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RESUMO 

O uso indiscriminado de antibióticos tem sido um dos principais fatores pelo aumento de 

bactérias resistentes aos compostos hoje disponíveis no mercado. Devido a isso, a busca de 

novas moléculas com atividade antibiótica é de suma importância. A maioria dos antibióticos 

é de origem natural ou derivado desses. Os actinomicetos são os principais produtores 

naturais de compostos antimicrobianos, derivados do seu metabolismo secundário. O gênero 

Streptomyces é responsável por 90% dos antibióticos produzidos desde a descoberta do 

primeiro, em 1942, a estreptomicina. Os actinomicetos endofíticos, presentes em diversas 

espécies vegetais, são uma nova fonte promissora para a produção de compostos bioativos. 

Este estudo tem como objetivos avaliar a atividade antimicrobiana de actinomicetos 

endofíticos contra bactérias Gram-negativas resistentes a beta-lactâmicos, e verificar a 

influência de diferentes fontes de carbono e tempos de incubação na atividade dos 

actinomicetos. Para realização deste trabalho, foram utilizados dois actinomicetos isolados de 

tomateiro e treze isolados bacterianos Gram-negativos provenientes de água contaminada com 

esgoto. O actinomiceto R18(6) apresentou atividade contra todas as bactérias Gram-negativas 

no teste de dupla camada. Observou-se que o extrato bruto centrifugado foi mais eficiente do 

que os extratos brutos filtrados. Os extratos produzidos, durante sete dias de incubação, a 

partir de meios contendo glicerol ou glicose como fontes de carbono apresentaram melhor 

atividade antimicrobiana. O isolado R18(6), quando crescido em meio de cultura contendo 
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glicerol ou glicose, mostrou, após sete dias de crescimento, a capacidade de produzir 

metabólito(s) bioativo(s) contra os microrganismos testes. 

Palavras-chave: Antimicrobianos; Streptomyces; Glicerol; Glicose; Centrifugação. 

 

INTRODUÇÃO 

O uso indiscriminado de antibióticos tem-se tornado um motivo relevante para a descoberta 

de novos compostos, já que esse fato pode acarretar a seleção de microrganismos resistentes. 

A maioria dos antibióticos usados clinicamente é originada de produtos naturais microbianos 

ou são derivados destes (Clardy et al., 2006). Essa produção natural de compostos 

antimicrobianos de interesse clínico tem chamado a atenção da indústria farmacêutica.  

Uma das principais fontes naturais de antibióticos é os actinomicetos. Os actinomicetos são 

bactérias Gram-positivas pertencentes ao filo Actinobacteria, apresentam elevada 

concentração de bases guanina e citosina no seu DNA (deoxyribonucleic acid), e exibe uma 

grande variedade morfológica e metabólica (Nett et al., 2009). O principal habitat desse filo é 

o solo, representando mais de 30% da população de microrganismos, onde são responsáveis 

pela degradação e reciclagem de matéria orgânica (Kennedy, 1999). Sua variedade 

morfológica é representada pelas estratégias reprodutivas devido à formação de uma 

diversidade de esporos que são caracterizados de acordo com o gênero (Ensign, 1978). A 

versatilidade metabólica está nos produtos resultantes do metabolismo secundário: 

antifúngicos (Caffrey et al., 2008), antitumorais (Olano et al., 2009), imunossupressores 

(Graziani, 2009), enzimas extracelulares (Insam, 2001) e antibióticos (Waksman, 1953). O 

primeiro antibiótico derivado de actinomicetos foi descoberto em 1940, proveniente da 

espécie Actinomyces antibioticus. A actinomicina, como foi nomeado, mostrou-se ativa contra 

bactérias Gram-positivas, porém apresentou elevada toxicidade em experimentos com 

animais. Em 1942, foi descoberto um novo composto designado estreptotricina, originado da 

espécie Actinomyces lavendulae, que mostrou um amplo espectro de atividade e baixa 

toxicidade em animais (Waksman, 1953). Watve et al. (2001) estimaram que a ordem 

Actinomycetales produziu, aproximadamente, 3.000 antibióticos conhecidos desde 1942 e que 

90% destes foram originados do gênero Streptomyces.  

Uma nova fonte de compostos bioativos com potencial atividade antimicrobiana é o grupo 

dos actinomicetos endofíticos. Eles são importantes produtores de metabólitos secundários 
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como enzimas e antibióticos (Tian et al., 2004). Essas bactérias estão presentes dentro de 

tecidos vegetais saudáveis (Castillo, 2006), também podem ser isoladas de superfícies 

desinfetadas e não são patogênicas para a planta (Hallmann, 1997). Algumas espécies desse 

grupo já foram isoladas de tomate, banana, trigo e milho (Verma et al., 2009).  

Este estudo tem como objetivos avaliar a atividade antimicrobiana de actinomicetos 

endofíticos contra bactérias Gram-negativas com perfil de resistência a β-lactâmicos, isoladas 

de água contaminada com esgoto, e verificar a influência de diferentes fontes de carbono e 

tempo de incubação do actinomiceto em sua atividade. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Local da Pesquisa 

Este estudo foi realizado no Laboratório 164 do Departamento de Microbiologia, Imunologia 

e Parasitologia, do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS), da UFRGS. 

Isolados de Actinomicetos 

Para realização deste trabalho, foram utilizados dois actinomicetos endofíticos isolados de 

tomateiro (Tabela 1) pertencentes à bacterioteca do Laboratório de Microbiologia do 

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, do Instituto de Ciências Básicas 

da Saúde (ICBS), da UFRGS. A coleta, o isolamento e a identificação das amostras por meio 

de provas morfológicas, bioquímicas e moleculares foram realizadas por Oliveira (2009). Os 

isolados de actinomicetos estavam conservados em tubos de ensaio contendo meio inclinado 

Ágar Triptona de Soja (TSA - “Tryptic Soy Agar”) a 4 °C. 

Tabela 1. Actinomicetos endofíticos utilizados no estudo 

Actinomiceto Código 
Streptomyces sp. R(2) 
Streptomyces sp. R18(6) 

 

Isolados Gram-negativos 

Os treze isolados Gram-negativos utilizados neste estudo (Tabela 2) pertencem à bacterioteca 

do laboratório de Microbiologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e 

Parasitologia, do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS), da UFRGS. Os 

microrganismos são provenientes de amostras de água contaminada com esgoto, e os mesmos 
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foram isolados e identificados por meio de provas morfológicas, bioquímicas e moleculares 

realizadas por Oliveira (2011). Esses microrganismos foram escolhidos devido ao seu perfil 

de resistência aos antibióticos da classe dos β-lactâmicos. Os isolados Gram-negativos 

estavam conservados em glicerol 20% a -20 ºC. Para recuperação das células, uma alíquota 

foi retirada com a alça de platina, inoculada em Caldo Triptona de Soja (TSB - “Tryptic Soy 

Broth”) e incubada durante 24 h a 37 ºC. 

Tabela 2. Bactérias Gram-negativas, resistentes a beta-lactâmicos, utilizadas no estudo 

1Antimicrobianos beta-lactâmicos testados: AMC: amoxicilica + ácido clavulânico; AMP: ampicilina; CFL: 
cefalotina; CFO: cefoxitina; CRO: ceftriaxona. 

 

Técnica de dupla camada 

Para avaliação inicial do potencial de produção de composto(s) bioativo(s) dos dois isolados 

de actinomicetos, contra os microrganismos testes, foi utilizada a técnica de dupla camada. Os 

actinomicetos foram inoculados, pelo método de picada, em placa de Petri contendo meio 

Ágar Amido Caseína (ACA) (amido 1%; caseína 0,012% ; NaCl 0,2% ; KNO3 0,2%; K2HPO4 

0,2%; MgSO4 0,005%; FeSO4 0,001%; CaCO3 0,002%; ágar bacteriológico 0,6%). Os 

actinomicetos foram incubados durante 14 dias a 30 ºC. Após o período de incubação, foram 

vertidas, sobre os crescimentos, suspensões contento 1 mL da concentração de 108 células da 

bactéria teste/mL (o que correspondeu a uma solução padrão de 0,5 na escala McFarland), e 9 

mL de Ágar Müller-Hinton fundido. As placas foram incubadas durante 24 h/48 h a 37 ºC. A 

partir da medição dos halos de inibição, foi determinada a atividade antimcrobiana 

quantitativa dos isolados de actinomicetos contra as bactérias Gram-negativas. 

 

Bactéria Gram negativa Código 
Resistência a antimicrobianos 

beta-lactâmicos1 Gene de resistência 

Enterobacter intermedium 1CC07 AMC, AMP, CFL, CFO, CRO blaTEM 

Klebsiella pneumoniae 1CE02 AMP blaSHV 

Klebsiella oxytoca 2BS08 AMP blaSHV 
Escherichia coli 2CC12 AMP, CFL blaTEM 
Escherichia coli 4EE02 AMP, CFL blaTEM 
Escherichia coli 4DE05 AMC, AM, CFL, CFO blaTEM 
Escherichia coli 4DC04 AMP, CFL, CFO blaTEM 
Escherichia coli 4EC05 AMC, AMP, CFL blaTEM 

Escherichia adecarboxylata 4CE06 AMC, AMP, CFL, CFO blaTEM 
Hafnia alvei 2AC02 CFL blaSHV 

Citrobacter diversus 3CC04 AMP, CFL blaTEM 
Citrobacter diversus 3EC04 AMP blaTEM; blaSHV 

Proteus mirabilis 3DC01 AMC, AMP, CFL blaSHV 
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Produção do extrato bruto  

Para produção do extrato bruto, os actinomicetos foram crescidos em Erlenmeyers contento 

50 mL de caldo Amido Caseína (AC) (amido 1%; caseína 0,012% ; NaCl 0,2% ; KNO3 0,2%; 

K2HPO4 0,2%; MgSO4 0,005%; FeSO4 0,001%; CaCO3 0,002%; ). O pré-inoculo para cada 

isolado foi incubado durante 48 h a 30 ºC sob agitação. Após o período de incubação, 5 mL 

do cultivo foi transferido para um novo frasco contento o meio AC e incubado durante 7 dias 

a 30 ºC sob agitação. Após esse período, as amostras foram submetidas à filtração, com 

membranas filtrantes de 0,22 µm e de 0,45 µm de porosidade, e à centrifugação, a 13.000 

r.p.m. durante 10 min, para obtenção de extrato bruto livre de células. O extrato bruto 

resultante foi empregado na técnica de difusão em poço. 

Técnica de difusão em poço 

A técnica de difusão em poço consistiu em inocular, utilizando swab estéril, uma suspensão 

de células na concentração de 108 células de bactéria teste/mL sobre uma placa contendo ágar 

Müller Hinton. Após a semeadura, foram realizados poços equidistantes no ágar utilizando 

cilindros metálicos de 9 mm de diâmetro. Em cada poço, foram adicionados 100 µL do 

extrato bruto do isolado que apresentou atividade antimicrobiana positiva no teste de dupla 

camada. Primeiramente, a placa foi incubada por 16 h a 4 ºC para difusão do extrato no meio 

de cultura. Posteriormente, a placa foi incubada por 48 h a 37 °C. A partir dessa técnica, foi 

analisada quantitativamente a atividade antimicrobiana de cada isolado e determinado qual 

método, filtração ou centrifugação, seria o mais adequado para obtenção de extrato bruto com 

atividade antimicrobiana. 

Avaliação da atividade antimicrobiana em diferentes fontes de carbono e tempos de 

incubação 

A avaliação da atividade antimicrobiana, em diferentes fontes de carbono e tempos de 

incubação, foi realizada com o isolado de actinomiceto que, nos testes de dupla camada e de 

difusão em poço, apresentou a melhor atividade antibiótica. O actinomiceto foi inoculado em 

50 mL de meio base (caseína 0,03%; NaCl 0,2%; K2HPO4 0,2%; MgSO4 0,005%; FeSO4 

0,001%; CaCO3 0,002%; KNO3 0,2%) no qual foram adicionadas, individualmente, três 

fontes de carbono na concentração de 1% (sacarose, glicose e glicerol). O actinomiceto 

também foi inoculado em 50 mL de meio Bennett’s (extrato de carne 0,1%; glicose 1%; 

peptona 0,2%; extrato de levedura 0,1%) e em 50 mL de meio AC. Um pré-inóculo foi 

preparado, para cada meio, inoculando-se o isolado durante 48 h a 30 ºC sob agitação. Após 



9 

 

esse período, 5 mL do cultivo foi transferido para um novo frasco contento o mesmo meio. A 

produção de metabólitos secundários com ação antimicrobiana foi avaliada em 7, 10 e 14 

dias, sob agitação. Após cada período de incubação, foram retiradas alíquotas de 5 mL de 

cada meio e distribuídas em microtubos para centrifugação. As amostras foram centrifugadas 

a 13.000 r.p.m. durante 10 min. A avaliação quantitativa da produção de metabólito(s) 

secundário(s) foi realizada por meio da técnica de difusão em poço, utilizando 100 µL do 

sobrenadante, com medição dos halos de inibição. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A atividade antimicrobiana dos isolados de actinomicetos endofíticos foi avaliada 

quantitativamente pelo método de dupla camada. Apenas o isolado R18(6) mostrou-se eficaz 

contra as bactérias Gram-negativas, apresentando halos de inibição entre 11 a 27 mm (Tabela 

3). 

As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa composta de 

lipopolissacarídeos e fosfolipídeos (Hancock, 1997). Uma das principais funções dessa 

membrana é agir como barreira de permeabilidade (Nikaido, 2003). Dessa forma, como houve 

inibição do crescimento das bactérias Gram-negativas, significa que a molécula produzida 

pelo isolado R18(6) foi capaz de permear a membrana externa. Os compostos antimicrobianos 

que passam a membrana externa podem agir como desestabilizadores, ligando-se os 

componentes estruturais da membrana, tornando-a mais permeável ou desestabilizando-a a 

ponto de rompê-la, como uma forma de atividade. As moléculas também podem ultrapassar a 

membrana externa através de porinas ou canais presentes nessa membrana (Hancock, 1997), 

agindo no interior da célula bacteriana. 
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Tabela 3. Avaliação da atividade antimicrobiana dos actinomicetos endofíticos pela técnica de dupla 

camada 

Isolado Gram-negativo 
Actinomicetos Endofíticos – Zona de inibição (mm) 

R18(6) R(2) 

1CC07 11 0 
1CE02 19 0 
2BS08 14,5 0 
2CC12 24 0 
4EE02 15,5 0 
4DE05 17,5 0 
4DC04 19 0 
4EC05 20,5 0 
4CE06 21,5 0 
2AC02 14,5 0 
3CC04 17 0 
3EC04 26,5 0 
3DC01 11 0 

 

Segundo o estudo de Oliveira (2011), os isolados testados, no presente trabalho, apresentam 

gene de resistência aos β-lactâmicos – blaTEM e/ou blaSHV – sugerindo que o(s) metabólito(s) 

secundário(s) produzido(s) pelo actinomiceto endofítico R18(6) não apresenta(m) a estrutura 

do anel β-lactâmico que seria clivada pelas enzimas β-lactamases produzidas por essas 

bactérias. 

Na técnica de difusão em poço, foi testada quantitativamente a atividade antibiótica do 

actinomiceto endofítico R18(6). Os extratos brutos, após crescimento de sete dias, foram 

submetidos à filtração, com membranas de 0,22 µm e de 0,45 µm, e à centrifugação. Apenas o 

extrato bruto centrifugado apresentou atividade contra os isolados Gram-negativos (Tabela 4). 

A filtração pode não ter sido eficiente, pois a(s) molécula(s) presente(s) no extrato podem ter 

afinidade com a membrana ficando retida(s). Nesse ensaio, dois isolados de Escherichia sp. 

não apresentaram a capacidade de crescer na presença do(s) metabólito(s). Para verificação da 

influência na atividade do actinomiceto, o meio AC foi novamente utilizado nos ensaios 

utilizando diferentes fontes de carbono.  
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Diâmetro dos halos de inibição (mm) 

 

A capacidade de produzir metabólito(s) secundário(s) foi avaliada sob diferentes fontes de 

carbono e diferentes tempos de incubação. A avaliação foi realizada em duplicata e os 

resultados estão expressos como médias entre os testes. O isolado R18(6) cresceu em todos os 

meios testados, mas o(s) metabólito(s) com ação antimicrobiana só foram detectado nos 

meios contendo glicerol, glicose e sacarose, e no meio AC. Os meios mais eficientes na 

produção de metabólito(s) foram os contendo glicerol ou glicose como fonte de carbono. O 

meio AC foi novamente utilizado para verificar sua influência como fonte de carbono na 

atividade antimicrobiana do actinomiceto, pois no teste de produção de extrato bruto apenas 

dois isolados Gram-negativos foram inibidos pelo extrato produzido nesse meio. Oliveira 

(2009), em estudo com o mesmo actinomiceto endofítico, observou que o melhor meio para a 

produção de metabólitos foi o AC. Takur et al. (2009) observaram que o meio contendo 

glicerol era satisfatório para o crescimento e para a produção de antibióticos por Streptomyces 

sp. Baños et al. (2009) apontaram que a produção de ácido clavulânico pela espécie 

Streptomyces clavuligerus era favorecida em meio contendo glicerol. Aharonowitz & Demain 

(1978) observaram que o meio contendo glicerol permitia o crescimento do actinomiceto 

Streptomyces clavuligerus, porém interfere na produção de cefalosporina. Sathi et al. (2001) 

relataram que o meio contendo sacarose foi o melhor para a produção de metabólitos 

secundários por actinomicetos. Sanchz & Demain (2002) afirmaram que a glicose era uma 

excelente fonte de carbono para o crescimento celular e tem influência na produção de 

Tabela 4. Avaliação da atividade antimicrobiana do actinomiceto e determinação do método de 
produção do extrato bruto empregando-se a técnica de difusão em poço 

 Método 

Isolado Gram-negativo 
Filtração 

Membrana 0,22µm 
Filtração 

Membrana 0,45µm 
Centrifugação 

1CC07 0 0 0 
1CE02 0 0 0 
2BS08 0 0 0 
2CC12 0 0 0 
4EE02 0 0 0 
4DE05 0 0 0 
4DC04 0 0 0 
4EC05 0 0 6 
4CE06 0 0 15 
2AC02 0 0 0 
3CC04 0 0 0 
3EC04 0 0 0 
3DC01 0 0 0 
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diversos antibióticos. Takur et al. (2009) constataram também que o crescimento celular não 

está relacionado com a produção de metabólitos secundários. Então, um meio pode favorecer 

o crescimento do microrganismo, mas a produção de compostos bioativos pode não ser 

siginificante.  

Foi determinada também a influência do tempo de incubação na atividade antimicrobiana do 

actinomiceto e observou-se que o extrato produzido com sete dias de incubação apresentou 

melhor atividade antimicrobiana (Figura 1 e 2). Al-Zahrani (2007) encontrou melhor 

atividade antibiótica com o período de incubação de seis dias para o Streptomyces sp.  

 

Figura 1. Avaliação da atividade antimicrobiana do R18(6) em diferentes fontes de carbono, pela 

técnica de difusão em poço, após 7 dias de incubação. 

 

Observou-se que a atividade antimicrobiana foi diminuindo conforme os dias de incubação 

aumentavam: com sete dias de incubação, o extrato teve atividade antibiótica contra 12 

isolados Gram-negativos (Figura 1); com 10 dias, a atividade foi contra 9 das bactérias Gram-

negativas (Figura 2); e com 14 dias, não houve atividade contra os isolados Gram-negativos. 
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Figura 2. Avaliação da atividade antimicrobiana do R18(6) em diferentes fontes de carbono, pela 

técnica de difusão em poço, após 10 dias de incubação.  

 

Durante os testes, observou-se que houve uma maior atividade, representada por halos de 

inibição maiores, quando o actinomiceto endofítico R18(6) foi inoculado em meio sólido 

comparado com a inoculação em meio líquido (Figura 3). Takur et al. (2007) relataram que os 

actinomicetos com atividade antimicrobiana em meio sólido tiveram a diminuição da 

atividade em meio líquido. Badji et al. (2005) observaram crescimento dos actinomicetos em 

meio líquido, mas sem produção de substâncias ativas comparada ao meio sólido. Iwai & 

Omura (1982) constataram que a diminuição da atividade do actinomiceto em meio líquido 

pode ser resultado da decomposição do antibiótico no meio e que também pode ocorrer danos 

celulares durante o processo de agitação, interferindo na atividade. 
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Figura 3. Comparação da atividade antimicrobiana do actinomiceto endofítico R18(6) em meio sólido 

e em meio líquido. 

 

Nos halos de inibição formados, em todos os tempos de incubação, apareceram algumas 

colônias satélites, que pode ser resultado de uma baixa concentração do metabólito no extrato.  

 Oliveira (2009), em uma caracterização preliminar do isolado R18(6), observou que este é 

similar à espécie Streptomyces pluricolorescens e, sobre essa espécie, pouco foi encontrado 

na literatura que se relacionasse com a produção de compostos bioativos. 

 

CONCLUSÃO 

O actinomiceto R18(6) apresenta potencial para a produção de metabólito(s) ativo(s) contra 

bactérias Gram-negativas. A biossíntese do(s) composto(s) antimicrobiano(s) por esse 

actinomiceto é influenciada pela constituição do meio de cultura e pelo período de incubação 

do actinomiceto. O meio de cultura contendo glicerol ou glicose e o tempo de incubação de 

sete dias favorecem a atividade antimicrobiana do actinomiceto R18(6). 
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