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Bioprospeccao de Microorganismos de Interesse Biotecnoldgico
Isolados em Ecossistema de Manguezal

Bioprospecting of Microorganisms with Biotechnological Interest Isolated in
Mangrove Ecosystem

Léo Ruben Lopes Dias'; Diana Karla Lourenco Bastos®; Neuriane Silva Lima?®, Maria
Raimunda Chagas Silva®; Rita de Cassia Mendonca de Miranda®.

Resumo: O manguezal € um ecossistema rico, porém muito limitante para o crescimento microbiano,
por ser um ecossistema de transicdo o mesmo limita a diversidade microbiana, de fauna e flora.
Nesse contexto, 0s microorganismos que estdo presentes nesse habitat possuem habilidades de
sobrevivéncia interessantes no contexto biotecnol6gico, sendo potenciais produtores de enzimas de
interesse industrial. Apds feita a coleta, foram realizadas analises fisico-quimicas do solo com o
intuito de se conhecer as propriedades de granulometria, matéria organica, umidade e pH. Apés o
isolamento e identificagdo dos microorganismos do solo da area de manguezal, foi encontrada uma
variedade de bactérias e fungos, totalizando dezesseis bactérias equivalentes a 68,75% dos
microorganismos totais entre elas um actinomiceto e cinco fungos equivalentes a 31,25% das
amostras. Estes microorganismos passaram por uma sele¢do de crescimento em meios de culturas
diversificados e foram identificados através de sua macromorfologia e microscopia Optica por meio de
coloragéo de gram.
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Abstract: The mangrove is a rich ecossystem, but very limiting for the microbial growth, being a
transition ecosystem the same limits the microbial diversity, of fauna and flora. In this context, the
microorganisms that are present in this habitat have interesting survival skills in the biotechnological
context, being potential producers of enzymes of industrial interest. After the collection, physical-
chemical analyzes of the soil were carried out with the purpose of knowing the properties of
granulometry, organic matter, humidity and pH. After isolating and identification soil microorganisms
from the mangrove area, a variety of bacteria and fungi were found, totaling sixteen bacteria
equivalente to 68,75% of the total microorganisms including a actinomycete and five fungi equivalente
to 31,25% of the samples. These microorganisms underwent a selection growth in diverse culture
media and were identified through their macromorphology and optical microscopy by gram staining.
Physical and chemical analysis of the soil was carried out in order to know its properties.
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Introducéao

A natureza tem sido um recurso
excepcional de novos compostos
biologicamente ativos, visto que uma
incrivel  diversidade  quimica é
encontrada no grande numero de

espécies de plantas, animais,
organismos marinhos e  micro-
organismos’ garantindo a

biodiversidade que, por sua vez, esta
intrinsecamente ligada ao local em que
estes seres se encontram. Um dos
locais destes ecossistemas é o
mangue que compreende uma area de
transicdo entre o ambiente terrestre e
marinho, caracteristico de regides
tropicais e subtropicais.

As espécies encontradas no
manguezal tém um grande potencial
biotecnolégico e sdo fontes para
novos compostos que podem ter
diversas aplicacdes na industria de
medicamentos, uma vez que alguns
dos microorganismos encontrados
apresentam atividade antimicrobiana,
antioxidante e outros principios ativos
com propriedades farmacol6gicas?.

A notavel diversidade bioquimica
dos microorganismos tem  sido
explorada pelas induastrias, isolando
cepas do ambiente natural capazes de
produzir produtos de valor comercial®,
como por exemplo metabdlitos
secundarios com diversas aplicacoes,
j& que estes apresentam uma
importante  fonte de compostos
bioativos.

Visando a necessidade de busca
por compostos bioativos e
microorganismos clinicos que possam
combater  fitopatbgenos e  se
apresentar como antimicrobianos,
esta pesquisa teve como objetivo
realizar a bioprospeccao de
microorganismos isolados em
ecossistema do mangue  que
possuissem interesse biotecnologico
como atividade antimicrobiana, frente
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a  microorganismos  clinicos e

agricolas.

Material e método

Coleta: Com a finalidade de selecionar
um ou mais microorganismos de
interesse biotecnolégico foi realizada
uma coleta de solo de manguezal. As
amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos e encaminhadas para
0 Laboratério de  Microbiologia
Ambiental na Universidade CEUMA.
No laboratério, os solos foram
misturados e aliquotas foram retiradas
para avaliacao microbioldgica.
Posteriormente 0s microorganismos
isolados foram armazenados a 4 °C.

Caracterizacdo Fisico-Quimica do
Solo: Com o objetivo de se conhecer
as propriedades quimicas e fisicas do
solo, foram realizadas analises fisico-
guimicas do mesmo, coletados em 5
pontos denominados “P” e numerados
em uma sequéncia crescente de um a
cinco, onde foram determinados os
teores de matéria organica, pH,
umidade e granulometria com base na
metodologia do Standard Method.

Isolamento: O isolamento dos
microorganismos foi realizado segundo
a técnica de Clark (1965), no qual 25¢g
de solo do ambiente possivelmente
contaminado e possivelmente nao
contaminado foram adicionados a 225
mL de agua destilada esterilizada.
Posteriormente foram feitas diluicdes
seriadas de 1:10 até a diluicdo de 10 -
. Um volume de 1 mL foi inoculado
em meios de cultura seletivos
diferenciados adicionados a
antibidticos para evitar a proliferacao
de contaminantes. O experimento foi
realizado em triplicata. As placas
foram incubadas a 30 °C em
condicbes de laboratorio por no
maximo 10 dias. Posteriormente foi
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realizada uma triagem em cada placa,
onde foram observadas as
caracteristicas macromorfologicas das
colonias para posterior purificacdo e
repicagem para tubo de ensaio. Estas
colonias foram armazenadas em
geladeira a 4 °C até a completa
identificacéo.

Identificagcdo: A identificagdo dos
microorganismos  selecionados foi
realizada por metodologia classica
onde as bactérias foram divididas em
dois grandes grupos pela coloracao
diferencial da parede celular em
Bactérias Gram positivas e Gram
negativas, além de testes bioquimicos
de utilizacao de diferentes
carboidratos, motilidade, producédo de
sulfeto e indol. Os  fungos
filamentosos foram isolados a partir
de solo contaminado e nao
contaminado e identificados através
da técnica de microcultivo onde foram
observadas a producdo de arrumacao
dos esporos.
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Resultados

O isolamento de microorga-
nismos do ambiente tem interessado
0 ramo da biotecnologia atualmente,
uma vez que a notavel diversidade
guimica dos microorganismos tem
sido explorada pelas industrias, que
isolam cepas do ambiente natural
capazes de produzir produtos de valor
comercial com interesses biotecnol6-
gicos diversos®.

A fim de caracterizar o solo do
mangue na regido pesquisada em
guestdo fornecendo elementos para
melhor conhecimento desse
ecossistema, foram coletadas
amostras em 5 pontos da &rea cujas
coordenadas de localizacdo se
encontram na tabela 1, as mesmas
foram submetidas a analises fisicas e
guimicas de granulometria, matéria
organica, umidade e pH onde os
valores encontrados foram listados na
tabela 2.

Tabela 1 — Coordenadas dos pontos de solo coletados.

Pontos Coordenadas
P1 SO 2°=27'12.0"
W= 044° 09’ 34.0”
P2 SO 2°=27'10.0"
W= 044° 09’ 36.5”
P3 SO=2°27 08.5”
WO=44° 09’ 36.5”
P4 SO=2°27 07,7
WO=44° 09’ 36.1”
P5 SO=2°27'07.8”

WO= 44° 09’ 35.4”

Tabela 2 — Caracteristicas Fisico-Quimicas do Solo.

Pontos Argila Silte Areia M. Organica | Umidade pH
Fina
P1 8,32% 21,08% | 69,88% 24,62% 26,6% 7,52
P2 11,72% 10,74% | 77,54% 11,25% 2,10% 7,09
P3 8,46% 16,78% | 74,76% 30,01% 35,92% 7,92
P4 10,14% 32,09% | 78,61% 61,23% 5,33% 8,02
P5 5,14% 19,49% | 62,77% 22,52% 38,13% 8,27
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Foi realizado o isolamento de
solo contaminado e ndo contaminado
na regido do Mangue Seco no
municipio da Raposa onde foram
obtidos 16 bactérias e 5 fungos
isolados, como ilustrado na figura 1.
Durante esse periodo, um processo
de purificagdo e selecao foi
desenvolvido para a obtencdo e
crescimento dos microorganismos
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encontrados, onde os critérios foram
as caracteristicas macro e
microscopicas. As bactérias isoladas
receberam a inicial “B”, seguidas de
uma sequéncia numeérica crescente
de 1 a 16 ao passo que os fungos
isolados receberam a inicial “F”,
seguidos de uma sequéncia numérica
crescente de 1 a 5.

B

Fungos

Microrganismos

Figura 1 — Percentual de Microorganismos Isolados.

Ap6s o isolamento  dos
microorganismos e selecdo de seu
crescimento atravées do cultivo em
meios seletivos para bactérias e para
fungos, foi realizada a identificacédo
das bactérias através da coloracdo de

= Bacilos G+ = Bacilos G-

Gram, onde estas foram classificadas
em Gram negativas ou Gram positivas
de acordo com a coloracéao tintorial da
parede celular. Observou-se também
sua estrutura microscopica, como
mostrado na figura 2.

b

Cocos G+ ® Cocos G-

Figura 2 — Percentual de Bactérias Identificadas no Isolamento

Os fungos filamentosos foram
identificados quanto ao género pelas
caracteristicas  microscopicas das
colonias, apos o preparo de cultivos
em laminas como mostra a figura 3.
Nesta figura podemos observar a

estrutura 3A destacada com a seta
indicando a hifa hialina, com
esporangio na extremidade
caracterizando o saco que determina
0 género Aspergillus. Podemos
observar também a estrutura 3B onde
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a seta aponta para uma caracteristica
dos esporos do fungo classificado
como Aspergillus destacando seus
esporangios na extremidade
indicando 0 saco que nos mostra o
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género descrito acima. Na estrutura
3C a seta indica uma morfologia que
se trata de esporos de resisténcia na
hifa do fungo classificado como
Trichoderma.

1B

Figura 3 — Observagdo microscopica da morfologia dos fungos em lente objetiva de 40x.

As caracteristicas macro
morfolégicas dos fungos foram
levadas em consideracao e

observadas nas placas de cultivos em
meio &gar saboraund para melhor
identificacdo, ilustrados na tabela 4.
Podemos observar na estrutura 4A do
fungo Aspergillus sp. uma colonia
esponjosa de bordas irregulares,
abaulamento em véarios pontos com
presenca de aspecto irregular
esverdeado e acinzentado. Na
estrutura 4B do fungo Aspergillus sp.
fica evidenciada a presenca de
colénias algodonosas e regulares,
apresentando bordas regulares com
predominéncia em toda a placa e
micélio aéreo com  coloragdo
amarelada. A estrutura 4C do fungo
Trichoderma sp. nos mostra uma
colonia de fungos amarelada de
aspecto leitoso e  ondulagbes
esbranquicadas apresentando bordas

-

3C

irregulares. Fica notorio na estrutura
4D o aparecimento de colbnias
fungicas predominantemente leitosas
em cor amarelada, bordas irregulares
com pequenas ondulagcbes e
depressdes evidentes.

ApGs a observacdo micro e
macroscopica dos fungos isolados no

ecossistema de manguezal, foi
concluido que dos 5 fungos
encontrados onde apenas 4 foram
identificados, apresentaram
caracteristicas que os classificaram
em 3 géneros distintos como

mostrados na tabela 3. Contudo,
embora tenha se obtido uma
guantificacdo expressiva de fungos no
meio  Sabouraud, este mesmo
resultado nédo foi refletido quanto a
diversidade desses organismos.
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Figura 4 — Observacdo macro morfoloégica dos fungos cultivados em placas de Petri

contendo meio Agar Sabouraud.

Tabela 3 — Identificacdo dos Fungos isolados quanto ao género.

Cédigos Identificacédo Fungica
F1 N&o identificado.
F2 Aspergillus sp.
F3 Aspergillus sp.
F4 Trichoderma sp.
F5 Streptomyces sp.

Discussao

As principais caracteristicas
fisico-quimicas dos solos nos pontos
coletados foram listadas na Tabela 3
onde podemos concluir que a
classificacdo dos solos nos pontos P1,
P3, P4 e P5 foram de areia fina a
média Siltosa a Argilosa e somente o
ponto P2 apresentou a caracteristica
de areia fina a média argilosa a
Siltosa. O Silte é responsavel pela
ocorréncia da textura média nos
pontos e Radambrasil* se refere aos
solos do mangue como sendo bem
argilosos, e também dos dados de

Odum® e Cintron®, quando comentam
gue o solo de mangue é formado por
extensos depdsitos de argila e lodo.
Dentre as bactérias isoladas no
solo de manguezal um grupo
pertinente pode ser descrito pela
ordem Actinomycetales que se
manteve constante  junto ao
aparecimento de outras bactérias que
se apresentaram em arranjo de cocos
gram positivos e negativos, e bacilos
gram positivos e negativos. Isto
evidencia a estabilidade de
Actinomicetos nesse ecossistema que
independe de condigbes climéticas
especificas. Este grupo de bactérias é
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conhecido como colonizador de solos,
onde parece responder pouco a
alteracdes ambientais de acordo com
as afirmacées de Tiago et al.,” e Liu et
al®.

Estudando a ecologia de
microfungos em solo de manguezal,
Lee e Baker® isolaram mais de 50
espécies, dentre elas um numero
consideravel de  Aspergillus e
Trichoderma. O mesmo foi observado
nos estudos realizados em solo de
manguezal por Segrupta e
Chaudhuri'®, isolando muitos géneros
dentre eles Aspergillus. Esses dois
géneros de fungos mencionados
tiveram um aparecimento
consideravel no isolamento realizado
na pesquisa.
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