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RESUMO 

O crescente número de infecções causadas por bactérias resistentes a antibióticos leva à busca para 

estudos de diferentes compostos bioativo. Neste contexto visando a busca de novos 

antimicrobianos, as actinobacterias vem sendo estudadas por sua capacidade de produzir 

metabólitos bioativos, antioxidantes, compostos terpenóides, enzimas e antimicrobianos. Dentro do 

filo o gênero streptomyces ganha destaque pois produzem 80% dos antibióticos conhecidos. Tendo 

em vista o potencial destes microrganismos para produção de compostos bioativos este trabalho tem 

objetivo produzir metabólito secundário de Streptomyces hygroscopicus avaliar sua atividade 

antimicrobiana, antioxidante e citotoxicicidade, bem como detectar as classes de compostos 

presentes, além de identificar morfológica e molecularmente a actinobactéria produtora. 

Inicialmente a atividade antimicrobiana foi realizada através de teste em difusão de poço, onde o 

extrato acetato de etila (EA) mostrou atividade frente a B. Subtillis (23,61mm) e S. aureus 

(21,61mm), o extrato metanólico (EM) e extrato hexânico (EH) frente as mesmas bactérias teste C. 

Kruzi (EM:11,92mm, AH: 8,86mm), B.subtillis (EM: 18,07mm, EH: 18,07mm), S. aureus (EM: 

15,24mm, EH: 29,66mm), P. aeruginosa (EM: 20,95mm, EH:17,91), com excessão da E.coli 

(EM:12,87mm) em seguida foi executado CMI com 4 bactérias testes que apresentaram maior halo 

de inibição e Micobacterium tuberculosis ATCC. Grande parte dos extratos estudados mostraram 

atividade inibitória frente aos microrganismos testes quando em concentração de 10mg/mL, Já o 

extrato Acetato de etila (EA)  frente a B.subtillis, e Metanólico frente a B.subtillis e P. aeruginosa 

obtiveram MIC > 10mg/mL, o extrato hexânico (EH) apresentou MIC de 1,25 mg/mL frente a 

B.subtillis. Os extratos apresentaram as seguintes valores de MIC, 5mg (EA), 2,5mg (EM) e 1,25mg 

(EH), frente a Micobacterium tuberculosis. Ao realizar a atividade antioxidante dos extrato através 

do método de DPPH, obtivemos os seguintes valores de IC50: 3,4916 mg/mL (EA), 2,0880 mg/mL 

(EM). Quando utilizado o método ABTS o extrato Acetato de etila (1,485 mg/mL) observou-se o 

pico de porcentagem de inibição do radical ABTS de 19,3548, e para o extrato metanólico (0,285 

mg/mL), 19,7947.  A detecção das classes de compostos foi realizada por Cromatografia em 

Camada Delgada (CCD), onde foram encontradas as seguintes classes: Protoantocianididas 

condensadas, leucoantocianidinas, cumarinas e saponinas no extrato metanólico, já no extrato 

acetato de etila foram encontrados derivados cinâmicos, triterpenos e esteroides. A citotoxicidade 

dos extratos estudados foi avaliada pela técnica de MTT, onde foi observado CC50 de 9,06 mg/mL 

para o extrato acetato de etila, 4,55 mg/ml para extrato hexânico e 1,81mg/mL para o extrato 

metanólico. Concluiu-se que à atividade antioxidante o extrato metanólico se mostrou mais 

promissor quando comparar ao extrato acetato, porém ao analisar suas toxicidades vê-se o contrário. 

Quanto a atividade antimicrobiana o extrato hexânico obteve melhores resultados, sendo efetivo 

frente a Micobacterium tuberculosis e B.subtillis, mostranto que extratos oriundos de Straptomyces 

hygrscopicus possue efetiva atividade antimicrobiana e antioxidante. 

Palavras-chave: Antimicrobiano. Antioxidante. Micobacterium tuberculosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 
The increasing number of infections caused by bacteria resistant to antibiotics leads to a search for 

studies of different bioactive compounds. In this context aimed at the search for new antimicrobials, 

the actinomycetes have been studied for their ability to produce bioactive metabolites, antioxidants, 

terpenoids compounds, enzymes and antimicrobial. Within the phylum the Streptomyces genus is 

highlighted as they produce 80% of the known antibiotics. Given the potential of these 

microorganisms for the production of bioactive compounds this study aimed to produce secondary 

metabolite of Streptomyces hygroscopicus evaluate its antimicrobial activity, antioxidant and 

citotoxicicidade and detect classes of compounds and identify morphological and molecularly 

producer actinobacteria. Initially, the antimicrobial activity was performed by test well spread, 

where the ethyl acetate extract (EA) showed activity against B. subtilis (23,61mm) and S. aureus 

(21,61mm), the methanol extract (EM ) and hexane extract (EH) against the same test bacteria C. 

Kruzi (MS: 11,92mm, AH: 8,86mm), B.subtillis (MS: 18,07mm, EH: 18,07mm), S. aureus ( iN: 

15,24mm, EH: 29,66mm), P. aeruginosa (MS: 20,95mm, EH: 17.91), with the exception of E. coli 

(MS: 12,87mm) was then run CMI 4 bacteria tests showed greater inhibition zone and 

Mycobacterium tuberculosis ATCC. Much of the extracts tested showed inhibitory activity against 

the test microorganisms when in a concentration of 10mg / mL, already the ethyl acetate extract 

(EA) against B.subtillis, and methanol against B.subtillis and P. aeruginosa obtained MIC> 10mg / 

ml, hexane extract (SH) showed MIC of 1.25 mg / mL against B.subtillis. When performing the 

antioxidant activity of the extract by DPPH method, we obtained the following IC50 values: 3.4916 

mg / ml (EA), 2.0880 mg / ml (EM). When using the ABTS assay the ethyl acetate extract (1.485 

mg / ml) observed peak percentage inhibition of ABTS radical 19.3548, and the methanol extract 

(0.285 mg / mL) 19.7947. The detection of classes of compounds was done by Thin Layer 

Chromatography (TLC) where the following classes were found: Protoantocianididas condensed, 

leucoanthocyanidins, coumarins and saponins in methanolic extract, as the ethyl acetate extract 

were found cinnamic derivatives, triterpenes and steroids . The cytotoxicity of the extracts tested 

was evaluated by MTT technique, which was observed CC50 9.06 mg / ml for the ethyl acetate 

extract, 4.55 mg / mL for the hexane extract and 1,81mg / ml to the methanolic extract. 

It was concluded that the methanol extract antioxidant activity was more promising when compared 

to acetate extract, but to analyze their toxicities sees otherwise. The antimicrobial activity hexane 

extract yielded better results, being effective against Mycobacterium tuberculosis and B.subtillis, 

mostranto that come from Straptomyces hygrscopicus extracts possesses effective antimicrobial and 

antioxidant. 

Keywords: antimicrobial. Antioxidante. Micobacterium tuberculosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

Visando a busca de novos compostos antimicrobianos e antioxidantes, as actinobacterias vem sendo 

estudadas por sua capacidade de produzir metabólitos bioativos As actinobactérias são bactérias 

gram positiva com alto teor de Guanina (G) e Citosina (C) em seu DNA, geralmente são habitam o 

solo, porém podem ser encontradas em diversos habitats como água doce e salgada, e em plantas 

(Barla et al., 2016). 

Essas bactérias se apresentam muito versáteis quanto ao seu matebolismo, podendo ser autotróficas, 

heteretróficas, quimitróficas ou fototróficas. E capazes de produzir diversos metabólitos bioativos 

de interesse industrial, utilizados na indústria farmacêutica, de papel e celulose, entre outras. Essa 

versatilidade promove uma maior competitividades com outros microrganismos do seu habitat 

(Procópio et al., 2012). 

Quando se trata de compostos bioativos produzidos por actinobactérias encontramos antibióticos, 

antioxidante agentes tumorais, compostos anti-inflamatórios e inibidores de enzima, esses de grande 

importância para a indústria farmacêutica. Dentre os antibióticos pode-se citar a estreptomicina, 

composto ativo frente ao Mycobacterium tuberculosis, a eritromicina e as cefalosporinas. Também 

apresentam potencial na produção de fungicida frente os gêneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, 

Phytophthora e Fusarium. (Soriano et al., 2008; Rojas et al., 2015). 

Os antibióticos são compostos capazes de inibir ou matar fungos e/ou bactérias. O primeiro 

produzido foi o salvarsan, nos anos 1940-1960 diversas drogras foram inseridas no mercado, entre 

elas β-lactâmicos, aminoglicosídeos, tetraciclinas, macrolídeos. Já entre os anos 1960-1980 foram 

introduzidos ao mercado antibióticos semi-sintéticos, após os anos 2000 poucos foram descobertos 

apenas a linezolida e adaptomicin foram introduzidos. No ano de 2015 um novo antibiótico foi 

relatado, a teixobactina, esse mostrou-se eficaz frente a cepas de Staphylococcus 

aureus e Mycobacterium tuberculosis resistentes a outros antibióticos.  

Dentre as actinobactérias o gênero mais isolado é o Streptomyces, microrganismos aeróbios 

obrigatórios comumente encontrados no solo. Esse ganha destaque entre as actinobacterias quanto a 

diversidade da produção de metabólitos bioativos, como antibióticos, herbicidas, pesticidas, 

antiparasitários, antitumorais, antitrombótico, imunossupressores e diversas enzimas extra celulares 

de interesse industrial. São eles os produtores da geosmina, substância que confere ao solo o odor 

característico de ―terra molhada‖. 
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Outros metabólitos visado pela indústria são os antioxidantes, definidos como substâncias capazes 

de desacelerar ou retardar a oxidação de um material oxidável, mesmo quando utilizado em 

quantidade muito modesto em comparação com a quantidade de material que tem que proteger. 

Esses compostos são utilizados com o objetivo de minimizar a diferença entre o excesso de 

produção de radicais livres e/ou espécies reativas e a capacidade de defesa dos sistemas 

antioxidantes, diferença essa que gera o estresse oxidativo. 

Esses compostos possuem diversas aplicações: estudos mostram que a utilização de drogas 

antineoplásicas em conjunto com as antioxidantes promovem a potencialização da droga e 

diminuição de seus efeitos colaterais (Santos e Cruz,2001). Elas também podem ser utilizada na 

odontogia, na melhora da união de restaurações após clareamento dentário. Após este processo 

radicais livres presentes no esmalte dental e dentina podem prejudicar a adesão de materiais 

resinosos (Oliveira et al., 2006). 
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2.OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Produzir metabólito secundário de Streptomyces sp. e avaliar sua atividade antimicrobiana e 

antioxidante, bem como avaliar sua citotoxicicidade. 

2.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

-Obter metabólito secundário de Streptomyces sp. ; 

- Caracterizar Metabólito quanto sua capacidade antimicrobiana; 

- Avaliar a atividade antioxidante dos extratos obtidos; 

- Determinar a concentração mínima inibitória (CMI) ;  

- Avaliar o perfil químico o metabólito secundário; 

- Analisar a citotoxicidade do extrato e das suas frações com atividade antimicrobiana ; 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. ACTINOBACTÉRIAS 

 

As actinobactérias são bactérias gram positivas com alto teor de guanina e citosina em seu 

DNA. Sendo elas mais filamentosas e ramificadas que as comuns, capazes de formar hifas, estas 

podem se diferenciar e formar cadeias de esporos. Em geral são encontradas no solos, 

principalmente alcalinos e ricos em matéria orgânica, porém se adaptaram a diferentes ambientes 

ecológicos, como água doce e salgada (Madigan et al., 2010).  

Essas bactérias representando o maior filo dentre o reino protista e são divididas em seis 

classes: Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptorales, Rubrobacteria e 

Thermoleophilia, constituída por mais de 55 famílias, 240 gêneros e milhares de espécies (Ludwig 

et al. 2012; Verma et al., 2013). A classe mais estudada dentre estas é a Actinobacteria, pois 

enquadra cerca de 80% das actinobacterias descritas, quanto aos gêneros, os mais conhecidos são: 

Actinomyces, Arthrobacter, Bifidobacterium, Butyrivibrio, Corynebacterium, Frankia, 

Micrococcus, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus e Streptomyces (Gao e 

Gupta 2012; Lacaz et al., 2002). 

 

 

  

 

Apresentam grande diversidade morfológica, podendo apresentar forma de cocos, coco-bacilo,  

hifas curtas e rudimentares ou micélio ramificado (Ventura et al., 2007). Suas estratégias 

Figura 1. Classificação Filo actinobacteria, adaptado de Gao e Gupta (2012) 
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reprodutivas levam a formação de uma diversidade de esporos: artrósporos, característico do 

Gênero Streptomyces, endósporos, ligados aos Thermoactinomyces; aleuriósporos, das 

micromonosporas; zoósporos móveis dos actinoplantaceae (Gao e Gupta, 2005; Ensing, 1978).     

Seu é crescimento vegetativo abundante e ramificado, aparentemente exponencial, esses 

microrganismos apresentam micélio com hifas ramificadas com 1µm de diâmetro, geralmente 

formam colônias pequenas e bem aderidas ao substrato (Holt et al,1994).São capazes de crescer em 

locais antropizados e que apresentam condições ambientais hostis, sua abundância tende a ser maior 

em solos oligotróficos e menor um solos úmidos ( Lima, 2013; Fierer, Bradford e Jackson, 2007)  

Seus representantes incluem patógenos humanos (Mycobacterium sp.), fitopatógenos (Leifsonia 

sp.), bactérias que habitam no solo (Streptomyces sp.),  ambientes aquáticos (Rhodococcus sp.), e do 

trato gastrointestinal (Bifidobacterium sp.). 

Tabela 1. Principais grupos de actinobactérias e suas características. (adaptado de Madgan et 

al.,2010) 

Classe Representantes Caracteristicas 

Bactérias corineformes Corynebacterium sp. 

Arthrobacter sp. 

Cellulomonas sp. 

Kurthia sp. 

Brevibacterium sp. 

Bacilos, geralmente em forma de 

clava, como morfologia variada; 

não acidorresistentes ou 

filamentosos; divisão celular 

com separação incompleta. 

Bactérias propiônicas Propionibacterium sp. 

Eubacterium sp. 

De anaeróbias a aerotolerantes; 

bacilos ou filamentos, 

ramificantes. 

Anaeróbios obrigatórios Bifidobacterium sp. 

Acetobacterium sp. 

Butyrivibrio sp. 

Thermoanaerobacter sp. 

 

Actinomicetos Actinomicetos:  

Actinomyces sp. 

Arachnia sp. 

Bacterionema sp. 

Rothia sp. 

Agromyces sp. 

 

Não acidoressistentes; aeróbios 

facultativos; não formam 

micélios; células bacilares, 

cococides ou corineformes 

Micobactérias:  

Mycobacterium sp. 

Patógenos, saprofitas; aeróbios 

obrigatórios; crescimento lento e 

nutrição simples. 
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Actinomicetos fixadores de 

nitrogênio: 

Frankia sp. 

Simbiontes fixadores de 

nitrogênio de plantas, produzem 

micélio verdadeiro 

 

Actinoplanes: 

Actinoplanes sp. 

Streptoporangium sp. 

Produzem micélio verdadeiro; 

formam esporos, contidos no 

interior de esporângios. 

 

Grupo dermatófilo: 

Dermatophilus sp. 

Geodermantophilus sp. 

Filamentos miceliais dividem-se 

transversalmente; ausência de 

micélio aério; ocasionalmente 

causadores de  de infecção 

edpidérmicas. 

 

Nocárdia: 

Norcardia sp. 

Rhodococcus sp. 

Ocasionalmente produzem 

esporos aéreos; conteúdo 

lipídico de células e paredes 

celulares bem elevado. 

 

Estreptomicetos: 

Streptomyces sp. 

Streptoverticillium sp. 

Sporichthya sp. 

Kitasatoa sp. 

Micélio permanece intacto, 

micélio aéreo abundante e longas 

cadeias de esporos 

 

 

Micromonosporas: 

Micromonospora sp. 

Microbispora sp. 

Thermobispora sp. 

Thermoactinomyces sp. 

O micélio permanece intacto; 

formação de esporos únicos, em 

pares ou em cadeias curtas; 

vários são termófilos; saprofitas 

encontrados no solo. 

 

3.2. METABOLISMO DE ACTINOBACTÉRIA 

O metabolismo secundário de um microrganismo é relatado como a produção de compostos 

não necessário para sua seu crescimento e reprodução, porém quando há falta de substância vitais, 

este metabolismo garante a continuidade dos mecanismos essenciais para a multiplicação celular 

(Zhang, 2009).  

As actinobactérias são muito versáteis quanto ao seu metabolismo, podem ser autotróficas, 

heteretróficas, quimitróficas ou fototróficas e utilizam varias fontes de carbono. São capazes de 

produzir diversos metabólitos secundários bioativos e de grande diversidade química, que há muito 

vem beneficiando a saúde humana e a indústria (Soares et al., 2012), esses  compostos são muito 
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importantes, pois confere competitividade a outros microrganismos no ambiente (Procópio et al., 

2012) 

Quanto se trata de compostos bioativos com importância farmacêutica, encontramos 

antibióticos, agentes anti-tumorais, compostos anti-inflamatórios e inibidores de enzima (Shivilata e 

Satyanarayana, 2015). O primeiro antibiótico produzido pelo filo foi a estreptomicina, este efetivo 

frente ao Micobacterium tuberculosis, e em seguida foi descoberta a neomicina. Ao longos dos anos 

outros foram descobertos, a linezolida, a tigeciclina e a ceftobiprole, estas eficazes frente a bactérias 

gram positivas (Soriano et al., 2008). Desde a descoberta do primeiro antibiótico produzido por este 

grupo de bactérias, o maior número de antibióticos introduzidos no mercado, carbapenemos 

(cefalosporinas), macrolídeos (eritromicina), ansamicinas (rifampicina), glicopeptídeos 

(vancomicina), e tetraciclina (Demelocyclin), são oriundos desta família de microrganismos 

(Mohammadipanah e Wink, 2016). 

Figura 2. Antibióticos produzidos por actinobactérias. (adaptado de Guimarães et al., 2010) 

 

 

Dentre as substâncias com atividade antitumoral, esses microrganismos produzem a L-

asparaginase, estas diminue os níveis de L-asparargina, aminoácido não sintetizado pelas células 

tumorais, porém necessário para sua sobrevivência (Amena et al, 2010; Szeliga & Obara-

Michlewska, 2009). Outros compostos enquadrados neste grupo com essa atividade são: 

Bleomicinas, mitomicina C, antraciclinas e actinomicina D, são antibióticos produzidos pelo gênero 
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Streptomyces e possuem atividade a anticancerígena (Puppo et al., 2006). Quando relatado 

matabólitos isolados de actinobactérias marinhas, um exemplo é a marinomycin A, esta efetiva 

frente a linhagens celulares de melanoma humano (Becerril-Espinosa et al., 2012).  

Actinobacterias vem se mostrado eficaz na produção de poderosos fungicida e na eliminação 

de patógenos humanos, Gandotra e colaboradores (2012) observa que 33,3% dos Streptomyces sp. 

estudados mostram algum grau de atividade frente a Cândida sp. O controle de fitopatógenos por 

esses microrganismos se dá devido produção de antibióticos, sideróforos e enzimas com ação 

antimicrobiana, e é de especial interesse quando se trata infecções pelos gêneros Rhizoctonia, 

Sclerotium, Pythium, Phytophthora e Fusarium (Rojas et al., 2015). As actinobactérias vem 

demonstrado atividade fungicida frente a esses microrganismos, como descrito por Horna e 

colaboradores (2012), onde cepas de actinobacterias e seus extratos orgânicos são efetivos no frente 

Fusarium sp. e Rhizoctonia sp.   

Este filo também apresenta metabólitos de grande interesse na agroindústria, como a 

descontaminação do solo, decomposição de matéria orgânica e aproveitamento de resíduos, além de 

tratamento no controle de pH do solo, essas ações envolvem enzimas como a lignina, a celulase e a 

fosfatase alcalina (Ramírez e Calzadíaz, 2016). 

3.3. STREPTOMYCES 

Dentro do filo actinobacteria, o gênero mais comumente isolado e amplamente estudado é o 

Streptomyces. Microrganismos aeróbios obrigatórios comumente encontrados no solo, porém 

podem ser isolados de outros habitats como a água do mar, e espécimes humanos. ( Silva,  2013; 

Koneman,2001). Os filamentos de Streptomyces sp. normalmente apresentam de 0,5-1,0µm e 

geralmente são desprovidas de paredes transversais na forma vegetativa. A germinação do 

streptomyces se inicia com a germinação dos esporos (conídios), em reposta nutricional ou estresse 

produzem hifas aéreas reprodutivas que sofrem divisão celular para formação dos esporos (Seipke 

et al., 2012) . 
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Figura 3. Ciclo de crescimento e esporulação do Steptomyces sp. (adaptado de Seipke et al.,2012) 

 

 

Normalmente possuem parede dos esporos mais espessa do que as hifas, sendo também mais 

hidrofóbicas, contribuindo com isso para a presença de um envelope externo. Estes esporos também 

toleram a dessecação e o calor permanecendo viáveis por muitos anos, no entanto, a resistência não 

se compara com a dos endosporos bacterianos (Pereira et al.,2012). 

O gênero ganha destaque entre as actinobacterias quanto a diversidade da produção de 

metabólitos bioativos, como antibióticos, herbicidas, pesticidas, antiparasitários, antitumorais, 

antitrombótico, imunossupressores e diversas enzimas extra celulares de interesse industrial (Reddy, 

Ramakrishna e Rajagopal, 2011; Singh e Rai, 2012; Soares, Costa e Silva, 2012). Também 

conhecido pela capacidade de decompor polímeros (celulose, quitina e amido), e produzir vitamina 

B12 e timina (BATISTA et al., 2010). São esses microorganismos que produzem a geosmina, 

substância que confere ao solo o odor característico de ―terra molhada‖ (KIESER et al., 2000). 

O potencial enzimático dos estrepitomicetos é um aspecto importante a ser considerado, pois 

depois dos antibióticos estes são os compostos mais explorados pela indústria biotecnológica, por 

terem origem microbiana, são de ampla diversidade bioquímica e susceptível a manipulação 

genética, este gênero produz várias enzimas extracelulares de interesse comercial, exemplo dessas 

são as pectinases, xilanases, proteases e celulases (Silva et al.,2016; Silva et al., 2015). A atividade 

endoglucanásica é encontrada em diferentes espécies de streptomyces, S. malaysiensis AMT-3, S. 

drozdowiczii M-7A, S. viridobrunneus e S. capoamus, enzima esta de interesse na indústria de 

papel e celulose. (Grigorevski-Lima, 2005; Da Vinha, 2011). 

Diferentes classes de antibióticos são produzidas pelos Streptomyces sp., cerca de 80% do 

antimicrobianos conhecidos são gerados pelo gênero (Carvalho e Sand, 2015), o primeiro relatado 

foi a estreptomicina, eficaz frente a Micobacterium tuberculosis (Waksman e Schatz, 1945).  Ao 
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longo dos anos novos compostos foram descobertos ácido clavulânico (S. clavuligenus), 

tienamicina (S. cattleya), Clorafenicol (S. Venezuela), entre outros (Guimarães et al, 2010). Um 

outro exemplo é a natamicina, um macrolídeos produzida por estipes de Streptomyces natalensis, S. 

chattanoogensis e S.  lydicus (ATTA et al, 2015). 

A produção de antibióticos por actinobactéria inegavelmente gera um ganho na competição 

com outros microrganismos em um ambiente natural, porém, como a produção acontece depois do 

crescimento, o antibiótico pode servir como proteção para a biomassa da colônia até o completo 

desenvolvimento do micélio aéreo. Há ainda a produção de antibióticos em alguns Streptomyces 

simbiontes de insetos e plantas, conferindo a estes, proteção a infecções. (Chater et al., 2010). 

O Streptomyces hygroscopicus está incluso no táxon com mais 21 outros estreptomicetos,  e pode 

ser subdividido em várias subespécies como S. hygroscopicus subsp. Angustmyceticus NRRL B-

2347 e S. hygroscopicus subsp. glebosus NRRL B-324. A espécie foi considerado particularmente 

rica fonte de novos antibióticos e outros metabólitos bioativos, ao longo dos anos vários compostos 

foram obtidos a partir de S.hygroscopicus, a rapamicina, a validamicina A, ácido clavulânico, 

transglutaminases (Kumar e Gooldfellow, 2010). 

 

3.4. ANTIBIÓTICOS 

 

Os antibióticos são compostos capazes de inibir (bacteriostáticos) ou causar a morte 

(bactericidas) a fungos e/ou bactérias, sendo eles naturais ou sintéticos. O primeiro antibiótico 

sintético, o salvarsan, foi desenvolvido em 1930, por Paul Ehrlich, em 1934 foi introduzido a clínica 

o proflavina, antibiótico amplamente utilizada na segunda guerra mundial, durante o tratamento de 

feridas profundas. O marco do tratamento contra infecções bacterianas ocorreu com a descoberta da 

penicilina, em 1928, por Alex Fleming, porém só vou iniciada sua utilização para fins terapêuticos 

em 1940 (Guimarães et al., 2010)., essas produzidas em 4 grandes grupo: penicilinas naturais, 

penicilinas penicilinase-resistentes, aminopenicilinas e penicilinas de amplo espectro (Goodman e 

Gilman, 2010). 

De 1940 a 1960 vários antibióticos foram inseridos na terapêutica: β-lactâmicos, 

aminoglicosídeos, tetraciclinas, macrolídeos, peptídeos entre outros (Fernandes, 2006). Já entre os 

anos 60-80 foram introduzidos no mercado antibióticos semi-sintéticos efetivos frente a patógenos 

gram positovos e gram negativos, sendo eles em grande maioria análogos dos fármacos naturais 

desenvolvidos nas décadas anteriores (Guimarães et al, 2010). 

 Ao analisar o período entre 1980-2000 houve uma queda drástica na produção de novos compostos, 

sendo assim utilizadas novas ferramentas para obtenção de fármacos, a genômica e a triagem de 

coleções de compostos, devido ao prejuízo às triagens de produtos naturais microbianos, foi nesta 
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época que começaram a surgir casos de resistência bacteriana aos antibióticos já existentes e assim 

a necessidade de compostos mais efetivos (Guimarães et al, 2010). Após os anos 2000 poucos 

antibióticos foram inclusos no mercado farmacêutico, dentre esses estão a linezolida , composto 

sintético  da classe dos oxazolidinonas (Kaiser et al.,2007) e a daptomicina, fármaco isolado de 

Streptomyces roseosporus e aprovado em 2003 para tratamento de infecções causadas por bactérias 

Gram positivo (Picazo et al., 2010). Já em 2015 foi descoberto um novo antibiótico o teixobactina, 

esse inibe a síntese de parede celular e se mostrou eficaz frente a cepas de Staphylococcus 

aureus e Mycobacterium tuberculosis resistentes a outros antibióticos (Ling et al.,2015). 

3.4.1 Principais classes de antibióticos produzidos por Streptomyces 

Aproximadamente 55% dos antibacterianos são produzidos por Streptomyces, e outros 11% 

por actnobacterias (Axenov-Gibanov et al., 2016). Esses podem ser enquadrados em diferentes 

classes: 

3.4.1.1 β-lactâmicos 

Esses antibióticos possuem em comum no seu núcleo estrutural um anel β-lactâmico, este 

confere sua atividade bactericida. Sua ação impede a síntese de peptideoglicanos, através a inibição 

irreversível da enzima transpeptidade, essa catalisa a reação de transpeptidação entre as cadeias de 

peptideoglicana da parede celular bacteriana, cadeia essa responsáveis por manterá integridade da 

parede celular bacteriana (Mota et al, 2010) 

Os β-lactâmicos podem ser divididos em quatro subclasses: penicilinas,cefalosporinas, 

cabapenens e monobactâmicos, e possuem ação variada frente a bactérias gram positivas e gram 

negativas, aeróbias e anaeróbias, de acordo com o subgrupo (Fuch, Wannmader e Ferreira, 2004). 

Dentro dessa classe encontramos o ácido clavulânico, um excelente inibidor de β-lactamases, 

constituído por um anel ß-lactâmico condensado a um anel oxazolidina e produzido por 

Streptomyces clavuligerus (Mancilha et al., 2014) 

3.4.1.2 Aminoglicosídeos 

São fármacos que possuem uma unidade de açúcar e um grupo amino básico em sua estrutura. 

Apresentam atividade bactericida, pois se ligam a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, 

impedindo a síntese de proteínas. São efetivos frente a gram negativas como a P. aeruginosa, porém 

requer cuidado com uso prolongado, pois apresenta efeito nefrotóxico e ototóxico. (Durante-

Mangoni, 2009; Oliveira et al.,2006). O maior representante desta classe é a estreptomicina, 

composto produzido por Streptomyces griseuse, ativo frente a Micobacterium tuberculosis e a 

grande parte das bactérias gram negativa (Madgan et al, 2010). 
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3.4.1.3 Macrolídeos 

Esses antibióticos são caracterizados por um anel macrociclico de lactona, agem contra 

bactéria inibindo a síntese protéica, para isso lingando a subunidade 50S do ribossomo bacteriano, 

seus efeitos podem sem bacteristáticos ou bactericidas, isto depende da concentração de 

susceptibilidade do microrganismo (Da Silva Filho, Pinto e Stein, 2015). Nessa classe encontra-se a 

clindamicina, um derivado sintético da lincomicina, produzida por Streptomyces lincolnensis, droga 

essa eficaz contra anaeróbios obrigatórios, especialmente Bacterioides fragilis (Gómez-Meneses e 

González-Pérez, 2009). E a eritromicina, um dos mais seguros antibióticos em uso clínico, obtido a 

partir de cultivo uma cepa de Streptomyces erythreus, hoje denominada Saccharopolyspora 

erythraea. Este antibiótico possui efetividade frente a bactérias gram posistivas e gram negativas 

(Mycoplasma sp. , Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis)(Oliva e Gárcia del Pozo, 2002). 

3.4.1.4 Clorafenicol 

Isolado a primeira vez do Streptomyces Venezuela, liga-se a subunidade 30S do ribossomo 

bacteriano, inibindo a peptidil transferase, enzima esta responsável pela extensão da cadeia 

peptídica. Esse é o fármaco de escolha para a febre tifoide, porém não podem ser administrados em 

concomitância a macrolídeos e as lincosamidas, pois se ligam a mesma região na bactéria 

(Guimarães et al., 2010). 

3.4.1.5 Tetraciclinas 

O primeiro membro desta classe, a clortetraciclina, que é um produto da fermentação natural 

de Streptomyces aureofaciens. São antibióticos bacteriostáticos e possuem diversas propriedades 

favoráveis, tais como amplo espectro de ação, baixa toxicidade e baixo custo. Atuam se ligando a 

subunidade 30S dos ribossomos, impedindo a ligação do aminoaciltRNA. Como resultado, a adição 

de novos aminoácidos é bloqueado não ocorrendo o aumento da cadeia proteica. Seu espectro de 

atividade se estende a numerosos organismos gram positivos e gram negativos, inclusive, 

organismos anaeróbicos, micobactérias e protozoários, como a Entamoeba histolytica, Balantidium 

coli, Giárdia lamblia e Toxoplasma gondii (Pereira-Maia et al., 2010; Guimarães et al., 2010).  

 3.5. Antioxidantes 

Os radicais livres são átomos ou moléculas altamente reativas, sua geração é um processo 

contínuo e fisiológico. Possuem papel determinante durante processo biológicos, pois atuam como 

mediadores para transferência de elétrons em várias reações químicas. Em quantidades adequadas 

possibilitam a formação de ATP, por meio da cadeia transportadora de elétrons, ativação de genes, 

participam de mecanismos de defesa durante o processo de infecção, entre outros processos (Shami 

e Moreira, 2004; Ferreira e Matsubara, 1997).  

O excesso de produção de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade de defesa 

dos sistemas antioxidantes, gera-se o estresse oxidativo. Esse conduz à oxidação de biomoléculas, 
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gerando danos como perda de suas funções biológicas e/ou desequilíbrio homeostático. A evolução 

deste processo a um estado crônico leva ao desenvolvimento de diversas patologias, como câncer e 

obesidade, também considerado a principal causa de diversas doenças crônicas e degenerativas 

como a arterosclerose, a artrite reumatoide e diabetes mellitus (Lee et al.,2015). 

 Com o objetivos de inibir e/ou reduzir os danos causados pelo excesso de radicais livres ou 

das espécies reativas não-radicais são utilizados  compostos antioxidantes, substâncias capazes de 

desacelerar ou retardar a oxidação de um material oxidável, mesmo quando utilizado em quantidade 

muito modesto em comparação com a quantidade de material que tem que proteger (Amorati et 

al.,2013). Esses compostos são definidos como qualquer substância que em menor concentração 

que o agente oxidável seja capaz de inibir ou atrasar sua capacidade oxidante. Podem agir 

diretamente neutralizando a ação dos radicais livres ou espécies não-radicais, ou indiretamente 

participando de sistemas enzimáticos que possuem capacidade antioxidante (Halliwell e Whiteman, 

2004). 

O sistema antioxidante pode ser dividido em enzimático e não enzimático, dentro do ultimo 

estão presentes diversas substâncias de origem endógena ou dietética. No sistema enzimático estão 

presentes a Superóxido Dismutase, a Catalase e a Glutationa Peroxidase, a duas últimas agem 

impedindo o acúmulo de peróxido de hidrogênio, pois essa espécie reativa culmina na geração de 

radical OH
+
, radical com potencial reativo e grande instabilidade. No sistema não enzimático se 

destacam substâncias de origem dietética, vitaminas (Vitamina C, A e E), minerais (zinco, cobre, 

selênio e magnésio), compostos fenólicos e outros carotenoides como o licopeno (Barbosa et al., 

2010). 

 Os compostos antioxidantes possuem diversas aplicações: agente anticancerígeno, como 

descrito por Giampieri e colaboradores (2014), onde a capacidade antioxidante de compostos é 

utilizado como mecanismo para inibir a mutagenese de células, através da modulação da sinalização 

celular, impedido a formação do cancro. Além que potencializar a ação de drogas antineoplásicas e 

diminuir seus efeitos colaterais (Santos e Cruz, 2001). Manutenção e proteção do sistema imune 

humano, onde protegem os lipídios da membrana celular de células do sistema imune, conservando 

assim a comunicação entre células e receptores de membrana, mantendo a função celular normal 

(Zou et al., 2016). Além das práticas relacionadas acima apresentam eficácia na diminuir a 

incidência de doenças cardiovasculares e no retardo no desenvolvimento de aterosclesrose, dentre 

diversas outras aplicações (Cerqueira et al., 2007). 
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4. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:  

• Ao realizar identificação morfológica e molecular a actinobactéria foi apresentada como S. 

hygroscopicus; 

• Os extratos obtidos através da fermentação de S. hygroscopicus apresentaram atividade 

antimicrobiana frente aos microrganismos teste. Destacou-se o extrato  hexânico que 

apresentou MIC de 3,2mg/mL e a atividade frente a M. tuberculosis onde valores de MIC  

de 1,25-5. 

• Os extratos apresentaram expressiva atividade antioxidante, mantendo-a mesmo quando 

avaliado em pequenas concentrações, como o extrato metanólico (0,28 mg/mL), apresentou 

porcentagem de inibição de 19, 79. 

• Quanto os extratos foram caracterizados quimicamente foram encontradas diferentes classes 

químicas: protoantocianididas condensadas, leucoantocianidinas, cumarinas e saponinas no 

extrato metanólico; já no extrato acetato de etila foram encontrados derivados cinâmicos, 

triterpenos e esteróide 

• Extratos hexânico e metanólico apresentaram significativa citotoxicidade a células VERO. 

Porém o extrato acetato de etila (5mg/mL) apresentou citotoxicidade de aproximadamente 

9%. 
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Resumo: Devido ao crescente número de infecções e um aumento da resistência bacteriana aos 

antibióticos disponíveis no mercado, a busca de novos antibióticos se intensificaram. Neste contexto 

visando a busca de novos antimicrobianos, as actinobacterias vêm sendo estudadas por sua 

capacidade de produzir metabólitos bioativos. Este trabalho tem por objetivo produzir metabólito 

secundário de Streptomyces hygroscopicus avaliar sua atividade antimicrobiana e citotoxicicidade, , 

além de identificar morfológica e molecularmente a actinobactéria produtora. Inicialmente a 

atividade antimicrobiana foi realizada através de teste em difusão de poço, onde o extrato acetato de 

etila (EA) mostrou atividade frente a B. Subtillis (23,61mm) e S. aureus (21,61mm), o extrato 

metanólico (EM) e extrato hexânico (EH) frente as mesmas bactérias teste C. Kruzi (EM:11,92mm, 

AH: 8,86mm), B.subtillis (EM: 18,07mm, EH: 18,07mm), S. aureus (EM: 15,24mm, EH:  29,66 

mm), P. aeruginosa (EM: 20,95mm, EH:17,91), com excessão da E.coli (EM:12,87mm) em 

seguida foi determinado CMI com 4 bactérias testes que apresentaram maior halo de inibição e 

Micobacterium tuberculosis ATCC. Grande parte dos extratos estudados mostraram atividade 

inibitória frente aos microrganismos testes quando em concentração de 10mg/mL, Já o extrato 

Acetato de etila (EA) frente a B.subtillis, e Metanólico frente a B.subtillis e P. aeruginosa 

obtiveram MIC > 10mg/mL, o extrato hexânico (EH) apresentou MIC de 1,25 mg/mL frente a 

B.subtillis. Os extratos apresentaram as seguintes valore de MIC, 5mg (EA), 2,5mg (EM) e 1,25mg 

(EH), frente a Micobacterium tuberculosisA citotoxicidade dos extratos estudados foi avaliada pela 

técnica de MTT, onde foi observado CC50 de 9,06 mg/mL para o extrato acetato de etila, 4,55 

mg/ml para extrato hexânico e 1,81mg/mL para o extrato metanólico. Concluiu-se que  Quanto a 

atividade antimicrobiana o extrato hexânico obteve melhores resultados, sendo efetivo frente a 

Micobacterium tuberculosis e B.subtillis, mostranto que extratos oriundos de Streptomyces 

hygrscopicus possue efetiva atividade antimicrobiana e antioxidante, sendo o extrato acetato de etila 

considerado com menor toxicidade. 

Palavras-Chave: Streptomyces hygroscopicus, antimicrobiano, MTT 

 

Introdução 

O crescente número de infecções causadas por bactérias resistentes a antibióticos leva à busca para 

estudos de diferentes compostos bioativo. Esta resistência em grande parte se deve também ao uso 

empírico e inadequado de antimicrobianos pela população, que no Brasil, até o ano de 2009, 

detinham o livre poder do compra destes fármacos. A incidência de isolados cada vez mais 

resistentes a atual terapêutica utilizada, tanto em meio hospitalar quanto na comunidade, vem 

crescendo ao longo dos anos (Queiroz et al, 2012). No entanto apenas duas novas classes de 

antibióticos foram introduzidas na medicina desde a década de 1960, a oxazolidinona linezolida 

(Zyvox; Pfizer) e o lipopeptídeo cíclico daptomicina (Cubicin; Cubist) em 2000 e 2003, 

repectivamente.  Segundo Cordeiro e Brito (2012),  um pequeno número de fármacos efetivos frente 

a bactérias resistentes aos já utilizados, foram lançados até 2012, cerca de quatro antibióticos foram 

classificados como novas entidades químicas, tigeciclina (Tygacil; Pfizer), retapamulina (Altabax; 

GlaxoSmithKline), telavancina (Vibativ; Theravance/ Astellas) e ceftarolina (Teflaro; Cerexa) 

(Brito e Cordeiro, 2012).  

 

Neste contexto visando a busca de novos antimicrobianos, as actinobacterias vem sendo estudadas 

por sua capacidade de produzir metabólitos bioativos, pigmentos, compostos terpenóides e enzimas 
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com atividades antimicrobianas (Palaniyandi et al, 2013).  As actinobactérias são caracterizadas 

como bactérias filamentosas gram positivas, com teor elevado de Guanina (G) e Citosina (C) em 

seu DNA, capazes de formar hifas em alguns estágios de seu desenvolvimento e de elevada 

diversidade morfológica. (Cheah et al., 2015; Carvalho, Oliveira, Van Der Sand, 2012).  

 

Dentro do filo actinobacteria, está presente o gênero Streptomyces, microrganismos aeróbios 

obrigatórios que perfazem 30% da microbiota do solo. Este merece destaque quanto a produção de 

metabólitos bioativos, sendo produtores por aproximadamente 70% de todos os produtos naturais 

excretados por actinobactérias, dentre estes, antioxidantes, herbicidas, pesticidas, antiparasitários, 

antitumorais, antitrombótico, imunossupressores e diversas enzimas de interesse industrial, sendo o 

grande destaque os antibióticos, como a Antracimicina, isolada de uma actinobactéria marinha e 

utilizada no combate ao bacilo Anthrax (Cunha et al, 2009; Singh, Rai, 2012; Rashad et al.,2015). 

 

Diferentes classes de antimicrobianos são comumente produzidos pelo gênero Streptomyces. Há 

relatos que o primeiro antibiótico produzido pelo gênero foi a estreptomicina, este eficaz frente ao 

Micobacterium tuberculosis, trabalho este publicado por Waksman e Schatz em 1945. O segundo a 

ser relatado foi a neomicina em 1949 por Lechevalier e Waksman. Ao longo dos anos várias drogas 

foram descobertas, dentre elas a linezolida, a tigeciclina e a ceftobiprole, estas eficazes frente a 

bactérias gram positivas (Soriano, 2008). Um outro exemplo é a natamicina, um macrolídeos 

produzida por estipes de Streptomyces natalensis, S. chattanoogensis e S.  lydicus (Atta et al, 2015). 

 

Visando a produção de novas drogas com atividade efetiva frente a microrganismos patógenos 

humanos, extratos obtidos através de fermentação de actinobactéria, foram testados frente a 

diferentes microrganismos já conhecidos quanto sua capacidade patogênica, além de avaliar a 

citotoxicidade desses compotos. 

 

Resultados e discussão 

 

Identificação do microrganismo produtor por biologia molecular 

O Microrganismo produtor do metabólito secundários estudado foi caracterizado a nível de gênero e 

espécie como Streptomyces hygroscopicus 

 

Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir de fermentação em 

biorreator.  

 

Atividade antimicrobiana por difusão em poço 

Após extração do metabólito secundário a partir da fermentação em biorreator foram obtidos três 

diferentes extratos, extrato acetato de etila, extrato metanólico e extrato hexânico. Ao realizar o 

ensaio de atividade antimicrobiana por difusão em poço destes, frente as bactérias teste foi obtido o 

resultado mostrado na tabela 1. 

 

Tabela 1. Atividade antimicrobiana por difusão em poço dos extratos obtidos através de 

fermentação em biorreator. 
Extratos obtidos Zona de inibição 

C. Kruzi B. Subtillis S. aureus K. Pneuminiae P. aeruginosa E. coli 

Extrato Acetato 

de etila 

NA 23,61 22,62 ND 

 

ND ND 

Extrato 

Metanólico 

11,93 12,23 15,24 ND 20,95 12,87 

Extrato Hexânico 8,86 18,07 29,66 NA 17,92 NA 

ND: Não detectado 
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Maia-Araújo e colaboradores (2011), ao comparar os métodos de disco difusão e difusão em poço, 

utilizando diferentes quantidades de extrato etanólico de própolis frente a S. aureus, revela que não 

há diferença significativa (p> 0,5) entre as técnicas, mostrando halos de inibição entre 11,11 e 15,66 

mm, e 11,22 e 14,77mm, para poços e disco difusão, repectivamente. No entanto a técnica de 

difusão em poços é considerada de maior potencial de reprodutibilidade.  Naine e colaboradores 

(2015) utilizando a técnica de difusão em poço observaram atividade antimicrobiana de extratos de 

S.parvalus  frente a S aureus (24mm) e P. aeruginosa (20mm). 

Quando analisados extratos n-butanólicos produzidos por Streptomyces flavogrieus, esses 

apresentaram eficácia frente a B. subtillis e S. aureus, obtendo halos de inibição de 15 e 13mm 

repectivamente (Dezfully e ramanayaka, 2013). Já Krishram Kannabiran e colaboradores (2013), 

observaram atividade antimicrobiana de extratos de acetato de etila frente a P. aeruginosa (17mm) 

e C. albicans (24mm), extrato esse produzido por Streptomyces sp. VITPK9.Observa-se assim que 

diferentes extratos oriundos de culturas de Streptomyces sp. apresentam atividade antibacteriana 

e/ou antifúngica frente a diferentes microrganismos, de forma eficaz. 

 

Avaliação da atividade antimicrobiana por Concentração Mínima Inibitória (CMI) 

 

Os valores de CMI variaram de 1,25mg/mL a > 10mg/mL, grande parte dos extratos estudados 

mostraram atividade inibitória frente aos microrganismos testes (Bacillus subtillis (UFPEDA-86), 

Staphylococcus aureus (UFPEDA-02) e Pseudomonas aeroginosa (UFPEDA-416)), quando em 

concentração de 10mg/mL, estes apresentando comportamento bacteriostático. O extrato Acetato de 

etila (EA) frente a B.subtillis, e Metanólico frente a B.subtillis e P. aeruginosa obtiveram CMI > 

10mg/mL. E apenas o extrato hexânico em concentração de 3,2 mg/mL de mostrou bactericida 

frente a B.subtillis. Os extratos apresentaram as seguintes valore de CMI, 5mg (EA), 2,5mg (EM) e 

1,25mg (EH), frente a Micobacterium tuberculosis. 

 

Manikkam e seus colaboradores (2014) estudaram extratos de diferentes estirpes de Actinobacteria 

isoladas do solo de diferentes regiões, extratos de 39 das 54 cepas estudadas apresentaram atividade 

frente a uma ou mais cepas de Mycobacterium tuberculosis testadas. Enquanto 24 dessas inibiram o 

crescimento da estirpe padrão Mycobacterium tuberculosis H37Rv e enquanto cepas de SHRE 

(estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol) resistentes foram inibidas por 23 extratos. 

 

Comparados aos extratos brutos, os compostos isolados de extratos de streptomyces apresentam 

inibição do crecimento da cepa teste quando utilizados em menor concentração, como descrito por 

Supong e colaboradores (2016), onde substâncias isoladas de extratos oriundos de Streptomyces sp. 

em concentrações entre 12-50 µg/mL inibiram o crescimento do Mycobacterium tuberculosis. 

Arasu e colaboradores (2008) verificaram atividade antimicrobiana de Streptomyces spp. ERI-26 

isolada do solo e obtiveram CMI de 1500 µg/mL para B. subtilis e S. aureus a partir de uma das 

frações do extrato bruto metanólico.  

 

Citotoxicidade  

Ao avaliar a citotoxicidade dos extratos de Streptomyces hygroscopicus foi observado que há 

diferença de acordo com sua concentração. O extrato acetato de etila apresentou a menor toxicidade 

em todas as concentrações testadas, na de inibição de Mycobacterium tuberculosis (5,00 mg/mL ),  

a porcentagem de citotoxicidade foi 11,25%, essa ultrapassando 60% apenas ao chegar em 

10mg/mL (Figura 1). Ainda foram calculados os CC50, onde se observou 9,06%, 4,55% e 1,81% 

para extrato acetato de etila, extrato hexânico e extrato metanólico, respectivamente.  

 

Lertcanawanichakul (2015) analisando citotoxicidae de composto bioativo de cultura de 

Streptomyces sp., em células VERO, foi observado morte celular acima de 60%, quando esse em 

concentração de 10% e CC50 de 3,28%, sugerindo assim toxicidade deste composto frente a células 
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normais. Estudo realizado com frações de extrato acetato de etila provindos de fermentação de 

Streptomyces sp., os compostos obtidos mostraram-se eficazes quando sua atividade 

antimicobacterial e antimalarial, quando avaliada sua citototoxicidade para células vero, o CC50 

variou de 4,04µM a concentrações acima de 84,7µM (Intaraudom et al.,2015). 

Sudha e Masilamani (2012) demonstra que extrato acetato de etila devivado de Streptomyces 

avidinii  em concentração de 2mg/mL em contato com células vero, apresentação citotoxicidade, 

mostrando viabilidade celular de 19%, assim sua toxicidade chega a 89%. 

 

 
 

Figura 1 Citotoxicidade em células VERO de extratos de Streptomyces sp. 

 

Materiais e métodos 

 

Identificação da actinobactéria por biologia molecular 

 

A extração de DNA foi realizada através da cultura do microrganismo em meio líquido ISP-2 

durante 48 h a 37 ºC. Subsequentemente, a amostra foi centrifugada e extração de DNA foi 

realizada utilizando o kit de purificação de Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega) de 

acordo com as instruções dos fabricantes. A sequência de DNA foi avaliada por electroforese em 

gel de agarose, em seguida, realizada a amplificação do gene de 16S rRNA por meio da técnica de 

reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os oligonucleótidos universais (fD15'- 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; rD15'- AAGGAGGTGATCCAGCC -3’ ). A reação consistiu 

em uma mistura de 50 ng de DNA, 10 pmoles de cada um dos oligonucleótidos, 200 mM de dNTP, 

1,5 mM de MgCl2, 1X buffer, 1 U Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies), 

para um volume final de 25 uL. As condições de reacção: 5 min de desnaturação a 94 ° C, seguido 

de 25 ciclos de 1 min a 94 ° C, 30 s a 52 ° C e 2 min a 72 ° C, uma extensão final de 10 min a 72 ° 

C. O produto de amplificação foi analisada por electroforese em 1,2% gel de agarose e, 

subsequentemente, a amostra foi enviada para o sequenciamento. 

A amostra foi sequenciado por Macrogen e esta sequência foi comparada a todas as sequências em 

GenBank, usando software Blast of the National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). A sequência foi alinhado com o software Clustal e a árvore filogenética 

foi construída utilizando Mega 5.5. Topology foi avaliada por meio da análise de bootstrap (1.000 

resampling). 

 

Obtenção dos extratos em biorreator 
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 A actinobactéria foi semeada em placas de petri contendo ISP2 ágar e mantida em estufa por 7 

dias, em seguida 30 discos (9mm) foram inoculados em ISP2 caldo para obtenção do pré-inoculo da 

fermentação. A fermentação para obtenção do extrato foram realizadas em biorreator New 

Brunswick Scientific BIOFLO 110 ( capacidade de 4L) utilizando 3L de meio MPE, onde o pré-

inoculo foi adicionado, tendo o objetivo  o crescimento da actinobactéria e produção do metabólito 

secundário bioativo. O biorreator possui controle de temperatura, esta mantida a 37ºC e agitação 

mecânica de 200rpm. O arrefecimento foi realizado pela injeção de ar comprimido, controlado no 

parâmetro: nível de O2 (1/1) (v/v). O pH inicial foi em torno de 7,2.  

 

Extração do metabólito secundário e avaliação da atividade antimicrobiana de extratos a 

partir da biomassa 

 

Após as 96 h o produto da fermentação em meio MPE foi centrifugado a 10000 rpm por 7 min, com 

a finalidade de separar a biomassa do sobrenadante. Então a biomassa foi  misturada com diferentes 

solventes (hexano, acetato de etila e etanol), na proporção de 1:1 biomassa/solvente e mantidos sob 

agitação durante 30 min. A mistura então será centrifugada a 10000 rpm por 7 min e o sobrenadante 

foi separado para as avaliações seguintes. Esta última etapa foi realizada por 3 vezes consecutivas.  

 

Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir de fermentação em 

biorreator.  

A avaliação da atividade antimicrobiana foi inicialmente realizada frente aos microrganismos 

Candida albicans (UFPEDA1007), Bacillus subtillis(UFPEDA86), Staphylococcus aureus 

(UFPEDA02), Candida khruzi (UFPEDA1002), Klebsiella pneumoniae(UFPE396), Pseudomonas 

aeruginosa (UFPEDA416) através da técnica Cup-plate, . Em seguida realizadas CMI e CMB, dos 

extratos frente aos 3 microrganismos que os mesmos obtiveram melhor atividade e ao  

Micobacterium tuberculosis (SILVA et al., 2013; GOMES et al., 2012). 

Citotoxicidade  

Células da linhagem VERO (10 5 células/mL) foram semeadas em placas de 96 poços contendo 

meio RPMI suplementado com 10% de SFB e incubados em uma atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. 

Após 24 horas, o meio foi removido e as células incubadas na presença de várias concentrações dos 

extratos por 24 horas em meio RPMI sem vermelho de fenol. Após este período, foram adicionados 

10 µL de MTT e incubados por mais 3h em estufa de 37°C e 5% de CO 2 . Em seguida, os cristais 

de formazan foram solubilizados em DMSO e sua absorbância foi determinada 

espectofotometricamente a 590 nm. Cada experimento foi realizado em quadruplicata em dois 

experimentos distintos e a porcentagem de células viáveis em relação às células controles foi 

estimada. A concentração capaz de causar a perda de viabilidade em 50% das células foi 

determinada por análise de regressão logarítmica dos dados obtidos Mosmann (1983). 
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Resumo: Antioxidantes são substâncias capazes de desacelerar ou retardar a oxidação de um 

material oxidável. O acúmulo de moléculas provindas dessas reações (radicais livres) podem causar 

estresse oxidativo, distúrbio esse considerado a principal causa de doenças crônico degenerativas. 

Visando a produção de metabólitos secundário bioativos por Streptomyces sp. esse trabalho avalia a 

atividade antioxidante de extratos obtidos através de fermentação de Streptomyces hygroscopicus, 

além de caracteriza-lo quimicamente. Ao realizar a atividade antioxidante dos extrato através do 

método de DPPH, obtivemos os seguintes valores de IC50: 3,4916 mg/mL (EA), 2,0880 mg/mL 

(EM). Quando utilizado o método ABTS o extrato Acetato de etila (1,485 mg/mL) observou-se o 

pico de porcentagem de inibição do radical ABTS de 19,3548, e para o extrato metanólico (0,285 

mg/mL), 19,7947.  Os perfis químico dos exratos  foram realizados por Cromatografia em Camada 

Delgada (CCD), onde foram encontradas as seguintes classes: Protoantocianididas condensadas, 

leucoantocianidinas, cumarinas e saponinas no extrato metanólico, já no extrato acetato de etila 

foram encontrados derivados cinâmicos, triterpenos e esteroides 

Concluiu-se que os extratos possuem expressiva atividade antioxidante e apresentam em sua 

composição diferentes classes químicas. 

Palavra-chave: Antioxidante, Streptomyces hygroscopicus, Caracterização química. 

 

 

Introdução 

Os radicais livres são átomos ou moléculas altamente reativas, que podem ser produzidas no 

metabolismo celular normal. Quando em excesso, causam o estresse oxidativo, este é a principal 

causa de diversas doenças crônicas e degenerativas como a arterosclerose, a artrite reumatoide e 

diabetes mellitus. (Ferreira e Matsubara, 1997; Lee et al.,2014). 

 

Com o objetivo de minimizar o desequilíbrio entre a homeostase pró-oxidante e antioxidante, 

diversas substâncias antioxidantes vem sendo utilizadas na prática médica e em outras áreas da 

saúde. Dentre estas drogas estão a Hidroxicasolina butilado (BHA), Hidroxitolueno butilado (BHT) 

e vitaminas A, E e C. (Robledo et al., 2014). Estudos mostram que a utilização de drogas 

antineoplásicas em conjunto com as antioxidantes promovem a potencialização da droga e 

diminuição de seus efeitos colaterais (Santos e Cruz,2001) 

 

As actinobactérias são conhecidas pela sua capacidade de produzir metabólitos secundários 

com diversas estruturas químicas e atividades biológicas, estas bactérias são tipicamente úteis na 

indústria farmacêutica para a sua aparentemente capacidade ilimitada de produzir estas substâncias 

bioativas. Especialmente o gênero streptomyces, é considerado fonte de metabólitos importantes 

como antifúngicos, antioxidante, antitumorais e antibióticos. (Rao e Rao, 2013) 

 

Como o objetivo de obter novos compostos com atividade antioxidante, neste trabalho 

extratos provindos de fermentação de actinobactéria foram  testados quanto sua capacidade 

antioxidante e caracterizados quimicamente. 
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 Metodologia 

Obtenção dos extratos em biorreator 

 

 A actinobactéria Streptomyces higroscopicus foi semeada em placas de petri contendo ISP2 ágar e 

mantida em estufa por 7 dias, em seguida 30 discos (9mm) foram inoculados em ISP2 caldo para 

obtenção do pré-inoculo da fermentação. A fermentação para obtenção do extrato foram realizadas 

em biorreator New Brunswick Scientific BIOFLO 110 ( capacidade de 4L) utilizando 3L de meio 

MPE, onde o pré-inoculo foi adicionado, tendo o objetivo  o crescimento da actinobactéria e 

produção do metabólito secundário bioativo. O biorreator possui controle de temperatura, esta 

mantida a 37ºC e agitação mecânica de 200rpm. O arrefecimento foi realizado pela injeção de ar 

comprimido, controlado no parâmetro: nível de O2 (1/1) (v/v). O pH inicial foi em torno de 7,2.  

 

Avaliação da atividade antioxidante 

 A avaliação da atividade antioxidante dos extratosacetato de etila e metanólico foi baseada na 

capacidade de captação de radicais-livres em solvente polares, através do método do DPPH onde 

ocorre a redução do radical 2,2’-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH.) (FABRI et al., 2011) e do método 

do ABTS, que tem como princípio  a utilização de persulfato de potássio para oxidar o ABTS ao 

seu radical catiônico (PEREIRA, 2010; SANTOS  et al., 2012; SÁ et al., 2009). Para o método de 

DPPH o resultado foi expresso em IC50 e para ABTS em porcentagem de inibição 

 

Separação de compostos por cromatografia em camada delgada (CCD) e caracterização 

fitoquímica do metabólito secundário 

Os extratos produzido pela actinobactéria foram submetido a cromatografia em camada 

delgada utilizando placas de alumínio e sílica Macherey-Nagel ALUDRAM SIL G/UV254, e foram 

testados diferentes sistemas solventes, utilizando os seguinte solvente:  acetato de etila, ácido 

fórmico, ácido acético e Tolueno utilizando-se padrões já conhecidos para as classes testadas  

(BADJI et al., 2005; CARVALHO, 2007). Os reveladores utilizados para diferentes classes foram: 

Flavanóides e derivados cinâmicos- Reagente de Neu, Triterpenos, esteroides, mono, 

sesquiterpenos, e saponinas - reagente de Lieberman & Burchard, Alcalódes- reagente Dragendorff, 

Cumarinas- KOH e Proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas- Vanilina clorídrica 

(WAGNER, BLADT, 1996; HARBONE, 1998; ROBERTS et al., 1957). 

 

Análise UV-Visível 

OS extratos obtidos foram analisados em espectrofotômetro Thermo ficher Scientific modelo 

EVO60, na região UV-Visível. 

 

Resultados e discussão 

 

Atividade antioxidante 

Ao realizar a atividade antioxidante dos extrato através do método de DPPH, obtivemos os 

seguintes valores de IC50: 3,4916 mg/mL, 2,0880 mg/mL, para extrato acetato de etila e extrato 

metanólico, respectivamente. Quando utilizado o método ABTS o extrato Acetato de etila (1,485 

mg/mL) observou-se o pico de porcentagem de inibição do radical ABTS de 19,3548, e para o 

extrato metanólico (0,285 mg/mL), 19,7947.  

A atividade antioxidante de metabólitos secundário produzidos pelo gênero streptomyces 

pode apresentar grande variação, esta realidade vem sendo desmonstrado por diferentes autores. 

Através da técnica de DPPH, Thenmozhi e Kannabiran (2012), obteve IC50 de 0.6464 mg/mL em 

estudo utilizando extrato acetato de etila obtidos a partir de fermentação de Streptomyces sp. 

diferente de Manivasagan e colaboradores (2013), esses demonstraram que uma protease produzida 

por Streptomyces sp. obteve IC50 de 78±0,28 mg/mL. 
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Ser e colaboradores (2016), em estudo de atividade antioxidante de uma nova espécie de 

Streptomyces sp. mostrou que extrato metanólicos em concentração de 2mg/mL apresentaram 

porcentagem de inibição de 27,24 ± 1,91%, já os obtidos neste trabalho apresentaram atividades de 

50,73% em concentração de 2,09 mg/m, dados obtidos quando utilizados método de DPPH . Ao 

quantificar a atividade desta nova espécie pelo método ABTS os mesmos verificaram porcentagem 

de inibição de 27,87 ± 2,19%, esta maior que a percentagem apresentada pelo extrato metanólico de 

S. hygroscopiccus (19,79%.), quando em concentração aproximadamente dez vezes menor. 

 Em estudo para avaliar atividade antioxidante de extrato metanólico provindo de 

Streptomyces sp. Tan e colaboradores (2015) encontraram atividade 8 vezes menor quando 

comparadas as atividades  de extratos metanólicos obtidos neste trabalho quando em concentração 

de aproximadamente 2mg/mL. 

 

 

Caracterização química 

Ao realizar a caracterização química dos extratos em estudos foram encontradas as seguintes 

classes: Protoantocianididas condensadas, leucoantocianidinas, cumarinas e saponinas no extrato 

metanólico, já no extrato acetato de etila foram encontrados monoterpenos, sesquiterpenos, 

triterpenos e esteroides.  

Diferentes classes de compostos são encontradas em extratos provindos de culturas de 

Streptomyces sp. como demonstrado por Jaivel e colaboradores (2014), ao realizar a caracterização 

e identificação de compostos ou grupos funcionais do extrato acetato de etila obtidos de cultura de 

Streptomyces sp. detectaram a presença de cumarinas e fenóis. Distinto do observado por Lima e 

colaboradores (2014), que ao a realizar análise fitoquímica observaram a presença de alcalóides, 

triterpenos, esteroides, apenas se igualando quanto a presença de fenóis. 

 
Análise em região UV-visível 

Os extratos estudados apresentaram um pico majoritário na região entre 190-250nm. Pico este 

também apresentado em estudo realizado por Silva e colaboradores (2013), em análise fitoquímica 

do extrato seco de Peperomia pellucida L. foram encontradas saponina, esteróides e triterpenóides, 

classes também observadas neste trabalho. 

 

Fig 1. Análise UV-visível extratos metanólico e acetato de etila 
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Organization of the manuscript 
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Research paper: the file must contain Title, Running title, Abstract (maximum 250 words), 

Key words (three to six), Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, 

Acknowledgments and References. The maximum numbers of the pages are 12 (single space 
typed using Times New Roman font). 

Short note: the file must contain title, authors and affiliations, abstract (maximum 50 

words), three to six key-words; text not divided in topics; acknowledgements (optional), 

references. The maximum numbers of the pages are 6 (single space typed using Times New 

Roman font). 

Review: the file must contain title, authors and affiliations, abstract (up to 250 words), six 

key-words, text with subtitles, acknowledgements (optional) and references. The maximum 
numbers of the pages are 12 (single space typed using Roman Font). 

Letter to Editor: the file must contain title, authors and affiliations, abstract (maximum 50 

words), three to six key-words; text not divided in topics; acknowledgements (optional), 

references. The maximum numbers of the pages are 3 (single space typed using Times New 
Roman font). 
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Must be precise, clearly reflecting the content of the manuscript. 

Running Title 
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Must be short, reflecting the content of the manuscript. 

Abstract  
Must be prepared as concise as possible, describing the goal and the results of the study. 

Key-words 

Must present terms or subjects that represent the content of the manuscript, which will be 
used in the index of the article. 

Introduction  

Must present the purpose of the study, clearly presenting the explanations and objectives of 

the article, offering information, which allows the reader to properly evaluate the presented 

results, specifying what new progress was obtained from research. The introduction must not 
contain data or conclusions from the referred manuscript. 

Materials and Methods  

Must offer, in a clear and concise way, enough information allowing other researchers to 
reproduce the study. Standardized techniques don't need to be described in details. 

Results and Discussion  

These sections can be presented separately or in a combined way. 

Results 

Must offer a concise description of the results obtained in the necessary experiments to 

sustain the conclusions of the research. The section can be divided in sub-sections, each of 

them with a subtitle. Do not repeat in the text all the data presented in tables or illustrations 

that may be used when necessary. 

Discussion  

This section should be limited to the content of the new information, relating them to the pre-
existing knowledge. Only the indispensable citations must be included. 

Conclusions  
The main conclusions must be presented in a concise and clear way. 
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support received from organisms of promotion. The names of the financing organizations 
must be fully written. 
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Only the citations included in the text must be presented, being referenced and organized in 
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author. See Figure 1 (below) for guidance. Non-published results must not be included in 

the references list. Only article in ahead of print and with d.o.i or e-pub can be refereed. 

Observe that all references given in the list should be cited in the text and vice versa. 
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Figure 1: General aspect of manuscript with key-notes for author’s guidance. 

  

Preparation of the manuscript 
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The manuscript must be prepared in one column with maximum 12 pages (single space typed 

using Times New Roman font) for original and review manuscripts, maximum 6 pages short 

notes and 3 pages for letter do editor (single space typed using Times New Roman font, 

including tables, graphics, figures, images and references) in WORD (.doc) format, paper size 
A-4 (210x297 cm), with margins (2.5 cm left, right 2.0 cm, top and bottom 3.0 cm). 

- Save the file in .doc Format.  

- The journal is published online, so figures can be in color form. 

- Abbreviations of terms and symbols should follow the recommendations of the units 

according to SI (International Systems of Units). 

- Scientific names: The International Code of Zoological Nomenclature and International Code 

of Nomenclature for algae, fungi, and plants must be observed. 

Title (Font 18 and Bold) 
With initials capitalized up to 250 characters. 

Running title (Font 12):  
With up to 40 characters. 

Authors and institutional affiliation  

There must not be information that identifies authorship, institutional address or e-mail in the 

manuscript. This information will be registered at the moment of the submission of the 
manuscript and put in the article only after its acceptation. 

Abstract (Font 12 and bold)  

Text - Font 10, italicized with up to 200 words (100 words for short notes). The Font style 
must be normal for scientific names, being highlighted in the text. 

Key-words (Font 10 and bold)  

Font 10, separated by a comma. There must be at least 3 (three) and up to 6 (six) terms. 

INTRODUCTION (Font 12, bold and caps lock)  

Text - Font 11, 1 column, simple space and no tabulation in the paragraphs. 

MATERIAL AND METHODS (Font 12, bold and caps lock)  

Text - Font 11, one column, simple space and no tabulation in the paragraphs. 
For Titles and Subtitles, use the following levels: 

  First level - Other sections can be created: uppercase, font 12, bold. 

  Second level: only the first letter of each word is uppercase, font 11, bold 

  Third level: only the first letter of each word is uppercase, font 11, italicized. 

RESULTS AND DISCUSSION (Font 11, bold and caps lock) 

Text - Font 11, 1 column, simple space and no tabulation in the paragraphs. 

CONCLUSIONS (Font 12, bold and caps lock)  

Text - Font 11, 1 column, simple space and no tabulation in the paragraphs. 

ACKNOWLEDGMENTS (Font 12, bold and caps lock)  
Text - Font 11, simple space and no tabulation in the paragraphs. 

REFERENCES (Font 12)  

Reference list should be in Font 10, with special tabulation of 0.3 cm, being referenced and 

organized in numerical order. The full list of references, at the end of the article, must follow 

the Vancouver style see link below: 
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(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). 

- The titles of the journals must be abbreviated as Braz Arch Biol Technol. 
- The format for the list of journal abbreviations can be found at: 

  In the specific journal, or 

  ISI Journal Title Abbreviations. http://www.efm.leeds.ac.uk/~mark/ISIabbr/ ; or 

  Biological Journals and Abbreviations, or 

  Index Medicus - abbreviations of journal titles, or 

  Title Word Abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php 

  All references cited in the text should be in the references list and vice versa. 

- List of references:  

The full list of references, at the end of the article, must follow the Vancouver style 
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html) in numerical order. 

- Important Note:  

There will be no restrictions on the reference article source language, despite the 

recommendation be in English, however the title should be translated and presented in 
English, between brackets. 

- Journal Article  

Author(s) of the article. Title of the article. Title of the journal, abbreviated italicized. Date of 
publication; volume (number/supplement): initial-final page of the article. 
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- One author up to six authors: Pandey A. Recent developments in solid-state 

fermentation. Process Biochem. 1992; 27: 109-117. 

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in HIV-infected patients. N Engl J 

Med. 2002; 347(4): 284-287. 

- More than six authors: (list the first six authors followed by "et al.") Arakaki AH, 

Vandenberghe LPS, Thomaz Soccol V, Masaki R, Rosa Filho EF, Gregório A, et al. Optimization 

of Biomass Production with Copper Bioaccumulation by Yeasts in Submerged 

Fermentation. Braz Arch Biol Technol. 2011; 54(5): 1027-1032. 

- Web article  

Author(s) of the article. Title of the article. Title of the journal abbreviated italicized [journal in 

the internet]. Date of publication [date of accession]; volume (number): number of pages. 

Available from: address of the website. 
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Nandan A, Gaurav A, Pandey A, Nampoothiri KM. Arginine specific aminopeptidase 

from Lactobacillus brevis. Braz Arch Biol Technol [Internet]. 2010 [cited 2011 Oct. 19]; 53 

(6): 1443-1450. Available 

from: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_pdf&pid=S151689132010000600021&lng=p
t&nrm=iso&tlng=en 

- In books  

Authors. Book title. Edition. City: Publisher; Year. 

Example: 

Tengerdy RP. Solid substrate fermentation for enzyme production. In: Pandey A, editor. 
Advances in Biotechnology. New Delhi: Educational Publishers & Distributors; 1998. 

- Chapter in book  

Authors. Chapter Title. In: Editors. Book title. Edition. City: Publisher; Year. Pages of citation. 

Example: 

Tengerdy RP. Solid substrate fermentation for enzyme production. In: Pandey A, editor. 
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Advances in Biotechnology. New Delhi: Educational Publishers & Distributors; 1998. p. 13-16. 

- In conferences  

Author(s) of the work. Title of the presented work. In: responsible editor(s) for the event (if 

any). Title of the event: Proceedings of ... title of the event; date of the event; place of the 

event. City of publication: Publisher; Year of publication. Initial- final page of the work. 

Example:  
SEMINÁRIO BRASILEIRO DE EDUCAÇÃO, 3., 1993, Brasília. Anais.Brasília: MEC, 1994. 300 p. 

- Part of Website/ homepage 

Author(s) of the homepage (if any). Title [homepage on the internet]. City: institution; 

date(s) of register [date of the last update with the expression "updated in"; date of access 

with the expression "accessed in"]. Title of the part of the homepage. Available from: website 

address. 

UNITS AND ABBREVIATIONS  

The "SI" system must be used. In the case of other units, they must be added in parentheses. 

Only the standard abbreviations for the units must be used. Dots must not be included in the 
abbreviations. 

TABLES  

Must be numbered consecutively in Arabic digits and inserted in proper place in the text. A 

brief and descriptive title must be included above each table and the explanations put below 
as a subtitle. 

Formatting of Tables:  

- Title and content: Font Times New Roman 10. 

- Footnotes: Font Times New Roman 9. 

- Width 16.5 cm.  

- Vertical and Diagonal lines must not be used in tables.  

- The tables must be elaborated and edited in cells, using the resources of the text editor. 

Observation: Tables in figure format (jpg, tiff or png) are not accepted, or that contain lines 
drawn. 

FIGURES  

Must be numbered consecutively in Arabic digits and cited in the text in numerical order. 

- Figures should be submitted preferably in color.  

- Letters and numbers must have readable size after reduction or print, use the following 

fonts: Times New Roman, 18. 

-Images must be adjusted to the width (16.5 cm) of the page, and must be smaller than the 

page to allow the inclusion of the subtitle. 

- Figures must be presented in separated file and in .tiff format with a minimum of 300 dpi. 

Illustrations must be cited in the text with the word "Figure", without being abbreviated when 

it is part of a sentence. When it appears in parentheses, it must be abbreviated "(Fig.)".  

- When figures present different parts, each one must be indicated by uppercase (Fig. 1 A, B, 

C, etc). 
- Page charges: there will be no page charges. 

COMPLETING PUBLISHING PROCESS 

- Proofs: After the layout, the manuscript is converted to pdf (proof sheet) and forwarded to 

the authors for approval. The Proofs must return to the Editorial Production in a maximum of 
1 week. Other changes after this stage, in the approved manuscript, won't be accepted. 
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