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AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO ACTINOMICETO 
ENDOFÍTICO R18(6) CONTRA BACTÉRIAS GRAM-NEGATIVAS 
MULTIRRESISTENTES.1 
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Orientador: Drª. Sueli Van Der Sand 
 
RESUMO 
 
As bactérias Gram-negativas das famílias Enterobacteriaceae e 
Pseudomonadaceae são os patógenos mais comumente isolados de infecções. 
Devido ao crescente aparecimento de micro-organismos resistentes aos 
antimicrobianos disponíveis para terapêutica, a busca de novos compostos 
tornou-se eminente, principalmente oriundos de fontes naturais cultiváveis. Os 
actinomicetos são uma das principais fontes de metabólitos secundários com 
atividade antibacteriana. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do 
actinomiceto endofítico R18(6) em produzir metabólitos ativos contra bactérias 
Gram-negativas multirresistentes. Para isto, utilizou-se o teste de dupla 
camada para avaliar a capacidade de produção de metabólitos ativos pelo 
actinomiceto. As condições de cultivo, como fontes de carbono, temperatura, 
pH, modo de incubação e tempo de incubação do isolado, sob cultura 
submersa, foram otimizadas. A atividade antimicrobiana do isolado foi avaliada 
a cada 24 horas durante 10 dias utilizando a técnica de difusão em poço, na 
qual foram medidos os halos de inibição. O actinomiceto mostrou melhor 
atividade contra as bactérias Gram-negativas testadas quando cultivado em 
meio base contendo glicose como fonte de carbono, pH ajustado para 6.5, 
incubação a 30ºC sob agitação constante durante 96 horas. No ensaio de 
concentração inibitória mínima do extrato bruto, esta variou entre 1/32 e 1/256, 
e mostrou atividade bactericida ou bacteriostática de acordo com o isolado 
Gram-negativo. O extrato ativo foi avaliado quando à sua estabilidade térmica e 
enzimática, o qual se apresentou estável a altas temperaturas e instável às 
enzimas proteolíticas. O extrato bruto foi submetido à extração com solventes e 
a acetona mostrou-se eficiente como solvente extrator. A micromorfologia do 
isolado foi observada em microscopia óptica e de varredura, nos quais 
apresentou características semelhantes ao gênero Streptomyces. O 
actinomiceto endofítico R18(6) mostrou ser uma nova fonte promissora para a 
produção de compostos ativos contra bactérias Gram-negativas 
multirresistentes. 
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EVALUATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ENDOPHYTIC 
ACTINOMYCETE R18(6) AGAINST GRAM-NEGATIVE BACTERIA MULTI-
DRUG RESISTANT.1 

 

Author: Tiele da Silva Carvalho 
 
Supervisor: Dr. Sueli Van Der Sand 
 
ABSTRACT 
 
Gram-negative bacteria of the Enterobacteriaceae and Pseudomonadacea 
family are the most common pathogens isolated from infections. Due to the 
increase of microorganisms resistant to antimicrobial agents available for 
treatment, the search for new compounds, mainly from natural and culturable 
sources, has become an important issue. The actinomycetes are a major 
source of secondary metabolites with antibacterial activity. The aim of this work 
was to evaluate the potential production of active metabolites by the endophytic 
actinomycete R18(6) against Gram-negative bacteria multiresistant. For this, 
the double layer method was used to assess the ability of production of active 
metabolites by the isolate. Based on this assay the culture condition growth of 
the isolate in submerged culture was optimized. For that as carbon source, 
temperature, pH, incubation way and incubation time were tested looking for a 
better metabolite production. The antimicrobial activity of the isolate was 
evaluated every 24 hours for 10 days by the well diffusion assay, where the 
inhibition halo was measured. The actinomycete showed the best activity 
against Gram-negative bacteria when cultured in base medium supplemented 
with glucose, adjusted in pH 6,5, incubation temperature of 30ºC for 96 hours 
with agitation. In the microdilution assay the concentration of crude extract 
varied from 1/32 to 1/256, and it showed bactericidal or bacteriostatic activity 
according to Gram-negative tested isolate. The thermal and enzymatic stability 
of crude extract were evaluated, where it exhibited thermal stability in high 
temperature and it was unstable to proteolytic enzymes. The crude extract was 
subjected to solvent extraction and acetone was efficient as extractor solvent. 
The isolate showed similar characteristics of the genus Streptomyces when 
evaluated by optical and scanning microscopy. The endophytic actinomycete 
R18(6) showed to be a new and a promising source of active metabolites 
production against Gram-negative bacteria multidrug resistant.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, 

diversos tipos de compostos antimicrobianos têm surgido no mercado mundial. 

Apesar de terem sido descobertos com o intuito de curar patologias, o uso 

incorreto desses medicamentos tem selecionado cepas resistentes de micro-

organismos dificultando, assim, o tratamento. Com isso, a busca de novas 

moléculas ativas contra micro-organismos multirresistentes tornou-se 

importante. 

Durante a década de 1930, a primeira classe de antimicrobianos 

sintéticos, as sulfas, foi introduzida no mercado para o tratamento de infecções 

sistêmicas. Com a descoberta da penicilina, observou-se que fontes naturais 

têm grande potencial para a produção de compostos ativos. Com isso, um novo 

nicho de pesquisa surgiu: a busca de novos metabólitos provenientes de fontes 

naturais. Até a década de 1970, diversas classes de antimicrobianos foram 

isoladas de micro-organismos, porém, após este período, a descoberta de 

novos compostos ativos foi reduzindo gradualmente.  

Devido ao grande uso de antimicrobianos, diversos casos sobre a 

resistência de micro-organismos aos compostos atualmente utilizados na 

clínica têm sido reportados. As principais causas de resistência são o uso 

indevido e extenso dos antimicrobianos, aumento do número de pacientes 
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imunocomprometidos e a administração de antimicrobianos de amplo espectro 

para patologias, muitas vezes, não diagnosticadas corretamente. Até o século 

XX, a resistência bacteriana era restrita a ambientes hospitalares. Nos dias 

atuais, a resistência bacteriana está presente em diversos ambientes, inclusive 

em indivíduos saudáveis. Os antimicrobianos não afetam apenas os micro-

organismos patogênicos, mas também a microbiota normal do organismo 

humano. Dentre muitas razões que justificam a necessidade de novas 

pesquisas e a descoberta de novos antimicrobianos, está o fato de que as 

infecções bacterianas são a segunda maior causa de mortalidade mundial. 

Atualmente, a descoberta de novos antimicrobianos não se restringe 

apenas a novas moléculas, mas também a novos mecanismos de ação e a 

novas fontes de compostos. A principal e mais reconhecida fonte natural de 

antimicrobianos são os actinomicetos. Os actinomicetos são bactérias Gram-

positivas que habitam principalmente o solo, mas podem também ser isolados 

de tecido vegetais, os quais são denominados endofíticos. Desde 1940, 

quando o primeiro antimicrobiano produzido por actinomicetos foi descoberto, 

estima-se que mais de 3.000, dos compostos conhecidos, sejam provenientes 

desse grupo e que 90% destes sejam derivados do gênero Streptomyces. Os 

Streptomyces são bactérias mundialmente conhecidas pela capacidade de 

produção de diversos compostos ativos, oriundos do metabolismo secundário.  

Devido ao desenvolvimento de resistência pelos micro-organismos 

frente aos compostos antimicrobianos disponíveis para terapêutica, a 

importância da descoberta de novos compostos ativos é eminente. Compostos 

ativos provenientes de fontes naturais cultiváveis e viáveis economicamente 
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são de grande importância para a indústria farmacêutica. A descoberta de 

compostos com novo mecanismo de ação ou cuja ação está voltada para 

grupos específicos de bactérias, como, por exemplo, bactérias Gram-negativas, 

também é relevante.  

Com isso, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial 

do actinomiceto endofítico R18(6) de produzir metabólitos ativos contra 

bactérias Gram-negativas de origem clínica e ambiental.  

Como objetivos específicos têm-se: i) avaliar o perfil de resistência 

dos isolados clínicos e ambientais; ii) otimizar as condições de cultivo (fonte de 

carbono, temperatura, pH, modo de cultivo e tempo de incubação) do 

actinomiceto para produção de metabólito(s) ativo(s); iii) caracterizar, 

parcialmente, os metabólitos ativos com relação à estabilidade frente a 

enzimas proteolíticas e variações de temperatura;  iv) purificar o extrato bruto; e 

v) caracterizar micromorfologicamente o actinomiceto. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Actinomicetos 
 

Os actinomicetos são bactérias Gram-positivas, filamentosas, com 

elevado conteúdo de bases guanina e citosina em seu DNA (Lechevalier & 

Lechevalier, 1967). Estes estão presentes em diversos habitats, como, por 

exemplo, aquático, vegetal e solo (Williams et al., 1989; Selvakumar, 2010; Li 

et al., 2011) 

Estes micro-organismos exibem uma ampla variedade morfológica e 

metabólica e são uma das principais fontes naturais de antibióticos (Nett et al., 

2009). Sua versatilidade morfológica é representada pelas estratégias 

reprodutivas que englobam diferentes estruturas de formação de esporos 

(artrosporos, endosporos, zoosporos e aleuriosporos), e pelas características 

coloniais e miceliais (Ensign, 1978; Willians et al., 1989). Já a sua versatilidade 

metabólica é representada pela produção de diversos compostos a partir do 

metabolismo secundário e pela habilidade de utilizar diferentes fontes de 

carbono e de energia (Kennedy, 1999). 

Os actinomicetos são responsáveis pela produção de mais de 60% 

dos metabólitos microbianos conhecidos até 2000 (Sosio et al., 2000) e uma 

fração significativa (de 5 a 10%) de seu genoma é utilizado para a produção 

destes metabólitos (Baltz, 2008). Dentre os compostos ativos produzidos, 

destacam-se os antimicrobianos. Desde 1940, quando o primeiro 
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antimicrobiano foi isolado do gênero Streptomyces, os actinomicetos tornaram-

se os principais produtores de compostos ativos. Esta classe de micro-

organismos também se destaca na produção de antifúngicos (Xiong et al., 

2013; Wu et al., 2014), antitumorais (Zabala et al., 2013; Wang et al., 2014) e 

enzimas extracelulares (Sharma et al., 2012; Brito-Cunha et al., 2013; Su et al., 

2014). 

 

2.2 Actinomicetos endofíticos 
 

Os actinomicetos são importantes membros da rizosfera possuindo 

grande influência no crescimento de vegetais, protegendo as raízes de micro-

organismos patogênicos e de fatores ambientais (Hasegawa et al., 2006). 

Algumas espécies são conhecidas por manterem uma associação com tecidos 

vegetais, sendo denominadas como actinomicetos endofíticos (Crawford et al. 

1993). Hallmann et al. (1997) definem como endofítico qualquer micro-

organismo que pode ser isolado da superfície desinfectada de tecidos vegetais 

ou do interior da planta. Os actinomicetos podem ser isolados de diversas 

partes do vegetal, mas sua maior concentração encontra-se nas raízes (Tian et 

al., 2004; Hasegawa et al., 2006).  

O micro-organismo endofítico recebe nutrientes e protege a planta 

hospedeira, estabelecendo uma relação simbiôntica (Tan & Zou, 2001). Essa 

associação e o consequente benefício à planta podem ser resultados da 

produção, pelo actinomiceto endofítico, de compostos secundários 

(fitohormônios, antibióticos e sideróforos) que agem diretamente no 

metabolismo do vegetal ou afetam os organismos patogênicos por antibiose ou 

competição (Hasegawa et al., 2006). Cheplick et al. (1989) relataram que 
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plantas infectadas por endofíticos possuem um crescimento mais rápido do que 

as plantas não infectadas, devido à produção, por estes, de fitohormônios 

como o ácido 3-indol-acético, citoquinas e outros promotores de crescimento. 

Essa melhoria do crescimento pode ocorrer, também, em consequência do 

aumento de absorção de nutrientes como nitrogênio e fósforo, por exemplo. 

Devido ao fato de esses micro-organismos estarem associados a plantas, 

Castillo et al. (2007) estimaram que os compostos produzidos sejam atóxicos 

para as células eucarióticas. 

Os actinomicetos endofíticos são considerados importantes 

produtores de metabólitos secundários com aplicações úteis na medicina 

humana e animal, e na agricultura (Tian et al., 2004; Janso & Carter, 2010). A 

produção de novos compostos antimicrobianos destacou-se nos últimos anos. 

Diversos Streptomyces endofíticos foram isolados de vegetais os quais 

apresentaram produção de novos antimicrobianos como coronamicina, 

cacadumicina e munumbicinas (Castillo et al., 2002). As munumbicinas, 

antimicrobianos peptídicos produzidos por Streptomyces sp. NRRL 30562, 

obtido da planta medicinal Kennedia nigriscans, possui um amplo espectro de 

ação contra bactérias Gram-positivas, tais como Bacillus anthracis e 

Mycobacterium tuberculosis multiresistente. A munumbicina B mostrou-se ativa 

também contra Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA – 

“Methicillin-resistent” Staphylococcus aureus), mas a atividade mais expressiva 

foi contra Plasmodium falciparum (Castillo et al., 2002). A coronamicina, obtida 

de Streptomyces sp. MSU-2110, isolados de Monstera sp., é ativa contra 

Cryptococcus neoformans e Plasmodium falciparum (Ezra et al., 2004). Tian et 
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al. (2004) isolaram actinomicetos endofíticos do gênero Streptomyces sp. das 

raízes de plantas de arroz os quais apresentaram atividade contra 

fitopatógenos comuns desta gramínea. Actinomicetos do gênero Streptomyces, 

isolados das raízes de Azadirachta indica A. Juss., apresentaram atividade 

contra Pseudomonas fluorescens e Escherichia coli (Verma et al., 2009). Estes 

relatos evidenciam o potencial dos actinomicetos endofíticos como fontes 

promissoras para o isolamento de compostos ativos. 

 

2.3 Gênero Streptomyces 
 

Os estreptomicetos são bactérias Gram-positivas, aeróbias e 

catalase positiva. Estes organismos são quimio-organotróficos podendo utilizar 

uma grande variedade de compostos orgânicos como fontes de carbono para 

seu metabolismo (Williams et al., 1989). 

O gênero Streptomyces destaca-se dentre os representantes dos 

actinomicetos devido à sua ampla produção de compostos oriundos de seu 

metabolismo secundário com amplas atividades biológicas (Bérdy, 2005; Bibb, 

2005). É um gênero considerado economicamente importante devido à alta 

produção de metabólitos ativos (cerca de 80% dos antimicrobianos conhecidos 

atualmente são originados de espécies de Streptomyces) (Prabavathy et al., 

2006). A maioria dos estreptomicetos produz diversos antimicrobianos incluindo 

os beta-lactâmicos, aminoglicosídeos, glicopeptídeos, macrolídeos, poliênicos, 

nucleosídeos e tetraciclinas (Bérdy, 2005). 

Os estreptomicetos são amplamente distribuídos em ambientes 

aquáticos e terrestres (Williams et al., 1989; Selvakumar, 2010; Li et al., 2011). 
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Estes micro-organismos são importantes membros do ecossistema do solo, 

seu principal habitat, e evoluíram adaptando-se morfológica e fisiologicamente 

a este ambiente. Eles colonizam o solo por meio de hifas multinucleadas que 

formam uma rede micelial (Claessen et al., 2006). As hifas aéreas 

desenvolvem-se progredindo para a septação e formação de cadeias de 

esporos (Chater, 1998). Estas bactérias são saprofíticas e correspondem a 

mais de 30% da população presente no solo, sendo responsáveis pela 

degradação e reciclagem da matéria orgânica (Kennedy, 1999).  

Devido à ampla produção de compostos ativos, principalmente os 

antimicrobianos, o gênero Streptomyces, até a década de 1960, tinha mais de 

3.000 espécies descritas. Com o intuito de organizar a descrição das espécies, 

em 1966 foi criado o “International Streptomyces Project” (ISP) com o objetivo 

de padronizar a descrição de 450 espécies deste gênero. Os critérios adotados 

incluíam a morfologia da cadeia de esporos, a cor dos micélios, a utilização ou 

não de fontes de carbono, a microscopia eletrônica, a micromorfologia, a 

produção de metabólitos secundários e a homologia do DNA (Williams et al., 

1983). 

Os Streptomyces apresentam um complexo ciclo de vida (Chen, 

2002). O cromossomo presente nestes micro-organismos pode chegar até 9 

Mb possuindo cerca de 72% de bases guanina e citosina (Bentley et al., 2002; 

Ikeda et al., 2003). Esse gênero apresenta cromossomo linear muito instável 

que, frequentemente, é acompanhado por plasmídeo também linear (Chen, 

2002). O seu cromossoma é caracterizado pela presença de clusters gênicos 
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que codificam enzimas responsáveis pela produção de metabólitos secundários 

(Hwang et al., 2013). 

A produção dos metabólitos secundários, em bactérias do gênero 

Streptomyces, coincide com o desenvolvimento de hifas aéreas em culturas 

sólidas. Já no caso de culturas líquidas, os metabólitos são produzidos durante 

a fase estacionária resultantes da limitação de nutrientes do meio de cultivo 

(Bibb, 2005). 

 

2.4 Metabolismo secundário 
 

Os micro-organismos são importantes fontes de produtos naturais 

com grande valor comercial incluindo antibióticos, antitumorais, antivirais, 

compostos utilizados na agricultura, veterinária e indústria alimentícia (Chen, 

2010). Os produtos naturais são definidos como compostos químicos isolados 

de um ser vivo e que derivam do seu metabolismo primário ou secundário. 

Os metabólitos secundários são compostos não essenciais para 

processos de crescimento, desenvolvimento e reprodução do organismo. Estes 

compostos são produzidos com o objetivo de sobrevivência no meio ambiente, 

sendo utilizados como mecanismos de defesa (Vaishnav & Demain, 2010). A 

maioria dos metabólitos secundários em actinomicetos é produzida durante a 

fase intermediária entre a produção de micélio e a esporulação, acompanhando 

a diferenciação morfológica (Hwang et al., 2013). 

A diversidade de metabólitos secundários é representada por 

modificações genéticas (transferência horizontal de genes, mutações pontuais, 

duplicação genética, deleções parciais ou totais de genes, recombinação 

homóloga e transposições) e por modificações ambientais (temperatura, pH, 
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fonte de nutrientes, etc.) (Baltz, 2008). Isto caracteriza a produção de mais de 

10.000 compostos bioativos por espécies de actinomicetos (Bérdy, 2005). 

Logo, isto evidencia a importância da adequação das condições de cultivo 

quando se pretende identificar a formação de compostos ativos a partir de 

micro-organismos.  

  

2.5 Antimicrobianos 
 
Os compostos antibióticos podem ser isolados de diversas fontes: 

bactérias, plantas, insetos, anfíbios, vertebrados, etc. (Bérdy, 2005). 

Atualmente, a maioria dos antimicrobianos usados clinicamente tem sua origem 

em produtos naturais microbianos, principalmente os metabólitos secundários 

(Peláez, 2006).  

Em 1928, com a descoberta da penicilina, derivada de Penicillium 

notatum, novas fontes de antibióticos motivaram as pesquisas de novos 

compostos (Guimarães et al., 2010). Durante a década de 1940, Waksman 

utilizou o termo antibiótico pela primeira vez, caracterizando-o como uma 

molécula produzida naturalmente por um micro-organismo cuja ação era 

antagonista no crescimento de outro micro-organismo (Clardy et al., 2009). Em 

1940, o primeiro antibiótico originado a partir de actinomicetos, a actinomicina, 

foi isolado (Waksman, 1953). Durante a “Década de Ouro” de descoberta dos 

antibióticos, entre 1950 e 1960, foram descobertos compostos importantes 

como eritromicina, tetraciclina, canamicina, nistatina e adriamicina (Challis, 

2003). Devido ao alto custo das pesquisas, após a década de 1970 a 

descoberta de novas substâncias foi reduzindo gradativamente (Bérdy, 2005).  
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O mecanismo de ação dos antibióticos é um processo complexo que 

envolve desde a interação da molécula com seu alvo celular até o 

desencadeamento de mudanças bioquímicas, moleculares e estruturais. As 

principais ações dos antibióticos incluem alteração da síntese de ácidos 

nucléicos, inibição da síntese da parede celular e inibição da síntese de 

proteínas (Kohanski et al., 2007).  

Os análogos semissintéticos dos compostos naturais existentes 

foram introduzidos no mercado entre os anos de 1960 e 1980, como estratégia 

contra a resistência bacteriana (Fernandes, 2006). Entre os anos de 1980 e 

2000, moléculas sintéticas, os antimicrobianos, foram incorporadas ao mercado 

devido à redução de identificação de novos compostos naturais (Guimarães et 

al., 2010). 

Os principais antimicrobianos utilizados na clínica são classificados 

em beta-lactâmicos, tetraciclinas, aminoglicosídeos, entre outros (Guimarães et 

al., 2010).  

Os beta-lactâmicos, compreendendo as penicilinas, cefalosporinas, 

carbapenêmicos, oxapenêmicos e monobactâmicos, foram a primeira classe de 

antibiótico utilizados para o tratamento de infecções bacterianas (Guimarães et 

al., 2010). Eles atuam em nível de síntese de parede celular, inibindo 

irreversivelmente a enzima transpeptidase, que catalisa a reação de 

transpeptidação entre as cadeias de peptideoglicano na formação da parede 

celular (Madigan et al., 2010). Os carbapenêmicos são os mais utilizados 

clinicamente devido ao seu amplo espectro de ação frente a bactérias Gram-
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negativas, incluindo a ação contra micro-organismos produtores de enzimas 

beta-lactamases de espectro estendido (Suárez & Gudiol, 2009). 

As tetraciclinas são compostos bacteriostáticos de amplo espectro 

que inibem a síntese protéica ligando-se à subunidade 30S ribossomal 

impedindo a ligação do RNA transportador (Schnappinger & Hillen, 1996). O 

uso de tetraciclinas como antibiótico de primeira escolha está diminuindo 

devido ao aumento de resistência a esta classe (Guimarães et al., 2010). 

Os aminoglicosídeos (estreptomicina, por exemplo) são compostos 

bactericidas que inibem a síntese protéica irreversivelmente por meio da 

ligação à subunidade 30S ribossomal impedindo a translocação (Davis, 1987). 

Seu uso deve ser controlado devido aos riscos de ototoxicidade e 

nefrotoxicidade (Avent et al., 2011).  

 

2.6 Mecanismos de Resistência Bacteriana 
 

Embora haja uma ampla variedade de compostos antimicrobianos 

disponíveis, o uso indiscriminado destes acarreta o crescente aparecimento de 

micro-organismos resistentes. A resistência aos antimicrobianos é um 

problema complexo que envolve inúmeros fatores relacionados ao organismo, 

ao medicamento utilizado e ao ambiente (Monroe & Polk, 2000).  

A resistência é, na maioria das vezes, adquirida por bactérias 

previamente susceptíveis a determinado agente antimicrobiano. A principal 

forma de aquisição de resistência é a transferência de genes presentes em 

plasmídeos. Os genes de resistência presentes no cromossomo ou no 

plasmídeo podem ser transferidos para a próxima geração de células 
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(transferência vertical) ou para micro-organismos de outras espécies 

(transferência horizontal) (Schwartz et al., 2003). Além disso, muitas bactérias 

apresentam resistência intrínseca à determinada classe de antimicrobiano, 

independente da transferência de genes (Cox & Wright, 2013). 

As principais estratégias de resistência desenvolvidas por micro-

organismos são: inativação enzimática, alteração do sítio de ação, alteração da 

permeabilidade da membrana celular externa e bombas de efluxo (Sundsfjord 

et al., 2004). A combinação de mais de uma estratégia de resistência 

caracteriza, muitas vezes, a resistência a diferentes classes de 

antimicrobianos, conhecida como multirresistência (Tenover, 2006). 

A inativação enzimática é caracterizada pela produção de enzimas 

que degradam o agente antimicrobiano. As beta-lactamases, produzidas por 

Escherichia coli, por exemplo, são enzimas que hidrolisam o anel beta-

lactâmico, estrutura fundamental para a ação de moléculas que o possui 

(Tenover, 2006). As beta-lactamases podem ser codificadas por genes 

presentes no cromossoma ou nos plasmídeos dos micro-organismos, e muitas 

estão em transposons facilitando a disseminação entre diferentes organismos 

(Livermore, 1995). As beta-lactamases de espectro estendido (“Extended-

Spectrum Beta-Lactamases” - ESBLs) são enzimas mediadas por plasmídeos e 

conferem resistência às penicilinas, celafosporinas de primeira, segunda e 

terceira gerações, e aztreonam, sendo o mecanismo de resistência mais 

comum em bactérias Gram-negativas (Oliveira, 2011). 

A interação entre a molécula do antimicrobiano e o seu sítio de ação 

é o passo principal para desencadear a morte ou inibição do crescimento 
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celular. Os principais sítios de ação dos antimicrobianos são estruturas 

importantes para o desenvolvimento celular, portanto o micro-organismo não 

pode excluí-los como mecanismo de defesa, mas apenas alterá-los impedindo 

a ligação do agente. A alteração da enzima transpeptidase, por exemplo, torna 

o micro-organismo resistente à maioria dos beta-lactâmicos e com isso não há 

alteração da síntese da parede celular (Lambert, 2005). 

As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa que 

serve de primeira defesa contra agentes nocivos (Poole, 2001). O influxo de 

moléculas hidrofílicas é controlado por porinas, canais protéicos inespecíficos 

presentes na membrana (Pagès et al., 2008), e muitos  antimicrobianos como 

beta-lactâmicos, tetraciclina, cloranfenicol e fluorquinolonas são transportados 

por estes canais para o interior celular (Nikaido, 2003). Algumas espécies de 

bactérias Gram-negativas possuem uma baixa sensibilidade inata aos beta-

lactâmicos devido à alteração de permeabilidade da membrana celular externa, 

relacionada com a perda ou diminuição da quantidade das porinas (Nikaido, 

2003). Por exemplo, em Pseudomonas aeruginosa a permeabilidade está 

reduzida devido à baixa concentração de porinas na membrana externa 

(Hancock & Brinkman, 2002; Nikaido, 2003). Em outros casos, como nos 

genêros Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter, a baixa 

sensibilidade aos beta-lactâmicos está relacionada à presença de porinas 

inespecíficas, impedindo a entrada do antimicrobiano na célula (Nikaido, 2003). 

As bombas de efluxo são proteínas transportadoras responsáveis 

pela remoção de substâncias nocivas, como os antimicrobianos, de dentro da 

célula bacteriana, estando presentes tanto em bactérias Gram-negativas 
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quanto em Gram-positivas (Webber & Piddock, 2003). As bombas de efluxo 

são características de espécies resistentes a múltiplos antimicrobianos 

(Piddock, 2006). 

A resistência a múltiplos antimicrobianos é um fator que contribui 

para o aumento da mortalidade em casos de infecções nosocomiais (Rice, 

2007). As bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella sp., 

Klebsiella sp., Enterobacter sp., Campylobacter sp., Acinetobacter sp. e 

Pseudomonas sp, principalmente) são frequentemente reportadas como 

espécies multirresistentes (Pagès et al., 2008).  

 

2.7 Família Enterobacteriacea e Pseudomonadaceae 
 

As espécies pertencentes à família Enterobacteriaceae são bacilos 

Gram-negativos, fermentadores de glicose, anaeróbios facultativos ou 

aeróbios, são catalase positiva, oxidase positiva e redutores de nitratos a 

nitritos (Murray et al, 2007). As bactérias desta família são os patógenos com 

maior prevalência em diversas infecções (Gaynes et al., 2005) podendo ser 

isolados dos tratos intestinal, urinário e respiratório, da corrente circulatória e 

do sistema nervoso (Koneman et al., 2008).  

Escherichia coli é a espécie mais comumente relacionada a 

infecções intestinais, embora esteja presente na microbiota normal intestinal 

(Chaudhuri & Henderson, 2012), e também de diversas patologias extra-

intestinais: infecções do trato urinário, bacteremia, osteomielite, meningite 

neonatal, entre outras (Hamzaoui et al., 2009; Rath et al., 2014). Esta espécie é 

relatada como um dos principais patógenos em infecções hospitalares, 
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principalmente em pessoas imunocomprometidas (Brasil, 2004; Nogueira et al., 

2009; Breathnach, 2013; Tuon et al., 2014). A produção de beta-lactamases de 

espectro estendido é um mecanismo de resistência frequentemente associado 

a este micro-organismo (Rath et al., 2014). 

Klebsiella oxytoca é uma espécie usualmente relacionada a 

infecções nosocomias, dos tratos urinário e respiratório, infecções em feridas 

cirúrgicas e associadas à diarréia e à colite após o uso de antibióticos (Ménard 

et al., 2010). Os mecanismos de resistência apresentados por esta espécie são 

redução da permeabilidade da membrana externa, produção de beta-

lactamases e carbapenemases (Decré et al., 2004; Almeida et al., 2013; Lowe 

et al., 2012). 

Klebsiella pneumoniae é a bactéria do gênero Klebisella mais 

frequentemente isolada, estando associada à pneumonia, meningite, infecções 

urinárias e sepses (Oliveira, 2008). Este micro-organismo é ubiquitário, 

presente no solo, na água, nas plantas, nos animais e constituindo a microbiota 

intestinal e da nasofaringe humana (Murray et al., 2007). Esta espécie é uma 

das principais isoladas em infecções hospitalares (Ko, 2002; Brasil, 2004; 

Diancourt et al., 2005; Elemam et al., 2009). Os principais mecanismos de 

resistência apresentados pela K. pneumoniae são alteração da permeabilidade 

da membrana externa, produção de beta-lactamases de espectro estendido, 

AmpC e carbapenemases (Coudron et al., 2000; Diancourt et al., 2005; Moura 

et al., 2007). 

Proteus mirabilis é uma espécie ubiquitaria, estando presente no 

meio ambiente e constituindo a microbiota intestinal (Murray et al., 2007). Além 
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de estar associada a infecções do trato urinário e sepse, esta espécie é 

relacionada a infecções do sistema nervoso central, principalmente em 

neonatos e crianças, produzindo casos de meningite e abscessos cerebrais 

(Renier et al.,1988; Jombo et al., 2012). Sua resistência está relacionada à 

produção de beta-lactamases (Coker et al., 2000). 

Enterobacter cloacae, constituinte normal da microbiota intestinal, 

tem se tornado um importante patógeno em infecções nosocomiais (Acolet et 

al., 1994; Songa et al., 2010; Dalben et al., 2008), causando  principalmente, 

pneumonias, infecções do trato urinário e meningites (Songa et al., 2010). Esta 

espécie é intrinsecamente resistente a aminopenicilinas (ampicilina e 

amoxicilina), cefazolina e cefoxitina devido à produção de AmpC (Cascio et al., 

2014), e também são produtoras de beta-lactamase de espectro estendido 

(Songa et al., 2010). 

Enterobacter intermedius, transferida para o gênero Kluyvera (Pavan 

et al., 2005) devido à sua similaridade filogenética, é geralmente isolada do 

meio ambiente estando presente na água e no solo. Casos clínicos 

relacionados a esta espécie são poucos, mas alguns estudos relatam a 

associação e a presença deste micro-organismo em patologias (Prats et al., 

1987; Janicka et al., 1999; O’hara et al., 1998). A baixa incidência desta 

espécie pode ser resultado de técnicas inapropriadas para identificação (Stock, 

2002).  

Morganella morganii, presente como microbiota normal intestinal, foi 

primeiramente descrita, em 1930, como patógeno em infecções urinárias (Yang 

et al., 2006). Embora esteja presente no meio ambiente, esta espécie é 
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frequentemente relacionada a surtos hospitalares, principalmente em casos 

pós-cirúrgicos (Tucci & Isenberg, 1981). Este micro-organismo possui 

resistência intrínseca a beta-lactâmicos (ampicilina, amoxicilina e oxacilina) e 

cefalosporinas de segunda geração, podendo desenvolver resistência a 

múltiplos antibióticos por meio da produção de beta-lactamases de espectro 

estendido (Jones et al., 2004; Hakyemez et al., 2012).  

Citrobacter freundii, presente na microbiota intestinal humana e no 

meio ambiente, é um micro-organismo oportunista em pessoas 

imunocomprometidas (Flegg & Mandal, 1989), podendo causar sepse, diarréia, 

meningite, abscessos intra-cranianos e infecções do trato urinário (Nishino et 

al., 1997; Chen et al., 2011; Plakkal et al., 2013). Esta espécie é considerada 

uma das mais importantes causas de infecções nosocomiais na China (Chen et 

al., 2011). Este micro-organismo é caracterizado pela produção de beta-

lactamase AmpC cromossomal e alguns estudos relatam a produção de beta-

lactamase de espectro estendido e carbapenemases como mecanismos de 

resistência (Chen et al., 2011; Gaibani et al., 2013). 

Citrobacter koseri, previamente conhecido Citrobacter diversus 

(Doran, 1999), é um micro-organismo comensal da microbiota dos tratos 

geniturinário feminino e intestinal humano e animal (Agrawal & Mahapatra, 

2005), e estão presentes no solo e na água (Dzeing-Ella et al., 2009). Esta 

espécie possui fatores de virulência que permitem a invasão e sobrevivência 

em células epiteliais, podendo causar, assim, abscessos (Doran, 1999). Estes 

micro-organismos podem causar infecções nos sistemas urinário, 

gastrointestinal e respiratório, sendo comumente reportados em neonatos e 
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imunocomprometidos (Dzeing-Ella et al., 2009). No período neonatal e na 

infância, o Citrobacter koseri está relacionado à sepse, meningite e abscessos 

cerebrais (Doran, 1999).  

Pantoea agglomerans, conhecida inicialmente como Enterobacter 

agglomerans (Gavini et al., 1989), é uma bactéria ubiquitária amplamente 

distribuída no meio ambiente, podendo ser isolada do solo, água, plantas, 

animais e humanos (Delétoile et al., 2009). Esta espécie está associada a 

traumas causados por partes de vegetais, resultando em infecções em tecidos 

moles, ossos e articulações (Cruz et al., 2007), e também é oportunista em 

pessoas imunocomprometidas, causando infecções do trato urinário e 

bacteremia (Sharma et al., 2012).  Este micro-organismo é reconhecido como 

agente de infecções nosocomiais devido à contaminação de soluções 

parenterais como hemoderivados, nutrição parenteral, anestésicos e hidratação 

venosa (Delétoile et al., 2009; Sharma et al., 2012). 

Os representantes da família Pseudomonadaceae são bacilos Gram-

negativos, estão presentes em diversos habitats (solo, água, plantas e 

animais), são aeróbios ou anaeróbios, e quimio-organotróficos (Sharma et al., 

2014). Pseudomonas aeruginosa é a espécie mais amplamente estudada desta 

família (Murray et al., 2007), principalmente relacionada a infecções 

hospitalares (Levin et al., 1999; Gibb et al., 2002; Sharma et al., 2014). Esta 

bactéria é considerada um patógeno oportunista e raramente causa infecções 

em humanos, afetando, principalmente, indivíduos imunocomprometidos 

(Balasubramanian et al., 2013), pessoas com queimaduras, SIDA (Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida) e fibrose cística (Shepp et al., 1994; Delden & 
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Iglewski, 1998; Rumbaugh et al., 1999; Mauch & Levy, 2014). O tratamento de 

infecções causadas por P. aeruginosa é difícil devido aos seus mecanismos de 

resistência – produção de beta-lactamase AmpC induzível, bombas de efluxo e 

alteração da permeabilidade da membrana externa (Livermore, 2002; 

Fuentefria et al., 2008) – e, principalmente, à formação de biofilmes (Whiteley 

et al., 2001; Sharma et al., 2014). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Amostras 

3.1.1 Actinomiceto endofítico 

Para realização deste trabalho, foi utilizado o actinomiceto endofítico 

R18(6), isolado de raízes de tomateiro Lycopersicon esculentum (Oliveira, 

2010), depositado na bacterioteca do laboratório de Microbiologia Ambiental do 

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFRGS. A 

amostra encontrava-se armazenada em tubos contendo meio de cultura ágar 

amido caseína (amido 1%; caseína 0,012% ; NaCl 0,2% ; KNO3 0,2%; K2HPO4 

0,2%; MgSO4 0,005%; FeSO4 0,001%; CaCO3 0,002%; ágar bacteriológico 

0,6%) inclinado e para recuperação desta foi realizado um repique para placas 

contendo o mesmo meio de cultura. As placas foram incubadas durante 10 dias 

a 30ºC. 

 

3.1.2 Isolados Gram-negativos de origem ambiental e clínica 

Foram utilizadas, neste trabalho, 10 bactérias Gram-negativas, 

isoladas do Arroio Dilúvio (Oliveira, 2011), depositadas na bacterioteca do 

laboratório de Microbiologia Ambiental do Departamento de Microbiologia, 

Imunologia e Parasitologia da UFRGS e 12 bactérias Gram-negativas de 

origem clínica fornecidas pela Dra. Ana Lúcia Souza Antunes do Laboratório de 

Análises da Faculdade de Farmácia da UFRGS (Tabela 1). Os isolados 

encontravam-se armazenados em glicerol 20%. Para recuperação destes, 10 
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µL do material foi passado para caldo tripticaseína de soja (TSB – Tryptic Soy 

Broth) e incubado durante 24 horas a 35ºC. 

 

Tabela 1. Isolados Gram-negativos ambientais e clínicos utilizados neste 
trabalho. 

Isolados Ambientais Isolados Clínicos 
Citrobacter koseri 3CC04 Citrobacter freundii 17 
Citrobacter koseri 3EC04 Enterobacter cloacae 49 

Citrobacter freundii 1CC09 Enterobacter cloacae 62 
Pantoea agglomerans 3AE03 Escherichia coli 70 

Enterobacter intermedius 1CC07 Klebsiella oxytoca 90 
Escherichia coli 1DE14 Klebsiella pneumoniae 15 
Escherichia coli 4EC05 Klebsiella pneumoniae 222 

Klebsiella pneumoniae 1CE02 Morganella morganii 162 
Klebsiella oxytoca 2BS08 Proteus mirabilis 102 
Proteus mirabilis 3DC01 Pseudomonas aeruginosa 54 

 Pseudomonas aeruginosa 59 
 Pseudomonas aeruginosa 230 

 

3.2 Perfil de susceptibilidade dos isolados bacterianos a 
antimicrobianos  
 

Para avaliação dos perfis de susceptibilidade dos isolados Gram-

negativos, foi realizado o teste de antibiograma pelo método de Kirby-Bauer 

(CLSI, 2009). Os isolados foram inoculados em caldo TSB e incubados a 37ºC 

por 24 horas. Após, as suspensões foram ajustadas, utilizando-se solução 

salina estéril, até a turvação correspondente a 0,5 na escala de McFarland 

(equivalente a 108 unidades formadoras de colônia (UFC)/mL). As suspensões 

foram inoculadas, com suabe estéril, em placa contendo ágar Müller-Hinton. 

Em seguida, os discos contendo os antimicrobianos foram dispostos 

equidistantes na superfície do ágar. As placas foram incubadas a 35ºC por 18 

horas. Os halos de inibição foram interpretados conforme a norma M100-S22 

(CLSI, 2012). Foram utilizados 20 antimicrobianos compreendendo as classes 
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de agentes utilizadas com maior frequência na terapêutica contra bactérias 

Gram-negativas: amoxicilina/clavulanato (AMC 10 µg), ampicilina (AMP 30 µg), 

aztreonam (ATM 30 µg), ceftazidima (CAZ 30 µg), cefalotina (CFL 30 µg), 

cefoxitina (CFO 30 µg), ciprofloxacina (CIP 5 µg), cloranfenicol (CLO 30 µg), 

cefpodoxima (CPD 10 µg), ceftriaxona (CRO 30 µg), cefotaxima (CTX 30 µg), 

ertapenem (ETP 10 µg), estreptomicina (EST 10 µg), gentamicina (GEN 10 µg), 

imipenem (IMP 10 µg), meropenem (MER 10 µg), nitrofurantoína (NIT 300 µg), 

norfloxacina (NOR 10 µg), sulfametoxazol/trimetoprim (SUT 25 µg), tetraciclina 

(TET 30µg). 

 

3.3 Avaliação da atividade do actinomiceto R18(6) pelo ensaio 
de dupla camada  
 
Para avaliação do potencial de produção de composto(s) ativo(s) 

pelo actinomiceto R18(6) contra os 22 isolados Gram-negativos, foi realizado o 

teste de dupla camada. Inoculou-se, pelo método de picada, o actinomiceto em 

placa de Petri contendo ágar amido caseína e incubou-se por 14 dias a 30ºC. 

Após esse período, foram vertidas, sobre os crescimentos, suspensões 

bacterianas contendo 1 mL de uma suspensão com concentração de 108 

UFC/mL (correspondente a uma solução padrão de 0,5 na escala McFarland) e 

9 mL de ágar Müller-Hinton fundido. As placas foram incubadas no período de 

24 e 48 horas a 37ºC. Ao final da incubação, foram medidos os halos de 

inibição determinando-se a atividade antimicrobiana. Os testes foram 

realizados em duplicata. 

 

3.4 Produção do extrato bruto 
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A avaliação da atividade antimicrobiana do actinomiceto contra as 

bactérias Gram-negativas foi realizada utilizando-se o extrato bruto livre de 

células. Para tanto, foi preparado um pré-inóculo onde uma alíquota do 

actinomiceto, crescido previamente em placa de ágar amido caseína, foi 

transferida para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio base 

(caseína 0,03%; NaCl 0,2%; K2HPO4 0,2%; MgSO4 0,005%; CaCO3 0,002%; 

KNO3 0,2%) suplementado com 1% de glicose. Estes frascos foram incubados 

por 48 horas a 30ºC sob agitação constante de 100 r.p.m. Após este período, 3 

mL do pré-inóculo foram transferidos para novos frascos. As mesmas 

condições de cultivo utilizadas para preparação do pré-inóculo foram aplicadas 

para produção do inóculo. O extrato foi produzido durante 10 dias de incubação 

e a cada 24 horas uma alíquota de 100 µL foi retirada para realização do teste 

de difusão em poço. Para obtenção de um extrato bruto livre de células, a 

alíquota foi centrifugada por 10 minutos a 13.000 r.p.m. 

 

3.5 Teste de antibiose por difusão em poço 

Para avaliação da atividade dos extratos produzidos pelo 

actinomiceto R18(6), realizou-se o teste de antibiose por difusão em poço 

(adaptado de Devillers et al., 1989).  O ensaio de difusão em poço consistiu em 

inocular, utilizando um suabe estéril, uma suspensão bacteriana, ajustada a 0,5 

na escala de McFarland (o que corresponde a 108 UFC/mL), em placas 

contendo ágar Müller-Hinton. Após a semeadura, foram realizados poços de 9 

mm no ágar. Em cada poço, adicionou-se 100 µL do extrato bruto livre de 

células (previamente centrifugado por 10 minutos a 13.000 r.p.m.). 
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Primeiramente, as placas foram incubadas por 16 horas sob refrigeração (4ºC), 

para difusão do extrato no meio de cultura, e posteriormente, por 24 horas a 

35ºC, para crescimento microbiano. Os testes foram realizados em duplicata e 

a atividade antimicrobiana foi obtida a partir das médias dos halos de inibição. 

 

3.6 Otimização das condições de cultivo do extrato bruto para a 
produção de metabólito(s) ativo(s) 

 
Com o objetivo de aprimorar a produção de metabólito(s) ativo(s) a 

partir do actinomiceto R18(6), foram avaliados diferentes condições (fonte de 

carbono, temperatura, modo de incubação, pH e tempo) separadamente. Ao 

passo que uma condição era determinada como ótima para a produção de 

metabólito(s) ativo(s), uma nova condição passou a ser testada.  

 

3.6.1 Avaliação de diferentes fontes de carbono  

Inicialmente, para a otimização das condições de produção do 

metabólito de interesse foi avaliada a influência da fonte de carbono na 

produção do composto ativo. Para tanto, quatro fontes de carbono (amido, 

sacarose, glicerol e glicose) foram avaliadas. Estas foram adicionadas em meio 

base na concentração de 1%. O extrato foi produzido durante 10 dias, sob 

agitação constante de 100 r.p.m. e na temperatura de 30ºC. Para avaliação da 

atividade dos extratos brutos formados com diferentes fontes de carbono, 

realizou-se o teste de difusão em poço nos intervalos de 24 horas. Os testes 

foram realizados em duplicata e a atividade antimicrobiana foi obtida a partir 

das médias dos halos de inibição. 
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3.6.2 Avaliação de diferentes temperaturas e métodos de 
incubação 
 
Após avaliação das fontes de carbono como constituintes do meio 

de cultivo e a determinação de qual delas proporcionou a produção de um 

extrato bruto mais ativo, avaliou-se a influência de diferentes temperaturas de 

incubação na produção do composto ativo. A faixa de temperatura testada foi 

de 25ºC, 30ºC, 35ºC, 40ºC e 45ºC. O extrato foi produzido durante 10 dias, sob 

agitação constante de 100 r.p.m., e nos intervalos de 24 horas realizou-se o 

teste de difusão em poço. Os testes foram realizados em duplicata e a 

atividade antimicrobiana foi obtida a partir das médias dos halos de inibição. 

Em seguida à definição da temperatura, avaliou-se qual modo de 

incubação (agitação ou estático) influencia na produção de metabólito(s) 

ativo(s). Foram avaliadas a agitação em 100 r.p.m e a incubação em modo 

estático utilizando-se estufa.  

 

3.6.3 Avaliação do pH do meio de cultivo e do tempo de 
incubação 
 
Após determinados a fonte de carbono, a temperatura e o método de 

incubação, avaliou-se a influência do pH na produção de metabólito(s) ativo(s). 

Para isto, o extrato foi produzido utilizando-se meio base contendo 1% de fonte 

de carbono, tamponado em pH 4, 4.5, 5, 6, 6.5, 7, 8 (Apêndice 1). As condições 

(fonte de carbono, temperatura e modo de cultivo) que se apresentaram ideais 

para a produção de metabólito(s) ativo(s) foram utilizadas neste ensaio.  

Também se avaliou a influência do tempo de incubação na produção 

de composto(s) ativo(s). Para isto, foram realizados testes de antibiose por 
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difusão em poço no intervalo de 24 horas durante 10 dias de incubação. Para 

estes testes, utilizou-se as condições de cultivo (fonte de carbono, temperatura, 

modo de incubação e pH) que proporcionaram um extrato bruto com melhor 

atividade contra os isolados Gram-negativos. 

 

3.7  Análise Estatística 

Os resultados obtidos com o teste de antibiose por difusão em poço 

foram avaliados estatisticamente utilizando-se a análise de variância (ANOVA) 

e o teste de comparação de múltiplas médias (teste de Tukey), considerando 

95% de significância.  

 

3.8 Curva de crescimento do actinomiceto endofítico 

A curva de crescimento teve como objetivo avaliar o tempo de 

geração do actinomiceto e correlacionar com a fase de produção do composto 

ativo. Primeiramente, um pré-inóculo foi preparado conforme descrito no item 

3.4. Em seguida, 3 mL foram transferidos para 10 frascos contendo 50 mL de 

meio base suplementado com 1% de glicose. Estes foram incubados durante 

10 dias, nas mesmas condições do pré-inóculo. A cada 24 horas, um frasco foi 

retirado da incubação e a massa celular foi determinada por meio do peso 

seco. Para isto, o meio de cultivo foi filtrado utilizando-se membrana de 

nitrocelulose com porosidade de 0,45 µm. Previamente à filtração, as 

membranas foram dessecadas por 24 horas e, após, foram pesadas em 

balança analítica. Posteriormente à filtração, as membranas foram 

acondicionadas em placas de vidro e secas por dois dias em dessecador e por 
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dois dias em estufa de 35°C. A seguir, as membranas foram pesadas em 

balança analítica. O peso seco foi determinado pela diferença entre o peso final 

da membrana, após filtração, e o peso inicial da membrana.  

 

3.9 Curva de variação do  pH no meio de cultivo 

Com o objetivo de verificar se o actinomiceto R18(6) tem a 

capacidade de modificar o pH do meio de cultivo durante seu crescimento, foi 

realizada a curva de variação de pH. Inicialmente, foi preparado um pré-inóculo 

conforme descrito no item 3.4. Os frascos foram incubados durante 10 dias. A 

cada 24 horas, um frasco foi retirado da incubação e o pH foi medido em 

pHmetro.  

 

3.10 Concentração inibitória mínima (CIM) 

A CIM foi determinada utilizando-se o método de microdiluição em 

caldo de acordo com a norma M7-A7 (CLSI, 2006). Para este ensaio, foram 

utilizados 17 isolados Gram-negativos multirresistentes (Tabela 2). Para 

preparação dos inóculos, as suspensões dos isolados, crescidos previamente 

em caldo TSB durante 24 horas a 37ºC, foram ajustadas, com solução salina 

estéril, a 0,5 na escala de McFarland (correspondendo a 108 UFC/mL). Estas 

suspensões foram diluídas na proporção de 1:10 para obtenção de uma 

concentração de 107 UFC/mL. A viabilidade dos inóculos foi testada, 

paralelamente, inoculando uma alíquota em placas contendo ágar tripticaseína 

de soja (TSA – Tryptic Soy Agar). As placas foram incubadas por 24 horas a 

35ºC. 
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O ensaio foi realizado em microplacas de 96 poços. Para o controle 

negativo, foi utilizado 100 µL de caldo Müller-Hinton. Para controle positivo, 

utilizou-se 95 µL de caldo Müller-Hinton e 5 µL do inóculo. Nos poços onde 

foram feitas as diluições, adicionou-se, inicialmente, 95 µL de caldo Müller-

Hinton. Logo após, acrescentou-se 100 µL de extrato e procedeu-se a diluição 

seriada até a concentração de 1/1024. Ao final, 5 µL do inóculo foram 

pipetados em cada poço. 

As placas foram incubadas no período de 24 e 48 horas a 35ºC. 

Para verificar se o extrato possuía atividade bacteriostática ou bactericida, após 

os tempos de incubação, uma alíquota dos poços que não apresentavam 

crescimento visível foram plaqueadas em meio TSA. A concentração inibitória 

mínima foi definida como a menor concentração de extrato bruto capaz de inibir 

o crescimento bacteriano.  

 

Tabela 2. Isolados Gram-negativos utilizados para avaliação da concentração 
inibitória mínima do extrato bruto. 

Klebsiella pneumoniae 222 Proteus mirabilis 3DC01 
Klebsiella pneumoniae 15 Proteus mirabilis 102 

Klebsiella pneumoniae 1CE02 Citrobacter freundii 1CC09 
Klebsiella oxytoca 90 Citrobacter freundii 17 
Escherichia coli 70 Enterobacter cloacae 62 

Escherichia coli 1DE14 Enterobacter cloacae 49 
Pseudomonas aeruginosa 59 Citrobacter koseri 3CC04 

Pseudomonas aeruginosa 230 Morganella morganii 162 
 

3.11 Caracterização parcial do(s) metabólito(s) ativo(s) 

3.11.1 Estabilidade frente a enzimas proteolíticas 

Para analisar a estabilidade do(s) metabólito(s) ativo(s) frente a 

enzimas proteolíticas, utilizou-se cinco enzimas: tripsina (25 mg/mL), papaína 

(100 mg/mL), proteinase K (50 mg/mL), lisozima (50 mg/mL) e pepsina (100 
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mg/mL). Para o ensaio, foi preparada uma solução, com concentração final de 

2%, contendo 400 µL do extrato bruto e a enzima. A solução foi acondicionada 

em microtubo e incubada a 37ºC, em estufa, durante 1 hora. A atividade 

antimicrobiana do composto(s) ativo(s), após o tratamento com as enzimas, foi 

avaliada pelo teste de antibiose por difusão em poço, utilizando-se a bactéria 

Klebsiella pneumoniae 222. O extrato bruto foi utilizado como controle positivo 

e os testes foram realizados em duplicata. A atividade residual do composto foi 

calculada após medição dos halos de inibição, utilizando a equação (adaptada 

de Oliveira, 2004): 

 

A.R.(%) =  HT – 9   x 100 
                  HC – 9  
 

Sendo:  

A.R.: atividade residual 

HT: média do halo de inibição do extrato bruto após tratamento (mm) 

HC: média do halo de inibição do controle (mm) 

9: diâmetro do poço 

 

3.11.2 Termoestabilidade 

A termoestabilidade do(s) composto(s) ativo(s) foi avaliada nas 

temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100ºC utilizando-se banho de 

água. Para cada ensaio, 400 µL de extrato bruto foram utilizados. Para as 

temperaturas de 30ºC a 90ºC, os tempos de incubação foram de 15 e 30 

minutos. Para a temperatura de 100ºC, avaliou-se os tempos de incubação de 

Equação 1 
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3, 5, 10, 15 e 30 minutos (Oliveira, 2004). A atividade antimicrobiana do 

composto(s) ativo(s) contra a bactéria Klebsiella pneumoniae 222 foi avaliada, 

após cada tratamento, pela técnica de difusão em poço. Os halos de inibição 

foram medidos e a atividade residual do composto foi calculada (equação 1). 

Os testes foram realizados em duplicata. 

 

3.12 Extração de metabólitos ativos 

A purificação parcial do(s) composto(s) ativo(s) foi realizada através 

do método de extração líquido-líquido descontínua (Vogel, 1980), utilizando-se 

a proporção de 1:1 de extrato bruto e solvente (Tabela 3). Após a extração, a 

fração orgânica foi submetida à evaporação do solvente por rota-evaporação 

(Vogel, 1980). Após completa eliminação do solvente, o extrato purificado foi 

ressuspendido com 3 mL de solvente (o mesmo utilizado na extração), 3 mL de 

água destilada ou 3 mL de tampão fosfato salino (PBS – Phosphate Buffered 

Saline). O extrato ressuspendido e a fração aquosa foram avaliados quanto à 

atividade pelo teste de difusão em poço. No caso de formação de precipitado 

durante o processo de extração, este foi analisado quanto à atividade pelo 

mesmo método, antes e após secagem por chapa de aquecimento. 

 

Tabela 3. Solventes utilizados para o processo de purificação parcial do(s) 
composto(s) ativo(s). 

Diclorometano Etanol 
Acetona Isopropanol 
Hexano Isobutanol 

Acetato de etila Ácido acético 
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3.13 Microcultivo do actinomiceto 

A técnica de microcultivo foi realizada para visualização da 

morfologia microscópica do actinomiceto (Williams et al., 1989). Para isto, em 

placas de vidro, foram dispostas lâmina de microscopia, apoiadas sobre dois 

palitos de madeira, lamínula e algodão. Após a esterilização, em autoclave, 

sobre a lâmina foi adicionado um cubo de ágar amido caseína. O actinomiceto 

foi inoculado nas bordas e no centro do ágar e, sobre a semeadura, foi 

adicionada uma lamínula. Para manter a umidade, foi adicionada água estéril 

no algodão. As placas foram incubadas a 30ºC e a morfologia do isolado foi 

avaliada em 10-14 dias. Por meio desta técnica podem ser identificadas 

diversas características que possibilitam a classificação do actinomiceto em 

nível de gênero: produção e fragmentação de esporos, formação de micélio 

aéreo e ramificação do micélio sobre o substrato (Williams et al., 1989).  

 

3.14 Microscopia eletrônica de varredura 

A microscopia eletrônica de varredura teve como objetivo avaliar as 

características das hifas e a superfície dos esporos do actinomiceto, sendo 

necessárias para a sua classificação em nível de gênero (Williams et al., 1989). 

Para isto, primeiramente, foi realizada a técnica de microcultivo adaptada: 1 mL 

de ágar amido caseína foi adicionado sobre lamínulas com 13 mm de diâmetro. 

Após a solidificação do ágar, o actinomiceto foi semeado nas bordas e no 

centro. Após o cultivo de quatro dias, as lamínulas foram submetidas ao 

protocolo de preparo da amostra fornecido pelo Centro de Microscopia 

Eletrônica da UFRGS, com adaptações. As amostras foram fixadas com 
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glutaraldeído 25% durante dois dias. Após este período, foram realizadas três 

lavagens (com duração de 30 min cada) com solução tampão fosfato 0,2 M e 

água destilada. Em seguida, a amostra foi submetida à desidratação com 

diferentes concentrações de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). O ponto 

crítico (retirada da água do sistema) foi realizado utilizando-se o equipamento 

BAL-TEC CPD 030 Critical Point Dryer. A visualização da amostra foi realizada 

no microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM-6060. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1  Perfil de susceptibilidade dos isolados bacterianos a 
antimicrobianos  
 

Os isolados Gram-negativos, de origem ambiental e clínica utilizados 

no presente trabalho, foram avaliados quanto aos seus perfis de 

susceptibilidade por meio do teste de antibiograma utilizando o método de 

Kirby-Bauer (Tabela 4). Definiu-se como multirresistente aquele isolado que 

apresentasse resistência a mais de duas classe de antimicrobiano. Deste 

modo, observou-se que 92% dos isolados são multirresistentes. A 

multirresistência apresentada pelos isolados testados pode ser associada à 

presença de um conjunto de mecanismo de resistências (Sundsfjord et al., 

2004; Webber & Piddock, 2003). 

No presente estudo, observou-se que as três espécies de 

Pseudomonas aeruginosa selecionadas foram resistentes a 95% dos 

compostos testados. A resistência desta espécie aos antimicrobianos tem 

aumentando mundialmente, a qual pode estar associada a mecanismos 

intrínsecos de defesa como a presença de bombas de efluxo (Livermore, 2002; 

Japoni et al., 2006; Cox & Wright, 2013). Todos os isolados Gram-negativos 

testados apresentaram resistência a mais de uma classe de antimicrobianos o 

que contrasta com os trabalhados desenvolvidos por Japoni et al. (2006) e 

Ullah et al. (2009) nos quais 73% e 29%, respectivamente,
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Tabela 1. Perfil de susceptibilidade dos isolados Gram-negativos aos antimicrobianos 

Isolados Gram-negativos 
Antimicrobianos 1,2 

AMC  AMP  ATM  CAZ  CFL  CFO  CIP  CLO  CPD  CRO  CTX  ETP  EST GEN  IMP  MER  NIT  NOR  SUT  TET  

Ambientais 

E. coli 1DE14 R  R  R  R  R  R  R  S  R  R  R  I  S R  S  S  R  R  R  R  

E. coli 4EC05 R  R  I  S  R  R  S  R  S  S  I  S  R S  S  S  I  S  R  R  

K. pneumoniae 1CE02 S  R  S  I  S  S  I  S  S  I  I  S  S S  S  S  R  S  S  R  

K. oxytoca 2BS08 I  R  I  S  S  S  S  S  S  S  S  S  S S  S  S  R  S  S  S  

C. freudii 1CC09 R  R  R  R  R  I  I  S  S  R  R  S  S S  S  S  S  S  R  R  

C. koseri 3EC04 S  R  S  S  I  I  S  I  S  S  S  S  S S  S  S  R  S  R  S  

C. koseri 3CC04 S  R  S  S  R  S  S  R  S  S  S  S  S R  S  S  R  S  S  R  

E. intermedius 1CC07 R  R  R  R  R  R  R  S  S  R  R  S  I S  S  S  R  R  R  S  

P. agglomerans 3AE03 R  R  R  R  R  R  S  S  S  S  R  S  S S  S  S  S  S  S  S  

P. mirabilis 3DC01 R  R  S  S  R  S  R  S  S  S  I  S  S S  S  S  S  S  S  S  

Clínicos 

E. coli 70 R  R  R  R  R  R  R  R  R  R  R  S  R S  R  S  R  R  R  R  

K. pneumoniae 15 R R R I R R I S R R R R I R R R I I S S 

K. pneumoniae 222 R  R  R  R  R  R  R  R  R  R  R  R  S R  R  R  R  R  R  S  

K. oxytoca 90 R  R  R  R  R  R  R  S  R  R  R  R  I R  S  I  R  R  R  R  

C. freundii 17 R R S I R R R R R R R I R R S S S R R R 

E. cloacae 62 R  R  R  R  R  R  R  R  R  R  R  R  S R  R  R  R  R  R  R  

E. cloacae 49 R R R R R R R I R R R R I R I I R R R S 

P. aeruginosa 54 R  R  R  S  R  R  R  R  R  R  R  R  R R  R  R  R  R  R  R  

P. aeruginosa 59 R R R I R R R R R R R R S R R R R R R R 

P. aeruginosa 230 R R R I R R R R R R R R R R R R R R R R 

P. mirabilis 102 S S S S S S S S S S S S I S S S R S S R 

M. morganii 162 R  R  S  S  R  I  R  R  R  I  I  I  S R  I  S  R  R  R  R  
1AMC (amoxicilina+clavulanato), AMP (ampicilina), ATM (aztreonam), CAZ (ceftazidima), CFL (cefalotina), CFO (cefoxitina), CIP (ciprofloxacina), CLO (cloranfenicol), CPD (cefpodoxima), CRO 
(ceftriaxona), CTX (cefotaxima), ETP (ertapenem), EST (estreptomicina), GEN (gentamicina), IMP (imipenem), MER (meropenem), NIT (nitrofurantoína), SUT (sulfazotrim), TET (tetraciclina). 
2R = Resistente;  I = Intermediário; S = Sensível. 
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das cepas de P. aeruginosa apresentaram-se multirresistentes. Observou-se 

também que apenas a ceftazidima foi eficiente para a inibição do crescimento 

desta espécie, onde um isolado mostrou-se sensível e dois apresentaram 

resistência intermediária. Um estudo realizado por Neu & Labthavikul (1982) 

mostrou que a ceftazidima é mais ativa contra P. aeruginosa do que a 

cefotaxima, evidenciando a sua estabilidadade frente a enzimas beta-

lactamases.  

Neste estudo, observou-se que os carbapenêmicos (ertapenem, 

imipenem e meropenem) apresentaram uma maior atividade contra os isolados 

Gram-negativos testados (59%). Segundo Martínez et al. (2010), os 

carbapenêmicos são os antibióticos com maior espectro de ação, atividade e 

resistência a enzimas beta-lactamases. Alguns estudos contrastam com este 

resultado obtido, mostrando um aumento da resistência de bactérias da família 

Enterobacteriaceae a esta classe de antibióticos (Little et al., 2012; Drew et al., 

2013; Duin et al., 2013). 

A partir dos resultados de susceptibilidade foi selecionado um 

isolado multirresistente representante de cada espécie para ser utilizado no 

ensaio de otimização das condições de cultivo para produção do(s) 

metabólito(s) ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) (Tabela 5). 
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Tabela 5. Isolados Gram-negativos multirresistentes 
selecionados para os ensaios de otimização das condições 
de cultivo para produção do(s) metabólito(s) ativo(s) pelo 
actinomiceto R18(6). 

Enterobacter intermedius 1CC07 
Proteus mirabilis 3DC01 

Pantoea agglomerans 3AE03 
Citrobacter koseri 3CC04 
Klebsiella oxytoca 90 

Escherichia coli 70 
Enterobacter cloacae 62 
Morganella morganii 162 

Pseudomonas aeruginosa 54 
Citrobacter freundii 17 

Klebsiella pneumoniae 222 
 

4.2  Avaliação da atividade antimicrobiana do actinomiceto 
R18(6) no ensaio de dupla camada 
 

O ensaio de dupla camada foi realizado para avaliar o potencial do 

isolado R18(6) em produzir metabólito(s) ativo(s) contra os isolados Gram-

negativos resistentes a antimicrobianos comumente utilizados na clínica. O 

actinomiceto apresentou atividade contra 20 dos 22 isolados testados (Tabela 

6). O actinomiceto R18(6) somente não inibiu o crescimento de dois isolados 

da espécie P. aeruginosa. 

Atualmente, a maioria dos antimicrobianos usados clinicamente tem 

sua origem em produtos naturais microbianos (Pidot et al., 2014). O 

desenvolvimento de resistência para muitos destes compostos explica a 

importância da busca de novas drogas e de novas fontes. Os actinomicetos, 

tantos os isolados do solo quantos os endofíticos, são conhecidas e 

importantes fontes para estas finalidades (Gupte & Kulkarni, 2002; Castillo et 

al. 2003; Tian et al., 2004; Mehdi et al., 2006; Nimnoi et al., 2010; Elleuch et al., 

2010; Sheeja et al., 2011; El-Shatoury et al., 2013).   
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Tabela 6. Resultados obtidos na avaliação da atividade 
do actinomiceto R18(6) através do ensaio da dupla 
camada. 

Isolados Gram-negativos Médias dos halos de inibição 
(mm) 

E. coli 1DE14 48 
E. coli 4EC05 56 
E. coli 70 26 

K. pneumoniae 1CE02 60 
K. pneumoniae 222 47 
K. pneumoniae 15 58 

K. oxytoca 90 41 
K. oxytoca 2BS08 54 

P. aeruginosa 54 0 
P. aeruginosa 59 21 
P. aeruginosa 230 0 

C. freundii 17 33 
C. freudii 1CC09 35 
C. koseri 3EC04 38 
C. koseri 3CC04 47 

E. intermedius 1CC07 55 
P. agglomerans 3AE03 22 

E. cloacae 62 62 
E. cloacae 49 60 

M. morganii 162 40 
P. mirabilis 3DC01 33 
P. mirabilis 102 30 

 

A ação contra bactérias Gram-negativas multirresistentes 

apresentada pelo isolado R18(6) evidencia o seu potencial como fonte de 

novos compostos antibióticos. Resultado semelhante foi exposto por Tanvir et 

al. (2013) os quais testaram a atividade de 42 actinomicetos endofíticos do 

gênero Streptomyces e constataram a atividade de 12 isolados contra 

patógenos nosocomiais multirresistentes dos gêneros Pseudomonas, 

Enterobacter e a espécie Escherichia coli.  
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4.3  Otimização das condições de cultivo do isolado R18(6) para 
a produção do(s) metabólito(s) ativo(s) 
 

Inicialmente, para otimização das condições de cultivo, o extrato foi 

produzido utilizando-se 50 mL de meio base suplementado com 1% de glicose 

durante 10 dias a 30ºC sob agitação constante de 100 r.p.m. Para melhorar a 

produção de metabólito(s) ativo(s) avaliou-se cinco parâmetros: fonte de 

carbono, temperatura, modo de incubação, pH e tempo de incubação. À 

medida que uma condição fosse sendo determinada como ótima para a 

produção de metabólito(s) ativo(s), uma nova condição passava a ser testada.  

 

4.3.1 Avaliação de diferentes fontes de carbono 

Para otimização do meio de cultivo, foram avaliados, primeiramente, 

quatro fontes de carbono: amido, sacarose, glicerol e glicose. Por meio da 

técnica de difusão em poço, foi avaliada a atividade antimicrobiana dos extratos 

produzidos nas condições de crescimento com diferentes fontes de carbono 

(Tabela 7). O extrato foi produzido durante 10 dias de incubação e a cada 24 

horas foram realizados os ensaios de antibiose em duplicata. A atividade 

antimicrobiana foi obtida a partir das médias dos halos de inibição.  

O extrato produzido com o crescimento do actinomiceto na presença 

da glicose destacou-se dos demais devido ao maior número de bactérias 

inibidas (82%) (Tabela 7). Somente as cepas Pantoea agglomerans 3AE03 e 

Pseudomonas aeruginosa 54 não foram inibidas pelo extrato produzido pelo 

isolado R18(6).  Os extratos produzidos na presença de glicerol, sacarose e 

amido como fontes de carbono apresentaram resultados insatisfatórios, pois 

apenas quatro isolados foram inibidos utilizando-se glicerol como fonte de 
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carbono e para as demais o resultado foi inferior (Tabela 7). Este resultado 

demonstra que a síntese de compostos ativos a partir de micro-organismos não 

é fixa, podendo ser regulada por meio de modificações nas condições de 

cultivo (Al-Zahrani, 2007). Fguira et al. (2005) avaliaram cinco fontes de 

carbono (glicose, amido, glicerol, sacarose e frutose) e obtiveram maior 

atividade antimicrobiana do isolado Streptomyces US80 contra Escherichia coli 

utilizando glicose. Outros estudos também avaliaram a influência de diferentes 

fontes de carbono e constataram que o meio suplementado com glicose 

favorece a produção de metabólitos ativos (Raytapadar & Paul, 2001; Gupte & 

Kulkarni, 2002; Sujatha et al., 2005; Al-Zahrani, 2007). 

 

Tabela 7. Resultados obtidos na otimização da produção do(s) metabólito(s) ativo(s) 
pelo actinomiceto R18(6) após adição de diferentes fontes de carbono ao meio base. 

Isolados Gram-negativos 
Fontes de carbono / Médias dos halos de inibição (mm) 

Glicosea Glicerolb Sacaroseb Amidob 

E. intermedius 1CC07 16,0 15,0 0,0 0,0 

P. mirabilis 3DC01 15,0 0,0 0,0 0,0 

P. agglomerans 3AE03 0,0 0,0 0,0 0,0 

C. koseri 3CC04 16,5 0,0 0,0 0,0 

K. oxytoca 90 17,5 16,0 0,0 15,0 

E.coli 70 16,0 0,0 0,0 0,0 

E. cloacae 62 16,0 0,0 0,0 0,0 

M. morganii 162 15,0 0,0 0,0 0,0 

P.aeruginosa 54 0,0 0,0 0,0 0,0 

C. freundii 17 17,3 18,0 13,0 0,0 

K. pneumoniae 222 19,2 16,1 12,2 0,0 
 

Letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de 
Tukey (p>0,05). 
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4.3.2 Avaliação de diferentes temperaturas e métodos de 
incubação 
 
Para aperfeiçoar a condição de crescimento dos micro-organismos e 

a produção de um extrato bruto ativo, a temperatura de incubação foi avaliada 

na faixa de 25ºC, 30ºC, 35ºC, 40ºC e 45ºC (Tabela 8). Os extratos foram 

produzidos durante 10 dias, sob agitação constante de 100 r.p.m. e utilizando-

se 50 mL de meio base contendo 1% de glicose. A cada 24 horas, foi realizado 

o ensaio de atividade utilizando o método de difusão em poço. A atividade foi 

avaliada a partir das médias dos halos de inibição. 

O extrato produzido na temperatura de 30ºC apresentou um maior 

espectro de atividade, pois foi ativo contra um maior número de isolados (82%) 

(Tabela 8). De acordo com a avaliação estatística, a temperatura de 30ºC 

diferiu significativamente (p<0,05) das demais temperaturas. Assim, definiu-se 

esta temperatura como ideal para produção de metabólito(s) ativo(s) e para o 

crescimento do micro-organismo. 

No ensaio com as temperaturas de 40ºC e 45ºC, não houve 

atividade antimicrobiana contra os isolados. Durante esses testes, observou-se 

também que não houve crescimento de massa celular indicando que as 

mesmas não são temperaturas ideais para o crescimento do actinomiceto em 

estudo. No entanto, quando a temperatura foi de 25ºC houve crescimento, mas 

o extrato produzido nesta temperatura foi ativo contra apenas dois isolados 

(Tabela 8).   

Um estudo realizado por Elleuch et al. (2010) avaliou a influência da 

temperatura (25, 30, 35 e 40ºC) na produção de metabólitos ativos do isolado 

Streptomyces sp. TN262, no qual verificaram que a temperatura de 30ºC 



42 

 

 

favoreceu a produção e o crescimento do micro-organismo. Outros estudos 

avaliando este parâmetro verificaram que a temperatura de 30ºC é ideal para a 

produção de antibióticos ativos (Hassan et al., 2001; Gupte & Kulkarni, 2002; 

Sujatha et al., 2005; Selvin et al., 2009).  

 

Tabela 8. Resultados obtidos na otimização da produção do(s) metabólito(s) 
ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) em meio base com 1% de glicose submetido 
a diferentes temperaturas de incubação. 

Isolados Gram-negativos 
Temperatura / Médias dos halos de inibição 

(mm) 
25°Cb 30°Ca 35°Cb 

E. intermedius 1CC07 0,0 16,0 13,0 
P. mirabilis 3DC01 13,2 14,5 12,5 

P. agglomerans 3AE03 0,0 0,0 0,0 
C. koseri 3CC04 0,0 17,0 12,0 

K. oxytoca 90 0,0 17,4 13,0 
E.coli 70 0,0 16,0 0,0 

E. cloacae 62 12,5 16,0 0,0 
M. morganii 162 0,0 14,0 0,0 

P.aeruginosa 54 0,0 0,0 0,0 
C. freundii 17 0,0 17,3 0,0 

K. pneumoniae 222 0,0 19,1 14,0 
Letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de 
Tukey (p>0,05). 

 

Em seguida à determinação da temperatura, foi realizado ensaio 

para verificar a influência dos métodos de incubação, agitação e estático, na 

produção do(s) metabólito(s) ativo(s). Para este ensaio, o extrato bruto foi 

produzido em 50 mL de meio base contendo 1% de glicose, sob agitação 

constante de 100 r.p.m. e sob modo estático (em estufa) durante 10 dias. A 

cada 24 horas, foi realizado o teste de difusão em poço com o extrato 

produzido. A atividade foi avaliada a partir das médias dos halos de inibição. A 

partir dos resultados obtidos, constatou-se que utilizando a agitação o extrato 
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produzido apresentou atividade contra um maior número de isolados (82%) 

(Tabela 9). Segundo Moore & Bushell (1997) a agitação é um fator importante 

para produção de antibiótico, pois culturas estáticas não recebem suprimento 

de oxigênio necessário para o metabolismo celular. 

 

 Tabela 9. Resultados obtidos na otimização da produção do(s) 
metabólito(s) ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) em meio base com 1% de 
glicose submetido a diferentes modos de incubação. 

Isolados Gram-negativos 
Modo de incubação / Médias dos halos de 

inibição (mm) 

Agitação Estático 
E. intermedius 1CC07 16,5 0,0 

P. mirabilis 3DC01 15,0 0,0 
P. agglomerans 3AE03 0,0 0,0 

C. koseri 3CC04 16,0 15,0 
K. oxytoca 90 17,0 13,0 

E.coli 70 16,0 0,0 
E. cloacae 62 16,5 0,0 

M. morganii 162 13,4 13,0 
P.aeruginosa 54 0,0 0,0 

C. freundii 17 17,0 13,0 
K. pneumoniae 222 19,0 14,0 

 

4.3.3 Avaliação do pH do meio de cultivo e do tempo de 
incubação 
 
A fim de avaliar a influência do pH na produção de extrato ativo, foi 

utilizado 50 mL de meio base suplementado com 1% de glicose tamponado em 

pH 4, 4.5, 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0. O extrato foi produzido durante 10 dias, a 30ºC 

sob agitação constante de 100 r.p.m. No intervalo de 24 horas, foi realizado o 

ensaio de difusão em poço.  A atividade do extrato foi avaliada a partir das 

médias dos halos de inibição. A partir da análise estatística, obteve-se que a 

atividade do extrato bruto das culturas com pH de 6.5 e 8.0 não diferiram entre 
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si, mas diferiram significativamente dos demais. O meio tamponado com pH 6.5 

foi escolhido para ser utilizado nos demais ensaios, pois o extrato produzido 

neste pH apresentou atividade contra 100% dos isolados testados (Tabela 10). 

Na avaliação do extrato produzido nos cultivos com valores de pH de 

4.0, 4.5 e 5.0 não houve crescimento do actinomiceto. 

 

Tabela 10. Resultados obtidos na otimização da produção do(s) metabólito(s) 
ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) em meio base com 1% de glicose submetido 
a diferentes faixas de pH. 

Isolados Gram-negativos 
Valores de pH / Médias dos halos de inibição 

(mm) 

pH 6,0b pH 6,5a pH 7b pH 8a 

E. intermedius 1CC07 13,0 17,0 16,9 14,1 

P. mirabilis 3DC01 0,0 13,2 0,0 0,0 

P. agglomerans 3AE03 0,0 13,0 0,0 14,0 

C. koseri 3CC04 0,0 13,2 0,0 14,1 

K. oxytoca 90 0,0 13,3 0,0 16,5 

E.coli 70 0,0 14,7 0,0 0,0 

E. cloacae 62 0,0 13,4 0,0 14,6 

M. morganii 162 0,0 13,6 0,0 0,0 
P.aeruginosa 54 0,0 13,9 0,0 15,0 

C. freundii 17 11,8 13,7 15,6 0,0 
K. pneumoniae 222 0,0 15,6 15,7 16,0 

Letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de 
Tukey (p>0,05). 

 

O pH é um dos parâmetros mais importantes no meio de cultura, 

pois exerce efeito direto sobre a atividade de muitas enzimas essenciais para o 

metabolismo do micro-organismo (Guimarães et al., 2004). Trenozhnikova et al. 

(2012) utilizou meio de cultivo em pH 6.5 no processo de fermentação da cepa 

Streptomyces spp. IMV-70 para a produção, isolamento e caracterização do 

composto antibiótico número 70. Outros autores relatam a importância da 
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avaliação do pH do meio de cultivo (Gupte & Kulkarni, 2002; Elleuch et al., 

2010; El-Gendy & EL-Bondkly, 2010).  

Logo após a determinação do pH, foi avaliado o tempo para 

otimização das condições de cultivo com objetivo de produzir metabólito(s) 

ativo(s) (Tabela 11). O extrato bruto foi produzido inoculando-se o actinomiceto 

R18(6) em 50 mL de meio base contendo 1% de glicose, ajustado em pH 6,5. A 

atividade foi avaliada a partir dos testes de difusão em poço realizados nos 

intervalos de 24 horas durante 10 dias de incubação a 30ºC sob agitação 

constante de 100 r.p.m. O resultado foi obtido a partir das médias dos halos de 

inibição. 

 

Tabela 11. Resultados obtidos na otimização da produção do(s) metabólito(s) 
ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) em meio base com 1% de glicose submetido 
a diferentes tempos de incubação. 

Isolados Gram-negativos 
Tempo de incubação / Médias dos halos de inibição 

(mm) 
72ha,c 96ha 120ha,b 168ha,c 216hb 240hc 

 E. intermedius 1CC07 0,0 0,0 0,0 12,8 0,0 14,8 

 P. mirabilis 3DC01 14,8 13,0 11,8 13,0 0,0 13,5 

 P.agglomerans 3AE03 0,0 0,0 0,0 13,0 0,0 0,0 

 C. koseri 3CC04 12,3 13,5 0,0 14,5 0,0 0,0 

 K. oxytoca 90 12,8 14,0 13,3 0,0 0,0 0,0 

 
E.coli 70 15,5 15,3 0,0 13,5 0,0 0,0 

 E. cloacae 62 12,3 14,5 13,3 13,5 0,0 0,0 

 M. morganii 162 13,8 13,5 0,0 0,0 0,0 0,0 

 P.aeruginosa 54 0,0 13,8 12,0 17,0 0,0 13,0 

 C. freundii 17 0,0 17,5 13,5 0,0 12,5 0,0 

 K. pneumoniae 222 15,8 21,0 15,0 16,5 0,0 13,3 
Letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de 
Tukey (p>0,05). 
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No pré-inóculo e nos tempos de 24, 48, 144 e 192 horas de 

incubação não houve inibição das bactérias Gram-negativas testadas, porém 

houve crescimento de massa celular evidenciando que estes tempos não são 

favoráveis para a produção de metabólitos ativos. 

A partir da análise estatística, observou-se que há uma diferença 

significativa entre os tempos de incubação avaliados. A aplicação do teste de 

Tukey mostrou que os extratos produzidos nos tempos de 72, 96, 120 e 168 

horas não diferem significativamente entre suas atividades. Dessa forma optou-

se como tempo de incubação ideal o de 96 horas, pois o extrato produzido 

neste período foi ativo contra um maior número de isolados. O extrato somente 

não foi ativo contra E. intermedius 1CC07 e P. agglomerans 3AE03. Banga et 

al. (2008) e Sujatha et al. (2004) avaliaram a produção de metabólitos ativos a 

partir de isolados do gênero Streptomyces sp. e constataram que máxima 

concentração de antibióticos também ocorreu com 96 horas de incubação.  

Após determinadas as condições de cultivo ótimas de crescimento 

do actinomiceto R18(6), para a produção do(s) metabólito(s) ativo(s), o extrato 

produzido nestas condições foi testado contra os 22 isolados selecionados para 

este trabalho (Tabela 12). O actinomiceto foi incubado em 50 mL de meio base 

suplementado com 1% de glicose, ajustado ao pH 6.5 e incubado a 30ºC sob 

agitação constante de 100 r.p.m. Após preparação do pré-inóculo durante 48 

horas, 3 mL do extrato foram transferidos para novos frascos contendo o 

mesmo volume de meio de cultura  e incubados nas mesmas condições citadas 

acima.O ensaio de difusão em poço foi realizado após incubação de 96h. O 
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extrato bruto apresentou atividade contra 16 dos 22 isolados testados. As 

médias dos halos de inibição variaram entre 13 e 23 mm. 

 
Tabela 12. Avaliação da atividade do extrato bruto otimizado frente a todos os 
isolados Gram-negativos selecionados. 

Isolados Gram-negativos Médias dos halos de inibição (mm) 

K. pneumoniae 15 21,0 
K. pneumoniae 222 17,5 
K. pneumoniae 1CE02 15,0 

K. oxytoca 90 15,0 
K. oxytoca 2BS08 0,0 

C. koseri 3CC04 13,0 
C. koseri 3EC04 0,0 

E. coli 70 15,5 
E. coli 1DE14 13,0 
E. coli 4EC05 0,0 

E. cloacae 62 15,0 
E. cloacae 49 18,5 
C. freundii 17 18,0 
C. freundii 1CC09 15,0 

P. mirabilis 3DC01 13,5 
P. mirabilis 102 14,0 

M. morganii 162 13,0 
E. intermedius 1CC07 0,0 

P. agglomerans 3AE03 0,0 
P.aeruginosa 54 14,0 
P.aeruginosa 59 23,0 
P.aeruginosa 230 0,0 

 

Um estudo realizado por Oliveira et al. (2010) avaliou a atividade do 

extrato produzido pelo isolado Streptomyces sp. R18(6) frente a fitopatógenos 

e constatou que as condições ideais de incubação  para produção de extrato 

bruto ativo foram meio amido-caseína ajustado em pH 7.0 e temperatura de 

30ºC. Outro trabalho realizado por Spadari (2013) analisou a atividade do 

mesmo isolado contra fungos dermatófitos e leveduras do gênero Candida, no 
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qual se constatou a atividade apenas contra as leveduras utilizando o extrato 

bruto produzido em meio amido-caseína, sem ajuste do pH, com incubação a 

30ºC em um período de 72 horas. Estes estudos evidenciam o potencial e a 

diversidade de produção de compostos ativos pelo actinomiceto R18(6). 

 

4.4 Curva de crescimento do actinomiceto endofítico 

Com o objetivo de avaliar o tempo de geração do actinomiceto e 

correlacionar com a fase de produção do composto ativo, foi realizada uma 

curva de crescimento. A partir da análise da curva (Figura 1), observou-se que 

em 72 horas de crescimento o actinomiceto entra em fase estacionária.  

 

Figura 1 – Curva de crescimento do actinomiceto R18(6) durante 240 horas em 
meio base contendo 1% de glicose, ajustado ao pH 6.5 e incubado a 30°C com 
agitação de 100 r.p.m. 

 

Analisando-se que, com 96 horas obteve-se o extrato ativo contra 

um maior número de isolados, pode-se afirmar que o metabólito ativo origina-

se do metabolismo secundário. Segundo Bibb (2005), durante a fase 
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estacionária a limitação de nutrientes no meio proporciona a formação de 

metabólitos secundários. 

 

4.5 Curva de variação do pH no meio de cultivo 

A curva de variação do pH no meio de cultura foi realizada com 

objetivo de verificar se o actinomiceto R18(6) tinha capacidade de modificá-lo 

durante seu crescimento. Comparando-se os resultados obtidos com o valor 

inicial de pH 7.0, observou-se que o crescimento do actinomiceto diminui o pH 

do meio de cultura (Figura 2). Durante a fase estacionária, no período de 72 a 

192 horas, o pH teve pouca variação, mantendo-se entre 6,0 e 6,5.  Com 240 

horas de incubação, o crescimento do isolado tornou o pH do meio mais ácido.  

Esta variação de pH pode ter ocorrido devido à utilização da glicose e a 

consequente formação de ácidos orgânicos pela via Embden-Meyerhof 

(glicólise) (Madigan et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 2. Curva de variação do pH no meio de cultivo durante 10 dias de 
incubação em meio base contendo 1% de glicose, a 30ºC e com agitação de 
100 r.p.m. 



50 

 

 

4.6  Concentração inibitória mínima (CIM) 

A determinação da CIM foi realizada por meio do teste de 

microdiluição conforme descrito na norma M7-A7 do CLSI (2006). Para este 

teste, o extrato foi produzido em 50 mL de meio base contendo 1% de glicose, 

ajustado ao pH 6.5, e incubado a 30ºC sob agitação constante de 100 r.p.m. 

por 96 horas. O pré-inóculo foi preparado incubando-se o isolado durante 48 

horas nas condições descritas acima. Após, alíquotas de 3 mL foram 

transferidas para novos frascos os quais foram incubados por 96 horas nas 

mesmas condições. 

A viabilidade dos inóculos dos isolados Gram-negativos utilizados foi 

confirmada com o crescimento de colônias em placas contendo meio TSA. A 

CIM variou entre 1/32 e 1/128 com 24 horas de crescimento para três dos 

isolados testados: E. cloacae 49, C. freundii 17 e K. pneumoniae 15 (Tabela 

13). 

Durante 48 horas, houve crescimento do isolado E. cloacae 49 em 

todas as diluições. Com isso, pode-se afirmar que, para este isolado, o extrato 

produzido pelo isolado de actinomiceto é bacteriostático na concentração entre 

1/128 e 1/256. Contudo, no mesmo período, não houve crescimento dos 

isolados C. freundii 17 e K. pneumoniae 15 até a concentração de 1/32, e, 

portanto, podemos considerar que o extrato é bactericida na concentração 

entre 1/32 e 1/64 para estes isolados. 

Comparando-se os resultados da CIM para os dois isolados da 

espécie E. cloacae, observou-se que a cepa E. cloacae 49 foi inibida pelo 

extrato enquanto que E. cloacae 62 não. Isto pode ter ocorrido devido ao perfil 

de susceptibilidade e a mecanismos de resistências diferenciados dos isolados, 



51 

 

 

pois a E. cloacae 62  apresenta resistência a um maior número de 

antimicrobianos comparada com a outra cepa da mesma espécie (Tabela 4). 

Este mesmo resultado ocorreu com os isolados das espécies Citrobacter 

freundii e Klebsiella pneumoniae. No caso da espécie K. pneumoniae, a cepa 

K. pneumoniae 222, sensível a 2 dos 20 antimicrobianos testados (Tabela 4), 

não foi inibida pelo extrato bruto diluído, porém, a cepa K. pneumoniae 15, 

sensível a 3 antimicrobianos (Tabela 4), foi inibida pela extrato diluído até 1/32. 

A espécie C. freundii 17, apesar de ser resistente a um maior número de 

antimicrobianos testados (Tabela 4) em relação à C. freundii 1CC09, foi inibida 

pelo extrato bruto ativo até a diluição de 1/64. Estes resultados evidenciam o 

potencial de produção de um novo composto a partir do actinomiceto R18(6), o 

qual se mostra ativo contra bactérias multirresistentes.  

Para os isolados das espécies K. oxytoca, C. koseri, E. coli, P. 

mirabilis e P. aeruginosa não houve inibição do crescimento nas concentrações 

testadas. Isso pode ter ocorrido devido à diluição do metabólito ativo com a 

adição de meio de cultura líquido no ensaio, pois no teste de dupla camada 

(Tabela 6) e no teste de difusão em poço (Tabela 12) o extrato apresentou 

atividade contra todos estes isolados. Alguns trabalhos relatam uma maior 

atividade quando o micro-organismo é cultivado em meio sólido em relação ao 

cultivo em meio líquido, (Badji et al, 2005; Thakur et al, 2007; Anibou et al., 

2008; Oliveira et al., 2010; Salamoni et al., 2010). A diminuição ou perda de 

atividade do actinomiceto quando cultivado em meio líquido pode ser resultado 

de danos celulares durante o processo de agitação, da degradação do 

metabólito ativo (Iwai & Omura, 1982) e da necessidade de interação entre os 
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micro-organismos para indução da produção de composto ativo (Spadari, 

2013). 

 

Tabela 13. Resultados da concentração inibitória mínima em 24 horas de 
crescimento. 

Isolados Gram-
negativos 

Concentrações testadas 

Extrato 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 

K. pneumoniae 
15 

- - - - - - + + + + + 

K. pneumoniae 
222 

+ + + + + + + + + + + 

K. pneumoniae 
1CE02 

+ + + + + + + + + + + 

K. oxytoca 90 + + + + + + + + + + + 

C. koseri 3CC04 + + + + + + + + + + + 

E.coli 70 + + + + + + + + + + + 

E.coli 1DE14 + + + + + + + + + + + 

E. cloacae 62 + + + + + + + + + + + 

E. cloacae 49 - - - - - - - - + + + 

C. freundii 1CC09 + + + + + + + + + + + 

C. freundi i17 - - - - - - - + + + + 

P. mirabilis 
3DC01 

+ + + + + + + + + + + 

P. mirabilis 102 + + + + + + + + + + + 

M. morganii 162 + + + + + + + + + + + 

P. aeruginosa 
54 

+ + + + + + + + + + + 

P. aeruginosa 
59 

+ + + + + + + + + + + 

P. aeruginosa 
230 

+ + + + + + + + + + + 

+ com crescimento celular, - sem crescimento celular 
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A CIM para os isolados P. agglomerans 3AE03, E. intermedius 

1CC07, P. aeruginosa 230, E. coli 4EC05, C. koseri 3EC04, K. oxytoca 2BS08 

não foi determinada, pois o extrato não apresentou atividade contra estes 

isolados no teste de difusão em poço (Tabela 12).  

 

4.7  Caracterização parcial do(s) metabólito(s) ativo(s) 

4.7.1 Estabilidade frente a enzimas proteolíticas 

A estabilidade do(s) composto(s) ativo(s) presente(s) no extrato 

bruto foi avaliada após tratamento do extrato com diferentes enzimas 

proteolíticas capazes de hidrolisar porções distintas de uma estrutura protéica. 

Para este ensaio, utilizou-se o extrato produzido pelo micro-organismo crescido 

em 50 mL de meio base contendo 1% de glicose, ajustado ao pH 6.5, incubado 

na temperatura de 30ºC e sob agitação constante de 100 r.p.m. O extrato foi 

produzido durante 96 horas de incubação. Para este ensaio, uma solução 

contendo 400 µL do extrato bruto e a enzima, com concentração final de 

2mg/mL, foi acondicionada em microtubo e incubada a 37ºC durante 1 hora. A 

avaliação da estabilidade do composto frente à enzima foi avaliada por meio do 

teste de difusão em poço. O resultado foi obtido por meio do cálculo da 

atividade residual enzimática.  Após análise estatística, foi observado que 

houve diferença significativa entre os tratamentos com as diferentes enzimas 

testadas. O extrato manteve 94%, 82% e 77% da sua atividade após o 

tratamento com as enzimas tripsina, papaína e lisozima, e proteinase K, 

respectivamente. Com a enzima pepsina, a atividade do extrato foi 

completamente inibida. 
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As enzimas, utilizadas no presente trabalho, são classificadas como 

endopeptidases por clivarem ligações peptídicas distantes dos grupos carboxila 

e amino terminais (Bender & Kézdy, 1965; Chipman & Sharon, 1969; Ebeling et 

al., 1974). A pepsina é uma proteinase responsável pela clivagem de ligações 

peptídicas formadas pelos aminoácidos aromáticos tirosina e fenilalanina 

(Fruton et al., 1961; Knowles, 1970). A avaliação da estabilidade frente a 

enzimas proteolíticas permitiu identificar que o metabólito ativo possui ligações 

peptídicas que, quando hidrolisadas, promovem a perda de atividade. Pei et al. 

(2013) avaliaram a estabilidade da bacteriocina produzida por Lactobacillus 

paracasei CICC 20241 frente a diversas enzimas (proteinase K, pepsina, 

papaína, tripsina e quimiotripsina). A atividade do metabólito foi completamente 

inibida pelas cinco enzimas evidenciando que uma porção peptídica é 

responsável pela sua atividade.  

 

4.7.2 Termoestabilidade 

O extrato bruto foi submetido a banho de água com diferentes 

temperaturas para avaliação da termoestabilidade do(s) composto(s) ativo(s). 

Para este teste, foi utilizada uma solução contendo 400 µL de extrato bruto.  

Primeiramente, o extrato passou por um processo de aquecimento 

de 30ºC a 90ºC, com variações de 15 e 30 minutos nos tempos de incubação 

(Figura 3). A avaliação da atividade do extrato após o tratamento térmico foi 

realizada por meio do teste de difusão em poço. Os resultados foram obtidos a 

partir das médias dos halos de inibição. 
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Figura 3. Curva de atividade residual obtida no teste de termoestabilidade do 
extrato bruto do actinomiceto R18(6) no intervalo de temperatura entre 30°C e 
90°C com avaliação sendo realizada nos intervalos de tempo de 15 e 30 
minutos. 

 

Neste ensaio, a atividade residual variou entre 47% e 88% tendo 

como média 80%. O tratamento de 90ºC por 30min apresentou uma redução 

de 42% na atividade do extrato. Entretanto, após análise estatística, constatou-

se que os tratamentos não diferiram significativamente entre si. Esses 

resultados sugerem, então, que o extrato ativo pode ser submetido a 

temperaturas de até 80ºC, na qual mantém 70% de sua atividade. 

A estabilidade do extrato ativo foi também avaliada frente à 

temperatura de ebulição em diferentes tempos de incubação (3, 5, 10, 15 e 30 

minutos). Após o extrato ser submetido à fervura durante 3 minutos, observou-

se que a atividade residual diminuiu progressivamente até cessar aos 30 

minutos de incubação. Com isso, pode-se afirmar que o(s) composto(s) ativo(s) 
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presente(s) no extrato bruto apresenta(m) uma estrutura química incapaz de 

tolerar temperaturas elevadas por longos períodos de tempo.  

Kawamoto et al. (2002) avaliaram a estabilidade térmica da 

mundticina KS, uma bactericina produzida por Enterococcus mundtii NFRI 

7393, e constataram que este peptídeo manteve 100% e 60% de sua atividade 

residual após o tratamento com temperaturas de 90ºC e 100ºC, 

respectivamente, durante 60 minutos. Outros autores também relatam a 

estabilidade de metabólitos ativos frente a amplas faixas de temperatura 

(Fontoura et al., 2009; Xie et al., 2009; Pei et al., 2013; Sabia et al., 2014). A 

estabilidade térmica de moléculas protéicas pode estar relacionada a fatores 

intrínsecos associados às estruturas primária e secundária como, por exemplo, 

a presença de ligações dissulfeto, que favorecem a estabilização da molécula 

(Gomes et al., 2007; Pei et al., 2013). 

 

4.8  Extração de metabólitos ativos 

A extração de compostos ativos do extrato bruto foi realizada pelo 

método líquido-líquido no qual, após a separação, as frações orgânicas e 

aquosas foram recolhidas. Posteriormente, as frações foram processadas para 

que as atividades pudessem ser avaliadas. 

Para este ensaio, foram utilizados oito solventes: diclorometano, 

acetona, hexano, acetato de etila, etanol, isopropanol, isobutanol e ácido 

acético. Após a evaporação do solvente das frações orgânicas, os extratos 

foram ressuspendidos com o mesmo solvente usado no processo de extração, 

água destilada e tampão fosfato salino e a atividade antibiótica foi avaliada por 
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meio do ensaio de difusão em poço. Observou-se que as frações orgânicas 

não apresentaram atividade contra os isolados Gram-negativos testados.  

Na avaliação das frações aquosas coletadas no processo de 

extração, apenas a fração oriunda da extração com acetona apresentou 

atividade. Durante a extração com acetona houve a formação de um 

precipitado branco. Este precipitado foi testado quanto à sua atividade e 

observou-se a formação de halos de inibição médios entre 15 e 33 mm (Tabela 

14). O precipitado, após passar por processo de secagem, foi também avaliado 

quanto à sua atividade e observou-se que não houve alteração no tamanho dos 

halos de inibição. Assim, a acetona mostrou-se eficiente como solvente extrator 

no processo de purificação do(s) composto(s) ativo(s). Fguira et al. (2005) 

utilizaram acetona como solvente para extração de metabólitos ativos a partir 

do micélio liofilizado da cepa Streptomyces sp. US80.  

Segundo Mehdi et al. (2006), os metabólitos secundários são, 

geralmente, extracelulares e seu isolamento do meio de cultura requer diversas 

etapas como extração, precipitação, cromatografia e purificação. A acetona é 

geralmente utilizada para precipitação de proteínas do meio, pois diminui a 

constante isoelétrica da água e favorece a atração entre as moléculas protéicas 

(Crowell et al, 2013). 

Tabela 14. Avaliação da atividade do precipitado formado a partir da 
extração com acetona. 

Isolados Gram-
negativos Médias dos halos de inibição (mm) 

E. coli 70 18,0 
P. mirabilis 3DC01 17,0 
P. aeruginosa 59 15,0 

K. pneumoniae 15 33,0 
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4.9 Microcultivo do actinomiceto 

Algumas características para classificação do actinomiceto em nível 

de gênero são observadas na análise do microcultivo sobre microscopia óptica. 

Analisando o microcultivo do isolado R18(6) verificou-se a presença de micélio 

aéreo com cadeias de esporos espiraladas na extremidade (Figura 4) que são 

algumas das características do gênero Streptomyces.  

 

  
 

Figura 4. Visualização do microcultivo do actinomiceto R18(6) em microscópio 
óptico (400x). 
 

4.10 Microscopia eletrônica de varredura  

Por meio da microscopia eletrônica de varredura, verificou-se a 

presença de hifas septadas e de esporos com superfície lisa (Figura 5), 

característicos do gênero Streptomyces.  
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Figura 5. Visualização do microcultivo do actinomiceto R18(6) em microscópio 
eletrônico de varredura. 

 

Na caracterização por microscopia eletrônica do mesmo isolado 

R18(6) feita por Oliveira et al. (2010) e por Spadari (2013), utilizando a mesma 

técnica de microscopia, foi descrita a presença de hifas aéreas contendo 

longas cadeias de esporos, com superfície lisa, dispostas em espiral.  
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5. CONCLUSÃO 

 

Os isolados Gram-negativos de origem ambiental e clínica 

apresentaram-se multirresistentes às classes de antimicrobianos testadas. 

O actinomiceto endofítico R18(6) mostrou potencial para a produção 

de metabólito(s) ativo(s) contra bactérias Gram-negativas multirresistentes. 

Para a produção deste(s) metabólito(s), as condições de cultivo ideais foram 

utilizando o meio base suplementado com 1% de glicose, pH ajustado para 6.5, 

com temperatura de incubação de 30ºC sob agitação constante por 96 horas. 

O(s) metabólito(s) ativo(s) produzido(s) pelo actinomiceto R18(6) 

possue(m) uma estrutura constituída por ligação peptídica e estável a 

temperaturas de até 80ºC. Este(s) metabólito(s) pode(m) ser isolado(s) do meio 

de cultura utilizando-se a extração líquido-líquido com acetona como solvente 

extrator.  

O actinomiceto endofítico R18(6) possui características 

micromorfológicas do gênero Streptomyces. 
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6. PERSPECTIVAS 

 

- Purificar o(s) metabólito(s) ativo(s) por meio da técnica de 

cromatografia em coluna. 

- Identificar o(s) metabólito(s) ativo(s) por meio da técnica de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) acoplada à espectrometria de 

massa. 

- Identificar a estrutura molecular do(s) metabólito(s) ativo(s) por 

meio da técnica de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio. 
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8. APÊNDICES 

 

1. Soluções utilizadas para tamponamento do meio base 

1.1 Solução de Mcllvaine 

1.1.1 Solução tampão pH 4,0 

Na2HPO4 (0,2 M) 7,71 mL 

Ácido cítrico (0,1 M) 12,29 mL 

 

1.1.2 Solução tampão pH 5,0 

Na2HPO4 (0,2 M) 10,30 mL 

Ácido cítrico (0,1 M) 9,70 mL 

 

1.2 Solução de ácido acético e acetato 

1.2.1 Solução tampão pH 4,5 

Acetato de sódio (2 M)  43 mL 

Ácido acético (2 M) 57 mL 

 

1.3 Solução de fosfato de potássio e hidróxido de sódio 

1.3.1 Solução tampão pH 6,0 

H2KPO4 (0,1 M) 50 ml 

NaOH (0,1 M)       5,70 mL 

1.3.2 Solução tampão pH 7,0 

H2KPO4 (0,1 M) 50 ml 



80 

 

 

NaOH (0,1 M) 29,63 mL 

 

1.3.2 Solução tampão pH 8,0 

H2KPO4 (0,1 M) 50 ml 

NaOH (0,1 M) 46,80 mL 

 

1.4 Solução de fosfato de sódio 

1.4.1 Solução tampão pH 6,5 

Fosfato de sódio monobásico (0,2 M)  68,5 mL 

Fosfato de sódio bibásico (0,2 M) 31,5 mL 

 

 

 

 

 


