PESQUISA

ESTUDO DE PRODUCAO DE COMPOSTOS COM ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA PRODUZIDOS POR STREPTOMYCES SP . 1S

SALAMONTI, Sabrina Pinto"; GERMANTI, José Carlos™; VAN DER SAND; Sueli Teresinha™"

Resumo

Em um estudo preliminar de avaliacdo da atividade antimicrobiana, um isolado de Streptomyces
caracterizado como linhagem 1S foi selecionado em decorréncia do seu alto potencial como
produtor de metabdlitos bioativos. Este isolado apresentou um amplo espectro de atividade inibindo
46 dos 54 microrganismos-alvos (bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras e fungos
filamentosos). No presente estudo, foi avaliada a influéncia das condi¢des ambientais como meio
de cultivo, temperatura de incubagdo, cultivo estatico ou com agitagdo e tempo de crescimento para
a producao de moléculas bioativas. Para tanto, foram utilizados sete meios de cultura: caldo amido
caseina (AC); caldo Czapeck Dox modificado (CPD); meio proposto por Sahin (S); meio Bennett’s
(B); caldo nutritivo (CN); meio extrato de malte e levedura (ISP2) e caldo tripticaseina de soja (TSB).
As temperaturas avaliadas foram 28, 30, 35 e 40 °C. Para cada um dos ensaios foi determinada a
atividade antimicrobiana, o pH e a biomassa celular. Das condi¢des de cultivo avaliadas, a melhor
atividade antimicrobiana foi observada nos extratos provenientes do crescimento de Streptomyces sp.
1S no meio de cultura ISP2, a uma temperatura de 28 °C e com 96 horas de cultivo. Nestas condi¢des,
o isolado inibiu 15, dos 17 microrganismos-alvo empregados neste estudo, incluindo microrganismos
multirresistentes como Staphylococcus aureus MRSA, Enterococcus sp. € Salmonella enterica subsp.
enterica Enteretidis.

Palavras-chave: Streptomyces. Atividade antimicrobiana. Resisténcia. Compostos bioativos.
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Production of compounds with antimicrobial activity by Streptomyces 1S

Abstract

In a preliminary study of antimicrobial activity, the isolate Streptomyces sp. 1S was selected to its high
potential as bioactive metabolites producer. This isolate showed a broad spectrum of activity, inhibiting
46 out of 54 test microorganisms used in the assay (gram-positive and gram-negative bacteria, yeasts
and filamentous fungi). In this study it was evaluated the influence of environmental conditions such as
culture medium, temperature of incubation, agitated or static culture and time of growth for production
of bioactive molecules. Therefore, we used seven media: starch casein broth (SC), medium proposed
by Sahin (S), Bennett’s medium (B), nutrient broth (NB), medium malt and yeast extract (ISP2) and
trypticase soy broth (TSB) and modified Czapeck Dox broth (CPD). The temperatures evaluated 28, 30,
35 and 40 °C, on stirring and static culture. For each test the antimicrobial activity was determined,
pH and cell biomass. From all assays performed, the best condition for antimicrobial production was
observed from extracts that resulted from the growth of Streptomyces sp. 1S in ISP2 medium, at a
temperature of 28 °C, for 96 hours of culture under agitation. The extract obtained inhibited 15 of the 17
test microorganisms used in this study, including multirresistant microorganisms such as Staphylococcus
aureus MRSA, Enterococcus sp. and Salmonella enterica subsp. enterica Enteritidis.

Keywords: Streptomyces. Antimicrobial activity. Multirresistant. Production.

1 INTRODUCAO

Compostos antibacterianos e antifiingicos sao amplamente empregados na terapia de humanos
e outros animais e na agricultura para a protegdo de plantas e sementes. Nas tlltimas décadas o aumento da
resisténcia, em virtude da transferéncia e a disseminagdo de genes de resisténcia de microrganismos aos
antibidticos comumente empregados na terapia humana, juntamente com a sensibilidade de pacientes
(imunodeprimidos, portadores do virus HIV, pacientes que permanecem por prolongado periodo
internados) e a inabilidade para controlar certas doengas tem levado a continuas pesquisas sobre novos
metabolitos (ALANIS, 2005; MICHEL et al., 2006; FISCHBACH; WALSH, 2009).

Microrganismos procariotos produzem cerca de 50.000 compostos, destes, 22.000 apresentam
alguma atividade bioldgica e cerca de 16.500 apresentam atividade antibidtica. Actinomicetales sdo
responsaveis pela sintese de 45% destes metabdlitos e, entre estes, o género Streptomyces produz cerca
de 70-80%. Dos 16.500 antibidticos descobertos, somente cerca de 150 tém uso direto na medicina
humana, veterinaria e na agricultura (DEMAIN, 1998; CHALLIS; HOPWOOD, 2003; BERDY, 2005;
EL-TARABITY; SIVASITHAMPARAM, 2006).

Os estreptomicetes sao microrganismos Gram-positivos, apresentam um complexo ciclo de
vida com diferenciagdo morfoldgica similar aos fungos filamentosos e sdo conhecidos por produzirem
uma grande variedade de compostos biologicamente ativos com estrutura e mecanismos de agao
distintos (AL TAI et al., 1999; LI et al., 2002; OSKAY; TAMER; AZERI, 2004; PANDEY; SHUKLA;
MAJUMDAR, 2005; SHIOMI, 2005; XU et al., 2005).

Evidéncia, Joagaba v. 12 n. 2, p. 175-186, julho/dezembro 2012



Estudo de produgdo de compostos com atividade antimicrobiana...

No género Streptomyces, os antibioticos sdo produzidos em pequenas quantidades na fase de transigao,
isto é, no desenvolvimento inicial entre o micélio vegetativo e o aéreo. A sua produgao é regulada por diferentes
fatores fisico-quimicos, como a disponibilidade de nutrientes (fonte de carbono, fonte de nitrogénio, fosfato),
de oxigénio, temperatura, taxa de crescimento, controle por feedback, inativagao ou indugio (DEMAIN, 1998;
GUPTE; KUKARN; GANGULI, 2002; MARTIN, 2005). Para otimizar a produgao desses farmacos, diferentes
estudos tem sido realizados empregando o cultivo de Streptomyces em diferentes condigoes de crescimento
como a fermentagdo solida e liquida, em cultura estatica ou sob agitagdo. Estes trabalhos tém demonstrado
significativa influéncia das condi¢des ambientais na biossintese desses compostos (HASSAN; EL-NAGGAR;
SAID, 2001; ASAGBRA; SANNL OYEWDE, 2005; PANDEY;SHUKLA, MAJUMDAR, 2005; NARAYANA;
VIJAYALAKSHM]I, 2008; THAKUR et al., 2009; SAJID et al., 2009).

Em um estudo preliminar (SALAMONTI et al., 2010) de avalia¢ao da atividade antimicrobiana,
25 isolados de Streptomyces, provenientes de processo de compostagem, foram avaliados quanto
ao seu potencial de inibir diferentes microrganismos de interesse clinico e agricola. Um isolado
de Streptomyces, caracterizado como linhagem 1S, apresentou atividade antimicrobiana contra 14
bactérias Gram-positivas, 16 Gram-negativas, 4 leveduras e 12 fungos filamentosos. Este isolado foi o
foco do presente estudo, considerando o potencial biotecnoldgico deste. Assim o objetivo foi avaliar
a influéncia de diferentes condi¢des ambientais como meio de cultivo, temperatura, pH condigoes de
crescimento estatico ou sob agitagdo e tempo de crescimento para a produgao de moléculas bioativas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DOS MICRORGANISMOS ALVO

O perfil de suscetibilidade a antimicrobianos do isolado 1S e dos microrganismos-teste (Tabela 1) foi
avaliado pelo método de difusao em disco conforme determinado pelo Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2009). Para este ensaio foram empregados 12 antimicrobianos: amicacina (30pg), ampicilina (10ug),
cefoxitina (30pg), cloranfenicol (30pg), eritromicina (15pg), gentamicina (10ug), norfloxacina (10pg),
penicilina G (10UI), tetraciclina (30pg), trimetoprim (5ug), polimixina B (300 UI) e vancomicina (30pg).

Tabela 1 - Microrganismos-alvo empregados no ensaio com sobrenadante utilizando a técnica de difusdo em pogo

Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas
Bacillus subtilis ATCC 19659 Escherichia coli ATCC 25922
Enterococcus faecium Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Pectobacterium brasiliensis **
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Streptococccus pyogenes ATCC 8668 Ralstonia solanacearum™*

Salmonella cholerasius ATCC 13076
Salmonella Enteretides SE 86
Xanthomonas axonopodis pv. citri**
Fungos
Candida albicans ATCC 10231 Penicillium thomii
Fusarium oxysporum Tricophytum mentagrophytes
American Type Culture Collection (ATCC); "Amostra do Instituto de Ciéncias e Tecnologia dos Alimentos (ICTA/
UFRGS); “Departamento de Fitotecnia, Faculdade de Agronomia (UFRGS); Cole¢édo do Laboratdrio de Micologia ICBS/
UFRGS. Todas as demais amostras sdo pertencentes a cole¢io do laboratdrio.
Fonte: os autores.
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2.2 AVALIACAO DO MEIO DE CULTURA E DA TEMPERATURA PARA A
PRODUCAO DE MOLECULAS BIOATIVAS

Streptomyces sp 1S foi cultivado por 10 dias em sete diferentes meios de cultura: caldo amido
caseina (AC - 10 g Amido, 0,3 g caseina, 2 g NaC 2 g KNO3, 2 g K2HPO4, 0,05 g MgSO4, 0,01g
FeSO4), caldo Czapeck Dox modificado (CpD - 30 g sacarose, 1 g NaCl, 2 g KNO3, 0,5 g MgSO4,
0,05 g KCl, 0,01 g FESO4, 1 g K2HPO4,), meio proposto por Sahin (S - 0,8 g NaCl, 1 g NH4Cl, 0,1 g
KCl, 0,1 g KH2PO4, 0,2 g MgSO4, 0,04 g CaClp, 2 g glicose, 3 g extrato de levedura), meio Bennett's
(B - 2 g Peptona bacterioldgica, 1 g extrato de levedura, 1 g extrato de carne, 10 g glicose, 0,05 g
MgSO4), caldo nutritivo (CN - 1 g extrato de levedura, 5 g peptona bacterioldgica, 1 g extrato de
carne, 4 g NaCl), meio extrato de malte e levedura (ISP2 - 4 g extrato de levedura, 10 g extrato de
malte, 4 g glicose) e caldo triptcaseina de soja (TSB). Erlemmeyers de 250 mL com 50 mL de cada
meio de cultura foram inoculados com 10% do volume de uma cultura crescida por 48 horas. As
culturas foram incubadas a temperatura de 28, 30, 35 e 40 °C, sob agitagdo constante de 150 r.p.m e
em condi¢des estdticas. A atividade antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis, S. aureus,
S. pyogenes e C. albicans foi determinada em intervalos de 48 horas pela técnica da difusao em pogo.
A atividade antifungica foi estipulada com as amostras do décimo dia de crescimento, em que foram
empregados os microrganismos teste P. thomii, F. oxyporium e T. mentagrophyte.

2.2.1 Ensaio de atividade antimicrobiana pela técnica de difusao em pocgos

A partir de placas previamente semeadas com o microrganismo-alvo (bactérias e levedura
suspensdo de 10° celulas/mL, fungos filamentosos suspensdo 10° esporos/mL) foram recortados e
removidos seis cilindros de 9 mm de diametro de cada placa. As culturas do isolado 1S, proveniente dos
diferentes ensaios de producao, foram centrifugadas e uma aliquota de 100 pL. do sobrenadante livre
de células foi adicionado em cada pogo. As placas foram entdo mantidas por 16 horas a temperatura
refrigeracdo para permitir a difusdo dos metabdlitos e, posteriormente, incubadas a temperatura de
28 e 37 °C por 24-48h para posterior leitura dos halos de inibigdo. A atividade antimicrobiana das
diferentes culturas e contra cada microrganismo-teste foi determinada em trés repetigdes.

2.3 CURVA DE PRODUCAO DE METABOLITOS BIOATIVOS

De acordo com os resultados obtidos no experimento anterior, foi realizado um novo ensaio
empregando as melhores condi¢des de cultivo e producao de metabdlitos. O ensaio foi realizado
durante o periodo de 168 horas, sob agitacdo constante de 150 r.p.m. e em cultivo estatico. A atividade
antimicrobiana, o pH e a biomassa foram avaliados a cada 24 horas. Para estes ensaios foram utilizados
17 microrganismos-alvo (Tabela 1).
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2.3.1 Extragao e avaliacao da atividade antimicrobiana

As amostras coletadas dos diferentes tempos (0, 24,48, 72,96, 120, 148 horas) foram filtradas
em membrana com porosidade de 0,22 um. Uma aliquota foi reservada para o ensaio de atividade
antimicrobiana e os 30 mL restantes foram misturados com 15 mL de acetato de etila e agitado por 30
minutos. Este procedimento foi repetido por trés vezes. A fragao organica foi submetida ao rotavapor
para remover o solvente e a fracao aquosa foi liofilizada, sendo o material obtido ressuspenso em
acetato de etila e tampao fosfato. O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado com a fracao
bruta, aquosa e organica contra oito microrganismos-alvo.

2.3.1.1 Método de microdilui¢ao

O extrato obtido a partir do cultivo em meio ISP2 e a temperatura de 28 °C foi empregado
para determinar a concentragdo inibitéria minima pela técnica de microdilui¢do conforme o Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009). Foram empregados os microrganismos S. pyogenes, S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), S. enterica subsp. enterica Enteritidis, P. aeruginosa e C. albicans.

A amostra (50 mg/mL) obtida a partir da extragdo com acetato de etila (fragdo aquosa e
organica) foi diluida em TSB, na proporgdo de 1:2 até a diluigdo 0,19 mg/mL. Um volume de 100 uL
de cada dilui¢do foi adicionado nos pogos de microplacas com 96 pocos, sendo também adicionada
uma suspensdo da cultura do microrganismo-alvo (concentragao final de 10° UFC/mL). As placas
foram incubadas a 28 e 37 °C por 18-24 horas. Uma aliquota de 20 pL foi retirada de cada poco e
semeada em placas de TSA para verificar a viabilidade dos microrganismos-teste.

2.3.2 Efeito da temperatura sobre a atividade antimicrobiana

O efeito da temperatura sob a estabilidade dos compostos foi avaliado com as amostras
provenientes na condicdo que se obteve a melhor atividade antimicrobiana (48 e 96 horas de
crescimento em meio ISP a temperatura de 28 °C). Uma aliquota de 500 uL do sobrenadante livre
de células foi incubada a temperatura de 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C durante 60 minutos e também
submetidos a autoclavacdo. Apds, foi determinada a atividade antimicrobiana residual contra S.
aureus, pela técnica da difusdo em pogo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos testados dos microrganismos-teste e do
isolado Streptomyces sp. linhagem 1S estao apresentados na Tabela 2. O isolado Streptomyces mostrou
resisténcia a ampicilina, penicilina, cefoxitina, trimetoprim, e eritromicina. Das bactérias Gram-
positivas empregadas neste estudo, MRSA e E. faecium foram resistentes a 5 e 4 antimicrobianos,
respectivamente.
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Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade de bactérias-teste frente a 12 antimicrobianos determinado pelo método de difusdo em disco

Microrganismo A AM CF TRI CLO ERI GEN NOR PEN POL TET VAN
Streptomyces S R R R S R S S R - S S
Bacillus subtilis S S S S S S S S S - S S
Enterococcucs faecium R S R S S I R I S - R S
Staphylococcus. aureus S S S S S S S S S - S S
Staphylococcus aureus MRSA R S R R I I R S S - S R
Streptococcus. pyogenes S S S S S S S S S - S S
Escherichia coli S S S S S R S S R S S I
Klebsiella pneumoniae I R S S S R I S R S S R
Pectobacterium brasiliensis S S R S S R S S R S S R
Pseudomonas aeruginosa S S S R I I S S I S S R
Ralstonia solanacearum S R R R S R S S R S S R
Salmonella sp. 86E R S R S R R R R S S R
Salmonella choleraesuis I S S S S R S S R S S R
Xanthomonas axonopodis S S S S S S S S S S S S

Legenda: A — amicacina; AM - ampicilina; CF - cefoxitina; TRI - Trimetropim; CL - cloranfenicol; ERI —eritromicina;
GEN - gentamicina; NOR - norfloxacina; PEN - penicillina, TET - tetraciclina; VAN - vancomicina. Perfil de Resitencia;
R - resitente, I - intermedidria, S - sensivel.

Fonte: os autores.

Entre as bactérias Gram-negativas foi observada maior resisténcia em Salmonella Enteritidis a qual
foi resistente a 7 dos 12 antimicrobianos empregados neste estudo e Ralstonia solanaceareum a 6 antibidticos,
incluindo vancomicina. Dos antimicrobianos avaliados, a eritromicina e a vancomicina inibiram 38,47%
das bactérias, o antibidtico penicilina inibiu cerca de 46% dos microrganismos. Polimixina B, cloranfenicol
e norfloxacina foram os mais efetivos, inibiram 100, 92 e 92% dos isolados, respectivamente.

Dos meios de cultura empregados neste estudo, ISP2 se mostrou o mais efetivo para o
crescimento e a sintese de compostos com atividade antimicrobiana. Nesta condi¢do, foi observada a
inibicdo de 6, dos 9 microrganismos-teste empregados (Tabela 3). Nos extratos provenientes do cultivo

nos meios TSB, CPD e CN nao foi obervado inibi¢ao de crescimento dos microrganismos-teste.
Tabela 3 — Atividade antimicrobiana de Streptomyces sp. 1S crescido em diferentes meios de cultivo a temperatura de 28
°C durante 48 horas. Média, trés repeti¢des, do didmetro do halo de inibi¢cdo (mm) dos microrganismos alvo
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Meio AC Meio B Meio ISP2 Meio S
Bacillus subtilis 11 0 22 11
Staphylococcus aureus aureus 14 14 26 15
Streptococcus pyogenes 13 15 25 20
Escherichia coli 0 0 16 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 13 0
Candida albicans 0 0 14 0

Legenda: AC — meio caldo amido caseina; B — meio Bennett 's; ISP2 — meio extrato de malte e levedura S — meio proposto por Sahin.
Fonte: os autores.

Considerando-se as condi¢oes de diferentes temperaturas, observou-se que para crescimento
a 30 °C os metabolitos produzidos inibiram S. aureus, S. pyogenes e B. subtilis. Os diametros dos halos
de inibi¢ao variaram de 15 a 22 mm, conforme o tempo de crescimento, microrganismo-teste e meio de
cultura. A inibicao de E. coli foi verificada apds 72 horas de cultivo. Diferentes trabalhos tém reportado
a resisténcia de bactérias Gram-negativas aos produtos bioativos, especialmente E. coli, cuja inibi¢ao,
quando ocorre, ¢ mais tardiamente se comparada a inibicdo de bactérias Gram-positivas (FGUIRA et
al., 2005; CHAROENSOHARAT et al., 2008). Oskay, Tamer e Azeri (2009) detectaram inibicdo de E.
coli a partir de 32 horas. Resultados similares foram reportados por Hassan, El-Naggar e Said (2001), que
observaram a atividade antimicrobiana de diferentes isolados de Streptomyces, contra E. coli com 48, 96 e
240 horas de cultivo. Estes resultados apresentam diferencas conforme isolado e meio de cultivo.

Nos ensaios realizados as temperaturas de 35 e 40 °C foi observada atividade antimicrobiana
contra S. aureus e S. pyogenes, somente em 3 dos 7 meios testados (ISP2, AC e S), com halos de
inibi¢do de 12 a 13 mm de diametro.

Os resultados obtidos com o isolado 1S crescido no meio de cultura ISP2 a uma temperatura
de 28 °C mostraram os melhores resultados de inibigao do crescimento dos microrganismos-alvo.
A Tabela 4 mostra os resultados obtidos com o crescimento do isolado nestas condi¢des por um
periodo de incubag¢ao de 168 horas. O isolado 1S inibiu 15 dos 17 microrganismos, exceto os fungos
filamentosos P. thomiii e T. mentagrophyte.

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana de Streptomyces sp. 1S crescido em meio ISP2 a temperatura de 28 °C durante 168 horas.
Média do didmetro do halo de inibi¢do (em mm) dos microrganismos-alvo empregando o sobrenadante (continua)

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
B. subtilis 0 18 20 18 18 16 16 15
E. faecium 0 0 0 0 17 16 15 13
S. aureus 11 24 26 25 22 23 20 18
MRSA 0 0 0 0 18 16 11 0
S. pyogenes 10 25 24 24 19 20 20 18
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(concluséo)
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

E. coli 0 13 15 12 12 13 0 0
P. aeruginusa 0 12 12 12 15 - 0 0
S. Enteritidis 0 14 17 15 14 12 0 0
S. choleraesuis 0 11 15 15 12 11 0 0
R.solanacearum 0 0 13 12 12 0 0
X. axonopodis citri 0 11 16 14 13 12 0 0
P. brasiliensis 0 12 13 12 11 0 0 0
K. pneumoniae 0 16 16 14 14 13 12 12
C. albicans 0 0 13 15 16 11 0 0
F. oxysporum 0 0 15 15 15 15 0 0

Fonte: os autores.

De maneira geral, as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram inibidas com o
sobrenadante resultante do cultivo de 24 horas. A inibigdo de Ralstonia, C. albicans e F. oxyxporum
somente foi observada nas 48 horas de crescimento, enquanto que E. faecium e S. aureus (MRSA)
foram inibidos mais tardiamente, a partir das 96 horas de cultivo. A atividade antagonica a bactérias
Gram-positivas foi observada a partir de 24 horas e permaneceu até 168 horas, ja a inibi¢do de fungos
e das bactérias Gram-negativas foi detectada no periodo entre 48 e 120 horas de crescimento. Os
melhores resultados de atividade antimicrobiana foram obtidos com os extratos de 48 e 96 horas, o
que coincide também com os picos de biomassa celular seca (Grafico 1).

Grafico 1 - Evolugdo da biomassa microbiana e do pH durante crescimento de Streptomyces sp 1S
em meio ISP2, & temperatura de 28 °C durante 168 horas de crescimento, sob agitagdo
constante
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Avaliando os resultados obtidos nestes experimentos, verificamos que a medida que ocorreu um
aumento na temperatura de incubagao, foi observada uma redugao no didmetro dos halos de inibi¢io e/
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ou auséncia destes. Este comportamento se permite inferir que a temperatura é um dos fatores limitantes
para a produgdo dos compostos com atividade antimicrobiana. Resultados similares foram observados
por Hassan, El-Naggar e Said (2001) (2001) os quais, nos ensaios com temperaturas superiores a 35 °C,
tiveram um efeito adverso sobre o crescimento e a produgido de antibiotico por S. violatus.

Dos meios de cultura empregados, minerais e organicos, o meio ISP2 se mostrou mais efetivo
para induzir a producdo de metabdlitos bioativos nas condigdes testadas. Diferentemente, Sahla e
Al-Zahrani (2007) verificaram que o meio ISP2, foi o que menos induziu a produ¢do de metabdlitos
bioativos e ainda que os melhores resultados foram observados em cultivo estatico. Nos experimentos
realizados com o isolado 1S nao foi observada atividade antimicrobiana nos ensaios de cultura estatica
até o periodo de 240 horas de cultivo.

No presente trabalho, a temperatura de 28 °C foi a que proporcionou os melhores resultados para
a produgdo de antimicrobianos, considerando o espectro de agdo e ao didmetro dos halos de inibi¢ao. A
atividade antimicrobiana de isolados de Streptomyces tem sido avaliada em diferentes temperaturas, em
sua maioria, a temperatura de 30 °C tem sido reportada como a 6tima para a produgao de metabdlitos;
no entanto, esta pode variar de 22 a 37,5 °C conforme microrganismo e meio de cultura empregado
(HASSAN, EL-NAGGAR; SAID, 2001; SATHI; RAHMAN; GAFUR, 2001; FGUIRA et al., 2005; EL-
NAGGAR, 2006; CHAROENSOHARAT et al., 2008; KOCH; LOFFLER, 2009).

A composi¢do do meio de cultura, por apresentar diferentes fontes de carbono como glicose e
extrato de malte, podem ser um dos fatores que resultaram nesse comportamento de maior biomassa e
produgio de metabolitos bioativos. Arasu et al., (2009) encontraram resultados similares, em que a melhor
atividade antimicrobiana foi observada com 96 horas de incubagao a temperatura de 28 °C. Narayana e
Vijayalakshmi (2008) e Li et al. (2005) verificaram atividade antimicrobiana a partir de 48 e 96 horas, com
picos de maxima atividade em 120 e 336, horas respectivamente. Estes resultados refletem a diversidade
deste grupo de microrganismos, como a influéncia de diferentes parametros, meio de cultivo, fonte de
carbono, nitrogénio e temperatura de crescimento sobre a sintese de metabdltios bioativos.

Para o ensaio de microdilui¢ao foi empregada a fragdo aquosa, visto que a fracao organica
(extraida com acetato de etila) ndo apresentou atividade antimicrobiana Dos cinco microrganismos
avaliados, S. pyogenes se mostrou o mais sensivel, com um valor de MIC de 6,25 mg/mL. S. aureus
(MRSA), S. Enteritidis, P. aeruginosa e C. albicans se mostraram mais resistentes aos metabdlitos,
apresentando um MIC de 25 mg/mL, o que foi confirmado pelo antibiograma e por meio do ensaio de
difusdo em pogo. Um resultado similar foi encontrado por EL-Naggar (2006), em que a concentragao
inibitéria minima para E. coli e C. albicans foi de 50 e 25 mg/mL, respectivamente. Neste estudo,
foi detectada forte atividade contra MRSA (MIC 25 mg/mL) quando comparado com os resultados
encontrados por Higginbotham e Murphy (2010), que descobriram um valor de MIC de 100 mg/mL.

Os metabolitos produzidos pelo isolado 1S mostraram grande estabilidade térmica, mantendo
100% da atividade apos incubagdo, por 60 minutos a temperatura de 80 °C. Quando submetido a
temperatura de 90 °C somente 30% de atividade foi detectada e esta cessou apds 15 minutos de
esterilizacdo. Malik et al. (2008) e Augustine, Bhavsar e Kapadnis (2005) obtiveram resultados
similares, em que foi observada perda parcial ou total da atividade antimicrobiana em temperatura

superior a 100 °C.
Metabdlitos produzidos por membros do género Streptomyces apresentam um amplo espectro
de inibi¢ao, especialmente contra bactérias Gram-positivas. Nos tltimos anos, diferentes espécies como
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S. ginlingensis, SK4-6, S. violaceusniger, S. antimycoticus, S. neopeptinius e S. griseus tém sido reportadas
como potenciais produtores de novos antibidticos e como agentes de biocontrole (HAN et al., 2008;
ANITHA; REBEETH, 2009; KOCH; LOFFLER, 2009). Os resultados apresentados neste trabalho
demonstraram que o isolado 1S apresentou atividade inibitoria contra microrganismos de interesse
agricola e clinico, incluindo microrganismos multirresistentes como S. aureus (MRSA), E. faecium e
Salmonella Enteritidis, caracterizando-se como um produtor de compostos bioativos, podendo este ser
empregado em estudos futuros visando a caracterizagio e purificagdo dos compostos bioativos.
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