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RESUMO: Metabolitos do fungo entomopatogénico Nomuraea rileyi produzidos em culturas submersas em
caldo Sabouraud sacarose extrato de levedura foram extraidos com diclorometano. O extrato bruto foi fracionado
por cromatografia em coluna ¢ em camada espessa de fluxo continuo utilizando benzeno-cloroférmio-acetato
de ctila 18:1:1 (viviv) como eluentes. Amostras de Saccharomyces cerevisiae e de bactérias (18 cepas
hospitalares ¢ 5 estirpes fitopatogénicas) foram testadas frente ao metabdlito empregando-se o método de
difusdo em agar pelo sistema de discos (Kirby-Bauer). Aproximadamente 40% (9/23) das amostras bacterianas
ensaiadas tiveram seu crescimento inibido na presenga do metabélito produzido pelo fungo Nomuraea rileyi,
sugerindo uma possivel atividade antibacteriana deste metabélito.
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secundarios.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY EVALUATION OF METABOLITES PRODUCED BY THE
Nomuraea rileyi (FARLOW) SAMSON FUNGUS
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ABSTRACT: Toxic metabolites of the entomopathogenical fungus Nomuraea rileyi (Farlow) Samson produced

in vitro in submerged cultures were extracted with dichloromethane from the culture medium (Sabouraud saccharose

plus veast extract). Curede extract was fractionated by column chromatography and continuous flow thick layer
chromatography using benzene-chlorophorm-cthyl acetate 18:1:1 (v:v:v) as eluents. Saccharomyces cerevisiae
and strains (18 hospital samples and 5 fitophathogenical samples) were tested facing the metabolite using the agar-
diffusion method by the disc system (Kirby-Bauer method). Nearly 40% (9/23) of the bacterial strains analized had

their growth inhibited in the presence of the metabolite produced by the fungus Nomuraea rileyi, suggesting a

possible antibacterial activity of this metabolite.
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Introducio

Um grande nimero de fungos sdo
conhecidos como produtores de metabolitos
secundarios, ativos sobre diversos organismos
vivos, provocando inibi¢gdo de crescimento,
doengas e posteriormente sua morte. Dentre esses
metabolitos, destacamos as aflatoxinas produzidas
por linhagens de Aspergillus flavus (DIENER &

DAVIS, 1969), ochratoxina de Aspergillus
ochraceus (KODAIRA, 1961; MYOKEY et al ,
1969); e varias toxinas e antibioticos produzidos
por fungos do género Penicillium (MYOKEY et
al., 1969). Varios fungos entomopatogénicos
também sdo produtores de metabolitos com agdo
sobre microrganismos e insetos, dentre eles o
fungo Metarhizium anisopliae produz um
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ciclodipepsipeptideo denominado destruxina, ativo
sobre insetos que inibe o crescimento de diversas
linhagens de bactérias (KODAIRA, 1969;
CRISAN, 1971; KAIJIANG & ROBERTS,
1986; DUMAS et al., 1995; CIANCIO, 1996).
Os fungos Beauveria bassiana, Peacilomyces
Sfumoso-roseus, Fusarium moniliforme, também
produzem ciclodipepsipeptideos beauvericina e o
complexo enniatina (WEST & BUGGS, 1968;
BERNARDINIl et al., 1975; GROVE & POPLE,
1980; RICHARD et al., 1995; JEGOROV et al .,
1995; LOGRIECO et al., 1996).

O fungo Nomuraea rileyi é encontrado
naturalmente em diversas culturas, especialmente
a soja, infectando a lagarta da soja Anticarsia
gemmatalis. Diversos estudos mostraram que o
fungo Nomuraea rileyi é um produtor de
metabolitos ativos sobre insetos e microrganismos
(MYKUMI & KAWAKAMI, 1975; IGNOFFO
et al., 1976, WASTI & HARTMANN, 1978;
MOHAMED & NELSON, 1984).
Posteriormente, trabalhos de YE ez al., (1993)
mostraram atividade destes metabdlitos sobre
larvas de Bombyx mori.

O proposito deste trabalho foi verificar a
produgdo de metabolitos ativos pelo fungo
Nomuraea rileyi, sua atividade antimicrobiana,
sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e leveduras.

Material e Método

Fungo utilizado

Nomuraea rileyi, linhagem SA-86101,
procedente da colegdo de fungos do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul,
RS, isolado da lagarta da soja Anficarsia
gemmatalis.
Meio de cultivo

Foi utilizado o caldo Sabouraud sacarose
adicionado de extrato de levedura, preparado de
acordo com a seguinte formula: peptona 10g
(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA); sacarose
40g (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)
extrato de levedura S5g (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA); agua destilada 1000 ml. Ap6s
a dissolugdo dos ingredientes por aquecimento, o
pH do meio foi ajustado para 6. Volumes de 12
litros do meio de cultivo foram preparados em
fermentadores com capacidade de 18 litros,
acondicionados e esterilizados na autoclave a
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121°C durante uma hora.
Fermentacio e isolamento dos metabolitos

O meio de cultivo foi inoculado com 200
ml de uma suspens@o de esporos de Nomuraea
rileyi (linhagem SA-86101) contendo 5,4 x 109
conidios/ml. O cultivo foi mantido em condigdes
controladas de temperatura 26 + 1°C ¢ aeragao
constante por 12 dias. A seguir, o meio de cultura
foi filtrado em Biichner sobre papel filtro Whatman
n° 1, desprezando-se o micélio. Os metabdlitos
produzidos foram separados num extrator liquido/
liquido, utilizando-se meio de cultivo-
diclorometano na proporgéao 10:1 (v:v), os quais
foram concentrados em evaporador rotativo
(Btichi R110, Alemanha) a uma temperatura de
35°C, obtendo-se (135mg/1). O residuo contendo
metabolitos mais impurezas foi passado atraveés
de uma coluna contendo silica gel GF254 (Merck,
Alemanha), na proporg¢ao de 100:1 (peso/peso).
Benzeno e benzeno contendo quantidades
crescentes de acetato de etila (5, 10, 25, 50%),
foram usados como eluentes no fluxo de 1 ml/
minuto.

FragGes de cinco mililitros foram coletados.
Cada fragao foi examinada em cromatografia de
camada delgada. O sistema de solventes utilizados
foi benzeno : cloroformio : acetato de etila, 18:1:1
(v:v:v), eaquelas fragdes que continham as mesmas
caracteristicas foram agrupadas apos evaporagio
a vacuo e analisadas em espectrofotometro de
infravermelho (Impact-4000 Nicolet®, Brasil).
Para remover outras substancias, uma pequena
quantidade de éter de petrdleo foi adicionada aos
cristais. O solvente foi descartado apos
permanecer no congelador por um periodo de 4
horas a uma temperatura de 0°C. Apos a
separacdo, o metabolito foi armazenado a uma
temperatura de -20°C para posterior analise da
atividade biologica.
Atividade antimicrobiana

Os extratos diclorometanicos obtidos,
foram testados pelo método de difusdo em agar
pelo sistema de discos (VANDEPITTE ef al.,
1994) frente a 18 amostras de bactérias de origem
hospitalar representadas por: Serratia
mercescens, Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Salmonella sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus intermedius,
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Enterococcus faecalis, Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase negativa, Bacillus
subtilis, Providencia sp., Sarcina lutea e
Enterobacter aerogene além de cinco cepas de
bactérias fitopatogénicas, incluindo
Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas
phaseoli, Pseudomonas solanacearum,
Pseudomonas corrugata e Xanthomonas
campestri pv. pruni. Adicionalmente, foram
testadas amostras de leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) de origem enoldgicas. Os discos de
papel filtro foram inoculados com 4 ml de extrato
diclorometdnico com concentragdo de 1:1
metabolito: diclorometano (v.v). Em paralelo,
como controle, utilizou-se também discos de papel
filtro impregnados com 4 ml de diclorometano.
As bacterias foram testadas no meio de Mueller
Hinton (Merck - Alemanha) e as leveduras no meio
YEPD - peptona, dextrose, extrato de levedura
(Merck, Alemanha). Apods a semeadura, as placas
foram incubadas na estufa a 37°C (bactérias
hospitalares) ou a 27°C (bactérias fitopatogénicas
e leveduras).

Resultados e discussdes

Em nosso estudo foram obtidos 268 mg de
metabolito em 34 litros de meio (7,88 mg/ml de
mei0).Utilizando-se a metodologia descrita,
obteve-se 283,68 mg de metabolito em 36 litros
de meio de cultura, resultando em 7,4 mg/ml de
meio. As analises de espectrofotometria em
infravermelho indicaram a presenga de uma
substdncia pura, pois a faixa do espectro
apresentou na sua regidao de 700-1500 nm bandas
estreitas e definidas, indicando a pureza do
metabolito obtido (Figura 1).

O metabolito produzido pelo Nomuraea
rileyi apresentou ponto de fusdo de 244°C, similar
ao ponto de fusdo encontrado em outros
metabolitos, como por exemplo a destruxina,
233,8°C (KODAIRA, 1962); beauvericina
248°C (HAMIL ef al., 1969). O valor de rf
encontrado foi de 0,37.

O metabolito inibiu o crescimento de 7/18
(39%) das amostras de bactérias de origem
hospitalar e de 2/5 (40%) das cepas bacterianas

fitopatogénicas, conforme mostrado na Tabela 1.
Nio foi verificado atividade antimicrobiana do
metabolito sobre amostras de leveduras ensaiadas.
Esse dado pode apresentar significdncia se
considerarmos que as leveduras sdo usualmente
empregados como padrdes nos testes
toxicologicos de células superiores (AMES,
1989). O metabolito provocou halos de inibigao
em bactérias de origem hospitalares, bem como
sobre as bactérias fitopatogénicas conforme Tabela
L
Embora a técnica de difusdo em agar usado
em nosso estudo seja um método qualitativo, os
resultados sugerem que o metabolito produzido
pelo fungo Nomuraea rileyi pode possuir agao
antibacteriana. Entretanto, a confirmagéo desta
atividade antibacteriana somente podera ser feita
utilizando-se de um método quantitativo, como por
exemplo a determinagdo da concentragdo
coincidem com trabalhos realizados com
metabolitos produzidos por outros fungos da
mesma familia tais como Beauveria bassiana
(HAMIL et al., 1969) onde mostrou a atividade
do ciclohexadipepsipeptideos beauvericina sobre
Staphylococcus aureus, Staphylococcus
faecalis, Sarcina lutea, Bacillus subtilis e
Escherichia coli; as atividades antimicrobianas
do complexo enniatina e valinomicina, ambos
ciclodipepsipeptideos produzidos pelos fungos
dos género, Beauveria, Fusarium e
Peacilomyces sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, também  descritas
(OVCHNNIKOYV, 1974). Outros estudos mais
recentes também mostraram a atividade
antimicrobiana de metabolitos produzidos por
fungos (JEGOROV et al., 1995, LOGRIECO et
al., 1996; SEO et al., 1996). Os dados
observados, em relagdo a analise do
espectrofotdmetro de infravermelho (Figura 1) e
ultravioleta, sugerem que o presente metabolito é
um oligopeptideo. Esses resultados coincidem
com metabolitos produzidos por fungos também
entomopatogénicos, onde esses metabdlitos
apresentam certa semelhanca com relagdo aos
picos (HAMIL et al., 1969).
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TABELA 1 - Efeito do metabélito produzido pelo fungo Nomuraea rileyi sobre bactérias hospitalares e

fitopatogénicas.

Amostras bacterianas testadas

Diametro em mm do halo de inibigao do
crescimento bacteriano’

Bacillus subtilis’

Sarcina lutea’

Klebsiella pneumom‘aes
Enterococcus faecalis’
Staphylococcus aureus’
Providencia sp°
Pseudomonas solanacearum’

Xanthomonas campesiris pv pmni3

29.0+3,0
15,6 +3.6
246+65
17,6 +3,9
19,0 +3,0
33,6+6,6
27.0+55
11,0+3,0

1 Método de difusdo em agar pelo sistema de discos (Kirby-Bauer).

2.Cepas hospitalares
3 Linhagens fitopatogénicas

Estudos posteriores em nosso laboratorio
devem ser realizados no sentido de melhor
caracterizar a estrutura quimica do metabolito

produzido pelo fungo Nomuraea rileyi, assim
como confirmar sua possivel atividade
antibacteriana.
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FIGURA 1 - Espectrometria de infravermelho da fragdo cristalizada do metabolito produzido pelo

fungo Nomuraea rileyi.
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