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RESUMO 

 

A busca por novos metabólitos secundários de interesse biotecnológicos tem 

aumentoado nos últimos anos. O objetivo foi isolar micro-organismos endofíticos e da 

rizosfera, avaliar o potencial biotecnológico dos micro-organismos endofíticos e da  

rizosfera de Ipomoea pes-caprae. Os endófitos isolados foram inoculados em meio 

específico para bactérias, actinobactérias (ALA, Meio Completo, ISP2) e fungos (BDA e 

Agar Sabouraud) à temperatura de 30°C. Para o isolamento das actinobactérias da 

rizosfera foi utilizado 10 g da amostra do solo rizosférico e este foi misturado a 90 mL 

de NaCl a 0,9%(m/v) a pH (5,6). Estes micro-organismos foram cultivados em meios de 

cultura ISP2 e Czapeck Dox a 30 ºC por 7 dias. Foi realizada atividade antimicrobiana 

de todos os micro-oranismos isolados tanto endofítico como rizosféricos. Para a enzima 

L- asparaginase foi realizada análise qualitativa e cinética através de Fermentação Semi-

Sólida com farinha de soja como substrato. Além da análise qualitativa da L-

asparaginase foi verificada a presença de hidrolase (amilase, protease, celulase e lipase. 

A análise química do extrato metanólico do endófito Streptomyces sp, fungos e 

actinobactéria rizosférica Nocardia sp foi realizada utilizando a cromatografia de 

camada delgada (CCD). Das bactérias endofíticas foi avaliada sua capacidade de 

produção de Ácido Indol Acético. As frequências de endófitos isolados foram: fungos-

folha 44.71% (55/123), fungos raízes 13% (16/123), bactérias-folhas 41.46% (51/123), 

bactérias raízes 1.62% (2/123), actinobactéria 0,81% (1/123). Da rizosfera foram 

isolados 81 actinobactérias. Na atividade antimicrobiana a maioria dos micro-

organismos da rizosfera e endofíticos apresentou atividade antimicrobiana para 

bactérias Gram-positivas. No extrato dos micro-organismos endofíticos e rizosférico 

como no extrato da planta foram verificadas a presença de composto mono-

sesquiterpenos. A produção de L-aspraginase foi verificada nos micro-organismos 

endofíticos e nas actinobactérias rizosférica. Na cinética de produção de L-asparaginase 

pelo endófito Streptomyces sp, verificou-se que o melhor dia de produção foi de 10° dia 

(0,0702 U/mL de L-asparaginase). Com relação as hidrolase foi verifacdo a presença de 

amilase e protease na maioria dos endofíticos. Das 53 bactérias endofíticas isoladas, 8  

linhagens são produtoras de ácido indol acético. Por tanto, a prospecção dos micro-

organismos rizosféricos e endofíticos isolados da planta I. pes-caprae (L.) R. Br. é uma 

promissora fonte de substâncias de interesse biotecnológico. 

 

Palavras chave: endófitos. rizosfera. biotecnologia. 

 

 



9 

 

 

ABSTRACT 

 

The search for new secondary metabolites of biotechnological interest has stepped up 

in recent years. The aim of present study was to isolate endophytic and rhizosphere 

micro-organisms to evaluate the secondary metabolites produced by micro-organisms 

associated with the leaves, roots and rhizosphere of Ipomoea pes-caprae. The 

endophytes isolated were inoculated in media specific to actinobacteria, bacteria 

(ALA, full medium, ISP2) and fungi (BDA and Agar Sabouraud) at a temperature of 

30°C. The isolation of actinobacteria from the rhizosphere used 10 g of the rhizosphere 

soil sample mixed with 90 mL of NaCl at 0.9% (m/v) and pH 5.6. These micro-

organisms were cultivated in ISP2 and Czapeck Dox culture media at 30 ºC for 7 days. 

Antimicrobial activity was analyzed. Qualitative analysis, 23 experimental planning and 

kinetic analysis of the enzymatic activity of L-asparaginase was carried out using semi-

solid fermentation with soya flour as a substrate. Chemical analysis of the methanolic 

extract of the endophyte Streptomyces sp, fungi and the rhizosphere actinobacteria 

Nocardia sp was conducted using thin layer chromatography (TLC). The capacity of the 

endophytic bacteria to produce indole acetic acid was measured. The frequencies for 

isolated endophytes were: fungi-leaves 44.71% (55/123), fungi-roots 13% (16/123), 

bacteria-leaves 41.46% (51/123), bacteria-roots 1.62% (2/123), and actinobacteria 

0.81% (1/123). Eighty-one actinobacteria were isolated from the rhizosphere. Most of 

the rhizosphere and endophytic micro-organisms exhibited antimicrobial properties 

against Gram-positive bacteria. Mono-sesquiterpene compounds were found in the 

endophytic and rhizospheric micro-organisms and in the plant extract. Production of L-

asparaginase was found in endophytic micro-organisms and in actinobacteria from the 

rhizosphere. 23 experimental planning of the production of the L-asparaginase enzyme 

by the Streptomyces sp endophyte suggests that the lower the quantity of micro-

organism inoculate, the concentration of L- asparagine and temperature, the better 

the production of the L-asparaginase enzyme. The kinetics of L-asparaginase 

production by the Streptomyces sp endophyte showed that the best day for 

production was the 10th (0.0702 U/mL of L-asparaginase). Of the 53 endophytic 

bacteria isolated, eight strains produced indole acetic acid. The prospection of 

rhizosphere and endophytic micro-organisms isolated from I. pes-caprae (L.) R. Br. is 

thus a promising source of substances of biotechnological interest. 

 

Key-words: endophytes. rhizosphere. biotechnology  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Com o desenvolvimento da tecnologia farmacêutica, o homem moderno pode ser 

compreendido e diferenciado das demais épocas por seu consumo elevado de 

medicamentos (VEIGA JUNIOR, 2008) e este uso indiscriminado leva á seleção de 

micro-organismos resistentes, existindo assim, uma necessidade contínua e cíclica por 

novos produtos biotivos (CLARDY e WALSH, 2006; LUNA et al., 2010). 

Desta forma, a grande diversidade microbiana nos diferentes ecossistemas está 

associada a um grande potencial biotecnológico, o que tem incentivado intensos estudos 

com micro-organismos com habitats distintos (CONTI, 2012)  

Na natureza existe uma interação complexa entre o meio ambiente, os vegetais, 

insetos, micro-organismos e animais marinhos que resulta em moléculas úteis para sua 

sobrevivência, e que são de interesse biotecnológico por apresentarem uma variedade de 

atividades biológicas (PUPO et al.,2006). 

Segundo Berdy (2005) os micro-organismos se destacam como um dos principais 

produtores de metabólitos secundários em decorrência da sua diversidade genética e 

metabólica que é amplificada pelos diversos nichos ecológicos.  Dentre estes habitats os 

micro-organismos, podemos relatar os da rizosfera que possuem atividade de degradar 

os nutrientes, auxiliar no crescimento das plantas e combater patógenos das raízes 

(HOFLICH et al., 1994; ZELLES, 1999; QIN et al., 2012;  ZHAO, 2010; GEVERS et 

al., 2012);  

À medida que as raízes das plantas se desenvolvem no solo, elas são capazes de 

influenciar a comunidade microbiana por meio da liberação de exsudados, fazendo com 

que a rizosfera seja caracterizada por uma comunidade microbiana selecionada 
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produtora de varias substâncias com atividade antimicrobiana. (De ANGELIS et al. 

2008). 

Da mesma forma os micro-organismos endofíticos nas últimas décadas vêm se 

destacando como bons produtores de metabólitos secundários com ênfase para as 

substâncias bioativas como antibióticos e enzimas que apresentam um grande potencial 

biotecnológico de interesse para a indústria farmacêutica (LACAVA et al., 2014). 

Várias são substâncias produzidas pelos micro-organismos da rizosfera e 

endofíticos como os antibióticos, hormônios de crescimento e enzimas.  As enzimas são 

os produtos microbianos mais explorados na indústria, assim, podemos afirmar que a 

indústria farmacêutica representa um dos maiores produtores e usuários de enzimas, 

sendo estas aplicadas tanto na produção de medicamentos e desenvolvimento de novos 

produtos, quanto em diagnóstico clínico, terapia e na indústria de alimentos (SAID e 

PIETRO, 2002). Como exemplo de enzima de interesse farmacêutico temos a L- 

asparaginase - a primeira enzima com atividade farmacológica antineoplásica para 

leucemia linfoblástica aguda, a qual pode ser produzida por uma variedade de micro-

organismos (PETERSON e CIEGLER, 1969; DeJONG 1972; SAVITRI e AZMI, 2003; 

SARQUIS et al., 2004). 

Dentre as bactérias, diversas espécies de actinobactérias são consideradas 

promissoras fontes para produção de L-asparaginase, como por exemplo: Streptomyces 

griseus, Streptomyces karnatakensis, S. albidoflavus, S. gulbargensis (KATTIMANI et 

al. 2009), S. aurantiacus (GUPTA et al. 2007), S. aureofasculus, S . canus, S. 

olivoviridis (SAHU et al., 2007), um Streptomyces sp marinho. PDK2 (NARAYANA et 

al., 2008) e Nocardia sp. (KAVITA e KIJAYALASKSHMI, 2012). 
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Além do interresse na terapia como antineoplásicos, a L- asparaginase também é 

importante para a indústria de alimentos, pois a acrilamida e considerada um produto 

tóxico nos alimentos, sendo considerado agente carcinogênico e genotoxico, desta 

forma, a enzima pode auxiliar no procesamento do alimento antes cozimento ou da 

fritura, reduzindo a produção de acrilamida nos alimentos ricos de carboidratos e 

aminoácidos (ARISSETO e TOLETO, 2008; DHANAM e KANNAN, 2013).  

Assim a associação entre plantas e micro-organismos é importante por que neste 

contexto, as plantas podem ser vistos como superorganismos que dependem, em parte, 

da sua microbiota para as funções e características específicas e em troca,  

plantas depositam fonte de carbono que é obtido pela reação de fotossíntese e este 

carbono é fixado em suas imediações, como por exemplo, na rizosfera (NELSON, 2004; 

FREY-KLETT et al, 2007; RAAIJMAKERS et al, 2009;. BERENDSEN et al, 2012; 

VORHOLT, 2012), alimentando, assim, a comunidade microbiana e influenciando na 

sua composição e atividades. 

A relação entre planta e micro-organismos é ainda pouco estudada, por isso 

estudar a microbiota da planta é fundamental para se conhecer seus micro-organismos e 

verificar os potenciais biotecnológicos oferecidos por eles. 
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 2.  REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 Micro-organismos Endofíticos 

 

Os micro-organismos apresentam diferentes possibilidades de associação com 

vegetais superiores e são conhecidos como endofíticos, quando colonizam o tecido 

vegetal sadio de partes aéreas da planta, em algum estágio do seu ciclo de vida 

(PETRINI, 1991). Os endofíticos igualmente como os patógenos penetram na planta e 

colonizam sistematicamente o hospedeiro (HALLMANN, et al.,1997). A aplicabilidade 

do termo endofítico é referida principalmente para bactérias e fungos que vivem em 

associação mutualística sem causar danos à planta (TAN; ZOU, 2001; OWEN; 

HUNDLEY, 2004; JOHRI, 2006; GUANATILAKA, 2006).  

A diferença entre endofíticos e fitopatógenos foi primeiro relatado por Bary em 

1866 citado por Azevedo (1998) e anteriormente em 1904 surgiu uma das primeiras 

publicações por Freeman citado por Owen e Hundley (2004) descrevendo endofíticos 

em Lolium temulentum, uma erva daninha considerada problemática para a agricultura 

do trigo. 

A transmissão do endófito pela planta pode ser transversal, primeiramente, através 

das zonas radiculares ou transmitidos pelas sementes. A transmissão horizontal ocorre 

quando micro-organismos do ar utilizam aberturas naturais como estômato e hidatódios 

presentes nas partes aéreas da planta como folhas, caule, cotilédones, flores e frutos 

(KOBAYASHI, 2000; BACON; WHITE, 2000; SAIKKONEN et al., 2004; MARINHO 

et al., 2005a; JOHRI, 2006). 

Os endófitos induzem o aumento da resistência a estresses bióticos e abióticos, 

além de promoverem a tolerância do hospedeiro às substâncias tóxicas presente no solo 

como, por exemplo, o alumínio (HALLMANN et al.,1997; TAN;ZOU, 2001).  
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Outros efeitos positivos têm sido atribuídos aos micro-organismos endofíticos, 

como a promoção de crescimento vegetal, controle biológico de pragas e doença 

(VERMA et al.,2008), produção de sideroforos (MAYER et. al., 1997) e produção de 

antibióticos (STROBEL;DAISY, 2003). 

Peters et al.(1998) concluíram que a interação do endófito com o hospedeiro, 

através de metabólitos secundários liberados em culturas de callus do hospedeiro, 

resulta em uma resposta positiva no crescimento do callus ou no aumento da biomassa, 

mostrando que a interação endófitos - hospedeiros não é mera coincidência causada por 

um oportunista acidental, mas o resultado de uma adaptação ao longo da evolução entre 

endófitos-planta, sinalizando especificidade nas relações. 

Esses micro-organismos são relativamente pouco estudados e considerados 

como fontes de grande potencial de produtos naturais, contribuindo na descoberta de 

moléculas biologicamente ativas de diversas classes (STROBEL; DAISY, 2003). 

 

2.1.1 Actinobactérias endofíticos 

Dentre os endofíticos encontram-se as actinobactérias. São bactérias que possuem 

sua importância em processos biotecnológicos (THATOI et al, 2013).  

Bérdy (2005) observou que 45% das moléculas bioativas oriundas de micro-

organismos foram isoladas de actinobactérias, 34% do gênero Streptomyces e 11% de 

outros gêneros raros como: Micromonospora, Actinomadura, Streptoverticillium, 

Actinoplanes, Nocardia, Saccharopolyspora e Streptosporangium.  

As actinobactérias especialmente o gênero Streptomyces ocorrem em sua maioria 

no solo, mas vários estudos mostram a ocorrência destas bactérias como endofítico de 

plantas superiores (CASTILLO et  al., 2006).  

Estudos com Streptomyces endofíticos baseado em pesquisas etnobotânica 
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possibilitam que a cura por plantas medicinais usadas pelos povos nativos, pode indicar 

a presença de endófito com potencial produção de novas moléculas bioativas 

(STROBEL; DAISY, 2003). Segundo Zin et al. (2007), o endófito Streptomyces tem a 

possibilidade de produzir metabólitos bioativos que não deve ser tóxico ao seu 

hospedeiro como enfatizado por Castilo et al. (2002) que destacaram compostos ativos 

pelo endófito Streptomyces sp. 

 Shimizu et al. (2004) extraíram os antimicrobianos actinomicina X2 e 

fungicromina de Streptomyces galbus, endofítico isolado da planta que pertence ao 

gênero Rhododendron. 

 Outro exemplo de fármacos são ácido 6- alquilsalicilico, salaceinas A e B que são 

produzidos pelo endófito Streptomyces laceyi MS53, isolado da planta medicinal 

Ricinus communis L. (KIN et al., 2006). 

          Tuntiwachwuttikul et al. (2008) isolaram da raiz da planta medicinal Ficus 

benjamina o endófito  Streptomyces sp. SUC1, que produz o composto bioativo Lansai 

A-D, que apresenta atividade antitumoral e antifúngica.  

Verma et al. (2008), isolaram actinobactérias endofíticas, com atividade 

antagonista para fungos fitopatógenos e bactérias Gram–positivas e negativas, os quais 

foram isoladas da planta Azadirachta indica A. Juss. 

Streptomyces sp (CS) isolado da planta Maytenus hookeri possui atividade 

antitumoral (LI, LU, SHEN, 2010). 

Streptomyces albidoflavus isolado da planta Bruguiera gymnorrhiza apresentou 

atividade antifúgica ( LEI –LEI et al,. 2010). 
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2.1.2 Bactérias não filamentosas endofíticas  

 

As bactérias endofíticas além de serem produtoras de antibióticos possuem 

outras atividades, como controle biológico de pragas e doenças nas plantas, fixação 

biológica de nitrogênio e promoção de crescimento das plantas (DOWNING et al., 

2000; VERMA et al., 2008; DÖBEREINER; BODDEY, 1981), indução de resistência 

sistêmica (HALLMANN, 1997), produção de sideróforos (BURD et al., 1998; WENBO 

et al., 2001). 

A promoção de crescimento da planta incluem aumentos na altura, na biomassa, 

do caule e da raiz e na formação de pelos radiculares e foliares da planta, na lignificação 

de vasos do xilema e na produção de tubérculos em batata (PILLAY; NOWAK, 1997; 

STURTZ, 1995).  

As bactérias endofíticas promovem o crescimento das plantas através da 

produção de fitohormônios como auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abscícico e 

etileno (LEE et al., 2004; ZAKRAHOVA, 1999; KUKLINSKY-SOBRAL, 2004).  

O ácido indol acético é uma auxina importante de ocorrência natural que 

provocam efeitos fisiológicos na planta, como aumento do crescimento apical 

(ZINNIEL et al., 2002). Este hormônio é comumente produzido por bactérias 

promotoras de crescimento como Aeromonas veronas, Agrobacterium sp., 

Azospirillumbrasilense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp.,entre 

outras (VESSEY,2003). 

Asghar et al. (2002); Khaliq et al. (2004) relatam que bactérias endofíticas são 

capazes de produzir grandes quantidades de auxinas ―in vitro‖ que, quando inoculados 

em plantas, promovendo o aumento do crescimento vegetal em relação aos tratamentos 

controle. 
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2.1.3 Fungo endofíticos 

 

Além das bactérias e actinobactérias os fungos endofíticos são capazes de 

desenvolver uma relação simbiótica com seus hospedeiros variando de mutualísmo a 

parasitísmo (SCHARDL et al., 2004). 

Os estudos de fungos endofíticos são de grande importância científica, por sua 

aplicabilidade em estudos na prospecção de novas substâncias como os novos 

antimicrobianos (Tabela 1), no controle de pragas, indicação de deficiências nutricionais 

de plantas, contribui como fonte de diversidade, variabilidade para os outros fungos, 

inibidores de enzimas e pigmentos, entre outras aplicações (VINING, 1986; PHOTITA 

et al., 2001; KUMARESAN; SURYANARYANAN, 2001; ARAÚJO et al., 2002; 

VILA-AIUB et al.,2003), (OTERO et al., 2002), GAMBOA, BAYAN, 2001).  

Além dos antimicrobianos, os fungos endofíticos constituem um grupo de micro-

organismos com capacidade de produção de varias enzimas tais como: amilases, lípases, 

esterases, celulases e proteases (STAMFORD et al., 1998; BASCOM-SLACK et al., 

2009). 

Além das enzimas, podemos citar outros metabólitos secundários isolados de 

fungos endofíticos de regiões tropicais: ácido 3-hidroxipropiônico produzido pelo fungo 

endofítico Phomopsis phaseoli  que foi isolado de folhas de arvores da Guiana Francesa 

e o endófito Melanconium betulinum isolado Betula pendula and B. pubescens, ambos 

apresentaram atividade nematicida contra a planta-parasita Meloidogyne incognita , 

apresentando uma DL50 entre 12,5-15,0  g / mL (SCHWARZ et al., 2004). 

Os fungos endofíticos Penicillium sp e P. janthinellum isolados de Melia 

azedarach são bons produtores de novas substâncias químicas. Penicillium sp produz 

cinco novos meroterpenos (SANTOS; RODRIGUES-FO, 2002; SANTOS; 
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RODRIGUES-FO, 2003), e o endófito P. janthinellum produz um novo esteroide 

neociclocitrinol (MARINHO et. al., 2005a)  e uma nova antraquinona, Jantinona 

(MARINHO et. al., 2005b), mostrando a grande importância de pesquisas com 

endofíticos, visando a obtenção de metabólitos bioativos. 

Quadro 1– Fungos endofíticos produtores de metabólitos secundários (GALLO et al., 

2008) 

Planta Endofítico Composto Referência 

Adenophora 

axiliflora 

Chaetomium sp. 

IFB-E015 

 

Chaetominine -Alcalóide 

JIAO et al., 2006 

 

Argyrosomu

s argentatus 

 

Myrothecium 

sp.Z16 

 

4,5- ácido ditridecil octanodiol  

 

LIU et al., 2006 

 

Polysiphonia 

urceolata 

Chaetomium 

globosum 

 

Chaetopyranin 

 

WANG et al., 

2006 
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 Xylaria sp. FRR 

5657 

 
Xantonas 

DAVIS e 

PIERENS, 2006. 

Ephedra 

fasciculate 

Chaetomium 

chiversii 

 

Isocumarinas 

WIJERATNE et 

al., 2006 

 

 

 

2.2 Solo e rizosfera 

O solo é considerado um ambiente complexo que sofre variações ambientais e 

possui várias funções: fornece boa parte dos alimentos, participa do ciclo da água 

através de várias reações físico-químicas, além de servir de habitat para diversos micro-

organismos (MELO e AZEVEDO, 2008). 

Os micro-organismos do solo constituem populações bastante numerosas em 

termos médios, as populações de bactérias, fungos e actinobactérias variam de 10
6 

–10
9
, 

10
3
-10

7
 e 10

4
-10

8
 UFC g

-1
 de solo, respectivamente (SIQUEIRA, 1988) e contribuem de 

forma eficaz na complexa estrutura do solo, auxiliam no crescimento das plantas 

atuando como competidores contra micro-organismos exógenos, patógenos e 

predadores (MELO e AZEVEDO, 2008; ALEF E NANNIPIERRI, 1995). 
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Dentre as bactérias existentes no solo, encontram-se as autotróficas, as 

heterotróficas, as aeróbias, as anaeróbias e, dependendo da temperatura do solo, as 

mesofílicas e, as termófilas e ainda possuem as bactérias fixadoras de nitrogênio, 

nitrificantes, e desnitrificantes, bactérias que degradam celulose, proteína, pectina, ácido 

butírico, e ureia (BLACK, 2002). 

No solo existe uma região com a microbiota bastante variável, esta região chama-

se rizosfera cuja definição é região do solo que sofre influência das raízes das plantas, 

sendo caracterizada como uma região de alta atividade microbiana (KENT e 

TRIPLETT, 2002). 

 Os micro-orgnismos rizosféricos possuem a capacidade de degradar os nutrientes, 

auxiliar no crescimento das plantas e combater patógenos das raízes (HOFLICH et al., 

1994; ZELLES, 1999; QIN et al., 2010; ZHAO, 2010; GEVERS et al., 2012). Entre as 

espécies mais estudadas destacam-se Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, 

Azospirillum brasilense, Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, 

Rhizobium, Bradyrhizobium, Arthrobacter, Enterobacter, Azotobacter, entre outras 

(HAYAT et al., 2010).  

No entanto, a rizosfera também se mostra como um nicho favorável para 

Actinobactérias e tem-se observado que os gêneros comumente encontrados na rizosfera 

das plantas cultivadas são Streptomyces e Nocardia (SIQUEIRA; FRANCO, 1988; 

PEREIRA, et al., 1999a). 

 2.2.1 Actinobactéria rizosférica 

Estudos ecológicos das populações de actinobactérias são de extrema importância, 

visto que esses micro-organismos formam esporos e conídios, permitindo a sua 
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sobrevivência em condições adversas (WILLIAMS, et al., 1972; VOBIS, 1997). Estes 

compostos bioactivos são de elevado valor comercial, e, portanto, actinomicetos são 

regularmente pesquisados para a produção de compostos bioactivos.  

Silva (2009) relatou que o extrato bruto Streptomyces gougerotii isolado da 

rizosfera Caesalpinia pyramidalise apresentou Concentração Inibitória Mínima (CMI) 

de 0,97 µg/mL para Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA) e Bacillus 

subtilis, enquanto o extrato bruto de acetato de etila apresentou CMI de 3,9 µg/mL para 

S. aureus e S. aureus MRSA. 

A linhagem Streptomyces griseoruber isolada da rizosfera do solo Chines 

apresenta atividade antagonista para Plasmodiophora brassicae (WANG et al., 2012). 

Além de metabólitos com atividade antagonista para outros patógenos e enzima, 

as actinobactérias produzem biomoléculas com atividade antineoplásicas e o gênero 

Streptomyces destaca-se como o principal produtor de antibióticos anticancerígenos 

exemplificados por bleomicina, mitomicina C, antraciclinas - daunorrubicina, 

dactinomina. (PUPO et al. 2006). 

Além do gênero Streptomyces, temos o táxon Nocardia que apesar de sua 

patogenicidade para a saúde humana, os metabólitos do gênero Nocardia exibem uma 

variada atividade biológica: antimicrobiana, antitumoral, antioxidante e 

imunossupressora (LUO et al., 2014).  Como exemplos podem citar: brasilicardin B 

(C44H66N2O15), C (C30H51NO9) e D (C29H49NO8) são produzidos pela N. brasiliensis 

IFM 0406 e todos possuem atividade citotoxica e imunosupressora (KOMATSU et al., 

2004); Nocabactin NA-a (C38H58N5O10) produzido por N. farcinica ATCC 3318 possui 

atividade citotoxica (RATLEDGE e SNOW, 1974; SAKAGAMI et al., 2005; 
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HOSHINO et al., 2011); TUBELACTOMICIN A (C29H42O6) produzido por  N. vinacea 

MK703-102F1 com atividade antibacteriana ácido-resistente (IGARASHI et 

al.,2000a,b; KINOSHITA et al., 2001). (Quandro 2). 

Devido a diversidade de metabólitos produzidos por estes micro-organismos 

existe a necessidade de mais estudos para se conhecer e seu potencial biotecnológicos 

para as indústria.  

2.3  Actinobactérias– sua importância industrial 

A classe actinobacteria é formada por bactérias Gram-positivas, aeróbias em sua 

grande maioria e filogeneticamente apresentam um alto teor de guanina e citosina em 

seu DNA, podendo variar de 51% em espécies do gênero Corynebacterium, a mais de 

70% em espécies dos gêneros Streptomyces e Frankia, porém com menos de 50% 

(C+G) foi observado em Tropheryma whipplei (GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983; 

STACKEBRANDT et al. 1997; VENTURA et al. 2007).  

Estudos ecológicos das populações de actinobactérias são de extrema importância, 

visto que esses micro-organismos formam esporos e conídios, permitindo a sua 

sobrevivência em condições adversas (WILLIAMS, et al., 1972; VOBIS, 1997).  

Actinobacterias têm sido comercialmente exploradas para a produção de produtos 

farmacêuticos, nutraceuticos, enzimas, agentes antitumorais, inibidores de enzimas 

(HONG et al., 2009; THATOI et al, 2013). 
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Quadro 2– Actinobactérias do gênero Nocardia produtoras de metabólitos secundários 

(modificado LUO et al., 2014). 

Composto Micro-organismo Atividade Referência 

Nocardicin A 

C23H24N4O9 

 

N. uniformis subsp. 

tsuyamanensis 

ATCC 21806 

Antibacteriano para 

Gram- negativas 

AOKI et 

al.(1976); 

HASHIMOTO et 

al.(1976); 

KURITA et 

al.(1976). 

Nocobactin NA-b 

(C40H62N5O10) 

N. farcinina ATCC 

3318 

Citotoxica RATIEDGE e 

SNOW (1974); 

SAKAGAMI et 

al. (2005); 

HOSHINO et al. 

(2011) 

Amamistatin A 

C37H55N5O11 

N. asteroides SCRC-

A2359 

Antitumoral SUENAGA et al. 

(1999); 

KOKUBO et al.( 

2000) 

Ayamycin 

(C14H16Cl2NO3) 

Nocardia sp 

ALAA2000 

Antimicrobiano EL-GENDY et al. 

(2008) 

Transvalencin Z N. transvalensis IFM 

10065 

Antibacteriano 

bactéria Gram-

positiva 

MUKAI et al. 

(2006) 

 

Kavitha e Vijayalakshmi (2012) relatam que Nocardia levis MK-113 VL isoladas 

de solos lateríticos da região Guntur é produtora da enzima L-asparaginase. 
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A linhagem Streptomyces griseoruber isolada da rizosfera do solo Chines 

apresenta atividade antagonista para Plasmodiophora brassicae (WANG et al., 2012). 

Além de metabólitos com atividade antagonista para outros patógenos e enzimas, 

as actinobactérias produzem biomoléculas com atividade antineoplásica e o gênero 

Streptomyces destaca-se como o principal produtor de antibióticos anticancerígenos 

exemplificados por bleomicina B2 (a) Streptomyces verticillus, mitomicina C (b) 

Streptomyces caespitosus, antraciclinas - daunorrubicina (c) Streptomyces 

caeruleorubidis, dactinomina (d) Streptomycina parvulus, ilustrados no Quadro 3 

(PUPO et al. 2006). 
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Quadro 3– Actinobactérias produtores de metabólitos secundários (PUPO et al. 

2006). 

Substâncias Micro-organismo 

a) Bleomicina B2 

 

 

 

Streptomyces 

verticillus 

b) Mitomicina C 

 

 

 

Streptomyces 

caespitosus 

c) Daunorrubicina 

 

 

Streptomyces 

caeruleorubidis 

d)  Dactinomicina 

 

 

Streptomyces 

caeruleorubidis 
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A grande diversidade biológica do Brasil e a necessidade da busca por novas 

tecnologias farmacêutica através da biotecnologia com a produção de biofármacos 

por indústrias brasileiras podem incentivar estudos de novos micro-organismos 

em habitats diferentes para conhecer seus potenciais biotecnológicos, pois estes 

novos compostos podem trazer mais qualidade de vida e menor custo no 

tratamento (ZIMMER et al., 2009). 

2.4 Enzimas - L-asparaginase 

 

2.4.1 Histórico 

A enzima L-asparaginase é um produto natural que possui um amplo 

espectro de ação como atividade antitumoral, podendo ser utilizada no tratamento 

da doença de Hodgkin´s, linfomas de células-T, tumores NK, alguns subtipos de 

leucemias mielóides e de leucemia linfoblástica aguda (DUVAL et al., 2002).  

O primeiro relato da atividade antitumoral da enzima foi verificado por 

Clementi (1922) que revelou a presença de L-asparaginase no soro de porcos da 

india da Guiné. Em 1953 Kidd descreveu a regressão de linfomas transplantados 

em ratos após administração do soro de porcos da índia da Guiné. Broome em 

1961, enquanto trabalhava no laboratório de Kidd (1953), comparou a descoberta 

de Kidd (1953) de regressão de crescimento de linfomas transplantados em ratos 

machos e fêmea, com a primeira observação de Clementi (1922), e conseguiu 

concluir que a atividade antitumoral no soro de porcos da india da Guiné foi 

devida a presença da enzima L-asparaginase. Yellin e Wriston em 1966 

realizaram a purificação parcial de duas formas de L-asparaginase a partir do soro 

de porcos da india.  
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No entato, a extração de L-asparaginase através do soro de poros da india 

apresentava baixo rendimento, havendo a necessidade de se pesquisar novas 

fontes de obtenção desta enzima (NAGARETHINAM et al.,2012) 

O primeiro relato de que a enzima L-asparaginase obtida em extrato de E. 

coli realizava uma reação de desaminação em substrato da L-asparagina foi 

realizado por Tsuji em 1957. 

Mashburn e Wriston (1964) e Campbell e Mashburn (1969) relataram a 

purificação de L-asparaginase através do cultivo de E. coli e verificaram que a 

enzima produzida pela bactéria apresentava a mesma atividade antitumoral da 

enzima extraída do soro de porcos da india da Guiné. 

Devido à facilidade de cultivo e obtenção da enzima em grande escala, os 

micro-organismos se tornaram excelentes produtores da enzima L-aspraginase, 

contudo as propriedades da enzima produzida irão depender das características de 

cada micro-organismo (NAGARETHINAM et al., 2012; AHMAD et al., 2012). 

L-asparaginase produzida pela bactéria E.coli pode ser de dois tipos: tipo I e 

tipo II (Campbell, 1967). L-asparaginases do tipo I são expressas 

constitutivamente no citoplasma e catalisam a hidrólise de ambas L-asparaginase 

e L-Glutaminase, enquanto que L-asparaginase do tipo II são expressas sob 

condições anaeróbias no espaço periplasmático das membranas bacterianas e 

exibem uma especificidade mais elevada para a L – asparaginase (CEDAR e 

SCHAWARTZ, 1966; CAMPBELL, 1967). 

L- asparaginases foram estudadas em microrganismos como Escherichia 

coli (BAGERT e RÖHM, 1989; HARMS et al.,1991),  Erwinia carotovora 
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(KOTZIA e LABROU, 2005)
 
e Erwinia chrysanthemi (AGHAIYPOUR et al., 

2001), Khamna et al., (2009) relataram a produção de L-asparaginase pela 

acitnobactéria isolado da rizosfera de erva-cidreira (Cymbopogon citratus) e 

Kiranmayi et al., (2014) isolaram actinobacterias, produtoras de L-asparaginase, 

do mangue de Nizampatnam –Índia. 

2.4.2 L-asparaginase no tratamento do câncer 

a) Câncer – Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) 

A mudança do perfil demográfico no Brasil aliada ao avanço da tecnologia e 

da industrialização vem proporcionando mudanças no estilo de vida das pessoas, 

reduzindo o número de óbitos por doenças negligenciadas, mas em contra partida 

aumenta o contato dos seres humanos com os fatores de risco que podem 

desencadear o câncer; estima-se se 5.050 casos novos de leucemia em homens e 

4.320 em mulheres para o ano de 2014 (INCA, 2014). 

O câncer é um processo patológico que começa quando uma célula é 

transformada por mutação genética do ácido desoxirribonucleico (DNA) celular; 

podendo infiltrar tecidos circunvizinhos e ganhar acesso aos vasos linfáticos e 

sanguíneos, que as levam até outras partes do corpo, denominado de metástase 

(DOMINIC e REN, 2004; OLIVEIRA et al., 2004; ROSAS et al., 2013). 

A leucemia é um câncer ligado ao sistema linfohematopoético caracterizado 

por uma proliferação das células hematológicas, expressando-se no sangue 

periférico (HENRY, 2013). As leucemias agudas (LA) caracterizam-se pela 

proliferação clonal acompanhada de bloqueio maturativo (anaplasia) variável, o 

que possibilita a existência de diferentes subtipos de leucemias e representam 

aproximadamente 30% das doenças malignas em pacientes com menos de 15 anos 
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de idade (SILVA et al., 2006). Por sua vez, a Leucemia Linfoblástica Aguda 

(LLA) abarca cerca de 80% de todos os casos em crianças, o que a torna o câncer 

mais comum na faixa etária pediátrica. As principais manifestações clínicas das 

leucemias agudas decorrem do acúmulo das células anormais – blastos – na 

medula óssea, impedindo a produção das células normais, resultando na 

diminuição dos leucócitos maduros propiciando o aparecimento de infecções, bem 

como diminuição no número de hemácias provocando anemia, e a redução da 

contagem de plaquetas podendo ocasionar sangramentos e equimose e petéquias 

(OLIVEIRA et al., 2004). No entanto, nas últimas décadas, houve uma 

considerável progressão no tratamento destes casos com a utilização do 

biofármaco L-asparaginase (INCA, 2014). 

b) Mecanismos de ação da L-aspraginase 

Os tecidos normais sintetizam L-asparagina em quantidades suficiente para 

a síntese de proteínas. A maioria dos tecidos neoplásicos requer o seu 

fornecimento exógeno L - asparaginase hidrolisa a L - asparagina livre no sangue 

(Figura 1), ocorrendo a depleção de este aminoácido e que conduz selectivamente 

as células leucémicas à morte- apoptose assim impedindo a síntese de proteínas de 

neoplasias (RAMYA et al., 2010; NAGARETHINAM et al., 2012). 

Figura 1- Reação catalisada pela L-asparaginase (GULATI et al., 1997). 
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2.4.3 L- asparaginase na indústria de alimentos 

Os hábitos alimentares da população brasileira mudaram, e observa-se, com 

preocupação, o aumento do consumo das refeições feitas fora de casa, em 

sistemas do tipo fast food, e de alimentos industrializados (BLEIL, 1998; LANES, 

2012). 

Antes de ser consumida, a maior parte dos alimentos sofre processamento 

térmico, o que garante à segurança microbiológica, a inativação de algumas 

enzimas, a degradação de substâncias tóxicas e, ainda, o desenvolvimento de 

substâncias responsáveis pelo aroma, cor e sabor, melhorando a sua palatabilidade 

(MINTZ, 2001; NITZKE e FREELAND-GRAVES, 2007).  

Essas substâncias são características da Reação de Maillard (RM), que 

ocorre durante o processamento térmico ou no armazenamento prolongado de 

alimentos que contêm proteínas e açúcares redutores (NITZKE e FREELAND-

GRAVES, 2007). 

A reação de Maillard tem sido implicada na formação de acrilamida em 

muitos alimentos que foram aquecidos a altas temperaturas, durante o processo ou 

preparação. 

A acrilamida deriva, principalmente, da reação de segunda ordem entre 

açúcares redutores (via carbonila) e o grupo α-amino da L-asparagina livre, e a 

reação necessita da presença dos dois substratos (figura 2) (NERI 2004; SHIBAO 

e BASTOS, 2011; FENNEMA et al., 2010).  
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Figura 2- Mecanismo proposto para a formação de acrilamida em alimentos 

(FENNEMA et al., 2010) 
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O nível de acrilamida tem sido observado em diversos alimentos que foram 

elaborados por frituras, panificação, puffing, assados ou outros tipos de 

processamentos a temperatura elevada (ARISSETO e TOLEDO , 2008).  

Produtos com alta área de superfícies, como chips de batata, estão entre os 

alimentos processados em alta temperatura que exibem as maiores concentrações 

de acrilamida conforme os dados Center for food Safet and Applied Nutrition- 

EUA- Tabela1 (FENNEMA et al., 2010). 
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Tabela 1-Variação da concentração de acrilamida encontrada em alguns produtos 

alimentícios que contém estas substâncias em níveis elevados (FENNEMA et al., 

2010) 

Alimento Acrilamida, ppb 

Amêndoa tostada 236-457 

Roscas 0-343 

Pães 0-364 

Cereais matinais (prontos para o 

consumo) 

34-1.057 

Café 3-374 

Batatas fritas 20-1325 

             Fonte: (Center for food Safet and Applied Nutrition) 

 

Para avaliar se a exposição à acrilamida, através dos alimentos, representa 

um risco para população, é necessário que estudos de estimativa de ingestão sejam 

conduzidos (BOON et al., 2005).  

No Brasil Arisseto e Toledo (2008) realizaram um estudo para analise de 

estimativa preliminar de acrilamida com base no consumo médio nacional de 

alimentos e verificaram que o nível de acrilamida nos alimentos no Brasil são 

inferiores aos níveis reportados em países da Europa e América do Norte. A batata 

frita foi a mais importante fonte de exposição à acrilamida, seguida pelo café, 

farinha de mandioca torrada, biscoito salgado e pão francês (Tabela 2). 
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Tabela 2- Ingestão diária de acrilamida estimada para médios e grandes 

consumidores com base no consumo médio nacional de alimentos no Brasil 

(Modificado ARISSETO e TOLEDO, 2008). 

Alimento Número Níveis de acrilamida 

(µg/kg)                                                   

Ingestão de acrilamida 

(µg/kg pc/dia) 

Porção 

Mediana 

Porção 

Máxima 

Cenário 1 Cenário 2 

Batata frita 7 264 2528 0,0800 0,7661 

Batata chips 12 591 1999 0,0045 0,0153 

Mandioca 

frita 

3 <20 <20 0,0010 0,0010 

Farinha de 

mandioca 

3 30 81 0,0106 0,0287 

Pão de 

queijo 

3 <20 <20 0,0001 0,0001 

Cereal 

Matinal 

8 30 49 0,0005 0,0008 

Biscoito 

salgado 

7 116 361                  0,0100 0,0113 

Torrada 7 71 231     0,0003 0,0011 

Farinha de 

rosca 

2 <20 67 0,0000 0,0002 

Pão francês 3 <20 <20 0,0056 0,0056 

Pão (outros) 11 21 124 0,0002 0,0011 

Café moído 3 174 202 0,0196 0,0228 

Café solúvel 3 582 683 0,0034 0,0040 

Cerveja 14 <20 <20 0,0021 0,0021 

N= Número de amostras analisadas 

Cenário 1- ingestão de 0,14 e 0,42 μg/kg pc/ dia 

Cenário 2-  ingestões correspondentes foram estimadas em 0,87 e 2,60 μg/kg pc/dia 
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A adição de L-asparaginase antes de cozer ou fritar os alimentos é uma 

estratégia para reduzir a acrilamida nos alimentos, nesta estratégia a asparagina é 

convertida em outro aminoácido comum, ácido aspártico, e amónio; como 

resultado, a asparagina deixa de fazer parte na reação de Maillard, e, por 

conseguinte, a formação de acrilamida é significativamente reduzida (DHANAM 

e KANNAN, 2013; FENNEMA et al., 2010). 

A enzima L-asparaginase pode ser utilizada como um auxiliar de 

processamento de alimentos, podendo eficazmente, reduzir o nível de acrilamida a 

90 % em uma variedade de alimentos ricos em amido, sem alterar o sabor e 

aparência do produto final (DHANAM e KANNAN, 2013).
 

2.4.4 Busca por novas fontes de L-asparaginase 

Diferente habitats são pesquisados para obtenção desses micro-organismos 

como, solo (SHUKLA t al., 2014), rizosfera (KHAMNA et al., 2009), endofíticos 

(CHOW e TING, 2014) e marinhos (SIVASANKAR et al.,2013) com interesse se 

obter L-asparaginase com menos efeitos colaterais quando purificadas para 

produção de biofármacos (NAGARETHINAM et al.,2012). 

A produção desta enzima por micro-organismos vai depender do tipo de 

micro-organismo utilizado e das condições de produção (Fermentação submersa 

ou Fermentação em substrato sólido), como meio de cultura, temperatura e pH 

(AHMAD et al., 2012). A figura 3 ilustra a sequencia de etapas para obtenção da 

enzima L-asparaginase. 
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Figura 3- Esquema geral para obtenção da enzima L-asparaginase 

 

 

A enzima L-asparagianase pode ser produzida por fermentação submersa 

(SMF), utilizando fontes de carbono e nitrogênio diferente. Deshpande et 

al.(2014)  estudaram a produção de L-aspraginase por Streptomyces ginsengisoli 
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Amena et al. (2010) estudaram a produção da enzima L-asparaginase por 

Streptomyces gulbargensis  utilizando extrato de amendoim enriquecido com 

maltose (0,5%) e L-asparagina (0,5%)  e tiveram uma ótima produção em pH 8.5 

a 40 ° C.  

Outra opção de obtenção da enzima é através da fermentação em estado 

sólido (SSF), onde podem ser utilizadas outras fontes de carbono mais baratas, 

como resíduos agroindustriais, e diferentes da glicose, uma vez que a glicose pode 

causar catabolismo de repressão e inibição dos componentes envolvidos no 

transporte do lactato, no qual o lactato estimula a síntese de L-asparaginase 

(AHMAD et al., 2012). 

Ghosh et al. (2013) otimizaram a produção da enzima L-asparaginase por 

Serratia marcescens (NCIM 2919) em fermentação sólida utilizando substrato de 

óleo de coco, onde foi observada uma produção de 5.75 U/gds. 

Beauveria bassiana (MSS18/41), um fungo marinho, produziu L-

asparaginase por fermentação sólida utilizando resíduo agroindústrial (farelo de 

trigo) tendo como produção máxima de enzima 90 U/gds (SWATHI et al. 2014). 

Portanto, a produção de enzima L-asparaginase por micro-organismos é uma 

fonte promissora e com mais possibilidade de obter um processo menos oneroso, 

tendo como objetivo reduzir o custo desta enzima na produção industrial. 

2.5 Planta Medicinal 

 

Com o desenvolvimento da tecnologia farmacêutica, o homem moderno 

pode ser compreendido e diferenciado das demais épocas por seu consumo 

elevado de medicamentos (VEIGA JUNIOR, 2008).  
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  No entanto, a grande oferta de medicamentos alopáticos, entretanto, não 

resolveu os problemas de saúde da maior parte da população. Portanto, as terapias 

alternativas são as principais formas de tratamento onde plantas medicinais são os 

principais medicamentos (MENGUE et al., 2001; RITTER et al., 2002; 

MENDONÇA-FILHO; PEREIRA et al., 2004; VENDRUSCOLO et al., 2005; 

CARLINI et al., 2006; AGRA et al., 2007; BIAVATTI et al., 2007).  

Apesar do interesse da indústria farmacêutica e de centros de pesquisas pela 

síntese orgânica de novos compostos, os produtos naturais, particularmente os 

derivados de plantas medicinais, ainda permanecem como uma importante fonte 

para a obtenção de novas drogas e estruturas químicas, que por processo de 

otimização tornam-se mais eficazes farmacologicamente (CALIXTO, 2000; 

NEWMAN  et al., 2003; BUTLER, 2004; BALUNAS; KINGHORN, 2005). 

 

2.5.1 Ipomoea pés-caprae  e suas atividades biológicas e farmacológicas 

 

I. pés-caprae  é encontrada extensivamente sobre as dunas das praias em 

toda região litorânea brasileira, contribuindo para a proteção à mudança constante 

das areias, provocada pelo vento, têm caules estoloníferos subterrâneos Figura 4 

(LIMA, 2007). 

Figura 4-Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., Convolvulacea. 
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O extrato metanólico da planta exibe efeito espasmolítico em preparações de 

músculo liso (EMENDORFER et al., 2005), confirmando os resultados obtidos 

anteriormente (PONGPRAYOON et al., 1989, 1991a, b, 1992). 

Krogh et al.(1999); De Souza et al. (2000) validaram a propriedade 

analgésica da planta, confirmando que os flavonóides e terpenos são os principais 

princípios ativos. Barni et al., 2009 através de análises fitoquímicas verificaram 

que o teor de flavanóides totais é maior nas folhas seguido dos caules. Os ativos 

mais comuns encontrados nos estudos fitoquímicos e suas estruturas químicas 

nesta planta estão descritas no Quadro 04. 
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Quadro 4- Relação das substâncias encontradas na I. pes-caprae (MEIRA et al, 

2012 com modificações). 

 

Substância Atividade Referência 

Calistegina B1 (1) 

Calistegina B2 (2) 

 
               1 R= H  R1= OH 

               2 R= OH R1= H 

 

Potente atividade 

inibitória da β-glicosidade 

nos lisossomos de ratos. 

HARAGUCH et al,. 

2003 

Pescaproside A (3) 

 
3 R1=R2= cafeoil 

R3=R4=R5= H 

 

Fraca citotoxicidade em: 

células nasofaringe, colón, 

células escamosas da 

cervical e carcinomas 

ovarianos. 

PEREDA 

MIRANDA et al., 

2005 

Ácido Isoclorogênico (8) 

 

Inibidor da colagenase e 

nocitoxicidade 

TERAMACH et al., 

2005 

 

 

 

A planta I. pes-caprae é rica em metabólicos secundários com diferente 

atividades farmacológicas, por isso existe a necessidade de um estudo de 
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bioprospecção na região da rizosfera desta planta para conhecermos os possíveis 

metabólitos produzidos pelos micro-organismos da rizosfera. 

Considerando os fatores acima mencionados e por não se ter relatos de 

pesquisas anteriores sobre o potencial biotecnológicos dos endofíticos da planta 

Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., os micro-organismos endofíticos isolados trarão 

uma grande contribuição para a obtenção de novas substâncias. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral  

 

 Isolar, identificar os micro-organismos, avaliar as atividades antimicrobianas, 

pesquisar a atividade enzimática produzidas pelosmicro-organismos 

endofíticos associados folhas e raízes e micro-organismos rizosféricos 

Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. 

3.2 Específicos 

 

 Isolar actinobactérias, bactérias e fungos endofíticos de folhas e raízes 

Ipomoea pes-caprae, da praia de Itamaracá-PE. 

 Isolar actiobactérias da rizosfera de Ipomoea pes-caprae, das áreas da 

praia de Itamaracá -PE. 

 Realizar atividade antimicrobiana dos micro-organismos isolados (fungos 

actinobactérias endofíticos e actinobactérias rizosféricas contra diferentes 

isolados clínicos de Staphylococcus aureus resistentes, leveduras e fungos 

filamentos;  

 Realizar a fermentação submersa (FS) e Fermentação em Substrato-Sólido 

(FSS) dos micro-organismos que obtiveram melhor resultado na atividades 

antimicrobiana.  

 Realizar análise comparativa dos metabólitos secundários dos micro-

organismos endofíticos e rizosféricos com o extrato da planta. 

 Verificar se os fungos endofíticos isolados de folhas e raízes Ipomoea pes-

caprae são produtores de enzimas celulase, amilase, protease, lipase. 
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 Verificar se os micro-organismos endofíticos e rizosféricos são produtores 

de L-asparaginase. 

 Realizar teste quantitativo para escolher o melhor substrato para produção 

de enzima L-asparaginase por actinobactérias endofítica 

 Realizar planejamento experimental e cinética de produção de L-

asparaginase de actinobactéria por actinobactéria endofítica. 

 Selecionar as bactérias endofíticas produtoras de ácido indol acético; 
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4. METODOLOGIA  

4.1  Coleta das amostras vegetais  

 

As folhas, raízes e rizosfera Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br foram coletadas em 

janeiro e junho de 2011 a 7° 48’ 38‖ latitude Sul, 34° 50’27‖ longitude na Praia do 

Forte, Forte Orange, Itamaracá-Pernambuco (Figura 5). 

 

Figura 5– Área de coleta das amostras Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., Praia do Forte, 

Forte Orange, Itamaracá-Pernambuco. 

 

 

 

Foram coletadas aleatoriamente as folhas, raízes e rizosfera de três indivíduos 

saudáveis, este material botânico foi identificado e depositado no herbário do Instituto 

Agronômico de Pernambuco- IPA, exsicata N° 85782 (Figura 6). 
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Figura 6- Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. depositada no herbário no Instituto 

Agronômico de Pernambuco- IPA, Exsicata N° 85782. 

 

 

 

Após a coleta as amostras foram conservadas individualmente em sacos plásticos 

esterilizados, previamente identificados e transportados em câmara com gelo para o 

Laboratório de Genética de Micro-organismos no Departamento de Antibióticos para o 

isolamento de micro-organismos endofíticos. 

4.2 Desinfecções superficiais para o isolamento dos micro-organismos 

endofíticos 

 

O material botânico foi processado no mesmo dia da coleta. Este foi lavado com 

água corrente. Em seguida, na cabine de fluxo laminar, as raízes e folhas de cada 

indivíduo foram desinfetados superficialmente fazendo-se uso da metodologia 

(PEREIRA,  et al., 1993; ARAUJO,  et al. (2002); UETANABARO (2004) como se 

segue abaixo (Figura 7): 

 Incubar em álcool 70% v/v por 1 minuto; 



52 

 

 Incubar em hipoclorito de sódio 2% v/v por 3 minutos; 

 Incubar em álcool 70% v/v por 30 segundos; 

 Enxaguar duas vezes em água destilada e esterilizada 

 A ultima água de lavagem das raízes e das folhas de cada indivíduo será 

semeada em placa com meio de cultura 

Figura 7-Etapas do processo de desinfecção, isolamento, purificação e preservação dos 

micro-organismos endofíticos (CONTI, 2012). 

 

Coleta do material 

 

Desinfecção do material vegetal 

 

Isolamento, purificação e preservação. 
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4.3 Isolamentos de micro-organismos endofíticos  

 

Os fragmentos de folhas e raizes foram inoculados em meio de cultura que foi 

preparado com água do mar artificial (MENEZES, et al. 2010). Para actinobactérias, 

bactérias os meios contendo nistatina na concentração de 100 g/mL nos meios de 

cultura.  ALA (Anexo I) e MC- Meio Completo (Anexo II), ISP-2, ISP-4 (Anexo III), 

e para fungos foi utilizado clorafenicol na concentração de 100 g/mL nos meios de 

cultura BDA - batata-dextrose-Agar (anexo IV) e Agar Sabouraud (Anexo IV). Todos 

os fragmentos foram incubados à temperatura de 30°C.  

Assim que as colônias dos endófitos foram surgindo nos fragmentos das folhas e 

raises, estes foram transferidos para novas placas contendo os mesmos meios e 

submetidos a processo de purificação por estrias de esgotamento (MADIGAN et 

al.,2004). 

A frequência dos micro-organismos endofíticos foi determinada segundo a 

metodologia descrita por Araújo, et al. (2002), onde 

                                                           

 

 

 

4.4 Isolamentos de actinobactérias rizosféricas 

 

A amostra de solo rizosférico (10 g) foi ressuspendida em 90 mL de NaCl a 

0,9%(m/v), o pH (5,6), homogeneizada em vórtex por 20 minutos e incubada em 

Banho-maria a 50º C por 15 minutos (KOLM e SIQUEIRA, 1999; MARRONTI; 

GERMANI, 2011) Após este tempo a amostra foi submetida a diluições seriadas em 

F= N° de fragmentos X100. 

N° total de fragmentos 
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solução salina (até 10
-5

) (KING et al., 1954), seguido da inoculação de 200 µL das 

diluições de 10
-3

, 10
-4

 e 10
-5

 na superfície de cada placa contendo 20 mL dos meios: 

Triptona Extrato de levedura -ISP2 e meio Czapeck Dox (Cz) Ágar (sacarose 30.0 g, 

NaNO3 2.0 g, K2HPO4 1.0 g, MgSO4 x 7H2O 0.5 g, KCl 0.5 g, FeSO4 0.01 g, Agar 15.0 

g, H20 1000 mL, pH 6.6), acrescidos de antifúngico Ciclohexamida 50µg/mL. O teste 

foi realizado em triplicata para cada meio de cultura. Uma triplicata foi preparada com 

água destilada e outra o meio foi enriquecido com NaCl 0,3%. Após as inoculações, as 

placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 30ºC por sete dias Figura 8. 

Figura 8 – Esquema do Isolamento das actinobactérias da rizosfera I. pes-caprae (L.) 

R. Br. 
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4.4 Preservações dos microrganismos isolados  

 

 Após a purificação, as linhagens de bactérias e actinobactérias foram transferidas 

para tubos de penicilina contendo meio ISP2 inclinado e cobertos com óleo mineral 

esterilizado, lacrados e armazenados a temperatura ambiente. Os fungos foram 

preservados no meio BDA seguindo a metodologia de Castelani (ARAÚJO,  et al., 

2002). 

4.5 Identificações dos micro-organismos isolados 

4.5.1 Identificação de Actinobactéria 

 

A identificação taxonômica da actinobactéria endofítica e rizosférica foi realizada 

em nível de gênero através das observações macro e micromorfologia no Laboratório 

da Coleção de Microrganismos do Departamento de Antibióticos da Universidade 

Federal de Pernambuco. 

4.5.1.2 Morfologia da Actinobactéria endofítica e rizosférica 

 

Para análise morfológica foi utilizada a metodologia descrita por Shirling e 

Gottlieb (1966). O micro-organismo foi cultivado em meio de cultura ISP-2 e incubado 

a 30°C por 21 dias. Lamínulas foram inseridas parcialmente no meio de cultura, em 

posição inclinada para o crescimento das hifas sobre suas superfícies. Após o período de 

incubação, foram observadas características como formação de pigmentação e 

micromorfologia, através do microscópio óptico, como a presença ou ausência de 

esporos, forma da cadeia de esporos ou a presença de esporângios. 
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4.5.2 Identificação das bactérias endofíticas 

 

A identificação taxonômica das bactérias foi realizada no Laboratório da Coleção 

de Micro-organismo do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco. Foi realizado pela técnica da coloração de Gram seguido das provas 

bioquímicas segundo ANVISA (2004) e Koneman et al. (2008)  

 

4.5.3 Identificação dos fungos filamentosos e leveduras endofíticos 

 

A identificação taxonômica dos fungos endofíticos foi realizada através das 

observações macro e micromorfologia e das leveduras através de testes bioquímicos no 

Departamento de Micologia no Laboratório da Coleção de Fungos – URM, 

Universidade Federal de Pernambuco. 

4.5.3.1 Morfologia dos fungos filamentosos endofíticos 

 

Para análise morfológica dos endófitos foi utilizada a metodologia descrita por 

Shirling e Gottlieb (1966). Os micro-organismos foram cultivados com uma alça em 

agulha nos meios de cultura BDA, CZ (Anexo VI), CYA (Anexo VII) e MEA (Anexo 

VIII) e incubados a 30°C por 7 dias. Lamínulas foram adicionadas sobre os cultivos 

para observar o crescimento das hifas sobre suas superfícies. Após o período de 

incubação, foram observadas características como formação de pigmentação e 

micromorfologia, através do microscópio óptico, como a presença ou ausência de 

esporos, forma da cadeia de esporos. 
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4.6. Teste primário em “bloco de gelose”- Atividade Antimicrobiana dos 

micro-organismos endofíticos e rizosféricos. 

 

A avaliação da atividade antimicrobiana foi realizada de acordo com Ichikawa  et 

al. (1971), utilizando os micro-organismos testes pertencentes ao acervo da Coleção de 

Microrganismos– UFPEDA. Os micro-organismos testes utilizados foram: Escherichia 

coli UFPEDA 224, Staphylococcus aureus UFPEDA 02, Enterococcus faecalis 

UFPEDA 138, Bacillus subtilis UFPEDA 86 e Candida albicans UFPEDA 1007. Para a 

rizosfera, além destes micro-organismos testes incluímos Staphylococcus aureus 

UFPEDA 705  Figura 9. 

  Figura 9- Esquema do ensaio antimicrobiano em ―bloco de gelose‖.   

 

 

 

4.7. Cultivo dos micro-organismos selecionados no teste de atividade 

antimicrobiana e preparação dos extratos 

4.7.1. Fermentação submersa (FS) dos micro-organismos 

4.7.1 a) Pré-inoculo para fermentação do endófito Streptomyces sp  

A linhagem do endófito foi cultivadas por 48h (30°C a 180rpm) em tubos de 

ensaio para reativação em meio líquido e semeados em placas com o auxílio de um 

―swab‖ e incubadas por 7 dias a 30°C. Em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 
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mL de meio líquido ISP2 foram adicionados cinco ―blocos de gelose‖ de 6mm de 

diâmetro e submetido a agitação por 48h (180rpm 30°C). 

4.7.1 b) Fermentação Submersa do endófito Streptomyces sp 

A fermentação foi realizada em Erlenmeyers de 500 mL, contendo 95 mL dos 

diferentes meios de cultura: ISP-2 e MPE, os quais foram inoculados com 10% do pré-

inóculo, seguido da agitação a 180 rpm, durante 96 h Figura 10. A atividade 

antimicrobiana foi acompanhada a cada 24 horas (KIRBY e BAYER, 1996). 
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Figura 10- Esquema geral da sequencia da fermentação submersa do endófito 

Streptomces sp 
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4.7.1 c) Atividade antibacteriana 

A atividade antimicrobiana foi realizada através do teste de difusão em ágar (item 

4.2.1.), a cada 24 horas, utilizando discos de papel de 8 mm contendo 50 µL do líquido 

fermentado. As placas foram incubadas a 37º C, por 24 para S. aureus UFPEDA 02 - 

Figura 11 (KIRBY e BAYER, 1996). 

Figura 11- Esquema da atividade antimicrobiana em disco 

 

 

 

4.7.2 Fermentação Substrato Sólido (FSS) do endófito Streptomyces sp 

4.7.2.(a) Pré-inoculo para fermentação em meio sólido 

 

A linhagem do endófito foi cultivadas por 48h (30°C a 180rpm) em tubos de 

ensaio para reativação em meio líquido e semeados em placas com o auxílio de um 

―swab‖ e incubadas por 7 dias a 30°C. Em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 

mL de meio líquido ISP2 foram adicionados 20 ―blocos de gelose‖ de 6mm de diâmetro 
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e submetido a agitação por 48h (180rpm 30°C) Figura 12. 

 

4.7.b) Preparação do meio de cultura com Substrato Sólido  

Foram utilizados 25 frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo o meio sólido de 

arroz (90g de arroz parboilizado e 90 mL de água). Estes foram autoclavados por 40 

munitos. 

4.7.2. c) Fermentação em Substrato-Sólido (FSS)  

 

Em 24 frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo o meio sólido de arroz foram 

adicionados os prés-inóculos (10mL) e incubados em B.O.D. (Biological Oxygen 

Demand) a 30°C por 21 dias Figura 12 Outro frasco contendo somente arroz também 

foi incubado nas mesmas condições. 

Figura 12- Esquema geral pra preparação da fermentação em Substrato Sólida. 
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4.7.3. Fermentação Semi-Sólido (FSS) actinobactéria rizosfera Nocardia sp 

4.7.3 a) Pré-inoculo para fermentação Semi-Sólido 

 

Seguiu o mesmo procedimento do item 4.7.2.(a). A única diferença foi à 

utilização do meio de cultura Czapeck Dox Ágar (CZ) para o crescimento da 

actinobactéria. 

4.7.3 b) Fermentação Substrato Sólido 

Seguiu o mesmo procedimento dos itens 4.7.b  e  4.7.2. b. 

 

4.7.4 Fermentação Substrato Sólido (FSS) dos fungos endofíticos 

4.7.4 a) Pré-inoculo para fermentação em meio sólido 

 

Seguiu o mesmo procedimento do item 4.7.2.(a). A única diferença foi à 

utilização do meio de cultura Batata para o crescimento dos fungos. 

4.7.4 b) Fermentação Substrato Sólido 

Seguiu o mesmo procedimento dos itens 4.7.b  e  4.7.2. b 

 

4.8.  Prospecção química dos extratos dos micro-organismos da Fermentação 

Substrato Sólida. 

4.8.1. Obtenção dos extratos da fermentação em meio sólido 

Foram adicionados aos cultivos dos micro-organismos da fermentação em 

Substrato Sólida 150 mL de metanol a frio. Após 24 h, o extrato foi filtrado a vácuo. 

Em seguida foram adicionados mais 100 mL de solvente a frio aos cultivos e filtrados 

novamente. Os filtrados foram concentrados em evaporador rotatório a 45°C até a 

secagem das amostras (Borges & Pupo, 2006) 
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4.8.2. Preparação do extrato da planta 

Depois de seca à temperatura ambiente, a amostra foi reduzida a pequenos 

fragmentos e devidamente pesada. Após pesagem e cominuição das partes aéreas 

vegetais, um total de 5g da planta foi submetido ao processo de infusão metanólica, 

obtendo-se uma concentração de 0,1g/L (p/v).  

4.8.3 Prospecção química do extrato MeOH dos micro-organismos 

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia de camada delgada (CCD) 

(Kieselgel 60, 0.2 mm, Merck), empregando-se sistemas e reveladores adequados a cada 

grupo de metabólitos apoiados nos estudos de Harborne (1998) e Wagner & Bladt 

(1996), com algumas modificações (Quadro 5). 
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Quadro 5-Condições cromatográfica de prospecção química do extrato MeOH dos  

micro-organismos endofíticos e da rizosfera e I. pes–caprae. 

 

Metabólito Fase Móvel Revelador Padrão Referência 

Triterpenos e 

Esteroides 

Tolueno e 

acetato de etila  

Lieberman-

Burchard  

 

β – sitosterol SHARMA e 

DAWRA, 

1991. 

 

Monoterpenos e 

Sesquiterpenos 

Tolueno e 

acetato de etila 

H2SO4, Vanilina 

sulfúrica 

Timol WAGNER 

e BLADT, 

1996. 

 

Alcaloides Acetato de etila, 

ácido fórmico, 

ácido acético e 

água 

Dragendorff  

 

Pilocarpina WAGNER 

e BLADT, 

1996. 

 

Cumarina, 

flavanoides, 

fenilpropanoides e 

derivados 

cinâmicos 

Acetato de etila, 

ácido acético, 

ácido fórmico e 

água 

NEU  Rutina WAGNER 

e BLADT 

1996  

 

 

 

4.9. Atividade enzimática  

 4.9.1  Análise qualitativa dos fungos endofíticos produtores de enzimas 

celulases, protease, amilases e lipase. 

 

Os ensaios da atividade enzimática foram realizados de acordo com a 

metodologia de Neirotti; Azevedo (1988), Hankin et al.(1971), Wood et al. (1988), 

Anderson (1939) e Fernandes et al. (1999) para avaliação da produção de celulase, 
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amilase, protease, lípase e respectivamente. 

Para o crescimento dos fungos, foram adicionados 15 mL de meio de cultura 

sólido em placa de Petri contendo fonte de carbono específica para cada hidrolise, e a 

visualização da atividade enzimática foi observada através de reveladores específicos 

(Quadro 6). 

Quadro 6– Fontes de carbono e seus reveladores específicos utilizados nos teste de 

atividade enzimática. 

Fonte de Carbono Revelador Enzimas Referência 

Carboximetilcelulose Vermelho Congo Celulose NEIROTTI e 

AZEVEDO (1988) 

Amido Cristais de Iodo Amilase HANKIN et al. 

(1971) 

Gelatina Sol. Saturada de 

amônio 

Protease WOOD et al. 

(1988) 

Tween 20 Refrigeração a 4°C Lipase ANDERSON 

(1939) e 

FERNANDES et al 

(2004). 

 

Cada meio de cultura foi inoculado com fungos endofíticos de forma pontual, 

com o auxílio de uma alça de platina em forma e agulha e incubado a 30ºC por 4 dias. 

Em seguida, foi realizada a revelação da atividade enzimática e medido o halo e 

degradação em milímetros com auxílio de uma régua. Para a quantificação da área total 
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de degradação foi utilizada a seguinte equação S = π(dh/2)
2
 - π(dc/2)

2
 onde: 

S= Área da degradação; 

dh= diâmetro do halo; 

dc= diâmetro da colônia 

π = 3,14 

Após 3 dias de cultivo a 30ºC, as placas de Petri para análise da atividade 

celulolítica foram colocadas em estufa a 45ºC por 16 horas para inibição do crescimento 

dos fungos endofíticos e seleção de enzimas termoestáveis. A revelação foi realizada 

com solução de vermelho Congo (0, 025%) durante 30 minutos. O corante foi 

descartado e o excesso foi retirado pela adição de 1 mL de NaCl ( 0,5 M) e o halo de 

inibição foi observado como uma área alaranjada ao redor da colônia. 

Para a visualização da atividade lipolítica, as placas com o cultivo das colônias, 

foram refrigeradas a 4º C por 48 horas e após este período foram visualizados cristais de 

cálcio ao redor da colônia, indicativo da presença de lípase. 

As atividades amilolíticas, proteolítica foram avaliadas após 3 dias de cultivo a 

30 ºC. A revelação da atividade amilolítica foi realizada através da coloração com vapor 

de cristais de iodo, que conferem ao meio de cultura de coloração roxa, e o halo 

hidrolítico e visualizado como uma área incolor transparente circundando a colônia. 

 A atividade proteolítica foi revelada com a adição de 5 mL de solução saturada 

de sulfato de amônio, que proporciona ao meio de cultura cor branca – leitosa indicativo 

da presença de proteínas, enquanto a ação das enzimas proteolíticas foi visualizada 

como uma área transparente ao redor da colônia. 
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4.9.2 Analise qualitativa dos micro-organismos endofítico e rizosférico 

para produção de enzima L-asparaginase 

 

O experimento foi realizado com o teste rápido em placa, para rastreio de L-

asparaginase – in vitro - onde foi preparado o meio M-9 modificado produzido com g/L 

de NaHPO4.2H2O (6.0); KH2PO4 (3.0); NaCl (0.5); CaCl2.2H2O (0.014); MgSO4.7H2O 

(0.5); Glicose (2.0); L-asparagina (5.0); Vermelho fenol (0.09) e ágar (17g/L) . Depois 

de vertido o meio de cultura nas placas, foi feita uma estria com as actinobactérias e as 

placas foram incubadas em estufa B.O.D. (Biological Oxygen Demand) durante 7 dias. 

No meio de cultura foi utilizado o corante vermelho de fenol como indicador da 

mudança de pH, ocasionada pela clivagem da L-asparagina em ácido aspártico
 
de 

laranja para rosa (
 
GULATI et al.,1997). 

4.9.2.1 Analise qualitativa dos micro-organismos endofítico e rizosférico 

para produção de enzima L-glutaminase. 

Para o ensaio de detecção de L-glutaminase, utilizou-se o meio Minimo Glutamina 

Agar (MGA), descrito por Balagurunathan et al (2010) composto por: KCl (0,5 g/L); 

MgSO4.7H2O (0,5 g/L); KH2PO4(1,0 g/L); FeSO4.7H2O (0,1 g/L); ZnSO4.7H2O (0,1 

g/L); NaCl (0,25); L-glutamina (10 g/L); vermelho fenol (0,012 g/L). A presença da 

atividade da enzima foi visualizada pela mudança na coloração do meio amarelado para 

a coloração rosa (BASHA et al., 2009). 

4.9.3 Fermentação em Substrato Sólido para produção de L-asparaginase 

pelo endófito Streptomyces sp 

A enzima bruta foi produzida por fermentação em Substrato Sólida utilizando 

dois tipos de substrato: farinha de soja e arroz. 
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Os meios de fermentação consistiu de 3.0 g de farinha de soja e 0.5 ml de 

Tampão fosfato de sodio dibássico 0,1M (pH 7,0) com solução de L-asparagina a 

0,04M. Os frascos foram autoclavados durante 15 min a 121º C e pressão de 15 lb, e em 

seguida do arrefecimento foi inoculado com 250 microlitros do pré- inóculo da 

actinobactéria selecionada. Foram incubados a 37 º C por 7 dias em repouso A 

fermentação com o substrato de farinha de arroz seguiu as mesmas especificações da 

fermentação acima descrita. Para ambas as fermentações, foram utilizadas dois 

controles. Um controle com substrato mais solução tampão de fostato de sódio dibássico 

(0,1 M) com L-asparagina 0,04M e outro controle contendo somente o substrato mais 

solução fostato de sódio dibássico 0,1M (Figura 13) (YASSER et al., 2002). 

 

Figura 13-Esquema geral da fermentação Substrato Sólido para produção de L-

asparaginase. 
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Para a determinação de L-asparaginase foi utilizado o método de Mashburn e 

Wriston (1964). Neste ensaio, a taxa de hidrólise de L-asparagina foi determinada pela 

medição do amoníaco liberado pela reação de Nessler. 

  Uma mistura de 400 microlitros de extracto de enzima, 400 microlitros solução 

tampão fostato de sódio dibássico 0,1M com 0,04M de L-asparagina. A amostra foi 

incubada durante 30 min a 37 º C. A reação foi parada pela adição de 350 microlitros de 

1,5 M de ácido tricloroacético. Depois centrifugação a 10000 rpm por 10 minutos.  500 

microlitros do sobrenadante foram diluídos com 2,25 mL com água destilada e tratou-se 

com 250 microlitros de Nessler reagente.   

A reação de cor foi permitindo desenvolver durante 10 minutos e ler a 

absorvância em 450 nm com um espectrofotómetro. O amoníaco libertado foi calculado 

a partir de uma curva derivada com sulfato de amónio.  Um unidade (UI) de L-

asparaginase foi definida como que a quantidade de enzima que liberta 1 μ mole de 

amoníaco por minuto sob as condições do ensaio (DAVID K; DAVID G 1974). 

4.9.3.1 Dosagem de proteínas 

 

Método de Bradford (1976) é uma técnica utilizada para a determinação de 

proteínas totais que utiliza o corante Comassie Brilliant Blue G- 250. Este método é 

baseado na interação entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteínas que 

contém aminoácidos de cadeias laterias básicas ou aromáticas. No pH de reação, a 

interação entre a proteína de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o 

deslocamento do equilíbrio do corante para a forma aniônica, que absorve fortemente 

em 595 nm.  
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4.9.4 Planejamento experimental de L-asparaginase 

Otimização da produção de L-asparaginase foi realizada utilizando o 

planejamento experimental 2
3
. Utilizando como variáveis a temperatura, concentração 

de L-asparagina e quantidade de inoculo (tabela 03). A determinação da enzima bruta L-

aspraginase seguiu o item 4.9.3. Os dados experimentais foram processados 

empregando-se Análise de Variância (ANOVA). 

Tabela 3– Variáveis e valores utilizados no planejamento experimental 

Variáveis Nível (-1) Nível (+1) 

Temperatura 37°C 45°C 

Conc. L-asparagina 0,03 M 0,04 M 

Quantidade de inóculo 0,25 mL 0,5 mL 

 

 

4.9.6. Cinética de produção de L-asparaginase 

Os parâmetros de produção de L-asparaginase foram estabelecidos a partir do 

planejamento experimental. Os meios de fermentação consistiu de 3.0 g de farinha de 

soja, 0.25 ml de Tampão fosfato de sodio dibássico 0,1M (pH 7.0) com solução de L-

asparagina a 0,03M. Os frascos foram autoclavados durante 15 min a 121º C e pressão 

de 15 lb, e em seguida do arrefecimento foi inoculado com 250 microlitros do pré- 

inóculo da actinobactéria selecionada. Foram incubados a 37 º C por 10 dias em 

repouso. A cinética teve por objetivo determinar o melhor tempo de produção para a 

enzima bruta. A determinação da enzima bruta L-aspraginase seguiu o item 4.9.3. 
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 4.10. Seleção de bactérias produtoras de Ácido Indol Acético (AIA) 

 

4.10.1. Teste qualitativo 

A seleção de bactérias produtoras de AIA foi realizada por um método 

colorimétrico e específico que caracteriza a produção do fitohormônio. Colônias 

isoladas foram inoculadas em meio líquido TSA 10% (Anexo IX), suplementados com 

5mM de L–triptofano estéril, incubados sob agitação (120rpm) a 28 °C, na ausência de 

luz, por 24 h. Após esta etapa, 500μL da cultura bacteriana foram acrescidas de 500μL 

do reagente de Salkowski (0,5 M de FeCl3 + 7,9 M de H2SO4), incubadas por 30min a 

28 °C, na ausência de luz. Os experimentos foram realizados em triplicatas e o resultado 

positivo foi caracterizado pela formação de uma coloração rósea. Para tanto, foi 

utilizada como controle positivo a linhagem Pantoea agglomerans UFPEDA 774, 

(KUKLINSKY-SOBRAL et al.,2004). 
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5. RESULTADO E DISCUSSÃO 

5.1 Isolamentos dos micro-organismos endofíticos 

 

Os meios de culturas ISP-2, ISP-4, ALA, MC, preparados com água do mar 

artificial, foram eficientes no isolamento de bactérias das folhas e raízes. Os meios de 

cultura BDA e Ágar Sabouraud dextrose preparados nas mesmas condições foram 

eficientes no isolamento de fungos filamentosos das raízes e folhas.  

O desenvolvimento de colônias bacterianas e fúngicas emergindo dos 

fragmentos de folhas e raízes foram visualizadas a partir de 48 horas de isolamento até 

21 dias de cultivo.  À medida que as colônias surgiram, foram sendo isoladas e 

purificadas (Figura 14 e 15). A frequência dos micro-organismos isolados pode ser 

observada na tabela 02. 

Figura 14 - Isolamento e purificação dos endófitos de raiz e folhas I. pes-caprae (L.) R. 

Br, fungo da raiz (A),  fungo da folha (B), fungos das folhas (C), bactérias das folhas 

(D), bactéria da folha (E) e bactéria purificada (F) respectivamente. 

 

 

 

A frequência dos micro-organismos endofíticos pode ser observada na tabela 5, 

onde a frequência de isolados foi maior no período do inverno em meio salino e nos 

fragmentos das folhas. No entanto, para o isolamento de actinobactérias foi melhor a 

estão do verão e no meio de cultura sem água do mar artificial.  

 

  

 

 

 

 

A – Fungo da raiz 
B – Fungo da folha 

C- Fungos das folhas 

D - Bactérias das folhas 
E- Fragmento da folha 

contendo bactéria. 

F- bactéria purificada do 

fragmento da folha 
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Figura 15- Purificação dos micro-organismos endofíticos bactérias (G e H), levedura (I) 

e Actinobactéria (J) respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das folhas e raízes de I. pes-caprae (L.) R. Br foram isolados um total de 123 

micro-organismos. Os fungos foram os maiores representantes com 57,71% (71/123), 

seguidos pelas bactérias com 43,22% (53/123) e apenas 0,81% (1/123) de actinobactéria 

(Tabela 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

G- Bactéria purificada H- Bactéria purificada 

I- Levedura purificada J- Actinobactéria purificada 
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Tabela 4 – A frequências de endofíticos isolados das folhas e raízes de I. pes-caprae 

(L.) R. Br 

Frequência dos endofíticos % 

Micro-organismos Folha Raiz Total 

Actinobactéria 0,81 % (1/123) NR* 0,81 % (1/123) 

Bactérias 41.46% (51/123) 1.62% (2/123) 43,22% (53/123) 

Fungos 44.71% (55/123) 13% (16/123) 57,71% (71/123) 

*NR- Nenhum resultado 

 

Como pode ser observado na tabela 04 no isolamento dos fragmentos das folhas, 

os fungos apresentaram a maior frequência de endofíticos isolados. Este fato foi 

relatado por Okane et al. (2001) que isolaram 296 fungos endofíticos das folhas de 

Bruguiera gymmnorrhiza. A frequência de micro-organismos isolados nas folhas foi 

maior do que na raiz tanto para fungos como para bactérias. Rezwana et al. (2010) 

estudando a comunidade de fungos endofíticos da planta medicinal Withania somnifera,  

obteve um total de 643 isolados dos quais 202 foram de folhas, 391 do caule e 50 da 

raiz.  

A diversidade de fungos endofíticos também foi verificada no isolamento de 784 

fungos a partir de 1.200 fragmentos de folhas de Pinus taeda (PIMENTEL et al., 2010). 

Hilarino et al. (2011) isolaram 1110 colônias de fungos endofíticos das folhas de 

Bauhinia brevipes. 

Em relação à frequência de bactérias, Trevet e Hollis (1948); Jacobs (1985); 

Sturz (1995); Hinton e Bacon (1995); Palus et al. (1996), relatam que a constatação de 

bactérias endofíticas tem sido observadas em muitas espécies cultivadas e em diferentes 
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estágios de crescimento. 

Segundo Hallmann et al. (1997), a penetração das bactérias endofíticas no tecido 

vegetal pode ser de forma ativa, através da degradação enzimática da parede celular da 

planta pelas enzimas celulolíticas e pectinolílitas. Logo após, elas se movimentam 

dentro da planta, atingindo os diversos órgãos e tecido (AZEVEDO, 1998). 

Sturz et al (1997) isolaram 31 espécies de bactérias da planta Trifolium pratense 

L. Destes 14 gêneros foram isolados das raízes e de nódulos. Mas a maior diversidade 

de gênero foi encontrada nas folhas. 

Os meios de cultura ISP-2 e ISP-4 preparados em água do mar artificial foram 

mais específicos para o crescimento de bactérias, dificultando o crescimento de 

actinobactérias. 

A frequência de actinobactéria isolada da folha Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br 

foi baixa (0.81%). Esta baixa frequência de actinobactérias endofíticas foi observada no 

estudo de Tonial (2010), no qual isolou, das folhas da Aroeira - Vermelha, 48 fungos e 

três actinobactérias, assim verificou-se uma maior diversidade de fungos endofíticos na 

folha em relação à quantidade de bactérias e actinobactérias.  Talvez estes valores 

estejam relacionados com o local da coleta onde o solo é salino.  

Nóbrega, et al. (2004) relatam que a salinidade é caracterizada por um excesso 

de sais solúveis que provoca uma redução do potencial hídrico do solo, resultando em 

menor capacidade de absorção de água pelas plantas. Essa redução, associada com os 

efeitos tóxicos dos sais, interfere inicialmente no processo de absorção de água pelas 

sementes, influenciando também no desenvolvimento normal das plantas e sobre alguns 

processos biológicos, como a influência sobre a comunidade bacteriana associada às 

plantas. 



76 

 

5.2. Isolamentos de actinobactérias da rizosfera Ipomoea pes-caprae (L.) R. 

Br 

 

Da rizosfera da planta Ipomoea pes-caprae, foi possível quantificar 212 

unidades formadoras de colônia (UFC) provenientes das diluições 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

. 

Dessas 212 UFC, 81 foram isoladas (Figura 16).  O meio de cultura Czapeck Dox Ágar 

foi o melhor meio de cultura para isolamento em todas as diluições (figura 17), pois 

apresentou o maior número de colônias (41 UFC na diluição 10
-3

 = 41 x 10
3
). Destas 81 

actinobactérias, apenas 29 apresentaram crescimento com micélio aéreo após o 

isolamento.  

Figura 16– Colônias de actinobactérias  em placa no Meio Czapeck Dox Ágar – salino, 

amostra 2  diluição 10
-3

. 
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Figura 17- Relação das unidades formadoras de colônias de actinobacterias isoladas em 

diferentes meios de cultura ISP2, ISP2 salino, Czapeck e Czapeck salino. 
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A rizosfera é uma região do solo que é influenciada pelas raízes das plantas, 

sendo caracterizada por apresentar alta atividade microbiana (HILTNER, 1904, LIN et 

al., 2010).  

Em nosso trabalho verificamos a presença de 212 UFC de actinobactérias na 

rizosfera da planta I. pes-caprae, mas somente 81 UFC foram isoladas, apresentando 

uma população que variou de 41x 10
3
 a 5x10

5 
UFC por grama de solo.  

A presença de actinobactérias também foi relatada por Qui et al. (2012), através 

da análise de amostras de solos rizosféricos e não rizosféricos da planta medicinal 

Rumex Patientia de Jilin, China e por Ara et al. (2013), onde a população de 

actinobacterias variou de 22x10
3
 a 168x10

3
 UFC por grama de solo da rizosfera de 

várias plantas medicinais em Dhaka, Bangladesh. 

O isolamento de actinobactérias do meio Czapeck Dox Ágar com NaCl 0,3%, 

em nosso trabalho corroboram com os resultados obtidos por Azuma (2011), que 
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identificou este mesmo gênero de actinobactérias em meios de cultura Czapeck Dox 

Ágar e Czapeck Dox Ágar salino na região entre-marés da Ilha do Mel – Paraná.  

Apesar de essas actinobacterias serem do habitat de rizosfera de Ipomoea pes-

caprae, uma planta de dunas de praia do litoral brasileiro (WASUWAT, 1970, 

LORENZI e MATOS, 2008), o maior número de isolados ocorreu em meio de cultura 

não salino, desta forma, sugere-se que estas actinobactérias sejam halotolerantes 

(CARRO et al., 2014).  

A quantidade de actinobactérias isoladas da rizosfera foi significativamente 

maior em comparação com a quantidade de actinobactéria endofítica. Talvez fatores 

como temperatura, umidade e a radiação ultravioleta podem afetar a esporulação desses 

micro-organismos nas folhas e raízes (OKANE et al., 2001). 

 

5.3 Identificações dos micro-organismos 

5.2.1 a) Morfologia do endófito Actinobactéria  

 

A identificação taxonômica, em nível de gênero, de actinobactéria isolada da 

folha foi através de observações macro e micromorfológicas. As características 

morfológicas das linhagens foram determinadas através da análise da cor e forma da 

cadeia de esporos e após 21 dias de cultivo no meio ISP-2. 

O endófito SAB3F3 apresentou cor cinza claro em meio ISP-2 sem formação de 

pigmento (Figura 18). Em sua micromorfologia apresentou esporos espiralados (Figura 

19) e esta característica indica que esta linhagem pertence ao gênero Streptomyces. 
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Figura 18- Característica macromorfológica do endófito Streptomyces sp isolado da 

folha I. pes-caprae (L.) R. Br 

 

 

                    

 

 

 

 

 

 

Figura 19– Características micromorfológicas do endótifito SAB3F3 Streptomyces sp 

isolado da folha Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br  

 

 

 

 

 

 

hifa espiralada 
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A presença deste gênero é importante para o desenvolvimento e a saúde da 

planta, pois suas atividades biológicas podem influenciar no crescimento da planta ou 

através da assimilação de nutrientes, ou pela produção de metabólicos secundários 

(SARDI et al., 1992). 

Streptomyces sp tem sido reconhecido pela sua capacidade de interagir com as 

plantas superiores ou mesmo com outras populações microbianas, mediante a produção 

de antibióticos (GAVA et al., 1999; PEREIRA, 2003). 

 Reginatto (2008) isolou das folhas da bromélia Vrieseca friburgensis dezesseis 

bactérias gram-positivas, entre estas foi isolado o endófito actinobactéria do gênero 

Streptomyces sp. 

Favoretto, (2010) também isolou das plantas do cerrado Butia capitata var 

capitata e da Miconia albicans, endofíticos do Gênero Streptomyces. 

Devido à diversidade da produção de metabólitos secundários produzidos pelo 

gênero Streptomyces são necessários estudos de bioprospecção para aplicação desses 

metabólitos na área médica e agrária (INBAR et al., 2005). 

5.2.1 b) Morfologia da Actinobactéria rizosférica 

A linhagem A94 apresentou cor branca em meio CZ sem formação de pigmento. 

Em sua micromorfologia apresentou filamento ramificado com esporos em cadeia e esta 

característica sugere que esta linhagem pertença ao Gênero– Nocardia sp.  

São bactérias aeróbicas, Gram positivos pertencendo a família Nocardiaceae 

(GOODFELLOW et al., 2012; LUO et al., 2014) sendo distribuídos em habitat 

aquáticos e terrestres (KURUP and SANDHU, 1965; YAMAMURA et al., 2005; EL-

GENDY et al., 2008). Por exemplo, Vaddavalli et al (2013) isolaram da rizosfera de 

Callisteiman citrinus (Curtis)- Índia, uma nova actinobacteria Nocardia bhagyanesis sp. 
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nov; Zhang et al. (2010) isolaram gênero Nocardia do solo coletadas do planalto 

Qinghai-Tibet e Barros et al. (2003) isolaram do solo do cerrado Nocardia 

cerradoensis. 

Nos últimos anos tem aumentado o número de pesquisas com o gênero Nocardia 

e estimasse 4.455 publicações e 944 patentes (LUO et al., 2014). O aumento do número 

de pesquisar por este gênero se dá pelo número de metabólicos secundários produzidos 

e pela capacidade de degradar tanto compostos orgânicos complexos a partir de óleos 

como resíduos industriais que contaminam o meio ambiente. Por tanto estes fatores 

indicam que este gênero possui uma versatilidade metabólica de interesse industrial.  

 

5.2.2 Identificação das bactérias endofíticas 

 

Foram isoladas 53 bactérias de folhas e raízes. Como existia semelhança de cor, 

textura e forma das colônias entre elas, agrupamos a semelhantes e trabalhamos com 30 

linhagens.  Das 30 bactérias foram realizadas a identificação taxonômica através técnica 

da coloração de Gram e técnica KOH (POWERS 1995) e testes bioquímicos segundo 

(ANVISA 2004; KONEMAN 2008) Quadro 7. Em relação a morfologia foram 

observadas as seguintes características: 2 (6,66%) coco-bacilos, 24 (80%) 

estreptobacilos, 1(3,33%) estreptococos e 3 (10%) diplococos (Figura 20). Na coloração 

de Gram seguida do teste do KOH foi observado que 90% das bactérias selecionadas 

são Gram-positivas e somente 10% são Gram-negativas. A catalase foi positiva para as 

30 linhagens e na produção de esporos, 24 linhagens foram positivas.  Segundo o 

Manual da Agência Nacional de Vigilância Sanitária –ANVISA (2004) as linhagem que 

são Gram-positivas, catalase (+) e esporos (+) podem pertencer ao gênero Bacillus. 
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Além das carscterísticas bioquímicas, as bactérias apresentavam bordar irregulares,  

opacas e de coloração esbranquiçada, reforçando assim a sugestão para o gênero 

Bacillus. No entanto, a identificação das bactérias só seria confirmada mediante análise 

biomolecular, que infelizmente não foi possível realizar. 

 

Figura 20– Análise morfológica as bactérias endofíticas isoladas de folhas e raízes 

Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br  
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   Teste   

Código Bactérias Morfologia Gram KOH Catalase Esporo Meio TSI Meio TSI Meio SIM Meio SIM Oxidade ágar 
sangue 

       H2S Pord. Gás Indol Motilidade   

1 2F5ISP2-3 cocos-bacilos - + + - - -    não hem. * 

2 2F2ISP2-4 estreptobacilos + - + + - - - + + não hem.  

3 3F3ISP2 cocos-bacilos - + + - - - - - - não hem. 

4 1F1ISP2-4 estreptobacilos + - + + - -    não hem. 

5 2F5ISP2-4 estreptobacilos + - + + - -   - não hem. 

6 1F3ISP4-4 estreptobacilos + - + + - - - -  não hem. 

7 2f4isp2-2 estreptobacilos + - + + - - - -  não hem. 

8 2f4isp4-4 estreptobacilos + - + + - - - + + não hem. 

9 2f4isp2-1 
amarela 

estreptobacilos + - + + - -    não hem. 

10 1f3isp2-5 estreptobacilos + - + + - -    não hem. 

11 3f2isp2 estreptobacilos - + + - - -    não hem. 

12 2f5isp2-5 estreptobacilos + - + + - - - - + não hem. 

13 1f1isp2-2 estreptobacilos + - + + - -    não hem. 

14 2f4isp2-1 branco estreptobacilos + - + - - - - + - não hem. 

15 1f3isp2 estreptobacilos + - + + - -    não hem. 

16 ala5f2 estreptobacilos + - + + - - - + + não hem. 

17 ala1f5 estreptobacilos + - + + - -    não hem. 

18 ala3f1 estreptobacilos + - + + - - - + + não hem. 

19 ala3f2 estreptobacilos + - + + - -    não hem. 

Quadro 7- Analise morfológica e bioquímica das bactérias endofíticas isoladas de folhas e raízes  Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br 
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20 mc1f1-1 estreptobacilos + - + - - - - -  não hem 

21 ala3f1-amarelo estreptobacilos + - + + - -    não hem 

22 ala3f3 branco estreptobacilos + - + + - - - + + não hem 

23 mc1f1-2 estreptobacilos + - + + - - - - - não hem 

24 ala 1f4 estreptococos + - + - - - - + + não hem 

25 mc1f5 rugosa estreptobacilos + - + + - - - - + não hem 

26 mc1f5-gel diplobacilos + - + + - - - + - não hem 

27 mcifi-4 diplobacilos + - + + - - - -  não hem 

28 ala3f3-a diplobacilos + - + + - - - + - não hem 

29 mc1f5-2 estreptobacilos + - + + - - - + + não hem 

30 bda1f2 estreptobacilos + - + + - - - + + não hem 

 

 

*não hem. Não foi observado hemólise no meio de cultura. 
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A presença de bactérias endofíticas foi verificada em vários estudos de outras 

plantas nos mais diferentes tipos de tecidos e órgãos permanecendo em estado de 

latência ou colonizando ativamente os tecidos de forma local ou sistêmica (ARAÚJO et 

al. 2002; POLLI et al., 2012). Este resultados corroboram com Silva et al. (2012) , que 

isolaram bactérias endofíticas das folhas e raízes na cana-de-açúcar em áreas com e sem 

cupinicida.  

Entre as bactérias endofítico podemos citar: Pseudomonas, Bacillus, 

Burkholderia, Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter e Herbaspirilum, 

Agrobacterium radiobacter e Enterobacter cloacae, entre outras (MARIANO et al., 

2004).  

O gênero Bacillus é muito estudado devido a sua importância no setor 

agroindustrial como controle biológico (NGUGIA et al., 2005; YAO et al., 2006), e este 

gênero se destaca por formar endósporo e apresentar uma multiplicidade de mecanismos 

antagônicos. Possibilitando dessa forma, a sua longa manutenção e sobrevivência em 

nichos ecológicos específicos, com grande versatilidade nos mecanismos de ação para 

driblar as defesas dos fitopatógenos (LANNA FILHO et al., 2010).  

Assim a presença do genero Bacillus em nosso trabalhos corrobora ao trabalhos 

semelhantes como Texeira et al. (2007) que isolaram 482 micro-organismos da 

mandioca e o gênero Bacillus apresentou a maior frequências de isolados, Ferreira 

(2008) isolou Bacillus endofíticos que colonizavam sementes e plântulas de 

Eucalypitos, Monnerat (2014) isolaram 15 linhagens de  Bacillus thuringiensis 

endofíticas de algodão. 

No entanto, a frequência dos tipos gêneros de bactérias a serem isolados vai 

depender da relação solo-planta e micro-organismo e o estudo desta interação é bastante 

complexo, porque vai depender das condições do habitat, salinidade, pH, temperatura, 
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clima (chuva, sol),  condições e técnicas de isolamento e a própria microbiota da planta.  

5.2.3 Identificação de fungos filamentos e leveduras  

 

A análise morfológica e micromorfológica de 8 endófitos (Quadro 8) foram 

realizadas. Na figura 21 pode-se observa a colônia do endófito 3F3 (Aspergillus terreus) 

em cultivo central no meio Saboraud. 

Quadro 8– Fungos endofíticos isolados da folha Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br  

 

 Código Identificação – Fungos 

3F3 Aspergillus terreus 

3F2 Aspergillus ochraceus 

1F5 Nigrospora sphaerica 

1F2/1 Penicillium aspergiloides 

3F2/4-A Aspergillus terreus 

3F2/2-A Aspergillus terreus 

1F4 Aspergillus sp 

2F4 Penicillium aspergiloides 
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Figura 21- 3F3 identificado como Aspergillus terreus foi isolada da folha Ipomoea pes-

caprae (L.) R. Br  

 

 

 

 

Na madeira de manguezal na Índia foram isolados 87 fungos e entre estes 

Aspergillus foi o gênero dominante (RAI et al.; 1981). 

Segundo Fisher (1986), Fisher et al.(1991), Southcott e Johnson (1997) relatam 

que  tem sido encontrado a  presença dos gêneros Aspergillus e Penicillium como 

endofíticos. 

Jiun-Horng et al. (2010) isolaram fungos endofíticos da planta Garcinia 

parviflora e G. mangostana, onde foi observado a maior ocorrência dos gêneros 

Aspergillus, Diaporthe, Fusarium, Curvularia, Geomeralla, Guignardia, Hypocrea, 

Phoma, Phomopsis e Xylariales. Vários trabalhos mostram a ocorrência destes gêneros 

em várias plantas como relatados por Rodrigues (1994); Fisher et al. (1995); Southcott e 

Johnson (1997); Bayman et al. (1998); Beena et al. (2000); Cannon; Simmons (2002); 

Frohlich et al. (2000); Kumaresan et al. (2002).  
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5.2.4 Atividade Antimicrobiana- Teste primário em “bloco de gelose” 

 

Para avaliação da atividade antimicrobiana em meio sólido foram utilizados os 

seguintes micro-organismos endofíticos: 01 actinobactéria e 69 fungos. Perfazendo um 

total de 70 micro-organismos endofíticos. 

A atividade antimicrobiana foi diversificada, dos 69 fungos isolados de folhas e 

raiz, 22.53% apresentaram atividade antagonista para algum micro-organismo teste. 

Os fungos endofíticos apresentaram atividade antimicrobiana para bactérias 

Gram-positivas, Gram-negativas (Tabela 05). Os endófitos 1F1/1, Aspergillus terréus, 

F2/4A e 3F2/2B apresentaram halo de inibição de ± (25.00, 15.33 e 14.33) mm para E. 

coli  e de ± (27.66, 28.66, 25.33) mm para E. faecalis respectivamente. 

Para o micro-organismo teste S. aureus os endofíticos A. terreus 3F2/4A, 

3F2/2B e 3F3 apresentaram halo de inibição antimicrobiana de ± (32.33, 31.66, 30.00) 

mm respectivamente (Figura 22). 

 

Figura 22- Halo de inibição ± (32.33 e 31.66) mm, dos endofíticos A. terreus 3F2/4A, 

3F2/2B frente ao micro-organismo teste S. aureus. 

 

 

A. terreus 3F2/4A 

3F2/2B 
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Todos os endófitos testados apresentaram atividade contra B. subtilis com halo 

de inibição com média de ± 23,40 mm. 

O endófito 1F1/1 foi o único que apresentou halo de inibição de ± 15.5 mm para 

C. albicans. 

Destes endofíticos testados dez apresentaram halo de inibição para bactéria 

Gram-negativa E. coli nos valores variando de  ±  23, 26, 29.33, 26.66, 25.33, 26.6, 30, 

25, 15.33, 14.33 mm respectivamente  (Tabela 05, figura 23 ). Todos os fungos testados 

apresentaram atividade antimicrobiana para o micro-organismo teste S. aureus, no 

entanto, o endófito 2F4/4 apresentou o maior halo de inibição ± 30.0 mm tanto para S. 

aureus como B. subtilis.
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Tabela 5- Atividade antimicrobiana de micro-organismos endofíticos isolados Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br   

 

 Micro-organismos testes 

Endofíticos   S.aureus    (D.P)  B. subtilis   (D.P) E. faecalis   (D.P)   E.coli       (D.P) 

1R3 ±21,6 2.66 ±26,3 2.19 0.0 0.0 ±23 0.0 

3F2/4 ±20,6 2.79 ±17,3 3.33 0.0 0.0 0 0.0 

3F2/2-3    ±23 0.0 ±27,6 2.08 0.0 0.0 ±26 0.0 

2R5 ±21,6 2.66 ±13,3 4.33 0.0 0.0 0 0.0 

2R5/1 ±16,6 3.46 0 0.0 0.0 0.0 0 0.0 

1F1/3 ±22,3 2.58 ±28 0.0 0.0 0.0 ±29,3 1.96 

1F3/3 ±14 0.0 ±15,6 3.68 0.0 0.0 0 0.0 

3F2/3 ±22,3 2.58 ±27,3 2.11 0.0 0.0 ±26,6 2.16 
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3F1/5 ±24,6 2.34 ±27,3 2.11 0.0 0.0 ±25,3 2.27 

3R3/5 ±22 0.0 ±27,6 2.08 0.0 0.0 ±26,6 2.16 

3F4/5 ±15.6 3.68 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

2F4/4 ±30.0      0.0 ±30.0 0.0 0.0 0.0 ±30.0 0.0 

A. terreus (BDA3F3) ±30.0 0.0    ±20.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

ALA 1F1/1 0.0 0.0 ±22.33 2.58 ±27.66 5.52 ±25.0 0.0 

A. terreus 

(SAB3F2/4A) 

±32.33 1.78 ±26.0 0.0 ±28.66 2.01 ±15.33 3.57 

A. terreus 

(SAB3F2/2A) 

±31.66 1.82 ±25.33 2.27 ±25,33 2.27 ±14.33 4.02 

Streptomyces sp ±30.00 0.0 ±20.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
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Figura 23 – Halo de inibição (mm) do endófito 2F4/4 com halo de inibição de ± 30.0 

mm para o micro-organismo teste  E. coli. 

  

 

 

 

Fenical e Jensen (1982) relatam que micro-organimos isolados de locais que 

apresentam salinidade, temperaturas altas maiores que do solo e água doce, 

provavelmente desenvolvem capacidade fisiológicas e metabólicas únicas que lhes 

permitem sobreviver em uma grande variedade de habitat e condições inóspitas, além de 

lhes conferir um potencial para a produção de metabólitos secundários. 

Photita et al. (2001); Kumaresan; Suryanaryanan, (2001) relatam que pesquisas 

sobre fungos endofíticos, principalmente de regiões tropicais surgem como um 

potencial para a descoberta de novos produtos. 

Vários exemplos sobre o potencial de alguns micro-organismos endofíticos vêm 

mostrando que, vários metabólitos de endofíticos, podem ter aplicações biotecnológicas 

diversas como enfatizado por Wiyakrutta et al. (2004). 

Sun et al. (2011) obtiveram o metabólito Massarigenin D com atividade 
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antifúngica e citotóxica que foi produzido pelo fungo endofítico Massrison sp.isolado 

da planta Rehmannia glutinosa. 

Sim et al. (2010) isolaram os endótifitos Fusarium equiseti e Guignardia 

vaccinii da planta Garcinia parvifolia. O endófito F. equiseti apresentou atividade 

antimicrobiana para Bacillus megaterium e G. vaccinni apresentou atividade 

antimicrobiana para S. aureus, B. subtilis e E. faecalis. 

 O endófito Streptomyces sp apresentou atividade antimicrobiana para bactérias 

Gram-positivas com halo de inibição de ± 30,00 mm e ± 20 mm para os micro-

organismos S. aureus e B. subtilis respectivamente (Tabela 03). 

A atividade antimicrobiana do gênero é relatada em vários trabalhos ao longo da 

história. Por exemplo, em 1952 a eritromicina (macrolídeo) foi isolada pela primeira vez 

de Streptomyces erytheus, e a vancomicina (glicopeptídeo) foi isolado de Streptomyces 

orientalis. Em 2003 foi aprovado o daptomicina ( lipodepsipeptídeo) que foi isolado de 

Streptomyces roseosporus (Von NUSSBAUM et al., 2006; PACE e YANG, 2006; 

BROTZ –OESTERHELT e BRUNNER, 2008). 

Castillo et al. (2002) purificaram os peptídeos munumbicinas A-D, obtido do 

endófito Streptomyces isolado da planta Kennedia nigriscans, apresentando atividade 

frente a bactérias resistentes à meticilina. 

Vários antibióticos isolados de Streptomyces endofíticos apresentam atividade 

contra bactérias Gram-positivas: Munumbicinas E4 e E5 de Streptomyces NRLL 3052 e 

Celastramina A de Streptomyces MaB-QuH-8 (PULLEN et al., 2002; CASTILLO et al., 

2006) 
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As actinobactérias da rizosfera apresentaram atividade antimicrobiana 

sementelhante ao endófito Streptomyces para bactérias Gram positivas S. aureus e B. 

bubtillis. A diferença foi inclusão S. aureus UFPEDA 705 que obteve atividade 

antimicrobiana (variando de ±15.00 as ±23. 00 mm) para bactéria Gram positiva, Gram-

negativa E. coli UFPEDA 224 ( ±15,66 mm) e para levedua C. albicans (± 21.66 mm) 

conforme a figura 24. 

 

Figura 24- Halo de inibição (mm) da atividade antimicrobiana dos micro-organismos 

da rizosfera Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br   
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Após a purificação das linhagens de actinobactérias da rizosfera, apenas 29 

apresentaram crescimento com hifas secundárias suficientes para a realização da 

atividade antimicrobiana. Das 29 actinobactérias testadas, a linhagem Norcadia sp 

(A94) apresentou atividade antagonista de 23.66 mm frente a bactéria S. aureus 

UFPEDA 705. 

Atividade antimicrobiana semelhante foi relatada em estudo de Streptomyces 

(BT-408) isolado de sedimentos da Baía de Bengala em oceano da Índia, para avaliação 

de sua atividade contra S. aureus resistente a meticilina, os autores constataram que essa 

actinobactéria apresentou halo de atividade antimicrobiana de 20 mm (SUJATHA et al., 

2005) e na pesquisa realizada com actinobactérias isoladas da região Visakhapatnam, 

após o processo de fermentação e isolamento dos compostos, a fração B01 apresentou 

atividade moderada para os micro-organismos E. coli, B. subtilis, S. aureus, 

Pseudomonas aeroginosa e B. cereus (RAO et al., 2012). 

 A busca por metabólios secundários com atividade antagonista frente às 

espécies do gênero Staphylococcus é importante devido a sua versatilidade 

epidemiologica, padrões de resistência e por ser um indicador de elevada incidência de 

infecções hospitalares (RATTI e SOUSA, 2009; CARACIOLO et al., 2012) e esse 

problema se agrava quando se depara com a realidade de linhagens do gênero 

Staphylococccus multirresistentes (FESTUCCIA et al., 2013). 
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5.3. Cultivo dos micro-organismos endófito Streptomyces sp para a 

Fermentação Submersa 

 

Realizamos a fermentação do endófito Streptomyces nos meios de cultura ISP2 e 

MPE, mas durante o tempo de fermentação de 96 h, o micro-organismo não apresentou 

produção do metabólito secundária que foi avaliada através do teste de antividade 

antimicrobiana (KIRBY E BAYER, 1996) utilizando micro-organismos teste S. auresus 

UFPEDA 02. 

5.4. Cultivo dos micro-organismos endofíticos e rizosféricos para preparação 

dos extratos 

 5.4.1 Fermentação em Substrato Sólido dos micro-organismos 

 

Segundo o resultado do teste de atividade antimicrobiana, os fungos endofíticos, 

endófito Streptomyces sp  e actinobactéria rizosfética Nocardia sp foram selecionado  

para o processo de fermentação em meio sólido de arroz. Todos os micro-organismos 

tiveram ótimo crescimento no meio de arroz (Figura 25). Desta fermentação foi obtido 

um extrato metanólico bruto dos endófitos e da Nocardia sp com o rendimento de 30g. 
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Figura 25- Fermentação do endófito Streptomyces sp em dois Erlenmyer de 500 mL 

com meio sólido de arroz com 21 dia de crescimento. 

 

 

 

A Fermentação em susbstrato sólido há muito tempo tem sido utilizado, 

diferenciando da fermentação submersa por utilizar um substrato sólido, com o teor de 

humidade reduzido e produção de altor teor de metabólitos secundários (YANG e 

YUAN 1990; NIGAM e SINGH, 1994; MARTINS et al., 2011). 

A FSS tem sido utilizada para a produção de alimentos, combustível, enzimas e 

também para a degradação do corante. Vários resíduos podem ser utilizados como 

substrto como, por exemplo: palha de trigo, casca de arroz e sabugo de milho 

(ROBINSON et al., 2000). 

Kota e Sridhar (1998) melhoraram a de produção da Cefamicina C (Ceph C) que 

é produzida por Nocardia lactamdurans, Streptomyces catteya e S. clauverigerus , 

trocando o processo de produção da ferementação submersa (FS) para a FSS. Eles 

mostraram que Ceph C produzido por FSS produziu um antibiótico mais estável do que 

o produzido no FS. A fermentação ocorreu em substrato de trigo, com produção de 

Ceph C início no dia três e atingindo um valor máximo após dia cinco. 

Controle Streptomyces sp 
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A demanda crescente na ciência a respeito de produção de antibióticos, com uma 

demanda global crescente e os casos de resistência aos antibióticos, levará um aumento 

na utilização da FSS devido o desenvolvimento de bioprocessos para a produção ou 

extração de compostos bioativos de fontes naturais e pela potencial aplicação destes 

compostos nos alimentos, na química e indústrias farmacêuticas. 

 

5.4.2 Caracterização química do extrato metanólico dos micro-organismos  

 

Foram realizadas as caracterizações química dos extratos MeOH das biomassas 

dos micro-organismos selecinonados para a fermentação, e do extrato MeOH das folhas 

de I. pes-caprae. Foi detectada a presença de mono e sesquiterpenos tanto no extrato 

dos micro-organismos como no extrato da planta. Os demais metabólitos secundários 

pesquisados não foram observados conforme a tabela 06 e figura 25. 

 

Tabela 6 - Avaliação da caracterização química dos extratos MeOH dos micro-

organismos em comparação com o extrato MeOH da folha de I. pes-caprae (L.) R. Br   

 

Metabólito  Extrato dos Micro-

organismos 

Extrato 

planta 

Triterpenos e Esteroides Negativo Negativo 

Monoterpenos e 

Sesquiterpenos 

Positivo Positivo 

Alcaloides Negativo Negativo 

Cumarina, flavanoides, 

fenilpropanoides e 

derivados cinâmicos 

Negativo Positivo para 

Flavanoide. 
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Figura 26 - Caracterizações química dos extratos MeOH das biomassas dos micro-

organismos A- Nocardia sp; B- Streptomyces sp, C*-1F1ISP2/3, D*- 3F2SAB/2-3, E*- 

1R3ISP4/1, F*- 3F2SAB/4, G*- 3R3 SAB/5, H- extrato da folha da planta e P – padrão 

Timol com a detecção da presença de mono e sesquiterpenos. *Todos são extratos de 

fungos endofíticos. 

 

 

Na análise química dos extratos MeOH dos micro-organismos endofíticos e 

rizosféricos verificamos a presença de mono e sesquiterpenos. A presença de 

sesquiterpenos e outros metabólicos secundários, no extrato da planta I. pes-caprae foi 

relatado por Pogprayoon (1991 ;1992).  Apesar de a prospecção química ser geralmente 

realizada com extrato de partes diferentes da planta como folha e raiz; é importante 

considerar que na rizosfera existe uma relação inter e intraespecífica entre os micro-

organismos e o meio ambiente que o influencia a produzir compostos semelhantes. 

(MELO e AZEVEDO, 2008, KENT e TRIPLETT, 2002, MORAIS et al., 2014). 

Os terpenóides podem ser encontrados em varias espécies vegetais e micro-

organismos, eles compõem a grande variedade de substâncias cuja origem biossintética 

deriva da combinação de duas unidades isoprênicas. A maioria dos terpenóides é 

formada nos cloroplastos pela via do 5-fosfato-1-Deoxi-D-Xilulose (Via DXPS) e as 

Metabólitos 

encontrados 
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enzimas monoterpeno ciclases produzem monoterpenos cíclicos (monocíclicos e 

bicíclicos) através de um mecanismo de múltiplas etapas que envolvem um 

intermediário universal, o cátion mentil/α-terpinil o qual pode ser transformado em 

diversos compostos classificados como pinanos, fenchanos, boranos, tujanos e caranos 

(DEWICK 2002).   

A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais representa uma extensão do 

próprio papel que exercem nas plantas, defendendo-as de bactérias e fungos 

fitopatogênicos. Também possuem outras atividades biológicas como: atividades 

inibidoras do crescimento de células neoplásicas (SIANI et al, 1999; SAENS et al, 

1996), antivirais - influenza e HIV (HAYASHI et al, 1995) e ações sobre o SNC, 

destacando-se suas atividades sedativa, ansiolítica, antinociceptiva, anticonvulsivante, 

pró-convulsivante e alucinógena (PASSOS et al., 2009).  

 Além destas atividades biológicas, esses compostos são utilizados como 

componentes de fragrâncias, cosméticos, produtos de limpeza, desinfetantes, aditivos de 

alimentos e em medicamentos devido ao aroma e propriedade antimicrobiana 

(AMARAL et al., 1998, SEO et al., 2008) 

As atividades antimicrobianas em nosso trabalho corroboram com Toscan 

(2010) que avaliou a atividade antimicrobiana de diferentes terpenoides contra bactérias 

Gram positivas e Gram-negativas. Tanto os monoterpenos e sesquiterpenos estão 

associados a funções químicas como carbonetos e álcoois, e a atividade antimicrobiana 

dos monoterpenos está relacionada com ação deste sobre a membrana dos micro-

organismos (TURINA et al., 2006, BAKKALI et al., 2008). 
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Estudos futuros dos metabólitos secundários produzidos por estes micro-

organismos podem ser realizados, a fim de purificar e identificar o metabólito ativo 

responsável pela atividade antibacteriana. 

5.5  Teste de atividade enzimática  

 

5.5.1. Atividade enzimática de fungo endofíticos  da enzimas protease, 

celulase, amilase e lípase 

 

Os testes de atividade enzimática foram realizados em triplicata para os 71 

fungos endofíticos e através destes resultados verificamos que 42.25% destes 

endofíticos apresentam atividade enzimática para protease, celulase, amilase e lípase, 

indicando o potencial destas culturas para a indústria farmacêutica. 

Entre os endófitos testados, Nigrospora sphaerica apresentou área de 

degradação para amilase (610.53 mm), celulase (678.24 mm) e lípase (816.4 mm).  

Os endófitos 5R5/1, 3F2/4, 1F4/2-15, 1F1/3 apresentaram área de degradação 

proteolítica nos valores de (1314.3, 1236.3, 1575.7, 1020.5) mm respectivamente e o 

endófito 3R3/5 apresentou área de degradação para amilase, protease e celulase nos 

valores de (1448.86, 854.1 e 1884) mm respectivamente (Tabela 07). 
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Tabela 7- Avaliação da atividade enzimática de fungos endofíticos de I. pes-caprae (L.) 

R. Br.   

 

 Atividade Enzimática - área de 

degradação (mm) 

Fungos Amilase Protease Celulase Lipase 

3R3/02 415,71 942 0.0 0.0 

1R3/ 1509,09 949 0.0 0.0 

3F1/1 376,8 0.0 0.0 0.0 

1R2/2 936,13 0.0 0.0 453,5 

3R5/1 44 1314,3 0.0 0.0 

3F2/4 0.0 1236,3 0.0 0.0  

1F4/1 0.0 906,6 0.0 600 

2F2/2 BRANCO 69,08 181,3 0.0 0.0 

3F2/2-3 0.0 363,3 0.0 883,1 

1F3/5 0.0 529,9 0.0 483,6 

2R5/1 154,56 19 44 0.0 

1F4/2 126,94 0.0 0.0 0.0 

1F4/2 -15 0.0 1575,7 0.0 953,5 

1F1 /3 0.0 1020,5 0.0 416,4 

1F4/1- 5 0.0 883,12 0.0 317 

1F5 /5 0.0 77 628 759,8 

1F3 /3 0.0 14,34 442,94 581,5 

3F2/3 471 0.0 0.0 433,9 

2F5 /3 BRANCO 0.0 68,8 118,64 181,3 

3F1 /5 915,08 412,1 0.0 0.0 
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3R3/5 1448,86 854,1 1884 0.0 

3F4/5 129,52 0.0 883,12 157 

3F3-2 105,97 0.0 139,34 435,67 

3F3-3 0.0 0.0 267,94 14,91 

3F3-4 0.0 0.0 348,48 628 

3F3-5 0.0 0.0 606,89 686,87 

N. sphaerica 610,53 0.0 678,24 816,4 

 A. Ochraceus 18,84 0.0 56,52 93,41 

 A. terreus 138,16 0.0 104,28 181,33 

A. terreus 241,78 0.0 222,88 113,16 

 

Os endófitos isolados apresentaram uma boa área de degração para as enzimas 

acima, talvez pela utilização dos meios de cultura com água do mar artificial tenha 

favorecido o metabolismo destes fungos promovendo mais produção de metabólitos 

secundários in vitro. 

Jaitly (1987); Jones; Alias (1997) relatam que a sobrevivência e adaptação 

micobiota é influenciada por vários fatores como pH, salinidade, temperatura, 

quantidade de água e que segundo Fenical e Jensen (1993) este habitat inóspito pode 

favoreça a produção de metabólitos secundários de interesse para biotecnologia. 

A produção de diversas hidrolases produzidas por fungos é citada por Pandey e 

cols (2000a), citado por Azevedo e Esposito (2004) onde celulases, proteases, 

poligalacturonases, lípases e amilases foram obtidas por fermentação em meio sólido 

utilizando vários fungos filamentosos: Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, 

Thermomyces, Humicola, Mucor e Rhizopus entre outros. 

Nossos resultados corroboram com Silva et al.(2006) que  relatam atividade 
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enzimáticas nos fungos endofíticos isolados de Annona spp. e Taveres et al. (2012) que 

isolaram fungos de folhas sadias de  Morinda citrifolia L., entre os isolados,  o gênero 

Aspergillus foram expressivos na atividade enzimática para amilases N34 (29 mm ± 

2,8), N35 (29,5 mm ± 5,7) e N42 (29 mm ± 8,1). 

 A produção de enzimas hidrolíticas extracelulares é importante, pois estas 

enzimas são capazes de degradar o amido sendo utilizada nas indústrias de detergentes, 

têxtil, papel, pães e cerveja (WIT, 1989). 

As enzimas proteolíticas são conhecidas como biocatalizadores que alteram 

reações químicas e devido a isso são amplamente utilizadas nas indústrias de 

alimentícia, farmacêutica, química e de diagnóstico (PIMENTEL, 2001) 

Outra enzima com aplicação industrial é a lipase. Estas apresentam diversas 

aplicações industriais: geração de cosméticos e perfumarias, onde são empregadas na 

produção de emulsificantes, aromas, surfactantes e emolientes, além de auxiliar no 

tratamento de efluentes gordurosos e na indústria de combustíveis (LEAL et al., 2002). 

Cuzzi et al. (2011) isolaram fungos endofíticos produtores de enzimas 

extracelulares ( amilase, protease e lipase). 

Por tanto, o potencial destes microrganismos para a área industrial, farmacêutica 

e biotecnológica são importante devido seu retorno econômico no mercado industrial. 

 

 5.5.2 Analise qualitativa dos micro-organismos endofítico e rizosférico para 

produção de enzima L-asparaginase e L-glutaminase 

 

A análise qualitativa da L-asparaginase foi realizada em meio sólido utilizando 

como padrão a linhagem E. coli UFPEDA 224. Nesta análise, escolhemos os fungos que 

apresentaram melhor atividade antimicrobiana, as actinobactérias da rizosfera e o 

endófito Streptomyces sp. A maioria das actinobactérias apresentou resultado positivo 
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para produção de L-aspraginase, no entanto apenas quantro linhagens de fungos 

endofíticos (3R5, 1F4, 3R3 e 1F1) apresentaram atividade (Quadro 8) e figura 27. 

Todos os micro-organismos que mostraram atividade para L-asparaginase, 

também apresentaram atividade para L-Glutaminase. Desta forma podemos sugerir que 

enzima produzida por estes micro-organismos seja L-asparaginases do tipo I que 

catalisam a hidrólise de tanto L-asparaginase como L-Glutaminase. 

Tabela 8- Avaliação qualitativa da produção de L-asparaginase por actinobactérias 

isoladas da rizosfera e endofíticas de I. pes-caprae (L.) R. Br oriunda da praia do Forte 

Orange, Itamaracá – PE. 

 

Actinobactérias Teste qualitativo para L-asparaginase 

Escherichia coli (Padrão) +++ 

A31 (rizosfera) +++ 

A34 (rizosfera) +++ 

A63(rizosfera) +++ 

A94* (rizosfera) +++ 

A2 (rizosfera) +++ 

A93 (rizosfera) ND 

A50 (rizosfera) +++ 

A37 (rizosfera) +++ 

A55 (rizosfera) +++ 

A5 (rizosfera) +++ 

A65 (rizosfera) ND 

A122 (rizosfera) +++ 

A202 (rizosfera) +++ 

A120 (rizosfera) ++ 
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 (rizosfera) +++ 

A119 (rizosfera) ND 

A180 (rizosfera) ++ 

A101 (rizosfera) ++ 

A222 (rizosfera) +++ 

A210 (rizosfera) ND 

A207 (rizosfera) ++ 

A209 (rizosfera) ND 

A196 (rizosfera) +++ 

A231 (rizosfera) ND 

A114 (rizosfera) +++ 

A5.5 (rizosfera) +++ 

A201 (rizosfera) ++ 

A118 (rizosfera) + 

Streptomyces sp 

endofítico 

+++ 

3R5 +++ 

1F4 +++ 

3R3 +++ 

1F1 +++ 

 

ND = Não degradou;  +  = Baixo nível de degradação de L-asparagina em 48h; ++  = Médio 

nível de degradação da L-asparagina em 48h;  +++ = Alto nível de degradação de L-asparagina 

em 48h.  *Nocardia sp 
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Figura 27- Teste qualitativo dos fungos 1F1 e 3R3, endófito Streptomyces sp, Nocardia 

sp resultado positivo e A231 rizosférica resultado negativo. 

 

  

 

 

 

 

 

Resultados semelhantes ao nosso trabalho foram relatados por Sutthinam et 

al.(2009) isolaram actinobactérias de 16 amostras de rizosferas de planta medicinal 

tailandesa, de 445 isolados, 30 deles apresentaram produção dessa enzima. Em outro 

estudo se verificou a produção de enzima L-asparaginase de diferentes estirpes de 

Escherichia coli isoladas de águas residuais, uma das bactérias que mais produzem essa 

enzima, do total de 35 isolados, apenas 10 (28%) delas apresentaram produção de L. 

asparaginase
 
(Richa et al., 2011) e em outra pesquisa foram testados 10 isolados de 

actinobactérias marinhas da Índia, apenas três deles apresentaram produção da enzima 

(BASHA et al., 2009). 

A231 rizosfera 

Resultado 

negativo 

 

 

Nocardia sp 

Streptomyces sp 

1F1 3R3 
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L-asparaginase é uma enzima que possui atividade farmacológica antineoplásica 

para leucemia linfoblástica aguda e pode ser produzida por uma variedade de micro-

organismos como bactérias, actinobactéria e fungos (PETERSON e CIEGLER, 1969, 

DEJONG, 1972; SARQUIS et al., 2004. No entanto, há uma necessidade da busca por 

micro-organismos com sorologia diferente E. coli e Erwinia carotovora, pois a 

administração polongada da enzima produzida por estas bactérias produzem um 

anticorpo correspondente nos tecido resultando em choque anafilático e podem causar a 

inibição farmacológica da enzima (MASHBURN e WRISTON, 1964; CORNEA et al., 

2002, RICHA et al., 2011). 

5.5.4 Fermentação em Substrato Sólido  

Na fermentação com o substrato de farinha de arroz não foi possivel a 

determinação da concentração de L-asparaginase por espectrofotômetro. No entato, na 

fermentação utilizando farinha te soja foi possivel derterminar a concentração de L-

asparaginase através da equação da reta em micromol de amônia: y= 0,9897x-0,0033 

com R
2
 0.9997. Um unidade (UI) de L-asparaginase foi definida como que a quantidade 

de enzima que liberta 1 μ mole de amoníaco por minuto sob as condições do ensaio. A 

proteina total também determina pelo método colorimétrico de Método de Bradford 

utilizando a equação da reta y= 12.15X+ 0,0013 onde x= [mg/mL]e depois esta unidade 

foi convertida para U/mL (Tabela 09).  
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Tabela 9- Quantificação da produção de L-asparaginase em meio sólido de farinha de 

soja. 

Condições do experimento L-asparagina 

U/mL 

Proteína Total 

U/mL 

Soja+inc.+asp. 0,03725  0,3599 

Soja+inc. 0,03                                                                         0,2915  

Soja+água+asp 0,00595 

 

0,0977 

 

Soja +agua 0,003125 

 

0,07183 

 Inc.=inóculo; asp.= L-asparagina 

 

5.5.4 Planejamento experimental de L-asparaginase 

 

Para realizar a otimização da produção da enzima L-asparaginase escolhemos 

endofítica Spreteptomyces sp  porque seguiria a linha de pesquisa do Laboratório de 

Genética e não trabalhamos com a Nocardia sp. pelo histórico de patogenicidade do 

gênero. 

Os parâmetros experimentais selecionados para o planejamento fatorial 2
3 

foram 

aplicados à produção de L- asparaginase. O planejamento fatorial foi desenvolvido nos 

níveis máximo e mínimo com as variáveis temperaturas, inóculo, L-aspragina (Tabela 
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01). A resposta foi avaliada após a execução dos experimentos e a significância dos 

efeitos das variáveis e das possíveis interações entre elas foi analisada pela aplicação da 

análise de variância (ANOVA) e com base nos gráficos de Pareto (Tabela 10 e Figura 

28). As informações obtidas após a construção de superfícies de resposta, como 

ilustrado na Figura 29, 30, 31 e (Apêndice I) também foram utilizadas na interpretação 

dos resultados. 

Os valores encontrados da concentração de L-asparaginase nas condições 

experimentais estão representados na tabela 08. A maior concentração de L-sparaginase 

foi de 0.077 U/mL no experimento 2 e a menor concentração no experimento 6.  
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Tabela 10– Variável do planejamento exerimental 2
3
 com o resultado das 

concentrações de L-asparaginase e proteína total (U/mL). 

 

Exp. Temperatura Asp. Inóculo L-asparaginase U/mL Proteína total 

U/mL 

1 37°C 0,03 M 0,25 

mL 

0,0425 0,4106 

2 45°C 0,03 M 0,25 

mL 

0,0777 0,7439 

3 37°C 0,04 M 0,25 

mL 

0,0343 0,3314 

4 45°C 0,04 M 0,25 

mL 

0,0405 0,3913 

5 37°C 0,03 M 0,5 mL 0,0284 0,2743 

6 45°C 0,03 M 0,5 mL 0,0243 0,2347 

7 37°C 0,04 M 0,5 mL 0,0332 0,3207 

8 45° C 0,04 M 0,5 mL 0,0352 0,34 
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Figura 28- Gráfico de Pareto do planejamento fatorial completo 2
3
 obtido para 

produção de L-asparaginase, foi definido um intervalo de confiança de 95%.  
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Figura 29- Superfície de resposta do planejamento experimental 2
3
 obtido para a 

concentração de L-asáraginase, analisando a interação entre as concentrações de L-

aspargina 0.3 e 0.4 M com a temperatura de 37°C e 45 °C. 

 

Fitted Surface; Variable: At. asparaginase

2**(3-0) design; MS Residual=,0139445

DV: At. asparaginase
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Figura 30- Superfície de resposta do planejamento experimental 2
3
 obtido para a 

concentração de L-asáraginase, analisando a interação entre as variáveis L-asparagina, 

inóculo e temperatura. 

 

Fitted Surface; Variable: At. asparaginase

2**(3-0) design; MS Residual=,0139445

DV: At. asparaginase
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Figura 31 - Superfície de resposta do planejamento experimental 2
3
 obtido para a 

concentração de L-asáraginase, analisando a interação entre as variáveis L-asparagina 

0.3 e 0.4 e quantidade de inóculo 0.25 e 0.5 mL.  

 

 

Fitted Surface; Variable: At. asparaginase

2**(3-0) design; MS Residual=,0139445

DV: At. asparaginase

 0,2 

 0,1 

 

 

Os gráficos de Pareto e as superfícies de resposta foram construídos a partir dos 

valores das variáveis após aplicação do planejamento fatorial 2
3
 na fermentação de 

substrato sólido a base de farinha de soja. Segundo a análise de variância e pelos 

gráficos de Pareto, tem-se que a variável temperatura não foi significativa para as outras 

variáveis. No entato obseva-se no gráfico de superfície que quanto menor a temperatura 

melhor a interação com as outras variáveis.  

No entanto, as acondições de fermentação dependem da fisiologia do micro-

organismo produtor.  Basha et al. (2009) analisaram a produção de L-asparaginase em 

actinobacterias marinhas através da fermentação sólida com substrato de farinha de soja 
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conseguindo a melhor produção em temperatura de 50°C e Amena et al. (2010) 

realizou a otimizou da produção de L-asparaginase por Streptomyces gulbargensis, 

obtendo produção máxima da enzima na temperatura de 40°C. 

Com relação na concentração de L-asparagina, nossos resultados corraboram 

com Thenmozhi et al. (2011), que analisaram a produção de L-asparaginase por Bacillus 

cereus através de otimização estatística, obtendo maior produção de L-asparaginase 

utilizando uma concentração de 0.03M de L-asparagina. 

Rajamanickam et al. (2011) obtiveram a melhor produção de L-asparaginase por 

Streptomycetes parvulus isoladas de mangue através otimização estatística e análise de 

gráficos de superfície com a concentração de 0.003M de L-asparagina. 

A variável quantidade de inóculo apesar de não ser significativa segundo a 

análise de Pareto e gráfico de superfícies, podemos obsevar na tabela 08, figura 30 e 31, 

quanto menor a quantidade de inóculo, melhor será a produção de L-asparaginase. 

O resultato da concentração de inóculo com menor valor significativo foi 

observado nos estudos Rajamanickam et al. (2011), concluindo que a concentração do 

inóculo não interferiu estatisticamente nas outras variáveis analisadas. No entanto, 

Umidade inicial é um parâmetro muito importante na fermentação em estado sólido, um 

alto nível de humidade pode diminuir a produção da enzima como pode aumentar a 

possibilidade de contaminação (GHOSH et al., 2013).  

A interação entre as variáveis temperaturas, concentração de L-asparagina e 

quantidade de inóculo também não foram signitivativas. Isto significa que segundo a 

análise da ANOVA, os valores das variáveis não interferem estatisiticamente na 

produção de L-asparaginase.  
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Portanto, como este planejamento experimental é o modelo mais simples com 

variáveis com ponto máximo e míninos, futuros trabalhos de planejamento 

experimentais podem ser realizados para analisar quais as possíveis variáveis que 

interferem na produção de L-asparaginase em fermentação de substrato sólido. 

5.5.5 Cinética de produção de L-asparaginase  

Apesar dos resultados dos gráficos de Pareto de superfícies de resposta não 

apresentarem resultado signiticativo segundo a ANOVA, realizamos os ensaios de 

cinética de produção de L-asparaginase pelo endófito Streptomyces sp. 
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Figura 32 – Cinética de produção de L-asparaginase do Grupo 1 em fermentação com  

substrato solido de farinha de soja, L-asparaginas e inóculo. 
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Figura 33- Cinética de produção de L-asparaginase do Grupo 2 em fermentação com 

substrato solido de farinha de soja e inóculo. 
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Através das figuras 32 e 33, podemos comparar a produção de L-asparaginase 

dos dois grupos estudados. O grupo 1 contém um indutor (L-asparagina 0.03M), o 

grupo 2 sem indutor . Observamos que a produção da enzima iniciou-se nas primeiras 

24 horas atingindo pico de produção com 50 h (0,05275 U/mL no grupo 1 e 0,04775 

U/mL no grupo 2), após este tempo ocorreu redução na produção. 

 A partir de 120 h foi observado o crescimento de produção de enzima, atingindo 

pico máxima com 168 h -7dias (0,0702 U/mL no grupo 1 e 0,06 U/mL no grupo 2.   

Foi observada uma diferença entre os grupos teste 1 e 2. No gráfico 32 do grupo 

1  existe um patamar de produção entre 144h e 168 h. Podemos sugerir uma maior 

estabilidade na produção da enzima com a utilização de um indutor (L-asparagina 

0.03M). 
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Santosh et al. (2014) verificou a produção de 4.32 IU/mL de  L-asparinage por 

E. coli K-12 em fermentação sólida utilizando farelo de trigo suplementado com extrato 

de levedura 1.25% (p/p) e solução de L-asparagina a 0.75% p/v, 80% de umidade, 

incubado a 35°C por 24h. 

Para produção máxima de L-asparaginase por Pseudomonas stutzeri PIMS6, 

Narendra et al. (2014)  utilizaram resíduo agrícola (alimentação de gado) em pH 8.0, 

suplementada com 1% de glicose, 1% de sulafato de amônia,  com 5% de inóculo a 

37°C por 96h, assim obtiveram uma concentração de 47.9  IU/gds de enzima. 

A utilização da fermentação com substrato sólido é uma técnica eficaz com 

rendimento do produto às vezes maior do que a fermentação subsersa, oferendo também 

outras vantagens como: menor risco de contaminação, facilidade de cultivo e extração. 

Portanto, é uma metodologia que aliada a modelos estatisiticos podem trazer excelentes 

resultados e rapidez na produção de biomoléculas de interesse industrial. 

5.2.7 Seleção das bactérias produtoras de Ácido Indol acético 

 

Em nosso trabalho foram isoladas 53 bactérias endofíticas, destes isolados 

selecionamos 30 linhagens para verificar a produção de ácido indol acético. Esta análise 

qualitativa foi realizada através o teste colorimétrico (SARWAR; KREMER,1995). 

  Das bactérias endofíticas isoladas foram selecionadas como bactérias produtoras 

de ácido indol acético IIF5ISP2-3, IIF2ISP2-4, IIIF3ISP2, 1F1ISP2-4, IIF4ISP4-4, 

IIF4ISP2-1 amarela, 1F3ISP2-5, IIF5ISP2-5, esta mudança de coloração ocorre devido 

ao processo de oxidação. Sugere-se que todas estas linhagens pertemçam ao gênero 

Bacilus sp (figura 34 e 35). 
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Figura 34– Bactérias endofíticas selecionadas como produtoras de ácido indol acético. 

 

 

 

 

Figura 35– Teste colorimétrico para a seleção de bactérias endofíticas produtoras de 

ácido indol acético. 

 

 

 As bactérias promotoras de crescimento de plantas fazem parte da população 

residente das plantas como epifíticas ou endofiticas e não são fitopatogênicas. As 

principais são bactérias promotoras de crescimento são encontradas entre as 
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Pseudomonas spp. não fluorescentes e fluorescentes; espécies de Bacillus, 

Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter e Herbaspirilu;, 

Agrobacterium radiobacter, Enterobacter cloacae e Burkholderia cepacia, entre outras 

(MARIANO et al.,2004). 

As bactérias endofíticas podem contribuir para o crescimento vegetal através da 

produção de ácido indol acético (AIA) (RAMAMOORTHY et al., 2001). 

O ácido 3-indolacético (AIA) é um hormônio vegetal do grupo das auxinas 

geralemente produzido por bactérias promotoras de crescimento como Aeromonas 

veronas, Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp., 

entre outras (VESSEY, 2003; TSAVKELOVA et al., 2007). 

 Existem vários tabalhos que relatam a produção de AIA por bactérias entre estes 

podemos citar: Araújo et al. (2010) verificaram que sementes de arroz inoculadas com 

bactérias diazotróficas tiveram a velocidade de germinação aumentada e Andrade et a.l 

(2012) relataram que 87,6% das bactérias endofíticas isoladas de bananeiras foram 

capazes de produzir ácido indol acético na presença de triptofano no meio de cultura. 

Outro resultado similiar foi observado por Marques e Uesugi (2013), que 

isolaram bactérias de diferentes tipos de solos, verificaram que estirpes dos gêneros 

Bacillus sp. e Enterobacter sp. foram capazes de aumentar a massa de matéria seca, 

tanto de raízes quanto de parte aérea dessa planta. 

A produção de ácido indol acético pelas bactérias endofíticas isoladas da planta 

Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. estão em desenvolvimento e precisam ser mais bem 

avaliadas.  
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 6. CONCLUSÃO E PESPECTIVAS 

 

Podemos sugerir através das nossas condições experimentais, que a microbiota 

endofítica da planta I. pes-caprae (L.) R. Br é composta na maioria por fungos e 

bactérias. Nas nossas condições de experimento, a frequência de actinobactéria 

endofiticas foi baixa em e em relação à quantidade de actinobactérias isoladas da 

rizosfera da planta. Nos estudos de caracterização química observamos que os micro-

organismos endofíticos e da rizosfera não possuem o mesmo metabólito secundários 

majoritário da planta (flavonoide). No entanto, a maioria dos micro-organismos é capaz 

de produzir a enzima L-asparaginase. Esta enzima é de interesse tanto para indústria de 

medicamento quanto de alimento, porque é utilizada no tratamento de leucemia linfoide 

como na redução de acrilamida nos alimentos que possuem moléculas redutoras. A 

otimização de L-asparaginase por planejamento fatorial precisa realizar novos estudos 

reavaliando as variáveis aqui estudadas. Além da enzima L-asparaginase são produzidas 

outras enzimas de interesse comercial produzidas pelos fungos endofíticos como 

amilase e protease.  

Em relação às bactérias endofíticas foi verificada em nosso trabalho a 

importância no setor de agronegócios pela produção de ácido indol acético. 

Por tanto, o estudo a microbiota da planta e rizosfera é importante na busca de 

metabólitos secundários com aplicação na indústria medicamentos, alimentos e na 

agricultura.  

Como pespectiva para este trabalho podemos sugerir: 

 Realizar novos experimentos de planejamento experimental incluindo ponto 

central 
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 Realizar uma nova cinética a partir od sresultados obitos no planejamento 

experimental; 

 Purificar a enzima L-asparaginase produzida pelo endófito Streptomyces sp. 

 Calcular Km da ezima pra verificar se ela pode fututaramente ser um biofármaco 

 Realizar ativdade antitumoral com a enzima purificada. 
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