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Resumo— O estudo englobou o rastreamento de 

actinomicetos em diferentes amostras, estudo do meio de 

melhor conservação das bactérias, fermentação em resíduos 

sólidos umedecidos e concomitante produção de antioxidantes, 

antibacterianos e antifúngicos. A caracterização das 

moléculas de maior potencial antioxidante foi também 

estudada por fracionamento com sal. A partir de 320 

amostras foram isolados 30 actinomicetos. O meio de 

conservação mais adequado foi o Potato Dextrose Agar 

acrescido de 1% de amido.  Vinte e dois actinomicetos foram 

capazes de crescer em farinha de feijão branco umedecido e 

seus extratos apresentaram atividades antioxidante, 

antibacteriana e antifúngica. Foi evidenciado o caráter 

proteico das frações dos extratos dos actinomicetos que 

apresentaram maior atividade antioxidante. 

 

Introdução 

 

Os actinomicetos são definidos como um táxon na 

subdivisão das bactérias gram-positivas, que apresentam um 

grande conteúdo de guanina e citosina em seus ácidos 

desoxirribonucléicos (DNA), e a capacidade de formar hifas em 

algum estágio de seu desenvolvimento [1]. Esses microorganismos 

estão presentes em uma ampla variedade de ambientes naturais 

como solo, atmosfera, rios, lagos, ambientes marinhos e em 

habitats com características ecológicas específicas como depósitos 

de lixo, água residuárias, regiões vulcânicas, lagos salinos, fontes 

termais, dentre outros [2]. 

A grande maioria dos metabólitos têm sido isolados de 

actinomicetos, sendo o restante de fungos (20%), Bacillus (7%) e 

Pseudomonas (1-2%) [3]. Os actinomicetos são responsáveis pela 

produção de quase metade dos metabólitos secundários 

descobertos [4], notadamente antibióticos [5], agentes 

antitumorais[6], agentes imunossupressores, antioxidantes [7] e 

enzimas [8, 9]. Estima-se que aproximadamente 10.000 de 23.000 

antibióticos descobertos tenham sido isolados a partir de 

actinomicetos [10]. Dependendo da natureza química, essas 

substâncias bioativas podem ser classificadas em peptídeos, 

quinonas, macrolídeos, terpenos, policetídeos, dentre outros. 

Várias estratégias têm sido propostas para a procura de 

microorganismos novos, entre elas a utilização de meios de 

cultura alternativos, maiores períodos de incubação, diferentes 

temperaturas de incubação, pré-aquecimento do solo e adição de 

compostos antibacterianos específicos [11]. Um dos mais eficientes 

modos de descobrir novas moléculas bioativas como antibióticos 

e antioxidantes é através do isolamento de novos actinomicetos 

que produzem cerca de 70% de todos os compostos funcionais 

conhecidos [12]. Dessa forma, a investigação de novos 

ecossistemas e novas técnicas de isolamento é crucial para a 

obtenção de novas cepas e, consequentemente, de novos produtos 

microbianos [13]. 

A presente proposta visou isolar actinomicetos, determinar 

o melhor meio de conservação, bem como a produção de 

compostos bioativos antioxidantes e antimicrobianos por 

fermentação em estado sólido e caracterização dos extratos com 

maior potencial antioxidante. 

 

Parte Experimental 

 

Isolamento de Microorganismos 

 

O isolamento foi conduzido a partir de amostras de solo. 

Essas amostras foram submetidas à secagem a 30°C por uma 

semana em estufa e, posteriormente, resfriadas a temperatura 

ambiente. Cerca de 1 g de cada amostra de solo foi tratada com 

0,1 g de CaCO3 e incubada em temperatura ambiente por 1 

semana [14, 15]. As amostras de 1 g contendo CaCO3 foram 

transferidas para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL 

de água destilada estéril e submetidos a uma agitação de 200 rpm, 

a 25ºC, por 30 minutos, sendo seu conteúdo denominado de 

cultura estoque. A partir da cultura estoque foram realizadas 

diluições seriadas. Uma suspensão de 1 mL foi transferida 

assepticamente para tubo de ensaio contendo 9 mL de água 

destilada estéril e homogeneizada (10-1). Na seqüência foram 

realizadas diluições até 10-5. A suspensão (100 µL) de cada tubo 

foi inoculada em diferentes meios de cultivo em placas de petri. 

Foram utilizados três meios de cultura, a saber: 

• Meio Ágar Amido-Caseína composto de amido solúvel 10 

g/L; caseína hidrolisada (livre de vitaminas) 0,3 g/L; KNO3 2,0 

g/L; NaCl 2,0 g/L; K2HPO4 2,0 g/L; MgSO4.7H2O 0,05 g/L; 

CaCO3 0,02 g/L; FeSO4.7H2O 0,01 g/L, ágar 18,0 g/L; em pH 

7,0; 

• Meio Bennett composto de extrato de levedura 1 g/L, 

extrato de carne 1 g/L, ácido casamino 2 g/L, glicose 10 g/L, e 

ágar 15 g/L, em pH 7,3; 

• Meio Potato Dextrose Agar (PDA) suplementado com 1% 

de amido. 

As placas foram incubadas a 30°C por 15 dias e 

periodicamente observadas durante a incubação. As colônias 

isoladas e com características de actinomicetos foramselecionadas, 

repicadas e mantidas a 5°C, sob camada de vaselina esterelizada. 

 

Seleção de actinomicetos com atividade antioxidante e 

antimicrobiana 

 

- Obtenção de extratos microbianos 

Para a seleção de actinomicetos com atividade antioxidante 

inicialmente foi estudado a obtenção de extratos microbianos 
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através de Fermentação em Estado Sólido (FES) utilizando dois 

meios de cultivo: farelo de trigo umedecido com água (80% de 

umidade) e farinha de feijão branco umedecido com solução 

salina composta por KH2PO4; NH4NO3; MgSO4.7H2O; NaCl; 

CoCl2.6 H2O; MnSO4; ZnSO4.7 H2O e FeSO4 
[16].  

Os frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 10g do meio 

de cultura foram esterilizados por 15 minutos à temperatura de 

121°C, a 1atm de pressão, e posteriormente inoculados com 1mL 

de suspensão do microorganismo, preparada com água destilada 

esterilizada e com cultura de actinomiceto de 15 dias de 

crescimento em meio PDA suplementado de 1% de amido.  

Os frascos foram incubados a 37°C por 15 dias. Após a 

incubação foram adicionados 50 mL de água destilada em cada 

frasco. Os meios de cultura foram homogeneizados com bastão de 

vidro e após permanecerem em repouso por 1 hora com agitação 

ocasional, foram filtrados em gaze. O filtrado foi considerado o 

extrato microbiano e utilizado na determinação da atividade 

antioxidante e antimicrobiana. 

 

- Determinação da atividade antioxidante 

A medida da atividade seqüestrante de radicais DPPH (1,1-

difenil-2-picrilidrazil) nos extratos microbianos foi realizada de 

acordo com metodologia descrita por Zhu et al. (2002) [17] e Chen 

et al. (2003) [18] . Uma alíquota de 200 µL do extrato do 

actinomiceto foi homogeinizada com 3 mL de etanol P.A.  

A solução foi deixada em repouso por 10 minutos, sendo 

300 µL do sobrenadante utilizado para a atividade antioxidante. 

Foi adicionado aos 300 µL do sobrenadante, 2,0 mL da solução 

do radical DPPH (0,01g/50mL de etanol), sendo que a diminuição 

da absorbância foi medida a 517 nm após 30 minutos a 

temperatura ambiente.  

A concentração de DPPH no meio reacional foi calculada 

com uma curva de calibração (trolox equivalente), determinada 

pela regressão linear (R2= 0,98). 

A atividade antirradical foi determinada em termos de 

porcentagem de inibição (PI), a qual foi calculada através da taxa 

de declínio da absorção da solução de DPPH, após o tempo de 

reação, com a absorção da solução controle, de acordo com a 

Equação 1: 

 

Equação 1:  PI (% de inibição)= [A(0)–A(t)/A(0)] x 100 

Onde A (0)= Abs da solução referência de DPPH-etanol 

          A (t)= Abs da solução DPPH-produto 

 

- Determinação da atividade antibacteriana 

Os extratos dos actinomicetos foram testados quanto à 

inibição de Enterobacter aerogenes e Escherichia coli. Uma 

alíquota de 100 µL dos extratos dos actinomicetos foi espalhada 

com auxílio de alça de Drigalski em placas contendo meio Ágar 

Hicoliforme Rápido (Himedia®) cromogênico e específico para E.  

aerogenes e E. coli e solução de 100 µL de bactérias. As placas 

foram incubadas por 24 horas a 37°C. Concomitantemente foi 

preparado um controle com adição da mesma solução padrão de 

bactérias e 100 µL de água destilada estéril ao invés do extrato. O 

experimento foi conduzido em duplicata e calculado em termos de 

porcentagem de inibição pela contagem direta das colônias 

bacterianas (E. aerogenes + E. coli) em placa. 

 

- Determinação da atividade antifúngica 

A atividade antifúngica dos extratos foi avaliada pelo teste 

de confronto [14] . Uma suspensão de esporos do fungo Aspergillus 

niger com 96h de crescimento foi preparada e adicionada em 

placa de petri contendo o meio PDA suplementado com amido, 

com auxílio de uma alça de drigalski. Simultaneamente foram 

colocados discos de papel de filtro de 0,3 cm de diâmetro nas 

placas e adicionados 20 μL dos extratos de cada actinomiceto. As 

placas foram incubadas por 4 dias para a verificação da atividade 

antifúngica. A atividade inibitória dos actinomicetos sobre o 

fungo foi determinada pela presença ou ausência de zonas de 

inibição. 

 

Caracterização parcial dos extratos com atividade 

antioxidante 

 

Para caracterizar a classe de biomoléculas que apresentou 

atividade antioxidante, realizou-se a precipitação das proteínas 

(salting-out) dos extratos mais promissores utilizando-se sulfato 

de amônio nas porcentagens 40%, 60% e 80% de saturação, 

seguido da diálise das frações em água destilada a 5oC. A 

atividade antioxidante foi verificada nos diferentes extratos 

fracionados como descrito na determinação de atividade 

antioxidante. 

 

Resultados e Discussão 

 

No total, trinta linhagens de actinomicetos foram isoladas das 

regiões de Botucatu (SP), Campinas (SP), São Paulo (SP), 

Votuporanga (SP) e Viçosa (MG), em 320 amostras coletadas, as 

quais foram identificadas numericamente de acordo com a ordem 

de coleta. As linhagens de actinomicetos estão sendo conservadas 

em meio PDA acrescido de 1% de amido, pois este meio 

apresentou ótimo padrão de crescimento e conservação dos 

microorganismos em detrimentos dos outros meios testados. 

No processo de FES em meio contendo farelo de trigo 

umedecido com água, não se observou crescimento das linhagens 

isoladas. O contrário aconteceu quando foi utilizada a farinha de 

feijão branco umedecida com solução salina, havendo 

crescimento de 22 linhagens, todas das quais se obteve extratos 

microbianos para a realização dos testes de atividade biológica. 

Para a realização da atividade antioxidante por sequestro de 

radicais livres de DPPH, foram testados os 22 extratos obtidos. A 

porcentagem de inibição (PI) de cada extrato está demonstrada na 

Tabela 1. 

Os extratos de número 3, 130, 150, 198, 220, 247, 254 e 307 

apresentaram um alto potencial como agente antioxidante, 

obtendo porcentagens de captação de radicais de DPPH superior a 

50%, sendo o de número 220 (94,97%) o mais potente. 

Reis et al. (2012) [19] estudou a atividade antioxidante de 

extrato metanólico do fungo Agaricus bohusii e obteve 51,5% de 

redução do DPPH. Zhang et al. (2010) [20] estudou a atividade 

antioxidante de hidrolisados proteicos (100 mg/L), sendo que a 

máxima atividade obtida foi de 29,3% de redução da coloração do 

DPPH. Li et al. (2006) [21] estudou a atividade antioxidante de um 

polissacarídeo purificado de Lygodium japonicum obtendo 

máxima redução de DPPH de 92,5%. 

 

Tabela 1.  Porcentagem de redução do DPPH dos extratos dos 

novos actinomicetos 

Linhagens DPPH 

reduzido 

(%) 

Linhagens DPPH  

reduzido  

(%) 

220 94,97 5 37,47 



Trends in Bioscience & Biotechnology 
 

                                                 6 Trend Biosci. Biotecnol. 1 (2014)   
 

254 69,74 305 29,32 

3 65,26 225 25,35 

247 63,73 12 24,59 

307 61,72 23 18,99 

198 57,47 222 18,38 

130 53,74 238 15,33 

150 50,61 22 10,40 

304 47,27 7 0 

300 47,22 196 0 

287 43,33 316 0 

 

No presente estudo a linhagem 220 apresentou atividade 

antioxidante aproximadamente 43%, 65% e 2,5% superior às 

moléculas estudadas por, respectivamente, Reis et al. (2012) [19], 

Zhang et al. (2010) [20] e Li et al. (2006) [21]. 

Os extratos dos actinomicetos também apresentaram 

atividade antibacteriana sobre Enterobacter aerogenes + 

Escherichia coli (Tabela 2), sendo que os extratos 5, 23, 225 e 

247 merecem destaque devido à inibição das bactérias na ordem, 

respectivamente, de 57,9%, 60%, 57,1% e 56,6%. 

 

Tabela 2.  Atividade antibacteriana sobre E. aerogenes + E. coli 

dos extratos dos novos actinomicetos. 

Linhagens Atividade Antibacteriana 

(%) 

5 57,9 

23 60 

130 48,2 

150 47,9 

222 43,3 

225 57,1 

247 56,6 

 

Constatou-se inibição total de crescimento de Aspergillus 

niger em placas contendo os extratos dos actinomicetos 220 e 

254, e inibição parcial nas placas contendo o extrato 307 (Figura 

1). Neste caso houve a formação de zonas de inibição não 

uniformes, sem a formação de halos delineados. Os outros 

extratos não apresentaram inibição sobre o fungo estudado. 

 

 
Figura 1. Atividade antifúngica do extrato do actinomiceto 307 

sobre Aspergillus niger. 

 

Dependendo da natureza química, essas substâncias 

bioativas podem ser classificadas em peptídeos, quinonas, 

macrolídeos, terpenos, policetídeos, dentre outros. Os peptídeos 

são aminoácidos de cadeia curta. A maioria dos peptídeos obtidos 

a partir de espécies de Streptomyces são cíclicos e contém na sua 

estrutura elementos como cromóforos. Os peptídeos incluem a 

ciclomarina A [23], piperazimicinas A-C [22], e salinamidas A e 

B[24]. As quinonas são compostos que possuem conjugado cíclico 

diona na estrutura e são constituintes comuns e moléculas 

biologicamente relevantes.  

Recentes exemplos são os complexos C-glicosídeos 

himalomicinas A e B e tetracenomicina D. O primeiro 

corresponde à antraquinonas com cromóforo fridamicina E, um 

precursor de antibióticos antraciclinicos, obtidos a partir de 

Streptomyces sp. 6921 que mostraram grande atividade 

antibacteriana [25]; enquanto o segundo, um antibiótico 

antraquinônico produzido por Streptomyces corchorusii AUBN[26] 

que mostrou atividade citotoxigênica frente a células HepG2 

(carcinoma hepático).  

Os terpenos são uma classe variada e grande de 

hidrocarbonetos. São biossinteticamente derivados a partir de 

unidades de isopreno, que possui a fórmula molécula C5H8. 

Streptomyces sp. NPS008187 isolado do Alaska, sintetizou três 

novos pirrolo sesquiterpenos que mostraram atividade 

antibacteriana [27]. Os tetraterpenos mais conhecidos são os 

carotenóides, e que também podem ser isolados a partir de 

linhagens como Streptomyces griseus [28]. 

A partir dessas premissas, fez-se a caracterização dos 

extratos mais promissores (220 e 254) quanto à atividade 

antioxidante, com intuito de se obter um indicativo da natureza 

desses compostos. 

As frações contendo proteínas precipitadas com 40% de 

sulfato de amônio apresentaram atividade antioxidante de 53,78% 

(220) e 33,28% (254) (Tabela 3), valores elevados quando 

comparados com as outras frações. 

 

Tabela 3.  Atividade antioxidante das frações dos extratos obtidos 

a partir dos novos actinomicetos. 

Linhagem 

(fração) 

DPPH 

reduzido 

(%) 

Linhagem 

(fração) 

DPPH  

reduzido  

(%) 

220 (40%) 53,78 254 (40%) 33,28 

220 (60%) 8,63 254 (60%) 4,78 

220 (80%) 10,42 254 (80%) 6,17 

 

Os extratos brutos obtidos das mesmas linhagens e 

avaliados pelo mesmo método, apresentaram 94,97% e 69,74%, 

respectivamente, para as linhagens 220 e 254 (Tabela 1). Assim 

sendo, observa-se que o potencial antioxidante pode ser devido às 

diferentes peptídeos existentes nos extratos atuando de forma 

sinérgica quando se determina a atividade. Observa-se também 

perda de atividade quando somam-se as porcentagens de redução 

do DPPH das frações, o que provavelmente pode ser decorrente 

da desnaturação proteica quando se utiliza altas concentrações 

salinas e/ou à presença de outras biomoléculas que também 

podem apresentar atividade antioxidante. 

 

 

Conclusão 

 

Novos actinomicetos foram isolados. O meio que permitiu 

melhor conservação é simples e barato. A maioria dos 

actinomicetos cresceram em farinha de feijão branco com solução 

salina utilizando fermentação em estado sólido e produziram 

compostos antioxidantes, antibacterianos e antifúngicos em 

diferentes graus. Grande parte da atividade antioxidante pode ser 

atribuída à peptídeos produzidos pelos actinomicetos.  
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