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RESUMO

O aumento crescente de bactérias resistentes a antibidticos incentiva a pesquisa por novas
substancias antibacterianas. Diante disso, a selecdo de microrganismos com potencial para a
producao de novos compostos antimicrobianos tem sido amplamente estudada. Dentre estes
microrganismos uma especial atencao ¢ dada aos actinomicetos que apresentam capacidade de
produzir uma variedade de compostos bioativos como antibidticos, antifingicos, antitumorais
entre outros compostos que podem ser aplicados nos mais diversos segmentos da industria. O
género Streptomyces € considerado de grande importancia industrial devido a sua capacidade
de produzir muitos metabolitos secundarios, respondendo por 80% dos antibioticos utilizados
atualmente. Considerando a importancia dos actinomicetos e a biodiversidade existente na
Amazonia, este trabalho tem como objetivo isolar e selecionar actinomicetos produtores de
antibioticos e otimizar a produgdo dos mesmos. Neste sentido, foi feito uma triagem inicial
para detectar a atividade antimicrobiana dos 371 actinomicetos isolados de solo de diferentes
localidades da regido Amazdnica. Foram realizados ensaios de antibiose para avaliar a
atividade antimicrobiana dos isolados frente aos microrganismos indicadores Gram-positivos
e Gram-negativos. A partir desses resultados preliminares, 3 isolados foram considerados
promissores, pois apresentaram atividade inibitoria frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 e Enterococcus faecalis ATCC 292123.
Estes,foram selecionados para o estudos de producdo, utilizando o modelo de superficie de
resposta, para avaliar as melhores condicdes fisicas e quimicas que possam interferir na
producdo do antibidtico de interesse. Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram
que o isolado n° 01 € um potencial produtor de novos metabolitos bioativos. A caracterizagdo
morfolégica e a andlise da seqiliéncia parcial da regido 16S do rDNA, demonstram a grande
diversidade deste grupo de microrganismos, sendo possivel assim, a identificacdo a nivel de
género. Foi demonstrado que as condigdes ambientais e do substrato sdo fundamentais na
producao de metabdlitos secundarios, principalmente antimicrobianos.

Palavras-chave: Actinomicetos. Antibidtico. Streptomyces spp.



ABSTRACT

The increasing number of antibiotic-resistant bacteria encourages the search for new
antibacterial substances. Therefore, the selection of microorganisms with potential for
production of new antimicrobial compounds have been extensively studied. Among these
organisms a special attention is given to the actinomycetes that have the capacity to produce a
variety of bioactive compounds such as antibiotics, antifungal, antitumor and other
compounds that can be applied in various industry segments. The genus Streptomyces is
considered of great industrial importance due to its ability to produce many secondary
metabolites, accounting for 80% of currently used antibiotics. Considering the importance of
actinomycetes and existing biodiversity in the Amazon, this study aims to isolate and select
actinomycetes producing antibiotics and optimize their production. In this sense, he was made
an initial screening to detect the antimicrobial activity of 371 actinomycetes isolated from soil
from different localities in the Amazon region. Antibiosis trials were conducted to evaluate
the antimicrobial activity against the indicator microorganisms isolated Gram-positive and
Gram-negative. From these preliminary results, three isolates were considered promising
because it showed inhibitory activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 and Enterococcus faecalis ATCC 292123. These
were selected for the study of production, using the response surface model to assess the best
physical and chemical conditions that might interfere with production of the antibiotic of
interest. The results presented here demonstrate that the isolate No. 01 is a potential producer
of new bioactive metabolites. Morphological characterization and partial sequence analysis of
16S rDNA, demonstrate the great diversity of this group of microorganisms, and can thus
identify the genus level. It has been shown that environmental conditions and the substrate are
critical in the production of secondary metabolites, especially antibiotics.

Word-key: Actinomycetes. Antibiotic. Streptomyces spp.
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica tem buscado novos medicamentos que possam reduzir efeitos
colaterais indesejaveis, o que justifica a busca por novos medicamentos. Sendo assim, a
obtencdo de produtos oriundos de microrganismos leva uma vantagem em relacdo as
substancias quimicas por serem compostos termoestaveis, especificos e apresentarem
estabilidade de pH (COSTELLOE et al., 2010). Como pode ser observada, a literatura esta
repleta de exemplos que indicam a potencialidade da utilizagdo de microrganismos na
producao de compostos de importancia comercial e dentre estes microrganismos, grande parte
dessa producdao ¢ dada aos actinomicetos. Estas caracteristicas os tornam promissores,
estimulando ainda mais a busca de novos microrganismos produtores de compostos bioativos,
principalmente na regido Amazonica devido a grande diversidade de plantas e nichos exéticos
que ainda nao foram estudados. Dessa forma, a chance de encontrar novos fairmacos, como
por exemplo, novas substancias antimicrobianas, sdo grandes.

Existem muitas empresas e paises interessados nessa potencialidade, entretanto,
inversamente proporcional ¢ o investimento em pesquisas aqui no Brasil em relacdo a essa
biodiversidade. Pouco se conhece das espécies de plantas, insetos, animais, € menos ainda ao
que se refere aos microrganismos.

Recentemente um grupo de pesquisadores americanos liderados por Smith et al.,
(2008) identificaram na Amazodnia ocidental, varias espécies novas de actinomicetos. Isto
ressalta a importancia da necessidade de que mais estudos sejam realizados por pesquisadores
brasileiros, pois além de promover a conservagdo da biodiversidade existente na regido
amazonica, existe a chance de se encontrar novos microrganismos com vasto potencial
biotecnoldgico. Cabe a nds proteger e utilizar em nosso beneficio essa potencialidade
microbiana existente na regido amazonica.

Os microrganismos apresentam uma grande vantagem para a producdo de compostos
de interesse comercial devido ao fato de serem cultivados em grandes escalas e seus
compostos facilmente purificados. Embora na literatura ja se tenha conhecido resultados
realmente assombrosos envolvendo os actinomicetos, estes relatos nao esgotam nem de longe
frente aos beneficios cientificos que estdo por ser descobertos. E evidente que, no Brasil, um

nimero maior de pesquisadores deve ser formado, ndo s6 para estudar as espécies ja
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conhecidas, como também toda a biodiversidade ainda inexplorada, principalmente nas
regides de clima tropical como a Amazonia.

Deste modo, fica evidente a importancia de um esforco concentrado na busca de
actinomicetos tanto endofiticos como de solo de valor biotecnologico, econdmico e
académico. Com essa grande diversidade encontrada na regido amazolnica, resultados
expressivos poderdo ser obtidos com microrganismos, principalmente os actinomicetos. As
perspectivas abertas para o estudo desta microbiota sao imensas, no que se refere aos estudos
biotecnoldgicos, tanto a nivel molecular descobrindo novos genes ligados ao controle
biologico de pragas e doengas, produ¢do de enzimas, produtos aromaticos, corantes,
biorremediacdo de compostos toxicos como também a produgdo de metabolitos secundérios
de atividades terapéuticas.

Outro ponto a ser levado em consideragdo ¢ que ainda ¢ pequeno o numero de
pesquisas envolvendo estes microrganismos em plantas tropicais, onde o potencial
biotecnoldgico deve se concentrar. Desta forma ha a necessidade de que se faga um inventario
nos diferentes nichos encontrados na regido amazdnica, pois a chance de que novos
compostos de importancia biotecnoldgica sejam descobertos ¢ muito grande. Em um ambiente
competitivo de mercado, as atividades de bioprospec¢do sdo de grande valia e certamente, em
pouco tempo, resultados de wvalor aplicado estardo disponiveis permitindo o uso da
biodiversidade microbiana nos mais diversos segmentos. Existem muitas empresas e paises
interessados nessa potencialidade, cabendo a nos proteger e utilizar em nosso beneficio a

biodiversidade microbiana existente em regides tropicais e subtropicais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ACTINOMICETOS: CARACTERISTICAS GERAIS

Desde o século XIX, a ordem Actinomycetales ¢ estudada, e compreende um grupo de
bactérias filamentosas, Gram-positivas, que apresentam caracteristicas intermediarias
especificas, tais como: células procariontes, portanto, com auséncia de membrana nuclear;
sensibilidade as lisoenzimas e agentes antibacterianos; crescimento cubico, formando
grumulos em meio de cultura liquido; filamentos finos semelhantes as hifas fingicas, mas
com didmetro significativamente menor (0,5 a 1,0 um) e dimensdo andloga a células
bacterianas (ALEXANDER apud MARCON, 2002).

Os actinomicetos representam um grupo diversificado de microrganismos
classificados taxonomicamente através de sua morfologia, colora¢do do micélio, composi¢ao
e estrutura do pepitideoglicano, arranjo dos conididsporos, porcentagem de G+C, sequéncia
de 16S rDNA, composigao fosfolipidica da membrana celular e resisténcia dos esporos ao
calor (OLIVEIRA, 2003).

Seu crescimento em meio favoravel inicia-se pela formag¢ao de um tubo germinativo
que se ramifica formando o micélio vegetativo cenocitico ramificado (fase nutritiva), seguido
pela formagao do micélio aéreo multicelular (fase reprodutiva). Nesta fase, ocorre a formacao
de algumas hifas que sofrem metamorfose originando a cadeia de esporos unicelulares
(OLIVEIRA, 2004).

As hifas s3o mais sensiveis ao calor e a dessecagdo do que os esporos, que por sua vez,
sdo menos resistentes que os enddsporos bacterianos. Os esporos possibilitam a sobrevivéncia
em condigdes ambientais adversas, como periodos de seca ou deficiéncia nutricional
(MARCON, 2002).

Os actinomicetos possuem alta instabilidade genética e uma de suas vdrias
caracteristicas marcantes, como a produ¢do de antibioticos, ¢ perdida em uma freqiiéncia de
0,1 a 1%. Essa perda de funcdo deve-se a delecdes de grandes regides do DNA (INOUE,
2006)

Actinomicetos sao amplamente encontrados no solo, constituindo entre 10 a 50% da
comunidade microbiana. Degradam substincias normalmente nido decompostas pelas

populagdes de fungos e outras bactérias, como celulose, hemiceluloses, fendis, quitina,
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queratina, ligninas e himus. O alto teor de umidade ¢ desfavoravel ao crescimento da maioria
das espécies destes microrganismos. Espécies do género Streptomyces sdo aerdbicos, sendo
encontrados raramente em solos com umidade moderada. Solos muito secos inibem o seu
crescimento (LOBATO, 2010). Produzem uma grande diversidade de produtos metabolicos,
sendo considerados os principais produtores de antibidticos e outras substancias de interesse
biotecnoldgico (BON, 2008).

Embora muitos actinomicetos sejam saprofitas restritos, alguns sdo capazes de
estabelecer associagdes simbidticas com plantas, podendo ser encontrados endofiticamente,
colonizando assim os tecidos internos das plantas (WILLIAMS et al., 1984). Por outro lado,
também existem espécies de actinomicetos que sdo considerados patogé€nicos para o homem e
animais (PIRET et al., 1988).

Dentro da ordem Actinomycetales os principais géneros sdo: Actinomyces,
Corynebacterium, Frankia, Gardnerella, Mycobacterium, Nocardia, Propionibacterium e

Streptomyces. Cada género apresenta caracteristicas bem distintas, como pode ser observado

na Figura 1.
Form Mo mycelia
filaments /\
No Form Acid-fast Not acid-fast
conidiospores conidiospores /\
Mycobacterium . S
Stain Stain gram -
ram +
Acid-fast Fix My Aerobic Anaerobic = _J—.
I l |. Gardnerella
i MNocardia Frankia Streptomyces Actinomyces
s Cause Make
diphtheria propionic acid

Corynebacterium Propionibacterium

Figura 1 - Caracteristicas dos principais géneros da ordem Actinomycetales
Fonte: MANSOUR, 2003

Dentre estes, o género Streptomyces ¢ considerado o mais importante, por conter um
grande numero de espécies que produzem compostos bioativos de importancia industrial
(MANSOUR, 2003).

Estes microrganismos também possuem a capacidade de degradar diversos pesticidas,
tais como: organoclorados, triazinonas, carbamatos, triazinas, sulfonilureas e acetanilidas.
Essa degradacao ocorre pela utilizagdo destes compostos como Unica fonte de carbono e

energia (OLIVEIRA, 2003).
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Isolados do género Frankia sdo importantes fixadores de nitrogénio em nodulos de
plantas leguminosas, sendo considerados essenciais para o balangco de nitrogénio mundial

(ARAUIJO, 1998).

2.1.1 Género Streptomyces

Streptomyces € um género de bactéria Gram-positiva que cresce em varios ambientes,
mas seu habitat principal é o solo, possui forma filamentosa semelhante a fungos. A
diferencia¢do morfoldgica em Streptomyces envolve a formacdo de uma camada de hifas que
pode se diferenciar em uma cadeia de esporos (OMURA et al.,, 2001). As colonias em
formacdo metabolizam diversas fontes organicas, como proteinas (queratina, elastina),
lipidios e compostos aromaticos. O metabolismo secundario ¢ ativado nesta fase, e sdo
produzidos principalmente antibidticos e pigmentos difusiveis no meio, que estd diretamente
relacionada ao ciclo celular de Streptomyces, sofrendo influéncia de fatores como variagdes
nas fontes nutricionais e fatores de regulagao (PADILHA, 2002). Este processo ¢ Unico entre
as bactérias Gram-positivas, requer um especializado e coordenado metabolismo, ¢ mais
complexo do que outras bactérias Gram-positivas (OMURA et al., 2001).

Alguns membros do género Streptomyces apresentam cromossomo linear, que estdo
restritos a espécies com estrutura e ciclo de vida sofisticada como os Streptomyces, Nocardia,
Streptoverticilium, Saccharopolispora, Actinoplanses, Micromonospora, Corynebacterium,
Mycobacterium e Rhodococcus (SALAMONI, 2010).

A mais interessante propriedade dos Streptomyces é a habilidade de produzir
metabolitos secundarios bioativos, antifungicos, antivirais, antitumorais, anti-hipertensivos,
imunossupressores ¢ principalmente antibioticos (OMURA et al., 2001, PATZER &
VOLKMAN, 2010; KHAN, 2011).

Outra caracteristica do género ¢ seu desenvolvimento multicelular complexo, os
esporos germinam para formacao das hifas, com micélio aéreo multinuclear, que forma septos
em intervalos regulares, formando uma cadeia de esporos uninucleados (OHNISHI et al.,
2008). Quando o esporo encontra condi¢des favoraveis de temperatura, nutrientes, umidade,
o tubo germinativo ¢ formado e a partir dele sdo desenvolvidas as hifas. Posteriormente
surgem as hifas aéreas e num estagio programado inicia a organizacdo de varios processos
como o de crescimento e ciclo celular. A célula esporogénica pode conter 50 ou mais copias

do cromossomo linear sendo que a ordem, o posicionamento € a segrega¢cdo dos cromossomos
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durante a esporulacdo envolve pelo menos dois sistemas ParAB e FtsK, que conduzem a
septacdo e diferenciacdo da célula apical em uma cadeia de esporos. Varios outros genes
fundamentais para esporulacdo da hifa aérea tém sido relatados em S. coelicolor como, por
exemplo, os genes whiG, whiH, whil, whiA, whiB e whiD. A explica¢do para a presenca de
esporos em Streptomyces ¢ que provavelmente estes surgiram a partir de fragmentos
miceliais, que sob pressdo seletiva podem ter envolvido a necessidade de sobreviver fora de
invertebrados e plantas, ou seja, em ambientes extremos. A habilidade dos esporos sobreviver
nestes ambientes hostis deve ter sido aumentada devido ao pigmento e aroma presentes nos
esporos em algumas espécies (CHATER & CHANDRA, 2006). Outro ponto a ser destacado ¢
a extremidade da hifa considerada como sendo a regido mais importante, onde proteinas de
membranas e lipideos podem ser secretados e reunidos especialmente na zona apical de
crescimento. (FLARDH & BUTTNER, 2009).

As extremidades do cromossomo de Streptomyces apresentam telomeros com
proteinas ligadas covalentemente, permitindo assumir forma circular sob condi¢des naturais
ou em laboratorio. Essas regides terminais possuem seqii€ncias repetitivas que codificam
principalmente funcdes relacionadas a regulacdo, secrecdo, diferenciacdo, transporte e
biosintese de antibidticos (SALAMONI, 2010).

A morfologia das colonias de Streptomyces pode variar de acordo com a espécie, e
geralmente sdo lisas, apresentando micélio vegetativo e aéreo (Figura 2 e 3).

Filogeneticamente, Estreptomicetos sdo parte das Actinobactérias, a classe das Gram-
positivas seu DNA ¢ rico em CG (70%), quando comparado com outras bactérias como a
Escherichia coli (50%) (CHATER & CHANDRA, 2006). Essa caracteristica aumenta sua
estabilidade genética, ficando entre os mais numerosos e mais versateis microrganismos do
solo. Os Streptomyces sdo importantes por causa da sua ampla taxa de metabodlitos e
processos de biotransformagdo, além de possuirem a capacidade de degradar lignocelulose e
quitina e ainda sendo fundamentais nos ciclos biologicos da matéria organica (BENTLEY et

al., 2002).

»d . W3 Eh
Figura 2: Morfologia microscopica dos actinomicetos do género Streptomyces

Fonte: (A): www.apsnet.org; (B): www.microbelibrary.org;(C): www.broad.mit.edu.;
acessado em 11/02/11
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Figura 3: Diversidade morfologica de actinomicetos do género Streptomyces. Fotografado
no Centro de Biotecnologia da Amazonia — Laboratorio de Microbiologia

Estes microrganismos produzem uma variedade de pigmentos responsdveis pela
coloracdo do micélio sob o substrato e micélio aéreo. A temperatura 6tima de crescimento
varia de 25 a 35 °C, sendo que algumas espécies sao psicrofilas e termofilas. O pH 6timo para
crescimento varia entre 6,5 a 8,0 (MARCON, 2002).

Muitos dos antibidticos conhecidos, incluindo aqueles de importincia médica tais
como a estreptomicina, neomicina, cloranfenicol entre outros, além de um impressionante
nimero de novos compostos com potencial para o combate a sérias doengas sdo produzidos
por actinomicetos do género Streptomyces (OMURA et al., 2001). Alguns exemplos de
compostos produzidos por espécies do género Streptomyces estdo ilustrados na Tabela 1.

Outras substancias importantes produzidas por isolados deste género incluem enzimas,
agentes anti-tumorais, agentes antifungicos, inseticidas, acaricidas e anti-helminticos
(STROBEL et al,, 2004). Existem espécies de Streptomyces que produzem mais de um tipo de
antibidtico, bem como existem espécies de diferentes habitats que podem produzir o mesmo
antibiotico. Essa diversidade dos metabdlitos produzidos ¢ devido ao tamanho do seu genoma
e por apresentarem centenas de fatores de transcricdo que controlam a expressdo génica

(HOPWOOD, 1985).
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Tabela 1: Compostos produzidos por espécies do género Streptomyces.

Substincia Linhagem Referéncia
Antibiético
Aranciamicina S. sp. Tu 6384 Nachtigall et al., 2010
Caboxamicina S. sp. NTK 937 Hohmann et al., 2009
Platensimicina S. platensis Pearson, 2006
Antimicinas S. spp. SPA-10191 Hosotani et al., 2005
Pentalenolactona S. liVidans 1326 Tetzlaff et al., 2006
GES81112 S. sp. Brandi et al., 2006
Pirrolomicina S. fumanus Charan et al., 2005
Chinicomicinas S. sp. M045 Lietal., 2005
Manopeptimicinas S. hygroscopicus, LL-AC98 He et al., 2002
Lemonomicina S. candidus He et al., 2000
Antitumoral
Leinamicina S. atrooliVaceus S-140 Tang et al., 2006
diazaantraquinona S. sp. Pettit et al., 2006

1 e 3-(hidroxiacetil)indolo
Anicemicina
Actinolactomicina
Landomicina

Enediina

Pladienolidos

Komodoquinona A

S. sp. TP-A0648

S. flavoretus 18522

S. globisporus 1912

S. globisporus

S. platensis Mer-11107
S. sp. KS3

Igarashi et al., 2005
Han et al., 2005
Zhu et al., 2005
Murrell et al., 2004
Mizui et al., 2004
Itoh et al., 2003

Mitramicina S. argillaceus ATCC 12956 Remsing et al., 2003
Antinflamatorio
Faeochromicinas S. phaeochromogenes LL-P018 Graziani et al., 2005

ciclomarinas A-C

S. sp. CNB-382

Renner et al., 1999

Inibidor de protease

Telomestatina S. anulatus 3533-SV4 Shin-ya et al., 2001

Galtamicina S. sp. WC76535 Qian-Cutrone et al., 1998
Antifungico

Estaurosporina S. roseoflavus LS-A Park et al., 2006

4-Fenil-3-Butenoico Acido

Yatakemicina

S. koyangensis VK-A60
S. sp. TP-A0356

Lee et al., 2005
Igarashi et al., 2005

Inseticida

Tartrolona C

S. sp. CP1130

Lewer et al., 2003

Antimalarico

Metacicloprodigiosina

S. spectabilis BCC 47

Isaka et al., 2002
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Esses microrganismos apresentam alta instabilidade genética, onde tem sido observado
que varios de seus marcadores genéticos (resisténcia e biositese de antibidticos, pigmentos,
proteinas extracelulares) foram perdidos em vérias combinacdes a freqiiéncia de 10* a 107
por esporos. Essas perdas sdo ocasionadas por grandes delecdes cromossomais. Os esporos de
Streptomyces sdo afetados por delecdes em seu cromossoma, que removem cerca de 25% de
seu genoma (SALAMONI, 2010).

A producdo da maioria dos antibioticos ¢ espécie especifica, sendo estes metabolitos
secundarios importantes para que as espécies de Streptomyces possam competir com 0s outros
microrganismos que ele pode entrar em contato, ou mesmo dentro do proprio género. Outro
processo importante envolvendo a producao de antibidticos € a simbiose entre Streptomyces €
plantas, enquanto o antibidtico protege a planta contra fitopatdogenos, a planta fornece
exudatos para o desenvolvimento do Streptomyces. Dados encontrados na literatura tém
sugerido que alguns antibidticos foram originados como moléculas sinais, podendo induzir
mudancgas na expressao de alguns genes que nao estdo relacionados a uma resposta ao stress
(CHATER et al,, 2010).

A producdo de antibidticos em bactérias sempre ocorre apos a fase exponecial de
crescimento celular. As poucas células presentes no inicio do crescimento produzem um nivel
de inibi¢ao do antibbidtico na fase inicial, onde as fontes de nutrientes sao direcionadas para a
producdo de biomassa. Assim Streptomyces geralmente produzem antibidticos na fase
estacionaria ou em baixa taxa de crescimento (INOUE, 2006).

A maioria dos antibidticos produzidos por Streptomyces sdo geralmente antibidticos
polipeptideos, os quais sao sintetizados pela condensagao de unidades de acidos carboxilicos.
Esse grupo tornou-se importante alvo de estudo devido ao seu potencial no uso das sintases
polipeptidicas (PKSs — Polyketide Synthases) engenheiradas geneticamente e por produzir,
racionalmente novos polipeptideos pela biossintese combinatéria de bancos de dados de
moléculas sintéticas (LOBATO, 2010).

Duas espécies de Streptomyces tém sido particularmente bem estudadas: o S. griseus
(primeiro Streptomyces a ser usado para producdo industrial de um antibidtico -
streptomicina) e o S. coelicolor o mais utilizado em estudos genéticos. Varias linhagens tém
sido seqiienciadas e seus genomas mapeados (Tabela 2). O genoma do S. coelicolor, por
exemplo, codifica uma grande quantidade de proteinas secretadas (819), incluindo 60

proteases, 13 chitinases/chitosanases, 8 celulases/endoglucanases 3 amilases e 2 pactato
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liases.

Os Streptomyces sao importantes também no processo inicial de decomposi¢dao de

material organico, sendo a maioria das espécies saprofitas (CHATER et al., 2010).

Tabela 2. Seqiiéncia de Streptomyces com seu genoma disponivel para consulta.

Nome GenBank Tamanho % CG Proteinas Importiancia Referencia
Mb

S. AL645882.2 9.05 72.0 7.825 Estudos Bentley et

celicolor Genéticos al., 2002

S. BA000030.3 9.11 70.7 7.583 Antibiotico Omura et

avermitilis (Avermictina)  al., 2001

S. AP009493.1 8.54 72.2 7.138 Antibidtico Ohnishi et

griséus (Streptomicina) al., 2008

S. FN554889.1 10 8.746 Fitopatdgeno

scabiei

S. CP002047 11,93 70,8 10.023 Antihelmintico Wang et al.,

bingchenggensis (Milbemicina) 2010

2.2 LIMITACOES NUTRICIONAIS E METABOLISMO

O metabolismo primdrio dos Streptomyces esta associado a atividade metabolica que
por sua vez estd relacionada ao crescimento microbiano. Sdo exemplos deste metabolismo
enzimas, acidos organicos, etanol dentre outros.

Os metabolitos secundarios sdo sintetizados freqiientemente ao final da fase de
crescimento ou durante a fase estaciondria, pois esses compostos ndo sao essenciais ao
crescimento do microrganismo (INOUE, 2006). Exercem efeito regulatério ou modulador,
atuam em interagcdoes de antagonismo e sinergismo entre microrganismo, plantas e animais.
Estes compostos conferem vantagens competitivas ao organismo produtor, podem também
exercer funcdo de molécula sinalizadora (BERDY, 2005). Dados encontrados na literatura
demonstram o interesse pelos metabdlitos secundarios, justificando-se pela grande variedade
de compostos com potencial biotecnologico que vém sendo empregados como antibioticos,
fungicidas, antitumorais, inibidores enzimaticos, pigmentos, dentre outras aplicac¢des
(VINING, 1986).

O metabolismo secundario ¢ regulado por diferentes fatores fisico-quimicos, como a
limitagdo nutricional (fonte de carbono, fonte de nitrogénio, fosfato), de oxigénio,
temperatura, taxa de crescimento, controle por feedback, inativagao ou indugcao (SALAMONI,
2010).

Os microrganismos utilizam uma grande variedade de substratos para o seu

crescimento, no entanto, muitos destes podem ter efeito negativo sobre a produgdo de alguns
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produtos de interesse. Dessa forma pode ocorrer a formagdo de ciclos flteis, onde o
microrganismo excreta compostos parcialmente oxidados (4cidos organicos), produzindo
assim, metabolitos que sdo desnecessarios a sua sobrevivéncia. Os Streptomyces excretam
uma grande variedade de acidos organicos no meio de cultura, dependendo do tipo de
limitagdo empregada. (INOUE, 2006).

Em condi¢des de limitagio de um ou mais nutrientes a produgdo de metabdlitos
secundarios ¢ maior. O crescimento microbiano ¢ mais acelerado quando fontes de carbono,
nitrogénio e fosfato estdo facilmente assimilaveis no meio de cultura (PAMBOUKIAN,
2003).

A glicose ¢ uma eficiente fonte de carbono para o crescimento de microrganismos,
portanto, ocasiona um efeito negativo na producao de diversos metabolitos secundarios.
Assim, na produ¢do do antibidtico actinomicina por Streptomyces antibioticus, a glicose
causa repressao da sintese da fenoxazinona sintase, uma enzima da via metabolica da sintese
desse antibiotico. Portanto o emprego de substratos facilmente assimiléveis, como a glicose,
frequentemente dificulta a produgdo de metabolitos secundarios de interesse. Ja os
polissacarideos, oligossacarideos e lipideos sdo mais eficientes na produg¢do de metabolitos

secundarios (BELLAO, 2010; INOUE, 2006; PAMBOUKIAN, 2003;).

2.3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS ACTINOMICETOS

2.3.1 Farmacos a partir de Actinomicetos

Os Actinomicetos sdo conhecidamente produtores de metabdlitos secundéarios com
reconhecida atividade biolodgica utilizados na terapéutica de diversas doengas, como
antibidticos, anticancerigenos, anti-helminticos, antifingicos entre outras. Estas
caracteristicas fazem deste género um instrumento de pesquisa importante e atrativo tanto do
ponto de vista académico como industrial (ARAUJO, 2002).

Os Actinomicetos tém sido tradicionalmente os mais promissores na produgdo de
farmacos antimicrobianos sendo que, 85% dos antibidticos atualmente comercializados foram
isolados a partir deles. Antibidticos também podem ser produzidos por fungos, entretanto
representam apenas 11% dos produtos (ROBBERS et al, 1997).

A descoberta da estreptomicina e espectinomicina € seu uso na clinica nos anos 40 foram

seguidos pela descoberta de um grande nimero de antibidticos obtidos a partir de
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microrganismos, em particular de Actinomicetos. Com o avango tecnoldgico, houve uma
mudanga na abordagem terapéutica, utilizando os compostos produzidos por estes
microrganismos no tratamento de diversas doencas infecciosas, aumentando assim, a
qualidade de vida da populacdo em geral daquela época até os dias atuais (PELAEZ, 20006).

Segundo Waksman (1945), que usou pela primeira vez o termo antibidtico, referia-se a
substancia quimica derivada de microrganismos que possui a capacidade de inibir o
crescimento ou até mesmo destruir outros microrganismos em solugdes diluidas. Estes sdo
produtos naturais também conhecidos como metabolitos secundarios, derivados das vias
metabolicas essenciais para a célula produtora.

Apesar da palavra antibidtico se referir as combina¢des naturais com propriedades
antimicrobianas, existe também a designagdo para antibidtico como sendo combinagdes
sintéticas com atividade semelhante. A maioria dos antibidticos ja comercializados ¢ de
origem natural, representando 70 dos 90 antibidticos comercializados entre os anos 1982—

2002 (PELAEZ, 2006).

2.3.2 Pesquisas de novos farmacos utilizando Actinomicetos

Apesar do sucesso da descoberta dos antibidticos, e avangos no processo de sua
produgdo, as doengas infecciosas ainda se mantém como a segunda maior causa de morte no
mundo, sendo que as infec¢des bacterianas causam aproximadamente 17 milhdes de morte
anualmente, atingindo principalmente criangas e idosos. A histéria dos antibidticos derivados
de Streptomyces comegou com a descoberta da estreptotricina em 1942, e posteriormente com
a descoberta da estreptomicina dois anos mais tarde, houve um aumento nas pesquisas onde
cientistas intensificaram a busca de antibidticos dentro deste género. Hoje ¢ sabido que 80%
dos antibioticos sdo originados de actinomicetos sendo o género Streptomyces o mais
importante (WATVE et al., 2001). Este fato pode ser constatado como mostrado na Figura
04.

A demanda por antibacterianos em todo o mundo est4 testemunhando um crescimento
constante. Desde a sua descoberta no século 20, os antibidticos reduziram substancialmente a
ameaga das doengas infecciosas. O uso dessas "drogas milagrosas", combinado com as
melhorias em saneamento, habitagdo e alimentacdo, e com o advento dos programas de
imunizacao em massa, levou a uma dramatica queda nas mortes por doengas que antes eram

generalizadas, e frequentemente fatais. Ao longo dos anos, os antimicrobianos tém salvado
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vidas e aliviado o sofrimento de milhdes de pessoas. Ao manter muitas doengas infecciosas
graves sob controle, esses medicamentos também contribuiram para o aumento da expectativa
de vida durante a tultima parte do século passado. A crescente resisténcia dos agentes
patogénicos, levando a formas de infec¢ao graves que sdo dificeis de tratar, tem complicado
ainda mais a situagdo. As infec¢des causadas por bactérias resistentes ndo respondem ao
tratamento, resultando em doenca prolongada e maior risco de morte. Os insucessos do
tratamento também levam a longos periodos de infecciosidade com alta taxa de resisténcia, o
que aumenta o nimero de pessoas infectadas em movimento na comunidade e, assim, expoe a

populacdo ao risco de contrair uma cepa resistente de infeccdo (COSTELLOE et al., 2010).
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Izoniazide!¥5! Sintético
YViomicina'® %, winaceus e 5. capreolus
Izoniazide!¥5! Sintético
YViomicina'® %, winaceus e 5. capreolus
Nistatina’" 5. noursei

1950 Tetraciclina'®" S, aureofaciens
Neomicina®* £ fradiae
Cloranfenicol'?¥ 5. venezuelae
Paolimixina™¥ Bacilius polsmyxa
Mitrofurantoinal® Sintético
Cefalosporina’®¥ 5. clavuligerus
Bacitracina'®% Baciiius licheniformis
Cefalosporina'¥¥ . clavuligerus
Streptomicina® 5. griseus

1940 —— Penicilina®™ Pepiciivem chrysoge nuem

1960 ———

Figura 04. Principais antibidticos e datas das descobertas. Em destaque os obtidos por
espécies de Streptomyces.
Além do problema da resisténcia bacteriana, os antibioticos também provocam efeitos

sobre a microbiota normal dos organismos, apresentando varios efeitos colaterais indesejaveis
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que devem ser eliminados. Seu uso abusivo e indiscriminado ¢ um dos grandes problemas da
terapia moderna (AZEVEDO, 1998).

Outro ponto a ser levado em consideragdo ¢ o numero de doengas tropicais que ainda
permanecem sem tratamento efetivo, como ¢ o caso da malaria e da doenca de Chagas,
existindo ainda outras doengas como a tuberculose, onde os nimeros de individuos doentes e
a resisténcia aos antibidticos crescem a cada ano (PADILHA, 2002). Mesmo que a industria
farmacéutica intensifique os esfor¢os para desenvolver novos fairmacos para substituir os em
uso, as tendéncias atuais sugerem que algumas infecgdes ndo terdo terapias eficazes dentro
dos proximos dez anos (TAKESUE et al., 2010). Por estas razdes, melhorar a utilizagdo ¢
uma prioridade para evitar o surgimento e propagacao da resisténcia bacteriana.

Encontrar novos antibioticos que sejam eficazes contra a resisténcia bacteriana nao ¢
impossivel, mas ¢ uma area complexa e desafiadora de pesquisa. A chance de se isolar novas
substancias com atividade farmacoldgica ¢ grande, pois hd evidéncias que s6 uma fragdo
bastante pequena de todas as espécies de actinomicetos e fungos existentes na natureza foram
isolados e identificados, provando que o conhecimento sobre esses microrganismos ainda €
pequeno. Como exemplo, foi descrito recentemente um novo actinomiceto marinho, que
apresenta atividade bioldgica, inclusive atividade antibidtica (PELAEZ, 2006).

O desenvolvimento de um novo farmaco ¢ uma tarefa dificil, pois os processos sdo
extremamente lentos, demandam anos de pesquisa, levando em média oito anos, além de ser
extremamente dispendioso para as industrias. Isto explicaria o nimero de novos antibidticos
descritos na literatura e consequentemente aprovados por 6rgaos como a FDA (Food and
Drug Administration) serem bastante reduzidos, chegando a serem produzidos apenas um ou
dois por ano desde 1995 (PADILHA, 2002).

Os antibioticos empregados hoje em sua maioria pertencem as mesmas classes
descobertas a mais de 40 anos atras, correspondendo a antibioticos de terceira e quarta
geracdo. Um dos antibidticos mais recentes introduzidos no mercado ¢ a daptomicina, um
lipopeptideo ciclico que apresenta um amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-
positivas, demontrando ser mais efetiva que a vancomicina e teicoplanina (KERN, 2006).

O que geralmente ocorre sao modificagdes estruturais nas moléculas ja existentes,
como ¢ o caso dos farmacos sintéticos. Outro antibiotico recentemente aprovado pelo Food
and Drug Administrations (FDA) ¢ a tigeciclina, um novo agente antibacteriano obtido a
partir da estrutura quimica de uma tetraciclina, a minociclina (PELAEZ, 2006). A

modificagao laboratorial efetuada na estrutura quimica original da minociclina proporcionou
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de imediato, um aumento no espectro de acdo in vitro e a preven¢do dos mecanismos de
resisténcia referentes a classe das tetraciclinas, uma classe de antibidticos naturais mais
antigas (LOPES, 2006).

O restante dos produtos langados durante os ultimos 20 anos pertence as classes mais
antigas, principalmente -lactamicos e macrolideos. Entretanto, as novas geragdes apresentam
vantagens significantes em espectro, poténcia ou propriedades farmacocinéticas ( PELAEZ,
2006).

Apesar do nuimero de moléculas sintéticas e semi-sintéticas hoje superarem as
moléculas naturais, os produtos naturais continuam sendo a base primaria das pesquisas, ja
que a sintese total de um novo antibidtico em laboratorio ¢ extremamente dificil (PADILHA,

2002).

2.3.3 Isolamento de actinomicetos na busca de compostos antimicrobianos

O processo para selecdo de microrganismos produtores de compostos bioativos
envolve cuidados especiais, que vai desde a preparacdo de meios de cultura apropriados, de
acordo com o grupo de microrganismo que se deseja isolar, podendo ser acrescentadas
substancias seletivas, como antibioticos, que inibem o crescimento de bactérias, ou
fungicidas, que restringem o crescimento de fungos (AZEVEDO, 1998).

Também podem ser utilizados meios especificos que permitem o crescimento de
apenas um determinado tipo de microrganismo que se deseja isolar em particular, como por
exemplo, para isolar microrganismos produtores de lipases, utilizar como unica fonte de
carbono um o6leo. Outro exemplo ¢ a utilizagdo do meio seletivo para o isolamento de
actinomicetos (meio AC —Amido Caseina), de KUSTER e WILLIAMS (1964), citados com
frequéncia na literatura. Outra variavel ¢ a temperatura de incubacdao das placas para o
isolamento (AZEVEDO, 1998). Outra a¢do importante ¢ a coleta de microrganismos em
ambientes diferentes, como o ambiente marinho para o isolamento de novas substincias,
resultados importantes se tém alcancado avaliando actinomicetos destes ambientes (BALTZ,
2008; FISCHBACH, 2009).

A sele¢do de microrganismos antagonicos pode ser realizada in vitro ou in vivo.
Primeiramente a selecdo ¢ realizada através de ensaios em laboratdrio e posteriormente 0s
ensaios passam a ser realizados em animais. Os métodos de selecdo in vitro podem ser

realizados simultaneamente ao isolamento dos antagonistas, com a finalidade de abreviar o
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processo de selecdo, sendo os actinomicetos preferencialmente isolados de amostras de solo,
utilizando-se suspensdes em solu¢do tampao ou dgua esterilizada, diluidas em série
(MARIANO, 1993).

Outro argumento que apodia o potencial de actinomicetes como valiosas fontes para
descoberta de novos antibidticos estdo nas condi¢cdes de crescimento para producdo de
metabolitos secundarios. Assim, uma Unica cultura, crescida em diferentes condi¢des, pode
produzir combinagdes de diferentes substancias (PELAEZ, 2006).

A andlise genomica de duas espécies de Streptomyces, S. coelicolor e S. avermitilis,
revelou a presenca de mais de 20 grupos de genes codificando a sintese de policetideos ou
peptideos ndo-ribossomal. Esses resultados sugerem que ainda estamos longe de ter um bom
entendimento de como explorar completamente o potencial metabolico de microrganismo em
condigdes de laboratorio (PELAEZ, 2006).

Durante décadas os processos de triagem na busca de novos compostos com potencial
biotecnoldgico, principalmente na producao de antimicrobianos, estiveram dirigidos aos
actinomicetos. Sua importancia biotecnoldgica esta relacionada principalmente ao género
Streptomyces, onde se concentra a principal obtengdo de antimicrobianos. (BON, 2008).

Viérias pesquisas ja estdo sendo realizadas com o objetivo de isolar e selecionar
actinomicetos com potencial para produzir novos compostos antimicrobianos. Em trabalhos
desenvolvidos por Bachiega et al. (2005), foram isolados e avaliados microrganismos de
amostras de solo da regido de Araraquara, com o objetivo de selecionar microrganismos
produtores de substancias antibacterianas e antifingicas.

Os actinomicetos isolados foram analisados quanto ao seu potencial antimicrobiano
contra microrganismos padrdes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans,
Aspergillus oryzae). Das 64 cepas isoladas, 34 (53,1%) apresentaram atividade
antimicrobiana. A cepa Ar 4014 apresentou maior atividade antifingica, inibindo o
crescimento de Candida albicans e A.oryzae e atividade antibacteriana contra S. aureus. Este
microrganismo foi classificado no género Streptomyces. Apos cromatografia em coluna de
silica do extrato bruto, as fragdes ativas obtidas mostraram picos de absor¢cdo UV-VIS
caracteristicos de pentaenos normais. O antibidtico foi denominado provisoriamente Ara

4014-75 (BACHIEGA et al., 2005).
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Bonfim (2008) em seu trabalho, isolou Streptomyces endofiticos de Momordica
charantia L. e este endofito produziu dois metabdlitos ativos contra diferentes cepas de
Candida sp., os quais foram caracterizados como macrolideo poliénico e ndo-poliénico.

Em trabalhos desenvolvidos por Ndejouong et al. (2010), um novo macrolideo o
hygrobafilomycin, um potente inibidor de células tumorais foi isolado a partir de
Streptomyces varsoviensis.

Em pesquisas realizadas por Ujikawa (2003), foram isoladas 41 cepas de
actinomicetos aerobios produtoras de metabolitos com atividade antibidtica e antifingica.
Destes, 11 (26,8%) eram macrolideos tetraénicos, 13 (31,7%) macrolideos pentaénicos, 1
(2,4%), macrolideo oxopentaénico, 1 (2,4%) macrolideo hexaénico e 6 (14,6%) macrolideos
heptaénicos. Foi observado que algumas cepas apresentaram largo espectro de atividade, que
era devido a producdo simultanea de um antifungico poli€nico juntamente com um
antibacteriano polietérico, e ndo a produgdo de somente um antibiotico.

Oliveira (2004) avaliou a atividade de 19 linhagens de Streptomyces, para produgdo de
B-lactamases. Destas 19, cinco foram selecionadas como produtoras de P-lactamases, trés
delas (DAUFPE 3036, DAUFPE 3060 ¢ DAUFPE 3133) apresentaram melhores resultados,
com maiores halos de inibigao.

Lima et al. (2002) avaliaram a atividade antibacteriana e antifingica de metabdlitos
secundarios de Streptoverticillium sp, bactéria pertencente a familia Streptomycetaceae. Das
substancias extraidas e purificadas de seus metabolitos, duas apresentaram atividade
antimicrobiana contra sete espécies de Candida: (Candida albicans, C. krusei, C. parakrusei,
C. utilis, C. tropicalis, C. lipolytica e C. guillermondii). Os resultados em relacdo aos testes
citotoxicos e farmacoldgicos mostram o potencial antitumoral dos metabdlitos secundarios do
Streptoverticillium sp DAUFPE 13.729, uma vez que estes foram responsaveis por uma taxa
de inibi¢do tumoral igual ou superior a 61,5%.

Pamboukian (2003), em seus estudos, produziu uma cepa mutante de Streptomyces
olindensis, que através de processos fermentativos, apresentou produtividade de rentamicina
superior a linhagem selvagem.

Atika et al. (2011) isolaram uma estirpe de actinomiceto de um solo hipersalinos no
sul da Argélia, que foi posteriormente identificado como Actinopolyspora mortivallis. Esta
estirpe mostrou alta atividade contra a bactéria Klebsiella pneumoniae.

Sheng et al. (2009) em seus estudos isolaram 46 actinomicetos de varias plantas

medicinais de Florestas Tropicais de Xishuangbanna, China. Quatro isolados apresentaram
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amplo espectro de acdo contra os microrganismos patogénicos C. albicans, S. aureus e P.
aeruginosa.

Shenin et al. (2010) extrairam duas classes diferentes de antibidticos a partir do
micélio de Streptomyces chrysomallus R-21 e Streptomyces globisporus 1-242. A agado

antifiingica e antiviral desses complexos também foi demonstrada em plantas de tomate.

2.3.4 Estudos com Actinomicetos na Amazonia

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, principalmente na floresta
Amazobnica. Entretanto, pouco ¢ conhecido dessa biodiversidade, principalmente dos
microrganismos (SOUZA et al., 2004).

Torna-se entdo necessaria a conservagao dessa biodiversidade ainda desconhecida, que
podera render produtos de grande importancia biotecnologica (SMITH et al., 2008).

Pesquisas com actinomicetos isolados da regido Amazodnica estdo sendo feitos, com o
objetivo de selecionar novos compostos promissores com potencial biotecnoldgico. Matsuura,
(2004) isolou 52 actinomicetos endofiticos de cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum
Schum) e avaliou sua atividade antimicrobiana. Vinte e trés (44,2%) linhagens mostraram
atividade antibiotica contra os microrganismos-teste utilizados (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Candida albicans e Aspergillus flavus). Foi detectada
atividade antimicrobiana com um amplo espectro de acdo, porém os actinomicetos
apresentaram maior atividade antifiungica que bacteriana.

Smith et al., (2008) isolaram microrganismos endofiticos de varias espécies de plantas
da Amazonia. Eles obtiveram 135 isolados, dentre estes 8 eram actinomicetos do género
Streptomyces. Algumas espécies ndo foram identificadas pela comparacao através do banco
de genomas, sugerindo que sejam espécies novas. Foram avaliados 88 isolados quanto a
capacidade de sua atividade antimicrobiana contra alguns fungos e bactérias causadoras de
algumas doencas em animais (Candida albicans, e Escherichia coli) e plantas (Phytophthora
sp). Dos 88 isolados avaliados, 65 apresentaram atividade antimicrobiana contra os
microrganismos patogénicos em teste.

Silva et al. (2008) avaliaram o potencial de 100 isolados de actinomicetos quanto a
produgdo de compostos bioativos como antimicrobianos, hormoénios vegetais (Acido Indol
Acético - AIA) e compostos solubilizadores de fosfato. Além disso, a diversidade genética de

alguns isolados foi avaliada por meio de técnicas moleculares. A atividade antimicrobiana foi
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verificada em 59% dos isolados avaliados, sendo que a maioria apresentou compostos
antifingicos. A diversidade genética de alguns isolados foi avaliada com base nas sequéncias
parciais do gene 16S do rRNA, onde foi verificado que todos os isolados sequenciados
pertencem ao género Streptomyces.

Souza et al. (2009), investigaram o potencial de substincias produzidas por
actinomicetos isolados da Regido Amazodnica. Foram isolados 41 actinomicetos, destes, os
isolados n° 26, 4 e 29 produziram substancias anti-fungicas contra Candida albicans, Candida
glabrata e Cryptococcus neoformans, respectivamente.

Embora os trabalhos existentes sejam em numero reduzido, os resultados sdo
promissores, visto que grande parte destes produtos bioativos ¢ produzida por actinomicetos
do género Streptomyces chegando a atingir 80% dos antibidticos comercializados. Estas
caracteristicas fazem destes microrganismos um instrumento atrativo de pesquisa, tanto do
ponto de vista académico como industrial. Desta forma, justifica-se o aumento das pesquisas
com este grupo, visando o incremento no isolamento de novas espécies e linhagens produtoras

de antibiodticos.

30



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Isolar e selecionar actinomicetos produtores de compostos antimicrobianos e otimizar as

condig¢des de cultivo visando a melhor producdo dos mesmos.

3.2 Especificos

» Isolar actinomicetos de solos de algumas localidades da cidade de Manaus e algumas
regides proximas a cidade;

» Avaliar a atividade antimicrobiana dos isolados de actinomicetos frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas;

» Otimizar as condi¢des de cultivo dos isolados de actinomicetos selecionados, visando
a melhor producao de metabdlitos com atividade antimicrobiana em meios liquidos;

» Identificar através de técnicas moleculares os isolados de actinomicetos com atividade

antimicrobiana;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 FLUXOGRAMA DE PROCEDIMENTOS

As principais atividades desenvolvidas neste trabalho estdo apresentadas na Figura 5.

Coleta das amostras de Solo

Y
~ Dsolamento e purificacio de actinomicetos desolo

v v

Com antagonismo

\’

Selecio de 3 isolados

Sem antagonismo

\ ’
Otimizaciao das

condigBes de cultivo Identificacio Taxonomica

Caracterizacao Caracterizacao
Morfologica Molecular

Figura 5. Fluxo de procedimentos para andlises dos isolados com atividade antimicrobiana.

4.2 MATERIAL BIOLOGICO

No presente trabalho foram utilizados 371 actinomicetos que estdo depositados na
Cole¢ao de Culturas do Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA), que foram previamente
isolados de diferentes solos de algumas regides proximas a cidade de Manaus. As amostras de
solo foram colhidas de alguns pontos dos municipios de Presidente Figueiredo, Autazes e Rio
Preto da Eva. Na cidade de Manaus as amostras de solo foram coletadas nos bairros de Nova

Republica, Distrito Industrial e Zumbi.

As bactérias indicadoras para os ensaios de antibiose foram:

e FEnterococcus faecalis ATCC 29212
e Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
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e Escherichia coli ATCC 25922
o Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

4.2.1 Coletas das amostras de solo

As amostras foram coletadas aleatoriamente de cada regido. As amostras de solo
foram retiradas com auxilio de espatulas a uma camada de profundidade 1 a 10 cm e
colocadas em sacos plasticos esterelizados. De cada localidade foram retiradas 10 amostras de
solo, onde foram levadas ao laboratorio e armazenadas a 4°C até o momento em que foram

feitos os isolamentos no Laboratorio de Microbiologia do CBA.

4.2.2 Isolamento dos actinomicetos

Os isolamentos foram feitos por diluicdo em série e plaqueados em meio seletivo.
Uma amostra de 10 g de cada solo foi suspensa em 90 mL de solucdo salina (0,85% NaCl)
esterilizada. As amostras foram mantidas sob agitacdo vigorosa em shaker por lh e
submetidas a diluicdes em série (10x) até 10° g solo mL™ em solugdo salina. Das 3 Gltimas
diluicdes, foram semeadas aliquota de 100 pLL com auxilio de al¢a de Drigalsky em placas de
petri contendo meio Agar-Amido-Caseina (KUSTER & WILLIAMS, 1964). As placas foram
incubadas a 28°C em estufa bacteriologica até que as colonias pudessem ser visualizadas (em
torno de 7 dias).

Colonias isoladas com caracteristicas de actinomicetos foram transferidas para novas
placas com meio amido-caseina, para obtencdo de culturas puras.

Os isolados foram conservados em microtubos de 2 mL com meio Amido-Caseina
liquido, aos quais foi adicionado glicerol esterelizado na concentragdo de 20%. Os tubos

foram armazenados a — 70°C para preservacao da linhagem original.

4.2.3 Preparacio do Pré-inoculo para ensaios de atividade antimicrobiana

Para os ensaios de avaliacao da atividade antimicrobiana, os isolados de actinomicetos
foram semeados em placa de Petri contendo o meio Agar-Amido-Caseina e incubados em
estufa BOD a 28°C por 7 dias. Apds este periodo, um quarto de uma placa de crescimento foi
transferida para frascos de Erlenmeyer (500 mL) contendo 50mL de meio Amido liquido. O
meio foi incubado sob agitacdo (150 rpm), a 28°C por 7 dias. Nos ensaios de otimizagao, essa

primeira etapa foi utilizada como pré-indculo, no qual foram crescidos por apenas 48h, onde
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um volume de 2,5 mL do caldo gerado nesta etapa foi inoculado em Erlenmeyers de 250 mL
contendo 22,5 mL do meio de producdo. As condigdes de cultivo na etapa de produgdo do
composto antimicrobiano foram as estabelecidas pelo planejamento estatistico conforme
descrito no item 4.5.

Ap6s sete dias, as células foram separadas da cultura liquida por centrifugagdo a 5.000
rpm por 8§ minutos em uma centrifuga de refrigeracdo a 4°C (Centrifuge 5417R - Eppendorf).

O metabolito microbiano foi entdo testado para verificar sua atividade antibidtica.

4.2.4 Inoculo das bactérias indicadoras

As bactérias indicadoras que utilizadas nos testes de antibiose foram cultivadas
previamente em caldo nutritivo Luria-Bertani (LB) por 16 horas. Estes microrganismos
diluidos com solucdo salina 0,9 %, conforme padronizagdo com o tubo 0,5 da escala de
McFarland (0,05 mL de cloreto de bario a 1,0 % + 9,95 mL de acido sulfarico a 1,0 %),
equivalendo a 10°* UFC/mL (Figura 6).

1 1L da suspensio

Iuéculo Bacteriano Padronizacio Tubo
Reanvacio 0,5 daescala de
Caldo LE (Luna Bertam) IMcFarland com Sol
por 16 horas a 37 °C Salina 0,85%

Figura 6. Preparagdo do in6culo das bactérias patogénicas indicadoras.

4.3 Avaliacao e selecao dos actinomicetos com atividade antimicrobiana

A selegdo primaria visa a identificacdo de isolados de actinomicetos que apresentem
atividade antimicrobiana. Os microrganismos indicadores utilizados foram cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 e
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603. Os microrganismos indicadores foram padronizados de acordo com o item

4.2.4. Essa avaliacao foi realizada utilizando o método de difusdo em agar (item 4.3.2). Os
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trés isolados com resultados mais promissores foram selecionados para analise da influéncia

das condic¢oes de cultivo na producao do antibiotico.

4.3.1 Método de antibiose em disco

O método de antibiose em disco foi utilizado para determinagcdo das fontes de
nitrogénio para cada isolado selecionado. O meio de cultura utilizado foi Agar Miieller-
Hinton. As bactérias indicadoras foram: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonie e
Enterococcus faecalis. As bactérias foram padronizadas e inoculada com auxilio de um swab
estéril por toda a placa de Petri ja contendo o meio de cultura. Em cada placa foram colocados
5 discos de papel de 6 mm, onde 30 pL do extrato microbiano de cada isolados de
actinomicetos crescidos com as respectivas fontes de nitrogénio foram inoculados em cada
disco (Figura 7). A placa permaneceu em geladeira overnight, para difusdo dos metabdlitos
no Agar Miieller-Hinton e apds esse tempo foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas,

quando foi realizada a leitura do didmetro dos halos de inibi¢ao.

458
Formagéo de halo «]
- de inibiqéio

Inoculo Bacteriano padronizado Antibiose pelo Metodo de difusio em disco
discos de papel de 6 mm + 30 pL dometabélito
37°C por 24k

Figura 7. Método de antibiose por difusdo em disco de papel
4.3.2 Método de Difusao em agar

O método de difusdo em Agar foi utilizados nos ensaios para determinar a influéncia
das variaveis fisicas e quimicas. O meio de cultura utilizado foi o Agar Muller-Hinton, onde
foram previamente perfurados de modo a conter 5 orificios com 6 mm de didmetro, onde 100
uL do filtrado foi colocado em cada poco (Figura 8). A bactéria teste utilizada para este
ensaio foi a bactérias Staphylococcus aureus, que foi padronizada e inoculada com swab
estéril em toda a placa de Petri contendo o agar Miieller-Hinton. As placas foram

armazenadas em geladeira overnight, para a difusdo dos metabolitos no agar Miiller-Hinton.
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Posteriormente as placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. Apos esse tempo, foi realizada

a leitura das placas medindo o didmetro dos halos de inibi¢ao.

2058
Formagéo de halo <]
‘ de inibig&o

Inoculo Bacteriano padromizado Antibirose pelo Método de difusio em agar

Onficios de 6 mm + 100 oL do extrato
microblano

Incubadosa 37 *Cpor 24h

Figura 8. Método de antibiose por difusdo em agar.

4.4 BIOENSAIO PARA DETERMINACAO DA FONTE DE NITROGENIO

Para a determinagao da melhor fonte de nitrogénio para producao do antibidtico foram
avaliadas as fontes de nitrogénio apresentadas na Tabela 3 e as solu¢des de aminoacidos

foram preparadas na concentracdo de 0,5 mg/mL;

Tabela 3. Fontes de nitrogénio utilizadas.

Fontes de nitrogénio

e Alanina e Asparagina

e C(isteina; e QGlicina;

e Isoleucina; e Leucina

e Arginina; e QGuanidina;

e Metionina; e Prolina;

e Fenilalanina; e Lisina;

e Glutamina; e Histidina;

e Valina; e Extrato de levedura;
e Tirosina; e Extrato de Malte;

e Acido Aspartico; e Peptona;

e Triptofano; e (Caseina;

e Serina; e Sulfato de Amonio;

e Treonina;
Os ensaios realizados em tubos contendo 4 mL de meio liquido Amido-Caseina + 500

uL de indculo + 500 pL de solugdo de aminoacidos. Um total de 25 ensaios foi realizado com

os trés actinomicetos selecionados. O in6culo foi preparado de acordo com o item 4.2.3. A
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avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de antibiose em disco

conforme item 4.3.1, utilizando a bactéria teste Staphylococcus aureus ATCC 25923.

45 ANALISE DA INFLUENCIA DAS CONDICOES DE CULTIVO NA
PRODUCAO DE ANTIBIOTICO

4.5.1 Influéncia das variaveis fisicas

Um planejamento estatistico fatorial foi realizado pelo método de Superficie de
Resposta com 3 repeti¢cdes no ponto central. Na Tabela 4, estdo descritas as condi¢des de cada
experimento.

Tabela 4. Condi¢des experimentais para o ensaio das variaveis fisicas

Nimero de Agitacio Temperatur pH Tempo

Ensaios a (dias)
1 150 35 5,5 15
2 200 40 6,5 10
3 250 25 5,5 5
4 200 30 6,5 10
5 150 35 5,5 5
6 150 25 5,5 15
7 150 35 7,5 5
8 200 30 6,5 20
9 150 25 7,5 15
10 150 25 7,5 5
11 200 30 4,5 10
12 250 25 5,5 15
13 150 35 7,5 15
14 250 35 7,5 5
15 200 30 8,5 10
16 200 20 6,5 10
17 250 25 7,5 5
18 250 35 5,5 15
19 200 30 6,5 10
20 250 35 5,5
21 150 25 5,5 5
22 250 35 7,5 15
23 250 25 7,5 15
24 200 30 6,5 1
25 300 30 6,5 10
26 100 30 6,5 10
27 200 30 6,5 10
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De acordo com este planejamento, foram realizados 27 experimentos, onde os isolados
foram cultivados em meio liquido sob diferentes condigdes, com variagdes no pH, agitagao e
temperatura. Para esse planejamento foi utilizado como base o meio liquido Amido-Caseina
(amido 10g/L; caseina 0,3 g/L; KNOs 2g/L; NaCl 2g/L; K,HPO4 2g/L; KH,PO4 1g/L; CaCOs
0,1g/L; MgSO4 0,1 g/L; ZnSO4 0,01g/L e FeSO4 0,01 g/L) que segundo a literatura, ¢
adequado para um bom crescimento celular dos actinomicetos. O pré-inoculo foi realizado de
acordo com o item 4.2.3.

Os ensaios de antibiose foram realizados pelo método de difusdo em agar contra S.
aureus ATCC 25923 conforme item 4.3.2. O pH de todos os ensaios foram medidos
diretamente no meio de cultivo utilizando o método potenciométrico antes de serem

autoclavados.

4.5.2 Influéncia das concentracoes das variaveis quimicas: fontes de carbono e

fontes de nitrogénio

Uma vez definidas as condi¢des fisicas de cultivo ideais de trabalho como,
temperatura, pH, e a fonte de nitrogénio para cada actinomiceto, o proximo passo foi realizar
um outro planejamento estatistico para definir quais as concentragdes ideais das fontes de
carbono e nitrogénio melhor influenciam a maior produ¢do do composto antimicrobiano. Com
esse objetivo foram avaliados a influéncia de 2 fontes de carbono: amido e glicerol, onde as
concentragdes de amido e glicerol variaram de 5 e 15 g/L, e as fontes de nitrogénio avaliadas
foram: fenilalanina, asparagina, sulfato de amonio, e peptona, onde suas concentragdes
variaram de 0,5 e 1,5 g/L. Isso resultou em 27 formulagdes de meios de culturas diferentes,
correspondendo cada um em um ensaio experimental, segundo mostra a Tabela 5.

Foi aplicada a metodologia de Superficie de Resposta com 3 repeticdes no ponto
central para a constru¢do do modelo estatistico, que foi ajustado as condi¢des experimentais
descritas para otimizar as condi¢des de producdo do composto antimicrobiano de interesse. O
programa estatistico utilizado foi o MINITAB. Para esse planejamento foi utilizado como
base o meio liquido Amido-Caseina e o pré-indculo foi realizado de acordo com o item 4.3.3.

Os ensaios de antibiose foram realizados pelo método de difusdo em Agar contra S. aureus
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ATCC 25923 conforme item 4.3.2 e os resultados analisados pelo programa estatistico
MINITAB.

Tabela 5. Condi¢des experimentais para o ensaio das varidveis quimicas — Fonte de Carbono:
Amido ou Glicerol.

Nimero de Amido Nitrogénio  Nitrogénio Peptona
Ensaios ou organico inorganico
Glicerol

1 12,5 1,25 0,75 1,25
2 7,5 1,25 0,75 0,75
3 12,5 1,25 1,25 0,75
4 7,5 1,25 1,25 1,25
5 10 1 1,5 1
6 15 1 1 1

7 10 1,5 1 1

8 10 1 1 1,5
9 7,5 0,75 0,75 0,75
10 12,5 0,75 1,25 1,25
11 10 1 1 1
12 12,5 1,25 1,25 1,25
13 7,5 0,75 0,75 1,25
14 12,5 0,75 1,25 0,75
15 5 1 1 1
16 7,5 1,25 1,25 0,75
17 7,5 0,75 1,25 1,25
18 10 1 1 1
19 7,5 0,75 1,25 0,75
20 10 1 1 0,5
21 12,5 1,25 0,75 0,75
22 10 1 1 1
23 12,5 0,75 0,75 1,25
24 7,5 1,25 0,75 1,25
25 10 0,5 1 1
26 12,5 0,75 0,75 0,75
27 10 1 0,5 1

4.5.3 Avaliacido do espectro de acao do composto antimicrobiano

Para a avaliagdo do espectro de acdo do composto antimicrobiano produzido foram
utilizados os filtrados do dia em que o halo de inibicdo contra Staphylococcus aureus foi
maior.

Esta avaliagao foi realizada contra bactérias Gram positivas e Gram negativas.
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As bactérias Gram positivas:
e FEnterococcus faecalis ATCC 29212
o Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

As bactérias Gram negativas:
o FEscherichia coli ATCC 25922
o Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

O teste de antibiose foi realizado pelo método de difusdo em agar conforme item 4.3.2

4.6 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

4.6.1 Caracterizacao Morfologica

A caracterizagdao morfoldgica foi realizada por meio da analise do aspecto, coloracao e
textura da colonia, além da producdo de pigmentos difusos no meio de cultivo. Essa
observagio foi feita utilizando o meio de cultura Agar-Amido-Caseina (Kuster & Williams,

1964) por 7 dias a 30°C.

4.6.2 Caracterizacao Molecular

Os trés isolados de actinomicetos selecionados foram identificados pelo método de
amplificacdo e seqlienciamento do DNA ribossomal 16S. A extracao do DNA gendmico total
dos isolados foi realizada pelo método fenol-cloroférmio.

Os actinomicetos selecionados para identificacdo molecular foram cultivados em meio
liquido Amido-Caseina por 3 dias a 30 °C a 150 rpm, onde foi retirada uma aliquota de 1,5
mL para centrifugagdo a 12.000 rpm (Centrifuga eppendorf 5200) e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi ressuspendido com 500 uL de Tampao TE ( Tris-HCI 10 mM +
EDTA 1 mM), em seguida adicionado 60 pL de SDS 10 % e Glass bead. Os tubos foram
homogeneizados e agitados no VORTEX por 20 minutos. Em seguida foi acrescentado 200
uL de Fenol e 350 uL de Clorofil ( Cloroférmio e Alcool isoamilico — 24:1). Os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm e o sobrenadante transferido para outro tubo e acrescentado 350
uL de Clorofil e novamente centrifugado. O sobrenadante foi precipitado com 0,1 volume de

NaCl 5M e 2 volumes de alcool isopropilico gelado com incubacdo por 1 hora, e
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centrifugado sob refrigeracao a 4 °C por 12 minutos a 12.000 rpm. O sedimento e a parede do
tubo foram lavados com etanol 70 % e secos a temperatura ambiente. O DNA foi
ressuspendido em 50 pL de 4gua mili- Q e estocado a -20 °C. A concentracdo do DNA obtido
foi estimada por eletroforese em gel de agarose 0,8%, juntamente com o DNA de fago A com
concentracdo conhecida. Apos eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio e
observado sobre transiluminador de luz ultravioleta. Fragmentos do gene 16S rRNA foram
amplificados a partir do DNA gendmico pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando os primers universais primer 27f (5°-GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3’) e do
primer 1378r (5’-CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG- 3’), homologas as extremidades
conservadas do gene 16S rRNA de bactérias.

Para a amplificacio do DNA das amostras foi utilizada uma mistura de solucdes

conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1. Componentes da amplificagdo de DNA dos isolados de actinomicetos e respectivas
concentragdes das solucdes utilizadas em uma reag@o para amplificacdo da regido 16S r DNA.

Componentes Concentracdo Volume da reacdo

estoque (ul)
Agua Mili Q 31,4
Tampao 10x 5,0
d’NTPs 2,5 mM 5,0
Primer 16S (094) 10 uM 1,0
Primer 16S (095) 10 uM 1,0
MgCl, 50 mM 3,0
Taq polimerase 5U/uL 0,6
DNA 10 ng/uL 3,0
Volume Total 50,0

As Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizadas em termociclador com a
seguinte programacao:

1. Desnaturacgio inicial > 3 minutos a 94°C

2. Desnaturagao = 30 segundos a 94°C

3. Pareamento = 30 segundos a 60°C 30 ciclos
4. Alongamento > 2 minutos a 72°C

5. Extensao final 2 10 minutos a 72°C
Ap6s o processo de amplificagdo, 8 pl. da reacdo de PCR foram avaliados por

eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TAE 1x. O gel foi corado com brometo de
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etidio para visualizagdo de um fragmento amplificado de aproximadamente 1400 pb que foi
purificados com o Kit PuriLink PCR Purification (Invitrogen). Os produtos de PCR
purificados foram sequenciados nos dois sentidos usando os mesmos primers utilizado para as
reacoes de PCR anteriormente descritos. O sequenciamento foi realizado no Centro de
Estudos do Genoma Humano (http://genoma.ib.usp.br/).

As seqiiéncias obtidas foram analisadas pelo BLASTn contra a base de dados NCBI
(National Center for Biotechnology Information website —

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para conferéncia dos géneros e identificacdo das

espécies de actinomicetos em estudo e a arvore filogenética foi construida utilizando o

MEGA 4.0 (http://www.megasoftware.net/).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DE ACTINOMICETOS

Foram isolados 371 actinomicetos de solo de diferentes localidades da cidade de
Manaus e alguns municipios proximos a cidade. A freqiiéncia de isolados varia de acordo
com o local de coleta, pois no Municipio de Presidente Figueiredo ¢ no Bairro Nova
Republica foi onde ocorreu o maior numero de isolados, enquanto que no Municipio de Rio

Preto da Eva foram isolados apenas trés actinomiceto (Tabela 6).

Tabela 6. Isolamento de actinomicetos de diferentes localidades

Local de Coleta Més de Coleta  Localizacao N° de Isolados

Bairro Nova Republica Abril 3°06°24.71”S 121
Municipio de Presidente Junho 2°08°07.42S 162
Figueiredo
Municipio de Rio Preto da Eva Setembro 2°39°26.10”S 03
Municipio de Autazes Junho 3°22°52.33”S 43
Bairro Zumbi Fevereiro 3°04°55.49”S 15
Porto da Ceasa Fevereiro 3°07°53.35”S 27

TOTAL 371

Um dos fatores observados para o baixo indice de isolados em algumas localidades
pode estar relacionado com a composi¢ao do solo. A vasta diferenca existente na composicao
e caracteristicas fisicas dos solos resulta na grande diferenca no tamanho da populagdo
microbiana assim como no tipo de microrganismos que constituem essa populacio
(SALAMONI, 2009).

A ¢época de coleta também pode influenciar no numero de microrganismos
encontrados em determinada regido. Entre os meses de janeiro a junho, foram isolados o
maior nimero de actinomicetos, nesse periodo ocorre a cheia dos rios ficando o solo mais
umido. Os actinomicetos s3o conhecidamente produtores de metabdlitos secundéarios com
reconhecida atividade bioldgica. Estas caracteristicas fazem deste género um grupo
importantes. Na Figura 9 ¢ possivel observar as caracteristicas morfologicas dos

Streptomyces, semelhante aos fungos.
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Figura 9. Isolamento e purificagdo dos actinomicetos

5.2 AVALIACAO DOS ACTINOMICETOS COM ATIVIDADE ANTIMICROBINA

A atividade antimicrobiana em meio solido pelo método de difusdo em Agar foi
realizado para todos os 371 isolados e a tabela 7 mostra somente os isolados que apresentaram
atividade antimicrobiana para os microrganismos-testes utilizados.

Pelo método de difusdo em Agar foi detectada atividade antimicrobiana de moderada a
alta, com espectro de agdo predominante para bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae ¢ Enterococcus faecalis) (Figura 10). Dos 371 isolados,
foram selecionados 46 actinomicetos com atividade antimicrobiana, ou seja, 12,4%. Dos
actinomicetos selecionados 39 (84,7%) apresemtaram espectro de acdo para bactérias Gram-
positivas (Tabela 7).

Outros autores também verificaram uma alta taxa de inibicdo em bactérias Gram-
positivas por actinomicetos produtores de antimicrobianos (DUARTE et al., 2009; HECK,
2007).

Nenhum dos isolados foi capaz de inibir todas as bactérias Gram-negativas. Essa baixa
atividade contra as bactérias Gram-negativas pode estar associada a complexidade da
estrutura da membrana externa destas bactérias (DUARTE et al.,. 2009).

A partir deste ensaio preliminar, novos ensaios foram realizados com outros meios de
cultivo, avaliando fontes de carbono e nitrogénio para a obtencdo de uma maior producdo dos
compostos antimicrobianos. Os isolados n® 01, 234, 315, 325 e 355 apresentaram alta
atividade antimicrobiana contra trés bactérias Gram-positivas (Staphylococcu aureus,
Streptococcus pneumonie e Enterococcus faecalis). Para esta etapa do trabalho, apenas os
isolados n' 01, 325 e 355 foram escolhidos para dar continuidade aos ensaios de otimizagao

da bioatividade.
44



Tabela 7. Classificacdo da atividade antimicrobiana apresentada pelos actinomicetos.

Patégenos
Isolado S. aureus S. pneumoniae E. faecalis K.pneumoniae E. coli
N° 01 N ot ot Neg Neg
N° 02 ++ Neg Neg Neg Neg
N 81 ++ Neg Neg Neg Neg
N° 84 ++ Neg Neg Neg Neg
N° 107 4+ Neg Neg Neg Neg
N° 113 Neg Neg Neg 4+
N° 121 -+ Neg ot Neg Neg
N° 129 Neg 1+ Neg Neg
N° 166 ++ ++ ++ Neg Neg
N° 167 HH Neg +H Neg Neg
N° 168 Neg 4+ Neg Neg Neg
N° 181 Neg Neg Neg 4+ Neg
N° 184 Neg Neg 4+ Neg Neg
N° 189 Neg Neg A Neg Neg
N° 204 Neg 4+ Neg Neg Neg
N° 210 Neg +H+ Neg Neg Neg
N°211 Neg 4+ Neg Neg Neg
N° 234 N ot ot Neg Neg
N° 252 Neg Neg 4+ Neg Neg
N° 256 Neg Neg Neg ++ Neg
N° 265 Neg Neg Neg 4+ Neg
N° 279 +++ Neg -+ + Neg
N° 282 N Neg +H Neg Neg
N° 294 Neg Neg Neg ++ Neg
N° 305 4+ Neg Neg Neg Neg
N° 315 N ot ot Neg Neg
N° 325 N ot ot Neg Neg
N° 335 ++ Neg ++ Neg Neg
N° 343 Neg +H+ Neg Neg Neg
N° 353 Neg 4+ Neg Neg Neg
N° 355 N ot ot Neg Neg
N° 356 Neg 4+ Neg Neg Neg
N° 357 Neg A Neg Neg Neg
N° 358 Neg 4+ Neg Neg Neg
N° 359 Neg 4+ Neg Neg Neg
N° 361 Neg 4+ Neg Neg Neg
N° 365 ++ Neg Neg Neg Neg
N° 371 Ea— +r Neg Neg Neg
N° 372 4+ Neg Neg Neg Neg
N° 376 ++ Neg Neg Neg Neg
N° 377 + Neg Neg Neg Neg
N° 379 ++ ++ Neg Neg Neg
N° 383 + Neg Neg Neg Neg
N° 392 + Neg Neg Neg Neg
N° 393 + Neg Neg Neg Neg
N° 394 + Neg Neg Neg Neg

Baixa (+): didmetro do halo de inibi¢do entre 0,7 a 1,2 cm;

Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 1,3 a 1,6 cm;

Alta (+++): diametro do halo de inibi¢ao superior a 1,7 cm.
Neg (-): auséncia de halo de inibigao;
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Resultados parcialmente semelhantes aos nossos, foram obtidos por Alberton et al
(2006), que isolaram uma cepa de Streptomyces viridosporus, onde apresentou efeito
inibitorio frente as cepas patogé€nicas Gram-positivas (S. aureus) porém nao inibiu as
bactérias Gram-negativas como a E.coli. Na Figura 10, € possivel observar os diferentes halos

de inibicao dos diferentes isolados.

Figura 10. Ensaios de antibiose contra S. aureus ATCC 25923 (A); S. pneumoniae ATCC
49619 (B); E. faecalis (C)

Os isolados selecionados produziram metabolitos secundérios capazes de inibir a
bactéria Staphylococcus aureus, essa bactéria ¢ de grande interesse clinico por ser o patdogeno
causador do maior niimero de infecgdes hospitalares (CONDE-ESTEVEZ et al., 2009).

No presente trabalho os isolados selecionados inibiram o crescimento da bactéria
Enterococcus faecalis apresentando halos de alta inibi¢do (+++). O género Enterococcus ¢

causador de infecgdes tais como endocardite e bacteremia (CONDE-ESTEVEZ et al., 2009).

5.3 BIOENSAIO PARA DETERMINACAO DA MELHOR FONTE DE NITROGENIO

Para otimizacdo da melhor fonte de nitrogénio para a produ¢do do composto
antimicrobiano, foram avaliadas varias fontes de nitrogénio como pode ser verificado nas
Tabela 8, 9 e 10 para cada actinomiceto.

De acordo com a Tabela 8, apenas a Prolina ndo foi considerada uma boa fonte de
nitrogénio para a producdo do composto antimicrobiano, no teste de antibiose utilizando a
bactéria S. aureus. As outras fontes de nitrogénio analisadas para o isolado n° 01 forneceram

bons resultados, com a formagdo de halos de inibi¢ao considerados de alta atividade (halo de
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inibicao superior a 1,7 cm). Nao havendo, portanto, diferenga significativa entre as outras

fontes de nitrogénio analisadas.

Tabela 8. Selecao da melhor Fonte de Nitrogénio para expressao da atividade antimicrobiana
do isolado n° O1.

15 S 15

v v
Alanina 22 24 24 Asparagina 2 23 23
Cisteina 2,1 22 2,1 Glicina 1,8 23 19
Isoleucina 2 2 2,3 Leucina 1,7 1,6 22
Arginina 2,3 2 2,4 Guanidina 2,1 2 2.3
Metionina 19 1,8 2,1 Prolina 09 23 22
Fenilalanina 24 2,3 2,3 Lisina 2 24 2,3
Glutamina 2,2 2,3 2,3 Histidina 2 22 22
Valina 23 25 22 Sulf Aménio 1,9 22 23
Tirosina 2 2,4 2,3 Peptona 1,9 2,1 2
Ac. Aspartico 2,1 22 23 Ext. de Malte 2 23 2,1
Triptofano 1,9 22 23 Ext Levedura 1,7 2,1 2.2
Serina 2 2,2 2,5 Caseina 1,8 2 2,1
Treonina 1,8 2,2 22

Neg (-): auséncia de halo de inibigdo;

Baixa (+): didmetro do halo de inibic¢do entre 0,7 a 1,2 cm;
Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 1,3 a 1,6 cm;
Alta (+++): diametro do halo de inibi¢do superior a 1,7 cm.

Considerando o diametro do halo de inibig¢do, as melhores fontes de nitrogénio para o
isolado n° 01 foram a Alanina, Fenilalanina e Valina, pois apresentaram os maiores halos de
inibicao para todas as bactérias indicadoras testadas.

Para o isolado n° 325 a melhor fonte de nitrogénio também foi a Fenilalanina, com
halos considerados de moderada a alta atividade.

Mas algumas fontes de nitrogénio foram consideradas inibitorias para a producao do
composto antimicrobiano. A Lisina, Sulfato de Amonio e Peptona ndo apresentaram halo de

inibicao quando utilizadas como fontes de nitrogénio nos meios de cultura (Tabela 9).
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Tabela 9. Selecao da melhor Fonte de Nitrogénio para expressao da atividade antimicrobiana
do isolado n® 325.

% v § R z v § -2
© S 0§ 0§ 3 I -
2 3 3 2 2 g S S
: 5 5§ 4 1039
= S o
Alanina 1, 1,3 1,4 Asparagina 1,2 12 1,8
Cisteina 09 1,1 1,7 Glicina 1 1,2 1,8
Isoleucina 1 1 1,5 Leucina 1 1 1,5
Arginina 1,1 09 1,5 Guanidina Neg Neg 1,2
Metionina Neg Neg 1,4 Prolina 1 1 1,4
Fenilalanina 1,4 1,7 2,2 Lisina Neg Neg Neg
Glutamina I, 1,1 1,6 Histidina Neg Neg Neg
Valina 0,8 1 1,4 Sulf. Aménio Neg Neg Neg
Tirosina 1 1 1,6  Peptona Neg Neg Neg

Ac. Aspartico 1 1 1,7 Ext.de Malte Neg Neg Neg
Triptofano Neg 1 1,4 Ext.Levedura Neg Neg Neg
Serina 1 1,3 1,6 Caseina Neg Neg Neg

Treonina 1,1 1 1,6

Neg (-): auséncia de halo de inibigdo;

Baixa (+): didmetro do halo de inibic¢do entre 0,7 a 1,2 cm;
Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 1,3 a 1,6 cm;
Alta (+++): diametro do halo de inibi¢do superior a 1,7 cm.

Considerando o tamanho do halo de inibicdo, as melhores fontes de nitrogénio
organico para o isolado 355 foram a Asparagina e a Peptona com halos considerados de
média atividade.

Algumas fontes de nitrogénio foram consideradas prejudiciais para a produgdao do
composto antimicrobiano.

Os meios suplementados com Metionina, Arginina, Glicina, Fenilalanina, Treonina,
Guanidina, Histidina e Sulfato de Amonio nao produziram halo de inibigdo. Esses resultados

podem ser visualizados na Tabela 10.
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Tabela 10. Sele¢ao da melhor Fonte de Nitrogénio para expressao da atividade antimicrobiana
do isolado n°355.

< S 2 Z S

z G 2 T § I
Alanina Neg 0,9 0,9 Asparagina 1,2 1,6 14

Cisteina Neg Neg 1,1 Glicina Neg Neg Neg
Isoleucina Neg 1,1 1 Leucina Neg Neg Neg
Arginina Neg 1,1 1,6 Guanidina Neg 1,1 1
Metionina Neg Neg Neg Prolina 0,9 1 0,9
Fenilalanina ~ Neg Neg Neg Lisina 09 1,2 1,1
Glutamina 1 1,2 1,1 Histidina Neg Neg Neg
Valina 1, 1,2 1,2 Sulf. Amonio Neg Neg Neg
Tirosina 1 1,2 1,2 Peptona 15 1,5 14

Ac. Aspartico Neg 0,8 1  Ext.deMalte 0,9 1,1 1,1
Triptofano Neg 0,9 09 Ext.Levedura 1 1,1 1,1
Serina 0,8 1,1 1,3 Caseina 1 1,4 1,2
Treonina Neg Neg Neg

Neg (-): auséncia de halo de inibicao;

Baixa (+): didmetro do halo de inibi¢do entre 0,7 a 1,2 cm;
Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 1,3 a 1,6 cm;
Alta (+++): diametro do halo de inibi¢ao superior a 1,7 cm.

5.4 INFLUENCIA DAS VARIAVEIS FISICAS

Foi realizado um planejamento estatistico com o objetivo de analisar se as variaveis:
temperatura, pH, agitacdo e tempo apresentam influéncia significativa na produgdo do

composto antimicrobiano de interesse.
5.4.1 Resultado das variaveis fisicas para o isolado n° 01

Para o isolado n° 01, as variaveis pH, temperatura e agitacao nao foram significativas

ao nivel de 95% de confianca para a produ¢do do composto antimicrobiano (Tabela 11). De
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acordo com a andlise estatistica, a variavel tempo foi a unica que apresentou efeito

significativo na producdo do composto antimicrobiano (Tabela 12).

A partir do primeiro dia de cultivo, ja € possivel observar a produgcdo do composto

antimicrobiano de interesse.

Tabela 11. Resultados da produgdo do composto antimicrobiano para os isolados n° 01, n°325
e n°355 para o planejamento estatistico executado variando agitagdo, temperatura, pH e

tempo.
Nomero Agtasio Temp pH Tempe | Hande et
En(sl::ios rpm) O (i) n°0¢1 n° 3%5 n° 3%5

1 150 35 5,5 15 3.5 2,1 Neg
2 200 40 6,5 10 34 2,0 Neg
3 250 25 5,5 5 3.1 neg Neg
4 200 30 6,5 10 3,6 2,8 0,9
5 150 35 5,5 5 3,1 1,6 Neg
6 150 25 5,5 15 3.6 neg 1,1
7 150 35 7,5 5 3,6 2,0 1,0
8 200 30 6,5 20 3,7 2,5 0,9
9 150 25 7,5 15 3,7 1,5 1,7
10 150 25 7,5 5 2,8 2,1 1,1
11 200 30 4,5 10 3,6 2.4 Neg
12 250 25 5,5 15 3.5 2,7 Neg
13 150 35 7,5 15 3.5 1,6 1,2
14 250 35 7,5 5 3,2 2,5 Neg
15 200 30 8,5 10 3,6 2,0 1,0
16 200 20 6,5 10 3,7 Neg 0,7
17 250 25 7,5 5 3,0 1,5 1,2
18 250 35 5,5 15 3.5 2.4 1,1
19 200 30 6,5 10 3,6 2,6 0,9
20 250 35 5,5 33 2,5 Neg
21 150 25 5,5 3.5 2,1 Neg
22 250 35 7,5 15 3.5 2,1 1,0
23 250 25 7,5 15 3.5 2,3 1,0
24 200 30 6,5 1 2,2 Neg Neg
25 300 30 6,5 10 3,6 2,7 1,2
26 100 30 6,5 10 3,6 2,8 1,3
27 200 30 6,5 10 3,6 2,8 0,8

e Neg (-): auséncia de halo de inibicao;

e Baixa (+): didmetro do halo de inibigdo entre 0,7 a 1,2 cm;

e Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 1,3 a 1,6 cm;

e Alta (+++): didmetro do halo de inibi¢do superior a 1,7 cm.
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Tabela 12. Andlise de Varidncia demonstrando o nivel de significancia a 95% (p<0,05)

Variaveis Pn°1 | Pn°325 | Pn°355
Agitacao (rpm) 0,538 0,473 0,391
Temperatura (°C) 0,929 0,042 0,180
pH 0,790 0,718 0,011
Tempo (dias) 0,000 0,179 0,028
Agitagao*Agitacao 0,851 0,971 0,344
Temperatura*Temperatura 0,662 0,024 0,225
pH*pH 0,851 0,448 0,385
Tempo*Tempo 0,004 0,048 0,325
Agitacao*Temperatura. 0,745 0,658 0,401
Agitacao*pH 0,913 0,849 0,749
Agitacao*Tempo 0,913 0,095 1,000
Temperatura.*pH 0,246 0,350 0,749
Temperatura*Tempo 0,246 0,704 0,671
pH*Tempo 0,589 0,614 0,346

95% - __]

De acordo com os graficos das Figuras 11 e 12, o tempo 6timo de incubagdo estd em

torno de 10 e 15 dias.

Analise da producéo de halo (cm) Actino 1: Agitacéo x Tempo
300 -

Agitacgo (1PM)

130 -

100 A
0 S 10 15

Tempo (di;ﬁ

Figura 11. Grafico de Contorno: isolado n°01 — Agitacao x Tempo

De acordo com o grafico da Figura 13, podemos observar que a uma dada temperatura,
e variando o tempo de incubag¢do ocorrem mudancas significativas na produ¢cdo do composto
antimicrobiano. Ao longo do tempo, a producdo do composto antimicrobiano aumenta e

depois estabiliza, chegando a um pico de produgao.
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Verificou-se também, que a uma temperatura acima de 35°C ocorre uma reducdo no
diametro do halo de inibicdo (Figura 13). Este comportamento nos permite dizer que a
temperatura ¢ um dos fatores limitantes para a produ¢ao dos compostos com atividade
antimicrobiana. Resultados similares foram observados por Hassan et al (2001) onde nos
ensaios com temperaturas superiores a 35 °C tiveram um efeito adverso sobre o crescimento e
produgdo do antibidtico por Streptomyces violatus. Quando analisamos o pH em funcdo do
tempo de cultivo (Figura 12), a um determinado valor de pH, e variando o tempo de

incubagdo, ocorrem mudangas significativas na produg¢dao do composto antimicrobiano.

Analise da producao de halo (cm) Actino 1: pH x Tempo

8,5
' Halo <
-
8,0 W24 - 26
M- 28
7,5 28 - 30
30 - 32
B 32 - 34
7,0 W e - 3%
o > 3%

% 65

6,0
5,5

5,0

4,5

S 10 .15
Tempo (dlas)

Figura 12. Grafico de Contorno: isolado n°01 — pH x Tempo

Analise da producéo de halo (cm) Actino 1: Temperatura x Tempo

10 15
Tempo (dias)

Figura 13. Grafico de Contorno: isolado n°01 — Temperatura x Tempo
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5.4.2 Resultados das variaveis fisicas para o isolado n° 325

No presente trabalho, a varidvel temperatura foi a Unica significativa ao nivel de 95%
de confianga para o isolado n°® 325 (Tabela 13).

A temperatura de 30°C proporcionou os melhores resultados para a producao do

antimicrobiano, considerando o espectro de ac¢ao e o didmetro do halo de inibi¢do (Figuras 14
e 15).

Andlise da producgdo de halo (cm) Actino 325: Agitagio x
Temperatura

&

Agitacdo (1pm)
8

25 30 o 33 40
Temper (°C)

Figura 14. Grafico de Contorno: isolado 325 — Agitagdo x Temperatura

Na Figura 14, podemos observar que a uma dada temperatura, a mudanca da agitagao
ndo tem influéncia significativa na produ¢do do composto antimicrobiano. Na Figura 15,
podemos evidenciar que a temperatura de 30°C, mesmo variando o pH a produgdo do

composto antimicrobiano ¢ a mesma.

Andlise da produgao de halo (cm)Actino 325: pHx Temperatura

8,5
Halo<n

8,0
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20 23 30
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Figura 15. Grafico de Contorno: isolado 325 — Temperatura x pH
53



Diversos trabalhos avaliaram a atividade antimicrobiana de Streptomyces em
diferentes temperaturas, em sua maioria, a temperatura de 30°C tem sido considerada como a
Otima para a producdo de antimicrobiano, no entanto essa temperatura pode variar de 22 a
37,5 °C de acordo com o microrganismo (HASSAN et al., 2001)

A atividade antimicrobiana foi observada a partir de 5° dia de incubagao. Os melhores

resultados foram obtidos entre 5 e 15 dias de incubacao (Figura 16).

Andlise da produgio de halo (cm)Actino 325: Tempo x Temperatura

20

NN e D e

15

Tempo (("35)

20 25 20 40

Temper {OC}3‘5

Figura 16. Grafico de Contorno: isolado 325 — Tempo x Temperatura

5.4.2 Resultados das variaveis fisicas para o isolado n° 355

Para o isolado n°355, as variaveis tempo e pH foram significativas ao nivel de 95% de
confianga para a producdo do composto antimicrobiano (Tabela 13). De acordo com a Figura
17, a medida que aumenta o pH, assim como o tempo de incubacdo, aumenta a produgdo do
composto antimicrobiano. O pH entre 7 e 8,5 entre 10 e 15 dias de incubagdo, mostrou ser
ideal para a producdo do composto antimicrobiano do isolado n® 355.

Diversos estudos vém sendo realizados, empregando o cultivo de Streptomyces em
diferentes condi¢des de crescimento como fermentacao solida e liquida, em cultura estatica ou
sob agitacdo com o objetivo de otimizar a producdo de farmacos. Estes trabalhos demonstram
influéncia significativa das condi¢des ambientais na biosintese destes compostos (HASSAN

etal., 2001).
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Analise da producao de halo (cm) Actino 355: Tempo x pH

Figura 17. Gréfico de Contorno: isolado 355 — Tempo x pH

5.5 INFLUENCIA DAS CONCENTRACOES DAS VARIAVEIS QUIMICAS

Os resultados da andlise de variancia demonstram que algumas variaveis foram muito

significativas para a produ¢@o do composto antimicrobiano (Tabela 13).

Tabela 13. Analise de Variancia demonstrando o nivel de significancia a 95% ( p<0,05) e 90%

(p<0,1)
Variaveis Pn°01 | P n°01 P n°325 | Pn°325
Amido | Glicerol Amido Glicerol
Carbono 0,086 0,071 0,979 0,582
Nitrog. Organico 0,369 0,308 0,190 0,066
Nitrog. Inorganico 0,186 0,001 0,063 0,000
Peptona 0,649 0,882 0,769 0,812
Carbono*Carbono 0,396 0,002 0,038 0,024
Nitro org.*Nitro org. 0,829 0,700 0,895 0,955
Nitro inog.*Nitro inorg. 0,829 0,056 0,895 0,178
Peptona*Peptona 0,829 0,649 0,895 0,867
Carbono*Nitro org. 0,275 0,586 0,240 0,390
Carbono*Nitro inorg. 0,578 0,855 0,091 0,000
Carbono*Peptona 0,578 0,586 0,720 0,297
Nitro org.*Nitro inorg. 1,000 0,370 0,352 0,222
Nitro org.*Peptona 1,000 0,586 0,581 0,771
Nitro inorg.*Peptona 0,112 0,119 0,720 0,771
90% - [
95% - ]
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5.5.1 Analise dos resultados do n° 01

Em relag@o a produg¢do de compostos antimicrobianos, avaliada através dos halos de
inibicdo produzidos no ensaio de antibiose frente a bactéria S. aureus, observou-se que a
producdo do composto antimicrobiano variou significativamente em resposta a fonte de

carbono utilizada no meio de cultura para o crescimento do microrganismo (Tabela 14).

Tabela 14. Resultados do planejamento estatistico experimental para otimiza¢do do meio de
cultura usado na produ¢do do composto antimicrobiano do isolado n°01 utilizando amido e
glicerol como fonte de carbono.

Numero Amido Nitrogénio Nitrogénio Extrato Halo de Halo de

de /Glicerol  (Fenilalania) (Sulf. de inibi¢do inibi¢do
Ensaios Amonio) Malte n°01 n° 01

(Amido) (Glicerol)

1 12,5 1,25 0,75 1,25 3,3 2,8
2 7,5 1,25 0,75 0,75 33 2,4
3 12,5 1,25 1,25 0,75 3,5 2,9
4 7,5 1,25 1,25 1,25 33 2,5
5 10 1 1,5 1 33 3,1
6 15 1 1 1 3,5 2,9
7 10 1,5 1 1 3,3 2,5
8 10 1 1 1,5 3,3 2,5
9 7,5 0,75 0,75 0,75 3,2 2,4
10 12,5 0,75 1,25 1,25 3,4 2,9
11 10 1 1 1 3.4 2.6
12 12,5 1,25 1,25 1,25 3.4 2,9
13 75 0,75 0,75 1,25 33 2,5
14 12,5 0,75 1,25 0,75 3,5 2,9
15 5 1 1 1 33 3,1
16 7,5 1,25 1,25 0,75 3,4 2,7
17 7,5 0,75 1,25 1,25 3,4 2,7
18 10 1 1 1 32 2,4
19 7,5 0,75 1,25 0,75 3,4 2,9
20 10 1 1 0,5 3.4 2.5
21 12,5 1,25 0,75 0,75 3,2 2,6
22 10 1 1 1 3.4 2,6
23 12,5 0,75 0,75 1,25 3.4 2,7
24 7,5 1,25 0,75 1,25 3.4 2,6
25 10 0,5 1 1 3,4 2,7
26 12,5 0,75 0,75 0,75 3,4 2,7
27 10 1 0,5 1 3.4 2,5

Neg (-): auséncia de halo de inibicao;

Baixa (+): didmetro do halo de inibi¢do entre 0,7 a 1,2 cm;
Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 1,3 a 1,6 cm;
Alta (+++): didmetro do halo de inibi¢do superior a 1,7 cm.
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Para o isolado n° 01, de acordo com o didmetro do halo de inibi¢do, a producao do
composto antimicrobiano foi maior durante o crescimento do microrganismo em amido do
que em glicerol (Figura 20). De acordo com os resultados da analise de variancia, os ensaios
cuja fonte de carbono foi amido, nenhuma variavel apresentou influéncia significativa ao
nivel de 95% de confianca (Tabela 13). No entanto, reduzindo o nivel de confianca para 90%,
a variavel fonte de carbono (amido) torna-se significativa.

Nos ensaios cuja fonte de carbono foi glicerol, apenas a variavel nitrogénio inorganico
(sulfato de amonio), apresentou influéncia significativa ao nivel de 95% de confianca para a
producao do composto antimicrobiano, de acordo com a andlise de variancia (Tabela 13).
Reduzindo-se o nivel de confianga para 90%, a variavel fonte de carbono (glicerol), torna-se
significativa.

No presente estudo de produgao, as melhores condi¢des para o isolado n° 01 foram pH
6,5 - 7,5; 20 — 30°C; 150 — 200 rpm; 10 dias de cultivo. As melhores médias dos halos de
inibicao foram obtidas com 12,5 — 15 g/L de amido e 1 — 1,25 g/L de Sulfato de amodnio. Os
melhores halos variaram de 3,5 a 3,7 cm. No entanto, os resultados da analise de variancia nos
mostram que um aumento nas concentracoes das fontes de carbono e nitrogénio inorganico,
acima daquelas propostas neste trabalho, pode favorecer o aumento na produgdao do
antimicrobiano de interesse (Figura 18 e 19). Esses dados também permite-nos desenvolver

novos meios visando a melhoria dessa producao.

Actino 1: Nitrogénio inorganico X Fonte de carbono
(Amido)
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Figura 18. Grafico de Contorno: isolado n°01 —Sulfato de Amonio x Amido.
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Actino 1: Fonte de Carbono (Glicerol) x Nitrogénio

inorganico
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Figura 19. Gréfico de Contorno: isolado n°01 —Sulfato de Amonio x Glicerol.

Resultados semelhantes foram encontrados por Hong ef al., (2009), onde empregaram
a metodologia de superficie de resposta para otimizar a composi¢do do meio para a produgao
da avermectina Bla por Streptomyces avermitilis 14-12A. Amido de milho e extrato de
levedura foram as variaveis significativas, obtendo valores maximos de produgdao com 149,57

g/L de amido de milho e 8,92 g/L de extrato de levedura.

Figura 20. Ensaio de antibiose do isolado n° 01, utilizando como indicadora a bactéria
Staphylococcus aureus. Comparagdo entre as fontes de carbono amido e glicerol. Os nimeros
correpondem aos ensaios da Tabela 15

5.5.2 Analise dos resultados das variaveis quimicas para o isolado n° 325
Para o isolado n® 325, a variavel nitrogénio inorginico (sulfato de amonio), foi

significativa ao nivel de 95% de confianca apenas para os ensaios com glicerol. No entanto,
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se reduzirmos para 90% o nivel de confianga, a mesma, passa a ser significativa também para

amido (Tabela 13).

E possivel observar que houve diferenca significativa na produgdo do composto

antimicrobiano quando comparamos as duas fontes de carbono, amido e glicerol (Tabela 15).

Tabela 15. Resultados do planejamento estatistico experimental para otimizacdo do meio de
cultura usado na producao do composto antimicrobiano do isolado n°325 utilizando amido e

glicerol como fonte de carbono.

Numero  Amido/ Nitrogénio Nitrogénio Peptona Halo de Halo de
de Glicerol (Fenilalanina) (Sulf. inibicao inibicao
Ensaios Amonio) n°325 n° 325
(Amido) (Glicerol)
1 12,5 1,25 0,75 1,25 1,9 1,6
2 7,5 1,25 0,75 0,75 1.3 1,0
3 12,5 1,25 1,25 0,75 Neg 2,3
4 7,5 1,25 1,25 1,25 Neg 2,5
5 10 1 1,5 1 Neg 2,2
6 15 1 1 1 1,2 1,8
7 10 1,5 1 1 Neg 1,5
8 10 1 1 1,5 Neg 1.4
9 7,5 0,75 0,75 0,75 1,2 1,0
10 12,5 0,75 1,25 1,25 Neg 14
11 10 1 1 1 1,4 1,3
12 12,5 1,25 1,25 1,25 Neg 2,1
13 75 0,75 0,75 1,25 1,5 1,0
14 12,5 0,75 1,25 0,75 1,0 14
15 5 1 1 1 2,0 2.1
16 7,5 1,25 1,25 0,75 Neg 2,4
17 75 0,75 1,25 1,25 2,0 2.4
18 10 1 1 1 Neg 1.4
19 7,5 0,75 1,25 0,75 1,0 2,4
20 10 1 1 0,5 Neg 1,3
21 12,5 1,25 0,75 0,75 2,0 1,8
22 10 1 1 1 Neg 1.8
23 12,5 0,75 0,75 1,25 1,8 1,7
24 7,5 1,25 0,75 1,25 Neg 1,1
25 10 0,5 1 1 Neg 1,3
26 12,5 0,75 0,75 0,75 1,8 1,8
27 10 1 0,5 1 Neg 1,2

Neg (-): auséncia de halo de inibicao;

Baixa (+): didametro do halo de inibic¢do entre 0,7 a 1,2 cm;
Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 1,3 a 1,6 cm;
Alta (+++): diametro do halo de inibi¢ao superior a 1,7 cm.
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A influéncia que a varidvel nitrogénio inorganico possui na produ¢do do
antimicrobiano, pode ser evidenciada nos grafico das Figuras 21 e 22. A medida que aumenta

a concentragdo de nitrogénio inorganico a producdo do composto antimicrobiano tende a

aumentar.

Actino 325: Fonte de carbono (Amido) x Nitrogénio inorganice
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Figura 21. Grafico de contorno. Isolado n° 325: Amido x Sulfato de Amonio

Actino 325: Nitrogénio organico (Fenilalanina)x
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Figura 22. Grafico de contorno. Isolado n°325: Glicerol x Sulfato de Amonio.

A producdo do composto antimicrobiano para o isolado n° 325 foi maior, quando
cultivado com o meio cuja fonte de carbono foi o glicerol, produzindo maiores halos de

inibicao 2,5 cm enquanto que no meio de amido o maior halo foi de 2,0 cm (Tabela 15).
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Nos meios cuja fonte de carbono foi o glicerol, todos os meios produziram halos de
inibi¢do contra a bactéria S.aureus. No entanto, nos meios cuja fonte de carbono foi o amido,
alguns meios ndo produziram o composto antimicrobiano, nao apresentando halo de inibi¢cdo
(Figura 23).

As melhores condi¢des para o isolado n® 325 foram pH 6,5, 30 °C, 100 — 200 rpm, 10
dias de cultivo. As melhores médias dos halos de inibi¢ao foram obtidas com 7,5g/L de
glicerol e 1,25 g/L de sulfato de amodnio. No entanto, os resultados de varidncia nos mostram

que um aumento nessa concentracao, pode aumentar a concentracao do antimicrobiano.

Figura 23. Ensaio de antibiose do isolado n°® 325, utilizando como indicadora a bactéria
Staphylococcus aureus. Comparagdo entre as fontes de carbono amido e glicerol. Os numeros
correpondem aos ensaios da Tabela 16

Kavali ef al, (2011), analisaram a influéncia das fontes de carbono glicerol e glicose na
produgdo do antibiotico produzido por Streptomyces sp. M3004. Verificaram que a atividade
antimicrobiana do Streptomyces sp. M3004 alcanca a maxima producao na fase estaciondria,
enquanto que nao se altera significativamente em relacdo a suplementacao de glicose ou
glicerol.

Estudos demonstram que a sintese de antibidticos pode ser influenciada tanto pelo tipo
e concentracdo de nutrientes na formulagdo do meio de cultura, como pelas condigdes de
crescimento do microrganismo. Entre eles, o efeito da fonte de carbono tem sido o principal
objeto de estudos para a industria e grupos de pesquisa, visando aumentar a produgdo de
certos compostos. Carboidratos como a glicose e outros tém sido relatadas como interferindo
na sintese de antibidticos, e esse efeito depende de sua rapida utilizagdo ou preferéncia pelo
microrganismo (SANCHEZ et al., 2010). Investigando a influéncia de carbono e diferentes
fontes de nitrogénio na producdo do antibidtico macrolideo AK-111-81 por Streptomyces

hygroscopicus, Gesheva et al. (2005), observaram que a substituicdo de glicose por lactose ou
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glicerol aumentava significativamente a quantidade de antibidtico. Assim como a adi¢do de
fons divalentes como Mn*", Cu**, Fe*" estimulam a biossintese de AK-111-81. Viana et al.
(2010), verificaram a influéncia de cinco variaveis, pH, temperatura, intensidade de agitacao,
concentracdo de glicerol e de farinha de soja na produgdo de 4cido clavulanico (AC) por
Streptomyces (DAUFPE 3060). As varidveis temperatura e concentracdo de farinha de soja
foram significativas a nivel de confiangca de 95%. A maior concentragdo de AC foi obtida
apo6s 48h, 150 rpm, 32°C, pH 6,0 e com 5 g/L de glicerol e 20 g/L de farinha de soja. Jicheng
et al. (2008), avaliaram o efeito de fontes de carbono e nitrogénio além de pH e temperatura
sobre a produg¢do de antibiotico por Streptomyces rimosus MY02. As melhores condi¢des para
a cepa MYO02, foram pH 6,0, 28 ° C, 180 rpm, 4 dias, ¢ 120 h de cultivo. As melhores médias
do halos de inibicdo foram obtidas com 53,313g/LL de amido, 9,376g/L de p6 de amendoim,
6,244g/L de NH4SO4 e 5,836g/L de NaCl.

5.5.3 Analise dos resultados das variaveis quimicas para o isolado n° 355

Para o isolado n° 355, os ensaios com os meios de glicerol ndo produziram halo de
inibi¢do e alguns ensaios com os meios de amido, produziram halo de inibi¢do, porém, de
baixa intensidade (Tabela 16).

Tabela 16. Resultados do planejamento estatistico experimental para otimizacdo do meio de
cultura usado na producao do composto antimicrobiano do isolado n°355 utilizando amido e
glicerol como fonte de carbono.

Numero Amido Nitrogénio Nitrogénio Peptona Halo de Halo de
de /Glicerol  (Asparagina) (Sulf. inibicao inibicao

Ensaios Amonio) n°355 n° 355

(Amido) (Glicerol)

1 12,5 1,25 0,75 1,25 1,0 Neg
2 7,5 1,25 0,75 0,75 Neg Neg
3 12,5 1,25 1,25 0,75 1,0 Neg
4 7,5 1,25 1,25 1,25 Neg Neg
5 10 1 1,5 1 Neg Neg
6 15 1 1 1 Neg Neg
7 10 1,5 1 1 1,0 Neg
8 10 1 1 1,5 Neg Neg
9 7,5 0,75 0,75 0,75 Neg Neg
10 12,5 0,75 1,25 1,25 Neg Neg
11 10 1 1 1 1,0 Neg
12 12,5 1,25 1,25 1,25 Neg Neg
13 7,5 0,75 0,75 1,25 Neg Neg
14 12,5 0,75 1,25 0,75 Neg Neg
15 5 1 1 1 Neg Neg
16 7.5 1,25 1,25 0,75 1,1 Neg
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Numero Amido/ Nitrogénio Nitrogénio Peptona Halo de Halo de

de Glicerol  (Asparagina) (Sulf. inibicao inibicao
Ensaios Amonio) n°355 n° 355

(Amido) (Glicerol)
17 7,5 0,75 1,25 1,25 Neg Neg
18 10 1 1 1 Neg Neg
19 7,5 0,75 1,25 0,75 Neg Neg
20 10 1 1 0,5 Neg Neg
21 12,5 1,25 0,75 0,75 Neg Neg
22 10 1 1 1 Neg Neg
23 12,5 0,75 0,75 1,25 Neg Neg
24 7.5 1,25 0,75 1,25 1,3 Neg
25 10 0,5 1 1 Neg Neg
26 12,5 0,75 0,75 0,75 1,2 Neg
27 10 1 0,5 1 Neg Neg

Neg (-): auséncia de halo de inibigdo;

Baixa (+): didmetro do halo de inibi¢do entre 0,7 a 1,2 cm;
Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 1,3 a 1,6 cm;
Alta (+++): diametro do halo de inibi¢ao superior a 1,7 cm.

A suplementacdo dos meios para melhorar a atividade antimicrobiana, nio foi
eficiente. As melhores condi¢des para o isolado n® 355 foram pH 7,5, 25 °C, 150 rpm, 15 dias
de cultivo. O meio de amido-caseina liquido continuou sendo o melhor meio para o

crescimento e producdo de compostos antimicrobianos (Figura 24).

Staphylococcus aureus. Comparagdo entre as fontes de carbono amido e glicerol. Os numeros
correpondem aos ensaios da Tabela 15

5.6 AVALIACAO DO ESPECTRO DE ACAO

Nao foi detectada nenhuma atividade nas condi¢des de cultivo testadas contra as
bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC25922, Klebsiela pneumoniae
ATCC700603).

Confirmou-se a atividade antimicrobiana contra todas as bactérias Gram-positivas
testadas: (Staphylococcus aureus ATCC25923, Streptococcus pneumoniae ATCC49619 e
Enterococcus faecalis ATCC29212) (Figura 25).
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Streptococcus

Figura 25. Ensaio de antibiose para avaliacao do espectro de acdo dos isolados n° 01, n°325 e
n° 355. Comparando os melhores halos dos ensaios do planejamento quimico (V.Q) com os
ensaios do planejamento fisico (V.F).

Kayali et al., (2011) avaliaram o efeito das variagdes na concentracdo de glicose e
glicerol na produgdo de antibidticos por Streptomyces sp. Os isolados de Streptomyces sp.
M3004 foram cultivadas em meios de cultura contendo 10-20 g / L de glicose ou glicerol
como fonte de carbono. Observaram que a atividade antimicrobiana de Streptomyces sp.
alcangou a sua maxima produ¢do na fase estacionaria enquanto, ndo teve alteracdo
significativamente em relacdo as fontes de carbono, glicose e glicerol.

As fontes de nitrogénio usualmente favoraveis ao crescimento, como os sais de
amonio, em quantidade nao limitante, reprime as enzimas envolvidas na assimilacao de outras
fontes de nitrogénio, tais como os aminoacidos, apresentando efeito inibidor sobre o
metabolismo secundario (INOUE, 2006).

Fontes de fosfato no meio de cultura também podem causar um efeito inibidor na
producao de muitos antibidticos produzidos por Streptomyces sp. Concentragdes Otimas de
fosfato para obter crescimento celular e sintese de antibidticos estdo entre 1 ¢ 10 mM
(BELLAO, 2010).

Outro fator relevante na produgdo de antibidticos ¢ a concentracdo de oxigé€nio
dissolvido. Estudos tém revelado a importancia de se controlar a aeracao e o pH do meio para

melhorar a produtividade desse antibidtico ( BELLAO, 2010).
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Neves e colaboradores (2001) relataram a importancia da qualidade do indculo nos
meios fermentativos. Um indculo satisfatorio deve ter em torno de 3 a 10% do volume do
meio, devendo estar em um estado ativo e saudavel para minimizar a fase “lag”. Baixas
concentracoes de antibioticos em meios fermentativos sdo resultado da variagdo da
concentragdo da biomassa do in6culo.

Devido ao desconhecimento de todas as capacidades biossintéticas presentes em um
unico microrganismo, a modulagcdo e a potencializagdo, bem como as condi¢des de cultivo
dos microrganismos para a produ¢ao de determinado metabdlito secundédrio devem ser
estudadas cuidadosamente. Tais pardmetros podem ser modificados para a otimizacdo e

melhoria do processo fermentativo, aumentando a producdo do composto de interesse.

5.7 CARACTERIZACAO DOS ACTINOMICETOS

5.7.1 Caracterizacao Morfoldgica

Primeiramente foi avaliada a cor do micélio aéreo dos actinomicetos isolados, onde foi
observada uma variedade de cores, entre elas, amarelo, branco, marrom, cinza, bege, verde e

laranja. O micélio vegetativo variou de amarelo a preto (Figura 26).

Pigmento
Difuso no
Meio

escimento Lento

Figura 26. Variedade Morfologica dos actinomicetos isolados.

Algumas linhagens apresentaram pigmento difuso no meio de cultura com coloragao

que variou de amarelo a marrom, entretanto a maioria dos isolados nao produziu pigmento no
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meio de cultura utilizado. A coloragdo apresentada pelo micélio aéreo e a pigmentacdo dos
actinomicetos podem ser visualizadas na Tabela 17.

Tabela 17. Caracteristicas da macromorfologia de alguns actinomicetos com atividade
antimicrobiana.

Isolado Coloracido do  Producdode  Isolado  Coloracdo do Producdo de
Micélio Aéreo Pigmentos Micélio Aéreo Pigmentos
N° 01 Marrom Amarelo N° 294 Marrom Ausente
N° 02 Bege Ausente N° 305 Marrom Ausente
N° 81 Branco Ausente N° 315 Bege Ausente
N° 84 Bege Marrom N° 325 Cinza Marrom
N° 107 Marrom Marrom N° 335 Branco Ausente
N° 113 Branco Ausente N° 343 Branco Ausente
N° 121 Branco Ausente N° 353 Branco Ausente
N° 129 Verde Marrom N° 355 Cinza Ausente
N°166 Marrom Ausente N° 356 Bege Ausente
N° 167 Marrom Ausente N° 357 Marrom Ausente
N° 168 Cinza Ausente N° 358 Marrom Ausente
N° 181 Branco Ausente N° 359 Branco Ausente
N° 184 Verde Ausente N° 361 Laranja Ausente
N° 189 Bege Ausente N°365 Branco Ausente
N° 204 Branco Ausente N° 371 Bege Ausente
N° 210 Cinza Ausente N° 372 Cinza Ausente
N° 211 Cinza Ausente N° 376 Cinza Ausente
N° 234 Marrom Marrom N° 377 Marrom Ausente
N° 252 Cinza Ausente N° 379 Branco Ausente
N° 256 Bege Ausente N° 383 Marrom Ausente
N° 265 Amarelo Ausente N° 392 Cinza Ausente
N° 279 Amarelo Ausente N° 393 Branco Ausente
N° 282 Marrom Ausente N° 394 Branco Ausente

O isolado n° 01 inicia a formacao de hifas a partir de 24 horas de incubacdo. O micélio
aéreo apresenta colorag@o branca no inicio e tende a escurecer com o tempo chegando a ficar
marrom com 5 dias de incubac¢ao a 30°C. Para essa observacao o isolado foi crescido em meio
Agar-Amido-Caseina, que apresentou pigmento amarelo difusivel no meio a partir de 24
horas de crescimento (Figura 27).

A producdo do pigmento amarelo pode indicar a producdo do composto
antimicrobiano para o isolado n° 01.

O isolado n°® 325 inicia a formagao de hifas visiveis a partir de 24 horas de incubacao.

O micélio aéreo apresenta coloracdo cinza e micélio vegetativo marrom, que escurece ao
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longo do tempo (Figura 28). Para essa observagdo o isolado foi crescido em meio Agar-

Amido Caseina que apresentou pigmento marrom difuso no meio de crescimento.

Figura 28. Morfologia do isolado 325. Cultivo em Agar-Amido-Caseina

O isolado 355 apresenta crescimento mais lento, iniciando a formacao de hifas visiveis
a partir 72 horas de incubagdo. O micélio aéreo apresenta coloragdo cinza e micélio vegetativo
branco, ndo produzindo pigmento difuso no meio de cultura. Para essa observacao o meio de

cultura utilizado foi Agar-Amido-Caseina (Figura 29).
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Figura 29. Morfologia do isolado 355. Cultivo em Agar-Amido-Caseina
67



5.7.2 Caracterizacao molecular por meio do gene 16S rRNA

A partir do DNA gendmico, extraido dos 3 actinomicetos em estudo (n°01, n°325 e
n°355), foi possivel amplificar o gene 16S rRNA, com aproximadamente 1400 pb.

As seqiiéncias obtidas foram conferidas e alinhadas com auxilio da ferramenta BLAST
e comparadas com o banco gendmico do NCBI. De acordo com o banco gendmico,
considerou-se a espécie ou género com maior grau de similaridade, conforme apresentado na

Tabela 18.

Tabela 18. Actinomicetos isolados de solo e sua identificagdo molecular.

Actinomiceto Identificaciao Porcentagem de
Molecular Identificacao
N°01 Streptomyces sp. 100%
N° 325 Streptomyces sp. 99,75%
N° 355 Streptomyces sp. 98,5%

Considerando a importancia dos Streptomyces em termos bioldgicos, na produgdo de
metabolitos secundarios e adaptagdo ao ambiente, ¢ importante entendermos sua relagdo com
outras espécies e diversidade deste género, indicando que a diversidade quimica esta
associado a diversidade biologia das comunidades microbianas complexas, e distribuidas de
forma heterogénea (Kumar e Goodfellow, 2008).

As trés linhagens avaliadas ndo formaram grupos filogenéticos entre si, ficando
separadas como pode ser visto na Figura 30. Apesar da diferenga entre os Streptomyces spp. a
similaridade foi alta (0,005, ou seja menos de 1%), comum para este género (Song et al.,
2004). Existe a dificuldade de encontrar linhagens padrdes com sequéncias e identificacdo ao
nivel de espécie, onde a maioria dos trabalhos descrevem as linhagens como Streptomyces sp
(O'Neill et al., 2009; Kurosawa et al., 2006). Utilizando apenas o gene 16S rRNA ¢ quase
impossivel identificar um Streptomyces a nivel de espécie. Kumar; Goodfellow (2010)
avaliaram seis linhagens de S. hygroscopicus e nao foi possivel formar um grupo filogenético
utilizando o gene 16S rRNA. Song et al.,( 2004) sugerem que o gene 16S rRNA ¢ uma
importante ferramenta para andlise filogenética de bactérias Gram negativas mas ndo para

Streptomyces. Apesar da dificuldade de identificacdo ao nivel de espécie utilizando o gene
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16S rRNA foi possivel confirmar que todas as trés linhagens pertencem ao género

Streptomyces.

66 Streptomyces sp. GE90852 (AJ519938)
74 —E Streptomyces sp. R25 (AF331830)
a7 S. triostinicus CKM7 (EU635725)
93 S. lasaliensis JCM 3373 (HQ537060)
81 CBA-325
48 — 1 Streptomyces sp. 2-24 (EU571136)
48 Streptomyces sp. 2-9 (EU571130)
Streptomyces sp. SB-B28 (DQ904540)
S. galbus DSM40480 (X79325)
—— S oriseofuscus LS-H1 (GU138373)
51 CBA 01
100 | streptomyces sp. TP-A0274 (ABO88069)
60| Streptomyces sp. NRRL 30562 (AY127079)
S. padanus MITKK-103 (AY941253)
_93|:5', gnseoflavus LMG19344 (NR 042291)
Streptomyces sp. L92 (AM913977)
54 S. nodosus ATCC 14899 (NR 041730)
Streptomyces sp. L103 (AM913953)
100 Streptomyces sp. SM2 (EU768824)
r CBA-355
99 '——— Streptomyces sp. G2 15 (JN0O20518)

97

——
0,005

Figura 30. Filogenia de Streptomyces baseada no agrupamento das sequéncias do gene 16S
rRNA, por similaridade de acordo com o coeficiente de Neighbour-joining. Na arvore sao
observados os valores de bootstrap realizado com 100 subamostragens no grupo de
sequencias, ¢ a barra da escala representa a substituicao de nucleotideos em cada 100
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10.

11.

6 CONCLUSOES

. Foi possivel isolar 371 actinomicetos de solo de véarias localidades da cidade de

Manaus e alguns municipios da cidade;

Dos 371 isolados de actinomicetos empregados neste estudo, 46 deles apresentaram
atividade antimicrobiana, destes 84,7% apresentaram espectro de acdo predominante
para bactérias Gram-positivas;

Os isolados n°01, 234, 315, 325, e 355 foram os que apresentaram os melhores
resultados, inibindo o crescimento das trés bactérias Gram-positivas;

Apenas os isolados n' 01, 325 e 355 foram escolhidos para dar continuidade aos
ensaios de otimizagdo da bioatividade;

Este trabalho demonstrou que a temperatura, o tempo de crescimento e as fontes de
carbono e nitrogénio influenciam diretamente a producdo de metabodlitos
antimicrobianos;.

As melhores condig¢des para o isolado n° 01 foram pH 6,5 — 7,5; 20 — 30 °C; 150 —
200rpm, 10 dias de cultivo. As melhores médias dos halos foram obtidas com 12,5 —
15 g/L de amido e 1 — 1,25 g/L de sulfato de amonio;

As melhores condigdes para o isolado n°® 325 foram pH 6,5, 30 °C, 100-200 rpm, 10
dias de cultivo; As melhores médias dos halos foram obtidas com 7,5 g/L de glicerol,
1,25 g/L de fenilalanina e 1,25g/L de sulfato de aménio;

As melhores condi¢des para o isolado n°355 foram pH 7,5 — 8,5; 10 — 15 dias de
cultivo;

O isolado n° 01, mostrou ser um potencial produtor de novos compostos
antimicrobianos, pois a producdo do seu composto antimicrobiano nado se alterou
quando foi submetido nas diferentes condigdes de crescimento;

O isolado n° 01 inicia a produ¢do do seu composto antimicrobiano apds 24 horas de
incubagao;

Os trés isolados n°® 01, 325 e 355 pertencem ao género Streptomyces com alta

similaridade utilizando o gene 16S rRNA.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados experimentais desta pesquisa nos permitem propor novas etapas a serem

realizadas:
e A purificacdo, caracterizacao e identificacdo, dos metabolitos produzidos pelo isolado

n° 01.

e O melhoramento genético do isolado n°01, visando aumentar a sua producao;
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APENDICE A — Meios de Cultura e Solugdes

1 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

1.1 Meio Amido Caseina
Amido
Caseina
KNO;

NaCl
K;HPO4
KH,POg4
CaCO3
MgSO4
FeSO4
ZnSOq4

Agar

H,O destilada

O pH foi ajustado para 6,5.

1.2 Meio Amido-Caseina-Liquido

Preparado segundo o item 1.1 sem ser adicionado agar.

1.3 Meio Luria Bertani (LB)
Triptona

Extrato de Levedura

NaCl

10,0g

1000mL
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Agua destilada qgsp.

pH

1.4 Meio Agar Miiller Hinton
Infusdo de bife
Caseina hidrolisada
Amido
Agar
Agua destilada qgsp.

pH

1.5 Tampao de corrida TAE 50 x
Trizma-Base
Acido Acético Glacial
EDTA 0,5M pH 8,0

H,0 destilada

1000 mL

7.0

242,0g
57,1mL
100mL

1000mL

A solucdo foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente. No momento do uso

foram feitas as dilui¢des apropriadas.

1.6 Solucao Clorofil

Misturou-se cloroférmio e alcool isoamilico na propor¢ao 24:1.

1.7 Solucao Clorofane

Misturou-se um volume de fenol com um volume de Clorofil.

1.8 Solucao de brometo de etidio (Sambrook ez al. 1989)

Brometo de etidio

0,01g
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H,0 destilada 10mL

A solugdo foi agitada por véarias horas e estocada a temperatura ambiente. No

momento do uso, Sul desta solugdo foram adicionados a 100mL de TAE 1x.

1.9 Solu¢do estoque Tris-HC1 1M pH 8,0

Trizma-Base 121,0g

H,0 destilada 1000mL

O pH foi ajustado para 8,0 com HCIl concentrado. A solucdo foi autoclavada e

mantida a 4°C.

1.10 Solucao EDTA 0,5M pH 8,0

EDTA 37,22¢g

H,0 destilada 100mL

O pH foi ajustado para 8,0 com pastilhas de NaOH. A solucdo foi autoclavada e

mantida a 4°C.

1.11 NaCl 5M
NaCl 29,16g
H,0 destilada 100mL

A solucao foi autoclavada e mantida a 4°C.

1.12 Tampao TE
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Tris-HCI1 1M pH 8,0 ImL
EDTA 0,5M pH 8,0 0,2mL

O volume foi completado para 100mL com H,O destilada. A solugdo foi autoclavada

e mantida a 4°C.

1.13 SDS 10%

SDS 10,0g
H,O destilada 100mL

A solucao foi autoclavada e mantida a 4°C.

1.14 Tampao de amostra (6x)

Azul de bromofenol 0,25¢g
Glicose 15,0g
H,O destilada 100mL

A solugao foi aliquotada e mantida a 4°C.

1.15 Primers da regiao 16S do rDNA

Foram utilizados os primers primer 27f (5>-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e do
primer 1378r (5’-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG- 3’) homodlogas as extremidades

conservadas do gene 16S rRNA de bactérias.

1.16 d’NTPs

Cada um dos nucleotideos vem em uma concentracao de 100mM. Para uso, misturou-
se partes iguais de modo a obter uma concentragao final de 2,5mM de cada d’NTP. A solugao

foi mantida a -20°C.
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APENDICE B — Analise Estatistica — Método de Superficie de Resposta

EXPERIMENTO ISOLADO N° 1 — VARIAVEIS FISICAS

Response Surface Regression: cm versus Agitagao; Temper; pH; Tempo

The analysis was done using coded units.

Estimated Regression Coefficients for cm

Term Coef SE Coef T P
Constant 3,60000 0,13008 27,675 0,000
Agitacéo -0,02917 0,04599 -0,634 0,538
Temper -0,00417 0,04599 -0,091 0,929
pH -0,01250 0,04599 -0,272 0,790
Tempo 0,23750 0,04599 5,164 0,000
Agitacdo*Agitagcdo -0,00938 0,04878 -0,192 0,851
Temper*Temper -0,02188 0,04878 -0,448 0,662
pH*pH -0,00938 0,04878 =-0,192 0,851
Tempo*Tempo -0,17187 0,04878 -3,523 0,004
Agitacédo*Temper 0,01875 0,05633 0,333 0,745
Agitacdo*pH -0,00625 0,05633 -0,111 0,913
Agitac&do*Tempo 0,000625 0,05633 0,111 0,913
Temper*pH 0,06875 0,05633 1,221 0,246
Temper*Tempo -0,06875 0,05633 -1,221 0,246
pH*Tempo 0,03125 0,05633 0,555 0,589
S = 0,225308 PRESS = 3,5088
R-Sg = 78,90% R-Sqg(pred) = 0,00% R-Sg(adj) = 54,28%
Analysis of Variance for cm
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regression 14 2,27750 2,27750 0,16268 3,20 0,025
Linear 4 1,37833 1,37833 0,34458 6,79 0,004
Agitacéo 1 0,02042 0,02042 0,02042 0,40 0,538
Temper 1 0,00042 0,00042 0,00042 0,01 0,929
pH 1 0,00375 0,00375 0,00375 0,07 0,790
Tempo 1 1,35375 1,35375 1,35375 26,67 0,000
Square 4 0,72542 0,72542 0,18135 3,57 0,039
Agitacdo*Agitacéao 1 0,02604 0,00188 0,00188 0,04 0,851
Temper*Temper 1 0,01406 0,01021 0,01021 0,20 0,662
pH*pH 1 0,05510 0,00188 0,00188 0,04 0,851
Tempo*Tempo 1 0,63021 0,63021 0,63021 12,41 0,004
Interaction 6 0,17375 0,17375 0,02896 0,57 0,747
Agitac&o*Temper 1 0,00562 0,00563 0,00563 0,11 0,745
Agitacdo*pH 1 0,00062 0,00062 0,00062 0,01 0,913
Agitac&do*Tempo 1 0,00062 0,00062 0,000062 0,01 0,913
Temper*pH 1 0,07562 0,07562 0,07562 1,49 0,246
Temper*Tempo 1 0,07563 0,07563 0,07563 1,49 0,246
pH*Tempo 1 0,01562 0,01562 0,01562 0,31 0,589
Residual Error 12 0,060917 0,60917 0,05076
Lack-of-Fit 10 0,60917 0,60917 0,06092 * *
Pure Error 2 0,00000 0,00000 0,00000
Total 26 2,88667
Unusual Observations for cm
Obs StdOrder cm Fit SE Fit Residual St Resid
7 7 3,600 3,262 0,172 0,338 2,32 R
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8 24 3,700

R denotes an observation with a large standardized residual.

Estimated Regression Coefficients for cm using data in uncoded units

Term

Constant
Agitacéo

Temper

pH

Tempo
Agitacdo*Agitacéao
Temper*Temper
pH*pH
Tempo*Tempo
Agitacédo*Temper
Agitacédo*pH
Agitacédo*Tempo
Temper*pH
Temper*Tempo
pH*Tempo

3,388

0,172

Coef

3,92682

-7,70833E-04

-0,0252083
-0,340625
0,221875

-0,0093
-0,0068

-3,75000E-06
-8,75000E-04

7500
7500

7,50000E-05

-1,25000E-04

2,50000E-05

0,013
-0,0027
0,0062

7500
5000
5000

0,312

2,15 R

EXPERIMENTO ISOLADO N° 325 — VARIAVEIS FiSICAS

Response Surface Regression: actino 2 versus Agitacao; Temper; pH; Tempo

The analysis was done using coded units.

Estimated Regression Coefficients for actino 2

Term

Constant

Agitacéo

Temper

pH

Tempo
Agitacdo*Agitacéao
Temper*Temper -
pH*pH -
Tempo*Tempo -
Agitacédo*Temper
Agitacédo*pH -
Agitacédo*Tempo
Temper*pH -
Temper*Tempo -
pH*Tempo -

= 0,772037

S
R-Sg = 66,05% R-Sqg(

PRESS =

Coef
2,73333
0,11667
0,35833
0,05833
0,22500
0,00625
0,43125
0,13125
0,36875
0,08750
0,03750
0,35000
0,18750
0,07500
0,10000

41,1
pred) =

Analysis of Variance for actino 2

Source
Regression
Linear
Agitacéo
Temper
pH
Tempo
Square

DF
14
4

N e

SE Coef T
0,4457 6,132
0,1576 0,740
0,1576 2,274
0,1576 0,370
0,1576 1,428
0,1672 0,037
0,1672 -2,580
0,1672 -0,785
0,1672 =-2,206
0,1930 0,453
0,1930 =-0,194
0,1930 1,813
0,1930 -0,971
0,1930 -0,389
0,1930 -0,518

048

0,00% R-Sqg(adj)
Seq SS Adj SS
13,9142 13,9142
4,7050 4,7050
0,3267 0,3267
3,0817 3,0817
0,0817 0,0817
1,2150 1,2150
6,2917 6,2917

P
0,000
0,473
0,042
0,718
0,179
0,971
0,024
0,448
0,048
0,658
0,849
0,095
0,350
0,704
0,614

= 26,44

Adj Ms
0,99387
1,17625
0,32667
3,08167
0,08167
1,21500
1,57292

oe

E
1,67
1,97
0,55
5,17
0,14
2,04
2,64

P
0,190
0,163
0,473
0,042
0,718
0,179
0,086
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Agitacédo*Agitacéao 1 0,9882
Temper*Temper 1 2,4010
pH*pH 1 0,0017
Tempo*Tempo 1 2,9008
Interaction 6 2,9175
Agitacdo*Temper 1 0,1225
Agitacdo*pH 1 0,0225
Agitac&o*Tempo 1 1,9600
Temper*pH 1 0,5625
Temper*Tempo 1 0,0900
pH*Tempo 1 0,1600
Residual Error 12 7,1525
Lack-of-Fit 10 7,1258
Pure Error 2 0,0267
Total 26 21,0667
Unusual Observations for actino 2
Obs StdOrder actino 2 Fit SE Fi
6 9 0,000 1,188 0,59
21 1 2,100 1,087 0,59

0,0008
3,9675
0,3675
2,9008
2,9175
0,1225
0,0225
1,9600
0,5625
0,0900
0,1600
7,1525
7,1258
0,0267

t Resid
0 -1,
0 1,

0,00083
3,96750
0,36750
2,90083
0,48625
0,12250
0,02250
1,96000
0,56250
0,09000
0,16000
0,59604
0,71258
0,01333

ual St
188
013

0,00
6,66
0,62
4,87
0,82
0,21
0,04
3,29
0,94
0,15
0,27

53,44

Resid
-2,38 R
2,03 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Estimated Regression Coefficients for actino 2 using data in uncoded units

Term Coef
Constant -28,7453
Agitacéo -0,0182917
Temper 1,31042
PH 3,23958
Tempo 0,280000
Agitacdo*Agitacéao 2,50000E-06
Temper*Temper -0,0172500
pH*pH -0,131250
Tempo*Tempo -0,0147500
Agitacédo*Temper 0,000350000
Agitacédo*pH -7,50000E-04
Agitacé&o*Tempo 0,00140000
Temper*pH -0,0375000
Temper*Tempo -0,00300000
pH*Tempo -0,0200000

EXPERIMENTO ISOLADO 355 — VARIAVEIS FiSICAS

0,971
0,024
0,448
0,048
0,578
0,658
0,849
0,095
0,350
0,704
0,614

0,019

Response Surface Regression: actino 3 versus Agitagao; Temper; pH; Tempo

The analysis was done using coded uni

ts.

Estimated Regression Coefficients for actino 3

Term Coef SE Coef
Constant 0,866667 0,26501
Agitacéo -0,083333 0,09370
Temper -0,133333 0,09370
PpH 0,283333 0,09370
Tempo 0,233333 0,09370
Agitacdo*Agitacéao 0,097917 0,09938
Temper*Temper -0,127083 0,09938
PH*pH -0,089583 0,09938
Tempo*Tempo -0,102083 0,09938
Agitacdo*Temper 0,100000 0,11475
Agitacdo*pH -0,037500 0,11475

T
3,270
-0,889
-1,423
3,024
2,490
0,985
-1,279
-0,901
-1,027
0,871
-0,327

P
0,007
0,391
0,180
0,011
0,028
0,344
0,225
0,385
0,325
0,401
0,749
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Agitacédo*Tempo

Temper*pH
Temper*Tempo
pH*Tempo

-0,000000
-0,037500

0,050000
-0,112500

0,11475 -0,0
0,11475 -0,3
0,11475 0,4
0,11475 -0,9

S = 0,459015

R-Sgq = 68,22% R-Sg(pre

d)

PRESS = 14,5398

= 0,00%

Analysis of Variance for actino 3

Source
Regression
Linear
Agitacéo
Temper
pH
Tempo
Square
Agitacdo*Agitacéao
Temper*Temper
pH*pH
Tempo*Tempo
Interaction
Agitacédo*Temper
Agitacédo*pH
Agitacédo*Tempo
Temper*pH
Temper*Tempo
pH*Tempo
Residual Error
Lack-of-Fit
Pure Error
Total

DF
14

[
NONRFRRPRPRREERORR R B SRR B

[\
o

Seq SS
5,42796
3,82667
0,16667
0,42667
1,92667
1,30667
1,15380
0,69696
0,16044
0,07407
0,22231
0,44750
0,16000
0,02250
0,00000
0,02250
0,04000
0,20250
2,52833
2,52167
0,00667
7,95630

Unusual Observations for actino 3

Obs StdOrder actino 3
1 11 0,000
6 9 1,700
12 10 0,000

Adj SS
5,42796
3,82667
0,16667
0,42667
1,92667
1,30667
1,15380
0,20454
0,34454
0,17120
0,22231
0,44750
0,16000
0,02250
0,00000
0,02250
0,04000
0,20250
2,52833
2,52167
0,00667

Fit SE Fit Res
0,608 0,351 -
0,900 0,351
0,608 0,351 -

00 1,000
27 0,749
36 0,671
80 0,346

R-Sg(adj) = 31,15%

Adj MS
0,38771
0,95667
0,16667
0,42667
1,92667
1,30667
0,28845
0,20454
0,34454
0,17120
0,22231
0,07458
0,16000
0,02250
0,00000
0,02250
0,04000
0,20250
0,21069
0,25217
0,00333

idual St
0,608
0,800
0,608

F
1,84
4,54
0,79
2,03
9,14
6,20
1,37
0,97
1,64
0,81
1,06
0,35
0,76
0,11
0,00
0,11
0,19
0,96

75,65

Resid
-2,05 R
2,70 R
-2,05 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Estimated Regression Coefficients for actino 3 using data in uncoded units

Term Coef
Constant -8,40990
Agitacéo -0,0244583
Temper 0,227083
PH 2,04792
Tempo 0,214583
Agitacdo*Agitacéao 3,91667E-05
Temper*Temper -0,00508333
PH*pH -0,0895833
Tempo*Tempo -0,00408333
Agitacédo*Temper 0,000400000
Agitacédo*pH -7,50000E-04
Agitacédo*Tempo -2,32564E-19
Temper*pH -0,00750000
Temper*Tempo 0,00200000
pH*Tempo -0,0225000

P
0,148
0,018
0,391
0,180
0,011
0,028
0,302
0,344
0,225
0,385
0,325
0,894
0,401
0,749
1,000
0,749
0,671
0,346

0,013
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EXPERIMENTO ISOLADO N° 1 — VARIAVEIS QUiMICAS: AMIDO
Response Surface Regression: Amido 1 versus Carbono; Nitro org; ...

The analysis was done using coded units.

Estimated Regression Coefficients

Term Coef
Constant 3,33333
Carbono 0,03333
Nitro org -0,01667
Nitro inorg 0,02500
Peptona -0,00833
Carbono*Carbono 0,01667
Nitro org*Nitro org 0,00417
Nitro inorg*Nitro inorg 0,00417
Peptona*Peptona 0,00417
Carbono*Nitro org -0,02500
Carbono*Nitro inorg 0,01250
Carbono*Peptona -0,01250
Nitro org*Nitro inorg 0,00000
Nitro org*Peptona -0,00000
Nitro inorg*Peptona -0,03750

S =0,0874007

R-Sg = 50,50% R-Sqg(pred)

PRESS = 0,4344
= 0,00%

Analysis of Variance for Amido 1

Source
Regression
Linear
Carbono
Nitro org
Nitro inorg
Peptona
Square
Carbono*Carbono
Nitro org*Nitro org
Nitro inorg*Nitro inorg
Peptona*Peptona
Interaction
Carbono*Nitro org
Carbono*Nitro inorg
Carbono*Peptona
Nitro org*Nitro inorg
Nitro org*Peptona
Nitro inorg*Peptona
Residual Error
Lack-of-Fit
Pure Error
Total

DF
14

N = e
AONONRFERPRRPRERREROARRFERERMNRERERRS

for Amido 1

SE Coef T
0,05046 66,058
0,01784 1,868
0,01784 -0,934
0,01784 1,401
0,01784 -0,467
0,01892 0,881
0,01892 0,220
0,01892 0,220
0,01892 0,220
0,02185 -1,144
0,02185 0,572
0,02185 -0,572
0,02185 0,000
0,02185 -0,000
0,02185 -1,716
R-Sg(adj) = 0,00
Seq SS Adj SS
0,093519 0,093519
0,050000 0,050000
0,026667 0,026667
0,006667 0,006667
0,015000 0,015000
0,001667 0,001667
0,006019 0,006019
0,005352 0,005926
0,000111 0,000370
0,000185 0,000370
0,000370 0,000370
0,037500 0,037500
0,010000 0,010000
0,002500 0,002500
0,002500 0,002500
0,000000 0,000000
0,000000 0,000000
0,022500 0,022500
0,091667 0,091667
0,065000 0,065000
0,026667 0,026667
0,185185

Estimated Regression Coefficients for Amido 1 using

Term Coef
Constant 2,66667
Carbono 4,51028E-17
Nitro org 0,200000
Nitro inorg 0,366667
Peptona 0,633333

P
0,000
0,086
0,369
0,186
0,649
0,396
0,829
0,829
0,829
0,275
0,578
0,578
1,000
1,000
0,112
Adj Ms F
0,006680 0,87
0,012500 1,64
0,026667 3,49
0,006667 0,87
0,015000 1,96
0,001667 0,22
0,001505 0,20
0,005926 0,78
0,000370 0,05
0,000370 0,05
0,000370 0,05
0,006250 0,82
0,010000 1,31
0,002500 0,33
0,002500 0,33
0,000000 0,00
0,000000 0,00
0,022500 2,95
0,007639
0,006500 0,49
0,013333

data in uncoded

P
0,599
0,229
0,086
0,369
0,186
0,649
0,935
0,396
0,829
0,829
0,829
0,576
0,275
0,578
0,578
1,000
1,000
0,112

0,821

units

&9



Carbono*Carbono

Nitro org*Nitro org
Nitro inorg*Nitro inorg
Peptona*Peptona
Carbono*Nitro org
Carbono*Nitro inorg
Carbono*Peptona

Nitro org*Nitro inorg
Nitro org*Peptona

Nitro inorg*Peptona

0,0026
0,066
0,066
0,066

-0,040
0,020

-0,020

6667
6667
6667
6667
0000
0000
0000

1,24326E-16
-3,56243E-16

-0,60

0000

EXPERIMENTO ISOLADO N° 1 - VARIAVEIS QUIMICAS: GLICEROL

Response Surface Regression: Glicerol 1 versus Carbono; Nitro org; ...

The analysis was done using coded units.

Estimated Regression Coefficients

Term

Constant

Carbono

Nitro org

Nitro inorg

Peptona
Carbono*Carbono

Nitro org*Nitro org
Nitro inorg*Nitro inorg
Peptona*Peptona
Carbono*Nitro org
Carbono*Nitro inorg
Carbono*Peptona

Nitro org*Nitro inorg
Nitro org*Peptona
Nitro inorg*Peptona

Coef
2,33333
0,05417

-0,02917
0,12083
0,00417
0,11146
0,01146
0,061406

-0,01354
0,01875

-0,00625
0,01875

-0,03125
0,01875

-0,05625

= 0,134112 PRESS = 1,1496

S
R-Sg = 80,63% R-Sqg(pred)

= 0,00%

Analysis of Variance for Glicerol

Source
Regression
Linear
Carbono
Nitro org
Nitro inorg
Peptona
Square
Carbono*Carbono
Nitro org*Nitro org

Nitro inorg*Nitro inorg

Peptona*Peptona
Interaction
Carbono*Nitro org
Carbono*Nitro inorg
Carbono*Peptona

Nitro org*Nitro inorg

Nitro org*Peptona
Nitro inorg*Peptona
Residual Error
Lack-of-Fit
Pure Error
Total

DF
14

N = e
AONONRFRRPRRERERROARRERRSRERRRFP S

for Glic

SE Coef
0,07743
0,02738
0,02738
0,02738
0,02738
0,02904
0,02904
0,02904
0,02904
0,03353
0,03353
0,03353
0,03353
0,03353
0,03353

R-Sq(adj) = 58,02

Seq SS
0,89824
0,44167
0,07042
0,02042
0,35042
0,00042
0,37282
0,26445
0,00001
0,10446
0,00391
0,08375
0,00563
0,00062
0,00563
0,01563
0,00562
0,05063
0,21583
0,18917
0,02667
1,11407

erol 1

T
30,135
1,979
-1,065
4,414
0,152
3,839
0,395
2,117
-0,466
0,559
-0,186
0,559
-0,932
0,559
-1,678

Adj SS
0,898241
0,441667
0,070417
0,020417
0,350417
0,000417
0,372824
0,265023
0,002801
0,080579
0,003912
0,083750
0,005625
0,000625
0,005625
0,015625
0,005625
0,050625
0,215833
0,189167
0,026667

P
0,000
0,071
0,308
0,001
0,882
0,002
0,700
0,056
0,649
0,586
0,855
0,586
0,370
0,586
0,119

S
°

Adj Ms
0,064160
0,110417
0,070417
0,020417
0,350417
0,000417
0,093206
0,265023
0,002801
0,080579
0,003912
0,013958
0,005625
0,000625
0,005625
0,015625
0,005625
0,050625
0,017986
0,018917
0,013333

P
0,017
0,006
0,071
0,308
0,001
0,882
0,012
0,002
0,700
0,056
0,649
0,604
0,586
0,855
0,586
0,370
0,586
0,119

0,483
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Unusual Observations for Glicerol 1

Obs StdOrder Glicerol 1 Fit SE Fit Residual St Resid
6 18 2,700 2,887 0,102 -0,187 -2,17 R
15 17 2,900 2,671 0,102 0,229 2,65 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Estimated Regression Coefficients for Glicerol 1 using data in uncoded units

Term Coef
Constant 3,86667
Carbono -0,385000
Nitro org -0,583333
Nitro inorg 0,0166667
Peptona 0,750000
Carbono*Carbono 0,0178333
Nitro org*Nitro org 0,183333
Nitro inorg*Nitro inorg 0,983333
Peptona*Peptona -0,216667
Carbono*Nitro org 0,0300000
Carbono*Nitro inorg -0,0100000
Carbono*Peptona 0,0300000
Nitro org*Nitro inorg -0,500000
Nitro org*Peptona 0,300000
Nitro inorg*Peptona -0,900000

EXPERIMENTO ISOLADO N°325 — VARIAVEIS QUiMICAS: AMIDO
Response Surface Regression: Amido 2 versus Carbono; Nitro org; ...

The analysis was done using coded units.

Estimated Regression Coefficients for Amido 2

Term Coef SE Coef T P
Constant 0,466667 0,4322 1,080 0,301
Carbono -0,004167 0,1528 -0,027 0,979
Nitro org -0,212500 0,1528 -1,391 0,190
Nitro inorg -0,312500 0,1528 =-2,045 0,063
Peptona -0,045833 0,1528 -0,300 0,769
Carbono*Carbono 0,378125 0,1621 2,333 0,038
Nitro org*Nitro org -0,021875 0,1621 -0,135 0,895
Nitro inorg*Nitro inorg -0,021875 0,1621 -0,135 0,895
Peptona*Peptona -0,021875 0,1621 -0,135 0,895
Carbono*Nitro org 0,231250 0,1871 1,236 0,240
Carbono*Nitro inorg -0,343750 0,1871 -1,837 0,091
Carbono*Peptona -0,068750 0,1871 -0,367 0,720
Nitro org*Nitro inorg -0,181250 0,1871 -0,969 0,352
Nitro org*Peptona -0,106250 0,1871 -0,568 0,581
Nitro inorg*Peptona 0,068750 0,1871 0,367 0,720

S = 0,748563
R-Sq = 62,45%

PRESS = 34,1448
R-Sqg(pred)

= 0,00%

Analysis of Variance for Amido 2

R-Sq(adj) = 18,64

oe

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F p
Regression 14 11,1825 11,1825 0,79875 1,43 0,272
Linear 4 3,4783 3,4783 0,86958 1,55 0,250
Carbono 1 0,0004 0,0004 0,00042 0,00 0,979
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Nitro org 1 1,0838 1,0838 1,08375 1,93 0,190
Nitro inorg 1 2,3437 2,3438 2,34375 4,18 0,063
Peptona 1 0,0504 0,0504 0,05042 0,09 0,769
Square 4 4,1004 4,1004 1,02510 1,83 0,188
Carbono*Carbono 1 4,0820 3,0502 3,05021 5,44 0,038
Nitro org*Nitro org 1 0,0031 0,0102 0,01021 0,02 0,895
Nitro inorg*Nitro inorg 1 0,0051 0,0102 0,01021 0,02 0,895
Peptona*Peptona 1 0,0102 0,0102 0,01021 0,02 0,895
Interaction 6 3,6037 3,6037 0,60062 1,07 0,430
Carbono*Nitro org 1 0,8556 0,8556 0,85562 1,53 0,240
Carbono*Nitro inorg 1 1,8906 1,8906 1,89062 3,37 0,091
Carbono*Peptona 1 0,0756 0,0756 0,07563 0,13 0,720
Nitro org*Nitro inorg 1 0,5256 0,5256 0,52562 0,94 0,352
Nitro org*Peptona 1 0,1806 0,1806 0,18062 0,32 0,581
Nitro inorg*Peptona 1 0,0756 0,0756 0,07562 0,13 0,720
Residual Error 12 6,7242 6,7242 0,56035
Lack-of-Fit 10 5,4175 5,4175 0,54175 0,83 0,661
Pure Error 2 1,3067 1,3067 0,65333
Total 26 17,9067

Unusual Observations for Amido 2

Obs StdOrder Amido 2 Fit SE Fit Residual St Resid
27 21 0,000 1,004 0,572 -1,004 -2,08 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Estimated Regression Coefficients for Amido 2 using data in uncoded units

Term Coef
Constant 1,36667
Carbono -0,921667
Nitro org 0,750000
Nitro inorg 6,75000
Peptona 2,21667
Carbono*Carbono 0,0605000
Nitro org*Nitro org -0,350000
Nitro inorg*Nitro inorg -0,350000
Peptona*Peptona -0,350000
Carbono*Nitro org 0,370000
Carbono*Nitro inorg -0,550000
Carbono*Peptona -0,110000
Nitro org*Nitro inorg -2,90000
Nitro org*Peptona -1,70000
Nitro inorg*Peptona 1,10000

EXPERIMENTO ISOLADO N° 325 —- VARIAVEIS QUiMICAS: GLICEROL
Response Surface Regression: Glicerol 2 versus Carbono; Nitro org; ...

The analysis was done using coded units.

Estimated Regression Coefficients for Glicerol 2

Term Coef SE Coef T P
Constant 1,50000 0,14569 10,296 0,000
Carbono -0,02917 0,05151 -0,566 0,582
Nitro org 0,10417 0,05151 2,022 0,000
Nitro inorg 0,31250 0,05151 6,067 0,000
Peptona 0,01250 0,05151 0,243 0,812
Carbono*Carbono 0,14063 0,05464 2,574 0,024
Nitro org*Nitro org 0,00312 0,05464 0,057 0,955

Nitro inorg*Nitro inorg 0,07812 0,05464 1,430 0,178
Peptona*Peptona -0,00938 0,05464 -0,172 0,867



Carbono*Nitro org 0,05625 0,06309 0,892 0,390

Carbono*Nitro inorg -0,30625 0,06309 -4,854 0,000
Carbono*Peptona -0,06875 0,06309 -1,090 0,297
Nitro org*Nitro inorg 0,08125 0,06309 1,288 0,222
Nitro org*Peptona 0,01875 0,06309 0,297 0,771
Nitro inorg*Peptona -0,01875 0,06309 -0,297 0,771

S = 0,252350 PRESS = 3,9102
R-Sqg = 86,66% R-Sq(pred) = 31,72% R-Sg(adj) = 71,09%

Analysis of Variance for Glicerol 2

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regression 14 4,96250 4,96250 0,3544¢6 5,57 0,003
Linear 2,62833 2,62833 0,65708 10,32 0,001

0,02042 0,02042 0,02042 0,32 0,582
0,26042 0,26042 0,26042 4,09 0,066
2,34375 2,34375 2,34375 36,80 0,000

Carbono
Nitro org
Nitro inorg

Peptona 0,00375 0,00375 0,00375 0,06 0,812
Square 0,59042 0,59042 0,14760 2,32 0,117
Carbono*Carbono 0,42504 0,42188 0,42188 6,62 0,024

0,00506 0,00021 0,00021 0,00 0,955
0,15844 0,13021 0,13021 2,04 0,178
0,00188 0,00188 0,00188 0,03 0,867
1,74375 1,74375 0,29062 4,56 0,012
0,05062 0,05063 0,05063 0,79 0,390
1,50062 1,50062 1,50062 23,56 0,000
0,07562 0,07562 0,07562 1,19 0,297
0,10563 0,10563 0,10563 1,66 0,222
0,00563 0,00563 0,00563 0,09 0,771
0,00562 0,00562 0,00562 0,09 0,771
0,76417 0,76417 0,06368

0,62417 0,62417 0,06242 0,89 0,636
0,14000 0,14000 0,07000

5,72667

Nitro org*Nitro org
Nitro inorg*Nitro inorg
Peptona*Peptona
Interaction
Carbono*Nitro org
Carbono*Nitro inorg
Carbono*Peptona
Nitro org*Nitro inorg
Nitro org*Peptona
Nitro inorg*Peptona
Residual Error
Lack-of-Fit
Pure Error
Total

N = e
AONONKHERPRPRERREROARRERERMRRERRS

Estimated Regression Coefficients for Glicerol 2 using data in uncoded units

Term Coef
Constant -0,500000
Carbono 0,0483333
Nitro org -2,18333
Nitro inorg 2,65000
Peptona 1,45000
Carbono*Carbono 0,0225000
Nitro org*Nitro org 0,0500000
Nitro inorg*Nitro inorg 1,25000
Peptona*Peptona -0,150000
Carbono*Nitro org 0,0900000
Carbono*Nitro inorg -0,490000
Carbono*Peptona -0,110000
Nitro org*Nitro inorg 1,30000
Nitro org*Peptona 0,300000

Nitro inorg*Peptona -0,300000



