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RESUMO

Organismos aquaticos sdo reconhecido como potenciais reservatorios de produtos naturais biativos. Neste contexto, cianobactérias tem sur-
gido como uma fonte promissora destes compostos. O objetivo deste trabalho foi estudar caracteristicas biologicas e potencial biotecnologi-
co de metabdlitos secunddrios de cianobactérias isoladas em ambientes hidricos da regido oeste catarinense. As amostras foram coletadas em
ambientes naturais, em zona urbana e zona rural. Os cultivos foram feitos em meio BG-11 e os testes de atividade antimicrobiana realizados
pelo de teste de capacidade antimicrobiana por disco difusdo. O ensaio foi realizado em Placa com Agar Mueller testando os isolados de ci-
anobactérias frente a 5 micro-organismos (Bacillus cereus, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida al-
bicans). Resultados de halos de inibi¢ao, variando de 7 a 14 mm foram obtidos para Staphylococcus aureus, indicando o potencial bioativo.
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ABSTRACT

Aquatic organisms are recognized as potential reservoirs of natural biative products. In this context, cyanobacteria have emerged as a promising
source of these compounds. The objective of this work was to study biological characteristics and biotechnological potential of secondary metabo-
lites of cyanobacteria isolated in water environments of the western region of Santa Catarina. Samples were collected in natural environments, in
urban and rural areas. The cultures were made in BG-11 medium and the antimicrobial activity tests performed by the antimicrobial capacity test
by disk diffusion. The assay was performed on Mueller Agar Plate by testing the cyanobacterial isolates against 5 microorganisms (Bacillus cereus,
Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans). Inhibition halos results, ranging from 7 to 14 mm were
obtained for Staphylococcus aureus, indicating the bioactive potential.
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INTRODUCAO

Apesar de serem considerados organis-
mos tipicos de aguas eutroficas, e de ocorrerem
especialmente em dguas de temperatura el-
evada, as cianobactérias podem ser encontrados
em praticamente todos os ecossistemas aquati-
cos, desde nascentes termais com pH <5

(BROCK, 1973; SHAPIRO, 1984), lagos, la-
goas, estuarios, oceanos, vivendo também no
solo em simbiose com plantas ou com fungos
(PAERL, 1991).

Na busca de novos empreendimentos
econdmicos, os reservatorios artificiais de gera-
¢ao de eletricidade t€m sido construidos na re-
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gido do alto rio Uruguai, causando decréscimo
na qualidade da dgua da regiao (TERNUS et al.,
2011). Este fator, associado ao enriquecimento
dos corpos d’aguas com nutrientes provenientes
de esgotos urbanos, efluentes provenientes de
atividades agropastoris e industriais, com altas
cargas de nitrogénio e fosforo (WHO, 2002),
apresentam condigdes favoraveis para a ocor-
réncia de floragdes de cianobactérias (OLIVEI-
RA et al., 2010).

O aumento na frequéncia das floragdes
de tem produzido efeitos negativos na atividade
pesqueira, na economia ¢ na saude humana.
Sabe-se que cianobactérias, incluindo espécies
dos géneros Dolichospermum, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis,
Nostoc e Planktothrix sao capazes de produzir
cianotoxinas, produtos naturais toxicos de sin-
tese geneticamente determinada e cujas fungdes
ecologicas ndo estdo completamente elucidadas
(KAEBERNICK; NEILAN, 2001; CALIJURI
et al., 2006; APELDOORN et al., 2007; MOLI-
CA, AZEVEDQO, 2009; SMITH; SCHINDLER,
2009).

As cianotoxinas sdo classificadas em
hepatotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas,
em funcdo da sua agdo farmacologica (CALI-
JURI et al., 2006). Nos humanos, as hepatotoxi-
nas podem provocar danos ao figado, além de di-
arreias e colicas (UENO et al. 1996; FLEMING
et al. 2002). Ja as neurotoxinas podem provocar
tontura, adormecimento da boca e extremidades
do corpo, fraqueza muscular, ndusea, vomitos
e taquicardia (APELDOORN et al., 2007). As
dermatotoxinas, em contato com a pele ¢ mu-
cosas, causam irritagdo, podendo levar ao surgi-
mento de sintomas como vermelhiddo e lesdes
na pele, irritagao nos olhos, conjuntivite e ob-
strucao nasal (CALIJURI et al., 2006).

No entanto, estes compostos tem demon-
strado um papel muito importante na busca por
potenciais candidatos a farmacos (FRANCIS et
al , 1999; TREVISAN et al., 2003). Algumas
cepas também tem sido utilizadas para fins bio-
tecnologicos, como eficientes biossorventes de
cadmio (FERRARI et al, 2004).

AS&T Volume 5, Number 2, Dec 2017

Embora muitos dos trabalhos de ciano-
bactérias se foquem apenas nos aspectos dos
impactos negativos destes organismos nos ecos-
sistemas (SAMPAIO et al., 2011), tém aumen-
tado o niamero de trabalhos que mostram que as
cianobactérias sao capazes de produzir comp-
ostos com uma atividade biologica de interesse,
sendo organismos importantes na producao de
oxigénio, extremamente utilizadas em estudos
de fisiologia (ROENNEBERG; CARPENTER,
1993), de biologia molecular (UENO et al,
1993; MULLIGAN et al, 1994; SUGITA; SU-
GIURA, 1994) e de pesquisa de novos farmacos
(RAO, 1994; MOLINA-GRIMA et al., 2002;
PATEL et al.; 2005; ZEPKA et al., 2008).

O interesse por micro-organismos
produtores de polissacarideos de alto peso mo-
lecular tem aumentado nos ultimos anos, desde
que esses biopolimeros comecaram a apresen-
tar vantagens superiores aos polissacarideos em
uso (DE PHILIPPIS et al., 1998).

Os polimeros mais estudados nos ulti-
mos anos tém sido os de origem microbiana,
devido a algumas vantagens de sua obtengao em
relagdo as outras gomas, tais como: producao
independente de condig¢des climaticas, possi-
bilidade de utilizacdo de matérias-primas re-
gionais, maior rapidez na obtencao do produto
acabado e necessidade de espaco relativamente
pequeno, apresentam maior uniformidade em
suas propriedades fisico-quimicas devido a es-
pecificidade do micro-organismo utilizado e a
possibilidade de um rigido controle dos para-
metros de cultivo, como pH, temperatura, taxa
de aeracdo, velocidade de agitagcdo, tempo e
composi¢ao do meio de cultura (FARIA, 2002).

A aplicagdo industrial dos biopolimeros,
de modo geral, estd concentrada nos polis-
sacarideos extracelulares por apresentarem um
processo de extracdo e purificagdo mais sim-
ples, além de possibilitar uma produtividade
mais elevada (SANDFORD, 1979).

As cianobactérias s3o consideradas
como um dos grupos de organismos mais prom-
issores para o isolamento de novos produtos
produtos naturais bioquimicamente ativos, com
potencial de aplicagao biotecnologica (BURJA
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et al.,, 2001; GERWICK et al. 1994; WRASI-
DLO et al. 2008; VILLA et al. 2010). Recente-
mente, cerca de 600 metabdlitos secundarios
de cianobactérias foram descritos, muitos com
inibicao sobre varias proteinas, constituem uma
fonte de produtos com potencial bioldgico an-
tibacteriano, antiviral, fungicida, de inibicao
de enzimas, com atividade imunossupressora,
efeitos citotoxicos e algicida ainda desconheci-
do (MUNDT et al., 2001; DOUMIT; PINOTTI,
2004; WELKER; DOHREN, 2006; SANCHEZ
etal., 2006; SAMPAIO et al., 2011) em diferen-
tes taxa.

Neste sentido, este trabalho propde-se
a estudar caracteristicas bioldgicas e potencial
biotecnoldgico de metabolitos secundarios de
cianobactérias isoladas em ambientes hidricos
da regido oeste catarinense.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

As amostras de dgua foram coletadas
da camada superficial, em duas datas distintas,
sendo uma referente aos meses de inverno
e outra aos meses de primavera, em coOrpos
d’agua da regido da Bacia do Lajeado Sao José
(27.086 59° W 052.617 32°- Al e 27.058 02°
W 052.661 57° S — A2). As amostras foram
coletadas, acondicionadas e encaminhadas ao
laboratorio de Microbiologia da Universidade
Comunitaria da Regido de Chapeco, onde pos-
teriormente foram analisadas. Ainda nos locais
de amostragem, foram mensuradas as variaveis
temperatura, concentragdo de oxigénio, pH,
condutividade, e todos foram mensurados com
por meio de equipamento de campo.

Cultivo, isolamento e identificacao

As amostras foram homogeneizadas
ao chegar ao laboratério divididas em trés ali-
quotas de 1 ml e adicionadas a 9 ml de meio
liquido BG-11 (ALLEN, 1968). Os tubos foram
mantidos por 15 dias a 28 +2 o C, sob ilumina-
cao fluorescente constante em estufa tipo DBO.
ApOs esse periodo, amostras com maior densi-
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dade de colonia foram transferidas para placas
contendo o meio BG-11 so6lido e incubadas a 25
+ 2 oC durante 10 dias.

A identificacdo foi realizada através de
microscopia oOptica, utilizando como referéncia
a chave de identificacao (BICUDO ¢ MENE-
ZES, 2006) até o menor nivel taxondmico pos-
sivel. Foram observadas 15 laminas contendo 2
gotas de amostra bruta, (RODRIGUES, 2008).

Atividade antimicrobiana

Apos o pré cultivo de cianobactérias co-
letadas, o método de teste de capacidade antimi-
crobiana por disco difusao adaptado da Norma
M2-A8 (ANVISA, 2003) foi utilizado. O ensaio
foi realizado em Placa com Agar Mueller Hin-
ton, com no maximo 5 pogos em placa de 90
mm onde 100 pL de meio BG 11 com inoculo
foram depositados. As colonias entdo serao se-
meadas com al¢a de semeadura de cobre sobre
0 meio ja contendo 0 micro organismo teste.
Foram testados 5 micro-organismos por amostra
(Bacillus cereus, Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Can-
dida albicans). Os halos de inibicdo formados
forma medidos depois de 18 h de incubagdo a
36 = 1 oC e o resultados expresso em mm de
diametro. Todos os testes foram feitos em tripli-
cata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As coletas em meio rural e urbano feitas
durante o ano de 2016 demostraram padrdes de
auséncia de floracdo clorofilada em detrimento
de floragdo superficial com caracteristica es-
pectral, ou seja, a formacdo de mucilagem in-
color na superficie aquatica. Porém, quando as
amostras foram inoculadas em meio nutritivo
BG-11 formaram colonias visiveis a olho nu,
com estruturas caracteristicas de cianobactérias.

A amostra 1 foi coletada em ambiente
urbano e amostra 2 na zona rural. A quantidade
de taxons e diversidade observada nas amostras
foi baixa, variando de dois a trés, sendo que a
amostra 1 apresentou exemplares de Geitlerine-
ma sp. € Calothrix sp., ambos filamentosos.



34

Ja a amostra 2 demonstrou a presenga
de trés taxons, um deles comum a ambas as
amostras Geitlerinema sp. assim como a Ordem
Oscillatoreales e Microcystis sp., esse ultimo
sendo alvo de diversas pesquisas ao longos dos
ultimos anos e reconhecidamente potente como
algicida, bactericida e tendo efeitos citotdoxicos
significativos (SHAMSOLLAHI et al, 2014).
Com relagdo as variaveis fisico-quimicas, o pH
(Tabela 1) de ambas amostras apresentou va-
lores abaixo do estabelecido como ideal para
ciclagem de nutrientes e desenvolvimento de
micro-organismos como cianobactérias. E es-
perado, considerado que os corpos hidricos es-
tudados sdo Iénticos, que foram impactados
com algum tipo de atividade antropica, so-
freram lixiviacao e por consequéncia, enriquec-
imento nutritivo e queda no oxigénio dissolvido
(OD) disponivel.

Tabela 1. Varidveis quimicas e ambientais me-
didas em campo para Amostra 1 (A1) e Amostra
2 (A2).

Altinade B5Tm G30m
Temperatra Amnbiente L L
Temperanra dadgua 17:C 1855C
pH 697 691

Aresolugaon® 357 do CONAMA, de 17
de margo de 2005 recomenda niveis maximos
de fosfato total de 0,020 mg/L e nitrogénio (ni-
trato) 10,0 mg/L para aguas doce de classe 1 e 2.
A concentracao de fosfato em ambas amostras
sao quase 100 vezes maior que o recomendando
(Figura 1).

Esse tipo de enriquecimento pode estar
relacionado a eventos de a lixiviagdo por meio
de chuvas ou escoamento superficial e putrefa-
¢do de matéria organica, ja que a vegetacao do
entorno do ambiente urbano € rica em gramineas
com cobertura parcial do solo por plantas herba-
ceas, logo o corpo de dgua esta mais exposto a
nutrientes ao transporte ¢ deposi¢ao de fosforo,
assim como nitrogénio (Figura 2).
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No ambiente rural o corpo de dgua esta
protegido por vegetacao rica em herbaceas e ar-
boreas, mesmo que a altitude influencie na in-
clinagdo e por consequéncia na possibilidade de
maior entrada de nutrientes de fonte aloctone a
cobertura do solo ¢ maior e mais rica em herba-
ceas e arboreas, portanto a possibilidade de eu-
trofizagao por lixiviagdo ¢ menor. Mesmo assim,
o nivel de nitrogénio no ambiente rural ¢ maior
(Figura 3), considerando que esse ambiente esta
em meio a uma variada esfera de propriedades
vizinhas que praticam agricultura intensiva de
varios géneros, que também ¢ comum na pro-
priedade. Devido a aplicagdo de fertilizantes e
pesticidas regularmente nas culturas do entorno
do copo de aguas amostrado, que pode facil-
mente ser lixiviado, ao longo do tempo com o
regime de chuvas e também irrigagdo utilizada
para hortaligas.

Figura 1.Concentragao de fosforo total nas
amostras coletadas em ambiente urbano (Al) e
rural (A2).

Cuarads o P s mod

al L

Figura 2. Concentracdo de nitrogénio nas
amostras coletadas em ambiente urbano (Al) e
rural (A2).
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A partir dos ensaios de difusdo realiza-
dos para inibir o crescimento de micro-organis-
mos (Bacillus cereus, Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Can-
dida albicans), foi possivel verificar a formacgao
de halo significativo apenas no meio de cultura
com inoculo de Staphylococcus aureus, apre-
sentando halo de inibi¢dao entre 7mm a 14mm.

Silva et al. (2010), em pesquisa com ci-
anobactéria Chlorogloea CENA152, obtiveram
resultados eficientes com atividade antimicro-
biana nos extratos de solvente organico de ac-
etato de etila e etanol. Dentre as bactérias sub-
metidas aos ensaios, as que apresentaram halo
de inibicao entre 7 a 9 mm de diametro foram
S.indica, X.perlagoni, B. cereus, E.coli, P. aeru-
ginosa, M. luteus e S. pasteuri para o solvente
acetato de etila. J4 para o etanol sua eficiéncia
foi menor apresentando inibi¢ao do crescimento
das bactérias Salmonella thyphimurium, E. fae-
calis, E. coli e S.aureus com halos de inibi¢ao
entre 5,5 mm a 9 mm.

Apesar dos resultados satisfatorios
com relagdo a bactéria Staphylococcus aureus,
mais ensaios se fazem necessarios para verifi-
car a atividade antimicrobiana de metabolitos
secundarios de cianobactérias. Pesquisas como
esta contribuem com o aumento de informacgdes
e abrem caminho para o desenvolvimento de
antimicrobianos ¢ complexos enzimaticos de
interesse biotecnolégico.

CONCLUSAO

- A sazonalidade ¢ condi¢des troficas
do ambiente aquatico ¢ fator determinante para
crescimento ou ndo de grupos de cianobacté-
rias;

- Os ambientes pesquisados apresenta-
ram baixa diversidade de cianobactérias.

- O meio de cultura ASM -1 mostrou-se
pouco eficaz no crescimento de
cianobactérias.

- Cianobactérias isoladas de ambientes
hidricos da regiao possuem potencial antimicro-
biano. Estudos ainda devem ser concluidos para
confirmacdo da atividade antimicrobiana das
substancias puras.
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