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Abstract

There is a few known concerning distribution, population dynamics and biogeochemical processes of cave
microorganisms. The objective of this study was to isolate cave microorganisms to determine your relative
and potential activity of enzymatic and antibiotic production. The collection of samples, for subsequent
isolation, they were accomplished at the Garganta cave, located in the municipal district of Vila Propicio —
GO, SBE GO - 321, (15° 19’ 3900 S 48° 54’ 0400 W). The biochemical identification was made with the
BBL Crystal kit. The antimicrobial activity was determinated with extracts obtained in the Kado agar and
plates containing Miueller-Hinton agar was previously inoculated with the indicative bacteria.
Determination of the enzymatic activity included: amylase, esterase, lipase, cellulase, protease, pectinase, -
glucosidase and endoglucanase production. The isolated CAV1 was identified as Bacillus cereus and
demonstrated to be producing of amylases, esterases, proteases, glucosidases and presented activity
antimicrobial for the Staphylococcus aureus ATCC 25923, MRSA, Bacillus cereus ATCC 14579 and Bacillus
subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 9341. Therefore the isolated CAV1 demonstrated to be
producing of biomolecules of biotechnological interest like antimicrobial and enzymes.

Introducéo superficie da rocha calcaria e de espeleotemas de
calcita e podem contribuir na sua formagdo e
degradacdo. Esta formacdo pode ser devida a
precipitacdo extracelular do carbonato de célcio
mediada pelo metabolismo das bactérias (Engel et

As cavernas sdo consideradas ambientes pobres
em nutrientes, nas quais a concentracdo de carbono
organico fica abaixo de 0,5 mg de TOC/L (carbono
organico total por litro). leerer)tes mlqoamblentes al. 2004: Barton & Luiszer 2005: Baskar et al. 2005:
podem ser habitados pelos microrganismos. Esta Baskar et al. 2006)
comunidade pode diferir devidos as diferentes ' '
condicdes de umidade, temperatura baixa e estavel, Pouco se sabe sobre a distribuicdo, dindmica
a natureza dos recursos nutricionais e o pH  populacional e biogeoquimica dos microrganismos
presentes em diferentes cavernas e mesmo em locais  das cavernas e grutas (Northup & Welbourn 1997;
diferentes no seu interior (Mulec et al. 2002; Engel ~ Northup & Lavoie 2001; Geric et al. 2004; Northup
2007). & Lavoie 2004). A presenca de bactérias
quimiolitotréficas em cavernas € usualmente

Os microrganismos podem habitar . Lo
. . correlacionada com o0 aumento da diversidade de
transitoriamente ou ser residentes em cavernas. Os . . . i
. : : . organismos nestes ambientes (Geric et al. 2004,
microrganismos residentes sobrevivem

Engel 2007). Este conhecimento freqlientemente
baseia-se em estudos dependentes do cultivo
microbiano, que subestimam a diversidade por
incapacidade de cultivar muitos dos microrganismos

exclusivamente dos nutrientes que estao distribuidos
na caverna, diferente dos transitérios que
desenvolvem-se apenas enquanto  houver
disponibilidade dq matéria organica estes, entram (Hugenholtz et al. 1998; Mulec et al. 2002, Engel
nas mesmas atraves das correntes de ar, pelo fluxo
, . ) 2007).

de 4gua, fluxo de sedimentos, em insetos, nos

morcegos ou pelo homem (Barton e Northup 2007; Nosso conhecimento do mundo microbiano em
Engel 2007). Qualquer organismo ou objeto que geral €é limitado e nosso conhecimento da
entre em uma caverna carrega microrganismos  diversidade microbiana de cavernas é ainda mais
(Barton e Northup 2007). limitado. Assim, o potencial existente para a
descoberta de novos microrganismos e mesmo de

Esporos de fungos e bactérias sdao normalmente i . - . >
microrganismos ja conhecidos com novas atividades

encontrados no filme de &gua que se forma na
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e funcBes em cavernas é imenso. A investigacao de
tais organismos pode prover novos detalhes sobre as
relagdes evolutivas de bactérias e fungos (Barton e
Northup 2007; Kambesis 2007). O estudo de
microrganismos em cavernas também é importante
para a elucidacdo a formacdo dos espeleotemas.
Embora haja boas evidéncias que ©0s
microrganismos estejam envolvidos na formacao de
ferro e 6xidos de manganés, compostos de enxofre,
depositos de salitre e carbonato de calcio, elas ainda
séo limitadas (Barton e Northup 2007; Kambesis
2007).

Objetivos

Isolar microrganismos de ambiente cavernicola,
determinar sua atividade antimicrobiana, potencial
de producdo enzimatica.

Metodologia

Isolamento e identificacdo de microrganismos de
caverna.

As coletas de amostras foram realizadas na
caverna da Garganta, situada no municipio de Vila
Propicio — GO, SBE GO - 321, (15° 19’ 3900” S
48° 54’ 0400” W), com desnivel de 47 metros. O
isolamento foi realizado a partir da exposicdo por 30
minutos, em diversos pontos da caverna, de placas
contendo agar nutriente. Apos esse periodo as placas
foram vedadas e transportadas ao Laboratorio de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG), onde
foram incubadas a 30°C por 7 dias. Apdés o
crescimento os microrganismos foram isolados e
purificados por esgotamento em meio solido. Este
procedimento foi repetido cinco vezes, visando a
obtencdo de colbnias puras. A identificacdo foi
realizada pela afinidade "a coloracdo de Gram e
atravées do kit bioquimico BBL Crystal. O
microrganismo foi preservado em glicerol 50% (v/v)
em freezer a — 20°C.

Determinacéo da atividade antimicrobiana

A producdo de substdncias com atividade
antimicrobiana seguiu a metodologia descrita por
Romeiro (1989), com modificagcbes. Uma aliquota
de 50uL do isolado preservado em glicerol foi
inoculado em 5mL de caldo BHI e incubado por 24

horas a 30°C. Apos este periodo uma aliquota de
100 pL do caldo, foi transferida para placas
contendo meio sélido de Kado, de forma a ocupar
toda a superficie do meio, formando um “tapete” e
incubada por 48 horas a 30°C. Apds o crescimento
as placas foram expostas por 30 minutos a luz
ultravioleta. O agar foi entdo cortado e tratado com
agua destilada esterilizada para a extracdo das
substancias com atividade antimicrobiana. Os
extratos resultantes foram esterilizados por filtracdo
em filtros Millipore (0.25 m) e mantidos a -20°C
até a utilizacéo.

Placas contendo agar Mueller-Hinton foram
previamente inoculadas com as  bactérias
indicadoras. Ap6s a inoculagdo, pocos de 5,0 mm de
didmetro foram feitos e inoculados com 30 pL dos
extratos previamente obtidos e incubados por 24
horas a 30°C. Apos este tempo os halos de inibigcdo
de crescimento foram determinados. Como controle
negativo, utilizou-se a mesma aliquota (30 pL) de
extrato obtido a partir de uma placa contendo meio
solido de Kado isento de crescimento (Santos 1993).

Foram avaliadas bactérias

indicadoras:

as  seguintes

A) gram-positivas: Staphylococcus —aureus
ATCC 25923, Staphylococcus aureus meticilina
resistente  (MRSA), Micrococcus luteus ATCC
9341, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 e Bacillus cereus ATCC
14579.

B) gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Salmonella choleraesuis ATCC 10708,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 e Serratia marcecens
ATCC 14756.

Determinacgao da atividade enzimatica

Para a determinacdo da atividade enzimatica, o
isolado foi inoculado em caldo BHI e incubado por
24 horas a 30°C. Apo6s esse tempo, aliquotas de 100
pL foram inoculadas na superficie dos meios de
cultura especificos para cada enzima a ser avaliada
com o auxilio de uma multi-alga (inoculador de
Stiers). As placas foram incubadas a 30°C por 48
horas. Ap6s a incubagdo, foi determinado o indice
enzimatico que corresponde ao didmetro dos halos
de atividade enzimatica em mm dividido pelo
didmetro da col6nia em mm. Se o indice enzimatico
for maior do que 1, sugere-se a produgéo da enzima
de interesse. Foram avaliadas a producdo de
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Resultados

Identificagdo microbiana

A caracterizagdo morfotintorial determinou a
presenca de um bastonete gram-positivo sendo
identificado bioguimicamente como Bacillus cereus,
CAV1.

Determinacao da atividade antimicrobiana

Analisando os resultados da atividade
antimicrobiana, observou-se que o isolado CAV1
apresentou atividade frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (Figura 1), MRSA, Bacillus cereus
ATCC 14579 e Bacillus subtilis ATCC 6633,
Micrococcus luteus ATCC 9341, ndo apresentando
atividade frente a Enterococcus faecalis ATCC
29212 e as bactérias gram-negativas avaliadas
(Figura 1 e Tabela 1).

Figura 1: Atividade antimicrobiana do extrato aquoso de
diferentes microrganismos frente a S. aureus ATCC
25923

Determinacao da atividade enzimatica.

O isolado Bacillus cereus CAV1 demonstrou ser
produtor de amilases, esterases, proteases e

glucosidases, sendo negativo para as demais
enzimas testadas.

produtores de compostos naturais desconhecidos ou
de compostos previamente conhecidos ocorre
guando novos sistemas de selecdo sdo utilizados ou
quando locais ainda ndo explorados sdo examinados
(Nolan & Cross 1988; Vieira 1999). As cavernas
sdo consideradas ambientes pobres em nutrientes,
nas quais a concentracdo de carbono orgénico fica
abaixo de 0.5 mg de TOC/L (carbono orgénico total
por litro), entretanto encontramos uma populagéo de
microrganismos  de  aproximadamente  10°
celulas/grama de material rochoso, diversa e
metabolicamente versatil, que obtém energia por
diversos meios, incluindo a quebra de compostos
aromaticos, fixacdo de gases e oxidando metais
presentes nas rochas (Barton & Jurado 2007; Porter
2007).

Nas cavernas diferentes microambientes podem
ser habitados pelos microrganismos. Estes
constituem uma populacdo  microbiana  de
aproximadamente 10° células/grama de material
rochoso. A comunidade pode assim possuir uma
diversidade metabdlica e de espécies devidos as
diferentes condices de umidade, temperatura baixa
e estavel, a natureza dos recursos nutricionais e 0
pH (Northup e Lavoie 2001; Mulec et al. 2002;
Engel 2007). Obtendo sua energia por diversos
meios, incluindo a quebra de compostos aromaticos,
fixacdo de gases e oxidagdo de metais presentes nas
rochas (Barton & Jurado 2007; Porter 2007).

Bactérias e fungos que habitam cavernas sdo
importantes por varias razes. Devido ao seu longo
isolamento em relacdo a superficie e pelo seu
crescimento em ambientes com baixa concentracao
de nutrientes, alguns microrganismos presentes em
caverna, parecem ter evoluido para a producdo de
biomoléculas especializadas, ou toxinas, que sdo
antagbnicas a outros. Estas  biomoléculas
microbianas podem ser Uteis aos humanos no
combate a doencas e/ou poluicdo (Kambesis 2007;
Portillo et al. 2008). Nosso conhecimento do mundo
microbiano em geral é limitado e nosso
conhecimento da diversidade microbiana de
cavernas é ainda mais limitada. Assim, o potencial
existente para a descoberta de  novos
microrganismos e mesmo de microrganismos ja
conhecidos com novas atividades e funcGes em
cavernas € imenso. A investigacdo de tais
organismos pode prover novos detalhes sobre as
relagdes evolutivas de bactérias e fungos (Barton e
Northup 2007; Kambesis 2007).
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Tabela 1: Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato do isolado de caverna frente as bactérias indicadoras. Os
valores dos halos indicados na tabela correspondem a média de trés repeticdes.

Bactérias Indicadoras

Halos de Inibicdo (@ mm)

ct CAV1
S. aureus ATCC 25923 2 11
S. aureus MRSA - 11
M. luteus ATCC 9341 - 15
. subtilis ATCC 6633 - 12
. faecalis ATCC 29212 - -
. cereus ATCC 14579 - 11

. aeruginosa ATCC 27853

. aerogenes ATCC 13048

. choleraesuis ATCC 10708
. coli ATCC 25922

. typhimurium ATCC 14028
. marcecens ATCC 14756

OoumwvmTUommom

1. (C) - Controle negativo 2. (-) indica auséncia de halo

O B. cereus é comumente encontrado em solos
Umidos, vegetais em decomposicdo e ainda em
laticinios e abatedouros de animais, como
contaminantes de seus subprodutos. Sdo produtores
das bacteriocinas denominadas cereinas e que
comprovadamente apresentam um amplo e variado
espectro de acdo (OSCARIZ et al., 1999). O isolado
CAV1 apresentou a capacidade de inibir o
crescimento da cepa-padrdo S. aureus ATCC 25923,
MRSA e a maioria dos indicadores gram-positivos
avaliados.

A producdo de substancias com atividade
antimicrobiana pelo isolado de caverna, pode ser
explicada pela complexidade do ambiente
cavernicola. Dessa forma acredita-se que haja uma
cooperacdo entre 0s microrganismos de caverna,
visto que poucas espécies sdo capazes de sintetizar
todas as substancias necessarias ao seu crescimento,
sendo frequentemente encontrados associados a
biofilmes. Podendo ocorrer a competicdo para a
aquisicdo dos escassos nutrientes presentes neste
ambiente, independentemente das mesmas estarem
em associagdo ou ndo. Esta competicdo pode levar a
producdo de substancias que inibam o crescimento
de outros microrganismos (Barton e Northup 2007;
Kambesis 2007).

O espectro de acdo das substancias com
atividade antimicrobiana mostrou-se restrito a gram-
positivas. Microrganismos gram-positivos
geralmente produzem substancias com espectro
restrito a gram-positivas, enquanto as gram-
negativas podem inibir o crescimento de ambas
(Klaenhammer 1988; James et al. 1991), tal fato foi
demonstrado por Carrim (2005), que ao analisar o
espectro de acdo de dez endofiticos gram-positivos
isolados de Jacaranda decurrens CHAM.
(Carobinha do Campo) verificou que nenhum dos

isolados apresentou atividade antimicrobiana frente
aos gram-negativos avaliados no estudo. Este
padrdo de atividade era esperado uma vez que 0
microrganismo isolado de caverna foi caracterizado
COmo gram-positivo.

Sabe-se que as condicdes de crescimento
microbiano in vitro ndo reproduzem totalmente as
reais condi¢cdes aos quais 0s microrganismos estdo
adaptados. Este fato interfere no espectro biocida
observado quando ha variagdo meio de cultivo
utilizado para a producdo de moléculas bioativas
inibidoras de crescimento de outros microrganismos
(Romeiro 1989).

O Indice Enzimético é uma ferramenta prética
que viabiliza a selecdo e a comparacgao da producdo
enzimatica de diferentes isolados microbianos, uma
vez que este indice leva em consideracdo a
correlagdo direta entre o tamanho do halo e a
capacidade degradativa dos microrganismos (Lin et
al. 1991; Fungaro e Maccheroni 2002). indices
enzimaticos maiores que 1,0 sdo indicativos de
excre¢do de enzimas (Fungaro e Maccheroni 2002).

Pela determinacdo da atividade enzimatica
podemos tragar um perfil das enzimas de interesse
biotecnoldgico produzidas pelo isolado de caverna.
O isolado CAVL1 é produtor de diferentes enzimas
(amilolitica, esterase, proteolitica e de -
glucosidase) estas, permitem possivelmente uma
melhor utilizagdo dos nutrientes e uma melhor
adaptacdo as condicdes diferenciadas do ambiente
cavernicola. Estas enzimas sdo amplamente
utilizadas  nas  indastrias  de  alimentos,
farmacéuticas, de detergentes, téxteis e cosméticas.
As propriedades hidroliticas das proteases, amilases
e lipases favorecem o0 desenvolvimento das
tecnologias de producdo de combustiveis liquidos
(&lcool, biodiesel), solventes, plasticos
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biodegradaveis, bem como produtos de quimica fina CAV1, que demonstrou ser produtor de
como corantes, defensivos agricolas, sabores, biomoléculas de interesse biotecnolégico como
fragrancias e produtos farmacéuticos para uso  antimicrobianos e enzimas.

humano e veterinario, a partir de matérias primas

renovaveis, processos menos  agressivos,

economicamente  vidveis e  ecologicamente  Agradecimentos

aceitaveis (Barreto 1997; Lima 1397). Os autores agradecem ao CNPq pela bolsa de

mestrado da primeira autora, a Coordenadoria do

Curso de Pos-graduacdo em Medicina tropical do

IPTSP/UFG e a FUNAPE (UFG) pelo aporte
A partir do isolamento de microrganismos de  financeiro.

caverna, obtivemos um isolado, Bacillus cereus

Conclusoes
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