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OBTIDOS DE ACTINOBACTÉRIAS ISOLADAS DE ROCHAS CARBONÁTICAS 
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NA AMAZÔNIA 
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RESUMO 

 

 

As rochas carbonáticas da Formação Itaituba datam aproximadamente 300 milhões de anos 

atrás, preservando eventos geológicos e processos biogeoquímicos de degradação de matéria 

orgânica, sugestiva para a presença de actinobactérias com propriedades ainda não 

documentadas. Portanto o presente estudo propõe-se a realizar a bioprospecção de 

actinobactérias isoladas de rochas carbonáticas na Amazônia. Foram avaliados 21 isolados, 

PML1 à PML21, na produção de substâncias antimicrobianas pela técnica de difusão em ágar 

contra patógenos para identificar os isolados promissores. A caracterização morfológica e 

bioquímica ocorreu seguindo o International Streptomyces Project. A partir da obtenção dos 

extratos através do solvente acetato de etila, foi avaliada a ação citotóxica linhagem de células 

de câncer colorretal humano (HCT-116) atividade e antioxidante dos isolados mais 

promissores. Em seguida, foi realizado os testes CLAE-DAD  e CG-EM. Morfologicamente, a 

maioria dos isolados apresentou micélio aéreo branco e vegetativo amarelo. Das 21 

actinobactérias isoladas, 13 foram ativas contra ao menos um dos 11 patógenos testados, com 

espectro de ação variando entre bactérias Gram positivas e Gram negativas. Houve destaque 

para PML5 com halo de 16 mm + 0,00 contra Salmonella enteridis INCQS00268, PML11 com 

halo de 27 mm + 0,00 contra Micrococcus lutteus ATCC7468 e PML15 com halo de 17 mm + 

1,0 contra Proteus vulgaris ATCC13315 e 17 mm + 0,00 contra Aeromonas hydrophyla 

INQS00318. Com relação à produção enzimática, os isolados promissores apresentaram índice 

enzimático para Lipase, Esterase, Caseinase e positividade para Catalase. O teste citotóxico 

evidenciou a atividade citotóxica de PML5 com uma inibição de 96,5% do crescimento celular 

da linhagem de células de câncer colorretal humano (HCT-116), sendo, portanto, o isolado mais 

promissor. Foi constatado, também a ação antioxidante da PML5 pela captura do radical livre 

ABTS com uma inibição de 35,60%, e pela captura do radical livre DPPH com ação de 10,65%, 

na concentração testada. O extrato da linhagem PML5 foi analisado por CLAE mostrou a 

presença de quatro picos, onde houve padrões de absorbância semelhantes indicando a 

possibilidade do extrato possuir rotas metabólicas sintetizadoras de substâncias da mesma 

classe. O CG-EM do extrato mostrou a presença de 10 compostos voláteis. O principal 

composto foi o Ciclododecano em comparação com outros compostos bioativos. Esses 

resultados demonstram o potencial da biodiversidade amazônica, revelando o isolado de rocha 

carbonática PML5 como produtora de substâncias antimicrobianas, citotóxicas e antioxidante 

de interesse para a indústria biotecnológica. 

 

 

Palavras Chaves: Streptomyces. Microbiodiversidade Amazônica. Potencial biotecnológico.



 

ABSTRACT 

 

The carbonate rocks of the Itaituba Formation date back approximately 300 million years, 

preserving geological events and biogeochemical processes of degradation of organic matter, 

suggestive of the presence of actinobacteria with properties not yet documented. Therefore, the 

present study proposes to perform the bioprospecting of actinobacteria isolated from carbonate 

rocks in the Amazon. A total of 21 isolates, PML1 to PML21, were evaluated in the production 

of antimicrobial substances by agar diffusion against pathogens to identify promising isolates. 

Morphological and biochemical characterization took place following the International 

Streptomyces Project. From obtaining the extracts through the solvent ethyl acetate, the 

cytotoxic action of the human colorectal cancer cell line (HCT-116) and antioxidant activity of 

the most promising isolates was evaluated.dant substances of interest to the biotechnology 

industry.Next, the HPLC-DAD and CG-MS tests were performed. Morphologically, most 

isolates had white airy mycelium and yellow vegetative mycelium. Of the 21 actinobacteria 

isolated, 13 were active against at least one of the 11 pathogens tested, with a spectrum of action 

ranging from Gram-positive to Gram-negative bacteria. PML5 with a halo of 16 mm + 0.00 

against Salmonella enteridis INCQS00268, PML11 with a halo of 27 mm + 0.00 against 

Micrococcus lutteus ATCC7468 and PML15 with a halo of 17 mm + 1.0 against Proteus 

vulgaris ATCC13315 and 17 mm + 0.00 against Aeromonas hydrophyla INQS00318. 

Regarding enzyme production, the promising isolates showed enzyme index for Lipase, 

Esterase, Caseinase and positivity for Catalase. The cytotoxic test showed the cytotoxic activity 

of PML5 with an inhibition of 96.5% of the cell growth of the human colorectal cancer cell line 

(HCT-116), being, therefore, the most promising isolate. The antioxidant action of PML5 was 

also verified by the capture of the free radical ABTS with an inhibition of 35.60%, and by the 

capture of the free radical DPPH with an action of 10.65%, at the tested concentration. The 

extract of the PML5 strain was analyzed by HPLC and showed the presence of four peaks, 

where there were similar absorbance patterns, indicating the possibility of the extract having 

metabolic pathways that synthesize substances of the same class. The CG-EM of the extract 

showed the presence of 10 volatile compounds. The main compound was Cyclododecane 

compared to other bioactive compounds. These results demonstrate the potential of Amazonian 

biodiversity, revealing the carbonate rock isolate PML5 as a producer of antimicrobial, 

cytotoxic and antioxidant substances of interest to the biotechnology industry. 

 

Key words: Streptomyces. Bioinnovation. Biotechnological potential.
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1. INTRODUÇÃO 

 

A bioprospecção representa um campo multidisciplinar voltado para a descoberta e 

aprimoramento de novos produtos, processos e aplicações a partir de recursos biotecnológicos. 

Este campo incorpora conhecimentos das áreas de Biologia, Química, Farmacologia, 

Microbiologia e Ecologia com o intuito de identificar e explorar novos compostos químicos, 

enzimas e produtos naturais. Dentro do amplo espectro de abordagens e técnicas empregadas 

na prospecção biológica, destacam-se duas vertentes: a triagem de produtos naturais, que 

envolve a avaliação da atividade antimicrobiana, antitumoral e antioxidante de compostos 

químicos e o desenvolvimento de novos fármacos (GAUDÊNCIO, et al., 2023). 

A exploração de microrganismos ricos em compostos bioativos é uma prática que 

encontra raízes na literatura desde o século XX, e neste cenário, actinobactérias emergem como 

uma fonte de metabólitos secundários, caracterizados por suas notáveis propriedades 

farmacológicas e uma estrutura química excepcionalmente diversificada. Esses 

microrganismos, de morfologia filamentosa, pertencentes à classe gram-positiva e notáveis por 

sua elevada proporção de guanina e citosina no DNA, desempenham um papel fundamental na 

reciclagem de resíduos orgânicos de valor nutricional, além de serem proeminentes na produção 

de uma vasta gama de metabólitos secundários (YUN et al., 2023). 

Adicionalmente, Actinobactérias isoladas de ambientes extremos revelam um 

potencial em ascensão devido à sua notável adaptação a condições desafiadoras de 

sobrevivência, o que lhes confere características únicas e propriedades biotecnológicas 

específicas, razão a qual cerca de 70% dos antimicrobianos de origem natural sejam produzidos 

por Streptomyces. Para corroborar com essa afirmativa, as vias de biossíntese de actinobactérias 

do gênero Streptomyces envolvem enzimas multifuncionais, como as Sintases de Peptídeos 

Não-ribossômicos (NRPs) e as Sintases de Policetídeos (PKSs). As NRPs desempenham um 

papel importante na produção de antibióticos, tais como penicilinas, vancomicinas e 

ciclosporinas, enquanto as PKSs sintetizam eritromicinas e outras substâncias relacionadas 

(NIELSEN et al., 2022). 

Contudo, apesar dos benefícios econômicos e biotecnológicos inerentes aos isolados de 

actinobactérias, a região amazônica mantém-se relativamente subexplorada nesse âmbito. A 

extensa biodiversidade e ecossistemas singulares da região sugerem a possibilidade de abrigar 

Streptomyces com propriedades ainda não documentadas. Assim, a bioprospecção de 
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actinobactérias oferece uma perspectiva inovadora na busca por recursos antimicrobianos, com 

destaque às regiões pouco exploradas, como rochas carbonáticas amazônicas (MATOS NETO, 

2022).  

Com 300 milhões de anos, as rochas sedimentares da Formação Itaituba oferecem um 

ecossistema singular, possivelmente abrigando microrganismos que se adaptaram de maneiras 

únicas ao longo dos milênios, o que sugere a presença de uma microbiota capaz de sobreviver 

em condições desafiadoras. A pesquisa do material rochoso pode, portanto, oferecer a 

oportunidade de descobrir novos compostos bioativos e enzimas, ampliando as possíveis 

aplicações farmacológicas, ambientais e industriais (MATOS NETO, 2022). 

Dessa forma, o presente estudo propõe-se a bioprospectar actinobactérias isoladas de 

rochas carbonáticas na Amazônia. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Diversidade Microbiana Amazônica 

A Amazônia exibe diversidade biológica e alto grau de endemismo com uma extensão 

de aproximadamente 4 milhões de quilômetros quadrados do território brasileiro presentes em 

oito Estados, a saber: Pará, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Acre, Amapá, Rondônia e 

Roraima (AZEVEDO, 2021; DE AZEVEDO; CAMPOS, 2021). 

Este bioma amazônico ostenta a maior extensão de floresta tropical em todo o planeta, 

sendo amplamente reconhecido por sua riqueza biológica abundante. No entanto, é importante 

notar que, apesar da essencial contribuição dos microrganismos aos ecossistemas e seu papel 

crítico em processos ecológicos e biogeoquímicos, a pesquisa e exploração da 

microbiodiversidade permanecem relativamente escassas quando comparadas às investigações 

que envolvem plantas e animais(SANTOS; PES; MORAIS, 2021). 

Nesse contexto, destaca-se o crescente interesse pelo potencial antimicrobiano de 

Actinobactérias da Amazônia, conforme demonstrado em estudos como o de Silva et.al. (2019), 

que avaliaram 25 microrganismos desse filo bacteriano isolados de sedimentos do Rio Purus, 

na região amazônica. Dentre essas cepas, 8 revelaram potencial contra fitopatógenos, incluindo 

Coletotrichum siamensis, Fusarium decemcellulare e Moniliophthora perniciosa. 

A pesquisa e a identificação de Actinobactérias na região oeste do Pará têm ocorrido 

desde 2012, no Laboratório de Microbiologia (LabMicro) da Universidade Federal do Oeste do 

Pará (UFOPA), campus Tapajós, resultando em 21 Actinobactérias isoladas de rochas 

sedimentares. 

2.2 Rochas Carbonáticas Da Formação Itaituba 

A Formação Itaituba, situada na região oeste do Pará, na Amazônia brasileira, constitui 

um notável depósito geológico datado aproximadamente de 300 milhões de anos atrás. 

Majoritariamente composta por rochas carbonáticas, um tipo de rocha sedimentar composta 

principalmente de minerais de carbonato, como calcita (carbonato de cálcio) e dolomita 

(carbonato de cálcio e magnésio), essa formação oferece uma rica fonte de informações sobre 
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as condições ambientais e geológicas que prevaleciam durante o Permiano (MATOS NETO, 

2022). 

Inserida na Bacia do Amazonas, essa formação compõe uma das maiores e mais antigas 

bacias sedimentares do Brasil, preservando eventos geológicos cruciais que influenciaram a 

deposição dos sedimentos e moldaram a paisagem local ao longo do tempo, sendo 

principalmente constituídas por minerais como calcita e dolomita, composição que reflete a 

intensa atividade biogênica que ocorreu durante o Permiano.  As características dessas rochas 

sobreviventes ao tempo indicam a presença de processos biogeoquímicos de degradação da 

matéria orgânica, ciclagem de nutrientes e liberação de substâncias químicas no ambiente, que 

podem estar relacionados à presença de actinobactérias (CABRAL et al., 2018). 

Um aspecto relevante a ser considerado é o potencial de Actinobactérias em produzir 

metabólitos secundários bioativos, como antibióticos e compostos com atividades antifúngicas 

e antitumorais. A simbiose entre Streptomyces e rochas pode estar relacionada à capacidade 

dessas bactérias em secretar enzimas e produtos metabólicos que influenciam a mineralização 

e a dissolução de minerais presentes nos sedimentos (ABDEL-RAZEK et al., 2020). 

A compreensão do papel dessa classe bacteriana e de seus benefícios potenciais 

presentes nos sedimentos carbonáticos pode fornecer informações valiosas e contribuir no 

desenvolvimento de novas terapias na área da saúde humana, incluindo a investigação e 

desenvolvimento de novos antibióticos, substâncias antitumorais e antioxidantes. 

 

2.3 Actinobactérias  

 

Actinobactérias constituem um grupo de microrganismos Gram-positivos, 

predominantemente aeróbios e heterotróficos, pertencentes ao domínio Bacteria, filo 

Actinobacteriae e classe Actinobacteria. Esses microrganismos são distintos de outras bactérias 

devido a sua morfologia filamentosa, que se manifesta sob a forma de cadeias ou hifas, 

conferindo-lhes semelhanças com fungos filamentosos. Além disso, sua capacidade de formar 

micélio permite a exploração eficaz do ambiente em busca de nutrientes e a adaptação a 

condições variáveis (DING et al., 2020). 
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Esses microrganismos exibem uma notável variedade de colorações, com a capacidade 

de produzir pigmentos que abrangem desde tons brancos a matrizes de amarelo, laranja, rosa, 

vermelho e até mesmo cores mais escuras. Um traço característico de Actinobactérias é a 

formação de esporos resistentes, o que lhes concede a habilidade de sobreviver em condições 

adversas. Quando liberados em um ambiente propício, esses esporos têm a capacidade de 

germinar e dar origem a um novo crescimento (IBRAHIM, et al., 2023). 

O crescimento desses microrganismos tende a ser notoriamente lento, devido à sua 

morfologia filamentosa influenciada pela presença de mureína na sua rígida parede celular. 

Além disso, Actinobactérias são reconhecidas por sua capacidade de produzir metabólitos 

secundários com propriedades bioativas. Esses microrganismos desempenham um papel 

essencial na decomposição da matéria orgânica, na ciclagem de nutrientes e na produção de 

enzimas. Por esse motivo, elas têm despertado considerável interesse no campo da 

biotecnologia (GUSMAO et al., 2017). 

2.4 Gênero Streptomyces 

Encontrados em ambientes aquáticos, em plantas e em solos, particularmente em solos 

alcalinos e neutros, os microrganismos do gênero Streptomyces se destacam por apresentar 

cromossomos lineares de tamanhos variados, podendo atingir até 9 megabases (Mb). A 

diversidade morfológica, bioquímica e a classe dos metabólitos produzidos por essas espécies 

estão refletidas em seus genomas. Nas extremidades dos cromossomos de Streptomyces, 

observam-se telômeros com proteínas ligadas covalentemente, permitindo que o gênero assuma 

uma forma circular (ABDELAZIZ et al., 2023). 

É notável que, em geral, mais de 70% das bases nucleotídicas do DNA dessas bactérias 

consistem de guanina (G) e citosina (C). Essa composição influencia a codificação de funções 

relacionadas à regulação, secreção, diferenciação, transporte e biossíntese de antibióticos 

(ABREU, 2020). 

Streptomyces apresentam filamentos com diâmetro que varia entre 0,5 e 1,0 μm e 

comprimento indefinido, sem a formação de paredes transversais durante a fase vegetativa. A 

reprodução desses microrganismos ocorre por meio da produção abundante de esporos, a partir 

dos quais se origina um novo organismo. O crescimento subsequente começa a partir da ponta 

dos filamentos, acompanhado pela formação de ramificações. Durante a fase vegetativa, a 
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intrincada matriz de filamentos entrelaçados dá origem a um micélio compacto e, 

posteriormente, a uma colônia (BELKNAP et.al., 2020). 

Os esporos de Streptomyces geralmente apresentam pigmentação, conferindo uma 

coloração característica às colônias em diferentes meios de cultura, facilitando a identificação 

das espécies em meios sólidos. A morfologia dessas colônias pode variar entre as diferentes 

espécies, mas, em sua maioria, são lisas e exibem micélio aéreo e vegetativo, além de possuírem 

a capacidade de degradar lignocelulose e quitina, desempenhando um papel fundamental nos 

ciclos biológicos da matéria orgânica (LOUGHRAN et al., 2020). 

 

2.5 Metabólitos secundários com potencial antimicrobiano 

Metabólitos secundários são compostos químicos produzidos por organismos vivos, 

como bactérias, fungos e plantas, que não desempenham um papel direto na sobrevivência ou 

no crescimento desses organismos, mas frequentemente possuem propriedades bioativas que 

podem ser exploradas em diversas aplicações (LACEY; RUTLEDGE, 2022). 

Muitos dos antibióticos amplamente utilizados na medicina são produzidos por 

Actinobactérias. Entre esses compostos, merecem destaque os glicopeptídeos, beta-lactâmicos, 

aminoglicosídeos, polienos, policetídeos, actimonicinas, tetraciclinas (MATOS NETO, 2022). 

Os glicopeptídeos, como a vancomicina e a teicoplanina, são produzidos principalmente 

por Actinobactéria Streptomyces orientalis. Esses antibióticos atuam inibindo a síntese da 

parede celular bacteriana, interferindo na formação da parede de peptidoglicano, levando à 

morte da bactéria. Eles são especialmente eficazes contra bactérias Gram-positivas (ALAM et 

al., 2022). 

Os beta-lactâmicos, incluindo penicilinas e cefalosporinas, são produzidos por várias 

espécies de Actinobactérias, especialmente do gênero Streptomyces. Esses antibióticos 

interferem na síntese da parede celular bacteriana, inibindo a atividade da enzima 

transpeptidase, resultando na lise da parede celular e na morte da célula bacteriana 

(ADEYEMO; JA’AFARU; ADAMS, 2021). 

Os aminoglicosídeos, como a estreptomicina e a neomicina, são produzidos por 

diferentes espécies de Actinobactérias, como Streptomyces griseus. Esses antibióticos atuam 

inibindo a síntese proteica nas bactérias, causando erros na tradução dos códons de Ácido 
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Ribonucleico Mensageiro (RNAm) e, assim, impedindo a síntese de proteínas essenciais 

(BRADY; WHITTAKER; TAN; KRISTENSEN II et al., 2020). 

Os polienos, como a anfotericina B, são produzidos por Actinobactérias do gênero 

Streptomyces, que atuam afetando a integridade da membrana celular das células fúngicas, 

ligando-se a seus esteróis e causando a formação de poros na membrana, levando à morte da 

célula (BOBEK; FILIPOVÁ; BERGMAN; ČIHÁK et al., 2022). 

Os policetídeos são uma classe diversificada de antibióticos produzidos por 

Actinobactérias, como a tetraciclina, derivada de Streptomyces aureofaciens. Eles inibem a 

síntese de proteínas nas bactérias, interferindo na ligação do Ácido Ribonucleico Transportador 

(tRNA) ao ribossomo e bloqueando a síntese de proteínas (ARABY et al., 2020).  

As actimonicinas, como actinomicina D, são produzidas por diferentes espécies de 

Actinobactérias, inclusive Streptomyces sp. Elas interferem na replicação do Ácido 

Desoxirrobonucleico (DNA), inibindo a atividade da Ácido Ribonucleico (RNA) polimerase, o 

que impede a transcrição do DNA e a síntese de RNA (WU et al., 2021). 

Os metabólitos secundários produzidos por Actinobactérias têm aplicações em diversas 

indústrias, como a farmacêutica, a agrícola e a de produtos químicos. Além disso, a engenharia 

genética e a biotecnologia permitem a modificação e a otimização da produção desses 

compostos para atender às necessidades específicas (CHO et al., 2020). 

 

 

2.6 Metabólitos secundários com potencial antitumoral 

No contexto antitumoral, os metabólitos secundários produzidos por Actinobactérias 

têm demonstrado influenciar várias vias celulares envolvidas na carcinogênese. Um exemplo 

notável é a descoberta de actinomicetos que produzem a rifamicina, uma classe de antibióticos 

que exibe propriedades antitumorais. Além disso, outros compostos bioativos, como 

ansamicinas, mitramicina, e bleomicina, têm sido isolados de Actinobactérias e exibem 

potencial antitumoral significativo (IBRAHIM et al., 2023).  

A rifamicina, uma classe de antibióticos produzidos por Streptomyces mediterranei 

demonstrou que seu efeito antimicrobiano pode se estender para células tumorais através do 
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mecanismo de ação que impede a síntese de ácidos nucleicos, por meio da inibição da RNA 

polimerase bacteriana, o que pode interferir na transcrição de genes relacionados ao 

crescimento e à proliferação celular, levando à supressão do crescimento tumoral 

(GUIMARÃES et al., 2020). 

As ansamicinas são um grupo de compostos bioativos derivados de Actinobactérias do 

gênero Streptomyces capazes de inibir a atividade da enzima topoisomerase. A inibição da 

topoisomerase leva à quebra do DNA e, consequentemente, à interrupção do ciclo celular e à 

indução do apoptose em células cancerosas (DE KONING; NGWIRA; ROUSSEAU, 2020). 

A mitramicina é outra substância derivada de Streptomyces argillaceus, com potencial 

antitumoral ocasionado por sua ligação específica ao DNA, capaz de inibir a transcrição e a 

síntese de RNA. A bleomicina é uma substância antitumoral isolada de cepas específicas de 

Streptomyces verticillus, capazes de gerar radicais livres e causar danos oxidativos ao DNA das 

células cancerosas, sendo uma opção valiosa em regimes de quimioterapia (CHEN et al., 2020).  

A diversidade genética de Actinobactérias também contribui para a descoberta de novos 

compostos com potencial antitumoral. A aplicação de técnicas avançadas de genômica e 

metagenômica permite a identificação de clusters de biossíntese de produtos naturais em 

genomas bacterianos, levando à descoberta de novas moléculas bioativas (LAW et al., 2020). 

 

2.7 Metabólitos secundários com potencial antioxidante 

 

O estresse oxidativo, resultante do desequilíbrio entre a produção de Espécies Reativas 

De Oxigênio (EROs) e a capacidade do organismo de neutralizá-las, está intimamente ligado a 

uma série de doenças crônicas, incluindo câncer, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas. Surge então, o potencial antioxidante de Actinobactérias com a capacidade 

intrínseca de produzir uma variedade de compostos bioativos (DE OLIVEIRA et al., 2019). 

A capacidade de sequestro de radicais livres é uma característica fundamental do 

potencial antioxidante das Actinobactérias, aos quais se incluem polifenóis, flavonoides, 

terpenoides e outros antioxidantes com papel crucial na neutralização de EROs, como peróxido 

de hidrogênio e superóxidos, impedindo danos oxidativos às biomoléculas celulares através de 
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mecanismos de doação de elétrons ou de inibição de enzimas pró-oxidantes (BORODINA et 

al., 2020). 

A análise dos mecanismos bioquímicos e genéticos subjacentes ao potencial 

antioxidante das Actinobactérias é essencial para compreender como esses microrganismos 

sintetizam e regulam a produção de compostos antioxidantes, através de pesquisas genômicas 

para identificar clusters de genes envolvidos na síntese de antioxidantes e fornecer insights 

sobre as vias metabólicas e os processos bioquímicos responsáveis pela produção desses 

compostos (TSAI et al., 2021).    

Na indústria farmacêutica, os compostos antioxidantes produzidos por Actinobactérias, 

como Streptomyces spp., Actinomadura spp., Micromonospora spp., Nocardia spp, 

Saccharopolyspora sp., são explorados no desenvolvimento de medicamentos para combater 

doenças relacionadas ao estresse oxidativo. Na indústria cosmética, esses compostos podem ser 

incorporados a produtos anti-envelhecimento e de cuidados com a pele. Além disso, na indústria 

alimentar, o potencial antioxidante das Actinobactérias pode ser utilizado para preservar 

alimentos de forma natural (NOËL et al., 2020).
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3. OBJETIVO GERAL 

 

Realizar a bioprospecção de actinobactérias isoladas de rochas carbonáticas. 

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Avaliar a atividade antimicrobiana de actinobactérias presente em sedimento de rochas 

carbonáticas amazônicas;  

Caracterizar morfologicamente e bioquimicamente os potenciais isolados; 

Investigar a presença de clusters gênicos de biossíntese de rotas metabólicas 

envolvidas na produção de Sintases de Policetídeos e Sínteses de Peptídeos não Ribossomais; 

Analisa se há ação antitumoral nas linhagens promissoras; 

Identificar se há ação antioxidante do extrato da linhagem mais promissora. 
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5. PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS  

 

5.1 Local de Coleta 

Para realização da pesquisa foi usado o Biobanco de Actinobactérias Amazônicas 

(BIOACTA) da Universidade Federal do Oeste do Pará que contém 21 cepas de actinobactérias 

isoladas de Rochas Carbonáticas da Formação Itaituba, localizada no município brasileiro 

Itaituba, no sudoeste do Estado do Pará, com latitude 04º16'34" sul e a 

uma longitude 55º59'01" oeste (OLIVEIRA, 2005). 

Figura 1: Mapa da Formação Itaituba. 

        

Fonte: Autora, 2024. 

5.2 Avaliação de isolados produtores de substâncias antimicrobianas  

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
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Os isolados bacterianos de rochas carbonáticas foram identificados como PML, 

seguidos por números de 1 a 21 para realização da pesquisa, para inoculação em Placas de Petri 

contendo meio Agar ISP2 até completa esporulação e posteriormente foram recortados blocos 

de ágar de 6 mm de diâmetro, contendo as colônias bacterianas, para a realização do teste de 

antagonismo pelo método do bloco de gelose (ICHIKAWA et al., 1971). Foram utilizados 11 

patógenos de interesse clínico: Streptococcus pneumoniae ATCC700699; Micrococcus lutteus 

ATCC 7468; Staphylococcus aureus ATCC14458; Staphylococcus epidermidis ATCC12228; 

Aeromonas hydrophyla INCQS00318; Klebsiella pneumoniae OXA48; Escherichia coli 

ATCC10536; Acinetobacter baumannii ATCC19606; Proteus vulgaris 

ATCC13315; Escherichia coli ATCC25922 e Salmonella enteritidis INCQS00268. 

A intensidade da atividade inibitória foi determinada de acordo com o tamanho do halo 

de inibição segundo o tamanho da zona de inibição dividido em quatro grupos distintos: grupo 

passivo - zona de inibição menor que 10mm; grupo ligeiramente ativo - zona de inibição entre 

11 e 20mm; grupo moderadamente ativo - zona de inibição entre 21 e 30 mm; e grupo altamente 

ativo, cuja zona de inibição é maior que 31mm (ŞAHİN; UĞUR, 2003). 

 

5.3 Caracterização Morfológica E Bioquímica 

Para caracterização morfológica e bioquímica de Actinobactéria isolada de rochas 

carbonáticas, foi realizado o protocolo recomendado pelo International Streptomyces Project 

(ISP) (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).  

A micromorfologia foi feita pela técnica de microcultivo e a caracterização das colônias 

bacterianas para o detalhamento do aspecto do micélio vegetativo, aéreo e produção de 

pigmentos, em meio International Streptomyces Project 2 (ISP2). A microscopia eletrônica de 

varredura foi realizada após cultivo das Actinobactérias em meio Ágar ISP2 a 30 ºC graus 

durante 7 dias, em microscópio eletrônico de varredura (LEO 5410LV) em 10 Kilovolts (kV), 

para detalhamento da cadeia de esporos (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).  

Para avaliar a produção de lipase e esterase, as linhagens de actinobactérias foram 

inoculadas na forma de bloco de gelose em triplicata, em meio contendo (10 g Peptona, 5 mL 

NaCl, 10 mLTween 80 [10mLTween 80 e 40 mL Água destilada], 15g Ágar, 1000 mL Água 

destilada) (SIERRA, 1957). Para avaliação da esterase o meio base foi o mesmo citado 

anteriormente. Após incubação em estufa a 28ºC por 10 dias para posterior observação de um 

halo branco difuso constituído de precipitados de oleato de cálcio indicou a presença da enzima. 
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Para determinar amilase as linhagens de actinobactérias foram inoculadas na forma de 

bloco de gelose de 6 mm de diâmetro em triplicata no meio de cultura Agar-amido (5g Digestão 

péptica de tecido animal, 5g NaCl, 1,5g Extrato de carne bovina, 1,5g Levedura, 2g Amido 

solúvel, 15g Ágar, 1,5g Ácido glutâmico, 1000 mL Água destilada, pH 7,4) para verificar a 

presença de amilase e incubadas em estufa por 10 dias a 28ºC. Posteriormente foram 

adicionados 10mL da solução de lugol a 1% nas placas (KUPIECKI; COON, 1957). 

A triagem das linhagens de Streptomyces produtoras da enzima caseinase foi realizada 

em meio sólido contendo caseína como substrato indutor. Para avaliar a produção de Catalase 

as linhagens de actinobactérias foram cultivadas em meio de cultura NB (8g Caldo nutritivo, 

15g Ágar, 1000 Água destilada) e incubadas em estufa por 10 dias a 28ºC. Após esse período, 

amostras das colônias foram transferidas com auxílio de alça de platina para lâminas de 

microscopia estéreis e adicionado peróxido de hidrogênio (H2O2) (MARIANO et al., 2000). 

Para avaliação da produção em meios com fonte de nitrogênio, foi vertido em 10 placas 

de petri estéril o 18ml de Meio Ágar Basal de Sais Minerais e 2 ml de cada fonte de nitrogênio 

para cada placa, são elas: Treonina, L-cisteína, L-histidina, L-tirosina, L-metionina, Serina, L-

fenilalanina, Valina, Glutamina e L-asparigina. Com a finalidade de avaliar o crescimento 

mediante fontes de carbono, também foi vertido em 13 placas 18ml com Meio Ágar Basal de 

Saís Mineirais e 2 ml de cada fonte de carbono para cada placa, são elas: D-xilose, Inositol, D-

galactose, Sacarose, Maltose, D-manose, D-lactose, D-frutose, D-rufinose, L-ramnose, 

Larabnose, Manitol e Glicose. Todas as amostras foram inoculadas em esgostamento e ficaram 

na estufa por 15 dias à 30ºC (MARIANO et al., 2000). 

 

5.4 Prospecção de clusters gênicos de síntese de PSK e NRPS  

 

Uma série de primers foi utilizada para detectar os genes relacionados a rota de 

biossíntese de antibióticos como os denominados policetídio sintase (PKS-II), e Peptídeos não 

ribossomais (NRPS): PKSII: KS𝛼 (5’-TSGCSTGCTTGGAYGCSATC-3’) e KS𝛽 (5’- 

TGGAANCCGCCGAABCCTCT-3’); NRPS: A3F (5’-GCS TAC SYS ATS TAC ACS TCS 

GG-3’) e A7R (5’-SAS GTC VCC SGT SCG GTA S-3’) (AYUSO-SACIDO; GENILLOUD, 

2005). 

A PCR foi constituída de DNA genômico 100 ng (1µL), 5x Trans start Fast PfU buffer 

(10µL), primer 10µM (1 µL), 2,5 mM DNTP´s (4µL), Trans Start Fast Pfu polymerase (1µL), 

PCR stimulant (5x) (5µL), MgSO4 50mM (2µL) e ddH2O 25 µL). O ciclo de PCR ocorrerá 
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segundoas condições: 98º C por 4’; 30 ciclos de 94ºC (1’), 57,5ºC (30’’), 72º C (1’/ kb); extensão 

de 72ºC (10’).  Todos os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 

a 1,2 % e bandas entre 1.200-1.400, 600, 1.400 e 700-800 pb foram classificadas como produtos 

dos genes PKSI, PKSII, PKSE e NRPS (AYUSO-SACIDO; GENILLOUD, 2005). 

As reações de sequenciamento foram feitas utilizando o BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (código 4337456). As corridas foram feitas em capilares de 36cm utilizando o 

polímero POP7 e os contigs gerados foram analisados pelo software Sequencing Analysis 7.0 

utilizando o Base Caller KB. As sequências adquiridas foram alinhadas manualmente usando o 

banco de dados GenBank com BLAST. Sequências com 98-100% de homologia foram 

consideradas para análise taxonômica molecular. O alinhamento múltiplo de sequências foi 

realizado para cada sequência gerada e as sequências do banco de dados do GeneBank com o 

programa CLUSTAL X. A árvore filogenética foram construídas usando os métodos de 

neighbor-joining e máxima parsimônia no software Molecular Evolutionary Genetic Analysis 

(MEGA versão 11.0.13) com base em valores de bootstrap de 1.000 replicações (AYUSO-

SACIDO; GENILLOUD, 2005). 

 

5.5 Obtenção do extrato  

 

Foi inoculado em placa de petri os isolados promissores, contendo meio sólido ISP2 

para a obtenção dos metabólitos secundários. O período de incubação foi feito em estufa 

bacteriológica a 30 Cº de 7 a 14 dias para o crescimento das actinobactérias  Finalizado esse 

período, foram realizados recortes em blocos no meio contendo os isolados, utilizando um 

bisturi e posteriormente o material foi adicionado à erlenmeyers, variando o tamanho de acordo 

com a quantidade de material, em seguida houve adição de 20ml do solvente acetato de etila 

até cobrir todo o conteúdo da vidraria para posterior agitação manual durante 20min, com pausa 

de 1hr, e mais 20min de agitação manual. Na fase subsequente, esse material foi deixado em 

overnight na capela de exaustão, para a evaporação do solvente. Para que fosse feita a separação 

da camada orgânica, o conteúdo do erlenmeyer foi filtrado em papel de filtro e concentrado em 

evaporador rotativo (THAKUR et al., 2009). 

 

5.6 Avaliação Da Atividade Citotóxica 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4337456?SID=srch-hj-4337456#/4337456?SID=srch-hj-4337456
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4337456?SID=srch-hj-4337456#/4337456?SID=srch-hj-4337456
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Foram plaqueadas 2 x 103 células por poço, em placas de 96 poços (1 x 104 

células/mililitro [mL] em 200 microns [μL] de meio) para a linhagem de células tumorais de 

câncer de cólon de reto (HCT116). Após 24 horas, cada extrato de PML5, PML11 e PML15 

foram adicionados na concentração de 10 μg/mL a 0,0064 μM e incubada por 72 horas. A 

doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e dimetilsulfóxido (DMSO) como controle 

negativo. Após 72 horas de incubação, o sobrenadante foi substituído por meio de cultura 

contendo MTT (0,5 mg/mL). Três horas mais tarde, o sobrenadante foi removido, e após 

secagem da placa, o precipitado contendo azul de formazan de MTT foi dissolvido em 150 μL 

de DMSO, e a absorbância foi medida a 570 nanómetros (nm). Os valores de concentração 

inibitória média (IC50) com intervalos de confiança de 95% foram calculados por regressão 

não linear usando GraphPad Prism 8 (MOSMANN, 1983). 

 

5.7 Avaliação da Atividade Antioxidante 

 

A determinação da atividade antioxidante ocorreu somente com a cepa mais promissora 

na atividade citotóxica, a PML5, que teve seu extrato testado pela captura do radical livre ABTS 

realizada em espectrofotômetro. Preparou-se o radical ABTS a partir da reação de 5 mL da 

solução estoque de ABTS (7 mM) com 88 µL da solução de persulfato de potássio (140 mM) 

e manteu-se em temperatura ambiente no escuro por 16 horas. Após o tempo necessário diluíu-

se 1 mL da mistura em álcool etílico até obter a absorbância de 0,7 nm ± 0,05 nm a 734 nm em 

espectrômetro Shimadzu UV 1800 (Shimadzu® 1800, Kyoto, Japão). Em seguida, construíu-se 

uma curva padrão de trolox (2.000 µM) com concentrações de extrato variando de 100 µM a 

2.000 µM. Em ambiente escuro transferiu-se uma alíquota de 30 µL de cada solução de trolox 

(100 µM, 500 µM, 1000 µM, 1500 µM e 2.000 µM) para tubos de ensaio e misturou-se 3,0 mL 

da solução do radical ABTS. Utilizou-se o álcool etílico como branco para calibrar o 

espectrofotômetro (RE et al., 1999).  

O percentual de inibição foi calculado conforme a Equação 1 e a concentração final 

expressa em µM Trolox /g. A análise foi realizada em triplicata.  

Equação 1:                                                                  

%𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =
(|𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒| − |𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎|)

|𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒|
𝑥100 
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A atividade antioxidante do extrato da PML5 pela captura do radical livre DPPH foi 

realizada em espectrofotômetro UV 1800 (Shimadzu®, Kyoto, Japan) a um comprimento de 

onda de 515 nm. Preparou-se a solução do radical DPPH a partir de 24 mg de DPPH em 100 

mL de etanol. Em seguida retirou-se 10 mL da solução e transferiu-se para um balão 

volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com etanol para obtenção da solução trabalho. 

Em ambiente escuro transferiu-se uma alíquota de 150 µL da amostra para tubos de ensaio, 

misturou-se com 5.085 mL do radical DPPH da solução trabalho e homogeneizou-se em vórtex. 

Após 30 minutos de reação realizou-se a leitura em espectrofotômetro. Utilizou-se o álcool 

etílico como branco para calibrar o espectrofotômetro. A atividade antioxidante foi calculada 

baseando-se em uma curva padrão de Trolox (50µM-1000 µM). O percentual de inibição foi 

calculado conforme equação 1 e a concentração final expressa em µM Trolox /g ( BRAND-

WILLIAMS, 1995).  

 

5.8 Análise de CLAE-DAD do extrato acetatoetilico do isolado promissor 

As análises por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a um detector de 

fotodiodos de varredura do espectro no ultravioleta (CLAE-DAD) foram realizadas em um 

Cromatógrafo Agilent 1260 equipado com célula de fluxo de 60 mm com velocidade de 

detecção em 80 Hz e detector por arranjo de fotodiodos de varredura de espectro no Ultravioleta 

e visível (faixa entre 200 a 600 nm). Para as análises em escala analítica foi empregado como 

fase estacionária uma coluna Zorbax Eclipse plus de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm) e 3,5μm 

de diâmetro de partícula mantida a 45oC, com um fluxo de fase móvel de 1,0 mL.min-1 e 3μL 

de volume de injeção de amostras, preparadas na concentração de 1 mg.mL-1. Os comprimentos 

de onda utilizados para registro dos cromatogramas foram a 254, 280, 325 e 352 nm. O sistema 

de eluição em modo gradiente foi constituído por água acidificada com 0,1% de ácido acético 

(eluente A; Synth) e acetonitrila (eluente B; Merck) na seguinte programação: 0-10min.: 10-

25%B; 10-30min.: 25-50%B; 30-50min.: 50-100%B; 50-60min.: 100%B. 

 

5.9 Análise do extrato da PML5 por CG-EM  

 

O extrato da PML5 foi analisado por Cromatografia à gás (CG) em um equipamento 

Agilent CG 6850 acoplado a um espectrômetro de massas (EM) Agilent 5975C contendo coluna 
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HP-5MS de comprimento 30m x 0,25mm e filme de 0,25µm. O volume de injeção da amostra 

foi de 1µL em modo splitless, tendo Hélio como gás carreador com taxa de 1ml.min-1. O método 

utilizado possui temperatura inicial do forno de 100°C, mantida por 5 minutos, e taxa de 

aquecimento de 5°C.min-1 até atingir a temperatura de 320°C a qual foi mantida ao final do 

aquecimento por mais 8min. As temperaturas do injetor, do quadrupolo e da fonte de íons 

foram, respectivamente, 300°C, 180°C e 280°C. As detecções dos espectros de massas foram 

realizadas por ionização por impacto de elétrons (EI) a 70 eV, em modo de aquisição full-scan 

na faixa de m/z 50-800 m/z a 2.66 scan.s-1. As identificações dos metabólitos foram realizadas 

por comparação do tempo de retenção de padrões e por comparação com a biblioteca espectral 

da NIST (v2.0, 2008) utilizando os valores de comparação de Match e R-Match acima de 900. 

 



31 
 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foram selecionadas 21 cepas de actinobactérias isoladas de rochas carbonáticas 

amazônicas, presentes no banco de dados BIOACTA, para identificar os isolados com maior 

potencial de atividade antimicrobiana. 

 

 

6.1 Seleção do isolado com potencial antimicrobiano  

 

Foi observado ação antimicrobiana em 13 dos 21 isolados. O teste variou entre os 13 

isolados, onde 10 apresentaram resposta contra patógenos Gram-positivos e patógenos Gram-

negativos, exceto PML1, PML8, PML 20 e PML21 com ação somente contra patógeno Gram-

positivo, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1:  Halos de inibição e desvio-padrão médio de crescimento dos isolados frente aos patógenos testados. 

 

Streptococcus 

pneumoniae 

ATCC700699  

Staphylococcus 

aureus 

ATCC14458 

Staphylococcus 

epidermidis 

ATCC12228 

Micrococcus 

lutteus 

ATCC7468 

Escherichia 

coli 

ATCC25922 

Escherichia 

coli 

ATCC10536 

Klebsiella 

pneumoniae 

OXA48 

Acinetobacter 

baumannii 

ATCC19606 

Salmonella 

enteritidis 

INCQS00268 

Proteus 

vulgaris 

ATCC13315 

Aeromonas 

hydrophyla 

INCQS00318 

 Halos de inibição (mm) 
PML

1 0 0 0 10 ±0,58 0 0 0 0 0 0 0 

PML

3 11 ± 0,58 0 0 0 0 0 0 0 11 ± 0,57 14 ± 0,57 16 ± 0,00 

PML

5 12 ±0,58 12  ± 1,0 12 ± 0,56 12 ± 1,00 15 ± 0,00 13 ± 0,00 12  ± 0,59 13  ± 1,15 16 ± 0,00 13 ± 0,29 10 ± 0,58 

PML

8 15 ± 0,58 13 ± 0,00 0 12 ± 0,57 0 0 0 0 0 0 0 

PML

10 0 0 0 0 0 

 

0 0 17 ±0,58 0 12 ± 0,59 0 

PML

11 11 ± 0,58 16  ± 1,15 23 ± 1,00 27± 0,00 16 ± 0,00 16 ± 0,56 10 ± 0,59 14,3 ± 0,59 15 ± 0,00 14 ± 0,58 11 ± 0,58 

PML

13 15 ± 0,58 10 ± 0,56 0 12 ± 0,00 0 9 ± 0,59 0 0 0 0 0 

PML

15 15 ± 0,58 14,6 ± 0,59 15,3 ± 0,59 14 ± 0,57 11 ± 0,00 15 ± 0,00 14 ± 0,56 14,3 ± 0,59 12 ± 0,58 17 ± 1,0 17 ± 0,00 

PML

16 0 12 ± 0,00 0 0 0 12 ± 0,57 0 0 0 0 0 

PML

18 12 ± 0,58 

 

14± 1,0 0 12,5 ± 0,00 0 16,5 ± 1,0 10 ± 0,00 16,5 ± 0,57 0 13 ± 1,00 0 

PML

19 0 0 13,5 ± 0,58 14 ± 0,58 0 16,5 ± 0,57 12± 1,00 16  ± 1,15 0 0 0 

PML 

20 21 ± 0,00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

PML 

21 12 ± 0,58 

 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Fonte:  Autora.
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A partir dos resultados do teste de antagonismo observou-se a PML5, PML11 e PML15 

como as mais promissoras para obtenção de metabólitos secundários, pois responderam aos 11 

patógenos testados, sendo registrado maior atividade da PML5 contra Salmonella enteritidis 

INCQS00268 (16mm ± 0,00), maior halo da PML11 contra Micrococcus lutteus ATCC7468 

(27mm ± 0,00) e maior efeito antagonístico da PML15 contra Aeromonas hydrophyla 

INCQS00318 (17mm ± 00) e Proteus vulgaris ATCC13315 (17mm ± 1,0). O isolado que teve 

menor sensibilidade frente ao patógeno Escherichia coli ATCC10536 foi a PML13 (9mm ± 

0,59). 

A intensidade da atividade antagônica baseada na escala de Sahin e Ugur (2003) 

demonstram que 58 dos 63 halos foram ligeiramente ativos contra os patógenos, enquanto 3 

foram moderadamente ativos e apenas 2 foram passivos. É importante destacar a semelhança 

dos resultados com a pesquisa de Yucel e Yamaç (2010) que isolaram actinobactérias de rochas 

carbonáticas na Turquia, onde dos 290 isolados, 180 (62%) exibiram atividade ligeiramente e 

moderadamente ativa contra os patógenos multirresistentes Staphylococcus aureus e 

Acinetobacter baumanii.  

Para Bhat e Nayaka (2023) a atividade antagônica é importante para fazer uma triagem 

das melhores cepas de actinobactérias para posterior teste citotóxico e antioxidante, por isso em 

sua pesquisa a cepa YC69, isolada de cavernas, teve maior halo de inibição contra 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli quando comparada aos outros 69 isolados, portanto 

foi a escolhida para fazer o teste citotóxico. Da mesma forma, Jaroszewicz et.al. (2021) testou 

isolados oriundos de rochas calcárias, onde foi escolhida a com maior espectro contra 

Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Enterococcus sp., Escherichia 

coli, e Pseudomonas aeruginosa para teste anticâncer. (BHAT; HASSAN; HUSSAIN, 2022; 

JAROSZEWICZ; BIELAŃSKA; LUBOMSKA; KOSZNIK-KWAŚNICKA et al., 2021) 

6.2 Caracterização Morfológica  

Os três isolados promissores, PML5, PML11 e PML15 demonstraram a presença de 

micélio aéreo de coloração branca e reverso de coloração amarela, um critério taxonômico de 

relevância nas análises de Actinobactérias, conforme destacado por Mabrouk e Saleh (2014). 

As características morfológicas das colônias incluíram uma forma irregular e uma aparência 

pulverulenta. Sob o escopo da morfologia celular, foram observadas estruturas filamentosas e 

configurações de cocoides (Figura 2 e Tabela 2). (MABROUK; SALEH, 2014) 
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Figura 2: Morfologia dos isolados promissores. (A) Morfologia das colônias de PML5 

em ágar ISP2 após incubação a 30◦C por 14 dias. (B) Morfologia das colônias de PML11 em 

ágar ISP2 após incubação a 30◦C por 14 dias. (C) Morfologia das colônias de PML15 em ágar 

ISP2 após incubação a 30◦C por 14 dias. 

   

Fonte:  Autora,  2024. 

 

 Tabela 2: Lista de isolados de rochas carbonáticas 5, 11 e 15, seu meio de crescimento, 

esporulação, cor do micélio aéreo, cor do micélio vegetativo, pigmento e tipos de esporos. 

+: Apenas Micélio vegetativo; ++: Micélio Aéreo pouco desenvolvido; +++: Bom 

desenvolvimento do micélio vegetativo e aéreo; - Sem crescimento. 

Fonte: Autora. 

O desenvolvimento do micélio aéreo aconteceu após sete dias de cultivo em meio ISP2 

em estufa a 30ºC, algo comum às actinobactérias, pois seu crescimento é lento e pode levar de 

 

Isolado Meio Esporulação 

Micélio 

Aéreo 

Micélio 

Vegetativo Pigmento 

Tipo de Esporos 

PML5 ISP2 +++ Branco 

Amarelo 

escuro - 

Flexuosa ramificada 

PML11 ISP2 +++ Branco Amarelo claro - Flexuosa ramificada 

PML15 ISP2 ++ Amarelo  Amarelo claro Rosa 

Retináculo apertum 

fechada curta 

A C B 
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7 à 15 dias para completo desenvolvimento nessa temperatura (ABDELAZIZ et al., 2023; 

ORTEGA et al., 2021). 

Quando cultivado em meio ISP2, observou-se a produção de pigmentos solúveis de 

coloração rosa na PML15, indicativo de ativação da via de biossíntese de metabólitos nas 

condições oferecidas pelo meio nutriente, uma característica comum entre Streptomyces, o que 

difere de outros gêneros do grupo de Actinobactérias (Figura 3) (IBRAHIM et al., 2023). 

Figura 3: Isolado de rochas carbonáticas 15 em meio ISP2 produzindo pigmento rosa após 

incubação em 30ºC por 15 dias. 

 

Fonte: Autora, 2024. 

Quanto à disposição dos esporos dos isolados, identificou-se a presença de filamentos 

flexuosos em cadeias ramificadas, filamentos fechados curtos, todas essas características 

convergindo com o perfil morfológico típico do gênero Streptomyces, citado por Azuma (2012) 

(Figura 4). (AZUMA, 2012)  
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Figura 4: Registro de Microscopia Eletrônica de Varredura, da esquerda para a direita (A) 

isolado de rochas carbonáticas 5, (B) isolado de rochas carbonáticas 11, (C) isolado de rochas 

carbonáticas 15. 

 

Fonte: Autora, 2024. 

As características microscópicas observadas nos isolados apresentaram organização e 

formato compatíveis com o gênero Streptomyces, conforme descrito em literatura por Alam 

et.al. (2002). (ALAM; HAO; ZHONG; FAN et al., 2022) 

 

6.3 Caracterização Bioquímica 

Para a caracterização foi determinada a produção de Lipase, Esterase, Amilase, 

Caseinase e Catalase (Tabela 3).  

Tabela 3: Características enzimáticas (lipase, esterase, amilase, caseinase e catalase) dos 

isolados de rochas carbonáticas amazônicas 5, 11 e 15. 

Linhagem Lipase (IE) Esterase (IE) Amilase (IE) Caseinase (IE) Catalase 

PML5 3,58 3,58 0 0 + 

PML11 3,18 3,18 0 1,60 + 

PML15 6 6,02 0 0 + 

+: positivo para produção de catalase. IE: índice enzimático. 

Fonte: Autora. 

 

As características enzimáticas dos isolados possibilitou identificar o perfil bioquímico 

dos três isolados, onde houve síntese em lipase e esterase, enzimas biocatalisadoras que são 

utilizadas biotecnologicamente na síntese de surfactantes, indústria têxtil, cosmética e 

 A B C A 
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farmacêutica, além de participarem da produção de biocombustíveis, atuando sem necessidade 

de cofatores, com alta estabilidade em solventes orgânicos e ampla especificidade de substratos 

(BRAULT et al., 2012; CLARKE; KITNEY, 2020).  

A habilidade enzimática da produção de amilase é restrita a um número reduzido de 

actinobactérias, como α-amilases termoestáveis produzidas por actinobactérias endofíticas do 

gênero Nocardiopsis sp. No gênero Streptomyces sp. nem todas as espécies produzem amilase, 

portanto a presença ou a falta de produção desta enzima não é suficiente para sugerir um perfil 

comum à algum grupo (RIGO et al., 2021). 

A produção de caseinase somadas a catalase positiva no estudo de Yang et.al. (2021) 

mostrou que ambas enzimas estão diretamente envolvidas na biossíntese de metabólitos 

secundários em 2.634 cepas de Streptomyces, onde existem propriedades catalíticas capazes de 

serem exploradas de diferentes maneiras, características comuns aos objetos dessa pesquisa.  

6  

Dos isolados, a PML5 se destacou no crescimento em 6 fontes de carbono e 4 de 

nitrogênio. A PML11 teve crescimento positivo em 3 fontes de carbono e 2 fontes de nitrogênio 

e a PML15 cresceu em 5 fontes de carbono e 2 de nitrogênio (Tabela 4). 
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Tabela 4: Teste de fontes de carbono e nitrogênio das linhagens PML5, PML11 e PML15 de 

actinobactérias isoladas de rochas carbonáticas da Amazônia. 

  PML 5 PML 11 PML 15 

Fontes de 

Carbono 

D-xilose + + + 

Inositol - - + 

D-galactose - - + 

Sacarose + - - 

Maltose + - - 

D-manose + - - 

D-lactose + + + 

D-frutose - - - 

D-rufinose - - - 

L-ramnose - - - 

L-arabnose - - - 

Manitol - - - 

Glicose + + + 

Fontes de 

Nitrogênio 

Treonina - - - 

L-cisteína - - - 

L-histidina + - - 

L-tirosina - - - 

L-metionina - - - 

Serina + + + 

L-fenilalanina - - - 

Valina + - - 

Glutamina - - - 

L-asparigina + + + 

Fonte: Autora, 2024. 

 

Streptomyces são a fonte mais proeminente de metabólitos secundários, moléculas que 

exibem várias funções de sobrevivência na natureza, sendo capazes de defender e sinalizar o 

microrganismo em processos de interrupção transitória de crescimento, autotoxicidade e 

alterações em expressão genética. Em solos, rochas e plantas, as atividades biológicas das 

actinobactérias são essenciais em múltiplos ciclos geoquímicos, incluindo os ciclos do carbono 

e nitrogênio (ROMERO-RODRÍGUEZ, 2018).  

O metabolismo do carbono acontece na integração de vias de transporte e oxidação, 

como a glicólise, o ciclo da pentose fosfato (PPP) e o ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), 

incluindo o desvio de glioxilato, todas presentes na maioria dos Streptomyces tendo 
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consequências significativas em diferentes aspectos regulatórios e fisiológicos desses 

microorganismos (HE et al., 2022; ROMERO-RODRÍGUEZ, 2018).  

Parte integrante das proteínas e dos ácidos nucléicos, o nitrogênio é encontrado em 

metabólitos secundários, cuja função pode estar relacionada às interações celulares com o meio 

ambiente. No entanto, a disponibilidade de nitrogênio pode mudar em ambientes adversos, 

como solo e rochas, o que pode alterar a taxa de formação de metabólitos secundários, de modo 

que o gênero Streptomyces ativa o mecanismo de aquisição e armazenamento de nitrogênio, 

garantindo sua sobrevivência em ambientes inóspitos (HUANG et al., 2023). 

Para a compreensão da regulação do metabolismo secundário de actinobactérias, a 

interferência, o efeito e interação dos mecanismos moleculares de efeitos do carbono e 

nitrogênio precisa ser investigado. Além disso, a regulação do metabolismo de carbono e 

nitrogênio pode fornecer estratégias industriais para modificação de etapas metabólicas 

selecionadas e redirecionar os fluxos de carbono e nitrogênio para precursores de metabólitos 

industrialmente relevantes (CRUZ-BAUTISTA et al., 2023). 

Os isolados PML5, PML11 e PML15 cresceram em meios de carbono envolvidos em 

diferentes atividades na indústria alimentícia e produção farmacêutica como D-xilose, 

Sacarose, Maltose, D-lactose, D-manose e Glicose. Essas fontes de carbono desempenham 

papéis na nutrição e no metabolismo de diversos organismos e têm aplicações significativas na 

indústria e na pesquisa científica (SANGEETHA et al., 2022).  

Cada um dos aminoácidos - L-histidina, Serina, Valina e L-asparagina - desempenha 

papéis fundamentais como fontes de nitrogênio nos processos metabólicos dos organismos. Em 

Actinobactérias, durante o metabolismo da L-histidina, o nitrogênio presente pode ser liberado 

e utilizado na síntese de outras moléculas contendo nitrogênio, como nucleotídeos e 

neurotransmissores (HE et al., 2022).  

Da mesma forma, a Serina e a L-asparagina, também contendo grupos amino, 

contribuem como fontes de nitrogênio em vias metabólicas. Quando metabolizadas, esses 

aminoácidos liberam nitrogênio, que é então utilizado na síntese de uma variedade de moléculas 

vitais para o funcionamento celular. A valina pode ser incorporada em outras moléculas 

contendo nitrogênio. Esses processos são essenciais para o equilíbrio do metabolismo 

nitrogenado dos organismos (HE et al., 2022; ZHU; ZHANG, et al., 2020). 

O crescimento dos isolados nestes meios indica a capacidade das actinobactérias em 

utilizar fontes de carbono e nitrogênio que podem influenciar a degradação e ciclagem de 
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nutrientes no ambiente das rochas carbonáticas e podem estar envolvidos na produção de 

compostos bioativos (HE et al., 2022; ZHU; ZHANG, et al., 2020). 

6.4 Prospecção de clusters gênicos de síntese de PSK e NRPS 

Os isolados PML5, PML11 e PML15 apresentam PKSII e NRPS, clusters gênicos 

produtores de compostos bioativos. 

Os metabólitos secundários são biossintetizados por agrupamentos de genes homólogos 

que servem como marcadores selecionáveis para diferentes sínteses de compostos bioativos, 

como toxinas, pigmentos, antibióticos, agentes antitumorais e antioxidantes. Para atender à 

necessidade médica persistente e urgente de candidatos a novos e melhores medicamentos, o 

rastreio de clusters gênicos associados ao metabolismo secundário, PKS e NRPS, proporciona 

uma melhor análise das capacidades genéticas de Streptomyces. 

No caso dos isolados de rochas carbonáticas, a presença do cluster PKSII indica 

complexos multienzimáticos com atuação de maneira interativa, conforme Mofid (2023) que 

descreve a presença de PKSII em Streptomyces como responsável genético da interação e 

produção de diversas enzimas para formação de moléculas bioativas. (MOFID, 2023) 

O NRPS são compostos por unidades catalíticas que funcionam em linha de montagem, 

onde cada módulo é responsável por incorporar um único monômero. Em Streptomyces ele é 

responsável por fazer o reconhecimento, ativação de aminoácido, transferência e ligação de 

substratos, o que confere aos microorganismos a capacidade de sintetizar agentes bioativos. 

Cerca de 80% de Streptomyces possuem PKS e NRPS, conforme estudo realizado por 

de Méndez (2024) onde foi identificado, no isolado de formigas da tribo Attini, Streptomyces 

sp. CS113, a presença de PKSII e NRPS capaz de sintetizar diperamicina; e na pesquisa de 

Prado-Alonso et.al. (2022) onde a presença desses clusters em Streptomyces sp. CS147 sintetiza 

colibrimicinas..(L; I; MG; I et al., 2022) 

A triagem desses clusters nos três isolados de rochas carbonáticas verificou e confirmou 

a potencial produção de agentes bioativos, confirmada nas etapas de CG-EM e CLAE-EM. 

6.4 Avaliação Da Atividade Citotóxica 

O extrato bruto do isolado PML5 apresentou maior ação citotóxica (96,5%) frente ao 

crescimento de células de câncer do colorretal humano (HCT-116). A ação citotóxica dos 
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extratos dos isolados PML11 e PML15 frente às células HCT-116 foi de 33,40% e 58,55%, 

respectivamente. 

Os pesquisadores Bhat e Nayaka (2023) obtiveram uma inibição de 41,98% da 

proliferação celular in vitro ao submeter ao teste citotóxico o isolado YC69 contra células 

cancerígenas cervicais humanas (HeLa), o que para eles demonstrou resultado promissor. Para 

Jaroszewicz et.al. (2021), os isolados de Streptomyces sp. selecionados para teste citotóxico 

reduziram a viabilidade da linha celular de câncer de mama (T47D). ((BHAT; HASSAN; HUSSAIN, 2022) 

A utilização do ensaio MTT citotóxico determina a citotoxicidade de uma amostra, 

embora não esclareça seu mecanismo de ação, a análise da citotoxicidade representa um estágio 

crucial no processo de criação de novos medicamentos destinados ao uso clínico (LU; HU; XIE; 

ZHOU et al., 2021). 

OS pesquisadores Huang et.al. (2023) testou a ação citotóxica do isolado de sedimentos 

de mangue 4503, com propriedades morfológicas e químicas convergentes ao gênero 

Streptomyces. O isolado apresentou atividade citotóxica contra linhagens celulares de 

carcinoma nasofaríngeo (NPC) com capacidade antiproliferação, antimetástase, indução de 

parada do ciclo celular e apoptose, além de aumentar a produção de espécies reativas de 

oxigênio, o que levou a necessidade de explorar também o potencial antioxidante do isolado.  

Assim, a partir do percentual de inibição frente à HCT-116, foi escolhida a PML5 como 

o isolado mais promissor para o teste antioxidante. (HUANG; TANG; JIANG; XU et al., 2023) 

 

6.5 Avaliação da Atividade Antioxidante 

A ação antioxidante do extrato bruto da PML5 detectada pelo método ABTS apresentou 

ação de 35,60 + 2,01% em concentração de 946,31+ 51,59, enquanto o potencial antioxidante 

pela captura do radical livre DPPH teve uma captura de 10,65 + 1,95% em concentração de 

138,56+ 26,10. 

A atividade antioxidante revelada pelo método ABTS e DPPH sugere uma significativa 

capacidade das actinobactérias isoladas de rochas carbonáticas na Amazônia em neutralizar 

radicais livres, refletindo um potencial biológico promissor para aplicações em saúde e 

tecnologia. O uso dos métodos DPPH e ABTS demonstraram em outro estudo a capacidade de 

actinobacteria Streptomyces sp., isolada da Caatinga, atividade antioxidante, o que valida o uso 

do protocolo na busca por bioatividade em rochas carbonáticas da Amazônia (MOURA et al., 

2021). 
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Para Rammali et.al. (2022) uma porcentagem de resposta maior que 30% demonstra a 

alta capacidade dos metabólitos secundários de actinobactérias capturarem o radical livre 

ABTS. Para Weslati et.al. (2023) uma resposta eliminadora de DPPH acima de 1,3 μg é 

altamente ativa. Ao relacionar as pesquisas com o resultado de 35,60% de atividade na captura 

de ABTS e 138,56 μg da PML5 em DPPH, se evidencia um potencial maior do isolado de rocha 

carbonático. (RAMMALI; HILALI; DARI; BENCHARKI et al., 2022; WESLATI; SIMÕES; TEIXEIRA; PARPOT et al., 2023) 

 

6.6 Análise do extrato bruto da PML5 por CLAE 

 

Explorando as informações do cromatograma obtido por CLAE e os espectro UV-Vis 

para o extrado de PML5 foi observado quatro susbtências diferentes, conforme figura 5, onde 

foram identificados picos bem definidos. 
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Figura 5: Cromatograma do extrato bruto do isolado PML5 obtido por CLAE, no 

comprimento de onda de 254nm. 

 

 

 

Fonte: Autora, 2024. 

No espectro UV-vis foi identificado que os tempos de retenção dos picos no 

cromatrograma 5.791 e 13.556 foram semelhantes à 9.921 e 17.077, respectivamente. Os 
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padrões de absorbância iguais indicam que as substâncias possuem os mesmos cromóforos com 

ligações duplas conjugadas, sugerindo a possibilidade de serem da mesma classe 

(HAMEEDAT et al., 2022). 

 

 

6.7 Análise do extrato do isolado PML5 por CG-EM 

 

A análise CG-EM do extrato mostrou a presença de compostos com bioatividades 

antimicrobianas e antitumorais (Tabela 6). Foram identificados 10 compostos voláteis 

diferentes a partir do isolado PML5 (entre 14.81min e 37.53 min) e reconhecidos por suas 

atividades antimicrobianas e antitumoral. Ciclododecano (83,75%) foi o principal composto 

identificado no extrato. 
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Tabela 5: Compostos identificados do isolado de rochas carbonáticas 5 por análise de CG-

EM. 

Tempo 

(min) 

Área 

(%) 

M.W 

(g/mol) 

Fórmula 

molecular 

Nome do composto Bioatividade 

14.816 0.76 206.32 C14H22O 2,4-Di-tert-butilfenol Atividade antitumoral 

(KAARI et al., 2023)  

19.029 83.75 168,32 C12H24 Ciclododecano Atividade antimicrobiana e 

antitumoral (HAI TUAN 

NGUYEN; HAI TUAN 

NGUYEN, 2022)  

21.255 1.11 316.5 

 

 

C18H36O4 Ácido tetradecanóico, 12-

metil-, éster metílico, (S)- 

Atividade antioxidante e 

antitumoral (KEMUNG et 

al., 2020)  

23.144 2.76 270.5  

C17H34O2 

Ácido pentadecanóico, 

14-metil-, éster metílico 

Atividade antioxidante e 

antitumoral (SER et al., 

2015)  

23.551 1.32 196,2 C10H16N2O2 Ciclo(L-prolil-L-valina) Atividade antimicrobiana  

(SHARMA et al., 2024) 

23.902 2.96 210.27 C11H18N2O2 Pirrolo[1,2-a]pirazina-

1,4-diona, hexahidro-3-

(2-metilpropil)- 

Atividade antimicrobiana 

(BUZON-DURÁN et al., 

2023) 

25.262 0.62 316.5 C18H36O4 Ácido tetradecanóico, 12-

metil-, éster metílico, (S)- 

Atividade antioxidante e 

antirumoral (KEMUNG; et 

al., 2020) 

25.537 1.08 168.32 C12H24 Ciclododecano Atividade Antimicrobiana e 

antitumoral (HAI TUAN 

NGUYEN; HAI TUAN 

NGUYEN, 2022) 

32.289 1.36 172.18 C8H12O4 4-Octeno, (Z) Atividade Antimicrobiana 

(BAOZHEN et al., 2022) 

37.536 4.27 166.13 C8H6O4 Ácido 1,4-

benzenodicarboxílico 

Atividade Antimicrobiana 

(ESSAM et al., 2020) 

 

Fonte: Autora, 2024. 
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Os componentes determinados por CG-EM apresentaram em outros estudos, atividade 

antimicrobiana, antioxidante e antitumoral. O 2,4-Di-tert-butilfenol foi relatado na pesquisa de 

Kaari et al., (2023) com propriedade anticancerígena de 88% e 89% contra linhagem de câncer 

de cantro do cólo e cancro do útero, e atividade antioxidante. 

O composto Ciclododecano, que apareceu em dois tempos de retenção (19,02min e 

25,53min) no cromatograma. Na literatura, ele é descrito como substância presente em 

medicamentos para bronquite, hematírua, epilepsia, asma, lepra, eczema, debre e icterícia, além 

disso possue capacidade antitumoral e antioxidante (HAI TUAN NGUYEN; HAI TUAN 

NGUYEN, 2022). 

O Ácido tetradecanóico, 12-metil-, éster metílico, (S)- também apareceu duas vezes 

durante a análise (21,25min e 25,26min) e sua ação tem atividade antioxidante e antitumoral 

assim como o Ácido pentadecanóico, 14-metil-, éster metílico (KEMUNG et al., 2020). 

Outras substâncias antimicrobianas foram Ciclo(L-prolil-L-valina), Pirrolo[1,2-

a]pirazina-1,4-diona, hexahidro-3-(2-metilpropil)-, 4-Octeno, (Z), Ácido 1,4-

benzenodicarboxílico, que apresentam potencial antimicrobiano contra bactérias gram-postivas 

e negativas, algumas inclusive resistentes como Staphylococcus aureus resistentes à 

antimeticilina (MRSA)  (ESSAM et al., 2020).
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A pesquisa revelou a capacidade das actinobactérias isoladas de rocha carbonática em 

produzir substâncias bioativas, de interesse biotecnológico, onde os três isolados PML5, 

PML11 e PML15 se destacaram como as mais promissoras para obtenção de metabólitos 

secundários. 

O teste citotóxico destacou a PML5 com uma inibição de 96,5% do crescimento celular 

da linhagem de células de câncer colorretal humano (HCT-116), o que demonstrou ela como o 

isolado mais promissor. A atividade antioxidante do extrato mostrou alta capacidade na captura 

por radicais livres ABTS e DPPH e seu CG-MS reveleu a presença de 10 compostos voláteis, 

com o principal composto sendo o Ciclododecano, o que explica a capacidade antimicrobiana, 

antitumoral e antioxidante do isolado. 

Assim, nota-se o potencial da biodiversidade amazônica presente em rochas 

carbonáticas da Formação Itaituba. 
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