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AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO ACTINOMICETO
ENDOFITICO R18(6) CONTRA  BACTERIAS  GRAM-NEGATIVAS
MULTIRRESISTENTES."

Autor: Tiele da Silva Carvalho
Orientador: Dr2. Sueli Van Der Sand
RESUMO

As bactérias Gram-negativas das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae sao os patégenos mais comumente isolados de infeccoes.
Devido ao crescente aparecimento de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis para terapéutica, a busca de novos compostos
tornou-se eminente, principalmente oriundos de fontes naturais cultivaveis. Os
actinomicetos sdo uma das principais fontes de metabdlitos secundarios com
atividade antibacteriana. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do
actinomiceto endofitico R18(6) em produzir metabdlitos ativos contra bactérias
Gram-negativas multirresistentes. Para isto, utilizou-se o teste de dupla
camada para avaliar a capacidade de producdo de metabdlitos ativos pelo
actinomiceto. As condigbes de cultivo, como fontes de carbono, temperatura,
pH, modo de incubacdo e tempo de incubacado 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 difusdo em pogo, na
qual foram medidos os halos de inibicdo. 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,
incubagcdo a 30°C sob agitacdo constante durante 96 horas. No ensaio de
concentragao inibitéria minima do extrato bruto, esta variou entre 1/32 e 1/256,
e mostrou atividade bactericida ou bacteriostatica de acordo com o isolado
Gram-negativo. O extrato ativo foi avaliado quando a sua estabilidade térmica e
enzimatica, o qual se apresentou estavel a altas temperaturas e instavel as
enzimas proteoliticas. O extrato bruto foi submetido a extragdo com solventes e
a acetona mostrou-se eficiente como solvente extrator. A micromorfologia do
isolado foi observada em microscopia Optica e de varredura, nos quais
apresentou caracteristicas semelhantes ao género Streptomyces. O
actinomiceto endofitico R18(6) mostrou ser uma nova fonte promissora para a
producdo de compostos ativos contra bactérias Gram-negativas
multirresistentes.

'Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia do
Ambiente, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
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EVALUATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ENDOPHYTIC
ACTINOMYCETE R18(6) AGAINST GRAM-NEGATIVE BACTERIA MULTI-
DRUG RESISTANT.'

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 30°C 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.

'Master Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil,
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1. INTRODUCAO

Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928,
diversos tipos de compostos antimicrobianos tém surgido no mercado mundial.
Apesar de terem sido descobertos com o intuito de curar patologias, 0 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 infecgdes
sistémicas. Com a descoberta da penicilina, observou-se que fontes naturais
tém grande potencial para a produg¢do de compostos ativos. Com isso, um novo
nicho de pesquisa surgiu: a busca de novos metabdlitos provenientes de fontes
naturais. Até a década de 1970, diversas classes de antimicrobianos foram
isoladas de micro-organismos, porém, apos este periodo, a descoberta de
novos compostos ativos foi reduzindo gradualmente.

Devido ao grande uso de antimicrobianos, diversos casos sobre a
resisténcia de micro-organismos aos compostos atualmente utilizados na
clinica tém sido reportados. As principais causas de resisténcia sdo o uso

indevido e extenso dos antimicrobianos, aumento do numero de pacientes



imunocomprometidos e a administracdo de antimicrobianos de amplo espectro
para patologias, muitas vezes, nao diagnosticadas corretamente. Até o século
XX, a resisténcia bacteriana era restrita a ambientes hospitalares. Nos dias
atuais, a resisténcia bacteriana esta presente em diversos ambientes, inclusive
em individuos saudaveis. Os antimicrobianos nao afetam apenas 0s micro-
organismos patogénicos, mas também a microbiota normal do organismo
humano. Dentre muitas razdées que justificam a necessidade de novas
pesquisas e a descoberta de novos antimicrobianos, estd o fato de que as
infecgdes bacterianas sdo a segunda maior causa de mortalidade mundial.
Atualmente, a descoberta de novos antimicrobianos nao se restringe
apenas a novas moléculas, mas também a novos mecanismos de acao e a
novas fontes de compostos. A principal e mais reconhecida fonte natural de
antimicrobianos sdo os actinomicetos. Os actinomicetos sao bactérias Gram-
positivas que habitam principalmente o solo, mas podem também ser isolados
de tecido vegetais, os quais sdo denominados endofiticos. 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 género Streptomyces. Os
Streptomyces sao bactérias mundialmente conhecidas pela capacidade de
producao de diversos compostos ativos, oriundos do metabolismo secundario.
Devido ao desenvolvimento de resisténcia pelos micro-organismos
frente aos compostos antimicrobianos disponiveis para terapéutica, a
importancia da descoberta de novos compostos ativos € eminente. Compostos

ativos provenientes de fontes naturais cultivaveis e viaveis economicamente



sdo de grande importancia para a industria farmacéutica. A descoberta de
compostos com novo mecanismo de acdo ou cuja acdo esta voltada para
grupos especificos de bactérias, como, por exemplo, bactérias Gram-negativas,
também é relevante.

Com isso, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial
do actinomiceto endofitico R18(6) de produzir metabdlitos ativos contra
bactérias Gram-negativas de origem clinica e ambiental.

Como objetivos especificos tém-se: i) avaliar o perfil de resisténcia
dos isolados clinicos e ambientais; ii) otimizar as condi¢des de cultivo (fonte de
carbono, temperatura, pH, modo de cultivo e tempo de incubacédo) do
actinomiceto para producdo de metabdlito(s) ativo(s); iii) caracterizar,
parcialmente, os metabdlitos ativos com relacdo a estabilidade frente a
enzimas proteoliticas e variacées de temperatura; iv) purificar o extrato bruto; e

v) caracterizar micromorfologicamente o actinomiceto.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Actinomicetos

Os actinomicetos sao bactérias Gram-positivas, filamentosas, com
elevado conteludo de bases guanina e citosina em seu DNA (Lechevalier &
Lechevalier, 1967). Estes estdo presentes em diversos habitats, como, por
exemplo, aquatico, vegetal e solo (Williams et al., 1989; Selvakumar, 2010; Li
et al., 2011)

Estes micro-organismos exibem uma ampla variedade morfolégica e
metabdlica e sdo uma das principais fontes naturais de antibiéticos (Nett et al.,
2009). Sua versatilidade morfoldégica € representada pelas estratégias
reprodutivas que englobam diferentes estruturas de formagdo de esporos
(artrosporos, endosporos, zoosporos e aleuriosporos), € pelas caracteristicas
coloniais e miceliais (Ensign, 1978; Willians et al., 1989). J4 a sua versatilidade
metabdlica é representada pela produgcdo de diversos compostos a partir do
metabolismo secundario e pela habilidade de utilizar diferentes fontes de
carbono e de energia (Kennedy, 1999).

Os actinomicetos sdo responsaveis pela producao de mais de 60%
dos metabdlitos microbianos conhecidos até 2000 (Sosio et al., 2000) e uma
fracao significativa (de 5 a 10%) de seu genoma € utilizado para a producao
destes metabdlitos (Baltz, 2008). Dentre os compostos ativos produzidos,

destacam-se o0s antimicrobianos. Desde 1940, quando o primeiro



antimicrobiano foi isolado do género Streptomyces, os actinomicetos tornaram-
se 0s principais produtores de compostos ativos. Esta classe de micro-
organismos também se destaca na producdo de antifungicos (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 endofiticos

Os actinomicetos sao importantes membros da rizosfera possuindo
grande influéncia no crescimento de vegetais, protegendo as raizes de micro-
organismos patogénicos e de fatores ambientais (Hasegawa et al., 2006).
Algumas espécies sao conhecidas por manterem uma associagao com tecidos
vegetais, sendo denominadas como actinomicetos endofiticos (Crawford et al.
1993). Hallmann et al. (1997) definem como endofitico qualquer micro-
organismo que pode ser isolado da superficie desinfectada de tecidos vegetais
ou do interior da planta. Os actinomicetos podem ser isolados de diversas
partes do vegetal, mas sua maior concentracao encontra-se nas raizes (Tian et
al., 2004; Hasegawa et al., 2006).

O micro-organismo endofitico recebe nutrientes e protege a planta
hospedeira, estabelecendo uma relagdo simbidntica (Tan & Zou, 2001). Essa
associagcdo e o consequente beneficio a planta podem ser resultados da
producdo, pelo actinomiceto endofitico, de compostos secundarios
(fitohormobnios, antibidticos e sideréforos) que agem diretamente no
metabolismo do vegetal ou afetam os organismos patogénicos por antibiose ou

competicao (Hasegawa et al., 2006). Cheplick et al. (1989) relataram que



plantas infectadas por endofiticos possuem um crescimento mais rapido do que
as plantas nao infectadas, devido a producao, por estes, de fitohormdnios
como o acido 3-indol-acético, citoquinas e outros promotores de crescimento.
Essa melhoria do crescimento pode ocorrer, também, em consequéncia do
aumento de absorcdo de nutrientes como nitrogénio e fosforo, por exemplo.
Devido ao fato de esses micro-organismos estarem associados a plantas,
Castillo et al. (2007) estimaram que os compostos produzidos sejam atoxicos
para as células eucarioticas.

Os actinomicetos endofiticos sao considerados importantes
produtores de metabdlitos secundarios com aplicacées Uteis na medicina
humana e animal, e na agricultura (Tian et al., 2004; Janso & Carter, 2010). A
producdo de novos compostos antimicrobianos destacou-se nos ultimos anos.
Diversos Streptomyces endofiticos foram isolados de vegetais os quais
apresentaram producdo de novos antimicrobianos como coronamicina,
cacadumicina e munumbicinas (Castillo et al.,, 2002). As munumbicinas,
antimicrobianos peptidicos produzidos por Streptomyces sp. NRRL 30562,
obtido da planta medicinal Kennedia nigriscans, possui um amplo espectro de
acao contra bactérias Gram-positivas, tais como Bacillus anthracis e
Mycobacterium tuberculosis multiresistente. A munumbicina B mostrou-se ativa
também contra Staphylococcus aureus resistentes a 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., € ativa contra

Cryptococcus neoformans e Plasmodium falciparum (Ezra et al., 2004). Tian et



al. (2004) isolaram actinomicetos endofiticos do género Streptomyces sp. das
raizes de plantas de arroz os quais apresentaram atividade contra
fitopatégenos comuns desta graminea. Actinomicetos do género Streptomyces,
isolados das raizes de Azadirachta indica A. Juss., apresentaram atividade
contra Pseudomonas fluorescens e Escherichia coli (Verma et al., 2009). Estes
relatos evidenciam o potencial dos actinomicetos endofiticos como fontes

promissoras para o isolamento de compostos ativos.

2.3 Género Streptomyces

Os estreptomicetos sao bactérias Gram-positivas, aerdbias e
catalase positiva. Estes organismos sdo quimio-organotréficos podendo utilizar
uma grande variedade de compostos organicos como fontes de carbono para
seu metabolismo (Williams et al., 1989).

O género Streptomyces destaca-se dentre os representantes dos
actinomicetos devido a sua ampla producdo de compostos oriundos de seu
metabolismo secundario com amplas atividades biolégicas (Bérdy, 2005; Bibb,
2005). E um género considerado economicamente importante devido & alta
producédo de metabdlitos ativos (cerca de 80% dos antimicrobianos conhecidos
atualmente sdo originados de espécies de Streptomyces) (Prabavathy et al.,
2006). A maioria dos estreptomicetos produz diversos antimicrobianos incluindo
os beta-lactamicos, aminoglicosideos, glicopeptideos, macrolideos, poliénicos,
nucleosideos e tetraciclinas (Bérdy, 2005).

Os estreptomicetos sdo amplamente distribuidos em ambientes

aquaticos e terrestres (Williams et al., 1989; Selvakumar, 2010; Li et al., 2011).



Estes micro-organismos sdo importantes membros do ecossistema do solo,
seu principal habitat, e evoluiram adaptando-se morfoldgica 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 septacdo e formacdo de cadeias de
esporos (Chater, 1998). Estas bactérias sdo saprofiticas e correspondem a
mais de 30% da populacdo presente no solo, sendo responsaveis pela
degradacao e reciclagem da matéria organica (Kennedy, 1999).

Devido a ampla producdao de compostos ativos, principalmente os
antimicrobianos, o género Streptomyces, até a década de 1960, tinha mais de
3.000 espécies descritas. Com o intuito de organizar a descricao das espécies,
em 1966 foi criado o “International Streptomyces Project” (ISP) com o objetivo
de padronizar a descricao de 450 espécies deste género. Os critérios adotados
incluiam a morfologia da cadeia de esporos, a cor dos micélios, a utilizacao ou
ndao de fontes de carbono, a microscopia eletrbnica, a micromorfologia, a
producdo de metabdlitos secundarios 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 género apresenta cromossomo linear muito instavel
que, frequentemente, € acompanhado por plasmideo também linear (Chen,

2002). O seu cromossoma € caracterizado pela presenca de clusters génicos



que codificam enzimas responsaveis pela producao de metabdlitos secundarios
(Hwang et al., 2013).

A producado dos metabdlitos secundarios, em bactérias do género
Streptomyces, coincide com o desenvolvimento de hifas aéreas em culturas
sélidas. Ja no caso de culturas liquidas, os metabdlitos sdo produzidos durante
a fase estacionaria resultantes da limitacdo de nutrientes do meio de cultivo

(Bibb, 2005).

2.4 Metabolismo secundario

Os micro-organismos sao importantes fontes de produtos naturais
com grande valor comercial incluindo antibiéticos, antitumorais, antivirais,
compostos utilizados na agricultura, veterinaria e industria alimenticia (Chen,
2010). Os produtos naturais sao definidos como compostos quimicos isolados
de um ser vivo e que derivam do seu metabolismo primario ou secundario.

Os metabdlitos secundarios sdo compostos nao essenciais para
processos de crescimento, desenvolvimento e reproducado do organismo. Estes
compostos sao produzidos com o objetivo de sobrevivéncia no meio ambiente,
sendo utilizados como mecanismos de defesa (Vaishnav & Demain, 2010). A
maioria dos metabdlitos secundarios em actinomicetos é produzida durante a
fase intermediaria entre a producao de micélio e a esporulacao, acompanhando
a diferenciagdo morfolégica (Hwang et al., 2013).

A diversidade de metabdlitos secundarios €& representada por
modificacoes genéticas (transferéncia horizontal de genes, mutacdes pontuais,
duplicacdo genética, delecbes parciais ou totais de genes, recombinacao

homéloga e transposicées) e por modificacbes ambientais (temperatura, pH,
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fonte de nutrientes, etc.) (Baltz, 2008). Isto caracteriza a producdo de mais de
10.000 compostos bioativos por espécies de actinomicetos (Bérdy, 2005).
Logo, isto evidencia a importancia da adequacao das condicées de cultivo
quando se pretende identificar a formagdo de compostos ativos a partir de

micro-organismos.

2.5 Antimicrobianos

Os compostos antibioticos podem ser isolados de diversas fontes:
bactérias, plantas, insetos, anfibios, vertebrados, etc. (Bérdy, 2005).
Atualmente, a maioria dos antimicrobianos usados clinicamente tem sua origem
em produtos naturais microbianos, principalmente os metabdlitos secundarios
(Pelaez, 2006).

Em 1928, com a descoberta da penicilina, derivada de Penicillium
notatum, novas fontes de antibiéticos motivaram as pesquisas de novos
compostos (Guimaraes et al., 2010). Durante a década de 1940, Waksman
utilizou o termo antibiético pela primeira vez, caracterizando-o como uma
molécula produzida naturalmente por um micro-organismo cuja acao era
antagonista no crescimento de outro micro-organismo (Clardy et al., 2009). Em
1940, o primeiro antibiético originado a partir de actinomicetos, a actinomicina,
foi isolado (Waksman, 1953). Durante a “Década de Ouro” de descoberta dos
antibiéticos, entre 1950 e 1960, foram descobertos compostos importantes
como eritromicina, tetraciclina, canamicina, nistatina e adriamicina (Challis,
2003). Devido ao alto custo das pesquisas, apés a década de 1970 a

descoberta de novas substancias foi reduzindo gradativamente (Bérdy, 2005).
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O mecanismo de acao dos antibidticos € um processo complexo que
envolve desde a interacdo da molécula com seu alvo celular até o
desencadeamento de mudancas bioquimicas, moleculares e estruturais. As
principais agdes dos antibidticos incluem alteracdo da sintese de acidos
nucléicos, inibicdo da sintese da parede celular e inibicdo da sintese de
proteinas (Kohanski et al., 2007).

Os analogos semissintéticos dos compostos naturais existentes
foram introduzidos no mercado entre os anos de 1960 e 1980, como estratégia
contra a resisténcia bacteriana (Fernandes, 2006). Entre os anos de 1980 e
2000, moléculas sintéticas, os antimicrobianos, foram incorporadas ao mercado
devido a reducao de identificagcdo de novos compostos naturais (Guimaraes et
al., 2010).

Os principais antimicrobianos utilizados na clinica sdo classificados
em beta-lactamicos, tetraciclinas, aminoglicosideos, entre outros (Guimaraes et
al., 2010).

Os beta-lactamicos, compreendendo as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos, oxapenémicos e monobactamicos, foram a primeira classe de
antibiético utilizados para o tratamento de infecgdes bacterianas (Guimaraes et
al., 2010). Eles atuam em nivel de sintese de parede celular, inibindo
irreversivelmente a enzima transpeptidase, que catalisa a reagdo de
transpeptidacdo entre as cadeias de peptideoglicano na formacéo da parede
celular (Madigan et al., 2010). Os carbapenémicos sao os mais utilizados

clinicamente devido ao seu amplo espectro de acao frente a bactérias Gram-
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negativas, incluindo a agao contra micro-organismos produtores de enzimas
beta-lactamases de espectro estendido (Suarez & Gudiol, 2009).

As tetraciclinas sdo compostos bacteriostaticos de amplo espectro
que inibem a sintese protéica ligando-se a subunidade 30S ribossomal
impedindo a ligacdo do RNA transportador (Schnappinger & Hillen, 1996). O
uso de tetraciclinas como antibiético de primeira escolha esta diminuindo
devido ao aumento de resisténcia a esta classe (Guimaraes et al., 2010).

Os aminoglicosideos (estreptomicina, por exemplo) sdo compostos
bactericidas que inibem a sintese protéica irreversivelmente por meio da
ligacdo a subunidade 30S ribossomal impedindo a translocacao (Davis, 1987).
Seu uso deve ser controlado devido aos riscos de ototoxicidade e

nefrotoxicidade (Avent et al., 2011).

2.6 Mecanismos de Resisténcia Bacteriana

Embora haja uma ampla variedade de compostos antimicrobianos
disponiveis, o uso indiscriminado destes acarreta o crescente aparecimento de
micro-organismos resistentes. A resisténcia aos antimicrobianos é um
problema complexo que envolve inimeros fatores relacionados ao organismo,
ao medicamento utilizado e ao ambiente (Monroe & Polk, 2000).

A resisténcia é, na maioria das vezes, adquirida por bactérias
previamente susceptiveis a determinado agente antimicrobiano. A principal
forma de aquisicao de resisténcia € a transferéncia de genes presentes em
plasmideos. Os genes de resisténcia presentes no cromossomo ou no

plasmideo podem ser transferidos para a proxima geracdo de células
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(transferéncia vertical) ou para micro-organismos de outras espécies
(transferéncia horizontal) (Schwartz et al., 2003). Além disso, muitas bactérias
apresentam resisténcia intrinseca a determinada classe de antimicrobiano,
independente da transferéncia de genes (Cox & Wright, 2013).

As principais estratégias de resisténcia desenvolvidas por micro-
organismos sao: inativacao enzimatica, alteracao do sitio de acao, alteracao da
permeabilidade da membrana celular externa e bombas de efluxo (Sundsfjord
et al., 2004). A combinacdo de mais de uma estratégia de resisténcia
caracteriza, muitas vezes, a resisténcia a diferentes classes de
antimicrobianos, conhecida como multirresisténcia (Tenover, 2006).

A inativacao enzimatica é caracterizada pela produgdo de enzimas
que degradam o agente antimicrobiano. As beta-lactamases, produzidas por
Escherichia coli, por exemplo, sdo enzimas que hidrolisam o anel beta-
lactamico, estrutura fundamental para a acdo de moléculas que o possui
(Tenover, 2006). As beta-lactamases podem ser codificadas por genes
presentes no cromossoma ou nos plasmideos dos micro-organismos, e muitas
estdo em transposons facilitando a disseminacao entre diferentes organismos
(Livermore, 1995). As beta-lactamases de espectro estendido (“Extended-
Spectrum Beta-Lactamases” - ESBLSs) sdo enzimas mediadas por plasmideos e
conferem resisténcia as penicilinas, celafosporinas de primeira, segunda e
terceira geragdes, e aztreonam, sendo o mecanismo de resisténcia mais
comum em bactérias Gram-negativas (Oliveira, 2011).

A interacao entre a molécula do antimicrobiano e o seu sitio de agéao

€ 0 passo principal para desencadear a morte ou inibicdo do crescimento
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celular. Os principais sitios de acao dos antimicrobianos sao estruturas
importantes para o desenvolvimento celular, portanto o micro-organismo néo
pode exclui-los como mecanismo de defesa, mas apenas altera-los impedindo
a ligacao do agente. A alteracdo da enzima transpeptidase, por exemplo, torna
0 micro-organismo resistente a maioria dos beta-lactdmicos e com isso nao ha
alteracao da sintese 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 hidrofilicas é controlado por porinas, canais protéicos inespecificos
presentes na membrana (Pages et al., 2008), e muitos antimicrobianos como
beta-lactamicos, tetraciclina, cloranfenicol e fluorquinolonas séao transportados
por estes canais para o interior celular (Nikaido, 2003). Algumas espécies de
bactérias Gram-negativas possuem uma baixa sensibilidade inata aos beta-
lactdmicos devido a alteracdo de permeabilidade da membrana celular externa,
relacionada com a perda ou diminuicdo da quantidade das porinas (Nikaido,
2003). Por exemplo, em Pseudomonas aeruginosa a permeabilidade esta
reduzida devido a baixa concentracdo de porinas na membrana externa
(Hancock & Brinkman, 2002; Nikaido, 2003). Em outros casos, como nos
genéros Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter, a baixa
sensibilidade aos beta-lactamicos esta relacionada a presenca de porinas
inespecificas, impedindo a entrada do antimicrobiano na célula (Nikaido, 2003).

As bombas de efluxo sdo proteinas transportadoras responsaveis
pela remocao de substancias 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
sdo caracteristicas de espécies resistentes a multiplos antimicrobianos
(Piddock, 2006).

A resisténcia a multiplos antimicrobianos € um fator que contribui
para 0 aumento da mortalidade em casos de infecgcdes nosocomiais (Rice,
2007). As bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella sp.,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Campylobacter sp., Acinetobacter sp. e
Pseudomonas sp, principalmente) sao frequentemente reportadas como

espécies multirresistentes (Pages et al., 2008).

2.7 Familia Enterobacteriacea e Pseudomonadaceae

As espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae sao bacilos
Gram-negativos, fermentadores de glicose, anaerdbios facultativos ou
aerdbios, sao catalase positiva, oxidase positiva e redutores de nitratos a
nitritos (Murray et al, 2007). As bactérias desta familia sdo os patégenos com
maior prevaléncia em diversas infeccoes (Gaynes et al., 2005) podendo ser
isolados dos tratos intestinal, urinario e respiratério, da corrente circulatéria e
do sistema nervoso (Koneman et al., 2008).

Escherichia coli € a espécie mais comumente relacionada a
infeccdes intestinais, embora esteja presente na microbiota normal intestinal
(Chaudhuri & Henderson, 2012), e também de diversas patologias extra-
intestinais: infecgdes do trato urinario, bacteremia, osteomielite, meningite
neonatal, entre outras (Hamzaoui et al., 2009; Rath et al., 2014). Esta espécie é

relatada como um dos principais patégenos em infeccoes hospitalares,
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principalmente em pessoas imunocomprometidas (Brasil, 2004; Nogueira et al.,
2009; Breathnach, 2013; Tuon et al., 2014). A producéao de beta-lactamases de
espectro estendido € um mecanismo de resisténcia frequentemente associado
a este micro-organismo (Rath et al., 2014).

Klebsiella oxytoca é uma espécie usualmente relacionada a
infeccdes nosocomias, dos tratos urinario e respiratério, infeccoes em feridas
cirurgicas e associadas a diarréia e a colite ap6s o uso de antibiéticos (Ménard
et al., 2010). Os mecanismos de resisténcia apresentados por esta espécie sao
reducdo da permeabilidade da membrana externa, producdo de beta-
lactamases e carbapenemases (Decré et al., 2004; Almeida et al., 2013; Lowe
et al., 2012).

Klebsiella pneumoniae € a bactéria do género Klebisella mais
frequentemente isolada, estando associada a pneumonia, meningite, infecgdes
urinarias e sepses (Oliveira, 2008). Este micro-organismo ¢é ubiquitario,
presente no solo, na 4gua, 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 infeccbes hospitalares (Ko, 2002; Brasil, 2004;
Diancourt et al., 2005; Elemam et al., 2009). Os principais mecanismos de
resisténcia apresentados pela K. pneumoniae sao alteracdo da permeabilidade
da membrana externa, producdo de beta-lactamases de espectro estendido,
AmpC e carbapenemases (Coudron et al., 2000; Diancourt et al., 2005; Moura
et al., 2007).

Proteus mirabilis € 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 infeccoes do trato urinario e sepse, esta espécie é
relacionada a infecgbes do sistema nervoso central, principalmente em
neonatos e criancas, produzindo casos de meningite e abscessos cerebrais
(Renier et al.,1988; Jombo et al., 2012). Sua resisténcia esta relacionada a
producao de beta-lactamases (Coker et al., 2000).

Enterobacter cloacae, constituinte normal da microbiota intestinal,
tem se tornado um importante patégeno em infeccoées nosocomiais (Acolet et
al., 1994; Songa et al., 2010; Dalben et al., 2008), causando principalmente,
pneumonias, infecgdes do trato urinario € meningites (Songa et al., 2010). Esta
espécie é intrinsecamente resistente a aminopenicilinas (ampicilina e
amoxicilina), cefazolina e cefoxitina devido a producédo de AmpC (Cascio et al.,
2014), e também sao produtoras de beta-lactamase de espectro estendido
(Songa et al., 2010).

Enterobacter intermedius, transferida para o género Kluyvera (Pavan
et al., 2005) devido a sua similaridade filogenética, é geralmente isolada do
meio ambiente estando presente na agua e no solo. Casos clinicos
relacionados a esta espécie sdao poucos, mas alguns estudos relatam a
associacao e a presenca deste micro-organismo em patologias (Prats et al.,
1987; Janicka et al., 1999; O’hara et al., 1998). A baixa incidéncia desta
espécie pode ser resultado de técnicas inapropriadas para identificacao (Stock,
2002).

Morganella morganii, presente como microbiota normal intestinal, foi
primeiramente descrita, em 1930, como patégeno em infeccdes urinarias (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
pos-cirirgicos (Tucci & Isenberg, 1981). Este micro-organismo possui
resisténcia intrinseca a beta-lactamicos (ampicilina, amoxicilina e oxacilina) e
cefalosporinas de segunda geracdo, podendo desenvolver resisténcia a
multiplos antibiéticos por meio da producdo 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, €& um micro-organismo oportunista em pessoas
imunocomprometidas (Flegg & Mandal, 1989), podendo causar sepse, diarréia,
meningite, abscessos intra-cranianos e infeccdes do trato urinario (Nishino et
al., 1997; Chen et al., 2011; Plakkal et al., 2013). Esta espécie é considerada
uma das mais importantes causas de infec¢cdes nosocomiais na China (Chen et
al., 2011). Este micro-organismo é caracterizado pela producdo de beta-
lactamase AmpC cromossomal e alguns estudos relatam a producao de beta-
lactamase de espectro estendido e carbapenemases como mecanismos de
resisténcia (Chen et al., 2011; Gaibani et al., 2013).

Citrobacter koseri, previamente conhecido Citrobacter diversus
(Doran, 1999), € um micro-organismo comensal da microbiota dos tratos
geniturinario feminino e intestinal humano e animal (Agrawal & Mahapatra,
2005), e estao presentes no solo e na agua (Dzeing-Ella et al., 2009). Esta
espécie possui fatores de viruléncia que permitem a invasao e sobrevivéncia
em células epiteliais, podendo causar, assim, abscessos (Doran, 1999). Estes
micro-organismos podem causar infecgdes nos sistemas urinario,

gastrointestinal e respiratdrio, sendo comumente reportados em neonatos e
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imunocomprometidos (Dzeing-Ella et al., 2009). No periodo neonatal e na
infancia, o Citrobacter koseri esta relacionado a sepse, meningite e abscessos
cerebrais (Doran, 1999).

Pantoea agglomerans, conhecida inicialmente como Enterobacter
agglomerans (Gavini et al., 1989), é uma bactéria ubiquitaria amplamente
distribuida no meio ambiente, podendo ser isolada do solo, agua, plantas,
animais e humanos (Delétoile et al., 2009). Esta espécie esta associada a
traumas causados por partes de vegetais, resultando em infeccbes em tecidos
moles, ossos e articulagdes (Cruz et al., 2007), e também ¢é oportunista em
pessoas imunocomprometidas, causando infecgdes do trato urinario e
bacteremia (Sharma et al., 2012). Este micro-organismo é reconhecido como
agente de infecgcbes nosocomiais devido a contaminacdo de solucdes
parenterais como hemoderivados, nutricao parenteral, anestésicos e hidratacao
venosa (Delétoile et al., 2009; Sharma et al., 2012).

Os representantes da familia Pseudomonadaceae sao bacilos Gram-
negativos, estdo presentes em diversos habitats (solo, agua, plantas e
animais), sao aerébios ou anaerébios, e quimio-organotroficos (Sharma et al.,
2014). Pseudomonas aeruginosa € a espécie mais amplamente estudada desta
familia (Murray et al.,, 2007), principalmente relacionada a infecgdes
hospitalares (Levin et al., 1999; Gibb et al., 2002; Sharma et al., 2014). Esta
bactéria é considerada um patégeno oportunista e raramente causa infeccoes
em humanos, afetando, principalmente, individuos imunocomprometidos
(Balasubramanian et al., 2013), pessoas com queimaduras, SIDA (Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida) e fibrose cistica (Shepp et al., 1994; Delden &



20

Iglewski, 1998; Rumbaugh et al., 1999; Mauch & Levy, 2014). O tratamento de
infecgdes causadas por P. aeruginosa é dificil devido aos seus mecanismos de
resisténcia — producao de beta-lactamase AmpC induzivel, bombas de efluxo e
alteracdo da permeabilidade da membrana externa (Livermore, 2002;
Fuentefria et al., 2008) — e, principalmente, a formacao de biofilmes (Whiteley

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

3.1 Amostras

3.1.1 Actinomiceto endofitico

Para realizagao deste trabalho, foi utilizado o actinomiceto endofitico
R18(6), isolado de raizes de tomateiro Lycopersicon esculentum (Oliveira,
2010), depositado na bacterioteca do laboratério de Microbiologia Ambiental do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFRGS. A
amostra encontrava-se armazenada em tubos contendo meio de cultura agar
amido caseina (amido 1%; caseina 0,012% ; NaCl 0,2% ; KNOj3 0,2%; KoHPO4
0,2%; MgSQO4 0,005%; FeSO4 0,001%; CaCOs; 0,002%; agar bacterioldgico
0,6%) inclinado e para recuperacao desta foi realizado um repique para placas
contendo o mesmo meio de cultura. As placas foram incubadas durante 10 dias

a 30°C.

3.1.2 Isolados Gram-negativos de origem ambiental e clinica

Foram utilizadas, neste trabalho, 10 bactérias Gram-negativas,
isoladas do Arroio Diluvio (Oliveira, 2011), depositadas na bacterioteca do
laboratério de Microbiologia Ambiental do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia da UFRGS e 12 bactérias Gram-negativas de
origem clinica fornecidas pela Dra. Ana Lucia Souza Antunes do Laboratério de
Anadlises da Faculdade de Farmacia da UFRGS (Tabela 1). Os isolados

encontravam-se armazenados em glicerol 20%. Para recuperacdo destes, 10
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UL do material foi passado para caldo tripticaseina de soja (TSB — Tryptic Soy

Broth) e incubado durante 24 horas a 35°C.

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

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

Citrobacter freundii 1CC09 Enterobacter cloacae 62
Pantoea agglomerans S3AEQ3 Escherichia coli 70
Enterobacter intermedius 1CCQ07 Klebsiella oxytoca 90
Escherichia coli 1DE14 Klebsiella pneumoniae 15
Escherichia coli 4EC05 Klebsiella pneumoniae 222
Klebsiella pneumoniae 1CEQ2 Morganella morganii 162
Klebsiella oxytoca 2BS08 Proteus mirabilis 102
Proteus mirabilis 3DCO1 Pseudomonas aeruginosa 54

Pseudomonas aeruginosa 59
Pseudomonas aeruginosa 230

3.2 Perfil de susceptibilidade dos isolados bacterianos a
antimicrobianos

Para avaliagdo 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 37°C
por 24 horas. Apds, as suspensdes foram ajustadas, utilizando-se solucéo
salina estéril, até a turvacado correspondente a 0,5 na escala de McFarland
(equivalente a 102 unidades formadoras de colonia (UFC)/mL). As suspensdes
foram inoculadas, com suabe estéril, em placa contendo agar Muller-Hinton.
Em seguida, os discos contendo o0s antimicrobianos foram dispostos
equidistantes na superficie do agar. As placas foram incubadas a 35°C por 18
horas. Os halos de inibicdo 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 frequéncia na terapéutica contra bactérias
Gram-negativas: amoxicilina/clavulanato (AMC 10 ug), ampicilina (AMP 30 ug),
aztreonam (ATM 30 pug), ceftazidima (CAZ 30 pg), cefalotina (CFL 30 pg),
cefoxitina (CFO 30 ug), ciprofloxacina (CIP 5 ug), cloranfenicol (CLO 30 ug),
cefpodoxima (CPD 10 ug), ceftriaxona (CRO 30 ug), cefotaxima (CTX 30 ug),
ertapenem (ETP 10 ug), estreptomicina (EST 10 pg), gentamicina (GEN 10 pg),
imipenem (IMP 10 pg), meropenem (MER 10 pg), nitrofurantoina (NIT 300 ug),
norfloxacina (NOR 10 pg), sulfametoxazol/trimetoprim (SUT 25 ug), tetraciclina

(TET 30ug).

3.3 Avaliacao da atividade do actinomiceto R18(6) pelo ensaio
de dupla camada

Para avaliacdo do potencial de producdo 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 agar amido caseina e incubou-se por 14 dias a 30°C.
ApOs esse periodo, foram vertidas, sobre o0s crescimentos, suspensdes
bacterianas contendo 1 mL de uma suspensdo com concentracdo de 10°
UFC/mL (correspondente a uma solucao padréao de 0,5 na escala McFarland) e
9 mL de agar Muller-Hinton fundido. As placas foram incubadas no periodo de
24 e 48 horas a 37°C. Ao final da incubacdo, foram medidos os halos de
inibicdo determinando-se a atividade antimicrobiana. Os testes foram

realizados em duplicata.

3.4 Producao do extrato bruto
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A avaliagdo 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-in6culo onde uma aliquota do
actinomiceto, crescido previamente em placa de agar amido caseina, foi
transferida para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio base
(caseina 0,03%; NaCl 0,2%; KoHPO4 0,2%; MgSO,4 0,005%; CaCO3; 0,002%;
KNOj3 0,2%) suplementado com 1% de glicose. Estes frascos foram incubados
por 48 horas a 30°C sob agitagéo constante de 100 r.p.m. Apds este periodo, 3
mL do pré-inéculo foram transferidos para novos frascos. As mesmas
condicOes de cultivo utilizadas para preparacao do pré-inéculo foram aplicadas
para producao do inéculo. O extrato foi produzido durante 10 dias de incubacgao
e a cada 24 horas uma aliquota de 100 pL foi retirada para realizagao do teste
de difusdo em poco. Para obtencdo de um extrato bruto livre de células, a

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

3.5 Teste de antibiose por difusao em poco

Para avaliagdo da atividade dos extratos produzidos pelo
actinomiceto R18(6), realizou-se o teste de antibiose por difusdo em poco
(adaptado de Devillers et al., 1989). O ensaio de difusdo em pogo consistiu em
inocular, utilizando um suabe estéril, uma suspensao bacteriana, ajustada a 0,5
na escala de McFarland (o que corresponde a 102 UFC/mL), em placas
contendo agar Mduller-Hinton. Apds a semeadura, foram realizados pocos de 9
mm no agar. Em cada pocgo, adicionou-se 100 pyL 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 refrigeracao (4°C),
para difusdo do extrato no meio de cultura, e posteriormente, por 24 horas a
35°C, para crescimento microbiano. Os testes foram realizados em duplicata e

a atividade antimicrobiana foi obtida a partir das médias dos halos de inibi¢ao.

3.6 Otimizacao das condicoes de cultivo do extrato bruto para a
producao de metabdlito(s) ativo(s)

Com o objetivo de aprimorar a producao de metabdlito(s) ativo(s) a
partir do actinomiceto R18(6), foram avaliados diferentes condi¢cdes (fonte de
carbono, temperatura, modo de incubacéo, pH e tempo) separadamente. Ao
passo que uma condicdo era determinada como 6tima para a producédo de

metabdlito(s) ativo(s), uma nova condi¢do passou a ser testada.

3.6.1 Avaliacao de diferentes fontes de carbono

Inicialmente, para a otimizacdo das condicbes de producdo do
metabodlito de interesse foi avaliada a influéncia da fonte de carbono na
producdo do composto ativo. Para tanto, quatro fontes de carbono (amido,
sacarose, glicerol e glicose) foram avaliadas. Estas foram adicionadas em meio
base na concentracdo de 1%. O extrato foi produzido durante 10 dias, sob
agitacao constante de 100 r.p.m. e na temperatura de 30°C. Para avaliacao da
atividade dos extratos brutos formados com diferentes fontes de carbono,
realizou-se o teste de difusdo em poco nos intervalos de 24 horas. Os testes
foram realizados em duplicata e a atividade antimicrobiana foi obtida a partir

das médias dos halos de inibig&o.
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3.6.2 Avaliacao de diferentes temperaturas e métodos de
incubacao

Apos avaliagéo das fontes de carbono como constituintes do meio
de cultivo e a determinacdo de qual delas proporcionou a producdo de um
extrato bruto mais ativo, avaliou-se a influéncia de diferentes temperaturas de
incubagédo na producado do composto ativo. A faixa de temperatura testada foi
de 25°C, 30°C, 35°C, 40°C e 45°C. O extrato foi produzido durante 10 dias, sob
agitacdo constante de 100 r.p.m., e nos intervalos de 24 horas realizou-se o
teste de difusdo em poco. Os testes foram realizados em duplicata e a
atividade antimicrobiana foi obtida a partir das médias dos halos de inibicao.

Em seguida a definicdo da temperatura, avaliou-se qual modo de
incubagcdo (agitacdo ou estatico) influencia na producdo de metabdlito(s)
ativo(s). Foram avaliadas a agitagdo em 100 r.p.m e a incubacdo em modo

estatico utilizando-se estufa.

3.6.3 Avaliacao do pH do meio de cultivo e do tempo de
incubacao

Apoés determinados a fonte de carbono, a temperatura e o método de
incubacgao, avaliou-se a influéncia do pH na producéao de metabdlito(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 (Apéndice 1). As condigcdes
(fonte de carbono, temperatura e modo de cultivo) que se apresentaram ideais
para a producao de metabdlito(s) ativo(s) foram utilizadas neste ensaio.

Também se avaliou a influéncia do tempo de incubacao na producao

de composto(s) ativo(s). Para isto, foram realizados testes de antibiose por
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difusdo em poc¢o no intervalo de 24 horas durante 10 dias de incubacéo. Para
estes testes, utilizou-se as condi¢des de cultivo (fonte de carbono, temperatura,
modo de incubacao e pH) que proporcionaram um extrato bruto com melhor

atividade contra os isolados Gram-negativos.

3.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos com o teste de antibiose por difusdo em poco
foram avaliados estatisticamente utilizando-se a anélise de varidncia (ANOVA)
e o teste de comparacao de multiplas médias (teste de Tukey), considerando

95% de significancia.

3.8 Curva de crescimento do actinomiceto endofitico

A curva de crescimento teve como objetivo avaliar o tempo de
geracao do actinomiceto e correlacionar com a fase de produg¢do do composto
ativo. Primeiramente, um pré-inéculo 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 condicdes do pré-inéculo. A cada 24 horas, um frasco foi
retirado da incubacdo 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 um. Previamente a filtracdo, as
membranas foram dessecadas por 24 horas e, apés, foram pesadas em
balanca analitica. Posteriormente a filtracdo, 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
balanca analitica. O peso seco foi determinado pela diferenca entre o peso final

da membrana, apos filtracao, e o peso inicial da membrana.

3.9 Curva de variacao 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 variacao de pH. Inicialmente, foi preparado um pré-inéculo
conforme descrito no item 3.4. Os frascos foram incubados durante 10 dias. A
cada 24 horas, um frasco foi retirado da incubacdo e o pH foi medido em

pHmetro.

3.10 Concentracao inibitoria minima (CIM)

A CIM foi determinada utilizando-se o0 método de microdiluicdo em
caldo de acordo com a norma M7-A7 (CLSI, 2006). Para este ensaio, foram
utiizados 17 isolados Gram-negativos multirresistentes (Tabela 2). Para
preparacao dos indculos, as suspensdes dos isolados, crescidos previamente
em caldo TSB durante 24 horas a 37°C, foram ajustadas, com solugéo salina
estéril, a 0,5 na escala de McFarland (correspondendo a 10® UFC/mL). Estas
suspensoes foram diluidas na propor¢cdo de 1:10 para obtengdo de uma
concentracdo de 10 UFC/mL. A viabilidade dos inéculos foi testada,
paralelamente, inoculando uma aliquota em placas contendo agar tripticaseina
de soja (TSA — Tryptic Soy Agar). As placas foram incubadas por 24 horas a

35°C.



29

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos. Para o controle
negativo, foi utilizado 100 pL de caldo Muller-Hinton. Para controle positivo,
utilizou-se 95 pL de caldo Miiller-Hinton e 5 pL do in6culo. Nos pogos onde
foram feitas as diluices, adicionou-se, inicialmente, 95 puL de caldo Mdller-
Hinton. Logo apos, acrescentou-se 100 pL de extrato e procedeu-se a diluicdo
seriada até a concentracdo de 1/1024. Ao final, 5 pL do inéculo foram
pipetados em cada poco.

As placas foram incubadas no periodo de 24 e 48 horas a 35°C.
Para verificar se o extrato possuia atividade bacteriostatica ou bactericida, apds
os tempos de incubagdo, uma aliquota dos pocos que nao apresentavam
crescimento visivel foram plaqueadas em meio TSA. A concentragao inibitéria
minima foi definida como a menor concentracao de extrato bruto capaz de inibir

0 crescimento bacteriano.

Tabela 2. Isolados Gram-negativos utilizados para avaliacao da concentracao
inibitéria minima 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 Caracterizacao parcial do(s) metabdlito(s) ativo(s)

3.11.1 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas

Para analisar a estabilidade do(s) metabdlito(s) ativo(s) frente a
enzimas proteoliticas, utilizou-se cinco enzimas: tripsina (25 mg/mL), papaina

(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 solu¢cdo, com concentracao final de
2%, contendo 400 pL do extrato bruto e a enzima. A solugéo foi acondicionada
em microtubo e incubada a 37°C, em estufa, durante 1 hora. A atividade
antimicrobiana do composto(s) ativo(s), apés o tratamento com as enzimas, foi
avaliada pelo teste de antibiose por difusdo em poco, 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 ap6s medicao dos halos de inibicao, utilizando a equacao (adaptada

de Oliveira, 2004):

AR.(%)=_Hr—=9 x100 Equacéo 1
Hc -9
Sendo:
A.R.: atividade residual
Ht: média do halo de inibicao do extrato bruto apods tratamento (mm)
Hc: média do halo de inibicdo do controle (mm)

9: didmetro do poco

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 100°C utilizando-se banho de
agua. Para cada ensaio, 400 uL de extrato bruto foram utilizados. Para as
temperaturas de 30°C a 90°C, os tempos de incubacao foram de 15 e 30

minutos. Para a temperatura de 100°C, avaliou-se os tempos de incubacgao de
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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,
apos cada tratamento, pela técnica de difusdo em pocgo. Os halos de inibicao
foram medidos e a atividade residual do composto foi calculada (equagao 1).

Os testes foram realizados em duplicata.

3.12 Extracao de metabdlitos ativos

A purificacao parcial do(s) composto(s) ativo(s) foi realizada através
do método de extracao liquido-liquido descontinua (Vogel, 1980), utilizando-se
a proporcao de 1:1 de extrato bruto e solvente (Tabela 3). Apds a extragao, a
fracdo organica foi submetida a evaporacao do solvente por rota-evaporacao
(Vogel, 1980). Apés completa eliminagcdo do solvente, o extrato purificado foi
ressuspendido com 3 mL de solvente (0 mesmo utilizado na extragéo), 3 mL de
agua destilada ou 3 mL de tampao fosfato salino (PBS — Phosphate Buffered
Saline). O extrato ressuspendido e a fracdo aquosa foram avaliados quanto a
atividade pelo teste de difusdo em poco. No caso de formagao de precipitado
durante o processo de extracdo, este foi analisado quanto a atividade pelo

mesmo método, antes e apds secagem por chapa de aguecimento.

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

Diclorometano Etanol
Acetona Isopropanol
Hexano Isobutanol

Acetato de etila Acido acético
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3.13 Microcultivo do actinomiceto

A técnica de microcultivo foi realizada para visualizacdo da
morfologia microscépica do actinomiceto (Williams et al., 1989). Para isto, em
placas de vidro, foram dispostas lAmina de microscopia, apoiadas sobre dois
palitos de madeira, laminula e algodao. Apds a esterilizagdo, em autoclave,
sobre a lamina foi adicionado um cubo de agar amido caseina. O actinomiceto
foi inoculado nas bordas e no centro do agar e, sobre a semeadura, foi
adicionada uma laminula. Para manter a umidade, foi adicionada agua estéril
no algodao. As placas foram incubadas a 30°C e a morfologia do isolado foi
avaliada em 10-14 dias. Por meio desta técnica podem ser identificadas
diversas caracteristicas que possibilitam a classificagdo do actinomiceto em
nivel de género: producao e fragmentacdo de esporos, formacado de micélio

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

3.14 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura teve como objetivo avaliar as
caracteristicas das hifas e a superficie dos esporos do actinomiceto, sendo
necessarias para a sua classificagao em nivel de género (Williams et al., 1989).
Para isto, primeiramente, foi realizada a técnica de microcultivo adaptada: 1 mL
de agar amido caseina foi adicionado sobre laminulas com 13 mm de didmetro.
Apé6s a solidificacdo do agar, o actinomiceto foi semeado nas bordas e no
centro. Apbés o cultivo de quatro dias, as laminulas foram submetidas ao
protocolo de preparo da amostra fornecido pelo Centro de Microscopia

Eletrénica da UFRGS, com adaptacdes. As amostras foram fixadas com
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glutaraldeido 25% durante dois dias. Ap6s este periodo, foram realizadas trés
lavagens (com duracdo de 30 min cada) com solucdo tampao fosfato 0,2 M e
agua destilada. Em seguida, a amostra foi submetida a desidratacdo com
diferentes concentracdes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). O ponto
critico (retirada da agua do sistema) foi realizado utilizando-se o equipamento
BAL-TEC CPD 030 Critical Point Dryer. A visualizacdo da amostra foi realizada

no microscépio eletrdénico de varredura JEOL JSM-6060.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfil de susceptibilidade dos isolados bacterianos a

antimicrobianos

Os isolados Gram-negativos, de origem ambiental e clinica 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 resisténcia a mais de duas classe de antimicrobiano. Deste
modo, observou-se que 92% dos isolados sao multirresistentes. A
multirresisténcia apresentada pelos isolados testados pode ser associada a
presenca de um conjunto de mecanismo de resisténcias (Sundsfjord et al.,
2004; Webber & Piddock, 2003).

No presente estudo, observou-se que as trés espécies de
Pseudomonas aeruginosa selecionadas foram resistentes a 95% dos
compostos testados. A resisténcia desta espécie aos antimicrobianos tem
aumentando mundialmente, a qual pode estar associada a mecanismos
intrinsecos de defesa como a presenca de bombas de efluxo (Livermore, 2002;
Japoni et al., 2006; Cox & Wright, 2013). Todos os isolados Gram-negativos
testados apresentaram resisténcia 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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'AMC (amoxicilina+clavulanato), AMP (ampicilina), ATM (aztreonam), CAZ (ceftazidima), CFL (cefalotina), CFO (cefoxitina), CIP (ciprofloxacina), CLO (cloranfenicol), CPD (cefpodoxima), CRO
gceftriaxona), CTX (cefotaxima), ETP (ertapenem), EST (estreptomicina), GEN (gentamicina), IMP (imipenem), MER (meropenem), NIT (nitrofurantoina), SUT (sulfazotrim), TET (tetraciclina).
R = Resistente; | = Intermediario; S = Sensivel.
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das cepas de P. aeruginosa apresentaram-se multirresistentes. Observou-se
também que apenas a ceftazidima foi eficiente para a inibicdo do crescimento
desta espécie, onde um isolado mostrou-se sensivel e dois apresentaram
resisténcia intermediaria. Um estudo realizado por Neu & Labthavikul (1982)
mostrou que a ceftazidima € mais ativa contra P. aeruginosa do que a
cefotaxima, evidenciando a sua estabilidadade frente a enzimas beta-
lactamases.

Neste estudo, observou-se que o0s carbapenémicos (ertapenem,
imipenem e meropenem) apresentaram uma maior atividade contra os isolados
Gram-negativos testados (59%). Segundo Martinez et al. (2010), os
carbapenémicos sao os antibiéticos com maior espectro de acéao, atividade e
resisténcia a enzimas beta-lactamases. Alguns estudos contrastam com este
resultado obtido, mostrando um aumento da resisténcia de bactérias da familia
Enterobacteriaceae a esta classe de antibiéticos (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 otimizacdo das condicdes de cultivo para producdo do(s)

metabdlito(s) ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) (Tabela 5).
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Tabela 5. Isolados Gram-negativos multirresistentes
selecionados para os ensaios de otimizacdo das condicoes
de cultivo para producdo do(s) metabdlito(s) ativo(s) pelo
actinomiceto R18(6).

Enterobacter intermedius 1CC07
Proteus mirabilis 3DCO01
Pantoea agglomerans 3AEQ3
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 Avaliacao 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 metabdlito(s) ativo(s) contra os isolados Gram-
negativos resistentes a antimicrobianos comumente utilizados na clinica. O
actinomiceto apresentou atividade contra 20 dos 22 isolados testados (Tabela
6). O actinomiceto R18(6) somente néo 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 resisténcia para muitos destes compostos explica a
importancia da busca de novas drogas e de novas fontes. Os actinomicetos,
tantos os isolados do solo quantos os endofiticos, sdo 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; EI-Shatoury et al., 2013).
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Tabela 6. Resultados obtidos na avaliagdo da atividade
do actinomiceto R18(6) através do ensaio da dupla
camada.

Isolados Gram-negativos Médias dos halos de inibigao

(mm)
E. coli 1DE14 48
E. coli 4ECO05 56
E.coli 70 26
K. pneumoniae 1CEQ2 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 1CCO09 35
C. koseri 3EC04 38
C. koseri 3CC04 47
E. intermedius 1CCO07 55
P. agglomerans 3AEOQ3 22
E. cloacae 62 62
E. cloacae 49 60
M. morganii 162 40
P. mirabilis 3DCO01 33
P. mirabilis 102 30

A agdo contra bactérias Gram-negativas multirresistentes
apresentada pelo isolado R18(6) evidencia o seu potencial como fonte de
novos compostos antibiéticos. Resultado semelhante foi exposto por Tanvir et
al. (2013) os quais testaram a atividade de 42 actinomicetos endofiticos do
género Streptomyces e constataram a atividade de 12 isolados contra
patdbgenos nosocomiais multirresistentes dos géneros Pseudomonas,

Enterobacter e a espécie Escherichia coli.
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4.3 Otimizacao das condicoes de cultivo do isolado R18(6) para
a producao do(s) metabdlito(s) ativo(s)

Inicialmente, para otimizacdo das condicbes de cultivo, o extrato foi
produzido utilizando-se 50 mL de meio base suplementado com 1% de glicose
durante 10 dias a 30°C sob agitacdo constante de 100 r.p.m. Para melhorar a
producdo de metabdlito(s) ativo(s) avaliou-se cinco parametros: fonte de
carbono, temperatura, modo de incubagdo, pH e tempo de incubacdo. A
medida que uma condicdo fosse sendo determinada como o6tima para a

producédo de metabdlito(s) ativo(s), uma nova condigdo passava a ser testada.

4.3.1 Avaliacao de diferentes fontes de carbono

Para otimizagdo do meio de cultivo, foram avaliados, primeiramente,
quatro fontes de carbono: amido, sacarose, glicerol e glicose. Por meio da
técnica de difusdo em poco, foi avaliada a atividade antimicrobiana dos extratos
produzidos nas condicdes de crescimento com diferentes fontes de carbono
(Tabela 7). O extrato foi produzido durante 10 dias de incubacao 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 inibi¢éo.

O extrato produzido com o crescimento do actinomiceto na presenga
da glicose destacou-se dos demais devido ao maior nimero de bactérias
inibidas (82%) (Tabela 7). Somente as cepas Pantoea agglomerans 3AE03 e
Pseudomonas aeruginosa 54 nao foram inibidas pelo extrato produzido pelo
isolado R18(6). Os extratos produzidos na presenca de glicerol, sacarose e
amido como fontes de carbono apresentaram resultados insatisfatérios, 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 sintese de compostos ativos a partir de micro-organismos nao
€ fixa, podendo ser regulada por meio de modificacbes nas condi¢cdes 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 influéncia de diferentes
fontes de carbono e constataram que o meio suplementado com glicose
favorece a producédo de metabdlitos ativos (Raytapadar & Paul, 2001; Gupte &

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

Tabela 7. Resultados obtidos na otimizacao da producao do(s) metabdlito(s) ativo(s)
pelo actinomiceto R18(6) apds adicdo de diferentes fontes de carbono ao meio base.

Fontes de carbono / Médias dos halos de inibigdo (mm)

Isolados Gram-negativos

Glicose® Glicerol® Sacarose®  Amido®

E. intermedius 1CCO07 16,0 15,0 0,0 0,0
P. mirabilis 3DCO01 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 nao ha diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Tukey (p>0,05).
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4.3.2 Avaliacao de diferentes temperaturas e métodos de
incubacao

Para aperfeigoar a condicdo de crescimento dos micro-organismos e
a producao de um extrato bruto ativo, a temperatura de incubacao foi avaliada
na faixa de 25°C, 30°C, 35°C, 40°C e 45°C (Tabela 8). Os extratos foram
produzidos durante 10 dias, sob agitacao constante de 100 r.p.m. e utilizando-
se 50 mL de meio base contendo 1% de glicose. A cada 24 horas, foi realizado
0 ensaio de atividade utilizando o método de difusdo em pogo. A atividade foi
avaliada a partir das médias dos halos de inibicao.

O extrato produzido na temperatura de 30°C apresentou um maior
espectro de atividade, pois foi ativo contra um maior nimero de isolados (82%)
(Tabela 8). De acordo com a avaliagdo estatistica, a temperatura de 30°C
diferiu significativamente (p<0,05) das demais temperaturas. Assim, definiu-se
esta temperatura como ideal para producédo de metabdlito(s) ativo(s) e para o
crescimento do micro-organismo.

No ensaio com as temperaturas de 40°C e 45°C, ndo houve
atividade antimicrobiana contra os isolados. Durante esses testes, observou-se
também que ndo houve crescimento de massa celular indicando que as
mesmas nao sao temperaturas ideais para o crescimento do actinomiceto em
estudo. No entanto, quando a temperatura foi de 25°C 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 influéncia da
temperatura (25, 30, 35 e 40°C) na producao de metabdlitos ativos do isolado

Streptomyces sp. TN262, no qual verificaram que a temperatura de 30°C
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favoreceu a produgcdo e o crescimento do micro-organismo. Outros estudos
avaliando este parametro verificaram que a temperatura de 30°C é ideal para a
producédo de antibiéticos ativos (Hassan et al., 2001; Gupte & Kulkarni, 2002;

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

Tabela 8. Resultados obtidos na otimizacdo da producédo do(s) metabdlito(s)
ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) em meio base com 1% de glicose submetido
a diferentes temperaturas de incubacao.

Temperatura / Médias dos halos de inibi¢cao

Isolados Gram-negativos (mm)
25°CP 30°C? 35°C°
E. intermedius 1CC07 0,0 16,0 13,0
P. mirabilis 3DCO01 13,2 14,5 12,5
P. agglomerans 3AEOQ3 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 nao ha diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Tukey (p>0,05).

Em seguida a determinacao da temperatura, foi realizado ensaio
para verificar a influéncia dos métodos de incubacgéo, agitacdo e estatico, na
producdo do(s) metabdlito(s) ativo(s). Para este ensaio, o extrato bruto foi
produzido em 50 mL de meio base contendo 1% de glicose, sob agitacdo
constante de 100 r.p.m. e sob modo estatico (em estufa) durante 10 dias. A
cada 24 horas, foi realizado o teste de difusdo em pogo com o extrato
produzido. A atividade foi avaliada a partir das médias dos halos de inibicao. A

partir dos resultados obtidos, constatou-se que utilizando a agitagédo o extrato
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produzido apresentou atividade contra um maior nimero de isolados (82%)
(Tabela 9). Segundo Moore & Bushell (1997) a agitacao € um fator importante
para producéo de antibibtico, pois culturas estaticas nao recebem suprimento

de oxigénio necessario para o metabolismo celular.

Tabela 9. Resultados obtidos na otimizagdo da producdo do(s)
metabdlito(s) ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) em meio base com 1% de
glicose submetido a diferentes modos de incubagao.

Modo de incubacédo / Médias dos halos de

Isolados Gram-negativos inibigao (mm)

Agitagéo Estatico

E. intermedius 1CCO07 16,5 0,0

P. mirabilis 3DCO01 15,0 0,0

P. agglomerans 3AEOQ3 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 Avaliacao do pH do meio de cultivo e do tempo de
incubacao

A fim de avaliar a influéncia do pH na producao 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 30°C
sob agitagdo constante de 100 r.p.m. No intervalo de 24 horas, foi realizado o
ensaio de difusdo em pocgo. A atividade do extrato foi avaliada a partir das
médias dos halos de inibicdo. A partir da analise estatistica, obteve-se que a

atividade do extrato bruto das culturas com pH de 6.5 e 8.0 n&o 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 avaliacdo do extrato produzido nos cultivos com valores de pH de

4.0, 4.5 e 5.0 ndo houve crescimento do actinomiceto.

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

Valores de pH / Médias dos halos de inibicao

Isolados Gram-negativos (mm)
pH 6,0° pH 6,5 pH 7° pH 8°
E. intermedius 1CCO07 13,0 17,0 16,9 14,1
P. mirabilis ~ 3DCO01 0,0 13,2 0,0 0,0
P. agglomerans 3AEO03 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 nao ha diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Tukey (p>0,05).

O pH é um dos parametros mais importantes no meio de cultura,
pois exerce efeito direto sobre a atividade de muitas enzimas essenciais para o
metabolismo do micro-organismo (Guimaraes et al., 2004). Trenozhnikova et al.
(2012) utilizou meio de cultivo em pH 6.5 no processo de fermentacédo da cepa
Streptomyces spp. IMV-70 para a producao, isolamento e caracterizacdo do

composto antibiético numero 70. Outros autores relatam a importancia da
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avaliacao do pH do meio de cultivo (Gupte & Kulkarni, 2002; Elleuch et al.,
2010; EI-Gendy & EL-Bondkly, 2010).

Logo apdés a determinacdao do pH, foi avaliado o tempo para
otimizacdo das condi¢cdes de cultivo com objetivo de produzir metabdlito(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 difusdo em poco realizados nos
intervalos de 24 horas durante 10 dias de incubagdo a 30°C sob agitacao
constante de 100 r.p.m. O resultado foi obtido a partir das médias dos halos de

inibicao.

Tabela 11. Resultados obtidos na otimizacao da producao do(s) metabdlito(s)
ativo(s) pelo actinomiceto R18(6) em meio base com 1% de glicose submetido
a diferentes tempos de incubagéo.

Tempo de incubagéo / Médias dos halos de inibigao
Isolados Gram-negativos (mm)

72h%°  96h?  120h®*° 168h*¢ 216h°  240h°

E. intermedius 1CCO07 0,0 0,0 0,0 12,8 0,0 14,8
P. mirabilis 3DCO01 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 nao ha diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Tukey (p>0,05).
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No pré-indculo e nos tempos de 24, 48, 144 e 192 horas de
incubagdo nao houve inibicdo das bactérias Gram-negativas testadas, porém
houve crescimento de massa celular evidenciando que estes tempos nédo sao
favoraveis para a producao de metabdlitos ativos.

A partir da analise estatistica, observou-se que ha uma diferenca
significativa entre os tempos de incubacao avaliados. A aplicacao do teste de
Tukey mostrou que os extratos produzidos nos tempos de 72, 96, 120 e 168
horas nao diferem significativamente entre suas atividades. Dessa forma optou-
se como tempo de incubacéo ideal o de 96 horas, pois 0 extrato produzido
neste periodo foi ativo contra um maior nimero de isolados. O extrato somente
nao foi ativo contra E. intermedius 1CC07 e P. agglomerans 3AEQ3. Banga et
al. (2008) e Sujatha et al. (2004) avaliaram a producao de metabdlitos ativos a
partir de isolados do género Streptomyces sp. e constataram que maxima
concentragao de antibiéticos também ocorreu com 96 horas de incubagao.

Apos determinadas as condi¢des de cultivo 6timas de crescimento
do actinomiceto R18(6), para a producao do(s) metabdlito(s) ativo(s), o extrato
produzido nestas condicdes 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 30°C sob
agitacao constante de 100 r.p.m. Apo6s preparacao do pré-indculo durante 48
horas, 3 mL do extrato foram transferidos para novos frascos contendo o
mesmo volume de meio de cultura e incubados nas mesmas condicoes citadas

acima.O ensaio de difusdo em poco foi realizado apds incubacao de 96h. O
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extrato bruto apresentou atividade contra 16 dos 22 isolados testados. As

médias dos halos de inibicdo variaram entre 13 € 23 mm.

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

Isolados Gram-negativos Médias dos halos de inibigao (mm)
K. pneumoniae 15 21,0
K. pneumoniae 222 17,5
K. pneumoniae 1CEQ2 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 4ECO05 0,0
E. cloacae 62 15,0
E. cloacae 49 18,5
C. freundii 17 18,0
C. freundii 1CC09 15,0
P. mirabilis 3DCO01 13,5
P. mirabilis 102 14,0
M. morganii 162 13,0
E. intermedius 1CCQ7 0,0
P. agglomerans 3AEQ3 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 fitopatégenos
e constatou que as condigcdes ideais de incubacdo para producdo de extrato
bruto ativo foram meio amido-caseina ajustado em pH 7.0 e temperatura de
30°C. Outro trabalho realizado por Spadari (2013) analisou a atividade do

mesmo isolado contra fungos dermatoéfitos e leveduras do género Candida, no
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qual se constatou a atividade apenas contra as leveduras utilizando o extrato
bruto produzido em meio amido-caseina, sem ajuste do pH, com incubagao a
30°C em um periodo de 72 horas. Estes estudos evidenciam o potencial e a

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

4.4 Curva de crescimento do actinomiceto endofitico
Com o objetivo de avaliar o tempo de geragdo do actinomiceto e

correlacionar com a fase de producdo do composto ativo, foi realizada uma
curva de crescimento. A partir da analise da curva (Figura 1), observou-se que

em 72 horas de crescimento o actinomiceto entra em fase estacionaria.
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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
agitacao de 100 r.p.m.

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

um maior numero de isolados, pode-se afirmar que o metabdlito ativo origina-

se do metabolismo secundario. Segundo Bibb (2005), durante a fase
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estacionaria a limitacdo de nutrientes no meio proporciona a formacao de

metabdlitos secundarios.

4.5 Curva de variacao do pH no meio de cultivo

A curva de variacdo do pH no meio de cultura foi realizada com
objetivo de verificar se 0 actinomiceto R18(6) tinha capacidade de modifica-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 estacionaria, no periodo de 72 a
192 horas, o pH teve pouca variacdo, mantendo-se entre 6,0 e 6,5. Com 240
horas de incubacao, o crescimento do isolado tornou o pH do meio mais acido.
Esta variacdo de pH pode ter ocorrido devido a utilizacdo da glicose e a
consequente formacdo de &cidos organicos pela via Embden-Meyerhof

(glicolise) (Madigan et al., 2010).
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Figura 2. Curva de variagdo do pH no meio de cultivo durante 10 dias de
incubacdo em meio base contendo 1% de glicose, a 30°C e com agitacao de
100 r.p.m.
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4.6 Concentracao inibitéria minima (CIM)
A determinagcdo da CIM foi realizada por meio do teste de

microdiluicdo 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 30°C sob agitacao constante de 100 r.p.m.
por 96 horas. O pré-inéculo foi preparado incubando-se o isolado durante 48
horas nas condicdes descritas acima. Apds, aliquotas de 3 mL foram
transferidas para novos frascos os quais foram incubados por 96 horas nas
mesmas condicdes.

A viabilidade dos in6culos dos isolados Gram-negativos utilizados foi
confirmada com o crescimento de col6nias em placas contendo meio TSA. A
CIM variou entre 1/32 e 1/128 com 24 horas de crescimento para trés 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 diluicbes. Com isso, pode-se afirmar que, para este isolado, o extrato
produzido pelo isolado de actinomiceto é bacteriostatico na concentragao entre
1/128 e 1/256. Contudo, no mesmo periodo, ndo houve crescimento dos
isolados C. freundii 17 e K. pneumoniae 15 até a concentracdo de 1/32, e,
portanto, podemos considerar que o extrato € bactericida na concentragao
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 nao. Isto pode ter ocorrido devido ao perfil

de susceptibilidade e a mecanismos de resisténcias diferenciados dos isolados,
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pois a E. cloacae 62 apresenta resisténcia a um maior numero 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, sensivel a 2 dos 20 antimicrobianos testados (Tabela 4),
nao foi inibida pelo extrato bruto diluido, porém, a cepa K. pneumoniae 15,
sensivel a 3 antimicrobianos (Tabela 4), foi inibida pela extrato diluido até 1/32.
A espécie C. freundii 17, apesar de ser resistente a um maior numero de
antimicrobianos testados (Tabela 4) em relagéo a C. freundii 1CCQ9, foi inibida
pelo extrato bruto ativo até a diluicdo de 1/64. Estes resultados evidenciam o
potencial de producdao 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 nao houve inibicdo do crescimento nas concentracdes
testadas. Isso pode ter ocorrido devido a diluicdo do metabdlito ativo com a
adicdo de meio de cultura liquido no ensaio, pois no teste de dupla camada
(Tabela 6) e no teste de difusdo em poco (Tabela 12) o extrato apresentou
atividade contra todos estes isolados. Alguns trabalhos relatam uma maior
atividade quando o micro-organismo é cultivado em meio sélido em relacao ao
cultivo em meio liquido, (Badiji et al, 2005; Thakur et al, 2007; Anibou et al.,
2008; Oliveira et al., 2010; Salamoni et al., 2010). A diminuicdo ou perda de
atividade do actinomiceto quando cultivado em meio liquido pode ser resultado
de danos celulares durante o processo de agitacdo, da degradagdo do

metabdlito ativo (lwai & Omura, 1982) e da necessidade de interacao entre os
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micro-organismos para inducdo da produgdo de composto ativo (Spadari,

2013).

Tabela 13. Resultados da concentracdo inibitéria minima em 24 horas de

crescimento.

Isolados Gram-

Concentragbes testadas

negativos Extrato 12 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024
K. pneumoniae
- - - - - - + + + + +
15
K. pneumoniae
290 + + + + + + + + + + +
K. pneumoniae
1CE02 + + + + + + + + + + +
K. oxytoca 90 + + + + + + + + + + +
C. koseri 3CC04 + + + + + + + + + + +
E.coli 70 + + + + + + + + + + +
E.coli1DE14 + + + + + + + + + + +
E. cloacae 62 + + + + + + + + + + +
E. cloacae 49 - - - - - - - - + + +
C. freundii 1CC09 + + + + + + + + + + +
C. freundi i17 - - - - - - - + + + +
P. mirabilis
3DCO1 + + + + + + + + + + +
P. mirabilis 102 + + + + + + + + + + +
M. morganii 162 + + + + + + + + + + +
P. aeruginosa N . . . N . N . . . .
54
P. aeruginosa . . . . . . N . N . .
59
P. aeruginosa
+ + + + + + + + + + +

230

+ com crescimento celular, - sem crescimento celular
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A CIM para os isolados P. agglomerans 3AEQ3, E. intermedius
1CCO07, P. aeruginosa 230, E. coli 4ECO05, C. koseri 3EC04, K. oxytoca 2BS08
nao foi determinada, pois o extrato ndo apresentou atividade contra estes

isolados no teste de difusdo em pogo (Tabela 12).

4.7 Caracterizacao parcial do(s) metabdlito(s) ativo(s)

4.7.1 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas

A estabilidade do(s) composto(s) ativo(s) presente(s) no extrato
bruto foi avaliada apés tratamento do extrato com diferentes enzimas
proteoliticas capazes de hidrolisar porcdes 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 30°C e sob agitacao constante de 100 r.p.m. O extrato foi
produzido durante 96 horas de incubacdo. Para este ensaio, uma solucéo
contendo 400 pL do extrato bruto e a enzima, com concentragdo final de
2mg/mL, foi acondicionada em microtubo e incubada a 37°C durante 1 hora. A
avaliacao da estabilidade do composto frente a enzima foi avaliada por meio do
teste de difusdo em poco. O resultado foi obtido por meio do calculo da
atividade residual enzimatica. Apds analise estatistica, foi observado que
houve diferenga significativa entre os tratamentos com as diferentes enzimas
testadas. O extrato manteve 94%, 82% e 77% da sua atividade apoés o
tratamento com as enzimas tripsina, papaina 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, sdo classificadas como
endopeptidases por clivarem ligacoes peptidicas distantes dos grupos carboxila
e amino terminais (Bender & Kézdy, 1965; Chipman & Sharon, 1969; Ebeling et
al., 1974). A pepsina é uma proteinase responsavel pela clivagem de ligacoes
peptidicas formadas pelos aminoacidos aromaticos tirosina e fenilalanina
(Fruton et al.,, 1961; Knowles, 1970). A avaliacdo da estabilidade frente a
enzimas proteoliticas permitiu identificar que o metabdlito ativo possui ligacdes
peptidicas 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,
papaina, tripsina e quimiotripsina). A atividade do metabdlito foi completamente
inibida pelas cinco enzimas evidenciando que uma porcao peptidica é

responsavel pela sua atividade.

4.7.2 Termoestabilidade
O extrato bruto foi submetido a banho de agua com diferentes

temperaturas para avaliagdo da termoestabilidade do(s) composto(s) ativo(s).
Para este teste, foi utilizada uma solu¢ao contendo 400 pL de extrato bruto.
Primeiramente, o extrato passou por um processo de aquecimento
de 30°C a 90°C, com variacdes de 15 e 30 minutos nos tempos de incubacao
(Figura 3). A avaliagdo da atividade do extrato apds o tratamento térmico foi
realizada por meio do teste de difusdao em poco. Os resultados foram obtidos a

partir das médias dos halos de inibigao.
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Temperatura e tempo de incubagao

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 avaliacdo 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 90°C por 30min apresentou uma reducao
de 42% na atividade do extrato. Entretanto, apds analise estatistica, constatou-
se que os tratamentos n&o diferiram significativamente entre si. Esses
resultados sugerem, entdo, que o extrato ativo pode ser submetido a
temperaturas de até 80°C, na qual mantém 70% de sua atividade.

A estabilidade do extrato ativo foi também avaliada frente a
temperatura de ebulicao em diferentes tempos de incubagéo (3, 5, 10, 15 e 30
minutos). Apds o extrato ser submetido a fervura durante 3 minutos, observou-

se que a atividade residual diminuiu progressivamente até cessar aos 30

minutos de incubacdo. 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 quimica incapaz de
tolerar temperaturas elevadas por longos periodos 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 peptideo manteve 100% e 60% de sua atividade
residual apdés o tratamento com temperaturas de 90°C e 100°C,
respectivamente, durante 60 minutos. Outros autores também relatam a
estabilidade de metabdlitos 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
intrinsecos associados as estruturas primaria e secundéaria como, por exemplo,
a presenca de ligagdes dissulfeto, que favorecem a estabilizacdo da molécula

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

4.8 Extracao de metabdlitos ativos

A extracdo de compostos ativos do extrato bruto foi realizada pelo
método liquido-liquido no qual, apés a separacdo, as fracbes organicas e
aquosas foram recolhidas. Posteriormente, as fracdes 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 acido
acético. Ap6s a evaporacado do solvente das fracbes organicas, os extratos
foram ressuspendidos com o mesmo solvente usado no processo de extragao,

agua destilada e tampao fosfato salino e a atividade antibiética foi avaliada por
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meio do ensaio de difusdo em poco. Observou-se que as fragdes organicas
nao apresentaram atividade contra os isolados Gram-negativos testados.

Na avaliagdo das fragdes aquosas coletadas no processo de
extracdo, apenas a fragdo oriunda da extragdo com acetona apresentou
atividade. Durante a extragdo com acetona houve a formacdo de um
precipitado branco. Este precipitado foi testado quanto a sua atividade e
observou-se a formacao de halos de inibicdo médios entre 15 e 33 mm (Tabela
14). O precipitado, apds passar por processo de secagem, foi também avaliado
quanto a sua atividade e observou-se que ndo houve alteracdo no tamanho dos
halos de inibicdo. Assim, a acetona mostrou-se eficiente como solvente extrator
no processo de purificacdo do(s) composto(s) ativo(s). Fguira et al. (2005)
utilizaram acetona como solvente para extracdo de metabdlitos ativos a partir
do micélio liofilizado da cepa Streptomyces sp. US80.

Segundo Mehdi et al. (2006), os metabdlitos secundarios sao,
geralmente, extracelulares e seu isolamento do meio de cultura requer diversas
etapas como extracdo, precipitacdo, cromatografia e purificacdo. A acetona é
geralmente utilizada para precipitacido de proteinas do meio, pois diminui a
constante isoelétrica da agua e favorece a atracao entre as moléculas protéicas

(Crowell et al, 2013).

Tabela 14. Avaliacdo da atividade do precipitado formado a partir da
extragdo com acetona.

Isolados Gram- Médias dos halos de inibicdo (mm)

negativos

E. coli70 18,0
P. mirabilis 3DCO1 17,0
P. aeruginosa 59 15,0

K. pneumoniae 15 33,0
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4.9 Microcultivo do actinomiceto

Algumas caracteristicas para classificacdo do actinomiceto em nivel
de género sdo observadas na analise do microcultivo sobre microscopia optica.
Analisando o microcultivo do isolado R18(6) verificou-se a presenga de micélio
aéreo com cadeias de esporos espiraladas na extremidade (Figura 4) que séao

algumas das caracteristicas do género Streptomyces.

Lol

. & ,-.LM

Figura 4. Visualizagdo do microcultivo do actinomiceto R18(6) em microscopio
optico (400x).

4.10 Microscopia eletronica de varredura

Por meio da microscopia eletrébnica de varredura, verificou-se a
presenca de hifas septadas e de esporos com superficie lisa (Figura 5),

caracteristicos do género Streptomyces.
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Figura 5. Visualizagdo do microcultivo do actinomiceto R18(6) em microscépio
eletrénico de varredura.

Na caracterizagdo por microscopia eletrdbnica do mesmo isolado
R18(6) feita por Oliveira et al. (2010) e por Spadari (2013), utilizando a mesma
técnica de microscopia, foi descrita a presenca de hifas aéreas contendo

longas cadeias de esporos, com superficie lisa, dispostas em espiral.



5. CONCLUSAO

Os isolados Gram-negativos de origem ambiental e clinica
apresentaram-se multirresistentes as classes de antimicrobianos testadas.

O actinomiceto endofitico R18(6) mostrou potencial para a producao
de metabdlito(s) ativo(s) contra bactérias Gram-negativas multirresistentes.
Para a producao deste(s) metabdlito(s), as condicdes de cultivo ideais foram
utilizando o meio base suplementado com 1% de glicose, pH ajustado para 6.5,
com temperatura de incubacao de 30°C sob agitacdo constante por 96 horas.

O(s) metabdlito(s) ativo(s) produzido(s) pelo actinomiceto R18(6)
possue(m) uma estrutura constituida por ligacdo peptidica e estavel a
temperaturas de até 80°C. Este(s) metabdlito(s) pode(m) ser isolado(s) do meio
de cultura utilizando-se a extracao liquido-liquido com acetona como solvente
extrator.

O actinomiceto  endofitico R18(6) possui caracteristicas

micromorfolégicas do género Streptomyces.
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6. PERSPECTIVAS

- Purificar o(s) metabdlito(s) ativo(s) por meio da técnica de
cromatografia em coluna.

- Identificar o(s) metabdlito(s) ativo(s) por meio da técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de
massa.

- |dentificar a estrutura molecular do(s) metabdlito(s) ativo(s) por

meio da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio.
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8. APENDICES

1. Solucoes utilizadas para tamponamento do meio base

1.1 Solugéo de Mcllvaine
1.1.1 Solucao tampao pH 4,0
Na2HPO4 (0,2 M)

Acido citrico (0,1 M)

1.1.2 Solucao tampao pH 5,0
Na2HPO4 (0,2 M)

Acido citrico (0,1 M)

1.2 Solucao de acido acético e acetato
1.2.1 Solugcao tampéao pH 4,5
Acetato de sddio (2 M)

Acido acético (2 M)

7,71 mL

12,29 mL

10,30 mL

9,70 mL

43 mL

57 mL

1.3 Solucao de fosfato de potassio e hidréxido de sédio

1.3.1 Solucao tampao pH 6,0
H.KPO4 (0,1 M)

NaOH (0,1 M)

1.3.2 Solucao tampao pH 7,0

HKPO,4 (0,1 M)

50 ml

5,70 mL

50 ml

79



NaOH (0,1 M)

1.3.2 Solucao tampao pH 8,0
H.KPO,4 (0,1 M)

NaOH (0,1 M)

1.4 Solucao de fosfato de sédio
1.4.1 Solucao tampéao pH 6,5
Fosfato de sédio monobasico (0,2 M)

Fosfato de sédio bibasico (0,2 M)

29,63 mL

50 ml

46,80 mL

68,5 mL

31,5mL
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