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RESUMO: Desde a sua descoberta como produtoras de antibidticos, as bactérias do género Streptomyces t€m sido muito
estudadas, em funcdo de seu grande interesse para a industria. A maioria das cepas de Streptomyces sintetiza substancias
antibacterianas, antifungicas, antitumorais, antiparasitarias, herbicidas ¢ enzimas, que tém empregos em medicina e agricultura,
bem como em varios processos biotecnoldgicos. Neste trabalho estudou-se a aplicagdo do extrato bruto enzimatico obtido
da fermentagdo por Streptomyces viridosporus TTA para uso veterinario. O extrato bruto enzimatico foi submetido a testes
de atividade antimicrobiana e de inocuidade, em cultivo celular e em camundongos. Observou-se efeito inibidor sobre
cepas patogénicas Gram positivas (Staphylococcus aureus), porém nio sobre bactérias Gram negativas (Salmonella sp.,
Pseudomonas sp. e Escherichia coli). Em cultivo celular, o extrato mostrou auséncia de toxicidade e efeito citoprotetor, e em
camundongos foi indcuo, e teve influéncia positiva no peso final nos grupos tratados.
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EVALUATION OF THE POTENTIAL APPLICABILITY OF Streptomyces viridosporus TTA
CRUDE FERMENTATION EXTRACT IN VETERINARY MEDICINE
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ABSTRACT: Since discovered as antibiotics producers, Streptomyces genus bacteria had been studied to a great extent,
because their great industrial interest. Most of the Streptomyces strains synthesize antibacterial, antifungal, antineoplastic,
antiparasitic, and herbicide substances, as well as enzymes, which are used in medicine, agriculture and other biotechnological
processes. We studied the potential applicability of Streptomyces viridosporus TTA crude fermentation extract in veterinary
medicine. The antimicrobial properties of enzymatic crude extract were tested against pathogenic bacteria strains, and its
innocuity was tested both in cellular cultives and mice. It was observed inhibitory effect against pathogenic Gram positive
bacteria (Staphylococcus aureus), but not against pathogenic Gram negative bacteria (Salmonella sp., Pseudomonas sp.,
and Escherichia coli). In cellular cultives, the extract showed citoprotector effect and absence of toxicity. In mice, it was
innocuous and had positive influence on the final weight in the treated groups.
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EVALUACION DEL POTENCIAL DE USO DEL EXTRACTO BRUTO DE LA
FERMENTACION POR Streptomyces viridosporus TTA EN MEDICINA VETERINARIA
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viridosporus TTA en Medicina Veterinaria. Arg. cién. vet. zool. UNIPAR, Umuarama, v. 9, n. 1, p.41-47, 2006

RESUMEN: Desde que fueran descubiertas como productoras de antibidticos, las bacterias del género Streptomyces vienen
siendo muy estudiadas, por tener gran interés para la industria. La mayoria de las variedades de Streptomyces sintetiza
substancias antibacterianas, antifungicas, antitumorales, antiparasitarias y herbicidas, asi como enzimas que se usan en
medicina, agricultura y otros procesos biotecnoldgicos. En este trabajo, se estudio el potencial de uso del extracto bruto de
la fermentacion por Streptomyces viridosporus T7TA en medicina veterinaria. Las propiedades antimicrobianas del extracto
bruto enzimatico fueran testadas contra bacterias patogénicas, asi como se testo su inocuidad tanto en cultivos celulares
cuanto en ratones. Se observo efecto inhibitorio sobre bacterias patogénicas Gram positivas (Staphylococcus aureus), pero no
sobre bacterias Gram negativas (Salmonella sp., Pseudomonas sp. y Escherichia coli). En cultivo celular, el extracto mostro
ausencia de toxicidad y efecto citoprotector, y en ratones fue inocuo, y ha influenciado positivamente el peso final de los

grupos tratados.

PALABRAS-CLAVE: Streptomyces. Enzima. Compuestos fenolicos. Antimicrobiano. Citotoxicidad.

Introducao

Streptomyces viridosporus TTA

O solo é um importante habitat dos estreptomicetos,
¢ a maioria dos solos contém 10* a 107 unidades formadoras
de coldnia desses microrganismos por grama, representando
de 1,0220,0% ou mais do total de células viaveis. Vegetacdes
de gramineas ou solos ricos em matéria orgdnica contém
maiores numeros de estreptomicetos, que sdo também
encontrados em altas concentragdes no intestino de diversos
invertebrados, e algumas cepas altamente celuloliticas
podem ser caracterizadas do intestino de cupins. A maioria
das espécies de Streptomyces cresce em pH neutro ou
medianamente alcalino. No entanto, muitos relatos mostram
que algumas cepas crescem em pH acido (3,5) ou alcalino
(8,0 a 11,5) (SCHREMPF, 1999).

Quanto a morfologia, as cepas de Streptomyces sp.
formam hifas aéreas e no substrato, cadeias compridas de
artrosporos sobre as hifas aéreas, e as vezes sobre o micélio
do substrato. As cadeias de esporos exogenos se formam por
fragmentagdo das hifas (THEILLEUX, 2000).

Desde a sua descoberta como produtoras de
antibidticos, as bactérias do género Streptomyces tém sido
muito estudadas, em funcdo de seu grande interesse para
a induastria. A maioria das cepas de Streptomyces sintetiza
substancias antibacterianas, antifiingicas, antitumorais,
antiparasitarias, herbicidas e enzimas, que t€m empregos
em medicina e agricultura, bem como em varios processos
biotecnoldgicos (MUTH et al., 1999).

Os antibidticos sdo produzidos por bactérias,
actinomicetos e fungos, e segundo Sato (2001), das substancias
antimicrobianas conhecidas, os actinomicetos produzem
4.600, enquanto fungos produzem 1.600, ¢ outras bactérias
produzem apenas 950. Somente 10 dos antibidticos
fingicos conhecidos sdo produzidos comercialmente, e
somente penicilinas, cefalosporina C, griseofulvina e
acido fusidico tém importancia clinica. A maior variedade
em estrutura e nimero de antibidticos ¢ encontrada nas
substancias produzidas por actinomicetos, especialmente

os do género Streptomyces. Os Streptomyces sp. sintetizam
vérias substancias usadas em medicina humana e veterinaria,
tais como tetraciclinas, estreptomicina, avermectinas,
ion6foros (monensina, salinomicina), com efeitos sobre
bactérias e endo e ectoparasitos. Outro importante grupo de
substancias sdo os antibidticos peptidicos, produzidos por
bactérias do género Bacillus. (SATO, 2001).

Revisio de Literatura

A lignina é um polimero complexo que consiste de
unidades de fenilpropano interconectadas por uma variedade
de ligacdes carbono-carbono e ligagdes éter. As gramineas sdo
ricas em material ligno-celuldsico e, na natureza, a lignina esta
fisicamente incrustada a celulose, e ¢ resistente a degradagdo
por muitos microrganismos (CRAWFORD et al., 1983).

Crawford (1978) foi o primeiro a comprovar a
decomposi¢do da lignina por cepas de Streptomyces. A
degradacdo da lignina por estas bactérias inclui a oxidacdo
dos anéis aromaticos ¢ da cadeia lateral de propano a gas
carbonico (CRAWFORD et al., 1983).

Streptomyces viridosporus TTA (ATCC 39115)
despolimeriza a lignina enquanto degrada a celulose e, como
o principal produto da degradacio da lignina, produz lignina
polimérica acido-precipitavel (APPL), solivel em agua
(RAMACHANDRA et al.,1987).

APPLs sdo polifendlicos e podem ser obtidos em
alta concentragdo a partir de residuos lignocelulésicos,
tendo consideravel potencial para uso industrial. Algumas
das principais aplica¢des industriais incluem seu uso como
surfactantes, na produgdo de poliuretano ou precursor
adesivo. Os dados disponiveis mostram que material
lignoceluldsico de gramineas produz mais APPLs que outras
fontes. A producdo de APPL parece estar correlacionada a
biodegrabilidade da lignocelulose utilizada (CRAWFORD
et al., 1983).

Nos estudos de Antai & Crawford (1981) sobre os
efeitos da fermentagdo pelo S. viridosporus T7A em substrato
lignoceluldsico de gramineas, os resultados apontaram que,
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apos trés meses de fermentacdo, houve degradagdo de 68%
e 44% do carboidrato e lignina respectivamente. Resultados
semelhantes foram obtidos por Crawford er al. (1983),
estudando o S. viridosporus T7A4, em fermentagdo no estado
solido, usando material lignoceluldsico de milho, sendo que
apos oito semanas de incubagdo, houve degradacdo de 36,2%
do material. Deste, o conteudo em carboidrato e lignina foi
reduzido em 44,4 ¢ 19,7% respectivamente.

Pometo III & Crawford (1986) verificaram que a
cepa de S. viridosporus T7TA decompde melhor o material
em meio alcalino, atingindo a maxima degradagéo da lignina
na faixa de pH entre 8,4 a §,8.

ADHIetal. (1989), estudando aprodugdo de enzimas
por S. viridosporus e S. badius, em cultivo submerso, verificou
que ha uma interagdo entre as enzimas chave, que atuam
sinergicamente na degradacdo do substrato lignocelulosico,
pois lignina-peroxidase (0,11 U/mL), endoglucanase (0,1 U/
mL) e xilanase (0,3 U/mL) alcancaram a maxima atividade
simultaneamente apds quatro dias de fermentag@o.

Propriedades dos Polifendis

Os polifendis sdo uma grande e diversa classe
de compostos, muitos dos quais ocorrem naturalmente em
muitos alimentos vegetais. O grupo dos flavondides ¢ maior
e melhor estudado. Esses compostos possuem importantes
propriedades antioxidantes, anti-mutagénicas, anti-estrogénicas,
anti-neoplasicas e antinflamatdrias, efeitos que podem ser
potencialmente benéficos na prevencdo de doengas e protegdo
da estabilidade genomica (FERGUSON, 2001).

A hidrolise da hemicelulose das plantas é limitada
pela esterificagdo da hemicelulose para compostos fendlicos,
tais como acido ferulico. Garcia et al. (1997) estudaram a
relagdo da atividade da xilanase com a esterase de acido
ferulico em Streptomyces avermitilis, detectando maior
atividade desta enzima na presenca de altos niveis de
xilanase.

Os acidos difertlicos sdo abundantes componentes
estruturais das paredes celulares das plantas, especialmente de
cereais, ¢ potentes antioxidantes. Contudo, esses compostos
fendlicos estdo ligados aos polissacarideos da parede celular
por ligagdes éster, forma em que ndo podem ser absorvidos
no intestino (ANDREASEN, 2001).

Em substrato lignoceluldsico, a cepa Streptomyces
viridosporus TTA ¢ capaz de produzir compostos fenolicos
derivados da lignina, tais como acido cumarico e ferulico
(RAMACHANDRA et al., 1987). Esses compostos fenolicos
tém grande importancia biotecnoldgica para producdo de
antioxidantes industriais (CRAWFORD, 1984), e também
para uso médico, combatendo a radicais livres e protegendo
assim as células de lipoperoxidacdo, envelhecimento e
doengas degenerativas (FERGUSON, 2001).

Cultivo de Células Animais para Testes de Toxicidade

O cultivo de células foi iniciado por Harrison, em
1907, e Carrel, em 1912, como um método para estudar o
comportamento das células animais livres frente as varia¢des
sistémicas que podem ocorrer em estados homeostaticos ou
de estresse (FRESHNEY, 1994). Para o cultivo de células
animais, € preciso manter a temperatura a 37°C em meio com
pH 7,0-7,2. A natureza dos subprodutos do metabolismo
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celular tende a converter o pH do meio para a acidez,
portanto deve-se usar um tampdo. O mais utilizado ¢ um
sistema bicarbonato/CO, que requer aporte de CO, na estufa
e bicarbonato no meio de cultivo. Usa-se comumente o meio
de cultivo basal de Eagle (BME), que contém sais minerais,
aminoacidos, vitaminas e glicose (MORGAN & DARLING,
1993).

Testes de toxicidade com animais sdo
freqiientemente utilizados na investigagdo dos efeitos
da contaminacdo do meio ambiente. Alguns testes sdo
limitados pelo nimero de animais que podem ser economica
e convenientemente estudados, por problemas em obter
animais de linhagens puras e em perfeito estado fisiologico,
e dificuldade de extrapolar resultados de uma espécie para
outra. Um método utilizado para superar essas dificuldades
¢ a utilizagdo do cultivo de células, que permite a analise
de grande quantidade de amostras e determina com maior
especificidade a atividade do agente toxico (KOCAN et al.,
apud SALVO et al., 1999).

A citotoxicidade ¢ um complexo evento in vivo, e
pode ser manifestada por amplo espectro de efeitos, como
a morte celular ou diversos eventos tdxicos causados por
drogas anti-neoplasicas, tanto em células tumorais quanto
em células normais de medula Ossea, pele ou intestino. A
defini¢do de citotoxicidade ¢ variavel, ¢ dependendo da
natureza do estudo, as células podem morrer, ou simplesmente
sofrer alteragdes metabolicas. Nao é possivel definir todas as
necessidades dos ensaios de citotoxicidade, sendo entdo o
estudo centrado nos aspectos que influenciam o crescimento
ou a sobrevivéncia celular. No entanto, muitas substincias
ndo toxicas se tornam toxicas apds o metabolismo hepatico.
Da mesma forma, muitas substancias que sdo tdxicas in
vitro podem ser detoxificadas pelas enzimas hepaticas
(FRESHNEY, 1994).

Material e Métodos

A cepa utilizada para o desenvolvimento deste
trabalho, Streptomyces viridosporus T7TA (ATCC 39115),
foi adquirida na American Type Culture Collection, sendo
mantida em tubos de ensaio contendo agar Y/M (yeast
extract malt agar), a 4,0°C. Antes do inicio da fermentagéo
a cepa foi repicada em frascos Erlenmeyer contendo milho

(planta integral).
O extrato bruto enzimatico foi obtido por
fermentacdo submersa (FES) conduzida em frascos

Erlenmeyer, utilizando o seguinte substrato: bagago de cana
(70%), capim Napier (20%) e farelo de soja (10%).

Atividade Antimicrobiana

Determinagdo qualitativa da atividade antimicrobiana

O extrato enzimatico testado foi obtido por
fermenta¢do no estado solido, e o pH do extrato bruto
enzimatico foi neutralizado com HC1 0,1 M.

Para o experimento foram utilizadas cepas de
bactérias Gram negativas causadoras de intoxicacdo
alimentar em humanos (Salmonella sp., Pseudomonas sp.
e Escherichia coli), e cepas de bactérias Gram positivas
(Staphylococcus sp.) causadoras de mastite contagiosa em
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bovinos e intoxicagdo alimentar em humanos.

Apds serem repicadas em agar sangue, as bactérias
foram diluidas em solugéo salina, seguindo o padrio da escala
de Mc Farland (1x10° células/mL). Com um swab, as cepas
foram semeadas sobre toda a superficie do agar contendo meio
de Mueller-Hinton. O produto da fermentagio foi colocado em
orificios de 0,5 cm feitos no agar. Ao mesmo tempo, discos
comerciais com antimicrobianos, usados para avaliagdo de
antibiograma (doxiciclina, cefalosporina, gentamicina, sulfa,
norfloxacina e penicilina) foram colocados na mesma placa,
para estudo comparativo.

As placas foram incubadas por um periodo de 12 a 24
horas, para avaliacdo do halo de inibigdo sobre o crescimento
bacteriano.

Determinagdo quantitativa da atividade antimicrobiana

Para este estudo foi utilizada uma cepa de S. aureus
em suspensdo bacteriana a 1 x 10° UFC/mL. As placas para
avaliar o efeito inibitorio foram preenchidas com agar-manitol,
e o extrato bruto enzimatico foi obtido pela fermenta¢do por
S. viridosporus, nas seguintes proporgdes: 21,6 g de meio
manitol, 200 mL de agua destilada e 0,216 g de extrato bruto
enzimatico seco. Preparou-se um controle contendo as mesmas
propor¢des de meio, porém sem o extrato bruto enzimatico.
As placas, com didmetro de 9,0 cm, foram semeadas com 100
pL do indculo de S. aureus, nas diluigdes de 10!, 102, 10
3 e 10*. A contagem de colonias foi feita apos 24 horas de
incubagio em estufa, a 37° C.

Testes de inocuidade em cultivo celular

Os testes de citotoxicidade foram feitos para avaliar
se o extrato bruto enzimatico de S. viridosporus T7A poderia
apresentar efeitos toxicos indesejaveis, ja que o objetivo ¢
aplica-lo em dietas para animais. Para realizar este estudo,
testou-se o extrato bruto enzimatico em trés tipos de células:
MDBK (Madin Darby Bovine Kidney — ATCC-CCL-22);
PK15 (Porcine Kidney — 15-ATCC-CCL-33) e células VERO
(Cercopithecus aethiops, Monkey, African Green — ATCC-
CCL-81).

As células foram mantidas em meio F10+ 199
(Sigma®), enriquecido com soro fetal bovino. A esta solugdo
foi adicionada uma combinag¢@o de antibidticos (1,25 pg/mL
de anfotericina B, 200 pg/mL de sulfato de estreptomicina e
10 pg/mL de enrofloxacina) e uma solugio contendo o extrato
bruto enzimatico, em quantidade que variou em fun¢do da
diluigdo testada.

O cultivo celular foi lavado com solugo salina (PBS),
e em seguida com solucdo de tripsina a 0,02%, para suspender o
cultivo celular. Depois disso, com o meio F10+199 (Sigma®),
as células foram colocadas em microplaca de poliestireno para
cultivo celular, composta por 96 pogcos. Em cada pogo foram
colocados 100 uL do meio, contendo 15 a 30x10° células. O
cultivo foi mantido em estufa por 30 dias, a 37°C, com 5% de
CO, e umidade relativa maior que 80%. Nessas condigdes,
foram avaliadas uma vez ao dia, sob microscopia Optica,
alteragdes da morfologia celular, viabilidade celular, estado
da monocamada, longevidade celular e morte celular.
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Testes de inocuidade em camundongos

Para este teste foram utilizados 60 camundongos
machos, da mesma idade e com peso uniforme, divididos em
trés lotes com 10 animais cada, com uma repeti¢do. Os animais
foram mantidos por 30 dias em uma mesma sala e em condigdes
ambientais similares, alojados em gaiolas especiais, com
cama de maravalha, ra¢do especial para camundongos e agua.
Todos foram tatuados na cauda, e pesados individualmente a
cada sete dias. Os lotes foram distribuidos da seguinte forma:

Lote 1 - controle (nfo recebeu extrato bruto de
fermentagio sélida);

Lote 2 - recebeu extrato bruto de fermentagdo solida
a 1/ 100, na agua de bebida;

Lote 3 - recebeu extrato de bruto fermentagdo solida
a 1/1000, na agua de bebida.

Para analise estatistica dos efeitos do extrato bruto
enzimatico na dieta dos camundongos, foi utilizado o teste de
Bonferroni.

Resultados e Discussao

Atividade antimicrobiana do extrato bruto enzimdtico

O extrato enzimatico obtido da fermentagio por S.
viridosporus T7A nao foi capaz de inibir o crescimento das
bactérias Gram negativas (Salmonela sp., Pseudomonas sp.e
Escherichia coli). No entanto, o produto promoveu um halo
de inibi¢do nas culturas de Staphylococcus aureus, tanto
as causadoras de intoxicagdo alimentar quanto de mastite.
Apesar do halo de inibigdo ter sido modesto, acredita-se que
utilizando um processo de separa¢do ou de purificagdo, os
resultados possam ser mais consistentes. O efeito do extrato
bruto enzimatico sobre o crescimento de S. aureus esta
apresentado na Figura 1, e ap6s o periodo de incubacio dos
meios contendo o extrato bruto enzimatico, obtiveram-se os
resultados apresentados na Tabela 1.

Figura 1 -

Halo de inibicio do crescimento de
cultura de Staphylococcus aureus, pela
acio do extrato bruto enzimatico obtido
a partir de fermentacio por Streptomyces
viridosporus TTA
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Tabela1- Resultados da inibiciio do crescimento de cultura de Staphylococcus aureus em agar manitol, pela acdo
do extrato bruto enzimatico obtido a partir de fermentacio por Streptomyces viridosporus TTA
Dilui¢ao Controle Meio Manitol + Extrato bruto enzimatico Diferenga
Sem diluicdo 09x10° 1,2x 10° 10
107 1,1x 108 1,05 x 107 10*
102 12x107 1,08x 10° 10
1073 1,04 x 10° 13 x 102 10*
10 09x 10° 10! 10%

Conforme os resultados obtidos neste estudo,
observou-se que o extrato bruto enzimatico obtido a partir
de fermentag@o por Streptomyces viridosporus TTA, quando
adicionado ao meio manitol, inibiu o crescimento do S.
aureus. Em todas as diluigdes a diferenca entre os valores
obtidos nas placas contendo extrato ¢ controle foram de
menos quatro ciclos logaritmicos.

Sugere-se que a atividade antimicrobiana possa ser
determinada por algum metabolito secundario excretado pelo
S. viridosporus TTA, durante o processo fermentativo. Tal
fato ndo foi relatado na literatura. Também pode se sugerir
que os compostos polifendlicos provenientes da degradagio
da cadeia da lignina, exercida pelo microrganismo, possam
ter efeitos antimicrobianos. Quanto ao espectro de inibigdo,
¢ necessario verificar se a substdncia inibe somente o

crescimento de bactérias Gram positivas, ou se ¢ preciso
uma quantidade maior para que haja também a inibi¢do do
crescimento das bactérias Gram negativas.

Sugere-se que estudos de separagdo e purificacio
sejam feitos para caracterizar a substdncia antimicrobiana
liberada durante o processo fermentativo do S. viridosporus
T7A, em meio sélido.

Testes de inocuidade em cultivo celular

Durante 30 dias, o desenvolvimento celular
foi acompanhado diariamente, sob microscopia Optica,
avaliando-se integridade da monocamada, viabilidade celular
(conformagio e coloragdo), morte celular e longevidade. Os
resultados deste estudo estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Estudo dainfluéncia do extrato bruto enzimatico obtido a partir de fermentacéo sélida por Streptomyces
viridosporus T7A, em cultivo celular
Dilui¢do 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2.560 1:5120  Controle
MDBK - - - - - - - - - * - -
PK-15 - - - - - - - - - * - -
VERO - - - - - * - - - - - -
CONT. - - - - - - - - - - - -

MDBK: Madin Darby Bovine Kidney
PK-15: Porcine Kidney
VERO: Cercopithecus aethiops, Monkey, African Green

* Viabilidade celular superior ao grupo controle, maior longevidade, monocamada confluente - auséncia de toxicidade.

Na presenga do extrato bruto enzimatico as células
apresentaram crescimento ¢ longevidade superiores as células
de controle. A Figura 2 ilustra a imagem microscdpica do
cultivo celular com linhagem PK-15, observando-se que as
células tratadas com extrato bruto enzimatico em dilui¢des
de 1:2.560 mantiveram estas caracteristicas por mais tempo,
cerca de 20 dias a mais (o dobro) que as células ndo tratadas
(controle).

O extrato bruto enzimatico ndo apresentou
toxicidade para as linhagens de células testadas. Ao contrario,
nas diluigdes de 1:2.560, para as linhagens MDBK e PK-
15, observou-se maior crescimento e maior longevidade. O
mesmo efeito foi verificado em cultivo de células VERO, na
dilui¢do de 1:160.

Apds 30 dias, nos cultivos celulares onde o
extrato bruto enzimatico estava presente, as células
apresentavam viabilidade, com monocamada confluente e
sem deslocamento. Nos cultivos controle, ao 20° dia, todas
as células ja estavam mortas.

Esses resultados sugerem que o extrato bruto
enzimatico obtido por fermentacéo sélida tenha propriedades
citoprotetoras. Acredita-se que isso se deva aos compostos
fenolicos presentes no extrato bruto enzimatico, liberados
durante a fermentagdo (4cidos cumarico e ferualico)
(RAMACHANDRA, 1997), que possuem atividades
antioxidantes, bloqueando os radicais livres e protegendo
as células da lipoperoxidagdo e do envelhecimento
(FERGUSON, 2001; ANDREASEN et al., 2001). Embora,
esta afirmacio seja prematura, sugere-se que estudos
mais aprofundados sejam feitos para elucidar e validar o
efeito citoprotetor do extrato bruto enzimatico obtido pela
fermentacdo por S. viridosporus T7TA. A morte celular e o
descolamento da monocamada estdo ilustrados na Figura 3,
onde se observa que as células que ndo receberam o extrato
bruto enzimatico obtido pela fermentagdo por Streptomyces
viridosporus, o descolamento evento ocorreu mais cedo,
entre o0 7° ¢ 10° dias, e a morte de todas as células no 20°
dia. No entanto para as células em presenga do extrato bruto
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enzimatico (em dilui¢do de 1:2.560) este evento iniciou
somente a partir do 30° dia.

Figura 2 -

Imagem, sob microscopia optica (200x),
de cultivo de células PK-15 tratadas com
extrato bruto enziméatico, com quatro dias
de incubac¢io, revelando monocamada
confluente e intacta

Testes de inocuidade em camundongos
Todos os animais que fizeram parte do experimento
sobreviveram, e ndo se observou nenhuma alteragdo que pudesse
ser atribuida a possivel toxicidade do extrato bruto enzimatico.
Os camundongos que receberam o extrato bruto
enzimatico na agua de bebida, em diluicdo de 1/100,
apresentaram peso médio final de 21,5 g, superior a média do

ALBERTON et al

Imagem, sob microscopia 6ptica (200x), de
cultivo de células PK-15, com quatro dias
de incubacio, revelando descolamento da
monocamada do cultivo celular. As células
descoladas ja estdo mortas, e formam um
agregado na parte inferior da imagem

Figura 3 -

grupo controle, que foi de 20,21 g, diferenca estatisticamente
significativa, em nivel de 5%. Ja para o grupo que recebeu o
extrato em propor¢do de 1/1000, na agua de bebida, embora
tenha tido média de peso final superior a do grupo controle,
esta diferencga ndo foi significativa estatisticamente.

A Tabela 3 sumariza os resultados obtidos no
experimento, bem como a analise estatistica empregada.

Tabela3 - Resultado da analise de inocuidade em camundongos, para o extrato bruto enzimatico obtido a
partir de fermentacéo solida por Streptomyces viridosporus TTA
Doses Controle 1/100 (D1) 1/1000 (D2)
Meédia 20,21 21,95 21,17
Teste Bonferroni P Bonferroni P Bonferroni P
Controle - - - - - -
1/100 (D1) 3,982 0,0002* - - - -
1/1000 (D2) 2,248 0,0285 -1,777 0,081 - -
* existe diferenca significativa entre o grupo 1/100 e o controle.
O objetivo deste experimento era apenas avaliar Conclusdes

se o extrato bruto enzimatico poderia apresentar algum tipo
de toxicidade para os animais. No entanto, além de ndo ser
toxico para os animais, o extrato melhorou o desempenho
em termos de peso final. Sugere-se que novos estudos sejam
conduzidos para avaliar detalhadamente os compostos
presentes no extrato bruto enzimatico proveniente da
fermentacdo no estado solido por Streptomyces viridosporus
T7A que influenciam a microbiota intestinal, a digestdo e a
absor¢do de nutrientes.

A Tabela 4 sumariza os resultados obtidos no
experimento, bem como a analise estatistica empregada.

O extrato bruto enzimatico obtido por fermentagao
no estado solido inibiu o crescimento de cepas patogénicas
de Staphylococcus aureus. No entanto ndo foi capaz de inibir
o crescimento de cepas Gram negativas tais como Salmonella
sp., Pseudomonas sp. e Escherichia coli.

Em cultivo de células PK-15, MDBK e VERO, o
extrato bruto enzimatico ndo apresentou efeitos citotoxicos
nas dilui¢des testadas (1:5 a 1:5.120). Foram observadas
evidéncias de propriedades citoprotetoras do extrato bruto
enzimatico, ja que em células MDBK e PK-15, na dilui¢@o
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Tabela4 - Resultado da andlise de inocuidade do extrato bruto enziméatico, em camundongos, obtido pela
fermentacdo por S. viridosoporus TTA, no estado sélido
Doses Controle 1/100 (D1) 1/1000 (D2)
Média 20,21 21,95 21,17
Teste Bonferroni P Bonferroni P Bonferroni P
Controle - - - - - -
1/100 (D1) 3,982 0,0002* - - - -
1/1000 (D2) 2,248 0,0285 -1,777 0,081 - -

* existe diferenca significativa entre o grupo 1/100 e o controle.

de 1:2.560, houve maior viabilidade ¢ longevidade celular.

Em camundongos, a adi¢do do extrato bruto
enzimatico a agua de bebida, em dilui¢do de 1:100, ndo
causou efeitos toxicos, e além disso observou-se aumento do
peso final dos animais tratados, em relagdo ao grupo controle
(p<0,05).

Outros trabalhos deverdo ser conduzidos, para
separar ¢ caracterizar as substdncias produzidas pelo
Streptomyces  viridosporus T7A em decorréncia da
degradag@o da lignina, e testa-las isoladamente em cultivos
de células de animais e em testes de inibi¢do de crescimento
de bactérias patogénicas, avaliar a aplicabilidade de seu
potencial antioxidante com finalidades farmacoldgicas e
nutricionais, € avaliar sua eficicia em animais desafiados
com agentes patogénicos.
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