, foi utilizado o protocolo de
balneabilidade da CETESB, que é embasado na
resolucdo CONAMA 357 para aguas salobras.
Ja para determinar a balneabilidade das aguas
foram analisados os parametros microbiol6gicos
(E. coli e Enterococcus spp) e ambientais
(temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido
e turbidez). Os dados analisados mostraram que
a balneabilidade esta seriamente comprometida
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em todos os pontos durante todo o monitoramento da area, apresentando praticamente em
todos os pontos, valores incontaveis de Unidades de Formagéao de Colbnias (algumas placas
foram contadas para referencia: E. coli 232400 UFC/100 ml e Enterococcus spp. 51200
UFC/100 ml). Em relagéo aos parametros ambientais apresentaram alteragées em relagdo
aos valores de referéncias de oxigénio dissolvido (OD) e salinidade devido aos efluentes
domésticos e a quantidade de microrganismos presentes na agua. Com isso, é extremamente
necessaria a agdo de politicas publicas de saneamento para as areas em questéo a fim de
diminuir a contaminacdo que acaba se espalhando por todo o complexo estuarino da regido.
PALAVRAS - CHAVE: Contaminacdo microbiana, esgoto, drenagem urbana

EVALUATION OF MICROBIAL QUALITY FROM WATER CHANNELS OF SAO
VICENTE MUNICIPALITY (SP)

ABSTRACT: The disordered occupation of dike areas in Sdo Vicente municipality (Sao Paulo
State, Brazil) leads to the improper discharge of effluents, without any previous treatment.
The discharge of sewage results in contamination of adjacent water bodies, specially when it
is rain season or storm surge. Some pathogens (e.g. Escherichia coli and Enterococcus spp.)
are commonly detected on areas contaminated by effluents, specially sewage, being a serious
risk to public health. These microorganisms may cause gastroenteritis, diarrheal events
among other symptoms, which may occur through direct or indirect contact with the water of
the canals. Thus, the bacteria present serve as indicators of balneability and environmental
quality, indicating a contamination of the channels. This study aimed to verify and monitor the
water quality of the water channels from insular area from Sao Vicente, during six months. The
study area had a large number of residences and stilts houses, with no collection and treatment
of sewage. For the evaluation, the bathing protocol of CETESB was used, which is based
on the resolution CONAMA 357/2005 for brackish waters. The microbiological parameters
(E. coli and Enterococcus spp.) and environmental parameters (temperature, salinity, pH,
dissolved oxygen and turbidity) were analyzed to determine the water balneability. The data
analyzed showed that the balneability is seriously compromised at all sampling points. At
almost all samples presented countless values for both studied microorganisms (reference
for countless samples: E. coli ® 232400 CFU 100mL" and Enterococcus spp. 2 51200 CFU
100 mL"). Regarding the environmental parameters, there were alterations in the reference
values of dissolved oxygen (DO) and salinity due to domestic present in the water. Thereby, it
is extremely necessary to implement public sanitation policies for this area, in order to reduce
the contamination that is spreading throughout the entire estuarine complex of Sao Vicente.
KEYWORDS: Microbial contamination, sewage, urban drainage.

11 INTRODUGAO

O crescimento populacional nos municipios de regides costeiras levou a uma série
de obras para a ampliacdo da area urbana habitavel em diversas cidades o que acabou
acarretando em diversas ocupac¢bes desordenadas levando a faveliza¢do de diversas areas,
dentre elas, o municipio de Sao Vicente (Estado de Sdo Paulo — Brasil) na década de 50
iniciou a construcao de diques para conter enchentes causadas pela maré e assim expandir
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a area urbana. Essas favelas construidas nos diques, eu sua grande maioria composta por

palafitas (barracos de madeira suspensos construidos diretamente sobre dgua ou lama),

nao requerem de sistema de coleta de esgoto ou qualquer tipo de tratamento dos efluentes

gerados que sdo langados diretamente nos canais (Figura 1). (Tadeu, 2005; Castanheira et.
al. 2007; Siqueira, 2007; Fabiano e Muniz, 2010; Mello, 2013, Relatério — 4, 2018; Instituto

Pélis, 2013)
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Figura 1 — Ilha o Vicente (Ortofoto do ano de 2001). Detalhe para palafitas associadas aos
canais do Dique do Caxetas (esquerda), Dique do Pompeba/Pigarro (direita) e Rio Caxetas ao

meio

(Foto: TOPPA, R.H.; BUCHMAN, F.S., 2008). Fonte: Mello, 2013

O despejo de efluentes deve seguir uma serie de parametros para que haja

seguranca tanto para humanos quanto ao meio ambiente sendo regulamentada pela

Resolugdo CONAMA 430 que dispbe sobre condi¢cbes, parametros, padroes e diretrizes

para gestdo do langamento de efluentes em corpos de agua receptores, e uma vez que

ndo seja seguido, pode levar a contaminagcdo dos corpos receptores podendo acarretar

na disseminagéo de doenca de veiculagéo hidrica e outros, principalmente em épocas que

ocorrem alagamentos devido a chuvas ou eventos de ressaca do mar. (Giatti et al., 2004;

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia
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Oliveira, 2017; Sampaio, 2010; Stradiotto, 2013; instituto Polis, 2013)

Diversos organismos patogénicos podem ser comumente encontrados em locais
contaminados por efluentes, especialmente domésticos, tais como helmintos, protozoarios,
fungos, virus, bactérias, entre outros, formando um grave problema de sadde publica. Dentre
as bactérias, a Escherichia coli e as bactérias do género Enterococcus podem ocasionar
gastroenterites, eventos diarreicos, vomitos e nauseas, entre varios outros sintomas, que
pode ocorrer por contato direto ou indireto, consumo de agua e alimentos contaminados
com microrganismos presentes nos canais (Figura 2). (Giatti et al., 2004; Oliveira, 2017;
Stradiotto, 2013; John e Carvalho, 2011)

Figura 2 — Jovens nadando proximos a palafitas no Dique do Caxetas.

Fonte: José Augusto de Souza.

Além disso, a presenca destes microrganismos pode servir como bioindicadores
de qualidade de agua, que pode ser classificada de acordo com o tipo de contato pela
Resolucao CONAMA 357 que dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para 0 seu enquadramento, que é controlada pela CETESB utilizando protocolo
de balneabilidade para o contato direto com essas aguas.

21 METODOLOGIA

A area de estudo se situa na area insular do municipio de Séao Vicente, litoral do
Estado de Sao Paulo. As coletas foram realizadas mensalmente, durante o periodo de maré
baixa diurna, por um periodo de seis meses, para uma avaliacdo temporal dos canais. Ao

todo foram coletadas 72 amostras neste periodo que compreenderam os meses de junho
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a novembro de 2018. As coletas foram realizadas nos canais de drenagem dos diques do

municipio (Figura 3).

r Pt - VILA PTE. NOVA

% pes?

2 Ay

GQUEI CLUB RADIO CLUBH .
! I 3 L) CIDADE NAUTICA e

2] \
VILA JOCKEI &_! [
CLUBE
(1] —
CIDAOE §8 Bk ARDIM GUASSU 3 i
T SANTOS e 18
[se ik o B Satos Saa MORRO
PARQUE SAD @ : / P
VICENTE Vicente Golf Clu ILA JORGE MARA
. MORRO EMBARE
SA CATARINA ¢ .
" VILA MELO
DE MORAES Parque E
BEIRA MAR °Q
Sao Vicente MORRO
TEREZ
ESPLANADA
Q DOS BARREIROS VILA VALENCA R o
grisamar @)
TARARE
TARA
VILA MARGARIDA ITARARE
BOA
o Litor
RARUUE PRAJAEA ILHA PORCHAT
Google

Figura 3 - Localizagdo dos canais dos Diques na area insular do Municipio de S&o Vicente —

SP.

(Fonte: Google Maps adaptado por José Augusto de Souza.).

As coletas foram realizadas em quatro diferentes canais do municipio (Tabela 1),

em trés diferentes pontos em cada canal, uma na entrada do canal (comporta), uma na

saida do canal (ap6s a comporta dentro do rio/estuario) e outra na ao longo do canal de

cada dique.
LOCAL NOME DO DIQUE BAIRRO COORDENADAS GPS
Canal 1 Sambaiatuba Jéquei Clube (23°56'58.95”S 46°23'07.82"0)
Canal 2 Caxetas Joquei Clube (23°56'36.57”S 46°24°19.36”0)
Canal 3 Picarro/Pompeba Cidade Nautica (23°56'43.55"S 46°24'11.66"0)
Canal 4 México 70 Vila Margarida (23°57'49.85”S 46°24'48.6170)

Tabela 1 — Localizagéo dos Diques

Fonte: Elaborado por José Augusto de Souza.
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Amostras de agua foram coletadas em frascos estéreis e mantidas sob-refrigeragéo
em caixa térmica (cooler) com bolsas de gelo artificial reutilizavel e encaminhadas para
andlise no Laboratério de Microbiologia Marinha (MICROMAR) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) — Instituto de Biociéncias Campus do Litoral Paulista — IB-CLP Séao
Vicente, iniciando-se o processamento das amostras imediatamente ap6s a chegada.

2.1 Densidades

As densidades foram analisadas através da técnica de membrana filtrante (APHA,
2012), utilizando membrana celulésica com 0,45um de porosidade, e apos a filtragem, as
membranas foram depositadas em placas contendo meio de cultura agar mTEC para E.
colie agar mENTEROCOCCUS para Enterococcus spp. e processadas (E. coli—incubacao
em estufa a 35+ 2°C por 2 h e em seguida a 44 °C em banho-maria por 24h; Enterococcus
spp. —incubagé@o em estufa bacteriologica 35 + 2°C por 48h). Ap6s a incubacéo as colbnias
foram contadas e suas densidades expressas em Unidades Formadoras de Colbnias por
100mL (UFC 100mL"). (Figura 4)

Figura 4 — Passo a passo da analise das amostras. a) preparagao das placas; b) Filtragem; c)
estufa bacteriolégica; d) Banho-maria; e) Contagem de UFC. Linha rosa representando E. coli
(gram negativa) e linha azul representando Enterococcus spp. (gram positiva).

Fonte: José Augusto de Souza.

O teste confirmatoério para E. coli foi realizado utilizando solu¢do de ureia (com
vermelho de fenol) a 2% (1,0 mg / 100 mL) pH 7,2, sobre papel filiro absorvente pelo
periodo de 20 minutos. Colénias que mantiveram a cor amarelada ou mudaram de cor
para amarelo-marrom foram consideradas positivas. Ja para confirmacéo de Enterococcus
spp., coldnias de coloracdo vermelho-marrom foram escolhidas de forma aleat6ria nas
placas e inoculadas em tubo de ensaio contendo o meio Enterococcosel Caldo (Becton

Dickinson Laboratories), e processadas como recomenda o manual (incubagéo em estufa
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bacteriolégica a 37°C pelo periodo de 2-4h a 18-24h). Os tubos onde os meios de cultura
enegreceram foram considerados positivos.

31 RESULTADOS

Oresultado das densidades encontradas ao analisar as amostras foram extremamente
altas, como mostra o grafico 1, e devido a isso, as fragoes da filtragem acima de 5 ml foram
desconsideradas, pois eram impossiveis de ser calculadas ou estimadas, ficando apenas
fracdes de 1 ml e 5 ml a serem analisadas.
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Gréfico 1 — Balneabilidade x Densidade encontrada (escala Logaritmica).

Fonte: Elaborado por José Augusto de Souza.

Os resultados das densidades obtidos tanto para E. coli quanto para Enterococcus
spp. se mostraram maiores do que os esperados e isso se deve as areas de coleta ndo
possuirem sistema de coleta de esgoto, muito menos tratamento, e os efluentes domésticos
séo lancados diretamente nos canais como mostra o Resumo Executivo de S&o Vicente.
Além disso, o resultado obtido também se deve a outros fatores observados como densidade
demogréfica da regido em questao e o fluxo de agua.

O alto adensamento populacional nessas areas, que diferentemente do encontrado
por Borges (2002), Cunha (2010), Giatti (2004) e Lopez e Magalhdes Jr (2010), onde a
baixa quantidade de moradias e a distancia entre elas obtiveram densidades microbianas
menores que as encontradas e os diques podem ultrapassar 10.000 hab./km2.

O fluxo de agua nos canais sofre incidéncia direta da maré, se enchendo com a as
aguas salobras a salinas do estuério com o periodo de enchente, podendo ser diluida até

aguas consideradas doces devido a quantidade massiva de efluentes domésticos durante
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0 periodo vazante da maré (que dura em torno de 6 horas), diferentemente dos rios, pois
possuem um fluxo unidirecional como visto em Borges (2002); Cunha (2010) e Vasconcelos
(2006) uma menor densidade microbiana, pois o fluxo de dgua carreava e diluia o efluente.

3.1 Fatores Abiodticos

Os resultados obtidos (Tabela 2) se mantiveram estaveis para o pH em todo o periodo
de amostragem, entretanto a salinidade variou de 0,3 minimo (agua doce) chegando a 31
maxima (agua salina) sendo classificadas como agua doce e salgada respectivamente, se
mantendo classificada como agua salobra na maior parte do tempo. Essa variacao pode
ser explicada pelo aporte de 4gua salina / salobra durante a enchente da maré e o aporte
de agua doce dos efluentes.

O O.D. também variou bastante tendo minima de 0,62 mgL™* e maxima de 8,33 mgL™
durante a amostragem. As minimas podem ser explicadas pelo metabolismo microbiano e
0 consumo de matéria organica dissolvida e as méaximas foram encontradas nas areas com

maior velocidade de correnteza devido a morfologia dos canais.

D. 0. (mg L'Y) Salinity pH

S1 2.24 1.52 6.98
S2 3.26 1.68 7.04
S3 1.91 2.68 6.81
Cl 1.00 11.47 7.08
2 2.50 11.10 7.17
C3 1.47 12.87 6.91
Pl 3.29 4.52 6.87
P2 247 5.72 7.02
3 1.11 3.15 6.79
Ml 313 10.65 7.14
M2 4.48 18.10 7.17
M3 2.53 10.13 7.18

Tabela 2 — Média dos parametros fisico-quimicos.

Fonte: Elaborado por José Augusto de Souza.

3.2 Escherichia coli

As densidades encontradas nas amostras se mostraram em quase sua totalidade
acima dos limites, sendo consideradas incontaveis por apresentarem densidades superior
a 300 UFC/100ml nas placas com fragcdes de 1 ml e 5 ml. Das 72 amostras a excecéo
ocorreu apenas no ponto M2 durante a 42 coleta, que ocorreu uma enchente da maré antes
do previsto, com a agua oriunda do estuério, e a amostra obteve valores de 1900 UFC/100
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ml e 700 UFC/100 ml nas filtragens de 1 ml e 5 ml respectivamente, porém, mesmo
apresentando valores inferiores a densidades encontradas na maioria das amostras ainda
estavam acima da densidade estipulada que caracteriza aguas impréprias de acordo com
a Resolugdo CONAMA 274 e a balneabilidade continuaria comprometida.

Para efeito de padréo, algumas placas foram contadas para que pudesse ser
estipulado que realmente se enquadrariam como incontaveis e o valor contabilizando na
placa de 1 ml foi 2.324 UFC (Figura 5).

O despejo de efluentes sem tratamento nos canais influencia diretamente todo o
complexo do Sistema Estuarino de Santos e S&o Vicente, incluindo rios e praias, o que
pode ser corroborado por da Costa Andrade (2015) onde foram encontradas maiores
densidades de E. coli nas aguas e areias da praia da do Gonzaguinha, mais proxima a
saida do estuario, do que encontradas na praia da llha Porchat (mais afastada da saida do
estuario).

Figura 5 — Morfologia de E. coli (macro morfologia superior esquerda - UFC); Micro morfologia
(Central); Teste confirmatério com solugdo de ureia (inferior esquerda).

Fonte: José Augusto de Souza.

3.3 Enterococcus spp

Em 100 % das 72 amostras, as densidades de Enterococcus (Figura 6) foram
superiores aos niveis estabelecidos na Resolucdo CONAMA 274 (chegando a 51.200
UFC/100 ml) o que corrobora com o encontrado por Pinto, 2012, onde as maiores
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densidades de Enterococcus spp. foram encontradas na Praia da Biquinha S&o Vicente/
SP, quando comparadas a Praia do Itararé — Sdo Vicente/SP, por sua localizacdo mais
proxima a saida do Estuério.

Devido ao fluxo vazante do estuario, as aguas ao sairem dos canais, se acumulam
no estuario e séo dispersas proximas a Praia da Biquinha e também durante a subsequente
enchente da maré. (John e Carvalho, 2011, Resumo 4, 2018).
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Figura 6 — Morfologia de Enterococcus spp. (macro morfologia superior esquerda - UFC); Micro
morfologia (Central); Teste confirmatério em Enterococcosel Caldo (inferior esquerda).

Fonte: José Augusto de Souza.

3.4 Balneabilidade

Nenhum dos pontos analisados, durante todo o periodo de coleta, puderam ser
considerados préprios para o contato direto de acordo com os critérios de balneabilidade
da Resolugdo CONAMA 274 utilizados (Tabela 3).

Devido a variagdo maré, ressacas do mar ou fortes chuvas, alagamentos podem
ocorrer e elevar o risco de contato da populagdo com a contaminagdo microbiol6gica das
aguas dos canais. Com isso, ndo s6 a balneabilidade dos canais devem ser levadas em
consideracdo, mas também de todo o sistema estuarino e das praias da regido, pois essa
contaminacéo causada pelos efluentes sem tratamento pode acarretar em um problema
de saude publica e ambiental generalizado, com surtos de doengas de veiculagdo hidrica

como gastroenterites, colites, colera, hepatite, entre diversas outras com sintomas similares

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia Capitulo 1 “



e eventos diarreicos que podem acentuar ainda mais o problema causado pela falta de
tratamento por todo o municipio e regido. (P6lis, 2013; Resumo 4, 2018).

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5 Coleta 6

jun/18 jul/18 ago/18 set/18 out/18 nov/18
$1  IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
$2 IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
$3 IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
c1  IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
€2 IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
€3 IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
P1  IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
P2 IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
P3 IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
M1  IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
M2 IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA
M3  IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA IMPROPRIA

Pontos

Tabela 3 - Balneabilidade dos canais de acordo com os parametros vigentes na CONAMA e
fiscalizados pela CETESB

Fonte: Elaborado por José Augusto de Souza.

41 CONCLUSAO

As densidades microbiol6gicas encontradas indicam alto indice de contaminagéo
de origem fecal nos canais dos diques do municipio de Séo Vicente, oriunda dos efluentes
domésticos langados sem qualquer tipo de tratamento nos canais, e com a variacao de
maré (enchentes e vazantes que ocorrem duas vezes ao dia), essa contaminacao é levada
para os rios, estuario e praias, influenciando fortemente a balneabilidade de todo o Sistema
Estuarino de Santos e Sao Vicente, que é usado como forma de recreagéo pela populacao
(residentes e turistas), fonte de recurso alimentar (subsisténcia e comércio), entre outros,
e que também, por eventos naturais como chuvas e ressacas do mar, alagam levando a
contaminagéo ao contato com a populacéo, geralmente a mais carente.

Dessa forma, € extremamente necessario a implementacdao de rede coletora de
esgotos nessas areas e que a balneabilidade desses canais seja incorporada pela CETESB
para que haja maior controle sobre o lancamento de efluentes, o que ir4 gerar impacto
significativo na saude publica do municipio, na qualidade ambiental e paisagistica, no

turismo e com isso na receita municipal.
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RESUMO: A Tuberculose Pulmonar é uma
doenca infectocontagiosa, presente no cenério
epidemioldgico do Brasil. Dentre os métodos de
diagnostico, a cultura permite identificar o bacilo
como o Mycobacterium tuberculosis, além de
testar sua sensibilidade aos quimioterapicos. O
objetivo deste trabalho é avaliar a realizagédo de
cultura e Teste de Sensibilidade (TS) entre os
casos novos de Tuberculose Pulmonar no Brasil,
no ano de 2016. Trata-se de um estudo de carater
observacional, retrospectivo, e quantitativo,
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em que os dados foram coletados da ficha
de notificacao de Tuberculose do Sistema de
Informacgéo de Agravos de Notificacao (SINAN).
Ao longo do ano estudado, foram notificados
60.507 casos novos de Tuberculose Pulmonar
no Brasil. Entre os casos identificados com
0s sintomas da doenca, em apenas 30,3%
dos casos (n=18.348) houve a realizacdo de
cultura do material secretado (escarro). Foram
positivas, em 72,9% dos casos (n=13.368). A
partir dessas amostras com positividade, em
44,5% delas realizaram-se o TS, para identificar
se o microrganismo causador da Tuberculose
no individuo é resistente ou sensivel aos
antimicrobianos existentes, disponiveis para
tratamento. Em 92,6% dos casos (n=5.522)
os microrganismos foram sensiveis as drogas,
ja em 7,4% dos casos (n=442) apresentaram
resisténcia a elas. Observou-se um alto indice
de negligéncia em relacdo aos pacientes com
Tuberculose Pulmonar, afinal em 69,7% dos
casos nao houve diagnéstico laboratorial,
que pudesse identificar o patbgeno causador
da Tuberculose no paciente. E, de todos que
realizaram a cultura, em 72,9% foram positivas,
o que demonstra um fator de risco real para a
populacéo, ja que o nimero se encontra acima
dos padrdes aceitaveis para a doencga. A partir
destes dados, pode-se observar que ha um
numero elevado de casos de Tuberculose
Pulmonar sem diagnostico laboratorial. Isso
dificulta o tratamento, piora o quadro da doenca
no pais, e impede que se tenha a situagéo clinica
atual da Tuberculose no Brasil.

PALAVRAS - CHAVE: Diagnéstico;
Mycobacterium tuberculosis; Sensibilidade.
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CULTURE EVALUATION AND SENSIBILITY TEST OF PULMONARY
TUBERCULOSIS IN BRAZIL IN 2016

ABSTRACT: Pulmonary Tuberculosis is an infectious disease, present in the epidemiological
scenario of Brazil. Among the diagnostic methods, culture allows the identification of the
bacillus as Mycobacterium tuberculosis, in addition to testing its sensitivity to chemotherapeutic
agents.

KEYWORDS: Diagnosis; Mycobacterium tuberculosis; Sensibility
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RESUMO: A cultura é um método sensivel
e especifico para o diagnéstico das doencas
causadas por micobactérias, principalmente para
a tuberculose (TB) pulmonar e extrapulmonar.
Entretanto, alguns cuidados devem ser tomados
para que ndo ocorra contamina¢cdo da amostra
clinica ou durante o procedimento do exame. O
objetivo do estudo foi avaliar o nUmero de culturas
paramicobactérias contaminadas no ano de 2017.
Estudo retrospectivo, descritivo e quantitativo de
culturas de escarro semeadas para a pesquisa
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de micobactérias pelo método Ogawa-Kudoh no
ano de 2017 realizado em um laboratério da rede
publica do municipio de Boa Vista-RR. Foram
utilizadas informacgbes estatisticas e calculado
média e porcentagem. No ano de 2017 foi
observado um total de 2065 culturas realizadas,
sendo que 88 (4,3%) culturas foram positivas,
1748 (84,6%) negativas e 229 (11%) culturas
apresentaram-se contaminadas. O periodo de
janeiro a julho apresentou numero maior de
culturas contaminadas (média de 25 culturas/
més) e entre agosto a dezembro o nimero de
contaminagéo caiu para 10 culturas/més. Nesse
mesmo periodo houve atualiza¢éo de certificacao
da cabine de seguranca biolégica, uso adequado
da lampada UV para descontaminagdo do
ambiente, descontaminacéo das estufas, oficina
sobre coleta de escarro realizado pelo laboratério
para as unidades basicas de saude (coleta) no
intuito de sensibilizar os profissionais sobre
adequada coleta de escarro para o diagnoéstico
de TB. Portanto, observou-se a diminuicdo de
culturas contaminadas apdés a execugdo de
protocolos e sensibilizag&do de profissionais sobre
o diagndstico de TB.

PALAVRAS - CHAVE: diagnéstico; escarro;
tuberculose.

EVALUATION OF SPUTUM
CULTURES FOR THE DIAGNOSIS OF
TUBERCULOSIS IN 2017

ABSTRACT: Culture is a sensitive and specific
method for the diagnosis of diseases caused
by mycobacteria, mainly for pulmonary and
extrapulmonary tuberculosis (TB). However,
some care must be taken to avoid contamination
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of the clinical sample or during the exam procedure. The objective of the study was to evaluate
the number of cultures for contaminated mycobacteria in the year 2017. Retrospective,
descriptive and quantitative study of sputum cultures sown for mycobacteria research using
the Ogawa-Kudoh method in 2017 carried out in a public laboratory of municipality of Boa
Vista-RR. Statistical information was used and average and percentage were calculated. In
2017, a total of 2065 cultures were observed, of which 88 (4.3%) cultures were positive, 1748
(84.6%) negative and 229 (11%) cultures were contaminated. The period from January to July
showed the highest number of contaminated cultures (average of 25 cultures / month) and
between August and December the number of contamination dropped to 10 cultures / month.
In the same period, certification of the biological safety cabin was updated, proper use of
the UV lamp for decontamination of the environment, decontamination of the greenhouses,
sputum collection workshop conducted by the laboratory for the basic health units (collection)
in the process of raising awareness among professionals about adequate sputum collection
for the diagnosis of TB. Therefore, there was a decrease in contaminated cultures after the
execution of protocols and awareness of professionals about the diagnosis of TB.
KEYWORDS: diagnosis; sputum; tuberculosis.

11 INTRODUGAO

A tuberculose (TB) foi conhecida, em meados do século XIX, como peste branca,
vitimando milhares de individuos em todo o mundo, chegando a cerca de 30% da
mortalidade geral. A partir da metade do século XX, houve reducdo da ocorréncia e da
mortalidade referente a enfermidade, principalmente em paises desenvolvidos (BRASIL,
2019). A OMS descreve que TB é uma doenca infecto contagiosa endémica em diversos
paises, sendo uma das 10 principais causas de morte, sendo que em 2017, 10,0 milhbes
de pessoas desenvolveram a doencga e foram estimadas 1,3 milhdo de mortes decorrentes
da infecgéo pelo bacilo (WHO, 2018). O Brasil esta posicionado entre os 22 paises com alta
carga de TB, os qais s&o responsaveis por grande parte do nimero total de ocorréncias da
doenca no mundo (MAIOR et al., 2012).

Ainda que hoje a TB seja uma doenga que possui prevencao e cura, o indice da
prevaléncia ainda é alto pela existéncia de comunidades ndo desenvolvidas economicamente
(DUARTE et al., 2012).

ATB possui sete espécies que compde o0 seu complexo Mycobacterium tuberculosis:
M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi e M. caprae
(BRASIL, 2019). O M. tuberculosis, conhecido também como bacilo de Koch (BK) € a
espécie mais significativa por ter ocasionado mais mortes, até os mais recentes anos
(CHIMARA; FERRAZOLI, 2009)

A doenca pode ser transmitida por via respiratéria através de uma pessoa infectada,
por inalacao de aerossois (tosse, fala e espirro). Nesses aerossoéis contém bacilos, que séo
facilmente inalados, atingindo rapidamente os alvéolos pulmonares. Para o diagnéstico
laboratorial na rotina do Sistema Unico de Salde - SUS, realiza-se como testes a
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baciloscopia, teste rapido molecular (TRM-TB) e cultura (BRASIL, 2019).

Acultura é um método sensivel e especifico para o diagnéstico das doengas causadas
por micobactérias, principalmente para a tuberculose (TB) pulmonar e extrapulmonar.
Neste exame é possivel multiplicar e isolar os bacilos alcool-4cidos resistentes (BAAR)
a partir do semeio do material em meios de cultivos especificos para micobactérias. Esse
método é considerado o padré&o ouro, por possuir praticamente 100% de especificidade e
sensibilidade para identificar TB pulmonar e extrapulmonar (MAIOR et al., 2012; BRASIL,
2019). Entretanto, alguns cuidados devem ser tomados para que ndo ocorra contaminacéo
da amostra clinica ou durante o procedimento do exame. Esses cuidados sdo observados
durante coleta de amostras clinicas e/ou em métodos de descontaminag¢do da amostra a
ser analisada. Entretanto, ainda assim pode-se tornar possivel a contaminacdo dessas
culturas, por isso o objetivo do estudo foi avaliar o nimero de culturas para micobactérias

com resultado de contaminacgéo liberadas no ano de 2017.

21 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado estudo retrospectivo, descritivo e quantitativo do nimero de culturas de
escarro semeadas para a pesquisa de micobactérias pelo método Ogawa-Kudoh no ano de
2017 realizado em um laboratério da rede publica do municipio de Boa Vista-RR. Utilizou-se
Hidréxido de sodio (NaOH) 4% como agente descontaminante para as amostras clinicas.
Foram utilizadas informacdes estatisticas de relatérios e calculado média e porcentagem.
Todas as amostras seguem um fluxo para realizar os testes que inicia na baciloscopia,
cultura e TRM. Os resultados séo registrados em planilhas especificas entao final do més
é realizado um levantamento dos casos positivos, negativos e contaminado (para cultura).
Esses casos séo registrados em planilhas em forma de numeros. No caso da cultura, foram

avaliados os nimeros em cada més.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No ano de 2017 foi observado um total de 2065 culturas realizadas, sendo que 88
(4,3%) culturas foram positivas, 1748 (84,6%) negativas e 229 (11%) culturas apresentaram-
se contaminadas (tabela 1). Considera-se culturas contaminadas aquelas com presenca de

fungos ou outras bactérias.
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EXAMES

REALIZADOS JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ TOTAL
CULTURA (+) 7 17 15 10 5 3 2 3 3 7 12 4 88
CULTURA () 78 126 216 133 131 137 187 1756 173 197 104 91 1748
CULTURA
CONTAMINADA 26 23 37 27 14 28 20 9 10 16 9 10 229
(%)
CONTAMINACAO 23 14 14 16 9 17 10 5 5 7 7 10 "
N° TOTAL DE
CULTURA 111 166 268 170 150 168 209 187 186 220 125 105 2065

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia

Tabela 1: Culturas de escarro realizadas em 2017.

O periodo de janeiro a julho apresentou niUmero maior de culturas contaminadas
(média de 25 culturas/més) com variacao de 23 - 9%. Entre agosto a dezembro o niUmero
de contaminagédo caiu para 10 culturas/més e foi observou-se variagdo de porcentagem
entre 5 - 11% (figura 1 e 2).

Culturas realizadas para diagndstico de TB em 2017
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Figura 1 - Nomero de culturas realizadas e contaminadas em 2017.
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Figura 2 - Porcentagem de contaminagéo de acordo com o més em 2017.

O semeio do método Ogawa-Kudoh segue etapa de descontaminagdo da amostra
utilizando-se o hidroxido de sédio a 4% para amostras de escarro com controle do
tempo, seguido pelo semeio da amostra no meio de cultura com posterior incubagéo a
temperatura entre 35°C a 37°C para sua multiplicacdo, devido ao lento crescimento o
meio deve permanecer incubado por até 8 semanas. Neste intervalo realiza-se leitura
e/ou interpretacao (caso positivo/negativo/contaminado). Para a realizagdo da coleta o
paciente precisa ser orientado pelo profissional da salde, assim evitando erros de coleta
e possivel contaminac¢do da amostra. A quantidade da amostra precisa ser ideal (5ml a 10
ml), coletado em local arejado e em recipiente adequado. A amostra deve ser processada
0 mais rapido possivel, podendo ser armazenada por um curto tempo em lugar refrigerado
até que ocorra seu processamento. Ainda assim, existe possibilidade de contaminagéo.
A margem aceitavel € de 3 a 5%. Valores mais altos podem indicar concentracdo muito
baixa do reagente descontaminante, tempo curto de contato entre a amostra e a solugcéo
descontaminante, amostras mal conservadas durante o transporte ou o armazenamento,
tempo muito longo entre a coleta da amostra e seu processamento, problemas na
preparacdo do meio de cultura (solugdo salina ndo estéril, autoclave que nao atinge a
temperatura necesséria, etc.) ou a presenga de contaminantes no ambiente do laboratério
e/ou na estufa de cultura (geralmente fungos ambientais) (BRASIL, 2008).

A porcentagem mensal de contamina¢do pode estabelecer relagéo entre boas
praticas laboratoriais e coleta adequada. Vale destacar que as culturas com resultado
contaminado, foram solicitadas novas amostras para repetir o teste.

A contaminacdo de um amostra pode esta relacionada a diversas etapas da
realizacdo do teste. Isso inclui desde a coleta a incubagdo do semeio. O resultado desta
andlise evidenciou pistas a investigacao do alto numero de culturas contaminadas. Essas
informagdes corroboram com as atividades que estavam sendo realizadas em paralelo
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no setor para minimizar a contaminagédo. Esta analise foi realizada no mesmo periodo
de ocorréncia de procedimentos voltados a biosseguranga, treinamento de equipe, entre
outros.

Como apresenta a figura 2, entre agosto a dezembro o nimero de contaminagao caiu
para 10 culturas/més. Quando avaliado os procedimentos, foi observado que no mesmo
periodo houve atualizagéo da certificacdo da cabine de seguranca bioldgica, isso engloba
trocas de filtros e calibragéo do equipamento, descontaminagéo das estufas, evento que
ja ocorria entretanto o periodo de intervalo foi ajustado, a geréncia do laboratério realizou
oficina sobre coleta de escarro para as unidades basicas de saude (coleta) responsaveis
por coletar amostras no intuito de sensibilizar os profissionais sobre adequada coleta de
escarro para o diagnostico de TB.

Além disso, tem-se observado que quando ha intervengcdo educativa para coleta
adequada, as amostras de escarro apresentam maior qualidade com aspecto e volume
satisfatério para efetividade dos exames (SICSU et al., 2016). Isso evidencia a relagéo
entre coleta e a possibilidade de contaminacgéo.

O método de cultura permite o crescimento de outras micobactérias, que nao
somente o Complexo M. tuberculosis, chamadas micobactérias ndo causadora de
tuberculose, também é fundamental para orientar a terapia antibiética e monitoramento
do tratamento, fatores estes que devem ser considerados para importancia de se avaliar
indices relacionados a este método (OLIVEIRA et al, 2016; BUSATTA et al., 2019).

41 CONCLUSAO

O presente estudo trouxe a luz a importancia da realizacdo dos procedimentos
relacionados ao cuidado e manuseio de amostras e cultura para o diagnéstico de
tuberculose. No laboratério, inicialmente foi identificado a ocorréncia do alto nimero de
culturas contaminadas e sugere-se que a diminuicao deste indice pode estar relacionado
com a execugao de protocolos de controle de qualidade que controlam os procedimentos e
sensibilizacdo de profissionais sobre o diagnostico de TB.
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RESUMO: A ampla utilizagdo de drogas
antimicrobianas tem provocado a selecéo de
micro-organismos resistentes e, neste contexto,
uma das alternativas mais promissoras sé&o
o estudo e o emprego de antimicrobianos de
origem vegetal. A Gallesia integrifolia (Spreng)
Harms, familia Lecythidaceae, € uma espécie
nativa da Floresta Atlantica utilizada em projetos
de reflorestamento e como planta medicinal
pela populacéo; entretanto, estudos sobre sua
atividade antimicrobiana s@o escassos. Desta
forma, o objetivo do presente estudo foi fornecer
dados cientificos a respeito dessa espécie
quanto ao seu potencial antimicrobiano. Para
tanto, avaliou-se a atividade antibacteriana e
antifingica de extratos aquosos das folhas de
Gallesia integrifolia submetida a diferentes niveis
de intensidade da luz durante crescimento do
vegetal. Para o estudo, utilizaram-se fungos
do género Candida; C. albicans, C. krusei e
C. parapsilosis e bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Utilizou-se o método de
microdiluicdo em caldo, ap6s o qual se procedeu
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(PHYTOLACCACEAE)

a determinagcdo da concentracdo fungicida/
bactericida minima. Os resultados obtidos
mostraram que 0s extratos ndo apresentaram
propriedades antifingicas. Contudo, observou-
se acao bacteriostatica sobre E. coli a 1000ug.
mL"'. A disponibilidade de radiagdo luminosa
durante o desenvolvimento das plantas de
G. integrifolia nao exerceu influéncia sobre
o0 potencial antimicrobiano de seus extratos.
Assim, o presente estudo demonstrou a agéo
antibacteriana da espécie sobre E. coli, o que
condiz com os dados da literatura que relatam a
maior sensibilidade das bactérias Gram negativas
sobre extratos de G. integrifolia, e sugere a
continuidade nos estudos para elucidacao das
propriedades antimicrobianas dessa espécie
vegetal.

PALAVRAS - CHAVE: Pau d’alho. Floresta
Atlantica. Fitoterapicos.

ABSTRACT: The wide use of antimicrobial
drugs has led to the selection of resistant
microorganisms. In this context, one of the most
promising alternatives is antimicrobials of plant
origin. Gallesia integrifolia (Spreng) Harms,
Lecythidaceae family, is a native species of the
Atlantic Forest used in reforestation projects
and as folk medicine; however, studies on its
antimicrobial activity are scarce. Therefore, the
objective of the present study was to provide
scientific data about this species regarding its
antimicrobial potential. For this purpose, the
antibacterial and antifungal activity of aqueous
extracts of G. integrifolia leaves submitted to
different levels of light intensity during plant
growth was evaluated. For the study, fungi of the
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genus Candida; C. albicans, C. krusei and C. parapsilosis and bacteria Escherichia coli and
Staphylococcus aureus were used. The microdilution broth method was used after which the
minimum fungicide/bactericide concentration was determined. The results showed that the
extracts had no antifungal properties. However, bacteriostatic action on E. coli at 1000ug.
mL" was observed. The availability of light radiation during the development of G. integrifolia
plants had no influence on the antimicrobial potential of their extracts. Thus, the present study
demonstrated the antibacterial action of the species on E. coli, which matches the data in the
literature reporting the higher sensitivity of Gram negative bacteria on G. integrifolia extracts,
and suggests continuity in the studies for elucidation of the antimicrobial properties of this
plant species.

KEYWORDS: antimicrobial; medicinal plant; Atlantic Forest; aqueous extract

11 INTRODUGAO

A familia Phytolaccaceae apresenta aproximadamente 13 géneros e 60 espécies
distribuidas amplamente na regido tropical, possuindo representantes nas Américas
Tropical e Subtropical, na Africa e na Asia Oriental.

Alguns géneros dessa familia, destacando-se o Gallesia Casar, limitam-se a regido
da América do Sul, compreendendo Bolivia, Brasil, Equador e Peru (STEINMANN, 2010).
A Gallesia integrifolia (Spreng) Harms é a unica representante do seu género, sendo uma
espécie nativa do Brasil com ocorréncias confirmadas em quatro dominios fitogeograficos:
Cerrado, Caatinga, Amazénia e Mata Atlantica (MARCHIORETTO, 2015).

Essa espécie é conhecida popularmente como pau-d’alho ou, em Tupi, por ibirarema,
que significa “arvore ruim”, devido ao cheiro caracteristico de alho que exala de todos os
6rgéos da planta (AKISUE, 1986). Tal propriedade é explicada pela presenca de metabdlitos
secundarios extremamente volateis constituidos por grupos sulfurados como a dimetil
sulfona, o metil metano tiossulfonato e o 1-metilsulfonil-2,3-ditiobutano (BARBOSA, 1997,
1999). Boa parte dos metabdlitos secundarios esta relacionada com mecanismo de defesa
natural da planta, possuindo propriedades antimicrobianas, antiparasitarias, antissépticas
e anestésicas, qualidades essas que tornam esses compostos fitoquimicos promissores
como fontes para o desenvolvimento de novos farmacos (FERNANDES JUNIOR et al.
2014).

Usos medicinais populares desta espécie vegetal foram relatados em muitos
estudos etnofarmacolégicos em diferentes paises de sua ocorréncia (BUSSMANN,
2010; BOTTAZZI, 2013). Na medicina popular, a sua forma de uso se da por meio de
chas realizados com folhas e cascas no tratamento de tosses, dores de garganta, diarreia,
asma, reumatismo, infec¢cbes de pele e garganta e combate a helmintos (BARBOSA, 1997;
AGRA, 2008; BIESKI, 2015). Carvalho (1994) observou que a espécie também possui
funcdo de repelente natural a varios insetos gracas a volatilidade de seus constituintes
quimicos. Além disso, as preparagdes de diferentes partes da planta estdo indicadas em
alguns paises latino-americanos nos tratamentos de infec¢cbes (bacterianas e fungicas) e
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manejo de abscessos por diferentes grupos étnicos na Bacia Amazo6nica (DUKE,2009).

Estudos cientificos comprovam o potencial antibacteriano (BUSSMANN, 2010;
ARUNACHALA, 2016), antifungico (FREIXA et al., 1998) e antiviral (ADEMIR, 2013) de
extratos feitos a partir da casca do caule e folhas de individuos adultos de G. integrifolia.
Entretanto, embora haja evidéncias de atividade antimicrobiana preliminar com extratos de
casca e folha de G. integrifolia, pouco se sabe sobre a acéo de extratos foliares de mudas
submetidas a diferentes niveis de radiacao luminosa dessa espécie, ainda que estudos ja
apontem a sua grande capacidade adaptativa a diferentes condicdes de sombreamento
(FEIJO, 2008).

Para esse estudo, foram selecionados micro-organismos de relevéancia clinica tais
como os fungos do género Candida e as bactérias Gram- negativa Escherichia colie Gram-
positiva Staphylococcus aureus.

O género Candida é constituido por leveduras com reproducdo sexuada e
assexuada, com mais de 200 espécies, onde aproximadamente 20 sdo consideradas
patogénicas (GIORDANI, 2015; LACAZ, 2002; MEIRELES, 2009). Essas leveduras fazem
parte da microbiota natural do corpo dos animais, colonizando a pele e as mucosas dos
tratos digestivo, urinario, bucal e vaginal e, sédo consideradas o principal grupo de fungos
patdégenos oportunistas. Dessa maneira, a candidiase é na maioria das vezes de origem
enddgena, ocorrendo como consequéncia de um distdrbio imunolégico do hospedeiro ou
por fatores de viruléncia destas leveduras, que possuem habilidade de colonizar, penetrar
e invadir o tecido (BROWN, 2007; HOLLENBAC, 2008).

A candidiase representa um problema de salde publica, pois a resisténcia de
isolados aos antifingicos convencionais e os relatos de reincidéncias da enfermidade, em
especial nos pacientes imunodeficientes ou em tratamentos prolongados com antibiéticos,
(SANGLARD, 2002; COLOMBO, 2003; POZZATTI, 2010; AHMAD, 2011) vem fazendo com
que o género Candida seja objeto cada vez mais presente em estudos relacionados a
atividade antimicrobiana (DUARTE, 2005).

A Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa que se encontra naturalmente
no trato digestério do homem. Sendo que, dentre seus diversos sorotipos, cinco foram
identificados como patogénicos (FORSYTHE, 2013). Tal bactéria é amplamente utilizada
como indicador em estudos e analises de contaminagéo fecal da a4gua e de alimentos, por
ser facilmente isolada e identificada. A contaminacéo por este patégeno pode provocar
quadro clinico de diarreia, febre, vémitos entre outras complicagdes (SILVA JR, 1995; JAY,
2005).

A Staphylococcus aureus, por sua vez, € uma bactéria do grupo dos cocos Gram-
positivos que também faz parte da microbiota humana e pode ser encontrada em diversas
partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele, podendo se alojar no tecido
e provocar lesdes, caso as barreiras naturais, pele e mucosas, estejam comprometidas por
trauma ou cirurgia (ROBERT; CHAMBERS, 2005; VELAZQUEZ-MEZA, 2005). As doencgas
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provocadas por essa bactéria podem ser decorrentes da invaséo direta dos tecidos, ou,
devido as toxinas que ela produz, acarretando doencas que vao desde uma infeccédo
simples, como espinhas e furinculos, até as mais graves, como pneumonia, meningite,
endocardite, sindrome do choque toxico e septicemia (SCHECHTER; MARANGONI, 1998;
BRAUNWALD, 2002; ANDRIOLO, 2005). A S. aureus foi uma das primeiras bactérias a
serem controladas com a descoberta dos antibi6ticos, mas, devido a sua enorme capacidade
de adaptacgéo e resisténcia, tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro
das infecgOes hospitalares e comunitarias (SANTOS, 2007).

De acordo com Zuzarte (2012), as pesquisas por novas substancias fitoquimicas
capazes de combaterinfec¢gdes microbianas, ou mesmo melhorar a agéo dos antimicrobianos
comumente usados na medicina, tem se mostrado uma tendéncia promissora na busca de
avangos contra a resisténcia e a reducao nas limitagbes dos tratamentos convencionais,
como efeitos adversos e a alta toxicidade dos antimicrobianos sintéticos comerciais.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar se extratos de G. integrifolia
apresentavam atividade antimicrobiana, que além de contribuir para descobertas
farmacoldgicas, atua na valorizagéo e resgate da cultura popular, uma vez que o uso dessa
planta com intengdo medicinal ja € um habito incorporado em algumas comunidades, e
agrega importéncia na preservacéo da espécie por se tratar de uma planta com propriedades
medicinais.

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta do material vegetal

Este estudo foi desenvolvido em area experimental no Campus Soane Nazaré de
Andrade, Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Rodovia Jorge Amado, km 16,
Bairro Salobrinho, localizado no municipio de Ilhéus, BA, nas coordenadas 39°13'59” de
longitude oeste e 14°45’°15” de latitude sul. Para tal, foram utilizadas mudas de Gallesia
integrifolia com 90 dias de idade, adquiridas no viveiro do Instituto Floresta Viva (IFV)
localizado no distrito de Serra Grande, Uruguca, BA (www.florestaviva.org.br).

As mudas foram plantadas em sacos plasticos com capacidade de 1,5 litros que
foram condicionados em tubos de PVC de 100 mm de didmetro com 250 mm de altura
com orificios de drenagem. Apds o plantio, as plantas, foram submetidas, durante 77 dias,
a trés tratamentos de disponibilidade de radiacéo luminosa: T1 (5,9 mol fétons m-2 dia-1)
T2 (2,3 mol fétons m-2 dia-1) e T3 (1,1 mol fétons m-2 dia-1), obtidos por meio de casas de
sombras cujas dimensdes foram de 1,2 x 1,2 x 1,0 m, com diferentes graus de cobertura de
tela. As medidas de radiagéo foram obtidas por meio dos sensores quéanticos presentes em
cada casa. Das 15 mudas presentes em cada tratamento, foram coletadas as folhas que
seguiram para secagem em estufa de circulagédo for¢cada de ar a 60°C.
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2.2 Obtencao do extrato

Extratos aquosos foram obtidos a partir das folhas de cada um dos trés tratamentos
identificados por T1, T2 e T3(se¢éo 2.1). Para tanto, pesou-se 5g de folhas trituradas que
foram transferidas para béqueres com 200 mL de 4gua destilada. Procedeu-se a fervura
durante 10 minutos, ap6s a qual, as solugdes foram filtradas para remocao de grandes
particulas e transferidas para tubos de polipropileno de 50 mL esterilizados. As solu¢des
foram entdo submetidas ao processo de liofilizagdo com equipamento Freeze dryer
(Freezone 6 - Labconco, Kansas City, MO) (ROZWALKA, 2008).

2.3 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados para o estudo foram os fungos leveduriformes
Candida albicans, ATCC 14057; C. parapsilosis, ATCC 22018; C. krusei, ATCC 6258,
gentilmente cedidos pelo Dr. Sydney Hartz Alves do Laboratério de Pesquisa em Micologia
(LAPEME) da Universidade Federal de Santa Maria, e as bactérias Staphylococcus aureus
INCQS 00249 (ATCC 25904) e Escherichia coli EPEC INCQS 00182 (CDC 086H35), da
colecdo de micro-organismos de referéncia em vigilancia sanitaria — CMRVS, FIOCRUZ-
INCQ, Rio de Janeiro, RJ.

2.4 Preparacao dos inéculos fungicos

Os inéculos fungicos foram preparados por meio de diluicdo de amostras, retiradas
de um pré-cultivo em agar Sabouraud dextrose (ASD) com cloranfenicol (50ug.mL"), em
solugéo salina a 0,9% seguido por contagem em camara de Neubauer para padronizar a
amostragem em 2.5 x 10° células.mL", valor recomendado para testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos (NCCL, 2002).

2.5 Preparacao dos in6culos bacterianos

Os in6culos bacterianos foram preparados tomando-se uma ou mais algcadas de
colénias mantidas em agar nutriente e diluindo-a em solugéo salina a 0,9%, até atingirem a
turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland (NCCL, 2006).

2.6 Determinacao da concentracao inibitéria e fungicida minima (CIM) frente
a leveduras do género Candida

Para a determinagéo da concentracao inibitéria minima (CIM) dos extratos vegetais,
utilizou-se o teste de microdiluicdo em caldo de acordo com a Norma M27-A2 (CLSI,
2002) com modificagdes. Realizou-se diluicdo seriada dos extratos aquosos a partir
de uma solugdo méae a 10 mg.mL" em meio RPMI para as concentragbes de 3,9 a 500
pg.mL-1. Um volume das concentragdes dos extratos (100 pL) foi distribuido em placas
de 96 orificios em ftriplicata e adicionados de 100 pL de solugédo contendo 2.6 x 10% UFC.
mL- de leveduras. Como controles, utilizou-se: Clorexidina 1% (100uL de levedura + 100
uL da clorexidina); Meio RPMI (200pyL de Meio RPMI); Levedura (100pL da levedura +
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100uL de Meio RPMI); Extrato controle (100uL do extrato na concentragdo mais elevada
+ 100 pyL de Meio RPMI); Extrato teste (100uL Extrato nas diferentes concentragcbes +
100uL de levedura. As microplacas foram incubadas por 48 h a 36 +1°C, ap6s o qual foram
observadas de modo que a turbidez foi o critério utilizado para ratificar o crescimento de
levedura. Posteriormente, 10 pL de cada amostra localizada no meio da triplicata foram
transferidos em forma de spots para placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose
(ASD) com cloranfenicol (50ug.mL"). Por fim, as placas de Petri foram armazenadas a
36+1 °C. O crescimento das leveduras ou auséncia dele foi observado ap6s 24 horas.

2.7 Determinacao da concentracéo inibitéria e bactericida minima (CIM) frente
as bactérias E. colie S. aureus

A CIM foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo de infusdo de cérebro
e coragao (Brain Heart Infusion — BHI) em microplacas de 96 orificios, de acordo com a
metodologia descrita segundo a norma M7-A7 do Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006), com modificacbes. Os orificios foram preenchidos com 90 yL do
meio BHI e, em seguida, acrescentaram-se 90 pL das solu¢des de extratos vegetais e fez-
se a diluicdo seriada de 7,81 a 1.000 yg.mL™", de modo que os 90 pL restantes da ultima
diluicdo, foram descartados. Logo, todos os pocos tinham 90 pL de meio acrescido da
amostra. O preparo dos micro-organismos sucedeu-se a partir da mistura de uma amostra
de cada bactéria até atingir turvagao igual a suspenséo do tubo 0,5 da escala McFarland
(aproximadamente 1,0 x 108 UFC.mL"") em frascos de vidro estéreis contendo 4 mL de NaCl
0,9%. Ulteriormente, distribuiram-se 10 pL das suspencdes das bactérias em cara orificio.

Como controles, utilizaram-se: Clorafenicol (50pg.mL") (10uL de bactéria + 90 pyL do
clorafenicol); Caldo BHI (100uL de Caldo BHI); Bactéria (10pL da levedura + 90uL de Caldo
BHI); Extrato controle (100pL do extrato + 100 pyL de Caldo BHI); Extratos testes (90uL do
extrato + 90 pL de Caldo BHI + 10pL de bactéria). O volume final em cada poco foi de 0,1
mL. Os tratamentos foram distribuidos por microplacas de 96 pogos, em triplicata, para
cada uma das espécies de bactérias: E. colie S. aureus.

As microplacas foram incubadas a 36+1 °C por 24 horas, para que, posteriormente,
os tratamentos fossem distribuidos em placas de Petri contendo 20 mL de agar nutriente
(AN) com cloranfenicol (50ug.mL"). Transferiram-se 10 pL de cada amostra localizada no
meio da triplicata. Por fim, as placas de Petri foram armazenadas a 36+1 °C. O crescimento
das bactérias ou auséncia dele foi observado apds 24 horas. Transcorrido o tempo de
crescimento bacteriano, realizou-se a interpretacdo dos resultados da seguinte maneira:
nas placas onde néo houve crescimento microbiano o extrato foi considerado como tendo
acao bactericida e naquelas cuja acéo inibitoria foi observada na placa de 96 orificios, mas
onde houve crescimento do micro-organismo no subcultivo, o extrato foi considerado como
tendo acéo bacteriostatica.

Também foram realizadas leituras com o revelador resazurina (0,01mg.mL™") a qual
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10uL foram adicionados em cada poco das microplacas nos testes com bactérias. No
decorrer de 2 horas a presenca de cor azul foi interpretada como auséncia de crescimento
e a presenca de cor rosa, crescimento bacteriano.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos utilizando o método de microdiluicdo para determinagéo da
atividade antifungica demonstraram que nenhum dos extratos apresentou acéo inibitéria
sobre as espécies de Candida utilizadas no estudo (Fig. 1).
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Figura 1. Determinagao da concentracao inibitéria minima (I) e concentracgéo fungicida minima
() dos extratos de G.integrifolia submetida a diferentes tratamentos de disponibilidade de
radiagdo luminosa. A — Candida albicans; B — C. krusei; C — C. parapsilosis. T1 (5,9 mol fétons
m-2 dia-1); T2 (2,3 mol fétons m-2 dia-1); T3 (1,1 mol fétons m-2 dia-1).

Fonte: Dados da pesquisa

A microdiluicdo € um método que possui vantagens quando se refere a produtos
naturais, uma vez que esses sdo obtidos em poucas quantidades. Além disso, € uma
técnica de baixo custo, simples, rapida, e mais sensivel que outros métodos usados na
literatura, de alto rendimento e que permite determinar a CIM dos produtos em estudo
(ELOFF, 1998; COWAN, 1999; GABRIELSON, 2002; LANGFIELD, 2004; CUSHNIE, 2005;
ALVES, 2008; OSTROSKY, 2008; SALAZAR-ARANDA, 2009; PALOMBO, 2011). Apesar de

possuir algumas limitagdes, tais como células de alguns micro-organismos que se aderem
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a base do poco, precipitagdo de compostos presentes em alguns extratos e a coloragédo
do extrato que em altas concentragdes podem acabar interferindo na anélise, essa técnica
ainda apresenta vantagens de uso sobre outras técnicas (OSTROSKY, 2008).

O Unico relato encontrado na literatura de testes antifungicos usando a G. integrifolia
foi 0 estudo desenvolvido por Freixa e colaboradores (1998), que visava a busca por novos
compostos antifungicos, e para tal foram selecionadas 19 espécies latino-americanos de
plantas utilizadas em medicina tradicional para varios fins, dentre essas se encontrava
a G. integrifolia, a qual segundo Sanz e Campos (2009) a raiz &€ muito utilizada por
comunidades peruanas para o tratamento de reumatismo. No trabalho de Freixa et al.
(1998) foram desenvolvidos dois extratos feitos com solventes diferentes, o metanol e o
diclorometano, e a avaliagdo do potencial antifungico foi realizada pelo método difuséo
em &gar, variante disco. O resultado obtido demostrou que o extrato de diclorometano
(10 mg / disco) da casca de raiz da G. integrifolia apresentou atividade antifungica contra
Candida albicans ATCC 10231, Cladosporium cladosporioides CECT 2111, Cryptococcus
neoformans CECT 1075, Fusarium oxysporum var.pinaster, Microsporum gypseum CECT
2908, Penicillium purpurogenum CECT 2314, Saccharomyces cerevisiae CECT 1324 e
Tricophyton mentagrophytes CECT 2795, demostrando assim a presenca de substancias
bioativas nessa espécie.

Comparando-se com os resultados do presente estudo, infere-se que duas variaveis
podem estar atuando nesse potencial antifungico encontrado por Freixa et al. (1998): o
solvente e o 6rgéo da planta que é utilizado. A obtengéo do composto biologicamente ativo
a partir de um material vegetal &€ dependente do tipo de solvente usado no processo de
extracdo (DAS, 2010). Na extracdo de compostos hidrofilicos, por exemplo, sdo usados
solventes polares tais como metanol, etanol ou acetato de etila. J& para compostos mais
lipofilicos, sdo usados diclorometano ou uma mistura de diclorometano / metanol na
proporcéo de 1:1 (SASIDHARAN, 2011). Uma vez que a polaridade do solvente reflete na
eficiéncia da extragdo para as diferentes substancias presentes no tecido vegetal, uma das
explicacdes para os dados de atividade antifungica desse estudo ndo condizerem com o
potencial relatado na literatura é a diferenca de polaridade entre os solventes escolhidos,
visto que a agua é um solvente polar e o diclorometano € um composto apolar imiscivel em
agua com alta capacidade de dissolucdo de solventes organicos (AFONSO, 2009).

A outra justificativa se baseia nas diferentes taxas de sintese e acumulo de
metabdlitos secundarios, denominados de principios ativos, que sdo os principais
responsaveis pela atividade bioldgica presente nos vegetais, de acordo com o 6rgéo da
planta. Para as plantas, estas substancias possuem a fungéo de melhorar suas condi¢cbes de
sobrevivéncia no ambiente, atuando com atividades de protec¢ado contra pragas e doencas,
atracdo de polinizadores, agéo alelopatica, etc. Esses compostos ndo sédo estaveis e nem
se distribuem de maneira homogénea, podendo assim, estarem concentrados nas raizes,

rizomas, ramos, caules, folhas, sementes ou flores. Ademais, seus teores variam de acordo
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com a época do ano, hora de coleta, solo ou clima onde vive a planta (CORREA, 1998)

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada por meio da determinagéo
da menor quantidade dos extratos em estudo necessario para inibir o crescimento das
bactérias de interesse. Para tal, assim como para testar a atividade antifingica, para a
atividade antimicrobiana, usou-se 0 método de microdiluicdo para indicacdo da CIM e o
subcultivo em placas de Petri para determinacdo da CBM.

Pbde-se observar que no teste realizado com E. coli (Fig. 2), ao adicionar a
resazurina, a primeira linha de pocos apresentou coloracao azulada indicando a inibi¢gdo do
crescimento dessa bactéria nas maiores concentragdes de todos os extratos. Ja no teste
realizado com a bactéria S. aureus, a reagdo com resazurina detectou viabilidade celular
(coloracao résea) em todos os pogos com amostras, ou seja, houve auséncia de inibicao do
crescimento destas bactérias pelos extratos aquosos obtidos de G. integrifolia submetida a
diferentes disponibilidades de radiagdo luminosa. A coloragéo rosea indica a oxi-redugéo da
resazurina em resarufina, reagdo essa gerada por meio do ganho de hidrogénio por flavinas
ligadas a enzimas relacionadas com o sistema de transporte durante o metabolismo celular,
indicando, portanto, a presencga de bactérias viaveis (KONEMAN, 1997).

No caso da determinacdo da CBM, pode-se constatar que houve crescimento
bacteriano, tanto da E. coli quanto da S. aureus, nas placas, indicando assim que 0s
extratos nas maiores concentragdes possuem acdo somente bacteriostatica (inibicao do
desenvolvimento das bactérias) sobre E. coli.

Figura 2. Determinag&o da concentragéo inibitéria minima e concentragéo bactericida minima
dos extratos de G.integrifolia submetida a diferentes tratamentos de disponibilidade de radiagcdo
luminosa sobre Escherichia coli. T1 (5,9 mol fétons m-2 dia-1); T2 (2,3 mol fétons m-2 dia-1);
T3 (1,1 mol fétons m-2 dia-1).

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados obtidos da concentracao inibitéria minima e concentragéo bactericida
minima dos extratos de G. integrifolia estdo resumidos na Tabela 1.
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Extrato de E. coli S. aureus

G.integrifolia (ug. (ATCC 22018) (ATCC 25904)
mL-1) ciM CBM CIM CBM
T 1.000 - - -
T2 1.000 - - -
T3 1.000 - - -

Tabela 1. Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) dos
extratos de G. integrifolia submetida a diferentes disponibilidade de radiagédo luminosa frente a
E. colie S. aureus.

Legenda: T1 - 5,9 mol fétons m2 dia™'; T2 - 2,3 mol fétons m? dia-'; T3 - 1,1 mol fétons m2dia™.

Fonte: Dados da pesquisa

Analisando os resultados obtidos dos extratos aquosos de folhas da G. integrifolia,
observa-se que esses apresentaram apenas potencial de acdo antimicrobiana frente a E.
coli, onde foi comprovado efeito inibitério com agéo bacteriostatica na maior concentracéo.
Essa resposta condiz com dados encontrados na literatura sobre o potencial antibacteriano
dessa espécie vegetal, cujos resultados demostraram que bactérias Gram-negativas sao
mais sensiveis aos compostos extraidos da G. intregifolia quando comparado com testes
em bacterias Gram-positivas (ARUNACHALAM, 2016).

No estudo de Arunachalam et al (2016) foi avaliado a atividade antibacteriana in vitro
e in vivo e o modo de acdo do extrato hidroetanolico da casca do caule de G. integrifolia.
A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo contra onze cepas
de bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes) e Gram-negativas
(Escherichia coli, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium e Shigella flexneri). Neste estudo, também foi estabelecido o modo
de acdo do extrato o qual foi pela permeabilidade da membrana externa, vazamento de
nucleotideos e ensaios de efluxo de potassio. Os resultados desse estudo demostraram
que os extratos tinham acgéo bacteriostatica mais ativa sobre bactérias Gram-negativas
e que houve associagcdo com o modo de agédo das substancias vegetais a mudancgas da
membrana bacteriana causada por um aumento de sua permeabilidade.

As bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes aos antibidticos pela presenca
de uma membrana exterior da parede celular bacteriana que atua como uma barreira
seletiva (VAARA, 1983). Assim, alguns antibi6ticos ndo sdo capazes de se infiltrar na
membrana desses organismos e com isso ndo apresentam eficacia frente a essas bactérias
(YI;ZHU;FU, 2010).

Esses resultados sugerem entdo que a atividade dos compostos de extrato
aquoso das folhas de G. integrifolia contra bactérias Gram-negativas esta relacionada a
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sua capacidade de atuacdo sobre a permeabilidade da membrana celular desses micro-
organismos, apresentando-o portanto como um fitoterdpico promissor contra esses
patégenos.

Visto que, os trés extratos obtiveram a mesma agéo apresentando atividade apenas
na maior concentracdo contra a E. coli, a disponibilidade de radiagdo luminosa durante o
desenvolvimento das plantas de G. integrifolia pareceu ndo exercer influéncia sobre os
constituintes com potencial antimicrobiano presentes nas folhas, apesar da incidéncia de
luz solar ser um fator que afeta a producao dos compostos bioativos nos vegetais (YARZA,
1982). Isso demonstra, portanto, que essas substancias podem estar sendo produzidas
constitutivamente.

Conclui-se que os resultados obtidos no presente estudo vém contribuir para
descobertas farmacolégicas de espécies do género Gallesia, atuar na valorizacéo e resgate
da cultura popular e agregar importancia na preservacao da espécie G. integrifolia por se
tratar de uma planta com propriedades medicinais.
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RESUMO: A dengue € uma doencga infecciosa
causada por um virus de genoma RNA, do qual
sdo reconhecidos quatro sorotipos, tendo o
Aedes aegypti como principal vetor. A infec¢éo
por qualquer um destes sorotipos pode ser
assintomatica ou sintomatica. As infeccbes
sintomaticas podem cursar com doenca febril
indiferenciada até uma doenca hemorragica
grave e fatal. No Nordeste, o Ceara é o terceiro
estado com maior quantidade de casos de
Dengue (2.359 casos). O objetivo desse estudo
€ identificar a ocorréncia de casos de dengue
notificados no municipio de Sobral - Ceara,
no periodo de 2014 a 2017. Trata-se de uma
pesquisa qualitativa, realizada por meio de um
estudo epidemioldgico retrospectivo entre os
anos de 2014 a 2017, tomando como fonte de
dados o Sistema de Informacgéo de Agravos de
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Notificacdo (SINAN). Entre os anos de 2014 e
2017 foram notificados 2867 casos de dengue
no municipio de Sobral-Ceara, dos quais 59,33%
ocorreram em individuos do sexo feminino.
Destes, 1,52% ocorreram em gestantes entre
o primeiro e terceiro trimestre gestacional. No
tocante a faixa etaria, 40,53% ocorreram em
individuos entre 20 e 39. Quanto a classificagcao
dos casos sintomaticos, 98,70% foram
classificados como dengue, 0,41% como dengue
com sinais de alarme, 0,17% como dengue grave
e 0,03% como dengue classica ou sindrome do
choque do dengue. A maioria dos casos foram
confirmados por exames laboratoriais (74,67%),
sendo o exame sorologico IgM o mais utilizado. A
maioria dos infectados (90,65%) ndo necessitou
de hospitalizacdo, com 90, 37% evoluindo para
cura. Conclui-se que durante o periodo estudado,
0s casos de dengue no municipio de Sobral-
Ce, ocorreram principalmente na populagéo
feminina adulto jovem ou adulto, sendo um
fato preocupante, ja que estas mulheres se
encontram na faixa etaria economicamente
e sexualmente ativa. Assim, suscita-se a
necessidade de intensificar as campanhas de
combate ao mosquito vetor.

PALAVRAS - CHAVE: Dengue. Epidemiologia.
Sobral

EPIDEMIOLOGICAL CHARACTERIZATION
OF DENGUE CASES IN THE
MUNICIPALITY OF SOBRAL-CEARA,
BETWEEN THE PERIOD 2014 TO 2017

ABSTRACT: Dengue is an infectious disease
caused by an RNA genome virus, of which
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four serotypes are recognized, with Aedes aegypti as the main vector. Infection with any of
these serotypes can be asymptomatic or symptomatic. Symptomatic infections can go from
undifferentiated febrile illness to severe and fatal hemorrhagic disease. In the Northeast,
Ceard is the third state with the highest number of Dengue cases (2,359 cases). The objective
of this study is to identify the occurrence of dengue cases notified in the municipality of
Sobral - Ceara, in the period from 2014 to 2017. This is a qualitative research, carried out
through a retrospective epidemiological study between the years 2014 to 2017 , taking as a
data source the Notifiable Diseases Information System (SINAN). Between 2014 and 2017,
2867 cases of dengue were reported in the municipality of Sobral-Ceara, of which 59.33%
occurred in females. Of these, 1.52% occurred in pregnant women between the first and third
trimester of pregnancy. Regarding the age group, 40.53% occurred in individuals between 20
and 39. As for the classification of symptomatic cases, 98.70% were classified as dengue,
0.41% as dengue with alarm signs, 0.17% as severe dengue and 0.03% as classic dengue
or dengue shock syndrome. Most cases were confirmed by laboratory tests (74.67%), with
the IgM serological test being the most used. Most of those infected (90.65%) did not require
hospitalization, with 90.37% progressing to a cure. It is concluded that during the studied
period, dengue cases in the municipality of Sobral-Ce, occurred mainly in the young adult or
adult female population, being a worrying fact, since these women are in the economically and
sexually active age group. Thus, there is a need to intensify campaigns to combat the vector
mosquito.

KEYWORDS: Dengue. Epidemiology. Sobral

INTRODUCAO

A dengue é uma doengca infecciosa causada por um virus de genoma RNA, do qual
séo reconhecidos quatro sorotipos (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4), tendo o Aedes
aegypti como principal vetor. A infeccao por qualquer um dos quatro sorotipos virais da
dengue pode ser assintomatica ou sintomatica. As infecgdes sintomaticas podem causar
um amplo espectro clinico, que varia desde uma doenca febril indiferenciada a uma doenca
hemorragica grave e fatal. Com relacdo ao nimero de casos no Brasil, em 2019, a regido
Sudeste apresentou o maior nUmero de casos provaveis de dengue (179.714 casos;
65,7%) em relagdo ao total do pais, seguida das regides Centro-Oeste (48.048 casos;
17,6%), Nordeste (20.543 casos; 7,5%) Norte (16.630 casos, 6,1%) e Sul (8.258 casos;
3,0%). No Nordeste, até o0 momento, neste mesmo periodo, o estado do Ceara é o terceiro
estado com maior quantidade de casos de Dengue (2.359 casos), perdendo apenas para
os estados da Bahia (8.785 casos) e do Pernambuco (4.014 casos).

OBJETIVOS

Identificar a ocorréncia de casos de dengue notificados no municipio de Sobral -
Ceara, no periodo de 2014 a 2017.
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MATERIAIS E METODOS

Apesquisa, de cunho quantitativo, foi realizada por meio de um estudo epidemioldgico
retrospectivo entre os anos de 2014 a 2017, tomando como fonte de dados o Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN). Os resultados obtidos foram tabulados
e organizados em planilhas utilizando o software Microsoft /Excel 2010. Os dados séo
de dominio publico, portanto, ndo sendo necessaria a aprovagdo no Comité de Etica em
Pesquisa ou Comissao Cientifica Local de acordo com a Resolugéo n° 510 de 2016 do
Conselho Nacional de Saude.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os anos de 2014 e 2017 foram notificados 2867 casos de dengue no municipio
de Sobral-Ceara, sendo a maior ocorréncia no ano de 2015, com 54,86% (1573/2867)
das ocorréncias. Os dados disponiveis no SINAN mostram que os casos de dengue vém
aumentando nos Ultimos anos no Brasil, porém observa-se uma oscilagédo entre crescimento
e decréscimo. Isso demonstra que a dengue nao foi erradicada no pais. As campanhas
contra a dengue promovidas pelo governo sempre foram mais intensas nos momentos em
que a incidéncia crescia muito, o que levava a redug¢ao dos casos. Mas depois os numeros
cresciam novamente devido a diminuicdo dos esforgos no combate do vetor. Segundo o
sexo, foi possivel observar que a maioria dos casos, 59,33% (1701/2867) ocorreram em
individuos do sexo feminino. Destes, 1,52% (26/1701) ocorreram em gestantes entre o
primeiro e terceiro trimestre gestacional. A infeccdo por dengue durante a gestacdo tem
sido associada ao desenvolvimento de pré-eclampsia, eclampsia, hemorragia e 6bitos
maternos, mas ndo a ocorréncia de malformacdes congénitas. No tocante a faixa etéaria,
a maioria dos casos, 40,53% (1162/2867) ocorreram em individuos entre 20 e 39 anos,
seguido daqueles que apresentavam idade entre 40 e 59 anos, 22,49% (645/2867) dos
casos. Estes dados mostram que os individuos economicamente ativos (faixa etaria entre
20 e 59 anos) foram mais acometidos pela doenca o que pode ocasionar absenteismo
escolar ou ao trabalho levando a prejuizos econdmicos, sociais, escolares, dentre outros.
As infecgdes sintoméaticas pelo virus da dengue podem causar um amplo espectro clinico,
que varia desde uma doenga febril indiferenciada a uma doenca hemorragica grave e
fatal. Desta forma, no que diz respeito a classificagcdo dos casos sintomaticos de dengue
notificados nesse estudo, 98,70% (2830/2867) foram classificados como dengue, contudo,
0,41% (12/2867) foram classificados como dengue com sinais de alarme, 0,17% (5/2867)
como dengue grave e 0,03% (1/2867) como dengue classica ou sindrome do choque do
dengue. Com relagéo ao critério de confirmacgéo dos casos de dengue, 74,67% (2141/2867)
foram confirmados através de exames laboratoriais, ja para confirmagdo de 16,07%
(461/2867) dos casos utilizou-se apenas o critério clinico-epidemioldgico. No tocante aos

exames laboratoriais utilizados para confirmacgéo dos casos de dengue, o mais realizado foi
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0 exame sorologico (IgM dengue), em 77,74% (2229/2867) dos casos. Do total de casos de
dengue notificados, 72,65% (2083/2867) mostraram-se positivo através do uso deste teste.
De fato, a literatura mostra que a captura de anticorpos da classe IgM por MAC Elisa é o
método mais empregado para confirmagéo de casos suspeitos de dengue. A sorologia € o
método de escolha quando a amostra de sangue é obtida a partir do final da fase aguda da
doenca. A pesquisa de anticorpos contra o virus da dengue também permite verificar se a
resposta imune do hospedeiro € primaria ou secundaria. No que diz respeito a ocorréncia
de hospitalizagdo, em 90,65% (2599/2867) dos casos ndo ocorreu hospitalizacdo. No
tocante a evolugdo dos casos, 90,37% (2591/2867) evoluiram para a cura. Porém, vale
ressaltar que segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), anualmente,
ocorre cerca de 550 mil hospitalizagdes e 20 mil 6bitos por infeccao pelo virus da dengue
em todo o mundo.

CONCLUSAO

Deste modo, conclui-se que durante o periodo estudado, os casos de dengue no
municipio de Sobral-Ce, ocorram principalmente na populacéo feminina adulto jovem ou
adulto. Isto € um fato preocupante uma vez que estas mulheres se encontram na faixa
etaria economicamente e sexualmente ativa. Além disso, estas mulheres estédo expostas a
contaminagéo por outros virus que também s&o transmitidos pelo A. aegypti, tais como, Zika
e Chikungunya, sendo estes associados a sequelas mais graves, tais como, dores cronicas
nas articulagdes e hidrocefalia em bebés. Assim, ressalta-se que a melhor maneira de
controlar o aumento de casos de dengue é combater os criadouros dos mosquitos, através
de campanhas de eliminacdo de criadouros e conscientizacdo da populagdo das areas
afetadas e de risco.
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ABSTRACT: The northern coast of Brazil in the
state of Para is at second place in the national
ranking of volume of fish and the production of
bivalve mollusks. Outbreaks diarrhea associated
with fresh consumption of mollusks is common
around the world, but these data are scarce
in Brazil. In the present work we carried out
the research of bacteria (Enterobactereacea,
Vibrionaceae and Aeromonadacea) in bivalve
mollusks produced on the north coast of Brazil
in the State of Para. The samples were obtained
from five producing regions. The identifications
were made by classical methods and by Multiplex
PCR for diarrhea E. coli and monoplex PCR for
Vibrio. All samples showed positive results for
one or more agents, with a higher prevalence
of Escherichia coli (100%), with atypical
enteropathogenic  Escherichia coli (aEPEC),
present in two pools. Klebsiella was present in
42.8%. The Vibrionaceae family was identified
in 57.1%, of these Vibrio parahaemolyticus with
42.8%, Vibrio alginolyticus with 42.8%, followed by
Vibrio fluvialis with 28.6%. The Aeromonadaceae
family was identified in 57.1% of the samples, of
these Aeromonas sobria with 42.8%, followed by
Aeromonas salmonicida 28.6%. The genotypic
characterization of Vibrio corroborates the results
of phenotypic analysis, with the tlh gene present
in 100% of Vibrio parahaemolyticus isolates, as
well as amplified gyr B in all isolates of Vibrio
alginolyticus, the cth gene amplified in the Vibrio
vulnificus isolate. The results obtained indicate
that there is microbiological contamination of
bivalve mollusks produced on the northern coast
of Brazil, in the State of Para. Evidencing the need
for greater attention in the area of food security,
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especially when it comes to bivalve mollusks.
KEYWORDS: Mollusks, Contamination, Vibrionaceae, Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae.

AVALIAGAO DA CONTAMINAGAO DE MOLUSCOS BIVALVES, DESTINADOS
AO CONSUMO HUMANO, PRODUZIDOS EM AGUAS COSTEIRAS DO NORTE
DO BRASIL

RESUMO: O litoral norte do Brasil no Estado do Para ocupa o segundo lugar no ranking
nacional de volume de pescado e na produgdo de moluscos bivalves. Os surtos diarreicos
associados ao consumo in natura de moluscos sao comuns ao redor do mundo, porém esses
dados sédo escassos no Brasil. No presente trabalho realizamos a pesquisa de bactérias
(Enterobactereacea, Vibrionaceae e Aeromonadacea) em moluscos bivalves produzidos na
costa norte do Brasil no Estado do Para. As amostras foram obtidas de cinco regides produtoras.
As identificagbes foram por métodos classicos e por PCR Multiplex para E. coli diarreiogénica
e PCR monoplex para Vibrio. Todas as amostras apresentaram resultados positivos para
um ou mais agente, com maior prevaléncia da Escherichia coli (100%), com Escherichia
coli enteropatogénica atipica (aEPEC), presente em dois pools. Klebsiella esteve presente
em 42,8%. A familia Vibrionaceae foi identificada em 57,1%, destes Vibrio parahaemolyticus
com 42,8%, Vibrio alginolyticus com 42,8%, seguido por Vibrio fluvialis com 28,6%. A familia
Aeromonadaceae foi identificada em 57,1% das amostras, destas Aeromonas sobria com
42,8%, seguida por Aeromonas salmonicida 28,6%. A caracteriza¢cdo genotipica de Vibrio
corroboram com os resultados da analise fenotipica, com o gene tlh presente em 100% dos
isolados de Vibrio parahaemolyticus, assim como gyr B amplificado em todos os isolados
de Vibrio alginolyticus, o gene cth amplificado no isolado de Vibrio vulnificus. Os resultados
obtidos indicam que ha contaminag@o microbiolégica de moluscos bivalves produzidos no
litoral norte do Brasil, no Estado do Para. Evidenciando a necessidade de maior atengéo na
area de seguranga alimentar, principalmente quando se trata de moluscos bivalves.
PALAVRAS - CHAVE: Moluscos, Contaminagdo, Vibrionaceae, Enterobacteriaceae,
Aeromonadaceae.

11 INTRODUCTION

In several Brazilian coastal states, bivalve molluscs, such as mussels and oysters,
guarantee the subsistence of part of the population linked to artisanal fishing in both terms
of consumption and trade (Valle & Proenca, 2000). The State of Para ranks second in terms
of the volume of fish landed, since extractive fishing is an important activity in the North of
Brazil (Brasil, 2010).

Feldhusen (2000), described the existence of three groups of pathogenic bacteria,
which are closely related to diseases caused by the consumption of marine products,
including bivalve molluscs. The group of bacteria naturally present in the aquatic ecosystem
(such as Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
cholerae, Vibrio vulnificus and Listeria monocytogenes), the group of bacteria in the
environment as a result of contamination by animal feces (such as Escherichia coli, Shigella
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spp. and Salmonella spp.) and the group of bacteria that arrive in these products during their
handling and processing (such as Staphylococcus aureus).

In addition to the existence of fecal contamination indicators used in the quality
analysis of bivalve molluscs, different species of the Vibrio genus occur naturally in marine,
coastal and estuarine environments, with some species, such as Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus and Vibrio cholerae being pathogenic to the human, they can be found in
undercooked or partially raw foods such as fish and shellfish (Thompson et al., 2004).

The importance of marine foods as a vehicle for foodborne diseases is conditioned
by some factors, such as the diet of the consuming population, care after collecting mollusks
and the traditional way of preparing food. Thus, due to the high consumption of fresh fish,
Japan has a higher proportion of outbreaks when compared to countries such as the United
States and Canada (Huss et al., 2000).

Although there are few references on the incidence of Vibrio parahaemolyticus in
intestinal infections (Magalhées et al., 1991) and skin infections (Rodrigues el al., 2001) in
Brazil, the detection of Vibrio parahaemolyticus with potential for virulence of a pandemic
clone from two outbreaks and several isolated cases of gastroenteritis in northeastern Brazil,
highlighting the need for the development of routine tests to monitor diarrheal outbreaks and
isolated cases (Leal et al., 2008), particularly in coastal areas and when there is a history of

a patient who handled or consumed products of marine origin.

2| MATERIAL AND METHODS

2.1 Genotypic Caracterization of Escherichia coli.

In the present study, multiplex PCR was used to detect diarrhogenic Escherichia coli.
Escherichia coli was detected in the seven analyzed pools, of these, two Sample Pools 4 and 5
(28.6%) were positive for the eae gene that correspond to the atypical Escherichia coli
(aEPEC), as shown in figure 1. The other genes researched were not detected in the analyzed
isolates.

2.2 Processing Of Samples

The fresh samples were packed in properly identified plastic bags, stored
under refrigeration and sent to the laboratory. Subsequently, they were washed
individually with sterile distilled water and 70% alcohol under sterile conditions, in a
laminar flow hood. To open the valves, knives and/or scalpels were used to remove the
soft tissue, followed by grinding the tissue with the aid of grail and pistil. For
bacteriological analyzes, between 25 and 75g of each pool were used.
2.3 Bacteriological Analysis

Isolation and biochemical characterization methods were used to identify
enterobacteria. The 25 grams of the macerate were added in 225 ml of Buffered Peptone
Water (BPW pH 7.0), homogenized and incubated at 35°C for 18 hours.
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Forthe research of Salmonellaan aliquot (0.1 mL) of the culture in BPW was inoculated
in Rappaport-Vassiliadis (RV) broth and incubated at 42.2 °C for 18 hours. Another aliquot of
the BPW (0.1 mL) was inoculated in EC broth and incubated at 35 °C for 18 hours, aiming
at the isolation of E. coli. Subsequently, the cultures of the RV and EC broths were sown in
selective and indicators media: SS agar and Mac Conkey agar, respectively. The suspected
colonies of Salmonella and Escherichia coli were submitted to the Triple Sugar Sugar (TSI)
culture medium and biochemically identified. For Vibrio research, 75g of the samples were
diluted in APW 1% NaCl, APW 3% NaCl and BPW and subsequent isolation in SS, MC and
TCBS media. About 5 to 10 suspicious colonies were sown in the TSI and Kligler screening
media, followed by biochemical and serological identification.

2.4 Molecular Research Of Diarrheal Escherichia Coli And Vibrio Sp

The samples of Escherichia coli previously biochemically identified were grown on
nutrient agar (Difco) at a temperature of 35-37 °C for 18—24 hours. The DNA of the isolates
phenotypically characterized as Escherichia coliwere extracted by the DNA 1Q kit (Promega)
following the manufacturer’s recommendations. Subsequently, the samples were amplified
by PCR Multiplex, using the primers described by Aranda et al. (2007) (Table 1).

Primers Primers Sequence (5'- 3') Amplicon  Target Reference
pb gene

eae-1 CTGAACGGCGATTACGCGAA 917 eae Aranda et al.
coe-2 CGAGACGATACGATCCAG (2004)
BFP-1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326 bfpA Aranda et al.
BEP.2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA (2004)
aggRks-1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC 254 aggR Toma et al.
aggRksa-2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC (2003)

LT-f GGCGACAGATTATACCGTGC 450 elt Aranda et al.
LT-r CGGTCTCTATATTCCCTGTT (2004)

ST+ ATTTTTMTTTCTGATTTRTCTT 190 est Aranda et al.
ST-r CACCCGGTACARGCAGGATT (2004)
IpaH-1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 600 ipaH Aranda et al.
IpaH-2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC (2004)
VTcom-u GAGCGAAATAATTTATATGTG 518 stx1/st Toma et al.
VTcom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT x2 (2003)

Table 1: Primers that were used in multiplex PCR of diarrheal E. coli and their respective
amplification products.

The Multiplex PCR reaction was performed from 2 pL of each extracted DNA and 23
L of the mix solution, containing between 0.5 to 1.5 pyL according to each primer (Invitrogen,
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Brazil), 10 mM dNTP mix dATP , dCTP, dGTP, dTTP (Invitrogen, Brazil Invitrogen, USA),
0.5 U of Taq DNA polymerase platinum, Taq 1X buffer, 50 mM MgCI2 (Invitrogen, Brazil)
and ultra-pure sterile water for a final volume of 25 pyL. The multiplex PCR reactions were
incubated in a Veriti ™ 96-Well Thermal Cycler gradient thermocycler (Applied Biosystems
— USA), with the program with the specific amplification cycles that consisted of 1 step of 2
min at 50 °C (Hot-Start ), 1 step of 5 min. at 95°C (initial denaturation) followed by 40 cycles
of 1 s at 95°C, 50°C and 72°C and 1 7 min extension final step at 72°C. The amplicons were
analyzed by electrophoresis on 2% agarose gel and visualized under UV light with the help
of a transluminator (Vilber Lourmat, France).

The genotypic confirmation of Vibrios was performed by PCR by detecting the tdh
(thermostable direct hemolysin) and trh (thermostable direct hemolysin-related hemolysin)
genes, in addition to the search for the tlh (thermolabile hemolysin) gene, which is a species-
specific marker for Vibrio parahaemolyticus and gyr B for Vibrio alginolyticus and cth for
Vibrio vulnificus (Table 2). The amplifications were made in a thermocycler, programmed
for 30 cycles of 1 minute at 94 °C, 60 °C and 2 minutes at 72 °C, a final stage of 3 minutes
at 72 °C.

Primers Primers Sequence (5°-3’) Amplicon Target
pb gene
tdh GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC 269 pb tdh

TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC

trh TTGGCTTCGATATTTTCAGTATCT 450 pb trh
CATAACAAACATATGCCCATTTCCG

tth AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG 450 pb tih
GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC

cth CGAATCCTTGAACATACGCAGC 386 pb cth
CGCCGCTCACTGGGGCAGTGGCTG

gyr8 GAGAACCCGACAGAAGCGAAG 337 pb gyr B
CCTAGTGCGGTGATCAGTGTTG

Table 2: Primers that were used in genotypic identification using the Vibrio sp PCR technique.

31 RESULTS

3.1 Analysis Of Surveyed Bacteria

All samples analyzed in the present study showed positive results for one or more
agents, with a higher prevalence of Escherichia coli, present in the seven pools analyzed,
as described in table 3.
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SAMPLE FAMILY ORIGIN
*
Enterobacteriacea Vibrionacea Aeromonadaceae
Sample Escherichia coli; Klebsiella  Vibrio fluvialis Aeromonas sobria; Maracana
Pool 1 spp, Edwardsiella tarda; Aeromonas
Morganella morganii hydrophila
Sample  Escherichia coli. Salindpolis
Pool 2
Sample  Escherichia coli; Aeromonas sobria Curuga
Pool 3 Morganella Vibrio parahaemolyticus;
morganii; Vibrio alginolyticus
Edwardsiella tarda.
Sample Escherichia coli; Vibrio Aeromonas S3o Caetano
Pool4  Enterobacter spp; parahaemolyticus; salmonicida; de Odivelas
Klebsiella spp; Vibrio Aeromonas sobria
Proteus mirabilis. alginolyticus; Vibrio
fluvialis; Vibrio
Cholerae
Sample Escherichia coli Vibrio Aeromonas S&o Caetano
Pool 5 parahaemolyticus; salmonicida de Odivelas
Vibrio alginolyticus:
Vibrio vulnificus
Sample Escherichia coli; Salinopolis
Pool 6  Klebsiella spp
Sample  Escherichia coli; Primavera
Pool 7 Klebsiella spp;

Citrobacter spp;

Table 3: Results of laboratory analysis to detect bacteria belonging to the Enterobacteriaceae,

Vibrionaceae and Aeromonadaceae families in the samples of bivalve molluscs.

* Samples 1 to 3 made up of oysters, samples 4 to 7 made up of mussels.

3.2 Genotypic Caracterization Of Escherichia Coli.

In the present study, multiplex PCR was used to detect diarrhogenic Escherichia

coli. Escherichia coliwas detected in the seven analyzed pools, of these, two Sample Pools

4 and 5 (28.6%) were positive for the eae and bfpA genes that correspond to the atypical

Escherichia coli (aEPEC), as shown in figure 1. The other genes researched were not

detected in the analyzed isolates.
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Poals C+ Ladder
4 5

FIGURE 1: Visualization of the amplified product in a 2% agarose gel, confirming the presence of the
atypical Escherichia coli (aEPEC) eae gene (917 bp). DNA Ladder (L) 1Kb.

3.3 Genotypic Caracterization Of Vibrios

Of the seven Pools analyzed, three (42.8%) were positive for species-
specific Vibrio genes (tlh- Vibrio parahaemolyticus gene; gyr B- Vibrio alginolyticus and
cth- Vibrio vulni icus gene) (Figure 2).

In researching the five genes (tdh, trh, tlh, cth e gyr B), it was observed that the tih
and gyr B genes were amplified in sample pools 4 and 3, in sample pool 5 in addition to
the amplification of the t/h and gyr B genes, the cth gene was identified. The remaining
genes tdh and trh, were not detected in any of the analyzed pools.

Sample Ladder 1kb Sample Ladder 1kb Sample Ladder 1kb

gene tih
450 pb

Figure 2: Visualization of the product amplified in agarose gel at 2%, in a) tlh gene (450 pb), b)
gyr Bgene (337 pb) and in ¢) cth gene (386 pb), DNA Ladder (L) 1Kb.
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4| DISCUSSION

Of the seven samples analyzed, 100% showed contamination by one or more species
of bacteria from the Enterobacteriaceae family. The species most frequently isolated was
Escherichia coli, present in the seven samples analyzed (100%), followed by Klebsiella,
present in three samples (42.8%). Some species of Escherichia coli are pathogenic, such
as atypical Escherichia coli (aEPEC), isolated in the present study (Sample Pools 4 and
5). Similar data were found in northeastern Brazil where samples of mussels obtained in
the Vaza Barris estuary in Sergipe showed pathogenic strains of Escherichia coli (EPEC
and EIEC) (Farias, Trindade & Alcantara (2010), demonstrating that the contamination can
extend for the Atlantic coast from the north of the Brazilian Amazon to the northeast of the
country.

Diarrhea cases associated with the consumption of bivalve molluscs are reported
worldwide (Westrell et al., 2010; Fong & Lipp 2005), however, the findings of atypical Escherichia
coli (aEPEC) of the present study in samples of bivalve molluscs for human consumption, may
trigger, in addition to diarrhea, other disorders such as hemorrhagic colitis, meningitis, uremic
syndrome and septicemia (Jafari et al., 2012) emphasizing the need for greater control in the
production of these animals in northern Brazil.

In the analysis of Vibrionaceae family bacteria, four (57.1%) of the samples showed
contamination by potentially pathogenic vibrio species (sample pool 1, 3, 4 and 5), such as
Vibrio parahaemolyticus present in three (42.8%) of the samples (sample pool 3, 4 and 5).
With this pathogen, according to Garcia-Lazaro et al. (2010), having been responsible for
outbreaks of diarrhea worldwide, being related to up to 20% of cases of acute dysentery in
underdeveloped countries, such as those observed in northern Brazil, and to 24% of food
poisoning in Japan. The contamination observed in the present study reflects what occurs
in other countries in America and Asia, with raw oysters consumed as the main transmission
vehicles not only of Vibrio parahaemolyticus, but also of Vibrio alginolyticus, which were the
most isolated species, being present in 3 ( 42.8%) of the samples (sample pool 3, 4 and 5),
followed by Vibrio flluvialis, present in two (28.6%) of the samples (sample pool 1 and 4) that
are also associated with diarrhea cases (Thompson et al., 2004,Garcia-Lazaro et al. (2010).

For the Aeromonadaceae family, four (57.1%) of the samples (sample pool 1, 3,
4 and 5) presented contamination, where the species Aeromonas sobria was the most
isolated, present in three (42.8%) of the samples (pool of samples 1, 3 and 4), followed by
Aeromonas salmonicida, in two samples (pool of samples 4 and 5) (28.6%), the percentage
of mollusk contamination by Aeromonas spp found in the present work was similar to those
observed by Evangelista-Barreto et al., 2006, who isolated samples of Aeromonas spp in
50% of the analyzed molluscs, unlike the findings by Melo Silva et al (2014) who detected
Aeromonas spp in 98.3% of its isolates. Such percentage difference in the analyzed samples
and the literature may be due to the fact that the estuaries in the north of the Brazilian
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Amazon suffer the action of rain and tides. Which, depending on the time of year, would lead
to a concentration or dilution of particles of pathogens in the water, which would affect the
contamination due to the molluscs being filters (Carver & Mallet 1990; Pereira et al., 2007;
Marinho et al 2018).

The tlh, cth and gyr B genes are species-specific markers for vibrio confirmation,
where the results of the genotypic characterization corroborate with the results of the
phenotypic analysis, the tlh gene was present in 100% of Vibrio parahaemolyticus isolates,
as well as the gyr B gene was amplified in all Vibrio alginolyticus isolates, the cth gene
was also amplified in Vibrio vulnificus isolate. Regarding the presence of virulence genes
in Vibrio parahaemolyticus, the tdh and trh genes were not found in any of the analyzed
samples. These findings are similar to those of Rojas (2011), who identified the tdh gene in
two (10.5%) of the isolates analyzed, while the frh gene was not identified, a result similar to
that of other studies. (Nishibuchi e Kaper, 1995; Bates e Oliver, 2004).

51 CONCLUSION

The results obtained in the present study indicate the existence of microbiological
contamination of bivalve molluscs produced in northern Brazil (State of Para). It was
observed that several microorganisms are presented as a potential risk to the population’s
health. The contamination found either by the lack of basic sanitation in the region and/or
sanitary hygienic failures during the processing of the samples, shows the need for greater
attention in the area of food safety, especially when it comes to bivalve molluscs, as a way
to prevent the food outbreaks occurrence.
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RESUMO: Hospitais séo locais que se encontram
pessoas com a saude debilitada, constituindo um
local de facil disseminag@o de micro-organismos
potencialmente patbgenos e favorecendo a
ocorrénciadeinfecgbesrelacionadasaassisténcia
a saude (IRAS). Essas Infeccbes ocorrem por
diversos motivos, micro-organismos podem
permanecer viaveis em superficies inanimadas
por dias, semanas e até meses, constituindo
uma fonte de disseminacdo destes micro-
organismos, através de profissionais da saude
que atuam direta ou indiretamente como vetores
para pacientes mais vulneraveis, principalmente
0s que estdo em Unidades de Terapia
Intensivas. As principais bactérias associadas
a infecgbes hospitalares sédo Escherichia coli,
Proteus sp., Serratia marcescens, Enterobacter
sp., Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas sp., Burkholderia
sp. e Acinetobacter sp., Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus
coagulase negativa, e Enterococcus. Entre os
fungos estéo os géneros Candida sp., Aspergillus
sp., Pneumocystis sp. e Cryptococcus sp. No
contexto hospitalar a disseminacéo de micro-
organismos resistentes esta diretamente ligada
a pressao seletiva devido ao uso exacerbado de
agentes antimicrobianos, a disseminagdo desses
fendtipos através do ambiente e do contato de

Capitulo 7



profissionais da saude com pacientes; somado a isso, a vulnerabilidade dos pacientes.
Assim a prevencéo das IRAS ainda tem se mostrado um desafio para os profissionais da
salde, problemas antigos de higiene ainda persistem, os esforcos devem ocorrer para o
desenvolvimento de novas estratégias e iniciativas, para a melhoria da qualidade assistencial
e seguranca do paciente.

PALAVRAS - CHAVE: Infeccao hospitalar; Superficies contaminadas; Resisténcia microbiana.

FACTORS RELATED TO HOSPITAL INFECTIONS BY BACTERIA: A NARRATIVE
REVIEW

ABSTRACT: Hospitals are places where people with poor health are found, constituting
a place of easy dissemination of potentially pathogenic microorganisms and favoring the
occurrence of healthcare-related infections (HAIs). These infections occur for several reasons,
microorganisms can remain viable on inanimate surfaces for days, weeks, and even months,
constituting a source of dissemination of these microorganisms, through health professionals
who act directly or indirectly as vectors for the most vulnerable patients, especially those
who are in Intensive Care Units. The main bacteria associated with hospital infections are
Escherichia coli, Proteus sp., Serratia marcescens, Enterobacter sp., Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas sp., Burkholderia sp. and Acinetobacter sp.,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), coagulase-negative Staphylococcus,
and Enterococcus. Among the fungi are the genera Candida sp., Aspergillus sp., Pneumocystis
sp., and Cryptococcus sp. In the hospital context, the spread of resistant microorganisms
is directly linked to selective pressure due to the exacerbated use of antimicrobial agents,
the dissemination of these phenotypes through the environment, and the contact of health
professionals with patients; added to this, the vulnerability of patients. Thus, the prevention of
HAls has still proved to be a challenge for health professionals, old hygiene problems persist,
efforts must be made to develop new strategies and initiatives, to improve the quality of care
and patient safety.

KEYWORDS: Hospital infection; Contaminated surfaces; Microbial resistance.

INTRODUCAO

Nos hospitais frequentemente estéo presentes pessoas com a saude debilitada,
principalmente nas areas criticas, fato preocupante pois nas suas superficies podem
ser encontrado diversos micro-organismos potencialmente patégenos como bactérias
multirresistentes, favorecendo a ocorréncia de infecgdes relacionada a assisténcia a saude.
(DRESCH et al., 2018).

Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo aquelas adquiridas
durante a prestacdo dos cuidados de saude, ap6s admissdo do paciente, durante a
internacédo ou apos a alta (OLIVEIRA; SILVA; GARBACCIO, 2012). Atualmente as infec¢des
hospitalares séo consideradas um grande problema de satde no Brasil, principalmente em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI), cujo risco de infecgbes é elevado (MOURA et al.,
2018). Representando um crescente problema, principalmente devido a potencial elevado
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de causar mortalidade nos pacientes e pelos altos custos na assisténcia aos contaminados
(CORREAL et al., 2013).

A transmissdo de micro-organismos pode ocorrer através dos proprios profissionais
de saude, que podem atuar como vetores ao ndo seguir os protocolos, como exemplo
a ndo higienizacdo das maos principalmente antes da prestacdo da assisténcia (FELIX;
MIYADAHIRA, 2009). Outra forma, é devido a néo realizagéo da desinfecgéo e esterilizagdo
de superficies e materiais utilizados; pois varios micro-organismos podem sobreviver e
permanecer viaveis nestes locais ou objetos por tempo indeterminado (FERREIRA et al.,
2011a).

Neste sentido, faz-se importante discutir conforme a literatura cientifica, quais séo
os locais onde ocorrem as maiores taxas de infecg¢éo, as principais bactérias presentes nas
superficies hospitalares, a ocorréncia de resisténcia, as manifestagdes clinicas causadas
nos paciente infectados, afim de propor medidas de controle e saneamento que podem
servir para a diminuigéo dos indices de infecc¢ao.

CONTAMINAGAO DE SUPERFICIES

Considerando a parcela de responsabilidade relacionada aos padrdes de higiene
e desinfeccdo no ambiente hospitalar sobre a incidéncia de infeccoes, a participagdo do
ambiente pode ser ainda maior nas UTI, devido principalmente a gravidade e instabilidade
do estado clinico do paciente que necessita de cuidados intensivos, somados a fatores
como limpeza, desinfeccao, estrutura fisica, quantidades de equipamentos e superficies
em determinadas unidades (HUANG; DATTA; PLAT, 2006). Estudos demostraram que a
maior incidéncia de contaminacdo esta nas superficies que onde ha maior contato por
parte de profissionais da saude, como as grades de camas, torneiras, teclados, monitores
e magcanetas; servido estas como fontes diretas de contaminacédo (DRESCH et al., 2018).

Dispositivos como cateteres sanguineos e cateteres urinarios também podem
funcionar como fontes (MARCHAIM; KAYE, 2017; KALIL, et.al 2016). Devido a isso, as
maiores taxas de IRAS sdo observadas em pacientes idosos e pacientes com o sistema
imunolégico comprometido, frequentemente internados e que necessitam de diversos
procedimentos no ambiente hospitalar (DRESCH et al., 2018; FERNANDES, 2000; MIRZAII
et al.,, 2012).

Em sua maioria as infecgbes adquiridas em hospitais séo causadas por bactérias
Gram-negativas. Aquelas de maior relevancia clinica e epidemiolégica em ambientes
hospitalares séo as enterobactérias como Escherichia coli, Proteus sp., Serratia marcescens,
Enterobacter sp. e Klebsiella pneumoniae e os nao-fermentadores de glicose como
Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., Burkholderia sp. e Acinetobacter sp (GARCIA et
al., 2018; COELHO; MORAES; MONTEIRO, 2010). A contaminac¢ao do ambiente hospitalar

também pode ocorrer por bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus resistente
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a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) (GARCIA et al., 2018).

Alguns dos principais micro-organismos associados a infec¢des hospitalares, assim como,

as suas manifestagdes clinicas podem ser observados na tabela 1.

Micro-organismo

Onde é encontrado

Manifestagoes clinicas

Staphylococcus coagulase
negativa

Pele e mucosas

Infeccdes de pele e quadro
de sepse.

Staphylococcus aureus

Nasofaringe, pele e raramente
na vagina.

Infeccdes cutaneas,
pneumonia, endocardite e
osteomielite.

Escherichia coli

Intestino

Diarreia de varias
intensidades e infec¢bes do
trato urinario

Klebsiella pneumoniae

Fezes, agua, solo, vegetais,
cereais e frutas.

Pneumonia, infec¢des
sanguineas e do trato
urinario.

Pseudomonas aeruginosa

Axilas e em areas anogenitais
da pele normal. Em hospitais, é
encontrada frequentemente em

Infecgbes quténeas, do trato
respiratorio e bacteremia.

pias, solu¢des antissépticas e
receptaculos de urina.

Diarreia de varias

Enterobacter spp intensidades

trato gastrointestinal

Endocardite, infec¢éo
do trato urinario (ITU),
prostatite.

Enterococcus faecalis trato gastrointestinal

Tabela 1. Principais micro-organismos presentes em superficies hospitalares.
Fonte: Os autores 2020.

MICRO-ORGANISMOS MAIS COMUNS EM INFECQAO DE AMBIENTES
HOSPITALARES

Bactérias do género Staphylococcus spp. sao comumente encontradas em ambientes
hospitalares. Embora, entre elas S. aureus ainda seja a espécie de maior relevancia clinica;
Staphylococcus coagulase negativa vem emergindo como um patégeno hospitalar comum
em areas criticas, com espécimes multirresistentes ja identificados; fato que demonstra a
necessidade de atencéo a esta bactéria, principalmente devido a sua capacidade de causar
infeccbes quanto pela sua capacidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos
(FERREIRA et al., 2011b; MORAES et al., 2013).

Dentre as bactérias que apresentam importantes mecanismos de resisténcia
a antimicrobianos podem-se destacar bacilos Gram negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, como é o caso de Klebsiella pneumoniae (ZANOL; CANTARELLI,
2016; QUEENAN; BUSH, 2007). Esta bactéria em questdo, pode produzir a enzima
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carbapenemase, que possui como nome Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC),
mecanismo que pode estar presente também outras bactérias gram-negativas e que
confere resisténcia aos anti-microbianos carbapenémicos, além de inativar penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos, dificultando a escolha dos antimicrobianos em infec¢cbes
graves e consequentemente elevando as taxas de mortalidade (GARCIA et al., 2019).

As Bactérias do género Enterococcus sp. também merecerem atencdo, devido
a capacidade sobreviver por longos periodos em diversas superficies e solos, dentro
de esgotos e hospitais, crescendo a temperaturas entre 10-45°C de ambientes basicos
ou acidos, isoténicos ou hiperténicos, manifestando alta resisténcia as drogas, como a
vancomicina, penicilina, gentamicina, tetraciclina, eritromicina e teicoplanina (GARCIA
et al., 2019; RODRIGUES et al., 2012). A Pseudomonas aeruginosa também pode estar
presente na agua e colonizar torneiras e tubulacdes, formando biofilme e assim favorecendo
a persisténcia naqueles locais e tornando a agua potencialmente contaminada, sendo
um risco caso seja ingerida por pessoas debilitadas (DAMASCENO, 2010). O aspecto
morfoldgico detectado por microscopia de varredura e colorido artificialmente destes micro-
organismos pode ser visto na Figura 1.

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Pseudomonas
aeruginosa

Enterobacter spp Enterococcus faecalis

Figura 1. Micro-organismos encontrados no ambiente hospitalar.

Fonte: Os Autores.
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RESISTENCIA MICROBIANA

Na medicina no século XX a terapia antibiética foi um avancgo essencial no tratamento
de doengas infecciosas. Alexander Fleming descobriu o primeiro antibiético biolégico,
a penicilina, e junto a isso ja tinha ciéncia de que a resisténcia a esse medicamento
estaria agregada ao seu uso sendo por isso necessario acompanha-lo (DELLALIBERA-
JOVILIANO; DE MELO; CENI, 2020). Os antimicrobianos reduziram a taxa de morbidade e
mortalidade global causada por infeccbes bacterianas, pois esses farmacos sao eficientes
no tratamento bactericida. Porém, nas Ultimas décadas, os casos de resisténcia microbiana
a antibi6ticos tém aumentado bastante, alertando os profissionais de saude e a comunidade
cientifica (MACEDO JUNIOR, 2019).

A resisténcia microbiana a antibiéticos néo se tornou um problema sério de saude
apenas pelo seu uso indiscriminado e intensivo nos ultimos anos, mas também pelo
longo processo de desenvolvimento de novos antibiéticos (ROSA, 2015). Sabe-se que
a transmissdo do mecanismo de resisténcia pode ocorrer de diversas formas, seja de
modo intrinseco ou adquirido, através de ganhos de fungdes variadas, pela produgéo de
novas proteinas que inativam, mecanismos enzimaticos que alteram os farmacos, alvos
terapéuticos alterados, bombas de efluxo aumentadas e modificagbes na permeabilidade
da membrana (DELLALIBERA-JOVILIANO; DE MELO; CENI, 2020).

Tendo conhecimento que o aparecimento de resisténcia a antibioticos € um
fendmeno natural que ocorre em micro-organismos, esse fato é exacerbado principalmente
pelo uso inadequado de antimicrobianos, ma qualidade dos medicamentos, falta de
programas ou deficiéncia na prevencao e controle de infeccdes, baixa capacidade dos
laboratorios em detectar a resisténcia, vigilancia inadequada e regulagéo insuficiente do
uso de antimicrobianos (FARINA, 2016). No contexto hospitalar essa rapida emergéncia
e disseminagdo de micro-organismos resistentes € um problema de grande proporgéo e
as causas sao diversas, as razdes principais sao claras: estdo altamente correlacionadas
com a pressdo seletiva devido ao uso inadequado de antimicrobianos e a disseminacao
destes fendtipos, que é facilitada pela transmissédo pessoa-a-pessoa devido a aplicacéo
inconsistente de praticas béasicas de prevencao e controle de infec¢des pelos profissionais
de saude (DYAR; PAGANI; PULCINI, 2015).

Consciente do problema de resisténcia bacteriana o Brasil vem monitorando, desde
2013, e gerando boletins informativos de seguranca do paciente e qualidade em servigos
de saude (DELLALIBERA-JOVILIANO; DE MELO; CENI, 2020). O primeiro relatério da
Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia englobou dados de 26 das 27 unidades
federativas do Brasil, com dados de fenotipos de resisténcia de 19.009 micro-organismos
responsaveis por causarem Infeccao primaria da corrente sanguinea laboratorial IPCSL
em UTI brasileiras, com essa informacédo confirmou-se que a resisténcia bacteriana é um
problema de saude publica em todo pais (DELLALIBERA-JOVILIANO; DE MELO; CENI,
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2020).

Segundo Caraga et al. (2016), o Staphylococcus aureus tem elevada repeticao
nas comunidades e nos hospitais e possui uma alta patogenicidade em causar doencas.
As cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), e a diversos antibiéticos, tém
aumentado o numero de infecgdes hospitalares. O surgimento de uma infecgéo bacteriana
resistente reduz as op¢des de farmacos efetivos no tratamento, agravando o quadro clinico
do paciente ja hospitalizado, aumentando o seu tempo de internagdo o que eleva os custos
direcionados a sua recuperagao, além de ele ficar exposto a outros tipos de complicacbes
hospitalares (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

PREVENGCAO E CONTROLE DE INFECCOES

Com o intuito de erradicar as altas taxas de colonizac¢ao e infecgao nosocomial por
bactérias resistentes, varios fatores devem ser levados em conta que estao diretamente
ligados a essa ac¢do, como tempo prolongada de internacdo do paciente, falta de mais
profissionais da salde na equipe para reduzir excesso de trabalho dos enfermeiros,
a quantidade exata de enfermeiros por ala hospitalar, responsaveis por diminuir
concomitantemente os riscos para desenvolvimento de infecgbes nosocomiais (AYCAN et
al., 2015), além de medidas sanitarias de controle desses micro-organismos.

Embora tenha havido avancos no controle e prevencdo das IRAS, incluindo a
adogéao de praticas de segurancga, elas ainda s@o consideradas um grande desafio para os
profissionais de saude (MIRANDA, 2017). Se por um lado observa-se o desenvolvimento
cientifico-tecnologico nas ag¢des de saude, por outro, tem-se observado que problemas
antigos problemas ainda persistem, como é o caso destas infeccbes (OLIVEIRA;
MARUYAMA, 2008). Isso ainda ocorre principalmente devido a néo realizacdo de medidas
simples de que impedem a transmissdo de bactérias e outros patdgenos, tendo como
exemplo a higienizacdo das maos (HESELTINE, 2001).

Além disso, faz-se importante considerar que o surgimento de doengas no ambiente
assistencial pode estar relacionado rotineiramente ao uso de técnicas incorretas de
limpeza e desinfecgédo das superficies, ao manejo inadequado dos residuos, a exposicao
ao risco ocupacional, pois, mesmo na presenca do uso de Equipamentos de Protecdo
Individual (EPI), se houver inconformidades, aquelas medidas de prevencdo que serviriam
como controladores de infeccdo, podem passar a funcionar como disseminadores de
patégenos(CHAVEZ et al., 2015). Superficies inanimadas representam um importante
reservatério de micro-organismos e requerem métodos eficientes de limpeza e desinfeccéo.

Segundo a Portaria n° 2.616 de 1998, do Ministério da Saude, as infecgbes
hospitalares constituem risco significativo a saude dos usuéarios dos hospitais, e sua
prevencdo e controle envolvem medidas de qualificagdo de assisténcia hospitalar,
da vigilancia sanitaria e outras, tomadas no &mbito do Estado, do Municipio e de cada
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hospital, pertinentes ao seu funcionamento (BRASIL, 1998). A mesma portaria manteve
a obrigatoriedade da existéncia de um PCIH em todos os hospitais do pais, onde se trata
da organizacdo e competéncias da Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar - CCIH e
do Programa de Controle de Infecgao Hospitalar - PCIH, além de estabelecer os conceitos
e critérios de diagnoésticos das Infeccdes Hospitalares, da orientagdes sobre a vigilancia
epidemioldgica destas infeccbes e seus indicadores, faz recomendagdes sobre a higiene
das méos e enfatiza a observancia de publica¢des anteriores do Ministério da Saude quanto
ao uso de germicidas, microbiologia, lavanderia e farméacia (OLIVEIRA; MARUYAMA,
2008). Algumas das medidas de controle e prevencao de IRAS podem ser observadas na
Figura 2.
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Figura 2. Medidas de prevencéo e controle de infecgdes nos ambientes hospitalares.

Fonte: Os Autores.

CONSIDERACOES FINAIS

As maiores taxas de infeccbes se encontram nas UTls, com as pessoas
imunocomprometidas sendo as mais suscetiveis, no qual a bactérias mais encontradas
sdo a Escherichia coli, Proteus sp., Serratia marcescens, Enterobacter sp. Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., Burkholderia sp., Acinetobacter
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sp., Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistente a
vancomicina (VRE). J& referente aos locais de identificacédo, estdo as grades de camas,
torneiras, teclados, monitores e macganetas.

Dessa forma, mesmo com a criagéo de programas visando a prevencgéao e o controle
de IRAS, o conhecimento acerca do tema ainda é pouco discutido e implementado como
forma de diminuir e até erradicar as infec¢des hospitalares, tanto por parte dos profissionais
atuantes ou ndo, como dos gestores e administradores hospitalares. Existe um elo
critico entre a ocorréncia de IRAS, a seguranca do paciente e a qualidade dos servigos
de saude. A prevengao e controle das IRAS é possivel, e esforcos devem ocorrer para
o desenvolvimento de novas estratégias e iniciativas, na busca continua de melhoria da

qualidade assistencial e seguranca dos pacientes.
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RESUMO: A bioprospeccdo é a forma ou
método de localizar, avaliar e explorar de
maneira organizada e legal a biodiversidade
de um determinado local visando a busca de
recursos genéticos e bioquimicos para fins
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econdmicos. Com a crescente consciéncia da
importancia e do valor da biodiversidade usada
como matéria-prima, o objetivo desse trabalho
foi realizar, inicialmente, a coleta de fungos
filamentosos no Bosque do Jardim Botanico, no
municipio de Araraquara-SP. Foram coletadas
11 amostras, sendo estas de solo, tronco e
formigueiro. Este material foi inoculado em
placas de Petri contendo meio sélido de aveia,
para o isolamento dos fungos filamentosos.
Parte dos fungos (14 isolados escolhidos das 11
amostras) foi identificada até género através de
técnicas de microcultivo, mediante a observagcéo
microscopica de estruturas morfoldgicas. Em
seguida, foram identificados na Micoteca URM,
Universidade Federal de Pernambuco. Os
resultados foram comparados usando novamente
a técnica de microcultivo no Laboratério de
Microbiologia e Biologia Celular do Departamento
de Biologia da FFCLRP-USP. Os géneros
identificados foram Trichoderma, Acremonium,
Absidia, Rhizopus e Mucor. A seguir, foram
verificadas as producbes de amilase e pectinase
por meio de experimentos de cultivo dos fungos
em meios soélidos. Apés o crescimento dos fungos
por 2 dias, os meios foram corados com solugéo
de lugol e vermelho de ruténio para amilase e
pectinase, respectivamente. Foram identificados
poucos fungos bons produtores. Desta forma, foi
realizado um screening em cultivos submersos
para a produgdo das enzimas supracitadas.
Nessas condi¢des observou-se que, comparado
a literatura, ndo havia fungos bons produtores
de amilases, mas o contrario foi verificado para
pectinases, onde pelo menos, dois fungos do
género Trichoderma produziram altos niveis
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enzimaticos. Desta forma conclui-se que o estudo de prospeccéo foi bastante satisfatorio
para fins de degradacdo de biomassa e possibilidade de producéo de biocombustiveis e
outras aplicagbes biotecnolégicas na industria.

PALAVRAS - CHAVE: fungos; amilase; pectinase; aplicagdo industrial; bioprospecgéo.

FILAMENTOUS FUNGI BIOPROSPECTION AIMING STUDIES ON AMYLASES
AND PECTINASES SUITABLE FOR INDUSTRIAL PROCESSES

ABSTRACT: Bioprospecting is the method of locating, assessing, and exploring the
biodiversity of a given location in an organized and legal manner, with the aim of seeking
genetic and biochemical resources for economic purposes. With the growing awareness of the
importance and value of the biodiversity used as raw material, the objective of this work was
to collect filamentous fungi at Bosque do Jardim Botanico, in the municipality of Araraquara-
SP. Eleven samples of soil, trunk, and anthill were collected. This material was inoculated in
Petri dishes containing solid oat medium and then the isolation of the filamentous fungi was
carried out. Part of the fungi (14 isolates chosen from 11 samples) was identified up to the
genus employing microculture techniques, through microscopic observation of morphological
structures. Then, they were identified by the URM Culture collection, from the Federal
University of Pernambuco. The results were compared again by the microculture technique
at the Laboratory of Microbiology and Cell Biology of the Department of Biology at FFCLRP-
USP. The identified genera were Trichoderma, Acremonium, Absidia, Rhizopus, and Mucor.
The amylase and pectinase production were verified using fungi cultivation experiments in
solid medium. After the growth of the fungi for 2 days, the media were stained with lugol
solution for amylase, and ruthenium red for pectinase. Few good producing fungi have been
identified. Therefore, a screening was carried out on submerged cultures for the production of
the mentioned enzymes. In these conditions, it was observed that, compared to the literature,
there were no good amylase-producing fungi, but the opposite was verified for pectinases,
where at least two Trichoderma produced high enzymatic levels. Thus, it is concluded that
the prospection study was quite satisfactory for the purpose of biomass degradation, biofuel
production, and other biotechnological applications in the industry.

KEYWORDS: fungi; amylase; pectinase; industrial applications; bioprospecting.

11 INTRODUGAO

1.1 Bioprospecc¢ao e Os Fungos Filamentosos

A bioprospeccao pode ser definida como a busca por materiais bioldgicos, sejam
eles os proprios seres vivos ou partes desses, tais como enzimas, material genético e
outros compostos que possam ser Uteis para a humanidade. Uma das areas que mais
usufrui da bioprospecgéo é a biotecnologia com a acgdo direta ou indireta na produgéo
farmacéutica, fitoterapica, alimenticia, téxtil, agricola, entre tantos outros setores (Meteo et
al., 2014; de Almeida et al., 2015).

Fungos podem ser prospectados e possuem uma enorme gama de atividades —como

patégenos de plantas de lavoura ou humanos, como organismos decompositores, como
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modelos em experimentos de investigagdo genética e biologia celular, e como produtores
de varios metabdlitos importantes, entre eles, as enzimas. Em termos de biodiversidade,
existem cerca de 140.000 espécies descritas, no entanto, estimativas apontam que essa
rigueza possa chegar de 2,2 a 3,8 milhdes de espécies (Hawksworth e Licking, 2017;
Licking et al., 2020).

Quanto ao habitat, podem ser aquaticos de agua doce ou marinhos, mas a maioria
€ terrestre. Habitam o solo e a matéria vegetal morta e desempenham papéis cruciais na
mineralizagédo do carbono organico. Podem crescer em ambientes extremos de baixo pH
ou temperaturas elevadas e esse fato, associado a facilidade de dispersdo dos esporos,
torna esses organismos contaminantes comuns de produtos alimenticios, meios de
cultura microbianos e superficies de todos os tipos. Em geral sdo quimiorganotroficos,
apresentando exigéncias nutricionais simples, sendo a maioria aerdbia. Alimentam-
se por meio da secrec¢do de enzimas que digerem polissacarideos e proteinas em seus
constituintes monoméricos (Madigan et al., 2016).

1.2 Principais Fungos com Aplicacao na Industria

Um género conhecido de fungos é o Aspergillus, que foi descrito pela primeira vez
em 1729 pelo padre e cientista italiano Pier Antonio Micheli, que o nomeou assim pela
semelhanga do formato tipico dos seus conidios com um aspersorio (aspergillum, em
latim). A morfologia do conidi6foro, correspondente a estrutura de esporos assexuados,
€ a mais importante utilizada na taxonomia de Aspergillus (Bennett, 2010). As espécies
de Aspergillus estdo entre os grupos de maior sucesso, com papéis importantes nos
ecossistemas naturais e na economia humana. A maioria das espécies é adaptada para a
degradacéo de polimeros vegetais complexos, mas podem também forragear substratos
tdo diversos quanto esterco, tecidos e pergaminho (Cerqueira et al., 2013). Além disso,
estdo envolvidos em muitos processos industriais, incluindo a produgcéo de enzimas nas
industrias farmacéuticas e de bebidas alcéolicas, produtos quimicos de base (por exemplo,
acido citrico) e alimentos (por exemplo, molho de soja) (Polizeli et al., 2005).

Outro exemplo de género é o Trichoderma, cosmopolitas nos solos e na
decomposicdo de madeira e matérias vegetais. As espécies de Trichoderma séo
frequentemente componentes dominantes da Funga do solo em habitats muito variados.
Isso pode ser atribuido as diversas capacidades metabolicas desse género e sua natureza
agressivamente competitiva. Substancias produzidas por esses fungos séo utilizadas, por
exemplo, como farmacos poés-transplantes para evitar rejeicao (Chong et al., 2009), além
de serem usados em diversas outras atividades humanas, incluindo aplicagcbes comerciais
na producgéo de enzimas e controle biolégico de doencas de plantas, pois algumas espécies
sdo micoparasitas (Polizeli et al., 2005).

Os fungos do género Acremonium contém cerca de 150 espécies. A maioria das

espécies sdo saprébios, sendo isolada de material vegetal em decomposicao e do solo,
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desempenhando um papel vital na ciclagem de nutrientes. Outros s@o patdgenos de plantas,
insetos e outros fungos (Perdomo et al., 2011). O antibidtico cefalosporina foi derivado do
Acremonium, que era chamado de Cephalosporium (Dorland, 2010).

Alguns fungos do filo Mucoromycota s&o bem conhecidos em aplicagbes industriais,
tais como Rhizopus, Mucor e Absidia. Rhizopus € um género saprofitico comum em plantas
e que age como parasita em animais. Pode ser encontrado em uma grande variedade
de substratos orgénicos, incluindo frutas, legumes, pées, couro e tabaco (Damasio et al.,
2011; Peixoto et al., 2003, Peixoto-Nogueira et al., 2008). Dentro desse género, destaca-
se a espécie Rhizopus stolonifer, que tem consideravel importancia industrial, e outras
espécies sdo responsaveis por doencas em plantas e animais.

Mucor € um género bastante comum e difundido na natureza, aparecendo no solo,
vegetacao em processo de decomposi¢ao, esterco e varios outros habitats com consideravel
umidade onde fungos com crescimento rapido possuem vantagens. Morfologicamente esse
género distingue-se de Rhizopus pela auséncia de riz6ides. Representantes do género
destacam-se pela capacidade de producdo de amilase, lipase, poligalacturonase e protease
(Alves et al., 2002).

O género Absidia é cosmopolita, habitando o solo da maior parte do planeta. As
principais caracteristicas sdo os esporangios piriformes, presenca de uma apéfise abaixo
dos esporangios e os estoldes de onde surgem os esporangi6foros (van Tieghem, 1876).
O género comporta espécies mesofilicas com ampla importancia biotecnolégica, vista na
biotransformacao de esteroides e sintese de compostos semelhantes a renina (Hoffmann
et al., 2007).

1.3 Enzimas: aspectos gerais

As enzimas sdo ha muito tempo utilizadas pelo ser humano, como na fabricagéo
de cerveja e outras bebidas, queijos e laticinios, paes, farmacos, dentre outros (Pinho
et al., 2020). Pode-se encontrar no mercado enzimas de proveniéncia animal, vegetal
e microbiana. Nos dois primeiros casos, a producgdo é dificultada devido as variagbes
climaticas que devem ser controladas, pelo tempo de crescimento e desenvolvimento do
produtor, a area de cultivo, maior facilidade de contaminagdo e por maior complexidade
de extracdo. Por isso, as mais utilizadas sdo as enzimas microbianas, que podem ser
manipuladas geneticamente mais facilmente e possuem menor custo de producéo (Polizeli
et al., 2005, Pinho et al., 2020).

Em 2017, o mercado global de enzimas foi avaliado em $7,082 bilhdes. Ja em 2018,
esse setor foi estimado para alcangar $10,519 bilhdes em 2024; tendo esse mercado uma
taxa de crescimento anual composta de 5,7%, o0 que demonstra que as enzimas constituem
um grande trunfo da industria e do mercado, no futuro. O segmento que vem se destacando
€ o das carboidrases, que englobam as amilases e pectinases (Allied Market Research,
2018), enzimas abordadas neste trabalho.
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As pectinases usam como substrato o polissacarideo pectina, que esta presente nas
paredes celulares dos vegetais juntamente com celulose e hemicelulose. Quimicamente,
as substancias pécticas sao coloidais complexas, constituidas por polissacarideos acidos,
com um esqueleto de residuos de acidos monogalacturénicos unidos por liga¢des a-1,4.
As ramificagcbes da molécula de pectina consistem em L-ramnose, arabinose, galactose e
xilose.

Com base no tipo de modificagcbes da cadeia principal, as substancias pécticas
sdo classificadas em protopectina, acido péctico, acido pectinico e pectina. A protopectina
apos hidrélise produz pectina ou acido pectinico; os acidos pécticos séo os galacturonanos
que contém quantidades insignificantes de grupos metoxilicos; os éacidos pectinicos
sdo galacturonanos com varias quantidades de grupos metoxilicos. Quatro diferentes
tipos de polissacarideos pécticos podem ser encontrados: ramnogalacturonano |,
ramnogalacturonano Il, homogalacturonano e xilogalacturonano (Figura 1) (Polizeli et al.,
2013).

As substancias pécticas sao hidrolisadas pelas pectinases, que incluem:
polimetilgalacturonases (PMG) que catalisam a clivagem hidrolitica de liga¢des a-1,4-
glicosidicas. Endo-PMG realiza a clivagem aleatéria das ligagbes a-1,4-glicosidicas
da pectina, preferencialmente pectina altamente esterificada; Exo-PMG que provocam
clivagem sequencial da ligacdo a-1,4-glicosidica da pectina a partir da extremidade nao
redutora da cadeia da mesma. Poligalacturonases (PG) catalisam a hidrélise de ligagdes
a-1,4-glicosidicas do acido péctico (acido poligalacturénico), sendo de dois tipos: Endo-
PG, também sdo conhecidas como poli (1,4-a-D-galacturonideo) glicanohidrolase, que
catalisa a hidrolise aleatéria de ligagdes a-1,4-glicosidicas em acido péctico; Exo-PG,
também conhecida como poli (1,4-a-D-galacturonideo) galacturonohidrolase, que catalisa

a hidrolise de forma sequencial de ligagdes a-1,4-glicosidicas.

Rhamnogalacturonan Il Homogalacturonan Xylogalacturonan Rhamnogalacturonan |

O = p-Galacturonic acid @@ - L-Arabinose @ =D-Apiose & = O-Acetyl
O = L-Rhamnosa -] @ ¥

® - D-Glucurenic acid ® = L-Aceric acid @ - D-Xylose - Borate
® = Kdo ® = [0-Dha o

Figura 1: Estrutura esquematica da pectina com seus quatro polissacarideos componentes
(Harholt et al., 2010).
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As pectinases possuem diversas aplicagbes biotecnolégicas, tais como nas
industrias de produgéo de sucos, téxtil, chas e algoddo. Os organismos mais usados como
produtores dessas enzimas s@o os fungos filamentosos. A acdo das pectinases resulta
no afrouxamento/solubilizagdo da pectina junto as paredes celulares da planta. Quando
o tecido é moido, a pectina é encontrada na fase liquida (pectina soluvel) causando um
aumento na viscosidade, que acontece, por exemplo quando as frutas sdo espremidas
para a fabricacédo de sucos. Com a adi¢céo de pectinases a viscosidade do suco diminui e
aumenta o rendimento do produto (Kashyap et al., 2001, Damasio et al., 2011).

As amilases agem em ligag¢des glicosidicas, que utilizam como substrato o amido, o
principal carboidrato de reserva energética das plantas. Amido é o segundo polimero mais
abundante da natureza, atras apenas da celulose, e tem funcdo de reserva energética
vegetal. E formado unicamente por D-glicose, e quando degradado pode gerar glicose,
maltose e xarope de oligossacarideos menores (Polizeli et al., 2016). O amido esta presente
nos vegetais em forma de granulos, que podem ser compostos a partir de dois polimeros: a
amilose, que é formada por cadeias lineares helicoidais formadas por ligagbes glicosidicas
a-1,4 e a amilopectina, que apresenta grande numero de ramificagbes de ligacdes a-1,6
partindo da cadeia principal de ligagbes a-1,4. Um esquema desse polimero pode ser
visualizado na Figura 2.

HO

Figura 2. Estrutura do amido. a) Polimero linear de amilose. b) Polimero ramificado de
amilopectina. A seta vermelha aponta uma ligacdo a-1,4; enquanto a seta azul indica uma
ligacédo a-1,6 (adaptado de Mariano, 2013).

Diferentes tipos de amilase agem em distintas partes e ligagdes da cadeia de amido:
a-amilase hidrolisam ligacbes a-1,4 liberando oligo e sacarideos de variados tamanhos;
a B-amilase hidrolisa ligacbes a-1,4, porém especificamente a penultima extremidade
nao-redutora, liberando B-maltose; a pululanase age no pululano; a isoamilase atua sobre
glicogénio, amilopectina e oligossacarideos; e a glucoamilase que atua em ambas as
ligacOes citadas, podendo ocasionar a sacarificagdo, que é a hidrélise total do polimero.

Amilases sdo enzimas com grande potencial para aplicagées industriais e
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biotecnologicas, representando cerca de 25% do total daquelas comercializadas em
todo o mundo. Possuem aplicagdo em areas como industria téxtil, papel, alimenticia,
biocombustiveis, agucar, xaropes, produtos de limpeza, além de reaproveitamento de
residuos e em técnicas biomoleculares (Polizeli et al., 2016).

2| OBJETIVOS E RESULTADOS OBTIDOS

O objetivo da presente pesquisa foi realizar a prospeccdo de fungos filamentosos
coletados e isolados na regido de Araraquara, SP, identifica-los, e apresentar um screening
da produgé@o de enzimas pectinoliticas e amiloliticas dos mesmos, a fim de obter fungos
bons produtores das enzimas alvos.

As coletas foram realizadas no Bosque do Jardim Botanico do municipio de
Araraquara (SP W 48° 10’ 839” a 978” e longitude S 21° 45’ 498” a 584", com elevagéo
minima de 593 e maxima de 674 metros). Foram coletadas amostras de tronco, coqueiro
e folhas de bambu em decomposicéo, formigueiro, cogumelos orelha de pau, totalizando
11 amostras. Estes materiais foram inoculados em placas de Petri contendo meio s6lido de
aveia 4%, para o isolamento dos fungos filamentosos.

Catorze isolados foram identificados, no minimo, até género, mediante a observagao
microscopica de estruturas morfologicas, através de técnicas de microcultivo. O resultado
obtido mostrou a presencga de: B1: Trichoderma sp.; B2: Acremonium sp.; B4: Mucor luteus;
B7: Trichoderma pseudokoningii; B8: Rhizopus sp.; B10: Trichoderma koningii (Figura 3A),
entre outros mais dez fungos identificados como D1a: Rhizopus sp.; D1b: Trichoderma
sp.; D2: Mucor sp.; D3: Absidia pseudocylindrospora; D4: Trichoderma pseudokoningii; D5:
Mucor circinelloides; D6: Trichoderma pseudokoningii; D7: Trichoderma pseudokoningii e
D9: Mucor luteus (Figura 3B).
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Figura 3. Micrografias dos fungos isolados a partir do material bruto coletado (A), da esquerda
para a direita, de cima para baixo: B1, B2, B4, B7, B8 e B10, e do material coletado diluido (B),
da esquerda para a direita, de cima para baixo: D1 (a+b), D2, D3, D4, D5, D6, D7 e D9.

Seguidamente a identificagdo, empregaram-se técnicas com corantes para detec¢édo
de atividade pectinolitica (Figura 4). Os fungos nao apresentaram atividade amilolitica
representativa em placas.

A producdo de amilase e pectinase também foi estudada em fermentacdo
submersa, por meio da determinacdo dos agUcares redutores pelo método de Miller (Miller,
1959), usando como substrato amido reagen 1% e &cido poligalacturénico sal sodico,
respectivamente. Uma unidade de atividade enzimatica (U/mL) correspondeu a hidrolise
de 1 ymol de &gucares redutores formados em 1 minuto, nas condi¢des de ensaio, a 50°C.
Dosou-se também as proteinas pelo método de Bradford (1976), para que fosse possivel o
célculo da atividade especifica em U/mg prot.
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Mucar Rhizopus | Trichoderma | Mucor Mucor

Absidia

' Trichaderma | Trichoderma | Trichoderma | Mucor

Rhizopus-
Trichoderma Trichoderma | Acremonium

Figura 4. Fotografias do reverso das placas de Petri apds banho com Vermelho de Ruténio
para atividade pectinolitica, da esquerda para a direita: D2, B8, D7, D9, B4, D4, B10, D3, D6,
D5, D1(a+b), B7 e B2.

Com relacéo a produtividade de amilase com os respectivos niveis proteicos (Figura

5) destacaram-se dois isolados de Trichoderma: B10 e D7, com cerca de 30 U/mg de
proteina secretada.
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Atividade Especifica

Figura 5.
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Atividade amilolitica especifica extracelular (A). Os fungos correspondem a B1, B2,

B4, B7, B8, B10, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7 e D9.

Com relagdo as pectinases secretadas (Figura 6), referenciadas em atividades

especificas, o Trichoderma B10 superou largamente os demais alcangcando os niveis de

5554 U/mg. Esse isolado foi o resultado mais destacado da pesquisa.
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Figura 6. Atividade pectinolitica especifica extracelular. Os fungos identificados pelo género

correspondem respectivamente as amostras B1, B2, B4, B7, B8, B10, D1, D2, D3, D4, D5, D6,

D7 e D9.

Do ponto de vista filogenético, membros de dois grandes grupos de fungos foram

isolados e tiveram a atividade analisada, sendo dos filos Ascomycota e Mucoromycota.

Assim, 0s géneros Absidia, Mucor e Rhizopus sao representantes do filo Mucoromycota,

enquanto Acremonium e Trichoderma fazem parte do filo Ascomycota. Tem-se entdo que os

melhores produtores de pectinases dentre os isolados analisados séo do filo Ascomycota.

Dentre as classes componentes deste, Acremonium e Trichoderma fazem parte do

mesmo grupo (Sordariomycetes) e também da mesma familia (Hypocreaceae), préximos

filogeneticamente e distantes dos demais isolados, representantes do filo Mucoromycota.
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Pela dosagem proteica, amilolitica e pectinolitica extracelulares conclui-se entao
que os fungos do género Trichoderma isolados foram os que apresentam alta atividade
pectinolitica, o que é bastante satisfatorio por poderem ser utilizados em processos
bioquimicos importantes para as industrias quimica, alimenticia, farmacéutica e
biotecnoldgica. Quanto as enzimas amiloliticas, nenhum isolado apresentou atividade
relevante quando comparadas ao que se tem na literatura.

Alguns Trichoderma apresentaram elevadissimos valores em atividade pectinolitica,
porém nao todos, o que sugere uma diversidade coletada dentro desse género. Assim
como ele, o representante do género Acremonium, que apresentou alguns bons valores,
encontra-se também no filo Ascomycota, sendo préximos filogeneticamente além de
serem 0s melhores produtores coletados. Mesmo os isolados que ndo apresentaram bons
resultados podem ser bons produtores enzimaticos, entretanto uma caracterizagdo mais
aprofundada dos fungos e das enzimas para obter as condigbes étimas de crescimento,
producao e reacao pode revelar melhores resultados no futuro.

REFERENCIAS

ALVES, M. H. et al. Screening of Mucor spp. for the production of amylase, lipase,
polygalacturonase and protease. Brazilian Journal of Microbiology, v. 33, n. 4, p. 325-330, 2002.

BENNETT, J. W. An overview of the genus Aspergillus. Portland: Caister Academic Press, 2010. 238
p.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72: 248-254. 1976.

CERQUEIRA, G. C. et al. The Aspergillus Genome Database: multispecies curation and
incorporation of RNA-Seq data to improve structural gene annotations. Nucleic Acids Research, v.
42 p. D705-D710, 2013.

CHONG, F. W. et al. Expression of transforming growth factor-and determination of apoptotic
index in histopathological sections for assessment of the effects of Apigenin (4, 5’,
7’-Trihydroxyflavone) on Cyclosporine A induced renal damage. Malaysian Journal of Pathology, v.
31, n. 1, p. 35-43, 2009.

DAMASIO, A. R. L. et al. Biotechnological potential of alternative carbon sources for production
of pectinases by Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis. Brazilian Archives of Biology and
Technology, v. 54, p. 141- 148, 2011.

DE ALMEIDA, J. R. M.; COLLARES, D. G.; BARBOSA, P. F. D. Bioprospecc¢ao microbiana. Embrapa
Agroenergia-Folder/Folheto/Cartilha (INFOTECA-E), 2015.

DORLAND, N. W. Dorlands medical dictionary: antibacterial. Archived from the original on (2010
Nov 17), Retrieved (2010 Oct 29), 2010.

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia Capitulo 8



HARHOLT, J.; SUTTANGKAKUL, A.; SCHELLER, H. V. Biosynthesis of pectin. Plant physiology, v.
153, n. 2, p. 384-395, 2010.

HAWKSWORTH, D.; LUCKING, R. Fungal diversity revisited: 2.2 to 3.8 million species.
Microbiology spectrum, v. 5, n 4, 2017.

HOFFMANN, K.; DISCHER, S.; VOIGT, K. Revision of the genus Absidia (Mucorales,
Zygomycetes) based on physiological, phylogenetic, and morphological characters;
thermotolerant Absidia spp. form a coherent group, Mycocladiaceae fam. nov. Mycological
research, v. 111, n. 10, p. 1169-1183, 2007.

https://www.alliedmarketresearch.com/enzymes-market (acessado em 20/04/2019)

KASHYAP, D.R. et al. Applications of pectinases in the commercial sector: A review. Bioresources
Technology, v. 77, p. 215-227, 2001.

LUCKING, R. et al. Unambiguous identification of fungi: where do we stand and how accurate
and precise is fungal DNA barcoding? IMA Fungus v. 11, p. 14, 2020.

MADIGAN, M. T. et al. Microbiologia de Brock. Porto Alegre: Artmed, 2016. 1032 p.

MARIANO, M. Obtencao, caracterizacao e aplicacao de nanocristais de celulose obtidos a partir
do sisal. Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas
e Matematicas, Programa de P6s-Graduagéo em Quimica, Florianépolis, 2013.

METEO, N.; NADER, W.; TAMAYO, G. Bioprospecting. INBio. P. 471-488, 2014.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar. Analytical
chemistry, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959.

PEIXOTO, S.C. et al. Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis: a thermophilic fungus with
potential for production of thermostable amylases. International Microbiology., 6(4): 269-273, 2003.

PEIXOTO-NOGUEIRA, S. C et al. Evidence of thermostable amylolytic activity by Rhizopus
microsporus var. rhizopodiformis using wheat bran and corncob as alternative carbon source.
Bioprocess Biosystem Engineering 31: 329-334, 2008.

PERDOMO, H. et al. Spectrum of clinically relevant Acremonium species in the United States.
Journal of Clinical Microbiology v. 49, n. 1, 243-56, 2011.

PINHO, I. M., SCARCELLA, A. S. A. & POLIZELI, M. L. T. M. Producéo de um consércio enzimatico
visando obtencao de Etanol 2G a partir do bagaco de cana. /n: Tépicos Multidisciplinares em
Ciéncias Biologicas 3 / Organizador Edson da Silva. — Ponta Grossa, PR: Atena, pp. 43-66. 2020.

POLIZELI, M.L.T.M. CARVALHO, C.C.; POLIZELI, A.M. O Sistema Amilolitico. /n: Amilases
Microbianas. Sdo Paulo — Editora da Universidade de Sdo Paulo — EDUSP. Editores: T. M. Silva & M. L.
T. M. Polizeli, pp. 23-32, 2016.

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia Capitulo 8


https://www.alliedmarketresearch.com/enzymes-market

POLIZELI, M. L. T. M. et al. Pectinases Produced by Microorganisms. /n: Fungal Enzymes, M. L. T.
M. Polizeli and M. Rai. (Org.). 1ed.Boca Raton USA: CRC Press, v. 1, p. 316-340, 2013.

POLIZELI, M.L.T.M. et al. Xylanases from fungi: properties and industrial applications. Applied
Microbiology and Biotechnology, 67: 577-591, 2005.

van TIEGHEM, P. Troisie'me me'moire sur les Mucorine’es. Annales des Siences Naturelles,
Botanique, se’r. v. VI, n. 4, p. 312-399, 1876.

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia Capitulo 8



CAPITULO 9

INDUSTRIAL YEAST STRAINS RESISTANCE TO
NATURAL BIOACTIVE COMPOUNDS

Data de aceite: 01/10/2020
Data de submissao: 16/09/2020

Patricia Regina Kitaka

Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), Paulinia - SP,
Brazil

http://lattes.cnpq.br/8916720523524200

Marta Cristina Teixeira Duarte

Diviséo de Microbiologia - Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), UNICAMP,
Paulinia - SP, Brazil
http://lattes.cnpq.br/6011782448349535

Valéria Maia de Oliveira

Divisdo de Recursos Microbianos - Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas
Biologicas e Agricolas (CPQBA), UNICAMP
http://lattes.cnpq.br/3886687872358496

Maria da Graca S. Andrietta

Divisdo de Bioprocessos - Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas
Biologicas e Agricolas (CPQBA), UNICAMP
http://lattes.cnpq.br/3835309163911239

ABSTRACT: This chapter briefly provides an
overview about industrial yeast strains, more
specifically about yeast strains applied in the
fermentation processes in Brazilian fuel-ethanol
production industry. In the first section, historical
aspects of fermentation and the use of yeast
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strains in Brazil are discussed and the concepts
about selected yeast and native autochthonous,
yeast strains are lightly addressed. Subsequent
sections present the molecular differentiation
among yeast strains and a brief explanation about
the industrial application of natural bioactives,
especially essential oils. Finally, the resistance
profile of 20 industrial yeast strains is reported
for 40 plant-derived essential oils, extracted
from Brazilian and exotic medicinal and aromatic
plants.

KEYWORDS: Saccharomyces sensu stricto
group; yeast strains; Essential Oils; Industrial
applications

RESISTENCIA DE LINHAGENS
DE LEVEDURAS INDUSTRIAIS A
COMPOSTOS BIOATIVOS NATURAIS

RESUMO: Este capitulo fornece resumidamente
uma visdo geral sobre cepas de leveduras
industriais, mais especificamente sobre cepas
de leveduras aplicadas nos processos de
fermentacdo na industria brasileira de produgéo
de etanol-combustivel. Na primeira secao,
aspectos histéricos da fermentacdo e do uso
de cepas de levedura no Brasil sdo discutidos
e 0s conceitos sobre leveduras selecionadas
e cepas de leveduras autéctones nativas sdo
levemente abordadas. As secbes subsequentes
apresentam a diferenciacdo molecular entre
cepas de leveduras e uma breve explicagdo
sobre a aplicagéo industrial de bioativos naturais,
especialmente 6leos essenciais. Finalmente, &
relatado o perfil de resisténcia de 20 cepas de
leveduras industriais para 40 6leos essenciais de
origem vegetal, extraidos de plantas medicinais e
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aroméaticas brasileiras e exoticas.
PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces sensu stricto; linhagens de levedura; Oleos essenciais;
Aplicagbes industriais.

11 FERMENTATION AND YEASTS — HISTORY AND BRIEF OVERVIEW

Humans have adopted fermentation practices to produce fermented foods and
alcoholic beverages since ancient times, although the protagonist of this process stayed
“invisible” for centuries, being used through empirical observations without knowing their
chemical and microbiological bases (AMORIM et al., 2005).

Inventions and innovations using fermentation and yeasts were done along the
history based on observations and almost no knowledge about microorganisms, including
the presence of yeasts as the main element in the fermentation processes. As a matter
of fact, it would be several centuries of years before it was even known that microscopic
organisms existed.

Antonie van Leeuwenhoek was the first to observe cells using a primitive microscope
in 1680, when the seeds of Microbiology were sown.

Since then, scientific information has grown at an exponential rate. In some fields
such as Chemistry and Biology, especially in Microbiology and Biotechnology this explosion
of knowledge is more evident. This progress has been impacted by some of the most
significant names in the history of sciences, including van Leeuwenhoek, Lavoisier, Gay-
Lussac, Pasteur, Buchner and Koch.

More recently, important names in modern science argued that “the most important
test tube in the birth and growth of the modern life sciences is the fermenter’, and “the
most important model organism has been the yeast Saccharomyces cerevisiae”, commonly
known as baking yeast, brewing or wine yeast (CHAMBERS; PRETORIUS 2010).

21 YEASTS

Yeasts have been widely studied and used to produce value-added products
by different industrial segments. One clear example is the origin of the word enzyme -
‘en’ meaning within and ‘zyme’ meaning leaven. Yeasts have been an important part of
pioneer works in several fields, particularly in life sciences as Microbiology and Enzymology
(BARNETT, 1998, 2000; BARNET & LICHTENTHALER, 2001).

Among the vyeasts, Saccharomyces genus should be highlighted because
microorganisms inside this group were the first domesticated microorganisms. Besides that,
they usually are related to several fermentation processes for industrial purposes.

In Brazil, as much as all over the world, the relevance of Saccharomyces genus
covers most important biological systems, since it is highly employed as an eukaryotic
organism model as well as widely used in industrial processes like bakery, wine industry
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and brewery due to its key role in fermentative process.

However, in Brazil these yeasts go beyond the application in conventional industrial
segments and have a very important role in the biofuels industry. That is the reason why it
is so necessary to know the characteristics of these microorganisms and their behavior in
different situations.

31 YEASTS AND FERMENTATION PROCESSES IN BRAZILIAN FUEL-
ETHANOL PRODUCTION INDUSTRY

Brazil has taken a notorious place in the biofuels worldwide scenario.

Nowadays, Brazil is the largest sugarcane’s bioethanol producer in the world,
producing over 30 billion liters in 2019 (UNICA, 2019; UDOP, 2020).

Although this country has been producing ethanol since the1930s through
fermentation processes, at that time serendipity presumably played an important role in the
process since fermentations resulted from empirical observations of natural events. Indeed,
the experience with the processes were generated in harnessing repeat ‘experiments’
in which the improvements were made by trialling modifications to practices and were
communicated down through the generations, retaining the results that were beneficial and
discarding those that failed (ALBA-LOIS; SEGAL-KISCHINEVZKY, 2010).

It was just in the 1990s that Brazilian distilleries started to use yeasts referred to
as pure, purchased by manufacturers with required characteristics for the fermentation
processes to industrial production of fuel-ethanol (AMORIM et al., 2011).

One might argue that the early use of yeasts in bioethanol production was based
on little or no knowledge of microbiology that drives fermentation. In fact, it would be
several decades before it was even known population dynamics of microorganisms in the
fermentative processes.

Since then, several scientific groups have dedicated efforts to unravel the fermentation
process in order to understand the major actor in this process - the yeasts.

The power of change which the understanding about these simple, unicellular
microorganisms have caused in life science related to the fuel-ethanol industry could be
described as a revolution.

This scientific revolution in bioethanol industry, range from prospection and
identification methods, as done by Basso et al. (2008) until the potential modification for
different applications described by Argueso et al. (2009) and Gu and Oliver (2009), passing
through the characterization of the biodiversity of strains, as studied by Steckelberg (2001),
Basso et al. (2004) and Tosetto (2008).

Nevertheless, until nowadays it is a challenge to understand completely the
fermentation processes and all the dynamics related to this useful microorganism which
has played a pivotal role in this process - Saccharomyces cerevisiae.
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One of the reasons why it is difficult to reveal all the answers regarding the difficulties
to be overcome in Brazilian fermentation processes could be explained by the operational
conditions.

Most industrial processes installed for biofuel production in that country, use yeast
cell recycling. However, this strategy promotes operations with high cell concentration,
and dynamizes the fermentation, making it faster. On the other hand, these choices allow
conditions favorable to grow contaminating bacteria and yeasts.

Besides that, fuel-ethanol industrial fermentations processes are subject to huge
selective pressure considering oscillation in several attributes as temperature, pH, ethanol
and sugar concentrations along all the process and also during the harvest season period,
resulting in the growth and persistence of yeasts adapted to stress conditions.

For this reason, the fuel-ethanol industry has been incessantly trying to overcome
the problems with the main bottleneck in the process — fermentation and, consequently,
yeasts.

Saccharomyces cerevisiae has shown remarkable attributes and plays an important
role in fermentation processes due to its versatility and capacity to act in different kinds of
substrates (STRATFORD, 2006).

However, there are many differences inside the universe of Saccharomyces sp. This
understanding just surfaced because of the explosion of knowledge sparked by the advent
of gene technology which drove a convergence of several fields of life sciences, under the
banner of molecular biology (CHAMBERS; PRETORIUS 2010).

Molecular biology brought light to several parts of biology, clarifying several
processes and explaining the development of some microorganisms, including the yeasts.
This newest approach enabled us to understand them and explain why yeasts inside of
the same species might present a completely different characteristics and behavior in
fermentation. So, the molecular biology tools allowed us to know different strains inside the
group of Saccharomyces sensu stricto.

Therefore in the transition from the 20" to 21st century, researchers dedicated to
unveil the Brazilian fermentation processes on fuel-ethanol production and selected some
yeast strains, belonging to Saccharomyces sensu stricto group, from different industrial
units. From that, five strains (BG1; CAT1; FT858; PE2 and SA1) are being produced and
commercialized to be used as starter yeast inoculum at the beginning of the harvest season
period.

According to Andrietta et al. (2011) the names of these strains are related to their
original industrial unit from which they were isolated. Thereby, BG1 strain correspond to a
yeast strains isolated from Usina Barra Grande de Lencobis S/A; whereas CAT1 strain was
isolated from Catanduva unit, belonging to Virgolino de Oliveira S/A Actcar e Alcool Group;
PE2 strain was selected from Pedra Agroindustrial S/A unit and SA1 strain was originally
isolated from Usina Santa Adélia S/A unit. Differently from these four strains, FT858 strain
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was named after its isolation by Fermentec Ltda, a biotechnology Brazilian company. All
these industrial units, as well as Fermentec, are located in the state of Sado Paulo in Brazil.

Thus, Brazilian distilleries, in the early 2000s, started to use these selected industrial
yeast strains in their fermentation processes.

In 2006, on the study presented by Basso et al. (2008), it was mentioned that 190
bioethanol plants among the 329 Brazilian distilleries were using industrial selected yeast
strains.

In the last decade, our group compiled the information about the yeast strains used
as inoculum to start up the alcoholic fermentation at the beginning of harvest season by 125
Brazilian industrial units, from 2011 to 2018, as shown in Figure 1.
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Fig.1 Historical use of starter yeasts strains in Brazilian fuel-ethanol production processes
in the harvest season periods from 2011 to 2018. All the terms used to refer to the yeasts
are abbreviations or commercial names, except to “Native autochthonous” and “Own”. The
expression “own” yeast is used to refer to a mixture of yeasts stored at the end of one harvest
period and used in the next harvest season period as inoculum, without any identification or
characterization. All these information was sourced by personal communication with 125 the
Brazilian distilleries during the period evaluated.

Figure 1 shows the historical use of yeast strains to start up the alcoholic fermentation
in 125 Brazilian fuel-ethanol production processes, along the harvest season periods from
2011 to 2018. The names of the yeasts inside the figure refer to its commercial names.
We referred to “Native autochthonous”, yeasts which were isolated from each industrial
fermentation process, identified and characterized previously. The expression “Own” is
used to refer to a mixture of yeasts stored at the end of one harvest period and used in the
next harvest season period as inoculum without any identification or characterization. In
this way “own” does not refer to one specific strain, it is a mixture of undetermined strains.
All this information was based on personal communication with 125 the Brazilian distilleries
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during the period evaluated.

As mentioned above, generally, the hard conditions in fermentation processes in the
industrial context lead to a huge selective pressure over the microorganisms, especially
yeasts, originating a driven natural selection of strains.

Despite of the continuous use of selected yeast strains in the industry, several
researches related to yeasts population dynamics in Brazilian fermentation processes
along the harvest season, have shown the replacement of these strains, as put forth by
Steckelberg et al. (2017).

New approaches of yeast strains use have arisen from this deeper knowledge about
the yeast strains population dynamics.

Recently, indigenous yeast strains, previously considered as a problem in the
fermentation processes, once they replaced selected yeast strains during the harvest
season period, were reclassified as native autochthonous yeast lineages with high potential
to be used after identification and characterization analysis.

So the fermentation processes became a huge source of biodiversity and possible
solutions to improve their own processes.

For this reason, in this study we used twenty yeast strains with three different profiles:
6 baker’s yeast strains; 6 selected yeast strains and 7 native autochthonous yeast strains
in order to evaluate, comparatively, their resistance profile under the action of 40 different
essential oils. We also evaluated one yeast strain named CLE isolated from one Brazilian
industrial unit more than 20 years ago, characterized, stored in the Bioprocess laboratory
and used as a fermentation standard.

All the strains were previously evaluated considering their genetic identification in a
sub specific level using molecular fingerprint tools. In the next session we will present the

yeast strains differentiation.

41 YEAST STRAINS DIFFERENTIATION

Our study involved twenty microorganisms belonging to Saccharomyces sensu
stricto group, divided into three different classes: 1) baker’s yeast strains, which were used
exclusively in the beginnings but they are also used nowadays; 2) commercial yeast strains
(named and described above as selected yeast) including ANGEL yeast strain, which is
a Chinese strain popularly used in Brazil as inoculum and 3) native autochthonous yeast
strains.

The baker’s yeasts strains were isolated from baker’s yeast samples commercially
used in Brazil. Likewise, the commercially selected yeast strains were isolated from
commercial yeast samples produced in large scale and commercialized in Brazil.

On the other hand, the native autochthonous yeast strains were isolated from yeast
samples from fermentation processes in different industrial units in Brazil. The fuel-ethanol
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production industrial plants which provided the samples are located in four Brazilian states:
Sé&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Tocantins, the former three belonging to the
main Brazilian biofuel production axis.

The ARO and CVG strains were isolated from two different industrial units, located
in Minas Gerais; whereas the SM strain and RV strain were isolated from two different
industrial units located in Sao Paulo; SF and TFT strains were isolated from fermentation
processes located in Mato Grosso do Sul and finally BPA strain were isolated from fuel-
ethanol production industry located in Tocantins. All of these yeast strains were previously
evaluated in fermentation assays by the Bioprocess Laboratory team at Unicamp and were
classified as satisfactory or superior performance in fermentation tests.

To proceed the differentiation protocols, firstly all yeast strains were grown using
spread-plating technique, in which a small sample is spread over the surface of an agar
plate in order to evaluate the biotypes, i.e., we evaluated the morphology of discrete colonies
formed across the surface of the WL Nutrient medium agar (WLN, DIFCO 242420).

After that, we used a streak-plating technique to check the purity of the culture of
yeast. Then, single colonies, which are comprised of millions of cells growing in a cluster
on an agar plate, were transferred to another plate using spread-plate technique. Thus, the
pure microorganisms were grown in petri dishes with Potato Dextrose Agar medium (PDA,
DIFCO 213400) to be submitted to DNA extraction protocol (BIDENNE et al., 1992 modified;
OAKLEY-GUTOWSKI et al., 1992 modified; ARGUESO, et al. 2008).

All isolates were distinguished by electrophoretic karyotyping profile obtained from
pulsed field gel electrophoresis (PFGE). This technique consists in the separation of
intact chromosomal DNA according to its size on a gel matrix of agarose. According to the
number and size of the chromosomes present in each strain, specific banding patterns were
obtained.

In a different approach, considering conventional DNA electrophoresis which is able
to separate molecules of up to 50 kilobases, PFGE is able to do the separation of large DNA
molecules, as yeast chromosomes, which range from several hundred to several thousand
kilobases (ZIMMERMAN; FOURNIER, 1996). This separation is possible because this
technique uses an electric field that periodically changes direction in a gel matrix of agarose.

Unquestionably, nowadays there is an immense variety of molecular techniques
for the identification of microorganisms. Nonetheless, not all of them are able to have
sufficient sensitivity to distinguish some microorganisms at the sub-specific level, i.e., by
distinguishing among different strains.

According to VILANOVA et al. (2007), PFGE has a greater discriminatory power
when compared to mtDNA restriction analysis for Saccharomyces cerevisiae yeast clones.
Therefore, this greater resolution in the power of differentiation among strains makes it
better suited for the detection of genetic diversity in yeasts.

For this reason, we used PFGE to do the differentiation of all yeast strains. Below
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we present the DNA electrophoretic profile for two groups of yeast strains evaluated:
commercial selected yeast strains and native autochthonous yeast strains (Figure 2). The
terms used to name commercially selected yeast strains were discussed above. The native
autochthonous strains were named according to the protocol used in Bioprocess Laboratory,
at Unicamp, which names yeast strains considering their original place of isolation.

The DNA electrophoretic profiles of all baker’s yeast strains evaluated were presented
by Kitaka et al. (2020) in the study “Sturdiness of baker’s yeast strains to natural bioactive
compounds”. The expressions used to name the baker’s yeast groups were established
based on the commercial description: (ADY: Active dry baker’s yeast; SDY Sweet dough
baker’s yeast; SY strong baker’s yeast).

The Figure 2 presents the genomic DNA electrophoretic profile of all industrial yeast
strains, which allows the differentiation among yeast strains belonging to Saccharomyces
sensu stricto group. From the (A) to (F) were demonstrated the genomic DNA profiles of
commercially selected yeast strains, whereas from (G) to (M) present DNA profiles of native
autochthonous yeast strains and in (N) the DNA profile of CLE standard strain, stored in
laboratory for more than 20 years.

S5A1 PE2 CAT1 BG1 FT858 ANG ARO RV SF SM BPA CWVG TFT CLE
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Figure 2: Genomic DNA electrophoretic profile of yeast strains. Differentiation among yeast
strains (Saccharomyces sensu stricto group) obtained using PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) in agarose gel 0.8%. Image acquisition by UVP Vision Works LS system. (A)
SA1 strain; (B) PE2 strain ;(C) CAT1 strain; (D) BG1 strain; (E) FT858 strain; (F) ANG strain; (G)
ARO strain; (H) RV strain; (I) SF strain; (J) SM strain; (K) BPA strain; (L) CVG strain; (M) TFT
strain; (N) CLE strain.

After the molecular differentiation test using PFGE analysis, twenty strains were
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established as different yeast strains. All of them were tried with 40 plant-derived essential
oils. The subsequent sessions explain why evaluate industrial yeasts strains in the face
of essential oils. They also summarize some findings from our studies with yeast strains’
resistance to these compounds.

51 WHY NATURAL PRODUCTS AND INDUSTRIAL YEAST STRAINS

As mentioned above, yeasts, particularly yeasts strains belonging to Saccharomyces
sensu stricto group, are widely used in different industrial segments.

Fuel-ethanol production industry, as well as other industrial segments, has positioned
itself in the context of a more modern approach, generating a demand for natural products
solutions and the development of eco-friendly technologies.

Throughout the history of Brazilian fuel-ethanol production, this industrial segment
has been continuously using antibiotics in order to control bacterial contamination in their
fermentation processes. Some of these antibiotics are the same consumed by humans
and are posing a serious problem, since the promiscuous use of antibiotics increases the
selective pressure over antibiotic resistance genes. This selective pressure caused by this
practice facilitates the transference antibiotic resistance genes to pathogenic organisms
and explains the growing concern about the effects of the indiscriminate use of antibiotics in
human health (ALLEN et al., 2010).

In addition, traces of these antibiotics may be found in ethanol byproducts. Dry yeast
is sold as a source of protein for animal feed preparation. Brazil, as a leading exporter of
this protein, faces the customary rejection of this product by the European Community. This
is because of antibiotics traces which are found in dry yeasts (GORDON, 2009).

Therefore, the replacement of antibiotics’ use in the fermentation processes for
bioethanol production is paramount. Hence, the replacement should entail the use of
substances that do not turn into harmful residue to the environment and, as a consequence,
a hazard to human health.

Essential oils (EO) are considered an important natural source of substances with
antimicrobial activity, some of them are discussed by Burt (2004) and Kitaka et al. (2019).

Besides the antimicrobial activity, the fact that some EO are used commercially
in several industrial segments, as food industry, pharmaceutical and / or cosmetic,
demonstrates interesting technological characteristics of essential oils, as they do not
become harmful residues to the environment and human health (BAKKALI et al., 2008).
Thus, these oils may become a solution to do this replacement.

These facts motivated the investigation of Saccharomyces sensu stricto resistance
in the face of EO, as a screening evaluation test in yeasts, in order to develop a technology
to serve as an alternative solution to replace antibiotics to control contamination in alcoholic
fermentation processes.
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61 RESISTANCE OF YEAST STRAINS TO ESSENTIAL OILS

This session presents some concepts about plant-derived essential oils and
summarizes some findings from our studies about the resistance of industrial yeast strains
to these compounds.

According to Roller (2003), plants produce a range of antimicrobial compounds.
Some of them are always present in the plants, while others are produced as a response
against microorganisms and physical injuries. The production of these phytochemicals as a
stress condition response to combat pathogenic infections is mentioned by several authors
(THEIS; LERDAU, 2003). Inside of this phytochemicals group are the essential oils (EO).

Essential oils are a mixture of several compounds, with different chemical origin.
Their composition varies and could include terpenes, alcohols, acids, esters, epoxides,
aldehydes, ketones, amines and sulfides. These complex aromatic and volatile mixtures
could be obtained from different plant materials such as leaves; flowers; buds; roots and
barks (GUENTHER, 1948; BURT, 2004).

In this study, 40 plant-derived essential oils were used, which were described by
Kitaka (2018; 2019). These essential oils were extracted from plants belonging to the
Medicinal and Aromatic Plant Collection (CPMA) of Chemical, Biological and Agricultural
Multidisciplinary Research Center (CPQBA) at University of Campinas (UNICAMP), in
Brazil.

The resistance of the 20 different industrial yeast strains, previously identified and
differentiated, was established considering their ability to grow in the face of different
essential oils, in all concentrations evaluated.

The resistance was inferred from the growing ability considering the inhibitory
effect of the essential oils (EOs) using the microdilution test and determining Minimal
Inhibitory Concentration - MIC (NCCLS, 2002) for each of the 40 essential oils. The Figure
3 summarizes the results from the experiments with the 40 EOs in different concentrations,
ranged from 2mg/mL to 1ug/mL in which we catalogue the resistance profiles of all yeast
strains studied.
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Figure 3 Minimal inhibitory concentration (MIC) - Effect of plant-derived essential oil on yeast strains growth

Considering all of the 20 yeast strains, they presented an average resistance of
57.7% to all oils tested. The Figure 4 illustrates the resistance profile of all the yeast strains
evaluated. In (A) the profile of strains referred as baker’s yeast strains shows an average
resistance of 51.7%, the worst in comparison to the other groups of yeast strains. The
lowest resistance inside this group achieved 45% in DYS strain. The comparative study in
this group of yeast strains were discussed by Kitaka et al. (2020).

(A) i of Native Autochth Yeasts (B)

Resistance of Baker’s Yeast Strainsto EO Strainsto EQ

of Ci cially Sel dYeast (C)
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Figure 4: (A) Resistance of Baker's Yeast Strains to EQO; (B) Resistance of Native Autochthonous Yeast Strains
to EQ; (C) Resistance of Commercilly Seleted Yeast Strains to EQ; (D) Comparison of resistance profile to EO
among all yeast strains evaluated.
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Contrasting the baker’s yeast strains group, for the other two groups, (commercially
selected yeast strains (C) and native autochthonous yeasts strains (B)), there was no
convergence among resistance or susceptibility profile, comparing the strains inside each
group. For both groups the average resistance was similar, 61.7% and 60.0% respectively.

In the native autochthonous yeasts strains group (B), we should highlight ARO
strain (isolated from fermentation process located in Minas Gerais) and SM strain (isolated
from fermentation process located in Sao Paulo), both presenting 65% of resistance to all
essential oils evaluated. Inside this group, the strain with the worst resistance performance
was TFT, isolated from fermentation process located in Mato Grosso do Sul, which is
resistant to 55% of all EO studied.

Similarly, in the group of commercially selected yeast strains (C), there was no
uniformity with the resistance profile of the strains, although all of them have shown higher
resistance profile. In this group BG1 strain should be highlighted with 65% of resistance,
followed by PE2, ANGEL and FT858, all with 62.5% of resistance.

In Figure 4 (D) it is possible to notice the resistance performance of one laboratory
yeast strain, named CLE. It was resistant to 57.5% of all essential oils tested. Despite of the
fact that this yeast strain has been stored in laboratory conditions for more than 20 years, it
seems to have kept, in general, the pattern of resistance observed in native yeast strains,
since it was also isolated at one Brazilian industrial unit and characterized (in the same way
of native autochthonous yeast strains).

Taking into consideration the activity of all EOs over yeast strains, as shown in the pie
chart (Figure 5), it is possible to notice that, for 52% of the EO, there was no antimicrobial
activity for all yeast strains tested.

Contrastingly, the remaining 48% EOs have shown activity on the yeast strains.
Among these EOs, 35% presented activity for all strains while 13% acted differentially,
presenting activity for certain strains.

m 14 Essential oils with
antimicrobial activity in
all yeast strains

21 Essential oils without
any activity to all yeast
strains

u 5 Essential oils with
differential antimicrobial
activity for different
yeast strains

Figure 5: Antimicrobial activity of essential oils in industrial yeast strains
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As the baker’s yeast strains’ robustness were previously discussed by Kitaka et al.
(2020), herein, we will discuss the effect of the essential oils in the other strains, referred to
as industrial strains. All these strains were affected by EO of Aloysia tryphylla; Cymbopogon
winterianus; Lippia sidoides; Ocimum gratissimum; Origanum vulgari; Cymbopogon citratus;
Cymbopogon martini; Cyperus articulatus; Elyonurus muticus; Dysphania ambrosioides;
Eugenia uniflora; Mentha aquatica and Pimenta didica.

Distinctly, most of the industrial yeast strains have presented slight inhibitory growth
pattern in the face of Melaleuca alternifolia, Mentha piperita and Tagetes patula essential
oils, in which concentrations can reach 0,5mg/mL.

The EOs under which all the industrial yeasts strains have shown resistance, were
presented by Kitaka et al. (2018) and were screened to be evaluated in other microorganisms
isolated from fuel-ethanol fermentation processes.

Comparison among the three groups of yeast strains shows that baker’s yeast group
presented the lowest resistance and the major uniformity in the resistance profile.

Both selected yeast group and native autochthonous yeast strains group presented
strains highly resistant to most of the essential oils. As the strains inhabiting the fermentation
processes are mainly composed of selected yeast strains and native autochthonous yeast
strains, the use of some EOs could be a possibility, considering the previous screening, as
we showed here.

71 FINAL CONSIDERATIONS

This chapter provided the characterization of several yeast strains used as inoculum
in Brazilian fermentation processes in the fuel-ethanol production industry. These strains
include: baker’s yeast strains; commercially selected yeast strains and native autochthonous
yeasts. The characterization involved the genetic differentiation among strains and the
establishment of resistance profile using essential oils obtained from native Brazilian plants
and exotic ones.

However there are uncountable studies using essential oils as potential antimicrobials
and antioxidant, extremely few show their application in processes using Saccharomyces
sensu stricto as fermentation platforms.

This chapter discussed both the resistance of different yeast strains groups in the
face of several EOs and the comparison among them.

Overall, the results of yeast strains resistance presented a convergence, i.e., the
same EO inhibitory effect was observed in different strains for one specific essential oil.

Although there is not a general convergence of results regarding the resistance of
all the strains to all the EO, it was possible to observe the convergence of findings in the
resistant profile by the strains against one specific EO.

Furthermore, for some EO, the results of yeast strains resistance point toward a
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similar pattern. This similarity might allow a prediction of the effect of EOs extracted from
plants belonging to the same plant family or genus. Some convergent examples are related
to the sensitivity profile of yeast strains in the face of the essential oils in which there was a
high harmful effect.

One example is observed in the inhibitory effect of EOs 17 and 18, extracted from
plants belonging to the Cymbopogon spp. genus (Poaceae family) which presented similar
harmful effects against all the yeast strains.

In other cases, as Elyonurus muticus; (20); Dysphania ambrosioides (21) and
Eugenia uniflora (22), although essential oils were not extracted from plants belonging to
the same family or genus, the harmful effect in one specific strain could give us a clue about
the higher toxicity effect for all the industrial yeast strains.

In short, not only the findings of resistance in industrial yeast strains but also the
essential oils inhibitory effect has implications on technological applications for industrial
segments that use Saccharomyces sensu stricto strains. Finally, these results open new
perspectives for applications of bioactives as plant-derived essential oils, especially in the
industrial context.
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RESUMO: A utilizagdo de microrganismos
como fontes produtoras de enzimas tem se
mostrado promissora, pois estes compéem um
dos maiores recursos genéticos disponiveis no
planeta. Considerando o avanco industrial global
crescente e a demanda por fontes de producgéo
de qualidade e baixo custo, a investigacdo de
fungos filamentosos no processo de produgéo
de enzimas se faz necessaria e pode contribuir
com o desenvolvimento e expansao de produtos
biotecnologicos, especialmente na regido
Amazonica, onde, apesar da sua biodiversidade,
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ainda tem estes recursos pouco explorados. O
presente estudo teve como objetivo investigar
a capacidade de fungos filamentosos para a
producdo de enzimas de interesse industrial e
biotecnologico: proteases, amilases, celulases
e lipases. Para isto, foram selecionados oito
fungos da Colecdo de Fungos da Amazébnia
(CFAM) Fiocruz — AM: CFAM 0027 Aspergillus
oryzae, CFAM 234 Aspergillus sp., CFAM 959 A.
subolivaceo, CFAM 39 Penicillium janthinellum,
CFAM 59 P. fellutanum, CFAM 462 Penicillium
sp., CFAM 592 e CFAM 47 P. citrinum. As
culturas foram reativadas em meio de cultura
Agar Saboraud (SAB). A obtencéo dos extratos
enzimaticos foi feita por fermentagdo submersa
durante 7 dias em solugcdo de Manachini
suplementado com 0,5% do substrato indutor
para cada enzima, sendo: gelatina para protease,
amido para amilase, CMC (carboximetil-celulase)
para celulase e Tween 80 para lipase. Para os
testes enzimaticos, utilizou-se o método de cup-
plate. Diante disso, observou-se que todos os
microrganismos foram capazes de produzir pelo
menos trés das enzimas estudadas, enquanto
que duas espécies apresentaram atividade
para todas as enzimas avaliadas: CFAM 47
P. citrinum e CFAM 59 P. fellutanum. Entre os
isolados, 37,5% revelaram resultados positivos
para protease, 100% para amilase e lipase, e
87,5% para celulase. Desta forma, os resultados
obtidos podem ser considerados promissores,
uma vez que demonstram a potencialidade da
aplicacao biotecnologica de fungos da Amazonia
em diferentes setores da industria.

PALAVRAS - CHAVE: amilase; celulase; fungos;
lipase; protease

Capitulo 10



INVESTIGATION OF FUNGI PRODUCERS OF ENZYMES OF
BIOTECHNOLOGICAL INTEREST

ABSTRACT: The use of microorganisms as enzyme-producing sources has shown promise,
as they make up one of the largest genetic resources available on the planet. Considering
the increasing global industrial advance and the demand for quality and low-cost production
sources, the investigation of filamentous fungi in the enzyme production process is necessary
and can contribute to the development and expansion of biotechnological products, especially
in the Amazon region, where, despite its biodiversity, it still has these little explored resources.
The present study aimed to investigate the capacity of filamentous fungi for the production
of enzymes of industrial and biotechnological interest: proteases, amylases, cellulases
and lipases. For this, eight fungi from the Amazon Fungi Collection (CFAM) Fiocruz - AM
were selected: CFAM 0027 Aspergillus oryzae, CFAM 234 Aspergillus sp., CFAM 959 A.
subolivaceo, CFAM 39 Penicillium janthinellum, CFAM 59 P. fellutanum, CFAM 462 Penicillium
sp., CFAM 592 and CFAM 47 P. citrinum. The cultures were reactivated in Agar Saboraud
(SAB) culture medium. The enzymatic extracts were obtained by submerged fermentation
for 7 days in Manachini’s solution supplemented with 0.5% of the inducing substrate for each
enzyme: gelatin for protease, starch for amylase, CMC (carboxymethyl cellulase) for cellulase
and Tween 80 for lipase. For enzymatic tests, the cup-plate method was used. Therefore,
it was observed that all microorganisms were able to produce at least three of the studied
enzymes, while two species showed activity for all evaluated enzymes: CFAM 47 P, citrinum
and CFAM 59 P. fellutanum. Among the isolates, 37.5% showed positive results for protease,
100% for amylase and lipase, and 87.5% for cellulase. In this way, the results obtained can be
considered promising, since they demonstrate the potential of biotechnological application of
fungi from the Amazon in different sectors of the industry.

KEYWORDS: amylase; cellulase; fungi; lipase; protease

11 INTRODUGAO

O termo enzima foi empregado pela primeira vez pelo fisiologista alem&o Wilhelm
Kuhne em 1878 para descrever a atividade fermentativa em leveduras (Food Ingredients
Brasil, 2011). Estas podem ser definidas como moléculas orgéanicas de natureza proteica
(com excecgéao das ribozimas), que atuam como catalisadores e aceleram a velocidade dos
processos quimicos, sem alterar a sua composicao (Fernandes et al., 2010). Na auséncia
das enzimas, os processos biologicos seriam extremamente lentos e o fornecimento de
produtos para o metabolismo seria insuficiente para a sua demanda (Leopoldo, 2009).

As enzimas séo divididas por grupos, em conformidade com o tipo de reagao quimica
a ser catalisada. As oxirredutases promovem reacdes de oxidagdo-reducao ou transferéncia
de elétrons; as transferases atuam na transferéncia de grupos funcionais como amina
e fosfato; as hidrolases promovem a hidrélise e ligacdo covalente; as liases atuam na
quebra de ligagbes covalentes; as isomerases atuam nas reacdes de interconverséo entre
isbmeros Oticos ou geométricos e as ligases promovem a formagéo de novas moléculas a
partir da ligacao entre duas pré-existentes (Coelho et al., 2008).
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Dois métodos podem ser utilizados para a produgcdo de enzimas, um deles é
conduzido em meio liquido, chamado de Fermentagdo submersa (FSm) e outro em meio
soélido, a Fermentagdo em estado solido (FES). A escolha do processo fermentativo deve
levar em consideragcéo o ambiente fisico ao qual o microrganismo esta habituado (Oliveira
et al., 2013). A Fermentacdo Submersa consiste na solubilizacdo dos nutrientes em agua
livre para a fermenta¢do do microrganismo, com controle de agitacéo, temperatura e pH.
Propicia melhores condi¢cbes de crescimento para bactérias e leveduras, devido a sua
facilidade em absorver nutrientes neste estado. J&4 a Fermentagdo em estado sélido define
o cultivo de microrganismos em um substrato so6lido, isento de agua livre e com baixa
umidade. Nestas condigdes, o crescimento de fungos é mais eficiente (Couto e Sanroman,
2006).

As enzimas podem ser obtidas a partir de fontes vegetais, animais ou de
microrganismos e aplicadas em diversos processos industriais, como nas industrias
farmacéutica, téxtil, alimenticia e também na medicina (Singhania et al., 2009). Dentre
as principais enzimas de interesse comercial, podem ser destacadas as amilases, que
catalisam a hidrélise da amilopectina, da amilose e do glicogénio e sdo utilizadas na
producao de pées, cervejas e xaropes (Fernandes, 2007); as proteases, que sdo enzimas
que promovem a quebra das liga¢des peptidicas entre os amino4cidos das proteinas e
sé@o aplicadas na produgéo de queijos e fabricacdo de detergentes (Rao et al., 1998); as
celulases, que catalisam a hidrélise da celulose e séo utilizadas na liquefagdo de frutas
para a producgéo de sucos (Castro e Pereira Jr., 2010); e as lipases, que tem como fungéo
catalisar a hidrélise de triglicerideos em glicerol e acidos graxos livres e sdo aplicadas em
biotecnologia para realgar o sabor e 0 aroma em produtos como o queijo (Hasan et al.,
2006).

Atualmente, a aplicagdo de enzimas industriais representa cerca de 60% do
mercado mundial de enzimas. As industrias de alimentos, racbes e detergentes séo as
maiores responsaveis por essa demanda, gerando cerca de U$ 5 bilhdes para a economia
global em 2020 (Monteiro e do Nascimento Silva, 2009; Souza, 2015; EMBRAPA, 2017).

A crescente demanda por enzimas para a aplicacao industrial motivou a busca por
novas linhagens de fungos e bactérias capazes de produzir essas moléculas (Silva, 2018).
A utilizacdo de fungos filamentosos como fontes produtoras de enzimas tem se mostrado
promissora, pois estes microrganismos compdem um dos maiores recursos genéticos
disponiveis no planeta (Oyelekeet al., 2010). Além de serem facilmente adaptaveis a
variados ambientes e condi¢cdes adversas, podem ser clonados e reproduzidos em larga
escala e sdo capazes de produzir um grande numero de metabolitos (Orlandelli, et al.,
2012). Algumas espécies possibilitam a producéo de enzimas diversificadas, muitas das
quais podem ser utilizadas em biotecnologia (Pereira e de Freitas, 2012).

Considerando os avancos industriais globais crescentes e a demanda por fontes de

producdo de qualidade e de baixo custo, a avaliagdo de microrganismos no processo de
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producao de enzimas de interesse se faz necessaria e pode contribuir com o desenvolvimento
e expansado de produtos biotecnoldgicos, especialmente na regido Amazonica, onde,
apesar da sua biodiversidade, ainda tem estes recursos pouco explorados.

O presente estudo teve como objetivo investigar a capacidade de fungos filamentosos
para a produgéo de enzimas de interesse industrial e biotecnolégico.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos

Os microrganismos foram obtidos da Colecdo de Fungos da Amazénia (CFAM)
Fiocruz — AM. Para a realizagdo dos experimentos foram selecionados oito fungos
filamentosos: CFAM 0027 Aspergillus oryzae, CFAM 234 Aspergillus sp., CFAM 959
Aspergillus subolivaceo, CFAM 39 Penicillium janthinellum, CFAM 59 Penicillium fellutanum,
CFAM 462 Penicillium sp. e CFAM 592 e CFAM 47 Penicillium citrinum.

2.2 Reativacéao das Culturas

As culturas foram reativadas em meio de cultura Agar Saboraud (SAB) em placas
de Petri (d = 100 mm x 15 mm) e os cultivos foram mantidos a 25° C por 7 dias (cultura
estoque).

2.3 Condicoes de Cultivo para Obtencao das Enzimas

A obtencdo dos extratos enzimaticos foi feita por fermentagdo submersa. A partir
das culturas-estoque foram feitos 3 plugs de 8 mm e transferidos para frascos Erlenmeyer
contendo 30 ml de solugéo de Manachini, suplementado com 0,5% do substrato indutor de
cada enzima, sendo eles: amido para amilase, gelatina para protease, carboximetilcelulose
(CMC) para celulase e Tween 80 para lipase (Teixeira et al., 2011). Os cultivos foram
submetidos a agitacdo constante a 150 rpm, por 7 dias a 28°C. O extrato foi separado
da biomassa por filtragdo a vacuo utilizando papel de filtro Whatman n°1 e em seguida
membrana filtrante (0,45ym). Nos extratos brutos recuperados foram determinadas as
atividades enziméticas.

2.4 Testes Enzimaticos

O método utilizado foi de cup-plate, o qual consistiu na confec¢do de 3 pog¢os em
cada placa com os meios de cultivo respectivos para cada enzima. Em cada pocgo, foram
aplicados150 ul de cada extrato obtido da filiragdo, em seguida eles foram identificados e
incubados a 28°C por 24 horas.

A atividade enzimatica foi determinada a partir da média dos diametros (mm) dos
halos de degradacgéo que se formaram ao redor dos pogos.

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia Capitulo 10 “



2.4.1 Revelacdo da Atividade Enzimatica

2.4.1.1. Protease

A atividade proteolitica foi observada pela formagao de um halo translucido ao redor
de cada cup-plate.

2.4.1.2. Lipase

A presenca de lipases ocasionou a formagéo de pequenos cristais ao redor de cada
cup-plate.

2.4.1.3. Amilase

Para a constatacao dos halos de amilase foi utilizado vapor de iodo como reagente.
A placa contendo o extrato enzimatico foi vertida sobre o iodo ressublimado. A presenca
das enzimas amiloliticas péde ser avaliada pela colorag@o azulada no meio sélido e a agéo

enzimatica foi observada pela formacgéo dos halos translucidos ao redor de cada cup-plate.

2.4.1.4. Celulase

A revelagéo da atividade de celulase foi realizada com o auxilio de uma solugéo de
vermelho do Congo a 0,1 % (p/v) e NaCl 1M. Primeiramente foi adicionada a solugéo de
vermelho do Congo de modo a cobrir toda a superficie do meio, por 20 minutos. Em seguida
a solugéo foi descartada e adicionada a solugdo de NaCl 1M, por mais 20 minutos. Apos
o descarte da solugao de NaCl 1M, a presenca das enzimas celuloliticas foi observada
pela coloracdo vermelha em meio s6lido e a atividade enzimética pela formagao do halo
alaranjado ao redor de cada cup-plate.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados quatro testes enzimaticos com os oito fungos selecionados a partir
do extrato das culturas obtidos por fermentacdo submersa. Os resultados das atividades
enzimaticas estao apresentados na Tabela 1. Observou-se que todos os microrganismos
foram capazes de produzir pelo menos trés das enzimas estudadas, enquanto duas
espécies apresentaram atividade para todas as enzimas avaliadas: CFAM 47 P. citrinum e
CFAM 59 P. fellutanum.
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Enzimas

Fungos isolados

Protease Lipase Amilase Celulase
0027 Aspergillus oryzae - 20,0 17,3 22,3
234 Aspergillus sp. - 18,3 18,3 19,0
959 Aspergillus subolivaceo 15,3 20,3 14,3 -
47 Penicillium citrinum 12,0 20,7 14,3 17,0
39 Penicillium janthinellum - 17,7 17,3 18,3
59 Penicillium fellutanum 14,3 18,7 10,3 16,0
462 Penicillium sp. - 19,7 17,0 18,7
592 Penicillium citrinum - 18,7 13,3 18,0

Tabela 1. Média dos tamanhos dos halos (mm) em meio s6lido.

Entre os isolados, 37,5% revelaram resultados positivos para protease. A Figura 2
apresenta o resultado obtido da degradagéo do substrato pela atividade proteolitica, dos
extratos dos fungos CFAM 59 P. fellutanum e CFAM 47 P. citrinum.

Figura 2. Atividade proteolitica de CFAM 59P. fellutanum (A) e CFAM 47 P, citrinum (B).

A capacidade de producédo de enzimas proteoliticas por P. fellutanum e P. citrinum
pode ser observada por Rodarte (2005). Estudos realizados por Chrzanowska et al. (1993)
e Durand-Poussereau e Fevre (1996) também corroboram com a literatura na eficiente
secrecao de proteases pelo género Penicillium. Quanto aos isolados CFAM 47 e CFAM 592,
embora correspondam a mesma espécie (P. citrinum), apresentaram resultados diferentes,
sendo 47 positivo para protease e 592 negativo. Isto significa que a produgéo de proteases
é especifica para cada isolado e ndo para determinada espécie, o que pode ou ndo ser
ativado dependendo do meio de cultivo. Essas divergéncias reafirmam que a produgéo de
proteases depende diretamente da sua linhagem, conforme descrito por outros autores
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(Ellaiah et al., 2002; Koka e Weimer, 2000; Agrawal et al., 2004 e Germano et al., 2003). As
enzimas proteoliticas obtidas de espécies dos géneros A. sp. e P. sp. séo utilizadas para o
processo de coagulagéo do leite na fabricacdo de queijos e na hidrolise de substancias de
sopas e alimentos salgados (Food ingredients Brasil, 2011).

A atividade amilolitica p6de ser observada em 100% dos isolados. A Figura 3
apresenta os maiores halos, produzidos pelo fungo CFAM 234 Aspergillus. sp.

Figura 3.Atividade amilolitica de CFAM 234 A. sp.

A frequéncia dos microrganismos isolados produtores de amilases foi semelhante a
encontrada por Saleem e Ebrahim (2014). Os resultados desse estudo sdo superiores aos
encontrados por Lima et al. (2015) que testaram a produgéo de amilases com isolados de
algumas espécies de Aspergillus, Penicillium e Rhizopus em diferentes concentragdes. Sob
concentragéo de 0,5% de amido, a producao maxima dos halos de amilase para Aspergillus
foi de 10,0 mm e para Penicillium 6,0 mm. Conforme Amin et al. (2011), a concentracéo
do substrato & proporcional a atividade enzimatica. A. oryzae € amplamente utilizado
na industria alimenticia, para a produgcéo de alimentos como molho de soja e enzimas
comerciais como a-amilase (Kammoun, et al., 2008).

Com relacdo aos resultados obtidos para lipase, 100% dos isolados foram
produtores da enzima. O fungo que produziu os maiores halos foi CFAM 959 A. subolivaceo,
representado pela Figura 4.
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Figura 4.Atividade lipolitica deCFAM 959 A. subolivaceo.

Sharma et al. (2001) citam diversas cepas fungicas como boas produtoras de lipases,
entre elas, Aspergillus e Penicillium. Outros autores corroboram com a eficiéncia destes
dois microrganismos como secretores de enzimas lipoliticas (Rapp e Backhaus, 1992;
Carvalho et al., 2005; Hasan, et al., 2006; Castro, 2010; Mendes, 2005). Roveda et al. (2010)
avaliaram a producéo de lipases por diferentes cepas de microrganismos isolados a partir
de efluentes de laticinios e concluiram que os fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium
tiveram as maiores atividades enzimaticas. No presente estudo, os isolados CFAM 0027
A. oryzae; CFAM 959 A. subolivaceo e CFAM 47 P. citrinum obtiveram atividades lipoliticas
acima do indice descrito por Stamford et al. (1998) os quais determinaram que, para um
fungo filamentoso ser considerado um bom produtor de enzimas, o valor da atividade
enzimatica deve ser igual ou maior a 2,0. Assim, este estudo corrobora com o potencial
promissor da utilizagéo de espécies dos géneros de Aspergillus sp. e Penicillium sp. para a
producao e aplicacao biotecnolédgica das enzimas de interesse, tendo funcédo relevante em
setores industriais como alimentos e de cosméticos (Hasan et al., 2006).

No que se refere as atividades celuloliticas, 87,5% dos fungos foram capazes de
secretar celulase quando cultivados em meio liquido. A Figura 5 representa a atividade
enzimatica produzida pelo fungo CFAM 0027 A. oryzae e apresenta os maiores halos.
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Figura 5.Atividade celulolitica de CFAM 0027 A. oryzae.

Azona mais clara ao redor das colbnias corresponde ao halo indicador da degradagéo
por atividade celulolitica. A visualizagcdo do halo depende de diversos fatores, incluindo
a adicdo de algumas substancias quimicas do meio de cultura, que podem interferir no
corante e gerar resultados falso-positivos, provocar sua precipitagdo ou inibir a ligacéo
deste aos polissacarideos (Neirotti e Azevedo, 1988). CRAGG et al. (2015) afirmam que
a cristalinidade da celulose configura um obstéaculo para a acdo das enzimas, dificultando
0 acesso das mesmas. IRFAN et al. (2012) relatam que a natureza insollvel e a estrutura
cristalina da celulose dificultam a sua degradacgéo. O halo formado pelo fungo CFAM 0027
A. oryzae exposto neste estudo, é maior do que o halo formado pelo fungo Aspergillus
foetidus MTCC 10367 (1,8 cm), investigado por Pasha et al. (2013). Griebeler et al., (2015)
investigaram uma selecédo de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium
com potencial para a producao de amilases, proteases, celulases e pectinases e obtiveram
resultados da atividade celulolitica para A. sp. entre 1,4 cm e 1,7 cm, inferiores ao presente
estudo. Segundo Singhania et al. (2010), os fungos filamentosos sdo as maiores fontes
de celulases e hemicelulases. Para Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), a maior parte das
celulases comerciais séo produzidas por fungos filamentosos do género Trichoderma,
Penicillium e Aspergillus. As enzimas celuloliticas obtidas a partir de fungos tem sido cada
vez mais investigados devido a sua aplicabilidade em diversas areas comerciais, como na
industria téxtil e de detergentes (Souza et al., 2008) e na industria alimenticia, algumas
espécies do género Aspergillus sao empregadas no processo de liquefacao de frutas para
a producéo de sucos (Food Ingredients Brasil, 2011).

Embora a maioria dos resultados de degradacdo enzimatica estejam abaixo
do descrito por Stamford et al. (1998), alguns padrdes para otimizagdo da producédo de
enzimas ainda precisam ser observados, uma vez que variacdes de pH, temperatura e
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concentragbes do substrato podem interferir na capacidade catalitica das enzimas.
Lehninger et al.(2002) propuseram que as enzimas possuem um pH 6timo no qual a
atividade catalitica € maximizada, ou seja, a variagdo no pH (mais acido ou mais alcalino),
pode levar a desnaturagdo e consequente perda da atividade biolégica. A temperatura &
outro fator determinante da atividade enzimatica: quanto maior for a temperatura, maior
serd a velocidade da reacdo. No entanto, existe uma temperatura limite para que nao
ocorra a desnaturagdo da enzima. Essa temperatura na qual ocorre a atividade maxima
é denominada temperatura 6tima (Lehninger et al., 2002). Para Amin et al. (2011), a
concentragcdo do substrato € proporcional a atividade enzimatica, ou seja, o aumento da
concentracdo leva & uma maior produgédo da enzima.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os fungos depositados
na Colecdo de Fungos da Amazlnia foram capazes de produzir amilases, celulases,
proteases e lipases, sendo estas, biomoléculas de grande importancia comercial. Estes
resultados podem ser considerados promissores, uma vez que evidenciam a potencialidade
da aplicagéo biotecnoldgica de fungos da Amazdnia em diferentes setores da industria.
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RESUMO: Na ultima década, a crescente busca
por produtos de origem biolégica tem sido
intensa e, na atualidade, quitinases produzidas
por microrganismos tem ganhado atencéo
devido ao potencial de biocontrole que esse
grupo de enzimas apresenta. Fitopatologias
causadas por fungos sdo uma problematica em
todo o mundo, uma vez que sdo responsaveis
por perdas expressivas na producgdo agricola. O
principal meio de combate e prevencdo dessas
doencgas, é através dos agroquimicos e, devido
aos efeitos negativos dos agrotoxicos causados
ao meio ambiente e a saude humana, a busca
por metabdlitos de origem bioldégica tem se
intensificado. Fungos sdao uma fonte bioldgica
promissora para a producdo de metabdlitos
bioativos, dentre eles a enzima quitinase. Na
producéo de quitinases por fungos filamentosos,
sao utilizados indutores quitinoliticos comerciais
como a quitina em po, elevando os custos de
producdo. Diante disto, o estudo objetivou a
otimizacdo da producao de quitinase pelo fungo
endofitico Curvularia sp. URM 6861 utilizando
o farelo de soja como indutor alternativo a
quitina em pd comercial. O fungo Curvularia sp.
URM 6861 foi submetido a um screening inicial
onde foi utilizado a quitina em p6é comercial
como indutor e obteve uma producédo de 9,4 U
mL" sob fermentacdo submersa durante 72h.
Para a otimizagdo da produ¢do de quitinase
por Curvularia sp. URM 6861, os efeitos de
seis variaveis (sacarose, farelo de soja, quitina
coloidal, MgSO,, NH,NO, e H,HPO,) foram
analisados pelo Design de Plackett-Burman
(DPB). Sacarose e farelo de soja foram as
variaveis que apresentaram significancia e
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influéncia positiva expressiva na produgdo de quitinase, com niveis entre 0,62 - 12,78 U mL".
Com o DPB foi possivel aumentar a producdo enzimética em 36%, onde o farelo de soja se
mostrou uma fonte indutora alternativa e de baixo custo para a produg¢éo da enzima quitinase
sob fermentacdo submersa.

PALAVRAS - CHAVE: Fungo endofitico, Quitinase, Design de Plackett-Burman, Fermentacao
submersa, Farelo de soja

OPTIMIZATION OF CHITINASE PRODUCTION BY THE ENDOPHYTIC FUNGI
CURVULARIA SP. URM 6861

ABSTRACT: In the last decade, the growing search for products of biological origin was
intense. Currently, chitinases producing by microorganisms gained attention due to the
potential for biocontrol that this group of enzymes presents. Plant diseases caused by fungi
are a problem worldwide since they are responsible for significant losses in agricultural
production. The main control of these diseases is through by use of agrochemicals, and due
to the negative effects of pesticides caused to the environment and human health, the search
for metabolites of biological origin has intensified. Fungi are a promising biological source for
the production of bioactive metabolites, among them the enzyme chitinase. In the production
of chitinases by filamentous fungi, commercial chitinolytic inducers such as powdered chitin
are used, increasing production costs. Before this, the study aimed to optimize chitinase
production by the endophytic fungi Curvularia sp. URM 6861 using soybean meal as an
alternative inducer to commercial powdered chitin. Curvularia sp. URM 6861 was subjected
to an initial screening where commercial chitin powder was used as an inducer and obtained
a production of 9.4 U mL" under submerged fermentation for 72 hours. For the optimization
of chitinase production by Curvularia sp. URM 6861, the effects of six variables (sucrose,
soybean meal, colloidal chitin, MgSO,, NH,NO,, and H,HPO,) were analyzed by the Plackett-
Burman Design (PBD). Sucrose and soybean meal were the variables that showed positive
and significant influence on chitinase production, with levels between 0.62 - 12.78 U mL"". The
PBD increased enzyme production by 36%, where soybean meal proved to be an alternative
and low-cost inducing source for the production of the chitinase enzyme under submerged
fermentation.

KEYWORDS: Endophytic fungi, Chitinase, Plackett-Burman Design, Submerged fermentation,
Soybean meal

11 INTRODUGAO

Quitinases (E.C. 3.2.14) sdo enzimas que catalisam reag¢bes de hidrolise das
ligacdes B-1,4-N-acetil-B-D-glicosamina da quitina (Brzezinska, 2014; Di Rosa et al., 2016).
A maioria das quitinases ocorrem nas familias 18, 19, 23 e 48 das glicosil-hidolases (GH), as
fungicas, pertencem a familia GH18 e participam de processos fisiologicos como nutri¢éo,
parasitismo, morfogénese e defesa a estresses (Patil et al., 2013).

Fitopatologias causadas por fungos causam perdas expressivas na producdo
agricola mundial (Jadhav et al., 2017) e o controle dessas doencgas € feito, principalmente,
por meio de defensivos agricolas. De acordo com Bombardi (2017), o Brasil ocupa o
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primeiro lugar no mundo no uso destes produtos, com um consumo de aproximadamente
16 kg de agrotoxicos por hectare.

Devido aos efeitos adversos e permanentes dos agroquimicos no ecossistema e na
saude humana, existe um interesse mundial em minimizar a aplica¢do de produtos quimicos.
O uso de metabdlitos produzidos por microrganismos é uma alternativa de substituicao eco-
friendly na agricultura moderna para minimizar a possibilidade de patégenos resistentes e,
como as quitinas s&o um constituinte principal e comum de fungos, insetos e nematoides
(6vulos), elas também séo suscetiveis a enzimas quitinoliticas (Halder et al., 2019).

Fungos endofiticos tém se mostrado uma alternativa de interesse econdémico e
ecolégico bastante promissor pois, na atualidade, sédo uma potente fonte de produgéo e
obtencéo de novos metabdlitos eficientes, dentre eles a enzima quitinase (Yu et al., 2010;
Brakhage, 2013; Elgorban et al., 2018).

Para a obtengéo de quitinase produzida por fungos, sédo usados meios fermentativos
que utilizam um nimero elevado de componentes e fonte de quitina comercial como indutor,
tornando o custo do processo elevado. O farelo de soja é um residuo agroindustrial de
baixo custo e rico em carboidratos (34,43%) (Sadh et al., 2018), podendo ser utilizado
como fonte alternativa de carbono na obtencao de metabdlitos por microrganismos.

Tendo como hipétese que o farelo de soja é um residuo agroindustrial que pode
induzir a producéo de quitinase, o estudo objetivou a otimizacdo da producéo de quitinase
pelo fungo endofitico Curvularia sp. URM 6861 sob fermentagdo submersa (FmS),
empregando o Design de Plackett-Burman (DPB) como planejamento fatorial e utilizando o
farelo de soja (FS) como indutor alternativo a quitina em pd comercial.

21 METODOLOGIA

2.1 Obtencao do isolado de Curvularia sp. URM 6861

A cultura fungica foi obtida da Micoteca URM, Departamento de Micologia,
Universidade Federal de Pernambuco, isolada de Cereus jamacaru DC, em area de
Caatinga, Municipio de Santa Terezinha, Paraiba, Brasil.

2.2 Screening da producao de quitinase por Curvularia sp. URM 6861 sob
fermentacao submersa em meio de quitina em pé

O fungo foi inoculado em frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 25 mL do meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubado a temperatura de 28° C durante 5 dias.
Em seguida, foi feita uma suspenséo dos esporos em H,O destilada esterilizada adicionada
de Tween 80 (0,02%). Um volume de 2 mL dessa suspensao foi utilizado como padronizacéo
de indculo no processo fermentativo. O screening foi conduzido em frascos de Erlenmeyer
de 250 mL, onde foi utilizado 50 mL do meio contendo quitina em p6 como indutor, composto
de: K,HPO,-1gL";KCI-0,5gL", MgSO,.7H,0-0,5gL" FeSO,-0,01 gL"; CaCl, -
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0,2gL";ZnSO, - 0,002 g L"; quitina em p6 (Sigma-Aldrich) 42 g L''; sacarose —5 g L' e pH
7,0, adicionado do in6culo fungico previamente padronizado. A fermentagdo ocorreu a 30°
C durante 72h em condi¢cbes semiestaticas. O liquido metabdlico foi filtrado com o auxilio
de uma bomba a vacuo e centrifugado por 10min a 4°C. O sobrenadante foi considerado
como o extrato enzimatico bruto.

2.3 Atividade quitinolitica

A determinacdo da atividade da quitinase foi realizada em triplicata de acordo
com a metodologia de Waghmare e Ghosh (2010) e a detecgédo dos agUcares redutores
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Miller (1959). Uma unidade de
atividade quitinolitica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
pmol de N-acetilglicosamina por minuto.

2.4 Otimizacao da producao enzimatica utilizando o DPB

O efeito de seis variaveis para a produg¢édo de quitinase por Curvularia sp. URM
6861 foi analisado em trés niveis (Tabela 1) em 16 ensaios (Tabela 2). Os resultados foram
analisados no softwere Statistica 10.0.

Niveis (g L)
Variaveis Componentes

-1 0 +1
Q, Quitina coloidal 0 10 20
Q, Farelo de soja 10,5 26,25 42
Q, Sacarose 2 5 8
Q, MgSo, . 7H,0 0 0,25 0,5
Q, NH,NO, 1 2 3
Q, K,HPO, 0 0,25 0,5

Tabela 1. Matriz do Design de Plackett-Burman das variaveis independentes utilizadas para a
otimizagao da produgédo de quitinase por Curvularia sp. URM 6861.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producéo de quitinase pelo fungo Curvularia sp. URM 6861 no screening inicial
utilizando quitina em pé como fonte principal, apresentou atividade enzimatica de 9,4 U mL-
1.S&o0 elevados os numeros de estudos em relagdo a producéo de quitinase por fungos onde
utiliza-se a FmS (Karthik et al., 2014; Pilantanapak et al., 2017; Abu-Tahon e Isaac, 2020),
devido as vantagens no controle do processo e facil recuperag¢édo. A produgéo extracelular
de quitinase é influenciada por varios fatores como fontes de carbono e nitrogénio e uma
das fontes de carbono utilizadas como indutor na produc¢do de quitinase por fungos é a
quitina em p6 comercial, uma vez que € rica em carbono e representa uma fonte energética

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia Capitulo 11 m



disponivel para o crescimento do microrganismo.

No entanto, o alto custo da quitina em p6 comercial nos direciona na busca para
a substituicdo de indutores quitinoliticos de baixo custo. Para isto, se faz necessario a
utilizacao de planejamentos fatoriais, pois quando o fator a ser estudado néo é totalmente
conhecido, o planejamento fatorial estabelece coeficientes essenciais em um tempo curto
de experimentacgéo e valores mais elevados de producéo (Latha et al., 2017).

Com o Design de Plackett-Burmann na otimizacao, foi possivel definir os fatores
que possuem significancia na producao de quitinase por Curvularia sp. URM 6861, onde
foram obtidas variagdes nos niveis de produgéo de 0,62 - 12,78 U mL™" (Tabela 2). O melhor
resultado da atividade de quitinase foi observado no ensaio 2 (12,78 U mL""), composto de
1 mL de quitina coloidal; 2,10 g de farelo de soja; 0,4 g de sacarose e 0,05 g de NH4N03.

Ensaios Variaveis da Matriz Experimental (g/50mL) Atividade de quitinase (U mL")
Q, Q, Q, Q, Q, Q, Observado ! Estimado?
1k 1 0,525 0,1 0 0,05 0,025 1,52 1,04
2Aa 1 2,10 0,4 0 0,05 0 12,78 12,43
3i 0 2,10 0,1 0,025 0,05 0 4,81 5,02
4h 1 0,525 0,4 0 0,15 0 8,01 8,81
5c 1 2,10 0,4 0,025 0,05 0,025 11,64 12,59
6i 1 2,10 0,1 0,025 0,15 0 4,81 4,80
7b 0 2,10 0,4 0 0,15 0,025 12,30 11,32
8g 0 0,525 0,4 0,025 0,05 0,025 8,45 8,19
99 0 0,525 0,4 0,025 0,15 0,025 8,42 8,31
19m 1 0,525 0,1 0,025 0,15 0,025 0,62 1,19
11j 0 2,10 0,1 0 0,15 0,025 1,88 3,54
121 0 0,525 0,1 0 0,05 0 0,84 1,25
13h 0,5 1,312 0,25 0,0125 0,1 0,0125 8,04 6,69
14ed 0,5 1,312 0,25 0,0125 0,1 0,0125 9,34 6,69
15d 0,5 1,312 0,25 0,0125 0,1 0,0125 9,53 6,69
16f 0,5 1,312 0,25 0,0125 0,1 0,0125 9,08 6,69

Tabela 2. Matriz das variaveis dos ensaios em diferentes concentragdes do Design de Plackett-
Burman e atividade de quitinase produzida por Curvularia sp. URM 6861.

'— Valores da resposta experimental / 2 — Valores da resposta estimados pelo modelo
estatistico. Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados seguidos das letras
minUsculas representam a analise dos ensaios; os resultados seguidos da mesma letra
néo diferem entre si; a letra maiuscula em negrito representa o melhor resultado e melhor
composi¢do do meio fermentativo para produgéo de quitinase.
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Na analise de variancia (ANOVA), o grafico de Pareto (Figura 1), demonstrou que

farelo de soja e sacarose foram as variaveis que apresentaram significancia e influéncia

positiva na produgéo de quitinase. Os valores positivos da quitina coloidal e MgSO, indicam

que o aumento destes componentes no meio fermentativo ira influenciar positivamente na

produgéo. No entanto, NH,NO, e K,HPO, indicaram efeito negativo na produgéo. No gréafico

de superficie de resposta (Figura 2) pode ser observada a interagéo da sacarose (Q,) com

o farelo de soja (Q,) em relagdo a produgéo de quitinase, onde o aumento da concentragéo

de farelo de soja e sacarose resultard em maior produgéo.

(3)Q3

(2)Q2

(4)Q4

(505

(6)Q6

(mat

Figura 1. Gréfico de Pareto gerado a 90% de significancia. Efeitos das seis variaveis utilizadas

Sacarose

Farelo de soja 2,892061
I'\:1-g-SO4 | 5435869

NHNO,  |-407339

KHPO, |-372335

Quitina

colidal 2068242

p=1

no Design de Plackett-Burman na produgédo de quitinase por Curvularia sp. URM 6861.
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Figura 2. Gréafico de Superficie de Resposta do efeito e interagéo entre sacarose e farelo de
soja na producéo de quitinase por Curvularia sp. URM 6861.

Resultados obtidos por Aita et al. (2019), demonstraram que a utilizagdo de gréos
de soja como substrato alternativo foi eficiente para a otimizacdo da producgéo de quitinase
pelo fungo Metarhizium anisopliae (12,14 U g'). De acordo com Ghanem et al. (2010),
fontes de carbono se tornam mais viaveis para microrganismos, que os permite iniciar o
crescimento no meio e assim hidrolisar e produzir o metabolito de interesse.

Diante disto, a utilizacdo do farelo de soja, que é rico em carboidratos, € um
potencial substituto dos indutores quitinoliticos comerciais, uma vez que é rico em carbono
e promove energia para o crescimento microbiano. Com o DPB foi obtido um aumento de
36% na producéo de quitinase pelo fungo Curvularia sp. URM 6861 em relacdo ao meio
de cultura contendo quitina em p6 comercial; 12,78 U mL" e 9,4 U mL"", respectivamente,
demonstrando assim que, a utilizagdo de substratos alternativos em conjunto com modelos

estatisticos de otimizagéo, diminui os custos e eleva a eficacia na obtencao de uma maior
producéo da quitinase.

41 CONCLUSOES

A utilizagdo do Design de Plackett-Burman é eficaz na otimizagdo da producéo de
quitinase pelo fungo Curvularia sp. URM 6861, a qual tem possibilidade em aumentar a
producao enzimatica em 36% em relagcao ao meio fermentativo contendo quitina comercial
em po. O farelo de soja é um substituto eficiente dos indutores quitinoliticos comerciais, sendo
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uma fonte indutora alternativa e de baixo custo na produgéo de quitinase sob fermentacao
submersa podendo ser aplicada para fins industriais, dentre eles, a agroindustria.
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RESUMO: A fibrina é uma proteina estrutural
responsavel pela formagdo de coagulos
sanguineos. Entretanto uma desregulagéo nesse
processo pode provocar acumulo de coagulos na
corrente sanguinea, desencadeando doencas
graves como embolia pulmonar, trombose e
acidente vascular cerebral. Proteases com
atividade fibrinolitica atuam na dissolugé@o desses
coagulos sanguineos a partir da “quebra”, por
hidrélise, da molécula de fibrina. Devido a esse
potencial das enzimas fibrinoliticas, essas
se tornaram alvos de diversas pesquisas de
aplicacdo. As enzimas de origem microbianas se
tornam muito interessantes, ja que proporcionam
facil manuseio, produtividade alta e baixo custo
de produgé@o. No bioprocesso para a produgéo
dessas enzimas os sistemas de duas fases
aquosas (SDFA) constituem-se em uma técnica
que pode, com uma Unica etapa, clarificar, extrair,
pré-purificar e concentrar a amostra. O SDFA
frequentemente & composto por polimeros e sais,
que quando suas concentracbes estdo acima da
curva de equilibrio resulta na formagéo de duas
fases imisciveis, as quais podem ser utilizadas
para separar os contaminantes do composto de
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interesse. O objetivo desse trabalho foi particionar proteases fibrinoliticas produzidas por
Asperqgillus tamarii Kita UCP1279 através do sistema de duas fases aquosas PEG-Fosfato. O
extrato bruto obtido com o processo de fermentagdo em estado solido apresentou atividade
fibrinolitica de 25,49 U/mL, esse extrato bruto foi a adicionado ao um SDFA composto por
PEG e Fosfato em diferentes concentragdes, de acordo com um planejamento fatorial 2¢. As
melhores condic¢des de pré-purificacdo da enzima foram as obtidas com 12,5% de PEG 8000,
15% de Fosfato e pH 8.0, onde obteve-se um coeficiente de particéo (K) de 0,06, rendimento
(Y) na fase sal de 487,2% e fator de purificacdao (FP) de 14,1. A pré-purificacdo da enzima
fibrinolitica do Aspergillus tamarii Kita UCP1279 por SDFA PEG-Fosfato apresentou um bom
fator de purificacdo, demonstrando a eficiéncia do método de purifica¢do escolhido.
PALAVRAS - CHAVE: Enzima fibrinolitica; Sistema bifasico; Aspergillus tamarii; Fermentacgéo;
Extracéao.

PARTITIONING FIBRINOLYTIC PROTEASES PRODUCED BY ASPERGILLUS
TAMARII KITA UCP 1279 USING PEG-PHOSPHATE AQUEOUS TWO-PHASE
SYSTEMS

ABSTRACT: Fibrin is a structural protein responsible for the formation of blood clots.
However, a deregulation in this process can cause clots to accumulate in the bloodstream,
triggering serious diseases such as pulmonary embolism, thrombosis and stroke. Proteases
with fibrinolytic activity act in the dissolution of these blood clots by “breaking”, by hydrolysis,
the fibrin molecule. Due to this potential of fibrinolytic enzymes, they become targets for
several application researches. The enzymes of microbial origin become very interesting,
since they provide easy handling, high productivity and low production cost. In the bioprocess
for the production of these enzymes, the aqueous two-phase systems (ATPS) are previously
used in a technique that can, with a single step, clarify, extract, pre-purify and concentrate
a sample. ATPS is often composed of polymers and salts, which when their concentrations
are above the equilibrium curve results in the formation of two immiscible phases, as ATPS
can be used to separate contaminants from the compound of interest. The objective of this
study was to partition fibrinolytic proteases produced by Aspergillus tamarii Kita UCP1279
through the two-phase aqueous PEG-Phosphate system. The crude extract obtained by
the solid state fermentation process presented fibrinolytic activity of 25.49 U/mL, this crude
extract was added to an ATPS composed of PEG and Phosphate in different specifications,
according to a factorial design 24. The best enzyme pre-purification conditions were obtained
with 12.5% PEG 8000, 15% phosphate and pH 8.0, where a partition coefficient (K) was 0.06,
the yield (Y) in the salt phase was 487.2% and the purification factor (PF) was 14.1. The
pre-purification of the fibrinolytic enzyme of Aspergillus tamarii Kita UCP1279 by ATPS PEG-
Phosphate presented a good purification factor, demonstrating an efficiency of the chosen
purification method.

KEYWORDS: Fibrinolytic enzyme; Two-phase system; Aspergillus tamarii; Fermentation;
Extraction.

11 INTRODUGAO

A fibrina é uma proteina estrutural formada a partir de reagdes de polimerizagédo
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na corrente sanguinea (CHOI et al., 2018). Esta molécula é responsavel pela formacao
dos coagulos sanguineos, onde age como uma malha que envolve os componentes do
sangue. A coagulacdo excessiva pode ser desencadeada por diversas razbes, como por
exemplo, disturbios hereditarios (AIELLO et al., 2020), acidentes com animais pegonhentos
(SARTIM et al., 2017) e pela acdo do horménio estrogénio (ABOUL et al., 2020). O acimulo
de coagulos sanguineos pode desenvolver doengas graves e bastante incidentes como
a embolia pulmonar, trombose e o acidente vascular cerebral (AVC). Devido a isso, &
comum a busca por compostos que proporcionem a clivagem das ligagdes peptidicas das
moléculas de fibrina e, consequentemente, a dissolugdo dos coagulos, o que pode se dar
por enzimas proteoliticas, as denominadas proteases fibrinoliticas (ARAUJO et al., 2018;
KRAUSE et al., 2019).

Esse potencial das proteases fibrinoliticas, as torna alvos de diversas pesquisas de
aplicagao, traduzindo-se em uma ampla gama de subprodutos. Os farmacos ja existentes
para o tratamento das enfermidades supracitadas possuem intensos efeitos colaterais,
0 que aumenta ainda mais a procura por proteases fibrinoliticas, ja que estas atuam
diretamente no coagulo sanguineo, superando algumas das desvantagens dos farmacos ja
disponiveis no mercado. Outra razao para o aumento dessa procura, se d4 pelo mercado
global industrial de enzimas, que caracteriza uma visédo positiva no setor financeiro, ja que
o mercado esta projetado para atingir US $ 10,519 milhdes em 2024, registrando uma
taxa de crescimento anual composta de 5,7% de 2018 a 2024 (NASCIMENTO et al., 2016;
PORTLAND, 2018).

As proteases fibrinoliticas podem ser obtidas através de plantas como as sementes
de Gliricidia sepium e o latex da figueira Ficus carica (DA SILVA et al., 2019; HAMED
et al.,, 2020), de animais tais como o anelideo Whitmania pigra e a serpente Bothrops
jararaca (JIANG et al., 2020; OLAOBA et al., 2020), como também de microrganismos:
bactérias (Bacillus sp., Streptomyces sp.), fungos (Mucor sp., Aspergillus sp.) e microalgas
(Chlorella sp.) (CHANDRAMOHAN et al., 2019; E SILVA et al., 2018; NASCIMENTO et al.,
2016; OCHNEVA et al., 2019; SUN et al., 2016). Devido as questdes éticas que envolvem
a manipulacdo de animais e aos disturbios climaticos que podem atingir as plantacoes,
juntamente com o alto custo gerado com a producdo de proteases fibrinoliticas obtidas
dessas fontes, a utilizacdo de microrganismos tém se tornado muito interessante, ja que
proporciona facil manuseio, produtividade alta e baixo custo de produgéo (DA SILVA et al.
2019; DORNBUSCH et al. 2000; GURUMALLESH et al., 2019; WANG et al. 2012).

Quando a produgédo de enzimas se dar por microrganismos, faz-se necessario
a aplicagdo de algum tipo de bioprocesso, que séo etapas que compreendem desde o
tratamento do meio no qual o microrganismo ira se multiplicar até a formulagéo final do
bioproduto (FLORES et al., 2019). De acordo com as técnicas empregadas no bioprocesso,
a demanda por tempo e verba podem se tornar altas, por isso & continuo a busca por
procedimentos que diminuam tais problematicas. Como alternativa de diminuicdo das
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etapas do downstrean destaca-se o sistema de duas fases aquosas (SDFA), uma técnica
que pode, com uma Unica etapa, clarificar, extrair, pré-purificar e concentrar a amostra. O
SDFA frequentemente & composto por polimeros e sais, que em concentracdes acima da
curva de equilibrio, resulta na formacao de duas fases imisciveis, onde podem ser utilizadas
para separar os contaminantes do composto de interesse, realizando a sua purificagdo
(IQBAL et al., 2016).

O objetivo desse trabalho foi particionar proteases fibrinoliticas produzidas por
Aspergillus tamarii Kita UCP1279 através do sistema de duas fases aquosas PEG-Fosfato.

21 METODOLOGIA

Microrganismo

Foi utilizado nesta pesquisa, o fungo Aspergillus tamarii Kita UCP1279 (Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado/
Cadastro N° AA30BOB) isolado do solo da Caatinga do estado de Pernambuco, através do
projeto RENNORFUN/CNPqg/FACEPE e encontra-se na cole¢ao de culturas da Universidade
Catolica de Pernambuco.

Fermentacao em estado soélido

A linhagem foi mantida em meio solido CZ (Czapek Dox Agar) e incubado a 30°C
por 7 dias até esporulagdo. Como substrato foram utilizadas 3g de substrato agroindustrial,
farelo de trigo, em erlenmeyers de 125mL seguido de esterilizagdo a 121°C/1atm por
30min. O substrato foi entdo umedecido com uma solugdo de sacarose (200g/L) para
alcancar o teor de umidade 70% e inoculado com uma concentracéo de 107 esporos/mL.
Os erlenmeyers foram colocados em estufa incubadora BOD durante 48 horas a 30°C
(BATISTA et al., 2020).

Extracao do caldo fermentado

A extracéo foi realizada utilizando a proporgéo de 7,5 mL de agua destilada para cada
1g de substrato, o qual foi encaminhado para um agitador orbital a 100 rpm por 2 horas. Em
seguida, foi realizada a filtragéo, utilizando papel de filtro (Watman n°1), por fim, realizou-
se uma centrifugagéo por 20 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi encaminhado para
realizagdo das demais etapas (BATISTA et al., 2020).

Dosagem de proteina total

O método descrito por SMITH et al. (1985) foi utilizado para a determinacdo da
concentragdo de proteinas totais. Albumina de soro bovino foi utilizada como substancia
padrdo para a curva de calibracéo.
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Atividade Fibrinolitica

Para a determinagéo da atividade fibrinolitica foi utilizado o método descrito por
WANG et al. (2011), na qual foi preparada uma solugédo contendo fibrinogénio, tampéao Tris-
Hcl- NaCl (pH 7,75), tampao fosfato (pH 7,0) e 20 U/mL de trombina. Com essa metodologia,
uma unidade de degradacéo de fibrina (U) da atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de causar um aumento de 0,01 por minuto na absorbéancia a
275 nm.

Particao das enzimas através do Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)

O sistema de duas fases aquosas foi preparado em tubos graduados de 15mL, neles
foram adicionadas solugdes do polimero polietilenoglicol (PEG), sais de fosfato e agua
destilada conforme as condi¢des estabelecidas pelo planejamento estatistico 24, exposto
na Tabela 1. Em seguida, foi acrescentado ao SDFA 1g do extrato bruto de fermentacéo.
Apo6s 60 minutos de repouso, as duas fases, rica em PEG (fase superior) e rica em sal (fase

inferior), foram separas em tubos diferentes para a determinacéo da atividade fibrinolitica.

Niveis
Variaveis
Menor (-1) Central (0) Maior (+1)
aMMPEG (g/mol) 1500 4000 8000
bCPEG (% p/p) 12,5 15,0 17,5
cCPHO (% p/p) 10,0 12,5 15,0
pH 6,0 7,0 8,0

Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial 2* usado para a purificagéo parcial da protease
fibrinolitica do Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 por SDFA PEG/fosfato.

a Massa molar do PEG; ® Concentragdo do PEG; ¢ Concentracéo de fosfato.

Definicao das equacoes do SDFA

A razao da atividade fibrinolitica na fase superior (FAs) sobre a atividade fibrinolitica
na fase inferior (FAI), estabeleceu o coeficiente de particao (K) (Equacao 1).

_ AF
"~ AF,

Eq. 1

Como observado na Equacéo 2, o fator de purificagédo (FP) foi determinado pela
diviséo da atividade especifica na fase inferior do sistema (AE) pela atividade especifica no
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extrato bruto (AE,). A atividade especifica € a razéo da atividade fibrinolitica em cada fase

pela concentragdo de proteinas totais presentes na respectiva fase.

Eq. 2

Para a determinagcédo do rendimento da atividade fibrinolitica (Y), foi calculada a
raz&o da atividade fibrinolitica da fase inferior (AF,) multiplicada pelo volume da fase inferior
(V)) e a atividade fibrinolitica do extrato bruto (AF,) multiplicado pelo volume de extrato bruto
adicionado ao SDFA (V,), o resultado foi expresso em porcentagem (%) (Equagéo 3).

AFi x Vi

_ 1
AF, x v, < 100

Eqg. 3

O balanco de massa (BM) foi o resultado da razdo entre a soma da multiplica¢des da
atividade fibrinolitica na fase superior (AF ) pelo volume da fase superior (V) e a atividade
fibrinolitica na fase inferior (FA) pelo volume da fase inferior (V), e a multiplicagéo da
atividade fibrinolitica do extrato bruto (AF,) pelo volume do extrato bruto (V,). O resultado
desse calculo foi multiplicado por 100, para ser expresso em valores percentuais (Equacao
4).

_ AFg X V5 + FA; X0V,

100
AF, xV, |

BM
Eq. 4

Analises estatisticas dos resultados

Os resultados foram avaliados por anélise de variancia (ANOVA) com nivel de
significancia de 95%, utilizando o Software Statistica 8.0 (Statsoft Inc, 2008).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Processo fermentativo

Os dados sobre o extrato bruto gerado no processo de fermentacdo em estado
so6lido do fungo Aspergillus tamarii Kita UCP1279 sédo apresentados na Tabela 2.
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Proteinas Atividade
totais (mg/ especifica (U/
mL) mg)

Atividade Atividade
proteasica (U/mL) fibrinolitica (U/mL)

Extrato bruto 47,26 25,49 133,08 0,19

Tabela 2 — Dados do processo fermentativo.

O resultado de atividade fibrinolitica foi maior que o obtido por Sharma et al., 2020
(1,90 U/mL) com o extrato bruto do Bacillus cereus RSA1 e o resultado de atividade
especifica foi maior que o obtido por Wang et al., 2011 (0,05 U/mg) com o extrato bruto do
B. subtilis TKUOO7.

Particao das enzimas através do Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)

O extrato bruto foi carregado ao sistema de duas fases aquosas nos ensaios
propostos de acordo com o planejamento fatorial (Tabela 1), entretanto nos ensaios 5, 7
e 15 ndo houve formacgao de fases, isso se deve, provavelmente aos sais que compdem
o meio de fermentacdo, que podem deslocar a curva binodal do sistema, alterando os
requisitos para a formacao de fases no sistema (da SILVA et al., 2018).

A atividade fibrinolitica nos ensaios restantes variou de 1,9 U/mL a 3,7 U/mL na fase
rica em PEG (dados nao mostrados na tabela) e de 27,7 U/mL a 42,8 U/mL na fase rica
em sal (Tabela 3), como pode ser observado, houve um aumento significativo (aumento de
67,9%) na atividade fibrinolitica da enzima quando extraida, comprovando que o SDFA foi
eficiente na concentragdo da amostra.

Todos o0s ensaios exibiram coeficiente de particao (K) menor que 1 (Tabela 3),
demonstrando a particdo da enzima preferencialmente para a fase rica em sal. Esse
resultado foi semelhante ao obtidos por Sales et al., 2013 com a protease fibrinolitica
produzida pelo Bacillus sp. UFPEDA 485, também com Nascimento et al., 2016 com as
proteases fibrinoliticas produzidas por Mucor subtilissimus UCP1262 e Alhelli et al., 2016
com as proteases do Penicillium candidum (PCA 1/TT031). Entretanto, o resultado foi
diferente do encontrado por da Silva et al., 2018 com o Aspergillus tamarii URM4634, onde
a protease particionou preferencialmente para a fase PEG.

A Figura 1 demonstra a influéncia das variaveis no coeficiente de particao (K). De
acordo com essa andlise estatistica, a variavel que mais influenciou a particdo da enzima
para a fase rica em sal foi o pH, fendmeno justificado possivelmente pelo ponto isoelétrico
da enzima, onde com o aumento de pH do sistema, a enzima apresentard uma maior
quantidade de pontos ionizados, favorecendo sua migracao para a fase sal e se afastando
da fase PEG, que é a fase mais hidrofébica do sistema. Essa caracteristica quimica de
cada molécula também justifica a distingdo na particédo de proteases fibrinoliticas oriundas
de diferentes fontes, sejam microbianas ou néo.

A interacdo entre as variaveis: massa molar do PEG, concentracdo do PEG e
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concentracédo dos sais de fosfato foi a segunda mais significativa, devido a combinagéo
de dois efeitos: volume de excluséo e salting-in . O efeito do volume de exclusdo é
caracterizado pelo aumento da massa molar do polimero e também sua concentragdo, o
que ocasiona a exclusdo, sem desnaturacao, da biomolécula de interesse para a fase sal
e o efeito salting-in que é o aumento da solubilidade de proteinas devido ao acréscimo nas
concentracbes do sal, onde os ions salinos interagem com as cargas idnicas das proteinas
aumentando assim o numero efetivo de cargas e a quantidade de moléculas de agua
fixadas a ionosfera proteica aumentando a solubilidade da enzima na fase sal.

As melhores condi¢bes de pré-purificagdo da enzima foram as obtidas com 12,5%
de PEG 8000, 15% de Fosfato, pH 8.0 (ensaio 14), onde obteve-se um coeficiente de
particdo (K) de 0,06, rendimento (Y) na fase sal de 487,2%, fator de purificagcdo (FP) de
14,1 e balanco de massas (BM) de 67,4%.

O rendimento foi bastante alto, 487,2%, valores de rendimento superiores a 100%,
como no presente caso, podem estar associados a remog¢éo de contaminantes e inibidores
durante a particéo, o que aumenta significativamente a atividade enzimatica (NASCIMENTO
et al., 2016).

Com o método de pré-purificacao foi possivel obter um bom fator de purificacao
(14.1), outros pesquisadores também utilizaram o SDFA para pré-purificacdo, obtendo
fatores de purificacdo menores que o encontrado nesse estudo, a exemplo de da Silva et
al.,, 2018 com as proteases do Aspergillus tamarii URM4634 (FP = 2,14); da Silva et al.,
2017 com as proteases do Aspergillus tamarii URM4634 (FP = 3,95), Alhelli et al., 2016
com as proteases do Penicillium candidum (FP = 6,8) e Nascimento et al.,, 2016 com as
proteases fibrinoliticas produzidas por Mucor subtilissimus UCP1262 (FP = 10,0).

Ensaio aM, :% °C, pH 9AF °K Y 9FP "BM
(g/mol) (%) (U/mL) (%) (U/mL)

1 1500 12,5 10 6 35,2 0,07 276,2 6,7 65,3
2 8000 12,5 10 6 29,3 0,12 253,0 6,8 68,4
3 1500 17,5 10 6 31,5 0,07 222,4 7,5 90,7
4 8000 17,5 10 6 31,1 0,06 2441 7,8 69,8
5 1500 12,5 10 8 - - - - -
6 8000 12,5 10 8 31,9 0,07 300,0 9,1 67,4
7 1500 17,5 10 8 - - - - -
8 8000 17,5 10 8 35,9 0,07 253,3 9,1 70,7
9 1500 12,5 15 6 27,7 0,10 238,6 8,7 69,5
10 8000 12,5 15 6 31,5 0,08 247,3 7,9 67,6
1 1500 17,5 15 6 36,7 0,09 316,9 9,3 75,3
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12 8000 17,5 15 6 257 0,09 181,2 8,0 51,9
13 1500 12,5 15 8 37,7 0,10 295,9 12,8 66,8
14 8000 12,5 15 8 4,4 0,06 487,2 14,1 67,4
15 1500 17,5 15 8

16 8000 17,5 15 8 40,9 0,06 288,8 13,9 52,2
17 4000 15 12,5 7 42,0 0,07 296,7 10,8 61,1
18 4000 15 12,5 7 42,8 0,08 302,5 10,1 74.4
19 4000 15 12,5 7 41,3 0,08 324,2 13,1 59,3
20 4000 15 12,5 7 35,1 0,07 275,1 11,9 67,8

Tabela 3 - Particdo das proteases fibrinoliticas obtidas por Aspergillus tamarii Kita UCP1279
através do SDFA PEG-Fosfato.

2Massa molar do PEG; ® Concentragdo do PEG; ¢ Concentragdo do sal (fosfato); ¢ Atividade
fibrinolitica na fase rica em fosfato; ¢ Coeficiente de parti¢cdo; 'Rendimento na fase rica em
fosfato; 9 Fator de purificagédo na fase rica em fosfato; "balango de massa;' Ponto central.
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Figura 1 - Gréfico de Pareto demonstrando a influéncia das variaveis no coeficiente de particdo
(K) da extragéo das proteases fibrinoliticas produzidas por Asperpgillus tamarii Kita UCP1279.

41 CONCLUSOES
Na pré-purificacdo por SDFA PEG-

Fosfato, a enzima fibrinolitica do Aspergillus

tamarii Kita UCP1279 demonstrou uma maior interagdo com a fase sal. O sistema proposto

apresentou um bom fator de purificagcdo na separacao da biomolécula, se mostrando em

um excelente meio para ser aplicado em etapas de purificagcdo desta enzima.
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RESUMO: Proteases séo enzimas que realizam
clivagem hidrolitica das ligacdes peptidicas das
proteinas. Foram as primeiras enzimas a serem
exploradas  biotecnologicamente,  possuem
importancia desde o processo de fabricacdo
de detergentes ao potencial uso em produtos
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farmacéuticos. Sao produzidas em grandes quantidades a partir de microrganismos, com
grande destaque para os fungos filamentosos, pois possuem a capacidade de secretar
enzimas extracelularmente facilitando etapas de purificagdo. Sendo assim, o presente
trabalho objetivou produzir proteases a partir do Aspergillus tamarii kita UCP 1279, isolado
do bioma da Caatinga, utilizando a fermentacéo submersa e diferentes fontes de nitrogénio
(farinha da casca de laranja, maracuja e de soja) e variando as suas concentracoes (1,0%;
3,0% e 5,0%). Para este trabalho o fungo foi reativado da solugdo de 6leo mineral em
meio BDA (Batata — Dextrose — Agar) sendo mantido por 7 dias a 30°C permitindo assim
a esporulacédo. Para a fermentagdo o microrganismo foi inoculado em 120 rpm a 30°C por
48 horas. A maxima atividade proteasica (24,00 U/mL) foi obtida utilizando a farinha de soja
na concentracéo de 3%. Portanto, de acordo com os resultados apresentados o Aspergillus
tamarii Kita € um excelente produtor de proteases e o tipo de substrato pode influenciar
diretamente na producéo de proteases.

PALAVRAS-CHAVE: Fungo Filamentoso, Fermentagdo Submersa, Hidrolase, Residuos
Agroindustriais.

PROTEASE PRODUCTION BY ASPERGILLUS TAMARII KITA UCP 1279
ISOLATED FROM CAATINGA USING AGRO-INDUSTRIAL WASTE

ABSTRACT: Proteases are enzymes that perform hydrolytic cleavage of protein peptide bonds.
They were the first enzymes to be explored biotechnologically, they have importance since the
detergent manufacturing process to the potential use in pharmaceutical products. They are
produced in large quantities from microorganisms, with great emphasis on filamentous fungi,
as they have the ability to secrete extracellular enzymes, facilitating purification steps. Thus,
the present work aimed to produce proteases from Aspergillus tamarii Kita UCP 1279, isolated
from the Caatinga biome, using submerged fermentation and different sources of nitrogen
(orange peel flour, passion fruit and soy) and varying their concentrations (1.0%; 3.0% and
5.0%). For this work, the fungus was reactivated from the mineral oil solution in BDA (Potato
- Dextrose - Agar) being kept for 7 days at 30°C, thus allowing sporulation. For fermentation,
the microorganism was inoculated at 120 rpm at 30°C for 48 hours. The maximum protein
activity (24 U/mL) was obtained using soy flour at a concentration of 3%. Therefore, according
to the results presented, the Aspergillus tamarii Kita is an excellent producer of proteases and
the type of substrate can directly influence the production of proteases.

KEYWORDS: Filamentous fungi, Submerged Fermentation, Hydrolase, Agro-industrial waste.

11 INTRODUGAO

Proteases sdo enzimas classificadas como hidrolases, pois sdo capazes de clivar
as ligacoes peptidicas entre os aminoacidos das proteinas. Diversas sdo as classes de
enzimas proteoliticas que desempenham importantes papéis em diferentes segmentos
industriais, como na indUstria de detergentes e alimentos e em processos fisiolégicos
essenciais, como na coagulacao sanguinea, morte celular e diferenciacdo de tecidos, o que
as torna um alvo valioso para a aplicagdo em quimioterapicos na industria farmacéutica. As
proteases estdo entre os trés maiores grupos de enzimas industriais, sendo responsaveis
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por 60% da venda internacional de enzimas (GURUMALLESH et al., 2019).

As enzimas proteoliticas estdo presentes nos seres vivos e representam cerca
de 2% do total de proteinas presentes em todos 0s organismos, em vias metabdlicas e
de sinalizagdo celular (VERMELHO, 2008). Como as proteases industriais, extraidas de
plantas (papaina, bromelina, ficina) e de animais (peptidases digestivas) ndo atendem
a demanda comercial, as proteases microbianas passam a ser uma alternativa para a
producao de proteases e apresentam grande potencial para a aplicagédo industrial, ja que
podem ser facilmente produzidas em larga escala, via fermentagcdo (GURUMALLESH et al.,
2019). A producéo industrial de proteases por microrganismos é favorecida pela facilidade
de manipulagcéo genética, diversidade genética, pequeno tempo de geragéo e ndo estéo
sujeitas as limitacdes de producédo ou de suprimento (RAO et al.,1998).

Os fungos filamentosos estdo entre os microrganismos explorados para a produgéo
de produtos biotecnolégicos, sendo utilizados na produgéo de pequenas moléculas, como
antibioticos e acidos orgénicos, enzimas e materiais sustentaveis (WOSTEN, 2019). As
enzimas de origem fungicas sdo especialmente interessantes, pois, quando comparadas
com as obtidas de bactérias, séo mais faceis de extrair, além do fato desses microrganismos
apresentarem a capacidade de crescer em materiais organicos de baixo custo (SOUZA et
al., 2015). Outra vantagem dos fungos filamentosos € que muitos secretam proteases para
0 meio externo com a finalidade de degradar proteinas. O custo final de produgéo para
obtengéo de produtos de natureza extracelular € menor, pois ao dispensar o rompimento
celular, reduz os contaminantes do meio, o que demanda menos etapas para a purificagcdo
(PESSOA-JR et al., 2020).

Dentre os fungos filamentosos, os pertencentes ao género Aspergillus merecem
destaque, uma vez que apresentam distribuicdo cosmopolita e, por terem um papel essencial
nos ciclos biogeoquimicos, sdo capazes de secretar uma ampla diversidade de enzimas em
grande quantidade (SANTOS et al., 2020; SHI et al., 2016; WOSTEN, 2019). Além disso,
estdo entre os fungos mais presentes no solo da Caatinga, sendo considerados tolerantes
as mais diversas variagbes ambientais (MOURA, 2007). A importancia desses fungos
como produtores de enzimas proteoliticas vem sendo descrita por varios pesquisadores.
Silva et al. (2016) investigaram trinta e quatro linhagens do género Aspergillus e todas
apresentaram atividade proteéasica. Chimbekujwo et al. (2020) obtiveram protease a partir
de A. brasiliensis BCW2, Silva et al. (2018) a partir de A. tamarii URM4634 e Murthy et
al. (2019) utilizando A. oryzae. Apesar de serem reconhecidos produtores de proteases,
poucas espécies de Aspergillus sdo exploradas comercialmente, sendo A. oryzae e A. niger
as principais espécies de interesse industrial (SANTOS et al., 2018).

A fermentacdo submersa (FS) é a principal forma de producédo de enzimas
por microrganismos devido ao facil controle de parametros fisico-quimicos, como
pH, temperatura e oxigénio dissolvido, além de ser uma técnica mais préatica para

escalonamento a nivel industrial (SOCCOL et al., 2017). Um aspecto importante a ser
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considerado na fermentagéo € o tipo de substrato a ser utilizado, aproximadamente um
terco dos custos de produgé@o estdo concentrados no processo fermentativo, deixando
ainda mais evidente a necessidade de estabelecer um substrato de baixo custo que forneca
propor¢cbes adequadas de nitrogénio e carbono (BELMESSIKH, 2013). A utilizagdo de
residuos oriundos da agroindustria tem se mostrado uma alternativa promissora, uma vez
que conservam boa parte de seus nutrientes de origem, conseguindo suprir as demandas
da industria, e agregam valor ao produto por apresentar uma alternativa ecoldgica. O
uso de residuos agroindustriais na FS ja foi descrito por alguns autores na produgédo de
diversas enzimas, como lipases produzidas por Penicillium sp. e Aspergillus sp. a partir de
efluentes de laticinios (ROVEDA et al., 2010), celulase e xilanase produzida por Aspergillus
sp. utilizando residuo de algodéo girassol e macauba como substrato (SANTOS, 2013) e
proteases obtidas pela fermentacdo de Rhizopus mirosporus em meio contendo farelo de
arroz (SARAOQ et al., 2010).

A producéo de enzimas microbianas é um dos principais setores da biotecnologia
industrial (ORLANDELLI, 2012) e, segundo relatorio da FiorMarkets (2019), é estimado um
crescimento de 8,83% para esse segmento e um aumento no mercado global de enzimas,
passando a movimentar cerca de 13,79 bilhGes de dolares até 2026 (FIORMARKETS,
2019), mantendo proteases em primeiro lugar no mercado mundial de enzimas microbianas
aplicadas industrialmente. Contudo, a producdo destas enzimas ainda é insuficiente para
atender essa demanda crescente (SUNDARARAJAN et al., 2011).

Neste sentido, visando as aplicacdes biotecnolégicas dessas enzimas € necessario
intensificar e explorar a producao de proteases de origem microbiana, bem como elucidar
metodologias que reduzam os custos de produgcdo. Sendo a utilizacdo de residuos
agroindustriais provenientes de industrias alimenticias uma alternativa sustentavel e que

pode reduzir os custos para a producéo de proteases de origem microbianas.

21 OBJETIVOS

Produzir proteases a partir do Aspergillus tamarii Kita UCP 1279, isolado do bioma
da Caatinga, utilizando a fermentacéo submersa e diferentes fontes de nitrogénio (residuos
agroindustriais), variando as suas concentracoes.

31 METODOLOGIA

3.1 Microrganismo

A linhagem Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 (Sistema Nacional de Gestdo do
Patrim6nio genético e do conhecimento tradicional associado/ Cadastro N° AA30B0B)
foi isolada do solo da Caatinga (Regido Nordeste do Brasil) e depositado na colecdo de
culturas da Universidade Catolica de Pernambuco (UCP). Para este trabalho o fungo foi
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reativado da solugdo de 6leo mineral em meio caldo glicosado, segundo a metodologia
de Nascimento et al. (2015), sendo mantido em um agitador orbital por 72 horas em 120
rpm a 30°C, permitindo assim o desenvolvimento do microrganismo. Em seguida, apos a
reativagdo o fungo filamentoso, foi inoculado em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) sendo
mantido por 7 dias em um BOD a 30°C, permitindo assim a sua esporulagao.

3.2 Producao de proteases por fermentacao submersa

Para a fermentacao submersa foi utilizado a metodologia de Porto et al. (1996), em
que o meio MS-2 foi modificado pela insergéo de farinha de soja, da casca de maracuja e
laranja. Com objetivo de identificar as melhores condi¢des para a producéo de proteases
foi realizado um planejamento fatorial de 22 variando as concentragdes das farinhas (1,0%;
3,0% e 5,0%) e os tipos de fontes de nitrogénio (farinha da casca de laranja, maracuja e
de soja), conforme apresentado na Tabela 1. O microrganismo foi inoculado em agitador
orbital em 120 rpm a 30°C por 48 horas.

Niveis
Variaveis
Menor (-1) Central (0) Maior (+1)
Tipos de farinha Laranja Soja Maracuja
Concentragéo de farinha 1 3 5

(%)

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 22 para producéo de protease pelo fungo Aspergillus
tamarii Kita UCP1279.

3.3 Extracao enzimatica

Para obtencédo do extrato bruto, oriundo da fermentacdo submersa, foi realizada
uma filtragcdo a vacuo utilizando papel filtro (Watman n°1), com o objetivo de separar a
biomassa fungica do sobrenadante, o sobrenadante foi utilizado para determinar atividade
proteolitica.

3.4 Determinacao da atividade proteolitica

A atividade proteasica foi determinada de acordo com o método de Ginther et al.
(1979). A mistura de reacédo conteve 0,25 mL do substrato (azocaseina 1% p/v em tampao
Tris-HCI 0,1M, pH 8,0) e 0,15 mL da amostra. Esta mistura foi incubada por 1 hora em
estufa a 37°C e a reagéo interrompida pela adicdo de 1 mL de &cido tricloroacético (TCA)
10% p/v. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 5 min a 10000 rpm. Dos
sobrenadantes, foram pipetados 0,8 mL e transferidos para eppendorfs com 0,2 mL de
hidréxido de sodio 1M. A leitura foi realizada em um espectrofotdmetro, com comprimento
de onda de 420 nm.
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41 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de fermentagé@o submersa para cultivo de Aspergillus tamarii Kita UCP 1279
solidificou esta metodologia como pertinente para a utilizagéo de residuos agroindustriais
para obtencdo de enzimas, corroborando com trabalhos presentes na literatura (SARAO
et al., 2010; SANTOS, 2013). Exemplos da capacidade nutritiva de diferentes residuos em
meio liquido pode ser observada na figura 1.

[c1

Figura 1. Diferentes fontes de nitrogénio utilizadas em fermentacdo submersa (FS) de
Aspergillus tamarii Kita UCP1279. [A] FS com meio de residuo de farinha de casca de laranja;
[B] FS com meio de residuo de farinha de soja; [C] FS com meio de residuo de farinha de
casca de maracuja.

Os resultados da atividade proteéasica obtida pela fermentacdo submersa do
Aspergillus tamarii Kita UCP1279 utilizando diferentes residuos agroindustriais e variando
as suas concentragbes estdo expressos na tabela 2. A maior atividade proteasica foi
encontrada na condi¢cdo com 3% de farinha de soja obtendo 24 U/mL, sendo observada
uma queda de até 72,25% quando utilizado farinha de casca de laranja na concentracédo
de 1% e 53,33% quando utilizado farinha de casca de maracuja também com 1% de
concentracdo. No geral, as fermentag¢des que utilizaram 1% de concentracdo da fonte de
nitrogénio obtiveram as menores atividades. Neste sentido, é possivel compreender na
figura 2, que das variaveis estudadas a Unica que influenciou diretamente na producéo foi
o tipo de substrato.

Ensaios Tipo de substrato Conct(ac;lt)ragéo Atividade (U/mL)
1 Maracuja 1 12,80
2 Laranja 1 6,66
3 Maracuja 5 16,66
4 Laranja 5 8,53
5(C) Soja 3 24

Projetos Inovadores e Produgéao Intelectual na Microbiologia Capitulo 13 m



6 (C) Soja 3 21
7(C) Soja 3 22

Tabela 2. Resultados das atividades proteasicas em 48 horas de fermentagdo submersa por
Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 com diferentes substratos utilizando planejamento fatorial 22

Em um estudo para producdo de proteases pela fermentacdo submersa do
Aspergillus oryzae NRRL 2220 utilizando como residuo o bagago de tomate, em condi¢cbes
de otimizacdo com analises experimentais, estatisticas e cinéticas e em 96 horas de
fermentacéo a maxima atividade proteolitica foi de 2343,5 U/g (BELMESSIKH et al., 2013).
No entanto, no presente estudo ainda néo foi realizada nenhuma otimizagéo na produgao
de proteases, sendo o maior resultado de produgéo obtido com o residuo de farinha de soja
na concentragdo 3% de 24 U/mL considerado bom, visto que o tempo de fermentagéo foi
em apenas 48 horas.

(1)Fonte de Nitragénio -5,14011
(2)Concentracdo da Fonte de Nitrogénio W/////% 2065653
1by2 —,?205??

'
'
'
'
'
'
'
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
'
I

p=05
Efeito estimativo (Valor absoluta)

Figura 2: Grafico de pareto demonstrando a influéncia das variaveis tipo de substrato e
concentracdo na produgao de protease por Aspergillus tamarii Kita UCP 1279.

Observa-se que a producao de proteases depende ndo somente da disponibilidade
de carbono e das fontes de nitrogénio presentes no meio, mas também sofre influéncia
do tipo de substrato. De acordo com Kucera et al. (1981), embora as fontes de nitrogénio
extremamente complexas sejam as mais utilizadas para a producédo de proteases, a
exigéncia de um substrato especifico difere de organismo para organismo e que geralmente
os fungos produzem mais enzimas proteoliticas na presenca de substratos com fontes
nitrogenadas proteicas do que com fontes de nitrogénio inorganicas. Contudo, a utilizagao
de fontes alternativas ricas em contetdo protéico é um caminho viavel e ecologicamente
correto, podendo ser vantajoso e aplicavel na biotecnologia e possivelmente na industria.

Ha relatos na literatura da utilizagcéo de fontes de nitrogénio organico associado a um
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substrato de peptona e extrato de levedura que promoveu um efeito maximo na produgéo
de enzimas proteoliticas (PATEL et al., 2005).

51 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados o fungo Aspergillus tamarii Kita UCP
1279 é produtor de proteases e o tipo de substrato pode influenciar diretamente na
producao de biomoléculas, especialmente as proteases. Afirmando a importancia de utilizar
ferramentas estatisticas para selecionar condi¢goes que favoregcam a produgéo de proteases
ou biomoléculas de interesse biotecnologico.
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ABSTRACT: Considering that the composition of
the yeast cell wall can vary with respect to different
growth conditions, the objective of this study was
to determine the influence of additives (EDTA,
SDS, NaCl) on the production of yeast biomass,
the percentage of cell wall and its composition,
in order to obtain B-glucan. The extraction of the
cell wall was carried out by an alkaline extraction
technique and the study of the composition was
carried out using infrared (IR) spectroscopy. The
production of biomass and cell wall was variable,
depending on the strain and the treatments
studied. The IR spectra of each cell wall
showed three characteristic regions of the wall
(polysaccharides, proteins and lipids). In addition,
it was possible to determine the chemical groups
corresponding to B-glucan and amides | and Il
corresponding to chitin. The glucans content, and
the B-glucan/chitin ratio in particular, varied with
the yeast strain and with the additive studied.
Future studies must be performed to extract the
B-glucans and determine their concentration in
each cell wall. The optimization of the production
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of cell wall and its components from yeast strains
will allow its application in obtaining B-glucans
for the food, pharmacological and cosmetic
industries.

KEYWORDS: Additives, B-glucans, Cell Wall,
Yeast.

PRODUCAO DE BIOMASSA DE
LEVEDURA E PAREDE CELULAR
PARA OBTER B GLUCANOS PARA UM
PROPOSITO BIOTECNOLOGICO

RESUMO: Considerando que a composigcao
da parede celular da levedura pode variar em
funcao de diferentes condi¢des de crescimento, o
objetivo deste trabalho foi determinar a influéncia
dos aditivos (EDTA, SDS, NaCl) na produgéo
de biomassa de levedura, a porcentagem de
parede celular e sua composicdo, a fim de
obter B-glucano. A extragdo da parede celular
foi realizada pela técnica de extrag@o alcalina
e o estudo da composi¢cdo por espectroscopia
de infravermelho (IV). A producdo de biomassa
e parede celular foi variavel, dependendo
da linhagem e dos tratamentos estudados.
Os espectros de IV de cada parede celular
mostraram trés regides caracteristicas da parede
(polissacarideos, proteinas e lipideos). Além
disso, foi possivel determinar os grupos quimicos
correspondentes a 3-glucano e as amidas | e Il
correspondentes a quitina. O teor de glucanos, e
a razdo B-glucano/quitina em particular, variaram
com a cepa de levedura e com o aditivo estudado.
Estudos futuros devem ser realizados para extrair
0s B-glucanos e determinar sua concentracao em
cada parede celular. A otimizagdo da producéo
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da parede celular e seus componentes a partir de cepas de leveduras permitira sua aplicacao
na obtengéo de B-glucanos para a indUstria alimenticia, farmacolégica e cosmética.
PALAVRAS - CHAVE: Aditivos, B-glucanos, Parede Celular, Levedura.

11 INTRODUCTION

Yeasts are unicellular fungi that can be found in a variety of environment,
approximately 900 species of yeast have been described, although the species studied in
depth to be used in biotechnology are scarce. Among the most important yeast species,
Saccharomyces cerevisiae is stands, which is the yeast most used in industrial processes.
In recent years, other so-called non-conventional yeast species have become increasingly
relevant due to their positive contribution to both food and beverage fermentation. Some of
these yeast genera include Pichia, Metschnikowia, Kluyveromyces and Issatchenkia that
participate in cider and wine fermentations, dairy products, bread production, sausages and
various vegetable fermentations (Romano et al., 2006).

21 YEAST BIOTECHNOLOGY

Biotechnology is any technological application that uses biological systems and living
organisms or derivatives to make or modification of products and processes for specific
uses. The biotechnological bases are the engineering, physics, chemistry, biology, human
and veterinary medicine; and the field of this science has a great impact on pharmacy,
medicine, food science, solid, liquid, gaseous waste treatment and agriculture (OECD,
2005).

Traditional yeast biotechnology has been carried out since the beginning of human
history through the baking of bread, the preparation of alcoholic beverages and the cultivation
of food or the raising of domestic animals. Saccharomyces cerevisiae has been described
as humanity’s most domesticated organism and is still the most exploited yeast species in
the industry today. But recent developments in molecular biology have given biotechnology
new meaning, new prominence, and new potential. (https://www.thebeertimes.com/
saccharomyces-cerevisiae-y-las-claves-para-el-estudio-de-las-ciencias-de -life/).

Yeasts are the leading producer of biotech products worldwide, exceeding the
production, capacity and economic income of any other group of industrial microorganisms.
The global annual production of S. cerevisiae is over 1 million tons (Zymanczyk- Duda et
al., 2017). Of all the yeast species studied, only a dozen is used on an industrial scale. On
the other hand, around 70 to 80 laboratory scale species have been shown to have potential
value in biotechnology (Deak, 2009; Kurtzman et al., 2011).
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MAIN SPECIES OF BIOTECHNOLOGICAL IMPORTANCE

Saccharomyces cerevisiae Scheffersomyces stipitis
Schizosaccharomyces pombe Picchia spp.
Kluyveromyces lactis Rhodotorula spp.
Kluyveromyces marxianus Rhodosporidium spp.
Schwanniomyces occidentalis Yarrowia lipolytica
Lipomyces spp. Candida spp.
Saccharomycopsis spp. Trichosporon spp.
Debaromyces hansenii Blastobotryss adeninivornas
Ogataea polymorpha Xanthophyllomyces dendrorhous
Komagataella pastoris

Boekhout (2003). The Yeasts. A Taxonomy Study. Kurtzman, Fell, Boekhout 2011.

31 YEAST CELL WALL AND POLYSACCHARIDES

Yeast cells are surrounded by a rigid cell wall (CW) that provides physical and
osmotic protection, as well as determining cell shape and integrity during cell growth and
division; however, it is a dynamic structure that can adapt to physiological and morphological
changes (Smith, 2000; Kilis et al., 2002). This structure represents between 20 and 25% of
the dry weight of the cell and consists of approximately 85 to 90% of polysaccharides and
10 to 15% of proteins (Walker, 2000).

Three different groups can be distinguished within the CW polysaccharides: on
the one hand, mannose polymers or mannanoproteins that are a heterogeneous group of
glycoproteins and can represent approximately 40% of the dry weight of the CW; on the
other hand, the glucose polymers or 3-glucan that constitute 60% of the dry weight of the
CW, and can be differentiated, according to the type of glycosidic bonds, in B (1,3) and B
(1,6 ) glucans, which represent 85% and 15% of these polysaccharides, respectively; and
finally, the N-acetylglucosamine polymers that make up chitin and that constitute up to 2%
of the dry weight of the CW (Nguyen et al., 1998; Klis et al., 2002; Aguilar-Uscanga and
Francois, 2003; Kath and Kulicke, 1999; Suphantharika et al., 2003). The chemical structure
of carbohydrates in the CW is shown in Figure 1.
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Figure 1. Chemical structure of polysaccharides from yeast cell walls. A) B glucans, B) Mannans
and C) chitin.

Cell wall polysaccharides extracted from yeast have been described as
components with important biological properties in addition to their structural function,
as immunomodulators (Novak and Vetvicka, 2009; Mehdi and Hasan, 2012), with anti-
inflammatory and antimicrobial (Vetvicka and Vetvickova 2010), antiproliferatives (Salvador
et al., 2008) and antioxidants properties (Jaehrig, et al., 2007; Machova and Bystrick’y,
2013; Qiling et al., 2017). Furthermore, the physical and chemical properties of B-glucans
and mannans have special interest over the years for different industrial applications (Zhu et
al., 2015; Galineri et al., 2017). Studies have been carried out on the use of B glucans from
different origins in the food industry (Kittisuban et al., 2014; Lazaridou et al., 2014; Rinaldi et
al., 2015), in the cosmetic industry (Vacharaprechakul et al., 2007; Kanlayavattanakul and
Lourith, 2008; Medeiros et al., 2013; Du et al., 2014) and in medicine (Belcarz et al., 2013;
Samuelsen et al., 2014; Levitz, 2014).

41 NUTRITIONAL FACTORS THAT INFLUENCE THE COMPOSITION OF THE
YEAST CELL WALL

The composition of polysaccharides, the structure and the thickness of the cell
wall vary according to the different species and strains, the stage of the cell cycle and
environmental conditions (Nguyen et al., 1998; Aguilar-Uscanga and Francois, 2003; Béhler,
2005; Smits et al., 1999; Magnelli et al., 2002) (Table 1).

Knowledge about its composition and the factors that influence it is of relevance, due
to the increased commercial interest in the production of B-glucans and mannans for the
different industries (Donzis, 1996; Jozef et al., 1999; Zhu et al., 2015) and, conversely, the
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need to reduce wall thickness to optimize a more effective and rapid release of endogenous
biomolecules (Daran et al., 1997).

The most important factors for microbial growth are: the energy source and the
carbon source and its use. The economic evaluation of the yeast production process
suggests that the main contributor to the global cost is the carbon source. In recent years,
different researchers have worked on obtaining CW and B-glucans using different carbon
sources (Table 1). In biomass production, some criteria must be taken into account for the
choice of the substrate. These are price, availability and abundance, toxicity, carbohydrate

content and their use by microorganisms (Sharma et al., 2014).

FUNGI SPECIES CARBON SOURCE REFERENCE
S. cerevisiae YPD (EDTA, SDS and CINa) Naruemon y col., 2013
S. cerevisiae YPD Plata y col., 2013
Mineral medio (glucose, .
S. cerevisiae mannose, galactose, sucrose, Aguilar Uzsgggga y col.
Yeast maltose, ethanol)
. . YPD, DDGse (dried distiller
S. cerevisiae, S. boulardi grains with solubles extract) Pereyra et al., 2018
Kluyvergmyces YP!Z), DIZ_)Gse (dried distiller Pereyra et al., 2017
marxianus grains with solubles extract)
Pleurotus sp. Olive mill solid waste (OMSW) Avni et al., 2017
. Olive mill waste (OMW) and .
Mushrooms Lentinus edodes phenols Reverberi et al., 2004

Substrates with a high content of

polyphenolic compounds Ooi and Liu, 2000

Lentinus edodes

Table 1. Use of different carbon sources and / or additives for obtaining cell wall and B glucans
from fungi.

51 MATERIALS AND METHODS

5.1 Yeast Isolation

Yeast strains were isolated from fifteen (15) samples of whole corn. Ten (10) grams of
each sample were ground, weighed and added to 90 mL of sterile peptone water contained
in an Erlenmeyer flask, obtaining a 10 dilution. Serial dilutions in sterile peptone water
were made and 0.1 mL aliquots were inoculated in duplicate onto yeast dextrose extract
(YPD) medium containing chloramphenicol (2 mL of a solution of 250 mg / 100 mL 95%
ethanol). The plates were incubated at 28°C for 24-48 h.
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5.2 Molecular Identification Of Yeast Strains

Yeasts culture and DNA extraction

Yeast strains were maintained on plates containing YPD medium. Several colonies
were transferred to a sterile microtube by duplicate. The pellet was frozen with liquid nitrogen
for 5 min. Fungal DNA was extracted using a hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB
2%) (2% CTAB-Sigma; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI 1M-pH 8) preheated to
65°C and 10 pL of 2-mercaptoethanol (Merk) procedure following the methodology proposed
by Leslie and Summerell (2006). Extraction residues were resuspended in 100 gL of 1X TE
buffer (10mM Tris-HCI, 1.0mM EDTA, pH 8), and stored at -20°C. DNA quantification was
performed using a Nanodrop 2000 Spectrophotometer kit (Thermo Scientific).

Obtaining profiles using PCR fingerprinting

Microsatellite-primed PCR. The one step PCR-fingerprinting method was performed
using the microsatellite primer (GTG),. PCR reactions were made with 20-30 ng of fungal
DNA in a total volume of 25 pL of 1 x reaction buffer containing 2 mM MgCl,, 1.25 U Taq
DNA polymerase (5 U.uL™", Invitrogen by Life Technologies, Buenos Aires, Argentina), 0.2
mM of each dNTP and 0.6 #M of GTG, primer. A negative control, containing all reagents
without fungal DNA, was included in every set of reactions. PCR was conducted according
to the following cyclic conditions: initial denaturation at 94°C for 3 min, followed by 35 cycles
consisting of 94°C for 45 s, 54°C for 45 s and 72°C for 1 min, and a final extension step
of 72°C for 10 min, and then held at 4°C indefinitely. DNA band patterns were visualized
after electrophoretic run on 1.5% agarose gel stained with 0.5 ug.mL" ethidium bromide
and gels were photographed using a MiniBIS Pro, DNR Bioimaging systems analyzer. The
fragment sizes were measured by comparison with DNA 100-bp ladder (Invitrogen by Life
Technologies, Buenos Aires, Argentina) whose reference bands vary between 100 and 2072
bp. In addition, DNA profiles of Saccharomyces sp. and Candida sp. strains were used for
comparison.

5.3 Biomass Production Of Yeast Strains To Obtain Cell Wall

For the biomass production, three yeast strains were selected that are beneficial
according to the literature. The strains were maintained on malt extract agar (MEA).
Yeast biomass production

A concentration of 1.107 cells.mL" (1 mL) of yeast was inoculated into Erlenmeyer-
type flasks containing 100 mL of YPD broth at 28°C for 24 h in orbital shaker (150 rpm).
At the end of the incubation time, the biomass was centrifuged at 5000 rpm for 5 min. The
sediment was dried in a forced air oven to recover the biomass destined for extraction from
the cell wall.
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Influence of the addition of EDTA, SDS and CINa

The influence of the additives was determined on: |) biomass production and the
percentage of CW, Il) the production of B glucans, and lll) and the B glucan/chitin ratio in
the CW of the studied strains.

YPD medium was adjusted to pH 4 and supplemented with different concentrations
of EDTA, SDS and CINa, according to Nareumon et al., 2013 (Table 2). Each medium was
inoculated with 1 mL of a concentration of 1.107 cells.mL"" of yeast and incubated at 28°C
for 24 h in orbital shaker (150 rpm). At the end of the incubation time, the culture media
were centrifuged. The sediment (biomass) was dried in a forced air oven to recover the
biomass destined for the extraction of the CW. All tests and combinations were performed

in duplicate.
Additives Treatments
(ppm) T1 (YPD) T2 T3 T4 T5 T6 T7
EDTA 0 0 50 0 5 0 5
SDS 0 100 0 0 10 20 10
CINa 0 0 0 30.000 0 3000 3000

Table 2. Concentration of additives used in YPD medium.

Preparation of the yeast cell wall

Biomass production was performed following the methodology of Nguyen et al.,
1998, with some modifications. The cultures were incubated at 28°C in an orbital shaker
(150 rpm). Yeast cells were harvested by centrifugation at 5000 rpm for 10 min, washed
three times with water to remove traces of culture medium and then twice more with 0.1 M
sodium phosphate buffer, pH 8.5 (at 4°C). The biomass was dried at 60°C in forced air oven
until constant weight.

Yeast cells were suspended in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 8.5, and an
equal volume of glass beads (0.45 mm diameter). They were cooled to 4°C and broken
by mechanical shaking for 30 s, after which the homogenate was cooled and disrupted for
another 30 s. This procedure was repeated five times. The glass beads were removed from
the homogenate by decanting, and the cell walls were separated by centrifugation at 5000
rpm for 15 min. The cell walls were washed five times with 0.1 M phosphate buffer, pH 8.5,
and then washed a further four times with distilled water. The temperature was kept below
4°C during all operations. The CW was dried at 60°C in forced air oven until constant weight.
5.4 Study Of The Composition Of The Cell Wall

To verify the variation in the composition of the CW under the influence of the
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different additives (EDTA, SDS, CINa) infrared spectroscopy (IR) was performed. The dried
CW was mixed with KCI (1 mg CW with 200 mg KCI). This mixture was ground in an agate
mortar, finally making the tablet was performed under pressure (=15 ton.cm=2) and applying
dynamic vacuum for 15 min. Measurements were performed in a Nicolet FTIR Impact 400
spectrometer. For data acquisition and processing the software OPUS was used. The
spectra were the result of an accumulation of 200 measurements, to increase signal/noise
ratio, and were measured between 4000 and 400 cm™' with a resolution of 4 cm™.

5.5 Statistic Analysis

Assays were performed in duplicate for each treatment. An analysis of variance
(ANOVA) was performed. When the analysis was statistically significant, the Duncan test
was used to determine the importance of each individual parameter and its interactions at
p=0.05. For the analysis of the data, the Info Stat program for Windows version 2015 was
used.

61 RESULTS

6.1 Isolation And Identification

Twenty-five (25) yeast strains were isolated from the 15 samples analyzed. DNA
extraction and fingerprinting of all strains was performed. Two strains with the band profile of
Saccharomyces sp. and one strain with the band profile similar to that obtained for Candida
sp. were selected. In a future study, the sequencing of the strains will be carried out to
determine specifically what species they are.

6.2 Biomass And Cell Wall Production

Table 3 shows the biomass production and the CW percentage of the studied strains.
The biomass production was higher in treatment 4 (with CINa) for the strain Saccharomyces
sp. 1 (0.87 g/ 100 mL) and in treatment 5 (EDTA and SDS) for the remaining strains (0.86
g/ 100 mL for Saccharomyces sp. 2 and 0.79 g/ 100 mL for Candida sp.). The average
percentage of CW ranged between 10.6 and 40.3% for Saccharomyces sp. 1, from 13.3 to
36.1% for Saccharomyces sp. 2, and from 27.4 to 40.5% for Candida sp. For Saccharomyces
sp. 1, the percentage of CW was higher (40.3 - 39.1%) when it was grown only in YPD
medium (T1) and in YPD with the 3 additives (T7). For Saccharomyces sp. 2 it was observed
that in the T6 treatment (SDS - CINa) it achieved the highest percentage of CW (36.1%) and
for Candida sp. the highest percentage of CW was when it was grown in YPD medium with
EDTA and SDS (T5).
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Strains

Saccharomyces sp. 1 Saccharomyces sp. 2 Candida sp.

Treatments Biomass Ccw Biomass Cw Biomass Ccw
production percentage production percentage production  percentage

(9/100 mL) (%) (9/100 mL) (%) (9/100 mL) (%)

T 0.67 40.3 0.69 32.8 0.75 36.0

T2 0.62 10.6 0.58 13.3 0.62 27.4

T3 0.69 34.8 0.62 29.0 0.68 30.9

T4 0.86 25.6 0.73 30.1 0.68 33.8

T5 0.75 36.0 0.86 31.4 0.79 40.5

T6 0.61 26.2 0.72 36.1 0.74 33.8

T7 0.68 39.1 0.54 29.6 0.75 32.8

Table 3. Biomass production and cell wall (CW) percentage of Saccharomyces sp. 1,

Saccharomyces sp. 2 and Candida sp. obtained from the different treatments.

T1: Control (YPD), T2: SDS, T3: EDTA T4: CINa, T5: EDTA - SDS, T6: SDS — CINa, T7: EDTA
— SDS - CINa.

The correlation between the amount of biomass (g/ 100 mL) and the amount of CW (g/

100 mL) was determined for the 3 studied strains (Figure 2). For the strain Saccharomyces

sp. 1 there was no correlation between both parameters. For the Saccharomyces sp. 2

and Candida sp. a positive correlation was observed between cell concentration and WC

content, with values of R= 0.83 and R= 0.94, respectively.
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Figure 2. Correlation between cell wall content and amount of biomass. A) Saccharomyces sp.
2, B) Candida sp.

6.3 Study Of The Composition Of The Cell Wall

To verify the variation in the composition of the CW under the influence of different

carbon sources, infrared (IR) spectroscopy was performed. The spectra of each CW in the

7 studied treatments show three regions corresponding to carbohydrates (950-1185 cm-
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"), proteins (1480—-1700 cm~") and lipids (2840 - 3,000 cm~"). In the carbohydrate region,
the B-glucans are observed and, in the protein region, the chitin is shown, represented
by the bands amide | and amide Il (Figures 3, 4 and 5). The 3 strains behaved differently
in the 7 studied treatments. In addition to determine the presence of glucans and chitin,
a semi quantitative comparison of the main infrared bands present in the 7 treatments
for each strain was carried out to determine which of the additives present in the culture
medium enhances the B-glucans production. Figure 3 shows the infrared spectrum of the
CW of the Saccharomyces sp. 1 strain where it showed a higher amount of carbohydrates
(region between 1400 and 800 cm™) when it was cultivated in YPD medium with SDS
(T2), in that treatment it is observed that the  glucans/chitin ratio is greater than 1. The
combination of the three additives (EDTA, SDS, NaCl) in the culture medium (T7) also
enhanced the production of B-glucans. Figure 4 shows the infrared spectrum of the CW
of the Saccharomyces sp. 2 strain. The T5 treatment (EDTA, SDS) was theoretically the
best for obtaining carbohydrates, however, the B glucan/chitin ratio is of 1. By contrast, the
treatment T2 (SDS) shows that the relation B glucans/chitin is greater than 1. The infrared
spectrum of the CW of the Candida sp. strain is shown in figure 5. Treatments 1 and 2
are similar in terms of the influence on the production of B glucans. The B glucans/chitin
relationship is 1 for all treatments, including T1 and T2.
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Figure 3. FITR spectra of Saccharomyces sp. 1 cell wall grown in different treatments. T1:
Control (YPD), T2: SDS, T3: EDTA T4: CINa, T5: EDTA - SDS, T6: SDS — CINa, T7: EDTA —
SDS - CINa.
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Figure 4. FITR spectra of Saccharomyces sp. 2 cell wall grown in different treatments. T1:
Control (YPD), T2: SDS, T3: EDTA T4: CINa, T5: EDTA - SDS, T6: SDS — CINa, T7: EDTA —

SDS - CINa.
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Figure 5. FITR spectra of Candida sp. cell wall grown in different treatments. T1: Control (YPD),
T2: SDS, T3: EDTA T4: CINa, T5: EDTA — SDS, T6: SDS — CINa, T7: EDTA - SDS — CINa.
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71 DISCUSION
This study evaluated the incorporation of 3 additives (EDTA, SDS and CINa) to a

culture medium such as YPD, to determine the influence on biomass production and cell
wall content of Saccharomyces sp. 1; Saccharomyces sp. 2 and Candida sp. strains to be
used in the future as producers of B-glucans.

The biomass concentration of the 3 studied strains in the 7 treatments was higher
than those found by Serrat Diaz et al., (2017), they studied the influence of the carbon
source, nitrogen source and temperature, where the average concentration ranged from
0.089 to 0.465 (g/ 100 mL). Dhanasekaran et al., (2011) studied the production of yeast
biomass using pineapple residue, where a dry biomass content of 0.572 (g/ 100 mL) for
S. cerevisiae and 0.492 (g/ 100 mL) for C. tropicalis was observed. Pereyra et al., (2018)
studied the use of YPD medium and dried distiller grains with soluble extract (DDGse) for
the biomass production of 3 probiotic strains (2 strains of S. cerevisiae and S. boulardlii).
These authors demonstrated a production between 0.405 to 0.5 (g/ 100 mL) in YPD and
from 0.315 to 0.402 (g/ 100 mL) in DDGse. In this study the biomass production was used
for the extraction of CW and to determine the content of 3-glucans.

In general, the CW of Saccharomyces cerevisiae, is about 70 nm thickness that
represent 20% of the whole cell’s weight (Walker, 1999). The CW values found in this work
varied between 10.6 to 40.3% (Saccharomyces sp. 1), from 13.3 to 36.1% (Saccharomyces
sp. 2) and from 27.4 to 40.5% (Candida sp.). The average contents of CW were mostly
within the range usually reported for yeast (Lipke and Ovalle, 1998). The composition of the
CW can vary under different growth conditions, including the type of culture, carbon source,
temperature, pH, and aeration (Aguilar-Uscanga and Frangois, 2003; Naruemon et al.,
2013). Aguilar Uscanga et al., (2005) studied the variation of polysaccharides composition
present in the CW of S. cerevisiae using different carbon sources (glucose, mannose,
galactose, sucrose, maltose, and ethanol) and found that the percentage of CW in dry
weight was 10% for the culture made with 25% ethanol in the sucrose culture. Serrat Diaz
et al., (2017) obtained CW percentages of Kluyveromyces marxianus from 12.3 to 27.6%
when it was grown on different carbon sources (glucose, sucrose and lactose), different
sources of nitrogens (peptone and (NH,),SO,)), different temperatures (30 and 40 ° C), pH
(3.4 and 5.4) and in aerobiosis and microarobiosis. Nguyen et al., (1998) considered that it
is important to maximize the performance of cell walls to minimize economic costs, if used
commercially.

In this work, the composition of the extracted CW using FTIR was studied. The FTIR
spectroscopy can be applied as a useful tool for the analysis of entire yeast cells providing
a fast, effective, reagent-free, and simple method (Kuligowski et al., 2012). The FTIR
spectroscopy is a rapid, precise, and accurate method, not requiring sample preparation,
for the determination and quantification of carbohydrate composition of yeast (Novak and
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Vetvi, 2009; Novak et al., 2012; Plata et al., 2013). The functional groups present on the
cell surface can be identified by FTIR spectroscopy because each group has a unique
energy absorption band (Jin and Bai, 2002). With this technique it was possible to study the
carbohydrate variation of the CW under the influence of different additives.

The glucans content, and the B-glucan/ chitin ratio in particular, varied with the
yeast strain and with the additive studied, suggesting that these species could potentially
be sources of these polysaccharides. These considerations of the influence of growth
parameters are important if the goal is to maximize CW yields, as would be the case in
commercial situations. Furthermore, more studies are required on the chemical and physical
properties of these polysaccharides to determine their structure and evaluate their industrial
or medical applications. On the other hand, it is necessary to take into account the form of
extraction of B-glucans and the different methods of determining the concentration in the
CWwW.

81 CONCLUSION

This study determined the influence of additives on yeast CW and biomass production.
The 7 treatments were optimal for biomass production. The YPD medium (control) and the
YPD with the 3 additives favored the percentage of CW for the Saccharomyces sp. 1 strain.
For the Saccharomyces sp. 2 the optimal medium for the production of CW was YPD with
SDS and CINa, while for the Candida sp. strain it was the medium with EDTA and SDS.

The IR study of the 3 strains shows that the composition of CW contains chemical
groups related to B-glucans. Future studies must be done to extract the B-glucans and
determine their concentration in each CW.

The optimization of the production of CW and its components from yeast strains
will allow its application in obtaining B-glucans for the food, pharmacological and cosmetic
industries.
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RESUMO: O presente trabalho apresentou trés
objetivos. O primeiro objetivo foi avaliar a remogéo
do &cido acetilsalicilico (AAS) por biodegradacéo,
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empregando biofilme desenvolvido naturalmente
na areia dos filtros de uma estacao de tratamento
de agua (ETA). O segundo, foi avaliar a influéncia
da natureza do suporte no processo de remogao
do farmaco, empregando diferentes suportes
(carvao ativado granular, esponja de poliuretano
e areia dos filtros). O terceiro objetivo foi
identificar a comunidade microbiana cultivavel
presente na areia dos filtros. A remocao do
AAS a partir de solugbes diluidas foi avaliada
através de medidas espectroscopicas na regiao
do ultravioleta. Para a identificacdo dos micro-
organismos foram realizadas diluicbes seriadas
de uma suspensao do consorcio microbiano
extraido da areia dos filtros. Foram encontradas
2,1x10° UFC/g e as caracteristicas morfo-tintoriais
identificaram 1 isolado de fungo filamentoso
e 24 isolados de bactérias: 41,66 % Gram-
negativas e 58,33 % Gram-positivas. Analises
para identificacdo molecular dos isolados foram
realizadas através do sequenciamento parcial do
gene de rRNA 16S, que identificou 15 isolados,
estes pertencendo aos géneros Bordetella,
Pseudomonas, Bacillus, Kerstersia, Proteus
e Alcaligenes. A composicdo dos biofilmes foi
avaliada, também, por microscopia eletrdnica
de varredura, que revelou um arranjo complexo
composto por diversos morfotipos microbianos.
Os ensaios de remocao mostraram que o AAS
€ predominantemente removido por adsorgao
em carvao ativado granular, e por biodegradacéo
quando areia € empregada como suporte, ambos
apresentando uma remocgéo superior a 90%.
Dessa forma, conclui-se que a natureza do
suporte € um importante parametro no processo
de remocgéao do AAS, e que biofilmes microbianos
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podem constituir uma excelente alternativa para tratamento de aguas, contribuindo na
reducéo dos custos nas ETAs e no prolongamento da vida util dos filtros.

PALAVRAS - CHAVE: biodegradacao, adsorcéo, biofilme, acido acetilsalicilico, diversidade
microbiana.

REMOVAL OF ACETYLSALICYLIC ACID USING NATURALLY DEVELOPED
MICROBIAL BIOFILM IN THE SAND OF FILTERS OF WATER TREATMENT
PLANTS - A COMPARATIVE STUDY WITH DIFFERENT SUPPORTS

ABSTRACT: The present work presented three objectives. The first objective was to evaluate
the removal of acetylsalicylic acid (ASA) by biodegradation, using biofilm naturally developed
in the sand of the filters of a water treatment plant (WTP). The second was to evaluate the
influence of the nature of the support on the pharmaceutical compound removal process,
using different supports (granular activated carbon, polyurethane foam and water filter sand).
The third objective was to identify the cultivable microbial community present in the water
filter sand. Removal of the ASA from diluted solutions was evaluated using spectroscopic
measurements in the ultraviolet region. To identify the microorganisms, serial dilutions of a
suspension of the microbial consortium extracted from the water filter sand were performed.
It was found 2.1x10° CFU/g and the morpho-staining characteristics identified 1 filamentous
fungus isolate and 24 bacterial isolates: 41.66% Gram-negative and 58.33% Gram-positive.
Analyzes for molecular identification of the isolates were performed through partial sequencing
of the 16S rRNA gene, that identified 15 isolates, these belonging to the genera Bordetella,
Pseudomonas, Bacillus, Kerstersia, Proteus and Alcaligenes. The composition of biofilms
was also evaluated by scanning electron microscopy, which revealed a complex arrangement
composed of several microbial morphotypes. The removal assays showed that the ASA is
predominantly removed by adsorption on granular activated carbon, and by biodegradation
when water filter sand is used as a support, both with a removal higher than 90%. Thus,
it is concluded that the nature of the support is an important parameter in the process of
removing ASA, and that microbial biofilms can be an excellent alternative for water treatment,
contributing to reducing costs in WTPs and extending the useful life of filters.

KEYWORDS: biodegradation, adsorption, biofilm, acetylsalicylic acid, microbial diversity.

11 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, uma crescente atencdo vem sendo dada a presenga de
farmacos no meio aquatico, tendo em vista o reconhecimento de inUmeros efeitos danosos
que podem causar aos ecossistemas ambientais e a salde humana e animal, tais como
toxicidade aquatica, genotoxicidade, desenvolvimento de resisténcia em bactérias
patogénicas, disturbios endocrinos, imunodeficiéncias, carcinogénese e mutagénese
(FENT; WESTON; CAMINADA, 2006).

Usados como medicamentos por humanos e animais, estes compostos ndo séao
completamente metabolizados, sendo excretados pela urina ou fezes e, juntamente com
seus produtos de degradac¢éao, entram nas dguas residuais continuamente como substancias
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biologicamente ativas. Além disso, os processos de manufatura dos mesmos, bem como o
descarte inadequado de medicamentos néo utilizados ou vencidos sao outras duas formas
de liberagdo dos mesmos para o meio ambiente (HEBERER; REDDERSEN; MECHLINSKI,
2002; MOMPELAT; LE BOT; THOMAS, 2009).

As tecnologias empregadas em estagdes de tratamento de esgoto e de tratamento
de &gua sao ineficientes na remocéao total destes compostos, fazendo com que sejam
liberados na agua de abastecimento, tornando-os em um potencial risco a saude humana
(H. JONES; VOULVOULIS; LESTER, 2005). A presenca de compostos farmacéuticos no
meio ambiente é ainda mais preocupante, considerando que 0s mesmos nao aparecem
individualmente, mas como uma mistura complexa, podendo levar a efeitos sinérgicos
indesejados. Além disso, uma vez liberados no meio ambiente, estao sujeitos a diferentes
processos de biodegradagao e degradacao fotoquimica, podendo produzir compostos de
maior toxicidade e longa persisténcia no meio (LA FARRE et al., 2008).

Por serem bioacumulativos, apresentarem elevada persisténcia no meio ambiente,
relativa solubilidade em aguas e baixa biodegradabilidade, sua presenca em aguas
residuarias e superficiais, sedimentos, solos, lencéis freaticos e até mesmo na 4gua potéavel,
constitui um desafio global as companhias de saneamento de agua e esgoto. Atualmente,
avaliagdes criteriosas vém sendo conduzidas em todos os paises no sentido de estabelecer
niveis seguros de concentracdo maxima na agua potavel, assim como metodologias
analiticas eficientes para sua deteccéo, e diretrizes e normas regulamentadoras para seu
monitoramento (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015).

As quantidades de compostos farmacéuticos encontradas em aguas superficiais e
potavel costumam ser muito baixas, sendo frequentemente detectados em concentracées
de pg/L - ng/L (HUERTA-FONTELA; GALCERAN; VENTURA, 2011). No entanto, em
funcdo de suas propriedades recalcitrantes e da continua liberagéo para o meio ambiente,
acabam se tornando um risco potencial para organismos aquaticos e terrestres, inclusive
seres humanos. De posse deste conhecimento, a comunidade cientifica mundial vem nos
ultimos anos direcionando seus estudos para o desenvolvimento e aprimoramento de
novas tecnologias de remocao destes poluentes, denominados poluentes emergentes ou
contaminantes emergentes (BORGES et al., 2016; ISMAIL et al., 2017; KUMAR; CHOPRA,
2018; LIU et al., 2020; PANIGRAHY et al., 2020; SOUZA et al., 2018; TIWARI et al., 2017;
VONA et al., 2015; ZHI et al., 2019).

Um poluente bastante comum encontrado em aguas residuais é o acido acetilsalicilico
(AAS) ou acido 2-acetoxibenzéico, amplamente consumido pela populagdo como anti-
inflamatorio ndo esteroidal, analgésico, antipirético e anticoagulante, normalmente utilizado
sem prescricdo médica (ZIYLAN; INCE, 2011).

Entre as varias tecnologias empregadas para remoc¢do desse poluente emergente
(tais como processos oxidativos avangados, fotocatélise, fotobiorremediacdo, sistema

microalgal-bacteriano, ultramicrofiltracdo, biorreatores e adsorgéo), a biofiltragdo surge
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como uma opgao eficiente, ambientalmente segura e economicamente viavel. Biofiltros séo
formados pelo desenvolvimento de um biofilme microbiano na superficie de um suporte,
em decorréncia da disponibilidade de matéria orgénica biodegradavel no meio (SIMPSON,
2008). A principal caracteristica desse sistema esta relacionada com a biodegradacéo
de moléculas de compostos organicos dissolvidos, como consequéncia da atividade da
comunidade microbiana. Dependendo da natureza do suporte, 0os poluentes organicos
também podem ser removidos por adsor¢éo, principalmente na fase inicial do processo de
tratamento e, desse modo, além da biodegradacéo, a adsor¢gdo também contribui para a
remocgao de compostos poluentes (JIMENEZ; ARRIAGA; AIZPURU, 2016).

Um biofilme estruturado apresenta uma populacdo mista de organismos como
bactérias, fungos e protozoarios. As bactérias saprofiticas normalmente possuem
vantagem sobre as patogénicas, em ambientes com baixa concentracdo de nutrientes,
como o encontrado em agua para consumo humano. No tratamento biolégico de agua
para consumo humano, o objetivo € manter uma populagdo microbiana benigna, capaz
de degradar a matéria organica e os compostos poluentes (WESTPHALEN; CORCAO;
BENETTI, 2016).

Algumas vantagens que a biofiltracdo apresenta séo: i) construcdo e operagdo mais
simples; ii) oferece um aumento na vida util dos filtros; iii) de custo relativamente baixo; iv)
opera a temperatura ambiente; v) eficaz em baixas concentracoes e altas taxas de fluxo;
vi) alta eficiéncia de remocao, e vii) ndo emprega produtos quimicos e néao produz residuos
potencialmente perigosos ao meio ambiente (MOHAMED et al., 2016).

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com o propésito de melhorar o desempenho
do processo de biodegradacao, avaliando a influéncia de uma ampla variedade de condigdes,
tais como o tempo de retencéo nos filtros; a combinacdo de diferentes tecnologias; pH e
composicado do meio; possibilidade de interagcdo entre os farmacos; a natureza do suporte
e a composicao dos micro-organismos envolvidos, seja isoladamente ou em comunidade
mista (CHENG et al., 2017; LAl et al., 2020; LIU et al., 2020; PADHI; GOKHALE, 2017).

Considerando esses aspectos, o presente estudo apresentou trés objetivos:

|. avaliar a remocdo do AAS por biodegradacdo, em sistema descontinuo,

empregando biofilme microbiano desenvolvido naturalmente na areia dos filtros da
ETA;

Il. avaliar a influéncia da natureza do suporte no processo de remocao do AAS,
empregando diferentes suportes com e sem biofilme microbiano;

lll. identificar a comunidade microbiana presente na areia dos filtros da ETA,
responsavel pela biodegradacdo do AAS, utilizando sequenciamento parcial do
gene de rRNA 168S.
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento Dos Micro-Organismos

Os micro-organismos empregados neste estudo foram provenientes de um consoércio
microbiano desenvolvido na superficie da areia bruta de filtros da estacédo de tratamento
de agua (ETA) - COMUSA Servigos de Agua de Esgoto de Novo Hamburgo, Rio Grande
do Sul,selecionados por constituirem um biofilme crescido naturalmente sobre os gréos de
areia.

O isolamento dos micro-organismos foi realizado através da inoculagcdo de 10%
(m/v) da areia oriunda dos filtros da ETA em &gua destilada esterilizada, submetida a um
banho de ultrassom, por 10 min, para a liberagdo do consércio microbiano da superficie
dos gréos de areia.

2.2 Preparacao do Inéculo do Consércio Microbiano

Inicialmente, realizou-se a preparagédo do pré-in6culo, onde 1% da suspensao
contendo o consorcio microbiano foi inoculado em 150 mL de meio TSB (Triptona Soya
Broth). Esta solugao foi incubada por 4 dias a 35 °C, em estufa microbiol6gica. Apbs esse
periodo, uma aliquota de 1% (v/v) do pré-inéculo foi transferida para frasco erlenmeyer
contendo caldo TSB, e incubou-se por mais 7 dias em agitador orbital (125 rpm) a 35 °C,
constituindo assim o in6culo.

2.3 Caracterizacao Morfo-Tintorial das Colbénias Isoladas do Biofilme
Desenvolvido Naturalmente na Areia dos Filtros da Eta

Transferiu-se 1 mLdo inéculo homogeneizado para um tubo contendo 9 mL de solugéo
NaCl 0,9% e, assim sucessivamente, realizando-se diluicbes decimais da suspenséo.
Apo6s, um volume de 1 mL de cada amostra, nas diluigcbes realizadas, foi plaqueado através
da técnica de Pour Plate em agar BHI (Brain Heart Infusion), e realizou-se a incubagéo
das placas em estufa (36 +1 °C) por até 48 h. Apds, realizou-se a contagem das Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC/mL), e o isolamento das col6nias através das caracteristicas
morfoldgicas. Para cada col6nia isolada, foram observadas as caracteristicas morfolégicas
(coloragédo, tamanho e tipo de borda das colénias) e coloracdo diferencial de Gram. Os
experimentos foram realizados em duplicata.

2.4 Caracterizacao da Composicdao do Consércio Microbiano: Extracdo do
dna Gendémico das Bactérias e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os micro-organismos isolados (conforme descrito em 2.1) foram estocados em agar
BHI inclinado a 4 °C. Cada micro-organismo foi inoculado em 5 mL de caldo LB, overnight
a 37 °C e 150 rpm. O cultivo foi centrifugado por 10 min a 6.000 x g, e logo apds retirou-se
o sobrenadante. Suspendeu-se o pelletem 0,5 mL de tampé&o SET (NaCl 5 M, EDTA 0,5 M,
Tris-HCI 1 M pH 7,5), centrifugado por 5 min a 9.500 x g, e retirou-se o sobrenadante. Nessa
etapa, acrescentou-se ao pellet 4 yL de lisozima e 1 mL do tamp&o SET, incubando por 45
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min & temperatura ambiente. Adicionou-se 1/10 do volume de SDS 10% e 1/3 de volume
de NaCl 5M e 1/1 de cloroférmio, incubando por 10 min Ap6s incubagéo, foi centrifugado
por 10 min a 1920 x g. Transferiu-se a fase aquosa para outro tubo. Para a precipitacao do
DNA, utilizou-se 1:1 de isopropanol previamente gelado, centrifugando por 10 min a 16060
x g. Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de etanol 70% e foi centrifugado por
5 min a 16060 x g. Adicionou-se em 30 pL de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 e EDTA
1 mM, pH 8,0) com 20 pg/mL de RNase, que foi incubada por 1 hora a 37 °C. Apos as
amostras foram quantificadas em NanoDrop®, e em seguida, foram aplicadas em gel de
agarose 0,9 % para visualizagdo do DNA genémico.

Os ensaios de PCR foram realizados com os primers universais 27f
(5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1525r (5 -AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3’). As
amostras foram sequenciadas pela empresa ACTGene. O algoritmo BLAST foi utilizado
para busca por sequéncias homologas e, para alinhamento destas sequéncias, utilizou-se
o software BioEdit. As sequéncias editadas foram depositadas no GenBank (https://www.
ncbi.nim.nih.gov/genbank/) e os nUmeros de acesso podem ser encontrados na Tabela 1.

2.5 Desenvolvimento do Biofilme Microbiano nos Diferentes Suportes
Os seguintes suportes foram utilizados:

+  Esponja de poliuretano (cortada em cubos de 1 cmde aresta), designada por
PU;

+  Carvao ativado granular (com tamanho de gréo igual a 3,13 mm, area superfi-
cial igual a 658 m2.g™' e volume de poro igual a 0,0286 cm?.g’"), designado por
CAG+;

+  Carvao ativado granular (com tamanho de gréo igual a 1,11 mm, &rea superficial
igual a 860 m2.g"' e volume de poro igual a 0,212 cm®.g"), designado por CAG-;

Areia bruta (oriunda da ETA com o biofilme naturalmente desenvolvido na su-
perficie dos gréos), designada por AB;

Areia lavada (com o biofilme removido conforme descrito em 2.1), designada
por AL.

Apds esterilizacdo (121 °C/15 min), 1,0 g de cada suporte foi transferido para
erlenmeyers contendo 150 mL do meio de cultivo TSB. Na sequéncia, procedeu-se a
inoculagdo com 1% do in6culo previamente preparado (conforme descrito em 2.2). Os
sistemas foram dispostos em incubadora shaker a 35 °C, por 10 dias, sob 80 rpm de
agitacdo orbital. Apos, realizou-se filtracdo a vacuo, e lavagem dos sistemas biofilmes/
suportes com solucéo salina (NaCl 0,9%) para remog¢éao do meio de cultivo. O procedimento

foi realizado em triplicata.
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2.6 Avaliacao da Remocao do AAS

Os experimentos foram realizados em sistema descontinuo (sistema batch) com o
objetivo de avaliar a capacidade de remogéo do AAS através de dois processos distintos:
biodegradacéo e adsorcao.

Para analise da concentracdo do AAS (inicial e residual) empregou-se a técnica
da espectrofotometria na regido do ultravioleta. Utilizou-se um espectrofotometro UV/Vis
Perkin-Elmer, modelo LAMBDA 265 e uma cubeta de quartzo. As medidas foram realizadas
no comprimento de onda de 229 nm, previamente determinado como o comprimento de
onda de maior absorbéncia do farmaco.

O AAS utilizado foi adquirido da Sigma-Aldrich, com 99,0% de pureza. Os
ensaios foram realizados empregando agua destilada esterilizada (121 °C/15 min), que
posteriormente recebeu a adicdo do AAS na concentragdo de 50 mg.L, valor que reproduz
a concentragéo encontrada em aguas superficiais (GARZA-CAMPOS et al., 2016).

Os ensaios de biodegradagéao seguiram o seguinte protocolo: os sistemas biofilme/
suporte foram transferidos para erlenmeyers contendo 250 mL de solugéo de AAS 50 mg.L-
', sendo posteriormente dispostos em incubadora shaker a 30 °C, sob agitacdo orbital de
120 rpm. Aliquotas foram retiradas periodicamente para mensuracdo da concentragéo
residual do farmaco, até uma condi¢ao de equilibrio ser atingida em cada sistema. Para
eliminacdo da interferéncia de compostos orgénicos remanescentes do meio de cultivo
nas leituras de absorbancia, as aliquotas foram retiradas mediante filtros de membranas
(porosidade de 0,22 ym) acoplados as seringas de coleta.

Os ensaios de adsorcao seguiram protocolo similar aos ensaios de biodegradacéo,
transferindo-se 1,0 g de cada suporte (sem biofilme) para erlenmeyers contendo 250 mL de
solucdo de AAS 50mg.L".

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados expressos
representam as médias obtidas.

2.7 Caracterizacdo Morfolégica dos Micro-Organismos Desenvolvidos nos
Diferentes Substratos

O biofilme desenvolvido naturalmente na superficie da areia dos filtros e os biofilmes
crescidos laboratorialmente na superficie dos diferentes suportes foram caracterizados
morfologicamente através da microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Para tal, as
amostras foram preparadas conforme o protocolo de amostras biolégicas para MEV do
Centro de Microscopia e Microanalise (CMM) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS). As microscopias foram realizadas empregando o microscopio Jeol JSM 6060.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdao Morfo-Tintorial das Coldnias Isoladas do Biofilme
Desenvolvido Naturalmente na Areia dos Filtros Da ETA

Ap6s o plagueamento e incubacgéo, realizou-se a contagem das UFCs, sendo
encontradas 2,1x10° UFC/g. Através das caracteristicas morfolégicas e tintoriais das
colénias, foram identificados 1 isolado de fungo filamentoso e 24 isolados de bactérias,
sendo 41,66 % Gram-negativas e 58,33 % Gram-positivas.
3.2 Identificacao Molecular dos Isolados Bacterianos Encontrados no Biofilme
Desenvolvido Naturalmente na Areia dos Filtros da ETA

As andlises para identificacdo molecular dos isolados, através de sequenciamento
parcial do gene rRNA 16S, apresentaram identidade com os micro-organismos
representados na Tabela 1.

Isolado Identificagdo Identidade Cddigo de Acesso
1a Bacillus zhangzhouensis  98.80% MTS94287
1b Pseudomonas sfutzen B8.25% MT994326
2a Kerstersia gyiorum 99.59% MT980912
2b Proteus mirabilis 99,58% MT980914
2d Alcaligenes faecalis 99 86% MTE94550

3 Kerstersia gyiorum 99.73% MT994666
4a Proteus mirabilis. 99.73% MT994676
4b Bordetella sp. 99 44% MT994649
5a Bacillus safensis 99.17% MT994684

6 Bacillus safensis a7.61% MT994685

7 Bacillus pumilus 99 44% MT994710
Bb Proteus mirabilis 99.87% MT994664
9c Bacillus stratosphericus ~ 85.09% MT994697
11 Bacillus pumilus 99.30% MTS994698
12 Bacillus pumilus 98.75% MTS994791

Tabela 1 - Identificagdo molecular dos isolados bacterianos encontrados no biofilme
desenvolvido naturalmente na areia dos filtros da ETA.

Fonte: Autores (2020).
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Os micro-organismos isolados foram dos géneros Bacillus, Bordetella, Proteus,
Kerstesia, Alcaligenes e Pseudomonas. Alguns dos isolados representam a mesma
linhagem, e por isso foram omitidos na tabela.

Conforme mostra a Tabela 1, foi possivel identificar diversos isolados do género
Bacillus, sendo estes pertencentes as espécies B. zhangzhouensis, B. stratosphericus, B.
pumilus e B. safensis. Esse género € composto por micro-organismos considerados ubiquos,
podendo ser isolados de diferentes fontes (solo, agua doce, agua salgada e alimentos).
Sabe-se que algumas espécies do género Bacillus apresentam elevada capacidade de
fixacdo em superficies, em funcdo de apresentarem estruturas do tipo filamentosas, que
favorecem a adesao destes micro-organismos em suportes sélidos (HUSMARK; RONNER,
1990).

Em um estudo sobre o uso de filtros de carvao ativado granular associado a micro-
organismos, para remocao de farmacos no tratamento de agua de abastecimento foram
isolados 31 amostras de micro-organismos, sendo essas representadas em sua totalidade
por colbnias bacterianas integrantes dos filos Firmicutes e Proteobacteria (BORGES et
al., 2016). Por meio das sequéncias do gene 16S rRNA amplificadas a partir do DNA das
amostras isoladas, os autores identificaram um total de seis géneros: Bacillus, Burkholderia,
Cupriavidus, Pseudomonas, Shinella e Sphingomonas, com dominancia de bactérias do
género Bacillus (BORGES et al., 2016).

Linhagens de Bacillus pumilus, identificadas no presente estudo, também
foram isoladas de amostras de solo contaminado com petréleo bruto na india, sendo
verificada sua participacdo na biodegradacdo do pireno, um hidrocarboneto aromatico
policiclico. (KHANNA; GOYAL; KHANNA, 2011). Outra cepa bacteriana nativa, eficiente
na biodegradacdo de hidrocarbonetos é a denominada Bacillus pumilus KS2, isolada de
solo contaminado com 6leo cru coletado de campos de petroleo, e que também apresenta
atividade biossurfactante (PATOWARY et al., 2015).

Bacillus zhangzhouensis, outra espécie identificada na areia dos filtros da ETA, foi
isolado pela primeira vez a partir da 4gua de cultivo de camardo, em Zhangzhou, na China,
sendo por isto denominado Zhangzhouensis. As células sdo Gram-positivas, estritamente
aeroObicas, em forma de bastonete, apresentando 0,5-0,6 mm de largura e 1,8-2,0 mm de
comprimento, apresentando mobilidade devido a existéncia de flagelos subpolares. (LIU et
al., 2016).

Bactérias do género Bordetella, também foram identificadas na areia dos filtros da
ETA. Estas bactérias séo frequentemente encontradas no solo, agua, sedimentos e plantas
(HAMIDOU SOUMANA; LINZ; HARVILL, 2017). Nisola e colaboradores isolaram Bordetella
sp. Sulf-8 do lodo ativado aerébio de uma estagéo de tratamento de agua em Yongin, na
Coréia, e aplicaram, de forma eficaz, na remocgéo de sulfeto de hidrogénio, um gas toxico
gerado em diversos tipos de industrias (NISOLA et al., 2010). A similaridade dos locais de
isolamento sugere que estacdes de tratamento de agua representam um habitat comum
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entre as diferentes linhagens destas bactérias. De acordo com Hamidou e colaboradores,
outras linhagens de Bordetella isoladas de solo também apresentaram capacidade para
degradacédo de uma grande variedade de compostos organicos, demonstrando potencial
em processos de biodegradacao (HAMIDOU SOUMANA; LINZ; HARVILL, 2017).

Bactérias do género Proteus, identificadas na areia dos filtros, tem sua presenca
largamente documentada em solos e aguas (DRZEWIECKA, 2016). GE e colaboradores
isolaram uma linhagem da agua do mar contaminada com efluente industrial, na qual foi
avaliada sua habilidade de redug¢é@o do cromo hexavalente, em condicbes de crescimento
e ndo crescimento bacteriano. Em condi¢do de crescimento, a capacidade de reducéo foi
de 1000 mg.L", em 144 h, no meio LB. Diferentemente, em repouso, as bactérias puderam
reduzir 200 mg.L" de Cr(VI), em apenas 24 h, na presenca de tampéao Tris-HCI (GE et al.,
2013). Uma linhagem de Proteus mirabilis foi isolada de um aterro sanitério na Nigéria,
e sua capacidade de descolorir e biodegradar o corante azo azul reativo 13 foi avaliada,
sendo demonstrada sua utilidade em tratamentos de efluentes sem dano socioambiental
(OLUKANNI et al., 2010).

O género Kerstersia (homenagem a K. Kersters, um eminente microbiologista
belga), identificado na areia dos filtros da ETA, é descrito na literatura como cocos Gram-
negativos, pequenos (1-2 um de comprimento), podendo ocorrer em unidades, em pares
ou em cadeias curtas. Cepas desse género foram isoladas de varias amostras clinicas
humanas, sendo a Kerstersia gyiorum a espécie tipica (COENYE et al., 2003).

Referente as bactérias do género Pseudomonas, também identificadas na areia dos
filtros, estudos revelam sua atuagéo na degradacdo de diferentes compostos organicos.
Apresentam uma distribuicdo cosmopolita, podendo ser encontradas em aguas e solo,
possuindo uma baixa exigéncia nutricional. Somam-se a estas propriedades a capacidade
de formar biofilmes e a alta resisténcia apresentada (SANTOS; COLOMBO, 2015).

Bactérias do género Alcaligenes, identificadas na areia dos filtros da ETA, apresentam
uma ampla distribuicdo em solo e aguas. Estudo recente com a espécie Alcaligenes faecalis
(BHARALI et al., 2011) isolada de amostra de solo contaminado com petréleo demonstrou
sua habilidade em produzir biosurfactante com ampla aplicacdo biotecnolégica e industrial
para degradacéo de hidrocarbonetos.

Pode-se constatar que a maioria das bactérias identificadas, no presente estudo, é
comumente isolada de amostras de solos e aguas, muitas vezes contaminadas, também
apresentando caracteristicas de biodegradacéo de varios compostos organicos. Assim, a
atividade de biodegradacao apresentada pelo consércio microbiano isolado em relacao a
outros poluentes emergentes demonstra ser uma area de estudo bastante promissora.
Ressalta-se que a identificacdo do fungo filamentoso isolado seré realizada em trabalhos
futuros.
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3.3 Avaliacao da Remocéo do AAS

A Figura 1 exibe a curva cinética de remocao do AAS por adsor¢éo nos diferentes
suportes estudados. E possivel observar uma redugéo na concentracéo ao longo do tempo
para todos os suportes, com destaque para o desempenho apresentado pelas amostras de
carvao ativado granular. Ambas apresentaram elevada eficiéncia de remocéo, sendo que
o0 CGA- apresentou um decaimento inicial na concentracdo do AAS mais pronunciado. A
porcentagem média de remogéao, apos 24 h, para o CAG- foi de 99,21% enquanto que para
o CAG+ foi de 72,12%.

A areia lavada e a esponja de poliuretano, por outro lado, apresentaram taxas de
remoc¢ao bastante lentas, com cerca de 15,38% e 29,97%, respectivamente, ao final de 24
h.

Ao final de 7 dias, as eficiéncias de remocéo foram 98,20; 94,60; 91,63 e 86,87%
para CGA-, CGA+, AL e PU, respectivamente. A maior taxa de remog¢éo sendo alcangada
pelo CAG-. A maior capacidade de remoc¢éao exibida por este suporte pode ser explicada
em virtude de sua maior area superficial e maior volume de poro (conforme descrito em
2.5), uma vez que a capacidade adsortiva esta diretamente relacionada a area superficial
do adsorvente e ao volume de poro. Quanto maior a area superficial, maior a probabilidade
de interagdes do adsorbato com a superficie do adsorvente, enquanto que poros maiores
conseguem acomodar um maior nimero de moléculas. Outro fator a ser levado em
consideragéo é a presenca de grupos funcionais organicos (acidos ou basicos) na superficie
de adsorventes carbonaceos. Conforme relatado na literatura (ARAMPATZIDOU; VOUTSA;
DELIYANNI, 2018), as propriedades adsortivas de um material dependem tanto da estrutura
porosa quanto dos grupos quimicos presentes em sua superficie. Dessa forma, a elevada
eficiéncia na remogéao do AAS apresentada pelas duas amostras de carvéo ativado pode
ser atribuida, também, a presenca de grupos funcionais superficiais, que atuam como sitios
adsortivos.
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Figura 1 — Remocéo do AAS por adsor¢éo empregando diferentes suportes com biofilme
microbiano.

Fonte: Autores (2020).

A Figura 2 exibe a curva cinética de remocao do AAS por biodegradacéo para os
diferentes sistemas estudados. E possivel observar uma redugdo na concentracdo do
farmaco ao longo do tempo para os sistemas constituidos pelos suportes AB, AL, PU e
CGA+, com destaque para o desempenho apresentado pelos sistemas biofilme natural/AB e
biofilme cultivado/AL. O sistema biofilme natural/AB (constituido pelo biofilme naturalmente
desenvolvido nos filtros da ETA) apresentou remocao de 57,20%, enquanto que o sistema
biofilme cultivado/AL (constituido pelo biofilme desenvolvido laboratorialmente a partir da
suspensdo microbiana oriunda dos filtros da ETA) apresentou remocao de 46,88%, apos
24 h.

Pode-se observar também que os sistemas biofilme cultivado/PU e biofilme cultivado/
CGA+ apresentaram taxas de remog¢ao comparativamente mais lentas, com eficiéncias,
apos 24 h, na ordem de 31,18% e 25,42%, respectivamente.

O sistema biofilme cultivado/CGA-, por outro lado, ndo conseguiu biodegradar o
farmaco. Tal fato pode estar relacionado a prépria estrutura do suporte (que apresenta
elevada area superficial e porosidade), que favorece o acumulo de compostos organicos
e a formacdo de biofilme microbiano. O aumento da espessura do biofilme conduz a
colmatacéo, limitando a difusdo de nutrientes e de oxigénio a comunidade microbiana,
acarretando a morte celular (LAZAROVA; MANEM, 1995). Sabe-se que a atividade de um
biofilme se intensifica com sua espessura, até um nivel critico, geralmente situado entre 50
e 500 um, a partir do qual sua atividade decai. Por outro lado, um biofilme muito fino ndo é
capaz de biodegradar compostos organicos (BRANDA et al. 2005).

Ao final de 7 dias, as eficiéncias de remoc¢éo foram 93,79; 90,16; 86,11; 73,33 e
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0% para AB, AL, PU, CGA+ e CGA-, respectivamente. A maior taxa de remocao sendo
alcancada pelo sistema constituido pelo biofilme natural/AB.

Comparando os dois processos de remogcdo do AAS, pode-se perceber que a
adsorcédo é o que apresenta maior eficiéncia em um menor intervalo de tempo quando
carvao ativado de elevada éarea superficial e porosidade é empregado como suporte.
Apesar de ser menos eficiente, a biodegradagéo apresenta a grande vantagem de atuar na
decomposicao/metabolizacdo da molécula conduzindo a sua mineralizagéao.

Por outro lado, quando um biofilme microbiano é desenvolvido sobre uma superficie
sélida, suportes com elevada area superficial e porosidade podem sofrer acolmatacgéo,
sendo preferivel, neste caso, suportes mais rugosos e de menor area superficial e
porosidade. Tanto para a adsor¢do quanto para a biodegradacédo, a natureza do suporte
exerce grande influéncia no mecanismo seguido e na eficiéncia do processo.

O processo de remoga@o de um composto orgéanico passa por uma transicao entre
a adsorcdo e a biodegradacéo, iniciando pela adsor¢céo, seguindo-se pela combinacéo
dos dois processos e finalizando com a predominancia da biodegradacdo (WESPHALEN;
CORCAO; BENETTI, 2016). A fase inicial do crescimento microbiano (fase /ag) pode ser
atribuida ao tempo requerido para a adaptacdo da comunidade microbiana ao suporte.

Apesar do grande numero de pesquisas na area, sdo necessarios mais estudos
referentes a composicdo e a atividade de biofilmes microbianos desenvolvidos sobre
diferentes suportes para um conhecimento mais profundo do processo de biodegradacéo,
e para o desenvolvimento da tecnologia da biofiltragédo, visando sua aplicagdo em estagbes
de tratamento de agua.
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Figura 2 — Remocéo do AAS por biodegradagéo empregando diferentes suportes com biofilme

microbiano.

Fonte: Autores (2020).
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3.4 Caracterizacao Morfoldgica dos Micro-Organismos

AFigura 3 apresenta as imagens de microscopia eletronica de varredura obtidas para
os diferentes sistemas estudados. As imagens revelam para todos os sistemas estudados
a existéncia de um arranjo complexo composto por diversos morfotipos microbianos, com
a fixagcdo dos mesmos se dando preferencialmente nas irregularidades superficiais, poros
e rugosidades.

c)
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e)

Figura 3 — Imagens de microscopias eletronicas de varredura obtidas para os diferentes
sistemas estudados. Biofilme desenvolvido naturalmente na areia dos filtros (a) e biofilmes
desenvolvidos laboratorialmente na: areia lavada (b); esponja de poliuretano (c); carvao ativado
granular de maior area superficial e porosidade (d) e carvao ativado granular de menor area
superficial e porosidade (e).

Fonte: Autores (2020).

41 CONCLUSOES

A remocéo do &cido acetisalicilico empregando biofilme microbiano, desenvolvido
naturalmente na areia dos filtros de uma estagéo de tratamento de agua, a influéncia da
natureza do suporte e a identificacéo da diversidade microbiana do biofilme foram avaliados
neste estudo.

Apartir das caracteristicas morfo-tintoriais das colénias, identificou-se predominancia
de bactérias no consorcio microbiano, com 1 isolado de fungo filamentoso e 24 isolados
de bactérias: 41,66 % Gram-negativas e 58,33 % Gram-positivas. A analise molecular,
realizada através de sequenciamento parcial do gene de rRNA 168S, identificou 15 isolados,
estes pertencendo aos géneros Bordetella, Pseudomonas, Bacillus, Kerstersia, Proteus e
Alcaligenes.

A microscopia eletrénica de varredura revelou, para todos os sistemas, a existéncia

de um arranjo complexo composto por diversos morfotipos microbianos, sendo visualizadas
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varias bactérias com formatos bacilares, condizente com o encontrado na identificacao
molecular das espécies bacterianas.

Os ensaios de remocao mostraram que o AAS é predominantemente removido por
adsor¢éo quando carvao ativado granular € empregado como suporte e por biodegradacéo
quando areia é empregada, ambos apresentando uma eficiéncia de remocgao superior a
90%. O carvao ativado com biofilme ndo apresentou remogéo do farmaco. Provavelmente,
este comportamento se deve a saturagdo de seus poros, tanto pelas moléculas do farmaco
(retidas por adsorcé@o) quanto pelo préprio biofilme desenvolvido. Tal fato evidencia a
importancia das caracteristicas fisicas do suporte (como area superficial, rugosidade e
porosidade) sobre os processos de adsorcao/biodegradacéo.

Poucos trabalhos sobre a diversidade microbiana em biofilmes associados a filtros de
ETAs séo relatados na literatura. A identificagcdo da composi¢ao da comunidade microbiana
pode contribuir para o desenvolvimento da tecnologia de biofiliracdo, e sua aplicacdo na
remoc¢ao de fadrmacos em estagdes de tratamento.

Dessa forma, conclui-se que a natureza do suporte € um importante parametro
no processo de remogao e que biofilmes microbianos podem constituir uma excelente
alternativa para tratamento de aguas, contribuindo na redugéo dos custos nas ETAs e no

prolongamento da vida Gtil dos filtros
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RESUMO: A tuberculose ¢é uma doencga
infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium
tuberculosiscaracterizadapelaformadebastonete
delgado. Possui a capacidade de ser transmitida
por via aérea e por ser um microrganismo
aerobico estrito, costuma manifestar-se nos
pulmdes (tuberculose pulmonar) ou ainda em
outros o6rgdos (tuberculose extrapulmonar). O
objetivo da pesquisa foi realizar um levantamento
dos casos de Tuberculose na cidade de Sobral-
CE nos anos de 2012 a 2016, fazendo um
comparativo com 0s casos ocorridos no estado
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do Ceara. A coleta de parte dos dados ocorreu
em setembro de 2017 no Centro Epidemiol6gico
de Sobral, buscando dados que registrassem
a situacdo epidemiologica da Tuberculose no
municipio de Sobral no periodo de 2012 a 2016.
A outra parte dos dados foi coletada do Boletim
Epidemiolégico de Tuberculose do Estado do
Ceara publicado em abril de 2017. Entre os
anos de 2012 e 2016 notificou-se 866 casos na
categoria de tipos de entradas, sendo o ano de
2012 o de maior registro (189 casos). Nos anos
de 2013 e 2014 em relagé@o ao ano de 2012 e no
ano de 2016 em relacao ao ano de 2015 ocorreu
um declinio de casos novos de tuberculose.
Entre os anos de 2012 e 2016 notificou-se 829
casos na categoria de situacéo de encerramento,
sendo os anos de 2012 e 2015 com 0 mesmo
nimero de registros (185 casos). Observou-
se, ainda, que em todos os anos prevaleceram
largamente os numeros de casos que atingiram
a cura. O estudo possibilitou conhecer, portanto,
o perfil da tuberculose no municipio de Sobral —
CE nos anos de 2012 a 2016, onde foi possivel
analisar a distribuicdo dos casos, identificando
os tipos de entrada no SINAN e a situacéo de
encerramento dos casos.
PALAVRAS - CHAVE:
tuberculosis; tuberculose;
microbiolégicos.

Mycobacterium
aspectos
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TUBERCULOSIS: ASPECTS OF THE INFECTION CAUSED BY
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS IN THE POPULATION OF SOBRAL, IN
THE STATE OF CEARA IN THE PERIOD OF 2012-2016

ABSTRACT: Tuberculosis is an infectious disease caused by the bacterium Mycobacterium
tuberculosis characterized by the shape of a thin rod. It has the ability to be transmitted by
air and because it is a strict aerobic microorganism, it usually manifests itself in the lungs
(pulmonary tuberculosis) or even in other organs (extrapulmonary tuberculosis). The objective
of the research was to carry out a survey of the cases of Tuberculosis in the city of Sobral-CE
in the years 2012 to 2016, making a comparison with the cases that occurred in the state of
Ceara. The collection of part of the data took place in September 2017 at the Epidemiological
Center of Sobral, looking for data that registered the epidemiological situation of Tuberculosis
in the municipality of Sobral from 2012 to 2016. The other part of the data was collected
from the Epidemiological Bulletin of Tuberculosis State of Ceara published in April 2017.
Between 2012 and 2016, 866 cases were reported in the entry type category, with 2012
having the highest record (189 cases). In the years 2013 and 2014 in relation to the year
2012 and in the year 2016 in relation to the year 2015 there was a decline in new cases of
tuberculosis. Between the years 2012 and 2016, 829 cases were reported in the category
of closure situation, with the years 2012 and 2015 having the same number of records (185
cases). It was also observed that in all years the numbers of cases that reached the cure
largely prevailed. The study made it possible, therefore, to know the tuberculosis profile in
the municipality of Sobral - CE in the years 2012 to 2016, where it was possible to analyze
the distribution of cases, identifying the types of entry into SINAN and the situation of closing
cases.

KEYWORDS: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; microbiological aspects.

11 INTRODUGAO

A Tuberculose é uma doenca infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium
tuberculosis ou Bacilo de Koch, um bastonete delgado (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
Os bastonetes crescem lentamente (18 horas de tempo médio entre cada geracéo) pois
0 seu metabolismo é voltado especialmente para a construgdo da capsula que o protege
de agentes quimicos, diferentemente da maioria das bactérias. Na superficie de um
meio liquido seu crescimento parece ter a forma de um bolor, 0 que sugeriu o0 nome do
género Mycobacterium (myco=fungo), género esse que é constituido por bacilos retos ou
ligeiramente curvos com dimensdes que variam entre 0,2 e 0,6 por 1 e 10 {4, imbveis e ndo
formadores de esporos (MELO et al., 2015).

No ano de 2015, em todo o mundo, ocorreram cerca de 10,4 milhdes de novos casos
de Tuberculose. Desses, 1,4 milhdes de pessoas foram a 6bito e atualmente é a doenca
infecciosa que mais mata no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Segundo Melo et al. (2015), M. tuberculosis ndo se apresenta de maneira livre na
natureza, dependendo do parasitismo, sua transmissao ocorre principalmente por via aérea,
facilitada pela aglomeracdo humana. Por ser aerdbico obrigatorio, infecta principalmente
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os pulmdes (tuberculose pulmonar) pelo fato de a presenga do oxigénio favorecer a sua
multiplicagé@o e a ligagéo do 6rgdo com o meio externo favorecer a transmissdo, porém
podendo se alastrar para além dos pulmbées em areas como: 0Ss0S, meninges, rins e
linfécitos (tuberculose extrapulmonar).

21 OBJETIVO

Realizar um levantamento dos casos de Tuberculose na cidade de Sobral-CE nos
anos de 2012 a 2016, fazendo um comparativo com os casos ocorridos no estado do Ceara.

31 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo, documental com abordagem quantitativa realizado
no municipio de Sobral — CE. A coleta dos dados ocorreu no més de setembro do ano de
2017 no Centro Epidemioldgico de Sobral, buscando dados que registrasse a situacéo
epidemiologica da Tuberculose no municipio de Sobral no periodo de 2012 a 2016.

As variaveis abordadas na coleta de dados em Sobral foram separadas em duas
categorias: tipo de entrada e situacdo de encerramento. A primeira categoria teve as
seguintes variaveis: Casos novos, recidiva, reingresso apos abandono e pés Obito, ja a
segunda categoria teve as seguintes variaveis: Cura, abandono, 6bito por tuberculose,
Obito por outras causas, mudanca de diagnéstico. A outra parte dos dados foram coletados
do Boletim Epidemiologico de Tuberculose do Estado do Ceara publicado no més de abril
de 2017. As variaveis estudadas a partir do Boletim Epidemioldgico de Tuberculose do
Estado do Ceara foram: Casos novos, cura, abandono.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os anos de 2012 e 2016 foram notificados 866 casos na categoria de tipos de
entradas (Grafico 1), em que foram encontradas da seguinte forma: no ano de 2012 foram
notificados ao total 189 casos de tipo de entrada, sendo que 158 (83,60%) casos novos,
19 (10,05%) casos de reincidéncia, 12 (6,35%) casos de reingresso ap6s abandono, e
0 (0%) casos de pds-6bito. No ano de 2013 foram notificados ao total 164 casos de tipo
de entrada, sendo que 139 (84,76%) casos novos, 14 (8,54%) casos de reincidéncia, 11
(6,70%) casos de reingresso apds abandono e 0 (0%) casos de pds-6bito. No ano de 2014
foram notificados ao total 168 casos de tipo de entrada, sendo que 134 (79,76%) foram
casos novos, 11 (6,55%) casos de reincidéncia, 23 (13,69%) casos de reingresso apos
abandono e 0 (0%) casos de p6s-0bito. No ano de 2015 foram notificados ao total 183 casos
de tipo de entrada, sendo que 162 (88,52%) foram de casos novos, 12 (6,56%) casos de
reincidéncia, 9 (4,92%) reingressos apds abandono e 0 (0%) de pds 6bito. No ano de 2016
foram notificados 162 casos de tipo de entrada, sendo que 140 (86,42%) foram de casos
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novos, 14 (8,64%) casos de reincidéncia, 7 (4,32%) casos de reingresso apds abandono
e 1 (0,62%) p6s-6bito. Nos anos de 2013 e 2014 em relagdo ao ano de 2012 e no ano
de 2016 em relagdo ao ano de 2015 ocorreu um declinio de casos novos de tuberculose,
porém cabe uma reflexdo no sentido de buscar entender se o declinio de novos casos se
deu em decorréncia da diminuicao dos casos em si ou se deu em decorréncia da deficiéncia
do sistema publico de saude no aspecto de busca de novos casos e consequentemente um
diagnostico precoce. Em relagdo aos casos de reincidéncia percebe-se que comparando
ao numero total de entradas ele se manteve com pouca variagdo, porém junto com as
entradas de reingresso apds abandono se torna algo preocupante pois gera um estado
de alerta com relacdo ao tratamento, pois o paciente pode vir a criar um tipo de infec¢éo
resistente e agravar o seu quadro, bem como também transmitir essa resisténcia. Um fato
interessante que cabe ressaltar nessa pesquisa é que dentre essa série historica de 5 anos
€ que s6 ocorreu um caso de entrada de po6s-6bito, que é o caso que o paciente falece
antes mesmo de receber o resultado da confirmagéo da doenca.

Tipos de entrada segundo ano de diagnostico
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Grafico 1 — Tipos de entrada segundo ano de diagnostico
Fonte: SINAN

Entre os anos de 2012 e 2016 foram notificados 829 casos na categoria de situacao
de encerramento (Grafico 2), em que foram encontradas da seguinte forma: no ano de 2012
foram notificados ao total 185 casos de encerramento, sendo que 155 (83,78%) foram de
cura, 16 (8,65%) abandonos, 9 (4,86%) 6bitos por tuberculose, 4 (2,16%) 6bitos por outras
causas e 1 (0,54%) mudanca de diagnostico. No ano de 2013 foram notificados ao total 155
casos, sendo que 115 (74,19%) foram de cura, 25 (16,13%) abandonos, 5 (3,23%) 6bitos
por tuberculose, 8 (5,16%) 6bitos por outras causas, 2 (1,29%) mudangas de diagnosticos.
No ano de 2014 foram notificados ao total 161 casos, sendo que 128 (79,50%) casos
foram por cura, 22 (13,66%) abandonos, 6 (3,73%) 6bitos por tuberculose, 5 (3,11%) 6bitos
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por outras causas, 0 (0%) mudancgas de diagnosticos. No ano de 2015 foram notificados
ao total 185 casos, sendo que 152 (82,16%) foram de cura, 15 (8,11%) abandonos, 7
(3,78%) Obitos por tuberculose, 6 (3,24%) 6bitos por outras causas e 5 (2,70%) mudancas
de diagndsticos. No ano de 2016 foram notificados ao total 143 casos, sendo que 121
(84,62%) foram de cura, 11 (7,69%) abandonos, 5 (3,5%) ébitos por tuberculose, 5 (3,5%)
Obitos por outras causas e 1 (0,70%) mudanca de diagndstico.

Situacdo de encerramento segundo ano de diagndstico
Total
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Grafico 2 — Situagéo de encerramento segundo ano de diagnostico
Fonte: SINAN

Em relagdo aos casos de encerramento da Tuberculose, observou-se que em todos
0s anos prevaleceram largamente os nUmeros de casos que atingiram a cura, demonstrando
que os pacientes estdo tendo um correto acompanhamento por parte dos profissionais
de salde. Os casos de abandono também aparecem de forma consideravel, registrando
8,65% como média dos abandonos em relacdo ao total de casos de encerramento, o que
causa uma certa preocupacao, pois implica na persisténcia da fonte de infec¢éo, aléem de
facilitar o desenvolvimento de cepas resistentes. Observou-se também que a porcentagem
de curas mediante a casos novos, chegou a ser em 2015 de 93,83% (152/162), em
contrapartida o Ceara nesse mesmo periodo registrou 59,93% (2089/3486), o que significa
que Sobral esteve bem a frente nesse periodo.

Em relacdo a porcentagem de abandonos mediante a casos novos, Sobral, no
periodo de 2012 a 2016 ficou bem acima (12,14% média de 2011 a 2016) do que a média
estipulada pelo Ministério da Saude que seria de 5% ao ano, porém a série historia
demonstrou que os casos de abandono/casos novos vem diminuindo ao longo dos anos,
2012 (10,13%, 2013 (17,99%), 2014 (16,42), 2015 (9,26%), 2016 (7,86%), nota-se que o
ano de 2013 foi um ano atipico pelo fato de a quantidade de abandonos ter se acentuado
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bastante em relacdo ao niumero de curas e isso pode ter ocorrido por diversos fatores, alguns
autores associam o abandono a melhora clinica nos primeiros meses ap6s o tratamento,
0 que induz ao paciente a se autodeterminar curado, levando muitas vezes a abandonar
o tratamento (VIEIRA; RIBEIRO, 2008). Outros autores citam aspectos sociais, culturais e
por muitas vezes sao bastantes complexos e diversos, nesse contexto, o dialogo e o foco
na relagéo profissional-paciente podem se apresentar como recursos transformativos das
praticas de cuidado e autocuidado, possibilitando a construgdo de agbes numa perspectiva
mais integral e corresponsavel (CAMARGO-BORGES; JAPUR, 2008).

51 CONCLUSAO

O estudo possibilitou conhecer o perfil da tuberculose no municipio de Sobral — CE
nos anos de 2012 a 2016, onde foi possivel analisar a distribuicdo dos casos, identificando
os tipos de entrada no SINAN e a situacdo de encerramento dos casos. Em relacdo aos
tipos de entrada, observou-se a predominancia de casos novos e percebeu-se que 0s
profissionais de saude estdo atuando de forma satisfatéria no que diz respeito a busca
ativa dos sintomaticos respiratérios. Notou-se também que o percentual de abandonos em
Sobral esta bem acima do que o estipulado pelo Ministério da Saude, que é de 5%, o que
gera uma grande preocupagao pois o abandono ao tratamento pode gerar uma resisténcia
ao medicamento tomado e, por consequéncia, a transmissao dessa resisténcia por meio do
ar. Um outro ponto importante que vale ressaltar é que quanto menor a taxa de abandono
maior a taxa de cura. Por fim, acredita-se que a detec¢éo precoce do problema, bem como
a aplicacao do tratamento adequado, seria a estratégia mais eficaz para o controle da
doenca.
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