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RESUMO

A Baia de Todos os Santos (BTS), segunda maior baia do Brasil, abriga grande
diversidade de ambiente, flora e fauna, porém pouco se sabe sobre sua diversidade
microbiolégica e seu potencial de bioprospeccédo. Este trabalho teve por objetivo a
busca de novas substancias antimicrobianas, capazes de inibir o crescimento de
bactérias patogénicashumanas e de animais marinhos, isolados do solo de cinco
praias da BTS. No total foram isoladas 107 bactérias das quais dez apresentaram
producdo de substancias antimicrobianas. Apds o0 sequenciamento verificou-se que
dos dez isolados, somente oito foram de fato identificadas molecularmente, sendo
sete destes membros da familia Bacillaceae, grupo ao qual pertencem diversas
produtoras de substancias antimicrobianas. Entre os isolado que apresentaram
producédo de substancias inibidoras do crescimento constatou-se que os isolados 21,
50 e 54 tinham maior poder de inibicdo. O extrato destes trés isolados foi
confeccionado através da acidificacdo do sobrenadante livre de células, isolado ap6s
o periodo de incubacédo. Os extratos do isolado 21 e do isolado 50 foram capazes de
inibir a bactéria Klebsiella rizophyla, e o extrato 21 conseguiu ainda inibir a Vibrio
vulnificus. Ap6s verificacdo molecular através de primers especificos de sete
substancias antimicrobianas produzidas por Bacillus, constatou-se que os isolados

21 e 50 sao produtores da substancia ericina.

Palavras-chave:Bioprospeccao, Antimicrobianos, Bacillus, Ecologia Microbiana



ANDRADE, Luisa Carvalho. Bioprospecting of marine microorganisms isolated in the
Bay of All Saints with activity antagonist to bacteria pathogenic. 50 pp. il. 2014.
Master Dissertation — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2014.
ABSTRACT

The All Saints’s Bay (BTS), the second largest bay in Brazil, where can be founded
great diversity of flora and fauna including diversity of landscapes, but unknown
about their microbial diversity and potential to bioprospecting. This study aimed to
search for new antimicrobial substances that can be able to inhibit the growth of
human pathogenic bacterias and marine animals, isolated from sediment from five
BTS beaches. Was isolated a total of 107 bacterias where 10 showed antimicrobial
substances production. After 16S sequencing, was found that from the ten isolates,
only eight were identified by amplification PCR and seugencing, seven members of
the Bacillaceae family, where antimicrobial substances belonging this group are
known. It was found that the isolates numbers 21, 50 and 54 had a greater power of
inhibition. The extract of these three strains was made by acidification of the cell-free
supernatant, isolated after the incubation period. The extracts of the isolate 21 and
50 were able to inhibit the bacteria Kocuria rhizophyla , and the same extract could
also inhibit Vibrio vulnificus. In advance, was realized a molecular bioprospecting
using specific molecular primers from conserved regions belongs to seven
antimicrobial substances produced by Bacillus. It was found that the isolates 21 and

50 are Erycina producing.

Keywords:Bioprospecting, Antimicrobials, Bacillus, BTS
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1. INTRODUCAO

O uso de antimicrobianos para controle de doencas patogénicas humanas é
indispensavel ao sistema de saude mundial, devido a sua eficacia e ao facil acesso.
Porém, a utilizagdo errada permitiu que uma gama de bactérias tornasse resistente a
antimicrobianos comumente utilizados na clinica (PHELAN, 2013).

A dependéncia do uso de antibidticos tem preocupado o meio cientifico como
um todo, tornando-se alvo de discussdes e pesquisas devido a dificuldade de
desenvolver novas terapias para cura de enfermidades causadas por alguns
patdégenos microbianos resistentes (PIETRO, 2012).

N&o somente bactérias patogénicas humanas estdo sendo afetadas pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos. Residuos destes medicamentos
ocasionalmentesdo expostos no meio ambiente. Em contato com estas substancias,
bactérias ambientais podem adquirir resisténcia e, eventualmente, burlar o sistema
de defesa de animais marinhos e corais, desenvolvendo assim infec¢des gravesque
podem ser incontrolaveis (EBRAHIMIPOUR, 2011).

Uma solucdo possivel para esta problemética seria a bioprospeccaode novas
substancias bioativas produzidas por bactérias encontradas em locais pouco
explorados microbiologicamente, como o ambiente marinho. E fato que a microbiota
marinha abrange um namero muito maior de espécies do que as catalogadas pela
comunidade cientifica até entdo. Em face destas observacdes, especula-se que a
quantidade de material biolégico a ser obtida destas bactérias para fins medicinais
seja elevada e promissora (VALAN, 2012).

Em se tratando de ecossistema, a Baia de Todos os Santos (BTS) € um local
com grande potencial biolégico. Por se tratar da segunda maior baia do Brasil e
abrigar a maior cadeia de corais da América do Sul, possui alta biodiversidade de
ambientes, animais, corais e plantas, porém, pouco se sabe ainda sobre a
comunidade microbiolégica (HATJE; ANDRADE, 2009; CELINO, 2006).

Suas principais atividades econdmicas sdo o0 pescado, mariscagem e a
exploragéo do petroleo. Qualquer distdrbio no ecossistema da BTS podera favorecer
a proliferacdo de bactérias patogénicas de animais, moluscos e corais, a exemplo
das integrantes da familia Vibrionaceae. Uma contaminacdo deste tipo geraria

grandes perdas econdbmicas as comunidades ribeirinhas, que necessitam de um
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ecossistema equilibrado para sobreviver (HATJE; ANDRADE, 2009). Essa situacéo
€ visualizada nas “marés vermelhas” onde ocorre a proliferagdo de microalgas
capazes de produzir substancias toéxicas causando assim a mortandade de peixes
(SCHMITT & PROENCA, 1999).

Por todo o exposto, a exploragdo e o estudo da microbiota do solo da BTS
tem como objetivos o conhecimento da comunidade microbiana da regido e a busca
de novas substancias antimicrobianas capazes de inibir bactérias patogénicas, tanto
humanas quanto de animais marinhos e corais. Tal abordagem revela-se importante
para o desenvolvimento e a ampliacio da gama de antimicrobianos a serem

utilizados no controle de doencas infecciosas.
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2.0BJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Isolamento debactérias marinhas presentes no solo decinco praias da Baia de
Todos os Santos (BTS) — Maragogipe, Salinas das Margaridas, S&o Francisco do
Conde, Vera Cruz e Saubara —e avaliar o potencial destas bactérias em relacéo a

producéo de metabdlitos com atividade antagonista a bactérias de interesse clinico.
2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar o local de coleta das amostras na Baia de Todos os Santos.

e Realizar o isolamento de bactérias presentes no local de estudo selecionado.

e Triar, dentre as bactérias isoladas, microrganismos produtores de substancias
antimicrobianas.

e Testar o extrato das bactérias produtoras de substancias antimicrobianas,
obtidas no teste de triagem, contra cepas padrao de bactérias patogénicas.

e |dentificar, através de sequenciamento molecular, as bactérias que
apresentaram resultados positivos no ensaio da atividade antimicrobiana.

e Realizar a triagem de bacteriocinas por analise molecular.
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3.REFERENCIAL TEORICO

3.1. BAIA DE TODOS OS SANTOS

Localizada na porcdo meridional costeira do estado da Bahia, a Baia de
Todos os Santos (BTS) situa-se entre a latitude 12°50’ sul e a longitude 38°38’
oeste. E a segunda maior baia do Brasilem extensdo e a maior navegavel, com
1233kmz2 de é&rea total e 462km de faixa costeira. Apesar da sua grande extensao,
esta baia € considerada rasa por ter profundidades variando de 6 a 70 metros
(HATJE; ANDRADE, 2009). Dos dez portos e terminais maritimos existentes no
Estado da Bahia, a BTS abriga oito, evidenciando assim sua importancia
socioeconbémica para o estado (HATJE; ANDRADE, 2009; CELINO, 2006).

A BTS possui uma grande diversidade de ecossistemas, estuarios, recifes de
corais, planicies de maré e manguezais. Com diferentes caracteristicas quimicas e
fisicas, podem comportar distintos organismos e habitats especificos (BARROS et
al., 2012). Considerada baia de maré, a sua extensdo possui um vasto manguezal,
ecossistema que abriga diversas espécies marinhas. O manguezal é também um
importante transformador na ciclagem de nutrientes e material organico (CELINO,
2006; SOUTO, 2009; JESUS, 2011).

Circundada pela regido metropolitana de Salvador, capital baiana, a BTS
possui atualmente mais de trés milh8es de habitantes distribuidos em toda sua
extensdo e oferece para muitos destes habitantes o sustento diario através da pesca
e da mariscagem. De acordo Hatje e Andrade (2009), o desenvolvimento do estado
da Bahia esta intimamente relacionado com a interacdo homem e meio ambiente.
Pelas suas riquezas e diversidade de ecossistemas, a BTS tem potencial para
diversas pesquisas dos seus recursos em diversos segmentos. Contribuindo assim,
substancialmente, com beneficios ndo sé para a comunidade local, bem como para

todo o estado.
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3.2.BIOPROSPECCAO DE MICRORGANISMOS MARINHOS PRODUTORES DE
METABOLITOS BIOATIVOS

Devido ao aumento de bactérias resistentes a antibidticos, surgiu uma
demanda de novos antimicrobianos para serem utilizados na medicina, clinica
veterinaria e em alimentos. Alguns metabdlitos bacterianos possuem atividades
antibacterianas, antivirais e até antifingicas. Até entdo, a maioria dessas bactérias
capazes de produzir essas substancias foram isoladas de sedimentos continentais
(PIETRO, 2012).

O ambiente marinho € o maior reservatorio quimico e biolégico de
diversidades devido a sua grandeza. Possui potencial de exploracdo de novos
microrganismos e consequentemente de novos metabdlitos bioativos. Estudos
envolvendo este ambiente adquiriram importancia nos ultimos anos.Dessa forma,
tem-se buscado como fontes de metabdlitos bioativos, regides costeiras ao longo de
todo o globo (VALAN, 2012).

No meio marinho, poucas bactérias permanecem na coluna d"agua, a maioria
conserva-se aderida a particulas na parte superficial do sedimento marinho,em
razdo desta camada possuir grandes quantidades de nutrientes organicos (KOLM,
2007). A producado das substancias antimicrobianas acontece em consequénciada
interacdo de microrganismos diretamente uns com 0s outros, pois, desta forma,
produzem mecanismos de defesa devido a competicdo por espaco e nutriente
(PIETRO, 2012).

Os antimicrobianos produzidos por bactérias desempenham funcéo
fundamental no antagonismo bacterianono ecossistema marinho devido a natureza
hostil do ambiente. Qualquer vantagem que garanta a predominancia de uma estirpe
bacteriana sobre outra, ou sobre sua mesma espécie, € indispensavel
(EBRAHIMIPOUR, 2011).

A maioria dos antimicrobianos usados na clinica € derivada de produtos
naturais de origem microbiana. Apesar de tradicionalmente estes microrganismos
serem isolados de solo continental, o numero de metabdlitos bioativos isolados de
organismos marinhos tem crescido de forma acelerada nos ultimos anos (PHELAN,

2013).
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3.3. ANTIMICROBIANOS

Os componentes antimicrobianos produzidos porbactérias podem ser
amplamente divididos em dois grupos: a) metabdlitos secundarios nao ribossomais;
b) e proteinas e peptideos sintetizados no ribossomo, grupo ao qual pertencem as
bacteriocinas (PIETRO,2012). Segundo Aunpad (2007), bacteriocinas sao peptideos
antimicrobianos sintetizados no ribossomo bacteriano ativo somente quando a
bactéria produtora entra em contato com outra. Producdo de bactericinas € um
atributo comum entre varia bactérias Gram positivas.

Existem outros tipos de antimicrobianos produzidos por bactérias, mas as
bacteriocinas sdo mais comuns e abundantes. Estas sdo divididas em quatro
classes: 1) lantibidticos; Il)peptideos ndo modificados; Ill) grandes proteinas; e V)
peptideos ciclicos.

A classe | das bacteriocinas, os lantibidticos, consistem em pequenos
peptideos compostos de um grupamento de aminoacidos lantionina e uma série de
aminoacidos desidratados. A classe Il também é formada por pequenos peptideos,
estaveis quando aquecidos, porém ndo possuem aminoacidos lantionina. A classe I
€ composta por grandes peptideos nao resistentes ao calor. Ena classe IV séo
consideradas as bacteriocinas complexas, classe sobre a qual menos se
conhece(MCAULIIE, 2000).0s lantibidticos sdo produzidos unicamente por bactérias
Grampositivas e agem principalmente sobre bactérias também Gram positivas.

3.4. MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Neste estudo, para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos isolados,

foram selecionadas onze bactérias patogénicas humanas.

3.4.1.Staphylococcus aureus

Microrganismo frequentemente encontrado no corpo humano, considerado
como parte da microbiota normal da pele e fossas nasais. Também visto como uma
das principais bactérias patogénicas responsavel por amplas infec¢des, desde as
localizadas até as generalizadas. Os principais fatores de viruléncia sao
componentes da superficie celular e toxinas, embora também produzam enzimas

consideradas como fatores de viruléncia (TRABULSI et al., 2005).
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Staphylococcus aureus € responsavel principalmente por infeccOes
nosocomiais, resultando em significativa morbidade e mortalidade em ambiente
hospitalar (WALKER, 2013). Esta bactéria consegue manter-se resistente a uma
gama de antibioticos devido a sua variabilidade genética, bem como fatores de
viruléncia (SOMERVILLE, 2009). Amostras resistentes a meticilina sdo também
consideradas resistentes aos demais [(-lactamicos (TRABULSI et al,
2005).Staphylococcus aureus resistente a meticilina € endémica em hospitais no
mundo inteiro, configurando a principal causa de morbidade e mortalidade nestes
ambientes (DELEO, 2010).

3.4.2.Staphylococcus saprophyticus

A Staphylococcus saprophyticus, bactéria Grampositiva coagulase negativa,
éuma das principais bactérias uropatogénicas. Sua patogenicidade esta associada a
capacidade de aderir as células do epitélio urinario (BUERISet al., 2005).

A uropatogenicidade de S. saprophyticus pode ser atribuida ao seu
genoma.Para sua sobrevivéncia no trato urinario humano sdo providenciadas
algumas adaptacbes como a producdo de proteinas que se aderem a células do
sistema urinario (KURODA, 2005).

3.4.3.Enterococcus faecalis

Enterococcusfaecalis € a espécie mais frequente do género Enterococcus,
que faz parte damicrobiota normal do trato gastro-intestinal, podendo ser também
encontrada na mucosa oral, vaginal e na pele. E isolada frequentemente em agua
contaminada, alimentos, no solo e em ambiente hospitalar. O seu fator de viruléncia
esté associado a citolisina (exoproteina com atividade litica sobre eritrécitos e outras
células humanas) e substancia agregativa. Esta € uma proteina da superficie celular,
que promove agregacdo das células da bactériaE.faecalisdurante o processo de
fixacdo na célula hospedeira (TEIXEIRA, 2005).

Conhecido como patdégeno oportunista, a E.faecalisé responsavel por
infeccbes nosocomiais, do trato urinario,pos-operatorio (incisdo cirdrgica) e
endocardite (em torno de 5% a 20%), que sem tratamento com antibioticos eficazes
pode levar o individuo a morte. Por adquirir resisténcia a multiplos antibiéticos, a

E.faecalispassou a ser um desafio clinico para o tratamento da endocardite,
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destacando-se a necessidade de buscar novas alternativas e estratégias para
producéo de novos antibiéticos (NALLAPAREDDY, 2006).

3.4.4.Kocuriarhizophyla

Kocuria rhizophyla € uma bactéria Gram positiva cocoide, pertence a
familiaMicrococcaceae, daordemActinomycetales. Este géneroveio a partir do
género Micrococcus. Bactérias do género Kocuria foram isoladas de varias fontes
naturais, incluindo pele de mamiferos, solo, rizosfera, alimentos fermentados,
amostras clinicas, 4gua doce e sedimentos marinhos (BECKER, 2008; TAKARADA
et al., 2008).

Existem poucos relatos deste géneroassociados com infec¢cdes humanas.
Moissenet (2012), em um estudo de caso, relata uma infeccdo da corrente
sanguineaassociada a cateter venoso central contaminado. Neste estudo, a cepa foi
identificada por sequenciamento do gene rRNA como K.rhizophyla. Outro estudo
realizado por Becker e colaboradores (2008) relata 0 caso de um paciente portador
de acidemia metilmalénica, causada por sucessivas infec¢des por K.rhizophyla.

K. rhizophyla tem aplicacdes industriais,como exemplo, € comumente usada
como cepa padrdo de controle de qualidade para testes de susceptibilidade
antimicrobiana (TAKARADA et al., 2008).

3.4.5.Escherichia coli

Bactéria Gram negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae, do género
Escherichia. A E. colié a bactéria mais associada a infeccdes humanas, podendo
acometer praticamente todos os tecidos organicos, portanto, € a mais isolada em
laboratorios clinicos. A sorotipagem de E. coli baseia-se nos antigenos de superficie
O (somatico), H (flagelar), K (capsular) (KONEMAN, 2008).

Escherichia coli entero-patogénica (EPEC) é a primeira categoria
diarreiogénica. Existem duas subcategorias: EPEC tipica e EPEC atipica. A
caracteristica comum as duas categorias € a ndo producdo de toxina shigae ambas

séo capazes de causar lesao no epitélio do intestino (TRABULSI, 2005).
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3.4.6.Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae,espécie de bactéria Gram negativa, pertence ao
género Klebsiella,da familia Enterobacteriaceae. A K. pneumoniaeé o isolado clinico
mais frequente associado a infeccdopulmonar, podendo causar também outras
infeccbes, como enterites, meningite, infeccdo do trato urinario e até mesmo
septicemia (KONEMAM, 2008).

3.4.7.Enterobacter aerogenes

A espécie bacteriana Enterobacter aerogenespertence ao género
Enterobacter, da familia Enterobacteriaceae. Estas bactérias sdo bacilos Gram
negativos e estdo amplamente distribuidos na agua, nos esgotos, no solo e em
vegetais. Fazem parte da microbiota entérica comensal, mas estdo associadas a
infecgbes oportunistas que acometem o trato urinério, as vias respiratorias, lesdes

cutaneas e podem até causar sepse e meningite (KONEMAN, 2008).

3.4.8.Salmonella typhimurium

Salmonella Typhimurium (S. typhimurium) é uma bactéria Gramnegativa que
causa gastroenterite em seres humanos e animais. A salmonelose constitui uma das
mais importantes causas das doencas entéricas bacterianas. As infec¢cdes humanas
sdo comumente causadas por ingestdo de alimentos contaminados por fezes
humanas e de animais (KONEMAM, 2008; STEFANOVA, 2007).

As infeccbes por Salmonella sdo autolimitadas e a administracdo de
antibioticos nos tratamentos de gastroenterites nem sempre favorece a recuperagao
clinica. No entanto, antibidticos sdo recomendados para salmonelose com
complicagbes sistémicas, e no caso da febre tifoide, na fase aguda da doencga
(CAMPOS, 2005).

3.4.9.Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus consiste em bacilo Gram negativo, hal6filo, naturalmente
encontrado em ambiente marinho. Considerado como um patdgeno oportunista esta
associado as principais causas de infec¢des relacionadas com ingestao de frutos do
mar (DANIELS, 2011).
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O meio marinho é o habitat natural deste microrganismo. O monitoramento da
presenca de Vibrio vulnificus em aguas do mar e em mariscos € de extrema
relevancia médica e econbmica, ja que este € patdbgeno de animais marinhos. O V.
vulnificusé responsavel por 95% das mortes relacionadas com frutos do mar nos
EUA (WILLIAMS, 2013).

O tratamento para infeccbes causadas por V. vulnificus € realizado com
antibioticos de largo espectro e sdo consideradas eficazes, havendo poucos relatos
de resisténcia com este microrganismo. No entanto, este bacilo multiplica-se
rapidamente, e o tratamento sempre estd associado com outras drogas, ja que na

maioria dos relatos, os pacientes tém outras doencas bases (MATSUOKAA, 2013).

3.4.10.Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticusé uma bactéria Gram negativa, halofilica, de origem
marinha, filogeneticamente proxima ao Vibriocholerae (MAKINO, 2003). Este agente
patogénico entérico é responsavel por gastroenterite aguda em humanos,
geralmente associada ao consumo de frutos do mar crus ou mal cozida (BEJ, 1999).

Cepas de V. parahaemolyticus resistentes a antibiéticos passou a ser uma
séria ameaca para as industrias de frutos do mar. A higienizacdo adequada é
extremamente importante para evitar contaminacgao cruzada de produtos alimentares
(ELEXSON, 2014).

3.4.11.Vibrio mimicus

Vibrio mimicus € uma bactéria Gram negativa encontrada em ambientes de
ecossistema aquatico e de vida livre. Relatada comopatégeno no cultivo de camarao
podem causar gastroenterite em humanos. Os fatores de viruléncia produzidos por
Vibrio mimicus sdo hemolisinas, fosfolipase, protease e enterotoxinas (LEE, 2002;
PENGSUK,2010).

Em animais aquaticos, causa ascite severa. O uso de antibiético é a forma
mais eficiente para o controle desta doencga, no entanto, cepas cada vez mais
resistentes tém surgido devido ao uso de diversas drogas, causando grande prejuizo

econdmico na aquicultura (CEN, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. CARACTERIZACAO DO LOCAL DE COLETA E COLETA DAS AMOSTRAS

4.1.1. LOCALIZACAO

Os pontos eleitos para coletade solo encontram-se localizados na BTS,
situada na porgao central costeira do estado da Bahia em: latitude 12°50’ sul e
longitude 38°38’ oeste. Os municipios onde foram realizadas as coletas foram
escolhidos por serem localidades pouco habitadas, mas que caracterizam a BTS,
sendo eles: Sao Francisco do Conde, Saubara, Maragogipe e Salinas das
Margaridas. O municipio de Vera Cruz foi escolhido como controle externo da BTS.
A localizagéo geogréfica destes pontos encontra-se na Figura 01.

Baia de Todos os Santos

Figura 1. Mapa da Baia de Todos os Santos com a indica¢gdo em azul dos locais de coleta.
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4.1.2.COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas de sedimentos foram realizadas no decorrer dos anos de 2012 e
2013. A metodologia adotadapara esta pesquisaobjetivou coletar amostras da
superficie do solo praiano, por esta faixa englobar a maioria da microbiota existente
neste local. As amostrasde sedimento foram coletadascom a introducéo de um tubo
tipo Falcon,estéril, de maneira perpendicular ao solo, extraindo assim 10cm da
camada superficial deste (MOUSTAFA, 2006). Foram realizadas trés coletas de
sedimentos por praia, sendo os pontos estabelecidos de forma visual, distantes
igualitariamente mediante a extensdo da praia. A localizacdo das amostras
foidevidamente registrada por GPS, com o objetivo de possivel reprodutibilidade das
amostras.

Apbs coleta, as amostras foram rapidamente acondicionadas a 20°C para
manutencdo da integridade da microbiota local, transportadas em isopores com gelo
e transferidas para o Bioprospector — Laboratério de Microbiologia Aplicada e

Bioprospeccéo, localizado no Instituto de Ciéncias da Saude, da UFBA.
4.2 MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS E ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

4.2.1.COMPOSICAO DOS MEIOS

Os meios utilizados para crescimento bacteriano, producdo dos metabdlitos
antagonistas e ensaio da atividade antimicrobiana foram, respectivamente, o0s

meiosMarinhoZobell, Caldoe Agar Nutriente e Agar Muller-Hinton.

4.2.1.1.Meio MarinhoZobell

O meio Marinho Zobellfoi adotado para o crescimento microbiano das
amostras coletadas. Por ser um meio semelhante a composi¢cdo da agua do mar,
favorece o crescimento de microrganismos marinhos. A sua composi¢ao consiste
em (g/L): digerido péptico de tecido animal (5,009); extrato de levedura (1,009);
citrato ferrico (0,109); cloreto de sédio (19,459); cloreto de magnésio (8,80g9); sulfato
de sadio (3,249); cloreto de calcio (1,80g); cloreto de potassio (0,559); bicarbonato
de sddio (0,169); brometo de potéassio (0,08g); cloreto de estréncio (0,034Qg); acido
bérico (0,022g); silicato de sddio (0,004g); fluorato de sédio (0,0024g); nitrato de
amonia (0,0016g); fosfato dissodico (0,008g). O pH foi ajustado para 7,6 + 0,2
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(25°C). Para a utilizagdo deste meio em fase sélida,adicionou-se 15 gramas de
agaragar, da marca Himedia, formando o meio Agar Marinho Zobell.

4.2.1.2.Meio Caldo e Agar Nutriente

Utilizou-se o meio Caldo e Agar Nutriente comercial (Himedia e Acumedia,
respectivamente) para o0 crescimento das bactérias e producdo da sintese
metabdlica das possiveis substancias antimicrobianas, por este ser considerado um
meio genérico de crescimento. Sua composi¢do consiste em (g/L): digestdo péptica
de tecido animal (5,00g); extrato de levedura (1,50q); extrato de carne bovina
(1,509); cloreto de sodio (5,00g). O pH final foi ajustado para 7,4 + 0,2em

temperatura ambiente (25° C).

4.2.1.3.Meio Agar Muller-Hinton

Este meio foi adotado para a realizacdo do teste de atividade antimicrobiana,
uma vez que é adotado como padrdo pelo Instituto de Normas Clinicas e
Laboratoriais(CLSI) para esta finalidade. Sua composicao consiste em (g/L):extrato
de carne (2,00Q); hidrolisado &acido de caseina (17,50Q); amido (1,50g); agar
(17,009). O pH foi ajustado para 7,3 £ 0,2 em temperatura ambiente (25° C).

4.2.2 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

A metodologia adotada para o isolamento dos microrganismos foi adaptada
da utilizada por Kolm (2007). As amostras que estavam nos tubos Falcons foram
transferidas individualmente para placas de Petri estéreis e homogeneizadas para a
realizacdo da pesagem. Pesou-se em uma balanca de precisdol5cm® de
cadasedimento que em seguida foram introduzidos em frascos tipo Erlenmeyer com
capacidade total de 300 mL contendo 135mL de meio Marinho Zobell.
Posteriormente acondicionados em Agitador Kline (Cientec CT-150) a 80rpm durante
10 minutos e mantido em repouso por mais 10.

Objetivando isolar o maior numero de microrganismos existentes nas
amostras, realizou-se diluicdo seriada utilizando solucdo salina a 0,9% até a
proporgao 103, Por fim, foram retirados 100 pL de cada diluicdo e colocadasem
placas de Petri contendo 20mL de meio Agar Marinho Zobellpara a semeadura

utilizando alcas de Drigaslky para o espalhamento do inoculo. As placas foram
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incubadas em estufa bacteriolégicas em temperatura de 30°C + 2°C durante 48
horas com monitoramento diario. Este procedimento foi realizado em duplicata.

4.2.3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Ao final do periodo de incubacado, as coldnias bacterianas foram avaliadas
visualmente de acordo com suas carateristicas morfologicas, tendo sido
selecionadas para isolamento primeiramente aquelascoléniascom indicio de
provavel inibicdo (Figura 04)ou coloracéo e morfologia diferenciadas.

O isolamento foi realizado através de estrias compostas em placas contendo
20 mL de meio Agar Marinho Zobell, com comprovacdo do isolamento através de
coloracdo de Gram, seguindo protocolo do laboratério, que consiste nas seguintes
etapas: esfregaco da cultura em laminas; fixagdo da amostra no fogo; banho em
cristal violeta por um minuto; banho em lugolpor um minuto; lavagem da lamina com
solucéo descolorante e agua por 45 segundos e banho em fucsina por mais 45.

Os isolados foram conservados em tubos criogénicos contendo meio Caldo
Nutriente e glicerol (proporcdo de respectivamente 85% e 15%). Cada colbnia
recebeu um nimero de registro Unico, e foram mantidas na CCMICS.

4.3.TRIAGEM DOS ISOLADOS PRODUTORES DE ANTIMICROBIANOS

A triagem dos isolados seguiu o protocolo descrito por Darabpour (2010). As
107 colbnias puras das bactérias isoladas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 10mL de meio Marinho Zobell modificado. Os tubos foram incubados em
umaincubadora tipo shaker (TE-420 TecNal) a 150rpme 28°C por trés dias a fim de
favorecer a producdo de metabdlitos secundarios. A cepa padrdao da bactéria
Vibriovulnificus(ATCC 27562) foi utilizada em caldo como organismo teste devido ao
fato de ser um conhecido patdogeno de humanos, animais marinhos e corais.

Apobs o periodo de incubacao,preparou—sel8 placas, contendo 20mL de meio
Agar Muller-Hinton(Himedia) cada. Nestas placas foram inoculados 100uL do cultivo
da bactéria Vibriovulnificus(ATCC 27562). O indculo foi previamente ajustado para a
concentracdo de 108ufc/mL usando como referéncia a escala de McFarland.

Em seguida, seis discos de papel comémm de diametro foram dispostos de
forma equidistante em todas as placas, e 10uL de cada uma das 107 bactérias
isoladas foi inoculado nos discos, sem filtragdo prévia. Aguardou—se 15 minutos

antes de virar as placas e incuba-las na estufa B.O.D. (Demanda Bioquimica de
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Oxigénio) por 18-24 horas. Os resultados foram analisados pela presenca de halo de
inibicéo ao redor do disco e devidamente registrados através de fotografias.

Com o objetivo de minimizar os experimentos de producédo das substancias
antimicrobianas devido ao elevado gasto de material e esforco, uma nova triagem foi
realizada. Os 10 isolados capazes de produzir inibicdo na bactéria Vibrio vulnificus
ATCC 27562 foram postos em teste contra todas as 13 cepas padrdes patogénicas.

As culturas utilizadas neste experimento foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio Caldo Nutriente (meio aplicado na producdo das
substancias antimicrobianas). A incubacéo ocorreu em estufa B.O.D. por 24 horas a
30° C. Ap6s o periodo de incubacéo, as treze bactérias patogénicas (cepas) tiveram
suas culturas ajustadas a 10® UFC/mL e inoculou-se 100 pL de cada, em placas
contendo 20 mL de meio Agar Muller-Hinton. Em seguida foram distribuidos, em
cada placa, cinco discos de 6 mm de diametro e nestes foram inoculados 10 pL dos
isolados. Esse experimento foi realizado em triplicata. Como controle negativo,

utilizou-se 10 uL de caldo nutriente.

4.4.ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA COM O SOBRENADANTE

Os 10 isolados que obtiveram resultado positivo no teste de triagem (t6pico
4.3) foram utilizados no ensaio da atividade antimicrobiana, descrito por
Ebrahimipour (2011).

No total, treze bactérias patogénicas foram utilizadas neste estudo. As cepas
Gram positivas utilizadasneste trabalho foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305,
Kocuria rhizophyla ATCC 9341, Enterococcus faecalis ATCC 29212. E as bactérias
Gram negativas foram:Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Klebsiella pneumoniae ATCC 1705, Klebsiella pneumoiniae ATCC 70063,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Vibrio vulnificus ATCC 27562, Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802, Vibrio mimicus ATCC 33653.

As bactérias acima listadas foram inoculadas em tubos contendo 10mL de
meio Caldo Nutriente e incubadas a 30°C por 24 horas. Ap6s o fim da incubacéo,
foram ajustados inéculos de 10%ufc/mL usando como referéncia a escala
McFarland.Os indculos ajustados (100 pL) foram semeados por espalhamento em
placas contendo 20mL de meio MullerHinton.
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Utilizando-se do cultivo da triagem das bactérias isoladas, transferiu-se para
micro tubos (de capacidade 1,5mL)1mL de cada umadas dez bactérias que
obtiveram os melhores resultados de inibicdo. Realizou-se centrifugacdo a 1300xg
por vinte minutos a 4°C e o sobrenadante foi depositado em discos de papel de 6mm
de didmetro nas placas ja inoculadas pelas bactérias testes. O objetivo deste teste
foi verificar se 0 sobrenadante puro teria capacidade de inibicdo ou se seria

necessaria a realizacao de extracdo mais especifica.

4.5. EXTRACAO DAS SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

O isolamento e a concentracdo das substanciasinibidora seguiram o método
apresentado por Joshi (2008).0 pré-inéculo das selecionadas para a producédo das
substanciasocorreu em frascos tipo Erlenmeyer, com capacidade para 300mL,
contendo 180mL de meio Caldo Nutriente incubados em agitadortipo shaker a 120
roma 30°C. Apés 24 horas de crescimento,50mL do cultivo foi transferido para um
novo Erlenmeyer de 300mL contendo 130mLde meio Caldo Nutriente, preenchendo
assim 60% da capacidade do frasco. Os indculos foram incubados a 37°C, a 150rpm
por 72 horas. Trés frascos Erlemneyers foram utilizados por bactéria totalizando
540mL de cultivo.

Ao final do periodo de incubacédo, o material foi centrifugado a 10000xg por 30
minutos a 4°C para extrair o caldo livre de células. A precipitacdo dos metabdlitos
produzidos ocorreu através da acidificacdo do sobrenadante até o pH 2,0 com &cido
cloridrico 1M, mensurado através de fitas de pH.Imediatamente apos a acidificacdo
observa-se a precipitacdo de um composto branco. Este foi extraido através de nova
centrifugacéo de 10000xg por 40 minutos a 4°C. O composto, extrato bacteriano, foi
concentrado em um micro tubo de 2mL previamente pesado para definir a
concentracéo final de cada extrato. Por fim,0s compostos foram diluidos em agua

Mili-Q ajustada para o pH 8,0 até a concentracdo 500mg/mL utilizada como estoque.

4.6.ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA COM OS EXTRATOS

Os extratos prontos foram testados contra todas as 13 bactérias patogénicas.
Cultivou-se as patogénicas em tubos contendo 10mLde meio Caldo
Nutrienteincubando o cultivo em estufa tipo B.O.D a 30°C por 24 horas. Em seguida,
ajustou-se sua concentracdo para 108ufc e 100pl foram semeados em Agar Muller-

Hinton. Cinco discos de 6mm foram colocados equidistantes nas placas. Uma parte
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de cada estoquefoi diluida até as concentra¢gdes 200mg/mL, 100mg/mL, 50mg/mL,
25mg/mL e 10mg/mL. Nos discos foram inseridos 10ul de cada diluicdo. A incubacéao
das placas ocorreu em estufa tipo B.O.D por 18-24 horas. Todo o experimento foi

realizado em triplicata.

4.7. IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS CEPAS PRODUTORAS DE
ANTIMICROBIANOS

Segue abaixo os protocolos de extragdo do DNA, reacdo em cadeia da
polimerase, purificacdo dos amplificados e sequenciamento das dez cepas

produtoras de substancias antimicrobianas.

4.7.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada através do kit Wizard® de purificacdo de DNA
gendmico - Promega. Inicialmente, 2 mL do cultivo de 18 horas foi concentrado por
centrifugacbes em micro tubos, com capacidade total de 2 mL, a 11 000 xg, por 2
minutos em temperatura ambiente. Apds descartar o sobrenadante, o pellet foi
lavado em 480 puL de 50 mm de EDTA para remover os residuos do meio. Nova
centrifugacgéo foi realizada e o EDTA descartado. A etapa de lise iniciou-se com a
adicdo de 600 pL da solucao de lise nucléica do kit, homogeneizando gentiimente
com o aglomerado de células, em seguida incubou-se a 80° C por cinco minutos
deixando o micro tubo resfriar em temperatura ambiente. Por fim, adicionou-se 3 L
da solugdo de RNase e a mistura foi incubada a 37° C por 45 minutos, sendo
esfriada em temperatura ambiente.

A préxima etapa comecou com a adicdo de 200 pL da solucao de precipitacao
das proteinas, sendo todo o conjunto vortexeado por alguns segundos, e incubado
no gelo por cinco minutos. Em seguida, o preparo foi centrifugado a 11 000 xg por
trés minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo
micro tubo de 1,5 mL de capacidade.

A etapa de precipitacdo do DNA iniciou-se adicionando no micro tubo 600 pL
de isopropanol em temperatura ambiente. O sistema foi misturado gentilmente.
Centrifugou-se novamente a 11 000 xg por 3 minutos em temperatura ambiente. Por
fim, adicionou-se 600 puL de etanol 70 % a temperatura ambiente e misturou-se
gentilmente. Uma ultima centrifugagdo a 11 000 xg por 2 minutos foi realizada. Em

seguida, o etanol foi descartado e o residuo de etanol foi removido através de
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secagem na estufa a 30° C, por no maximo 30 minutos. O DNA foi reidratado com
50 pL da solucéo de reidratacao por 1 hora a 65° C.

A confirmacédo da extracdo foi realizada através de observacdo do DNA em
gel de agarose a 1 %. Para tanto, o gel foi preparado adicionando-se 40 mL de
tampdo TAE e 0,4 g de agarose. A solugcdo foi aquecida até a dissolucdo dos
granulos de agarose e apos breve resfriamento, foram acrescentados 7,5 pL de
SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen). Em seguida aplicou-se a solucdo em uma
forma padrdo de eletroforese junto ao pente para formacdo dos pocos. Apos
polimerizacdo do gel,as amostras foram aplicadas nos pogos junto ao tampao de
corrida 10X Blueduice™ Gel Loading Buffer (Invitrogen™), sendo 5 yL da amostra e
2 uL do tampéo. A visualizacdo do gel foi realizada sob um transiluminador de luz
ultravioleta (UV).

4.7.2. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada pelo kit Tag DNA
Polymerase, Brasil (Life Technologies™), em micro tubos de 200 pL. Os primers
utilizados foram 0S primers de Eubacteria universais fD1(5'
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e rP2 (5' ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3'). Os
valores do MIX para uma reagdo sédo: Tampao 10 X (5,00 pL); MgCl, (1,50 pL);
dNTP 10 mM (1,00 pL); primer fD1 (1,25 pl); primer rD2 (1,25 pL); Taqg polimerase
(0,40 uL); DNA (10,00 pL); agua ultra pura (29,60 pL). O volume final atingiu 50 pL.
O procedimento utilizado para o ciclo do PCR foi: 95° C por 3 minutos; 35 ciclos de
95° C por 45 segundos, 59° C por 45 segundos, 72° C por 1 minuto; e 5 minutos de
extensao final por 72° C. O DNA amplificado foi armazenado a 4° C.

Para a confirmacao da amplificacdo, o produto do PCR foi visualizado em gel

de agarose a 2 %, seguindo os demais procedimentos como ja descrito.

4.7.3. Purificacao dos produtos de PCR

A purificagéo foi realizada através da Enzima ExoSAP-IT formulado pela
empresa GE. O ExoSAP-IT & composto pela enzima Exonuclease | e por um tampao
alcalino fosfatado. O protocolo seguiu recomendacdes do fabricante, que recomenda
a adicdo de 2 pL da Enzima ExoSAP-IT para cada 5 pL do amplificado. O MIX foi
incubado a 37° C por 15 minutos. ApoOs este periodo, a enzima foi inativada por
aguecimento a 80° C por 15 minutos. Terminado o periodo de incubagédo, o DNA

purificado foi utilizado para o sequenciamento das amostras.
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4.7.4. Sequenciamento das amostras

As amostras foram sequenciadas utilizando os mesmos primers da
amplificacdo do DNA ja citados, fD1 e rP2. O sequenciamento das amostras ocorreu
de acordo com o método de Sanger e as reacfes foram preparadas em um volume
final de 10 uL, composto por, 4,1 yL de agua ultrapura, 2,0 yl do tampao de
sequenciamento 5X (Applied biosystems), 0,4 uL de primer (10 pM/uL), 2,5 pL de
DNA da amostra e 1,0 pL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied biosystems). As amplificagbes ocorreram em um termociclador “peqSTAR
96 universal gradiente”, de acordo com o seguinte programa: desnaturacao inicial a
96 °C por 1 min, seguida de 35 ciclos de trés etapas: desnaturacédo (96 ° C, 10 s),
anelamento de acordo com o0s primers e extensdo (65 °© C, 4 min). As etapas
seguintes foram: a precipitacdo com a adicdo de 40 ul de isopropanol 65 %,
centrifungando a 4 000 rpm por 40 min. Em seguida o DNA foi lavado com 200 pl de
etanol 60%, apds a lavagem o DNA foi ressuspendido em 10 pyL de formamida e
aguecido a 93 °C por 3 min, resfriado rapidamente em freezer -20°C.
Posteriormente, as mostras foram submetidas a eletroforese em sequenciador do
tipo ABI prism 310 Genetic Analiser (Applied Biosystem). A condicéo de injecdo das
amostras foi de 2 Kv por 30 seg. A condicdo de eletroforese foi de 12 Kv por 120
min.

A verificacdo da qualidade das sequéncias geradas e a edi¢cao de acordo com
o eletroforetrograma gerado foi realizada pelo software MEGA 5. Estas foram
submetidas a andlise de similaridade de nucleotideos com o bancos de dados
publicos, como o GenBank/NCBI ("National Center for Biotecnology Information”) e a
ferramenta utilizada para esta consulta foi o BLAST local - “Basic Local Alignment
Search Tools”. As sequéncias foram avaliadas quanto a identidade dos resultados

propostos pelo banco de dados.

4.8. TRIAGEM DE BACTERIOCINAS POR ANALISE MOLECULAR

No intuito de identificar a producéo de bacteriocinas pelos cinco isolados que
apresentaram melhor atividade antimicrobiana nos ensaios realizados neste estudo,
foram realizadas analises por PCR utilizando primers especificos debacteriocinas

apresentados na Tabela 01. Essas substancias ja conhecidas foram estudadas por
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outros autores como apresentado na tabela, inclusive quanto aos ensaios de
controles positivos para amplificacdo dos iniciadores.

Para este ensaio, a extracdo do DNA gendmico dos isolados foi realizada
utilizando o kit Wizard® de purificacdo de DNA gendmico — Promega, como ja
descrito no item 4.9.1. A amplificacdo foi realizada utilizando o kit KAPATaq DNA
polymerase —-KAPABIOSYSTEMS, com os seguintes valores para MIX de 20uL: 2uL
de 10x buffer with Mg®"; 0,4uL de dNTPs (10mM); 0,8uL de cada primer (Fwd e
Rev); 0,1uL do template; 0,08uL da KAPATaq (5U/uL); complemento para 20uL com
dgua ultra pura. As condicbes do PCR seguiu a seguinte programacao:
desnaturacao inicial de 95°C por 3 min.; seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 seg.,
anelamento com temperatura especifica para cada primer por 30 seg. e 72°C por 1

min.; finalizando com extenséo a 72°C por 2 min., DNA foi armazenado a 4°C.

Tabela 1. Sequéncias dos primers de bacteriocinas utilizados na anélise por PCR.

Bacteriocina Sequéncia (5°- 3") Amplicon Referéncia
(Gene)
Subtilin(Spa) ACTATGAATCAATGGAAGG 370 pb BARBOSA, 2010
TTGCAGTTACAAGTTAGTG
Subtilosin GGTTGTGCAACATGCTCGAT 300 pb BARBOSA, 2010
(Sob)
CTCAGGAAGCTGGTAACTC
Sublancin GTGTGCTGCGTTGTGGCTACAA 230 pb BARBOSA, 2010
(Sun)
TTGACGAGATACAAGTAGTCC
Coagulin GGTGGTAAATACTACGGTAATGGGGT  ~600 pb RIAZI, 2009
(CoaA)

GTGTCTAAATTACTGGTTGATTCGT

Mersacidin CTTAATAAGGGGGTAATAC 270 pb PRIETO, 2012
(MrsA)
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TAGGCTGTTCCTTCTGAAGG
Lichenicidin GGAAATGATTCTTTCATGG 215 pb PRIETO, 2012
(Bli04127)
TTAGTTACAGCTTGGCATG
Ericin A TGTCAAAGTTCGATGACTTC 171 pb PRIETO, 2012
(EriSa)
TCAGCACTTAGCAAATGTTG

Dessa forma, os isolados 21, 29, 38, 50 e 54 foram amplificados, em
duplicata, com cada um dos primers apresentados na tabela anterior para
verificacdo da presenca de sequéncias referentes as bacteriocinas citadas. Estes
foram escolhidos por serem os de melhor produgéo (no caso dos isolados 21, 50 e
54) e por apresentarem colénias com caracteristicas de Bacillus (29 e 38). Em
seguida os produtos amplificados foram submetidos em analise por gel de agarose
junto a um marcador de peso molecular (DNA Ladder) para certificar a
especificidade.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO DO LOCAL DE COLETA E COLETA DAS AMOSTRAS

5.1.1. LOCALIZACAO

A localizacdo dos trés pontos de coleta nas praias foi definida através de
divisdo visual das cinco praias em trés setores. A cada retirada de amostra registrou-

se sua localizagdo com GPS. A Tabela02 indica os registros:

Tabela 2. Localizagéo dos pontos de coleta nas cinco praias, Bahia, 2013.

Praias Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03

Sao Francisco do

Conde 38°26° 13.905” W | 38°26’ 13.905" W | 38°26’ 13.905" W

Saubara
38°46’ 07.822” W | 38°46’05.629” W | 38°46’ 01.545" W

38° 54 39.652" W | 38°54” 32.880" W | 38°54”32.982" W

Maragogipe

Salinas das _

Margaridas 38°45' 54.067” W | 38°45'56.112"W | 38°45 56.112" W

Vera Cruz

38°45°10.221" W | 38°45°09.496" W | 38°45' 08.382" W
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As imagens das praias onde as amostras de solo foram coletadas estao
representadas na Figura 02.
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Figura 2. Imagens das praias S&o Francisco do Conde (1), Saubara (2), Maragogipe (3),
Salinas das Margaridas (4) e Vera Cruz (5), Bahia, 2013.

5.1.2. COLETA DAS AMOSTRAS

Moustafa (2006), afirma que a camada superficial do solo, por volta de 10cm
de profundidade, possui a maior densidade de microrganismos.

A vista disso, realizou-se a coleta do solo com tubos tipo Falcon de 50mL de
capacidade em razdo destes possuirem a dimenséo de 11,00 cm de comprimento e

3,00cm de largura, como demonstrado nas imagens abaixo (Figura 03):
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Figura 3. Imagens dos tubos de coleta com amostras de cada praia: S&o Francisco do
Conde — SFC (1), Saubara (2), Vera Cruz (3), Salinas das Margaridas (4), Maragogipe (5).

5.2. MEIOS DE CULTURA E ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

5.2.1. COMPOSICAO DOS MEIOS

Saravanan (2007), Barbeyron (2001) e Satpute (2008), assim como muitos
outros autores, utilizam o meio Marinho Zobell para isolamento de bactérias
marinhas devido ao fato de simular os nutrientes e sais existentes no ambiente

marinho.
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O uso do meio Muller-Hinton é comumente utilizado e recomendado para
testes de ensaios de atividades antimicrobianas, como visto no trabalho de Caputo
(2010),

5.2.2. ISOLAMENTOS DAS BACTERIAS

Kolm (2007) objetivou em seu trabalho o isolamento dos coliformes totais do
litoral do Parana, mais especificamente da Baia de Guaratuba. Para tanto, coletou
sedimentos de forma estéril e prosseguiu com a mesma metodologia descrita no
tépico 4.2.2.

No presente trabalho, o procedimento de isolamento foi realizado em
duplicata devido ao elevado nimero de amostras. As dilui¢cdes utilizadas mostraram-
se ideais por permitirem o surgimento de coldnias bacterianas dispersas, facilitando,
assim, o isolamento das mesmas. Apesar das placas terem ficado incubadas por 48
horas, com 24 horas de crescimento ja se pdde observar grande quantidade de
colbnias.

O protocolo utilizado para o isolamento das bactérias mostrou-se eficaz para
tal feito, porém deixou a desejar em relacdo ao isolamento de outros
microrganismos, como o0s fungos, apesar de, em 2008, Gomes e colaboradores
terem afirmado em seu trabalho de isolamento de fungos filamentosos, em
Pernambuco, Brasil, que apenas quinhentas espécies de fungos haviam sido
descritas como sendo isoladas de oceanos estuario (GOMES, 2008).

Nas cinco praias onde as coletas foram realizadas, observou-se o
crescimento de colbnias similares, o0 que pode indicar que alguns dos
microrganismos da BTS estdo distribuidos por toda sua extensdo. Outras bactérias,
porém, somente foram encontradas em algumas praias. No total, 107 col6nias foram
isoladas, sendo 18 da praia de S&do Francisco do Conde, 25 de Saubara, 23 de
Maragogipe, 20 de Salinas das Margaridas e 21 de Vera Cruz.

O principio utilizado para o isolamento dessas colonias foi, em primeiro lugar,
o de visualizacdes de possiveis inibicdbes nas placas originais, como visto nas
colénias 38, 42, 47, 58, 101 e 105 entre outras (Figura 04).
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Figura 4. Selecdo das coldnias nas placas originais com indicagdo de inibigcdo. Col6nias 38,
42, 47,58, 101 e 105.

Outro critério de isolamento utilizado foi o de coloracdo e morfologia
diferenciadas, como visto nas colbénias 04, 07, 09, 13, 28, 39, 43, 50, 52, 56, 57, 59,
64, 69,72 e 77 (Figura 05).
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Figura 5.Imagens das col6nias selecionadas por sua coloracdo ou morfologia diferenciada.

5.2.3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A variedade de espécimes encontrada surpreendeu pela diversidade de cores
e formas em cada placa de Petri. Como se buscou nas placas originais colonias
segregadas, ndo se obteve dificuldade no isolamento, tendo estado todos os
isolados puros no segundo repique.

Apesar dos esforgos, apés trés tentativas, somente 39 dos 107 isolados
tiveram os seus Gram definidos devido a incerteza da coloracdo apresentada pela
falta de confiabilidade no kit utilizado que também apresentava um volume excessivo
de residuos. Desses 39, 32 foram considerados bacilos Gram positivos pela analise
do Gram. Quatro foram considerados bacilos Gram negativos, e trés, cocos Gram
positivos. Urakawa (1999) estudou a diversidade microbiana no sedimento marinho
de uma baia no Japdo, onde os dados foram coletados através de biologia
molecular. Neste trabalho, Urakawa afirma que existe uma grande diversidade de
bactérias Gram positivas neste ambiente. Na Tabela 03 pode-se verificar uma
pequena amostra da diversidade encontrada neste trabalho.
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Tabela 3. Tabela indicando os resultados da coloracéo de Gram de dez isolados.
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Bacilo Gram

positivo

Bacilo Gram
107 N
positivo

Observou-se também que muitos dos bacilos Gram positivos apresentavam-
se esporulados no Gram, caracteristica comum entre os bacilos (SCHULTZ, 2009).
Uma hip6tese a ser levantada para explicar este resultado seria o fato de que as
técnicas de cultura basica sdo consideradas inadequadas para o estudo de
diversidade de amostras ambientais devido a dificuldade de se reproduzir as
condi¢bes ideais em laboratério para o cultivo desses microrganismos (WEBSTER,
2001).

5.3.TRIAGEM DOS ISOLADOS PRODUTORES DE ANTIMICROBIANOS

A cepa utilizada como padrao para o teste de triagem dos isolados produtores
de antimicrobianos foi a bactéria Vibrio vulnificus (ATCC 27562). A V. vulnificus &

uma bactéria Gram negativa da familia Vibrionaceae, causadora de patogenicidades
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em humanos, animais marinhos e corais. Em humanos, é um patégeno oportunista
altamente letal e responsavel pela maioria dos casos de falecimento por ingestédo de
frutos do mar nos Estados Unidos. Este microrganismo faz parte da microbiota
natural do ambiente marinho, podendo ser isolado na agua do mar e em sedimento
e animais marinhos (JONES; OLIVER, 2009).

A Vibrio vulnificus é um bacilo Gram negativo, halofilo, cuja patogenicidade
reflete-se em severo processo inflamatorio, podendo gerar septicemia.A escolha
desta cepa como padrdo ocorreu por este ser um patdgeno de humanos, animais
marinhos e corais, e por ser a mais conhecida entre as trés vibrios utilizadas neste
trabalho.

As 107 bactérias foram testadas da seguinte maneira: utilizaram-se seis
discos em cada placa objetivando, assim, reducédo de custos com material. Por se
tratar de uma triagem, néo foi realizada triplicata. Todas as 107 bactérias cultivadas
em meio Marinho Zobell cresceram ap6s 24 horas, tendo sido, entdo, todas
utilizadas no teste. Depositou-se em cada disco 10ul de cada cultivo, em placas
previamente semeadas com a bactéria Vibrio vulnificus e esperava-se como
resultado positivo a formacdo de um alo de inibicao.

Resultados positivos foram encontrados em dez isolados, quais sejam 21, 29,
38, 39, 50, 53, 54, 72, 105 e 107, tendo estes, segundo a analise do Gram, se
apresentados como bacilos Gram positivos. As medi¢cdes dos halos de inibicdo ndo
puderam ser levadas em consideracéo devido ao fato de que as bactérias isoladas
em meio Marinho Zobell cresceram de forma confluente para fora do disco. Sendo
assim, medir seus halos levaria a resultados néo fidedignos. As imagens dos halos

de inibicdo dessas dez bactérias podem ser observadas na Figura 06.



49




50

Figura 6. Halos de inibigdo dos dez isolados contra a bactéria V. vulnificus.

A realizagao deste experimento demandou grande quantidade de material e
esforco. Portanto, nova triagem foi realizada a fim de se verificar se 0os dez isolados
selecionados possuiam inibicdo contra as 13 cepas padrdo testadas, jA que,
inicialmente, s6 se testou a Vibrio vulnificus.

Das 13 bactérias patogénicas utilizadas no teste, somente sete foram inibidas,
sendo estas a V. mimicus, V. parahaemolyticus, S. aureus ATCC 6539P, S. aureus
ATCC 25923, V. vulnificus, S. saprophyticus e K. rizophyla. Novamente surgiu a
dificuldade de medicdo dos halos devido as colbnias terem crescido além do disco.
Das dez bactérias isoladas produtoras de substancias antimicrobianas, trés (21, 50 e
54) conseguiram inibir bactérias patogénicas (Tabela 04). Desta forma, é possivel
afirmar que trés bactérias isoladas produzem substancias antimicrobianas capazes
de inibir sete patogénicas, sendo que trés eram bacilos Gram negativos (V. mimicus,
V. parahaemolyticus e V. vulnificus) e quatro cocos Gram positivos (S. aureus ATCC
6539P, S. aureus ATCC 25923, S. saprophyticus e K. rizophyla).

Tabela 4. Tabela indicando os resultados dos melhores isolados inibidores.

Isolados produtores de substancias o _
o _ Cepas patogénicas isoladas
antimicrobianas

Isolado 21 V. mimicus, V. parahaemolyticus, S.
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aureusATCC 6539P, S. aureus ATCC
25923, V. vulnificus, S. saprophyticus e K.
rizophyla

Isolado 29 -
Isolado 38 -
Isolado 39 -

V. mimicus, V. parahaemolyticus, S. aureus
Isolado 50 ATCC 6539P, S. aureus ATCC 25923, V.

vulnificus, S. saprophyticus e K. rizophyla
Isolado 53 -

V. mimicus, V. parahaemolyticus, S. aureus
Isolado 54 ATCC 6539P, S. aureus ATCC 25923, V.

vulnificus, S. saprophyticus e K. rizophyla
Isolado 72 -
Isolado 105 -

Isolado 107 -

5.4. ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA COM O SOBRENADANTE

Moustafa (2006), Lakshminarayanan (2012) e Ebrahimipour (2011) utilizaram
sobrenadante do cultivo de seus isolados a fim de averiguar se estes possuiam
alguma atividade antimicrobiana. Ebrahimipour (2011) constatou através deste teste
gue quatro das suas 20 bactérias isoladas eram produtoras de antimicrobianos, e,
para tanto, utilizou como cultura teste a bactéria Bacillus subtiles.

Lakshminarayanan (2012) utilizou o sobrenadante filtrado e ajustado para pH
6,5 de culturas isoladas contra bactérias Gram positivas e negativas patogénicas
humanas. Neste trabalho, ele isolou 70 000 colénias de 410 amostras fecais e

observou que 276 coldnias exibiram atividade antimicrobiana contra Lactobacillus
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bugaricus (LMG 6901) e Listeria innocula (DPC 3572), sendo que, com a primeira,
somente 273 colGnias obtiveram resultado positivo e, com a segunda, somente trés.

O mesmo procedimento foi utilizado por Mustafa (2006), que isolou uma
espécie de Streptomycessp.produtora de meroparamicina e a testou contra seis
patdgenos humanos, entre eles a levedura Candida albicans (ATCC 10231). Destas
seis, apenas trés obtiveram resultados positivos contra o sobrenadante.

Esta dissertacdo seguiu a mesma metodologia utilizada nestes trés trabalhos,
utilizacdo do sobrenadante do cultivo de 24 horas dos isolados sobre bactérias
patogénicas, porém nao foi obtido resultado positivo de inibicdo com nenhuma dos
dez isolados testados sobre as treze bactérias patogénicas. Uma hip6tese capaz de
justificar este resultado seria a baixa concentracdo da substancia inibidora, sendo
entdo necessaria a realizacdo de um novo teste com a mesma, mais concentrada,

para a confirmacao do resultado negativo.

5.5. EXTRACAO DAS SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

A metodologia descrita no presente estudo teve origem no artigo de Joshi
(2008). Este autor objetivou a extracdo de uma substéncia biosurfactante e
antifangica, produzida pela bactéria Bacillus subtilis. No presente caso, a
precipitacdo realizada no pH 2,0, foi ideal, pois possibilitou a extracdo do
componente antimicrobiano no sobrenadante.

No trabalho desenvolvido por Hsieh (2008), objetivando a extracdo e
isolamento da bacteriocina iturina A, também houve acidificacdo do meio para o pH
2,0 a fim de precipitar a substancia desejada. Esta técnica de acidificdo é
apresentada em outro artigo deste mesmo autor (HSIEH, 2004), que buscou o
isolamento de bacteriocinas em geral, demonstrando que esta técnica € comumente
utilizada para este objetivo.

No presente trabalho, a acidificagdo dos sobrenadantes resultantes do cultivo
das bactérias produtoras objetivou o isolamento de qualquer substancia inibidora,
sabendo que se poderia isolar mais de um tipo destas.

Logo apoOs a alteracdo do pH, que se apresentava no nivel 8,0 nas trés
amostras (isolados 21, 50 e 54), observou-se o decantar de uma substancia branca,
com granulagdo fina, a qual foi separada do sobrenadante atraves de alta
centrifugagdo. Um pouco mais de 500 mL de cultivo Caldo Nutriente das trés

bactérias produtoras resultaram na producdo de 128mg de precipitado para a
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bactéria 21, 197 mg de precipitado para a bactéria 50 e 311 mg para a bactéria 54,
mostrando que esta Ultima € a melhor produtora entre as trés (Tabela 05). A diluicdo
destes precipitados foi efetuada em agua Milli-Q, com pH ajustado para 8,0. Porém
percebeu-se que ao se acrescentar o solvente (agua Milli-Q), este ndo promoveu a
diluicdo esperada do soluto, tendo os mesmos permanecidos no fundo do recipiente

€ N4o em suspensao como se esperava.

Tabela 5. Producéo de precipitado por isolado em 500 MI de meio Caldo Nutriente.

Isolados Producéao de precipitado
Isolado 21 128 mg
Isolado 50 197 mg
Isolado 54 311 mg

5.6.ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA COMO EXTRATOS

Objetivando estabelecer uma concentracéo ideal de inibicdo, este ensaio foi
realizado com as sete bactérias patogénicas selecionadas no tépico 5.8 e o
procedimento foi 0 mesmo descrito no tépico 4.6, em triplicata. Os resultados nao
demonstraram concretamente qual a menor concentracdo Inibitéria neste
experimento por apresentar halo de inibicdo equivalente em todas as concentragdes.
Contudo, os halos de inibicdo presentes se mostraram bem definidos e espessos.
Somente dois dos trés extratos conseguiram inibir as bactérias patogénicas, o
extrato 21 e o extrato 50.

O extrato do isolado 21 teve efeito inibidor em duas bactérias patogénicas, a
Gram positiva K. rizophylae a Gram negativa V. vulnificus. Nesta primeira a média
dos trés halos de inibicdo para a concentracdo mais baixa, 10 mg/mL, foi de 9,5 mm,
contudo a maior média foi vista na concentracdo de 25 mg/mL, 11,3 mm. N&o
ocorreu inibicdo do extrato na bactéria V. vulnificus na concentracdo de 10 mg/mL. A
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maior inibicdo neste caso ocorreu na concentracdo de 50 mg/mL, equivalente a 8,0

mm. Os halos podem ser evidenciados na Figura 07.

Figura 7. Imagens da inibicdo realizada pelo extrato do isolado 21 sobre as bactérias

patogénicas V. vulnificus e K. rizophyla, respectivamente.

O extrato de isolado 50 conseguiu inibir o crescimento ao redor do disco da
bactéria K. rizophyla. A média dos halos de inibi¢do na concentragdo 10 mg/mL foi
de 7,3 mm. A maior inibicdo foi observada na concentragdo de 50 mg/mL, com
média de halos de 7,7 mm. Estes resultados nédo conclusivos podem ser justificados
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por um fato ja observado no item superior, a diluicdo ndo eficaz dos extratos pela
agua Mili-Q. Os extratos foram homogeneizados antes de serem inoculados nos

discos, porém a solucéo se desfazia rapidamente.

5.7. IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS CEPAS PRODUTORAS DE
ANTIMICROBIANOS

A extracdo de DNA gendmico, seguido da amplificacdo por PCR foi eficiente
em nove dos dez isolados: 29, 38, 39, 50, 53, 54, 72, 105 e 107; apresentando
concentracéo ideal para o sequenciamento. O isolado 21, mesmo com repetitivas
tentativas, apresentou dificuldade na extracdo do seu DNA, apresentando sempre
baixa concentracdo mesmo apos amplificacdo, o que impossibilitou sua identificacao
neste momento. As baixas concentracbes mantidas do isolado 21, mesmo apdés a
amplificagéo, foram avaliadas pelas bandas de DNA reveladas pela eletroforese em
gel de agarose, auxiliado por marcadores de peso molecular. Da mesma forma
foram avaliadas as concentracbes para 0s demais isolados, porém, estes
apresentaram concentracdo satisfatéria para continuacdo das andlises por
sequenciamento.

Apesar da baixa concentracdo de DNA do isolado 21, todas as amostras
foram purificadas com a enzima ExoSAP-IT, quantificadas e encaminhadas para
sequenciamento, com ja descrito anteriormente.

O sequenciamento revelou a provavel identidade de oito das dez amostras
(29, 38, 50, 53, 54, 72, 105 e 107). A amostra 29 apresentou a identidade de 100 %
com seis espécies diferentes do género Bacillus: Bacillussp., Bacillus altitudinis,
Bacillus aerophilus, Bacillus stratosphericus, Bacillus pumilus e Bacillus safensis. A
amostra 38 apresentou identidade de 100% com género Bacillus sp.

Resultado semelhante foi observado nas bactérias: 50, cuja identidade
coincidiu, em 100%, com quatro espécies do género Bacillus: Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus methylotruphicus e Bacillus tequilensis;
53, cuja identidade coincidiu, em 100 %, com as espécies Bacillus sp., Lysinibacillus
sp., Lysinibcillus sphaericus, Lysinibacillus fusiformis e Kocuria rhizophyla; 54, cuja
identidade coincidiu, em 100%, com trés espécies de Bacillus: Bacillus pumilus,
Bacillus sp. eBacillus Safensis; 72, cuja entidade coincidiu, em 100 %, com trés
Bacillus: Bacillus sp., Bacillus altitudinis e Bacillus aerophilus; 105, cuja identidade

coincidiu, em 100 %, com cinco espécies de Bacillus: Bacillus sp., Bacillus altitudinis,
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Bacillus aerophilus, Bacillus pumilus e Bacillus stratosphericus; e 107, cuja
identidade coincidiu, em 100 %, com quatro espécies de Bacillus: Bacillus sp.,
Bacillus altitudinis, Bacillus aerophilus e Bacillus stratosphericus. A tabela 04

apresenta os resultados listados de maneira mais clara.

Tabela 6. Resultado do sequenciamento das bactérias isoladas neste trabalho.

Isolados Resultado do segiienciamento

Bacillussp., Bacillus altitudinis, Bacillus aerophilus, Bacillus

Isolado 29 : _ : : _
stratosphericus, Bacillus pumilus e Bacillus safensis
Isolado 38 Bacillus SP
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus methylotruphicus
Isolado 50 : : :
e Bacillus tequilensis
Bacillus sp., Lysinibacillus sp., Lysinibcillus sphaericus, Lysinibacillus
Isolado 53 _ . o
fusiformis e Kocuria rhizophyla
Isolado 54 Bacillus: Bacillus pumilus, Bacillus sp. e Bacillus Safensis
Isolado 72 Bacillus sp., Bacillus altitudinis e Bacillus aerophilus
Bacillus sp., Bacillus altitudinis, Bacillus aerophilus, Bacillus pumilus
Isolado 105 _ .
e Bacillus stratosphericus
Bacillus sp., Bacillus altitudinis, Bacillus aerophilus e Bacillus
Isolado 107

stratosphericus

Pbdde-se observar claramente a predominancia do género Bacillus entre as
bactérias produtoras de substéncias antimicrobianas. Inclusive uma das principais
caracteristicas destas bactérias € producdo de componentes antimicrobianos
capazes de inibir fungos e bactérias (Baruzzi, 2011). Bacillus sdo bactérias Gram

positivas aerdbicas, formadoras de esporos, cuja principal carateristica é a produgéo
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de grande diversidade de substancias antimicrobianas. Estas bactérias séo
encontradas praticamente em qualquer ambiente, desde solos marinhos até no trato
gastrointestinal de insetos e mamiferos (ABRIOUEL, 2010). A sua grande
distribuicdo espacial é devida a sua capacidade de formacdo de esporos. Estes,
inclusive, puderam ser observados na analise do Gram descrita acima.

Em diferentes espécies de Bacillus foram encontrados novos tipos de
bacteriocinas, tendo os seus nomes relacionados a espécie produtora. Pode-se citar,
como exemplo, a bactéria Bacillus subtilis, produtora da bacteriocina subtilin; a
Bacillus coagulans, produtora da bacteriocina coagulin; e a Bacillus cereus,
produtora da substancia cerecin 7. Aunpad (2007) descreveu a descoberta de uma
nova bacteriocina extraida da bactéria Bacillus pumilus, nomeada como pumilicin 4.
O foco do seu estudo foi a descoberta de novas bacteriocinas. Para tanto, ele
coletou amostras de solo e &gua com o objetivo de isolar novas bactérias produtoras
de antimicrobianos. Como resultado, isolou a bactéria Bacillus pumilus, capaz de
inibir a bactéria Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA). Ao final dos
experimentos, Aunpad (2007) descobriu que a inibicAo era realizada pela

bacteriocina pumicilin 4, nunca descrita anteriormente.

5.8. TRIAGEM DE BACTERIOCINAS POR ANALISE MOLECULAR

Dos cinco isolados selecionados paraa produgdo de antimicrobianos, quatro
apresentaram amplificacao de regides referente a genes de bacteriocinas, que foram
apresentados na Tabela 01 (Item 4.8). Os isolados 21, 29, 38 e 50 que
apresentaram atividade antimicrobiana neste estudo, obtiveram amplificacdo positiva
para o gene EriSa, referente a bacteriocina Ericina A (Tabela 06). Estudos relatam a
producdo de ericina por estirpes de Bacillus subtilis A1/3. Este peptideo apresenta
duas isoformas (A e S) que séo codificadas pelos genes estruturais eriAe eriS. A
ericina A tem uma organizacdo quimica diferente, com 16 substituicbes de
aminoacidos em comparacdo com ericina S, apresentando uma atividade
antimicrobiana um pouco diferente. Sequéncias desses genes estdo intimamente
relacionados a subtilina (STEIN, 2005).

A ericina éuma das mais comuns bacteriocinas encontradas no género
Bacillus, tendo sido este isolado de varias espécies desse género (CHATTERJEE,
2005). Neste estudo, observou-se que os isolados 21, 29, 38 e 50, identificadas

molecularmente como sendo Bacillus altitudinis (isolado29), Bacillus sp. (isolado38)
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e Bacillus amyloliquefaciens (isolado 50). O isolado 21 n&o foi identificado
molecularmente.

Baruzzi (2011) comprovou a inibicdo dessasubstancia contra a bactéria
Clavibacter michiganensis. Nesse estudo, pbde-se atestar que as bactérias
provaveis produtoras de ericina conseguem inibir sete bactérias patogénicas
diretamente, sendo que a 21 conseguiu inibir a K. rizophyla e também a V. vulnificus

através de seu extrato.

Tabela 7. Amplificacdo das regides referentes a bacteriocinas por bactérias com atividade

antibacteriana.

- - I |
Bacteriocina solados

(Gene)

21 29 38 50 54

Subtilin (Spa) - - - - -
Subtilosin (Sob) - - - - -
Sublancin (Sun) - - - - -
Coagulin (CoaA) - - - - -

Mersacidin (MrsA)

1
1
+

Lichenicidin
(B1i04127)

+
+
+
+
.

Ericin A (EriSa)

O isolado 54, apesar de n&o apresentar amplificacdo para ericina A,
apresentou amplificacdo especifica para dois outros genes, Sob e MrsA referente a
subtilosina e mersacidina respectivamente (Tabela 06). A analise por eletroforese
em gel de agarose dos produtos amplificados, com resultado positivo, esta

representada na Figura 08.
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21 21 29 29 38 38 50 50 54 54 54 54
eriA eriA eriA  eriA eriA eriA eriA eriA Sob Sob MrsA MrsA

Figura 8. Eletroforese dos produtos amplificados referentes aos primers de Ericina A (eriA),
Subtilosina (Sob) e Mersacidina (MrsA), pelos isolados 21, 29, 38, 50 e 54.

A mersacidina € um dos menores antibidticos que existem e possuem uma
estrutura globular. Chatterjee (2005) afirma que esta estrutura possui atividade
antagonista contra a bactéria Staphylococcus aureus (MRSA), semelhante inibicdo
causada pelo antibi6tico vancomicina. Neste estudo, observou-se que o isolado 54,
identificado como sendo Bacilus pumillus, possui 0 gene caracteristico para este
antibiético e inibiu inicialmente por contato direto as bactérias Vibrio mimicus, Vibrio
parahemolyticus, Vibrio vulnificus, Staphylococcus aureus (ATCC 6539P),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus saprophyticus e Kocuria
rizophyla.

A subtilosina é um peptideo ciclico que contém grupos de cisteina e residuos
de aminoéacidos na sua conformacdo. E conhecida por ter uma regido altamente
conservada e por ser sintetizada no ribossomo. Essa bateriocina mostrou atividade
antimicrobiana contra as bactériasListeria monocitogenes, Gardnerella vaginalis e
Streptococcus agalactiae. Mostrou também atividade antimicrobiana hemolitica
contra as bactérias Enterococcus faecalis, Staphylococcus carnosus, Listeria
monocitogenes (ABRIOUEL, 2010).

Neste trabalho o isolado 54 apresentou banda no gel de agarose indicando
possivel producédo da bactériocina subtilosina, tendo esse conseguido inibir as sete

bactérias patogénicas listadas acima.
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Todos os outros ensaios de PCR para as outras bacteriocinas apresentadas
falharam para gerar produtos de amplificacdo de tamanhos apropriados a partir dos
isolados.Os resultados das amplificacbes indicam uma possivel producdo das
bactecionas ericina, mersacidina e subtilosina pelas bactérias isoladas neste
trabalho. Porém, para a validacdo deste resultado € necessario 0 sequenciamento
destes amplificados a fim de se comparar o seu peso molecular efetivo com o dos
indicados nas referéncias (PIETRO, 2012).

6.CONCLUSAO

Deste trabalho, conclui-se que a biodiversidade microbiana da Baia de Todos
0s Santos deve ser mais explorada, pois a quantidade de material encontrado neste
trabalho revelou um potencial extraordinario de pesquisas a serem realizadas tanto
na area de bioprospec¢do como na de taxonomia.

A bioprospeccédo de bactérias ambientais revela, a cada estudo, resultados
compensadores de todos os esforcos empreendidos na pesquisa. Assim, mesmo
NOS casos em gue 0S compostos antimicrobianos encontrados ja sejam descritos, a
descoberta de novos ambientes e fontes abrem novas possibilidades de estudo,
proporcionando novos campos de exploracdo, onde novas substancias podem ser
encontradas.

Os Bacillus apresentaram-se, da mesma forma que em outros estudos, como
uma fonte promissora de busca de novos antimicrobianos. Devido a sua
versatilidade em ambientes habitados, as adaptacdes que estes sofrem para se
adaptarem ao meio permitem que sejam usados como fonte de varios produtos
bioprospectores. Neste trabalho, o encontro destas bactérias veio a confirmar sua
importancia na bioprospeccdo de compostos bioativos.

Através da biologia moléculas, com o uso de primers especificos para a
identificacdo de bacteriocinas produzidas por Bacillus, constatou-se uma possivel
identificagdo das substancias inibidoras como sendo ericina, mersacidina e
subtilosina. A confirmacéo desse resultado exige sequenciamento dos amplificados

para a comparagao do seu peso molecular.
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