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RESUMO 

Actinobactérias isoladas de regiões marinhas são um dos mais eficientes grupos produtores de 
metabólitos secundários. Muitos representantes da ordem Actinomycetales são prolíficos 
produtores de milhares de metabólitos secundários biologicamente ativos. Dessa forma, micro-
organismos que se desenvolvem e disseminam na região entre-máres apresentam processos 
fisiológicos e produção de metabólitos secundários complexos e particulares. Neste trabalho, após 
isolamento de compostos com potencial antimicrobiano, fez–se necessária a otimização da 
obtenção de substâncias ativas, em meio de cultivo, com o intuito de alcançar um maior 
rendimento do produto. Dessa forma, a biossíntese de antibióticos envolve um grande número de 
etapas até chegar na produção em maior escala. A partir da actinobactéria Gram positiva, isolado 
Streptomyces longwoodensis/Genbank: JX997145, obteve-se os metabólitos em meio Sabouraud 
líquido. Foram testadas concentrações de 10, 50, 100, 250 e 500 µg/mL do extrato bruto com o 
objetivo de determinar a concentração inibitória mínima (MIC) contra as seguintes linhagens de 
referência: Candida albicans ATCC 10231 e bactérias como Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Escherichia coli 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e Staphylococcus aureus 

resistente. A análise dos resultados da macrodiluição indica que o extrato bruto possui potente 
atividade antimicrobiana contra S. aureus, MRSA e C. albicans. As MICs observadas foram de 
50 µg/mL para MRSA, 250 µg/mL para S. aureus, e 500 µg/mL para a C. albicans. A fim de 
otimizar a produção de biomassa da substância bioativa foi realizado um delineamento composto 
central (DCC). As melhores condições encontradas para a otimização da produção de biomassa 
foram: a temperatura de 30 °C; o tempo de cultivo 7,5 dias; o pH 5,2; dextrose 40 g/L e amido 
40 g/L como fontes de carbono; extrato de levedura 10 g/L como fonte de nitrogênio. O caldo de 
fermentação foi submetido à técnicas cromatográficas diversas, utilizando-se solventes de 
polaridade adequada para o isolamento das substâncias de interesse. Os compostos isolados 
apresentam coloração alaranjada, são amorfos e solúveis em clorofórmio; os dados de ressonância 
magnética nuclear permitiram concluir que eles pertencem à classe das actinomicinas do complexo 
Z. Para avaliar os efeitos provenientes da interação entre as substâncias de interesse e uma 
linhagem celular, as células Vero (isolada a partir de tecido epitelial de rim de macaco) foram 
cultivadas em microplacas de 96 poços com duas séries de diluições dos compostos a diferentes 
concentrações, variando de 0,98-500 µg/mL e 1 % de DMSO. Neste ensaio de citoxicidade 
realizado a amostra mostrou diferença significativa em relação ao controle, sem extrato, até a 
concentração mais baixa testada de 0,98 µg/mL em células Vero para 96 h de incubação, 
apresentou um CC50 <  0,98 µg/mL. Diante dos resultados obtidos neste ensaio preliminar, 
investigou-se a atividade biológica entomopatogênica. Os inseticidas químicos são amplamente 
utilizados na agricultura. No entanto, o uso excessivo destes químicos tem afetado a saúde 
humana, a poluição ambiental, danificando o ecossistema e favorecendo o desenvolvimento de 
resistência de organismos alvo como insetos e ácaros. A cultura da couve-manteiga (Brassica 

oleracea var. acephala) é acometida por infestações de diversas pragas, entre elas o pulgão 
Brevicoryne brassicae (Hemiptera: Aphididae). Dessa forma, o controle biológico por bactérias 
entomopatogênicas é uma alternativa viável e pode ser utilizada visando à redução no uso de 
inseticidas químicos. A CL50 de 0,32 × 106 UFC/mL obtida para S. longwoodensis é um indicativo 
de sua ação entomopatogênica. Assim como a redução na excreção de honeydew verificada para B. 

brassicae pode indicar ação fagodeterrente de S. longwoodensis. A actinobactéria isolada da região 
entre-marés apresenta potencial para produção de substâncias biologicamente ativas. 
 
Palavras-chave: Streptomyces, sedimento marinho, compostos bioativos, antimicrobiano, 

entomopatógeno, controle biológico 
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ABSTRACT 

Isolated actonomycetes of marine areas are one of the most efficient producers groups of 
secondary metabolites.  Many representatives of the Actinomycetales order are prolific producers 
of thousands of biologically active secondary metabolites.  Thus, microorganisms that develop and 
disseminate in the intertidal region have physiological processes and production complexes and 
particular secondary metabolites. In this work, after isolation of compounds with antimicrobial 
potential, it was necessary to optimize the achievement of active compounds in the culture medium 
in order to achieve a higher yield.  Thus, the biosynthesis of antibiotics involves a number of steps 
to arrive at the larger scale production.  From the Gram positive actinobacteria isolated 
Streptomyces longwoodensis/Genbank: JX997145, we obtained the metabolites in liquid 
Sabouraud. Extract concentrations were tested 10, 50, 100, 250 and 500 µg/mL in order to 
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) against reference strains as follows:  
Candida albicans ATCC 10231 and bacteria such as Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and resistant 
Staphylococcus aureus.  The analysis of macro-dilution results indicates that the crude extract has 
potent antimicrobial activity against S. aureus, MRSA and C. albicans. The MICs were observed 
from 50 µg/mL for MRSA, 250 µg/mL for S. aureus, and 500 µg/mL for C. albicans.  In order to 
optimize biomass production of bioactive substance was conducted a central composite design 
(CCD). The best conditions found for optimizing the production of biomass were: temperature 
30 °C; the time cultivation 7.5 days; pH 5.2; dextrose 40 g/L and starch 40 g/L as carbon sources; 
yeast extract 10 g/L as nitrogen source.  The fermentation broth was subjected to various 
chromatographic techniques, using suitable polar solvents for isolating substances of interest. The 
isolated compounds presented an orange color are amorphous and soluble in chloroform; nuclear 
magnetic ressonance data showed that they belong to the class of actinomycins complex Z.  To 
evaluate the effects from the interaction between the substances of interest and a cell line, Vero 
cells (isolated from epithelial tissue of monkey kidney) were grown in 96 well microtiter plates 
with two fold serial dilutions of compounds at different concentrations ranging from 0.98 to 
500 µg/mL and 1 % DMSO. In this test, cytotoxicity results showed a statistically difference 
compared to the control without extract, to the lowest tested concentration of 0.98 µg/mL in Vero 
cells for 96 h of incubation, presented a CC50 < 0.98 µg/mL. Forward of results obtained in this 
preliminary study, we investigated the entomopathogenic biological activity. Chemical 
insecticides are widely used in agriculture.  However, the excessive use of these chemicals has 
affected human health, environmental pollution, damaging the ecosystem and favoring the 
development of resistance of target organisms such as insects. The culture of kale (Brassica 

oleracea var acephala) is affected by infestations of various pests, including the aphid Brevicoryne 

brassicae (Hemiptera: Aphididae). Thus, the biological control by entomopathogenic bacteria is a 
viable alternative and can be used in order to reduce the use of chemical insecticides. The LC50 of 
0.32 × 106 UFC/mL obtained to S. longwoodensis is indicative of its entomopathogenic action.  As 
the reduction in excretion of honeydew observed for B. brassicae antifeedant activity may indicate 
S. longwoodensis action.  Isolated actinobacteria from intertidal region has potential for production 
of biologically active substances. 
 
Keywords: Streptomyces, marine sediment, bioactive compounds, antimicrobial, entomopathogen, 

biological control 
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CAPÍTULO 1 

 
 

ISOLAMENTO, IDENTIFICAÇÃO E OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE SUBSTÂNCIAS 

BIOLOGICAMENTE ATIVAS PRODUZIDAS POR ACTINOBACTÉRIAS ISOLADAS DA 

REGIÃO ENTRE-MARÉS DA ILHA DO MEL, PR, BRASIL. 

 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

As actinobactérias são bactérias Gram-positivas, com alto conteúdo de citosina e guanina 

em seu genoma e basicamente são encontradas no solo, crescem em uma rede de filamentos 

ramificados, chamado micélio, muito similar ao formado por fungos (VENTURA et al., 2007). 

Segundo Raju et al. (2010), actinobactérias são encontradas em uma vasta variedade  morfológica, 

como cocos (Micrococcus) ou cocobacilo (por ex., Arthrobacter), há fragmentação de hifas, como 

em Nocardia spp., e ainda podem possuir micélio ramificado (por exemplo, Streptomyces spp.). 

São degradadoras da matéria orgânica como celulose, lignina e quitina, gerando biomassa proteica 

ou mesmo servindo como alimento para outros organismos (GAVA et.al., 2002). 

Actinobactérias provenientes de ambiente marinho são eficientes produtores de metabólitos 

secundários, sendo muito importantes para indústria devido à diversidade estrutural e atividades 

biológicas. Muitos representantes da ordem Actinomycetales são produtores de milhares de 

metabólitos secundários biologicamente ativos (DEMAIN, 2006; LU et al.,  2009).  Os compostos 

bioativos obtidos a partir de actinobactérias possuem estruturas químicas distintas que podem 

formar a base para a síntese de novos fármacos que poderiam ser utilizadas no combate de 

patogénos resistentes. O crescente avanço da ciência e da tecnologia permite o descobrimento de 

novos compostos bioativos sintetizados por actinobactérias a partir de várias fontes marinhas 

(MANIVASAGAN et al.,  2014). 

O Brasil tem uma das maiores costas marítimas do mundo, com diversos ecossistemas e 

microhabitats. No entanto, são escassos os estudos sobre as substâncias isoladas e a atividade 

biológica de produtos obtidos de organismos marinhos coletados ao longo dos 7500 km de litoral 

brasileiro (PINTO et al., 2002).  
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As regiões entre-marés, compreendidas entre o nível da maré baixa e o da maré alta, 

apresentam condições consideradas extremas, devido aos ciclos das ondas, resultando em 

gradientes de umidade, temperatura, radiação UV, nutrientes e salinidade (HUNT, BRYAN, 

MULLARNEY, 2015). Tais condições favorecem o desenvolvimento e a disseminação de alguns 

micro-organismos com processos fisiológicos e metabólitos particulares (UDWARY, 2007). Estes 

organismos têm demonstrado um grande potencial para a inovação em diversos setores 

biotecnológicos, devido a produção de metabólitos secundários, biopolímeros, lipídios e enzimas. 

No entanto, há um número limitado de micro-organismos da região entre-marés sendo avaliados 

em termos biotecnológicos, quando comparado com o número de micro-organismos estudados que 

se originam de outros habitats extremos, como regiões abissais marinhas e desertos (ORTEGA-

MORALES, 2010). 

Para se obter compostos a partir de micro-organismos em quantidades suficientes para 

realização de testes biológicos é necessário elevar o rendimento dos metabólitos (YU et al., 2008).  

Dessa forma, a  otimização dos requisitos de fermentação e meios de cultivo permitem alcançar 

maior produção de biomassa e alto rendimento do extrato bruto (NANJWADE, 2010). 

Em PORSANI et al., (2013) e PORSANI, (2007) foram selecionados 116 isolados de 

actinobactérias identificadas como Streptomyces e Nocardia, por meio de técnicas convencionais 

de cultivo. Dentre estes, 79 isolados tiveram atividade antimicrobiana contra pelo menos uma 

linhagem patogênica (TABELA 1 – Apêndice) (PORSANI-AZUMA, 2011). Dentre as 79 

actinobactérias que apresentaram atividade antimicrobiana, foram selecionadas aquelas que 

tiveram halo de inibição maior que 20 mm de diametro. E dentre estes isolados, aquele que se 

destacou foi Streptomyces longwoodensis; esta linhagem foi cultivada em meio líquido para a 

obtenção dos metabólitos secundários, os extratos obtidos foram caracterizados quimicamente e 

otimizados para obtenção destes compostos bioativos. 

Para avaliar os efeitos provenientes da interação entre as substâncias de interesse e uma 

linhagem celular utilizou-se as células Vero (DENIZOT, LANG, 1986). Neste ensaio de 

citoxicidade, houve diferenças significativas em relação ao controle, sem extrato, onde a 

concentração mais baixa testada apresentou alteração na morfologia normal das células. Diante 

disso, investigou-se a atividade biológica entomopatogênica. 

Muitas espécies de actinobactérias, como as pertencentes ao gênero Streptomyces, são 

conhecidas como agentes de biocontrole. O controle biológico  de pragas têm sido frequentemente 

utilizado em países tropicais, como o Brasil, e é apoiado  pelo desenvolvimento de pesquisa básica 

e aplicada local (LACAVA; AZEVEDO, 2014). 
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Neste contexo, a cultura da couve-manteiga (Brassica oleracea var. acephala) é acometida 

por infestações de diversas pragas, entre elas o pulgão Brevicoryne brassicae (Hemiptera: 

Aphididae). O uso de inseticidas químicos é um dos métodos mais utilizados para seu controle, 

entretanto o controle biológico por bactérias entomopatogênicas é uma alternativa viável e pode 

ser utilizada visando à redução no uso de inseticidas químicos (PELL et al., 2010).   

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar o potencial biotecnológico de actinobactérias isoladas da região entre-marés da Ilha do 

Mel, PR, Brasil para a produção de substâncias biologicamente ativas.  

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Identificar as actinobactérias com potencial antimicrobiano analisando as características 

macro e micromorfológicas e por meio de sequenciamento do DNA ribossomal 16S; 

 

• Caracterizar e quantificar os metabólitos secundários presentes no extrato bruto; 

 

• Avaliar o potencial antimicrobiano dos compostos isolados de actinobactérias contra 

micro-organismos patogênicos: bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e levedura;  

 

• Otimizar a obtenção do extrato bruto ativo e a produção dos metabólitos secundários das 

actinobactérias; 

 

• Avaliar o potencial entomopatogênico da actinobactéria mais eficiente para o controle 

biológico do pulgão da couve Brevicuryne brassicae. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 METABÓLITOS DE ACTINOBACTÉRIAS 

  

 

As actinobactérias são bactérias Gram-positivas, com alto conteúdo de citosina e guanina 

em seu genoma e basicamente são encontradas no solo, crescem em uma rede de filamentos 

ramificados, chamado micélio, muito similar ao formado por fungos (VENTURA et al., 2007). 

Segundo Raju et al. (2010), actinobactérias são encontradas em uma vasta variedade  morfológica, 

como cocos (Micrococcus) ou cocobacilo (por ex., Arthrobacter), há fragmentação de hifas, como 

em Nocardia spp., e ainda podem possuir micélio ramificado (por exemplo, Streptomyces spp.). 

São degradadoras da matéria orgânica como celulose, lignina e quitina, gerando biomassa proteica 

ou mesmo servindo como alimento para outros organismos (GAVA et.al., 2002). 

 Actinobactérias isoladas de ambiente marinho são um dos mais eficientes grupos 

produtores de metabólitos secundários. Muitos representantes da ordem Actinomycetales são 

prolíficos produtores de milhares de metabólitos secundários biologicamente ativos. 

Actinobactérias obtidas de fontes terrestres foram estudados, por pesquisadores desde 1950, para 

muitos antibióticos importantes, antitumorais e agentes imunossupressores (DEMAIN, 2006; LU 

et al.,  2009).  No entanto, o isolamento e caracterização dos compostos de actinobactérias 

provenientes de ambiente terrestre tornou-se menos atraentes nos últimos anos. Ao mesmo tempo, 

actinobactérias isoladas a partir do ambiente marinho têm recebido maior atenção  devido à 

diversidade estrutural e atividades biológicas únicas de substâncias originadas do seu metabolismo 

secundário (MANIVASAGAN et al.,  2014).  

O metabolismo secundário caracteriza-se pela produção de substâncias durante o estágio 

subsequente à fase de crescimento rápido. A produção destes metabólitos começa quando o 

crescimento é limitado pela exaustão de nutrientes como carbono, nitrogênio e fosfato 

(MAHAESHWARI et.al., 2010).  

O metabolismo secundário de micro-organismos pode ser descrito como a produção de 

compostos que aparentemente não exercem uma função para o organismo, já que este pode 

sobreviver mesmo sem a sua formação. Assim, uma das justificativas para a produção destas 

substâncias seria que, por ser produzido por uma série de reações bioquímicas que ocorrem nas 

células, quando o resultado é um produto que favorece a sobrevivência, este mecanismo é 
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incorporado às reações primárias. Isso é observado, por exemplo, nos pigmentos, que protegem 

contra os danos da luz ultravioleta. Além de que, ao se esgotar um nutriente vital, o metabolismo 

secundário manteria os mecanismos essenciais para a multiplicação celular, ativando outras vias 

para a sua produção, principalmente à produção de enzimas (ZHANG, 2012). 

Estruturalmente e funcionalmente diversos compostos bioativos têm sido isolados deste 

grupo de procariotos com atividade biológica (QUADRO 1). Tais compostos são importantes, não 

somente como fármacos, mas também como compostos a partir dos quais, por modificações 

estruturais, obtêm-se outros derivados (MAHAESHWARI et al., 2010). 

 
 

 
Atividade biológica 

 
Metabólito secundário 
 

 
Produtor 

Antibacteriano Streptomicina Streptomyces griséus 

 Cloranfenicol Streptomyces venezulae 
 Canamicina Streptomyces kanamyceticus 
 Tetraciclina Streptomyces rimosus 
 Eritromicina Saccharopolyspora erythraea 
 Rifampicina Amycolatopsis meditteranei 

 Gentamicina Micromonospora sp. 
 Abissomicina Verrucosispora sp. 
Antifúngico anfotericina B Streptomyces nodosus 
 Candicidina Streptomyces griséus 
 Nistatina Streptomyces noursei 
Antiviral Fattiviricina Streptomyces sp. 
Inseticida e antiparasítico Avermectina Streptomyces avermetilis 
 Milbemicina Streptomyces hygroscopicus 
Anticâncer actinomicina D Streptomyces antibioticus 
 Bleomicina Streptomyces verticillus 
 mitomicina D Streptomyces levendulae 
 Salinosporamida Salinospora 
Anticolesterolêmico Pravastatina Streptomyces carbophilus 
Promotor de crescimento Monensina Streptomyces cinnamomiensis 
 Tilosina Streptomyces fradie 
Herbicida Bialophus Streptomyces fradie 
Imunosupressivos Rapamicina Streptomyces hygroscopicus 
 tacrolimus (FK 506) Streptomyces sp. 
Pigmentos Actinorhodina Streptomyces 

 Prodigiosina Streptoverticillium sp. 
QUADRO 1 - METABÓLITOS SECUNDÁRIOS IMPORTANTES PRODUZIDOS POR 
ACTINOBACTÉRIAS 
Fonte: MAHAESHWARI et.al., 2010 
 
 

A busca de novos produtos farmacêuticos continua a exigir esforços e hoje muitos 

medicamentos produzidos foram, originalmente, derivados de fontes naturais, como plantas e 



micro-organismos. Embora existam poucos produtos de origem marinha que são utilizado

medicinalmente, estes são fonte potencial de produtos farmacêuticos (FENICAL, 2007).

As vantagens, segundo ZHANG (2005), atribuídas 

produtos naturais em relação à química sintética são

complexidade estrutural; foram selecionadas pela natureza através de interações biológicas 

específicas; são ainda inexplorados e

ainda  podem orientar a síntese de compostos sintéticos. 

Alguns exemplos de produtos naturais obtidos a partir de micro

encontrados em estudos realizados por LU (2009), 

partir de uma amostra de sedimento no

amplo espectro e produziu s

indicando que esta linhagem sofreu adaptação ao ambiente marinho e apresentou alta tolerância à 

concentração de NaCl.  

Em outro estudo, a espécie 

inibiram a enzima peptidase e apresenta

Gram-positivas e Gram-negativas

 Em esforços contínuos

com  citotoxicidade seletiva contra

 

 

existam poucos produtos de origem marinha que são utilizado

medicinalmente, estes são fonte potencial de produtos farmacêuticos (FENICAL, 2007).

As vantagens, segundo ZHANG (2005), atribuídas à descoberta de fármacos baseados em 

produtos naturais em relação à química sintética são: oferecem diversidade química co

foram selecionadas pela natureza através de interações biológicas 

são ainda inexplorados e as novas  descobertas levará a novos compostos bioativos

podem orientar a síntese de compostos sintéticos.  

xemplos de produtos naturais obtidos a partir de micro

m estudos realizados por LU (2009), onde uma linhagem de actinobactéria,

ir de uma amostra de sedimento no litoral da China, apresentou atividade antimicrobian

amplo espectro e produziu sisomicina (I), pela primeira vez identificada em actinobactérias,

sofreu adaptação ao ambiente marinho e apresentou alta tolerância à 

I 

espécie Streptomyces parvus produziu compostos arilomicinas

peptidase e apresentaram potencial antibiótico de amplo espectro

negativas (JIN et al., 2012; RAO et al., 2012). 

II 

Em esforços contínuos para procurar produtos naturais a partir de

seletiva contra linhagens celulares de câncer, Pan et al
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existam poucos produtos de origem marinha que são utilizados 

medicinalmente, estes são fonte potencial de produtos farmacêuticos (FENICAL, 2007). 

descoberta de fármacos baseados em 

diversidade química com 

foram selecionadas pela natureza através de interações biológicas 

ará a novos compostos bioativos,  

xemplos de produtos naturais obtidos a partir de micro-organismos podem ser 

onde uma linhagem de actinobactéria, isolada a 

apresentou atividade antimicrobiana de 

, pela primeira vez identificada em actinobactérias, 

sofreu adaptação ao ambiente marinho e apresentou alta tolerância à 

 

compostos arilomicinas (II) que 

ibiótico de amplo espectro para bactérias 

 

a partir de bactérias marinhas 

al. (2012), obtiveram uma 



série de frações derivadas da actinobactéria marinha

ativas mostrou a presença de am

Chen et al. (2012) investigaram a actinobactéria 

actinomicina (VI) com atividade antimicrobiana para 

tuberculosis (ZHANG, 2005). 

No estudo realizado por 

bioativos, a actinobactéria Streptomyces

ativa foi caracterizada e foram identificados 

bioatividade sugerindo que  esta acitnobactéria 

antimicrobianas. 

 

III

 

 

frações derivadas da actinobactéria marinha Streptomyces variabilis

amosamidas A (III), B (IV), e também D (V)

. (2012) investigaram a actinobactéria Streptomyces avermitilis

com atividade antimicrobiana para Mycobactrium bovis

(ZHANG, 2005).  

VI 

realizado por Sathiyanarayanan (2013) aumentou-se a produção de compostos 

Streptomyces sp. teve seu processo fermentativo otimizado

foram identificados derivados de pirrolidona (VII) 

esta acitnobactéria  apresenta potencial para produção

           

VII 

III IV V 
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variabilis; a análise das frações 

). 

 

Streptomyces avermitilis para produção de 

Mycobactrium bovis e Mycobacterium 

 

a produção de compostos 

teve seu processo fermentativo otimizado. A fração 

) com amplo espectro de 

apresenta potencial para produção de novas drogas 
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3.2 OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS DOS ISOLADOS 

PRODUTORES DE SUBSTÂNCIAS ANTIMICROBIANAS 

 

 

Segundo Madigan (2010) a maioria dos metabólitos secundários são moléculas orgânicas 

complexas, que requerem um grande número de reações enzimáticas específicas para sua síntese. 

A Figura 1 apresenta a principal via metabólica primária de síntese de aminoácidos aromáticos, 

com as vias secundárias de alguns antibióticos. Normalmente, os metabólitos secundários não são 

essenciais ao crescimento e reprodução do organismo produtor; sua síntese é altamente dependente 

das condições de cultivo, especialmente em relação à composição do meio e frequentemente são 

produzidos como um grupo de compostos estreitamente relacionados. Por exemplo, demonstrou-se 

que uma única linhagem de uma espécie de Streptomyces é capaz de produzir mais de 30 

antibióticos quimicamente distintos, porém  relacionados. Muitas vezes, os metabólitos 

secundários são produzidos em grandes quantidades; frequentemente por bactérias formadoras de 

esporos, durante o processo de esporulação (MADIGAN, 2010). 
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FIGURA 1: ANTIBIÓTICOS AROMÁTICOS 
Fonte: Madigan, 2010 modificado pelo Autor. 
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Durante a Segunda Guerra Mundial a demanda por quimioterápicos para tratar as infecções 

de ferimentos levou ao desenvolvimento de um processo de produção de penicilina e ao início da 

era dos antibióticos (PRADA, 2008). Esta área continua sendo na atualidade de grande 

importância na investigação da microbiologia industrial. O número de antibióticos continua 

aumentando, devido aos programas intensivos de busca em todos os países industrializados. Em 

1961 eram conhecidos 513 antibióticos, 4.076 em 1972, 7.650 em 1985 e a patir de 2000 ao redor 

de 8.000 (LIMA et al., 2001). 

Estudos recentes sobre fermentação têm identificado a actinobactéria marinha do gênero 

Salinispora como produtora de uma substância, derivada do metabolismo secundário. Para avaliar 

o seu potencial biossintético foi sequenciado o genoma circular da actinobactéria S. tropica e 

foram analisados todos os agrupamentos de genes de produtos naturais identificáveis, mostrando 

que 9,9 % de seu genoma é utilizado para a síntese de produtos naturais, o que pode ser 

considerado uma grande porcentagem de seu genoma ao comparar com sequências do genoma do 

gênero Streptomyces, bem como de outras actinobactérias (UDWARY, 2007). 

A otimização da produção de metabólitos secundários através do meio de cultivo e os 

requisitos de fermentação permite rapidamente alcançar um maior rendimento de extrato bruto e 

consequentemente do produto natural desejado (FIGURA 2). Como exemplo a otimização da 

produção de penicilina pela cepa isolada por Fleming proporcionou um aumento de 0,0012 g/L até 

aproximadamente 50 g/L, e ilustra bem o programa de melhoria do cultivo (LIMA et al., 2001).  

 
FIGURA 2:  ETAPAS DA BIOSSÍNTESE DE ANTIMICROBIANOS 

                            Fonte: Madigan, 2010 modificado pelo Autor. 
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A espécie Streptomyces rimosus foi isolado de uma amostra de solo coletada no Nordeste 

da China. O efeito dos componentes do meio de cultivo (carbono e nitrogênio) e os requisitos 

essenciais para o cultivo (pH inicial e temperatura) sobre a produção de antimicrobianos por S. 

rimosus foi investigada. As melhores condições para a amostra cultivada foram pH inicial 6,0, 

temperatura média 28 ºC, velocidade de agitação 180 rpm, tempo de crescimento do inóculo 4 

dias, quantidade de inóculo 10 % e tempo de crescimento 120 h (YU et al., 2008).  

Portanto, para obter compostos a partir de micro-organismos em quantidades suficientes 

para realização de testes biológicos é imprescindível elevar o rendimento dos metabólitos (YU et 

al., 2008).  Dessa forma, é necessário otimizar cada componente do meio de fermentação, variando 

a concentração dos  mesmos, para atingir uma produção máxima de antibióticos. O objetivo da 

otimização do meio de cultivo é investigar as condições de crescimento que produzem biomassa 

suficiente para produção de compostos (NANJWADE, 2010).  

 

 

3.3 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE) - MÉTODO ANALÍTICO 

PARA QUANTIFICAR A PRODUÇÃO DE SUBSTÂNCIAS ANTIMICROBIANAS 

 

 

A Cromatografia é uma técnica de caracterização por separação, através de uma fase 

estacionária e outra móvel, enquanto o termo método cromatográfico define qual critério - 

natureza química, massa molar, estado físico - foi utilizado na cromatografia para a realização da 

separação. O nome da técnica foi atribuído pelo botânico russo M.S. Tswett, que, em 1906, usou 

colunas de adsorção em suas investigações sobre pigmentos de plantas. Ele criou o termo 

cromatografia, não se sabe se por ter separado pigmentos de colorações diferentes ou porque a 

palavra cor em russo é tswett. A fase estacionária pode ser um sólido ou um líquido, disposto sobre 

um suporte sólido com grande área superficial. A fase móvel pode ser gasosa, líquida, ou ainda, 

um fluido, que passa sobre a fase estacionária, arrastando os diversos componentes da mistura. 

Esta separação é resultante da diferença de velocidade dos componentes arrastados pela fase móvel 

devido às diferentes interações com a fase estacionária (SILVA, 2002). 

Para o isolamento e quantificação de substâncias antimicrobianas são, sobretudo, utilizadas 

técnicas cromatográficas como CCD (Cromatografia em Camada Delgada) e CLAE 

(Cromatografia Líquida de Alta Eficiência). A CLAE é uma técnica de separação que, em menos 

de 30 anos, passou a ser um dos métodos analíticos mais utilizados para fins qualitativos e 
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quantitativos. As razões para este crescimento estão relacionadas à sua adaptabilidade para 

determinações quantitativas com boa sensibilidade, à possibilidade de separar espécies não-

voláteis e termicamente instáveis, com destaque para a indústria farmacêutica, bem como às suas 

aplicações em determinações ambientais e em muitos outros campos da ciência, como o da 

medicina (PATTO et al., 2009). Como por exemplo, Mamatha et al. (2014) quantificaram 

estreptomicina por CLAE: para isso foi utilizado Streptomyces griseus, isolado do solo, para a 

produção de estreptomicina, um antibiótico potente de grande importância comercial, as análises 

realizadas permitiram aumentar a produção, eficiência e custo de estreptomicina em escala 

industrial. 

A CLAE tem sido o principal método de detecção e quantificação empregado na 

determinação de tetraciclinas e aminoglicosídeos. As técnicas de cromatografia líquida apresentam 

limites de quantificação adequados para a maioria dos antimicrobianos e podem chegar a valores 

na ordem de 0,3-0,5 µg/mL, sendo que o limite de detecção pode ser diminuído com o uso de 

detectores fluorimétricos, eletroquímicos e de espectrometria de massas (MAIA, 2009). 

 

 

3.4 POTENCIAL ENTOMOPATOGÊNICO DE ACTINOBACTÉRIA NO CONTROLE 

BIOLÓGICO 

 

 

Inseticidas químicos são amplamente utilizados na agricultura. No Brasil o controle de 

pragas é feito com pesticidas de amplo espectro, como neonicotinoides, piretroides e 

organofosforados (MAPA, 2014). No entanto, o elevado uso destes inseticidas causam efeitos 

indesejáveis como a eliminação de inimigos naturais (BERNARDI, 2012), favorecendo o 

crescimento populacional de pragas (POLETTI et al., 2008). Além do mais, o uso excessivo destes 

químicos também tem afetado a saúde humana, a poluição ambiental, danificando o ecossistema e 

favorecendo o desenvolvimento de resistência de organismos alvo como insetos e ácaros.  

Como alternativa para a redução do uso de inseticidas químicos, antagonistas microbianos 

são utilizados para o controlo biológico de pragas em plantas. O controle biológico de insetos e 

doenças que afetam as plantas cultivadas ganhou muita atenção nas últimas décadas como uma 

forma de reduzir o uso de pesticidas na agricultura. Neste contexto, micro-organismos 

entomopatogênicos, incluindo: bactérias, fungos, protozoários e vírus têm sido considerados como 

alternativas viáveis para o controle de pragas (CASTAGNOLA; STOCK, 2014). O controle 
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biológico tem sido frequentemente utilizado em países tropicais, como o Brasil, sendo apoiado 

pelo desenvolvimento de pesquisas básicas e aplicadas (LACAVA; AZEVEDO, 2014).  

Atenção tem sido dada aos Actinomycetes, especialmente aos metabólitos secundários 

obtidos das espécies de Streptomyces, como alternativas para os agentes de controle biológico. Um 

novo metabólito policetídeo obtido do Streptomyces sp., isolado de ambiente marinho, mostrou 

significante atividades antinutricional, larvicida e inibitório de crescimento contra pragas polífagas 

(ARASU et al., 2013). Além de pragas, o gênero Streptomyces tem potencial inibitório de fungos 

fitopatógenos caracterizados pela presença de quitina na parede celular. Samimifar et al. ( 2013) 

isolaram actinobactérias de solos, extraíram DNA genômico das amostras de Streptomyces e 

realizaram  reações de PCR utilizando oligonucleotideos marcadores de quitinase, para triagem de 

bactérias produtoras de quitinase que foram testadas para utilização como adubo biológico.  

Vijayabharathi et al. (2014), identificaram um agente de biocontrole, de amplo espectro, 

eficiente no controle de lepidópteros. Um total de 111 micro-organismos foi isolado de áreas de 

cultivo orgânico e tiveram os seus metabólitos avaliados contra os primeiros estágios dos insetos. 

Destes, 15 actinobactérias apresentaram atividade inseticida para o segundo instar de Helicoverpa 

armigera (Lepidoptera: Noctuidae). Os isolados de actinobactérias foram identificados por 16S 

rDNA e as espécies que  mostraram atividade entomopatogênica contra os  insetos  foram S. 

griseoplanus, S. bacillaris e S. albolongus.  

Na pesquisa realizada por Anwar et al. (2014), actinobactérias foram isoladas e seus 

compostos foram testados quanto à produção de insecticidas e larvicidas contra larvas de 3° ínstar 

de mosquitos  Culex quinquefasciatus e Tribolium castaneum. Nesta triagem,  os metabólitos de 

três isolados apresentaram 100 % de mortalidade das larvas testadas. Na caracterização química 

por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) e por CLAE-UV, os extratos brutos obtidos 

a partir da cultura destes isolados  exibiram uma diversidade dos constituintes químicos. Os 

isolados selecionados foram identificados a partir de características morfológicas e 

sequenciamento do gene 16S rRNA  apresentando similaridade genética com Streptomyces rochei 

(99 %), Streptomyces minutiscleroticus (98 %) e Streptomyces phaeoluteigrisseus (92 %). 
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CAPÍTULO 2 

 

ISOLAMENTO, IDENTIFICAÇÃO E OTIMIZAÇÃO DE ACTINOMICINA PRODUZIDA POR 

Streptomyces longwoodensis ISOLADO DA REGIÃO ENTRE-MARÉS DA ILHA DO MEL, PR, 

BRASIL 

 

RESUMO 

 
 
As regiões entre-marés apresentam condições ambientais extremas que favorecem o 

desenvolvimento de micro-organismos produtores de metabólitos secundários complexos, como as 

actinobactérias. A partir do caldo de fermentação da actinobactéria Gram positiva Streptomyces 

longwoodensis/Genbank: JX997145 obteve-se o extrato bruto e suas frações por meio de técnicas 

cromatográficas, foram isoladas três substâncias, as quais foram purificadas e caracterizadas 

estruturalmente. Os dados de RMN permitiram concluir que estas substâncias pertencem à classe 

das actinomicinas do complexo Z. Para avaliar os efeitos provenientes da interação entre as 

substâncias de interesse foi utilizada uma linhagem celular, as células Vero. Neste ensaio de 

citoxicidade, a amostra mostrou diferença significativa em relação ao controle (CC50 <  

0,98 µg/mL), inclusive a concentração mais baixa testada apresentou alteração na morfologia 

normal das células. Foram testadas concentrações de 10, 50, 100, 250, 500 µg/mL do extrato com 

o objetivo de determinar a concentração inibitória mínima contra as seguintes linhagens de 

referência: Candida albicans ATCC 10231 e bactérias como Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Escherichia coli 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e Staphylococcus aureus 

resistente. O extrato bruto possui potente atividade antimicrobiana contra S. aureus, MRSA e C. 

albicans. Com o intuito de alcançar um maior rendimento na produção de actinomicinas, foi 

realizada a otimização da produção do extrato bruto ativo. As melhores condições encontradas 

para a otimização da obtenção de biomassa foram: a temperatura de 30 °C; o tempo de cultivo 7,5 

dias; o pH 5,2; dextrose 40 g/L e amido 40 g/L como fontes de carbono e extrato de levedura 

10 g/L como fonte de nitrogênio. Os compostos isolados apresentam coloração alaranjada, são 

amorfos e solúveis em clorofórmio. S. longwoodensis é um excelente produtor de actinomicinas e 

pode ser um bom candidato para o desenvolvimento do processo de produção desses compostos. 

 
Palavras-chave: Actinomicinas, região entre-marés, antimicrobiano, actinobactéria 
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ABSTRACT 
 

 

The intertidal regions have extreme environmental conditions that favor the development of micro-

organisms producers of complex secondary metabolites, such as actinomycetes.  From the Gram 

positive actinobacteria Streptomyces longwoodensis/Genbank: JX997145 there was obtained the 

crude extract and fractions.  NMR data showed that the substances isolated belong to the class of 

actinomycins complex Z. To evaluate the effects of the interaction between the substances of 

interest with a cell line, it was used Vero cells. In this cytotoxicity, assay the test sample showed a 

significant difference compared to control (CC50 < 0.98 µg/mL). Even the lowest concentration 

tested showed a change in the normal cell morphology. Extract concentrations were tested at 10, 

50, 100, 250, 500 µg/ml for the purpose of determining the minimum inhibitory concentration 

against the following reference strains: Candida albicans ATCC 10231 and bacteria such as 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853, and resistant Staphylococcus aureus. The crude extract has potent antimicrobial 

activity against S. aureus, MRSA and C. albicans. In order to achieve higher product yield, 

optimization of the production of active crude extract was performed. The best conditions found 

for optimizing the production of biomass were: temperature 30 °C; the time cultivation 7.5 days; 

pH 5.2; dextrose 40 g/L and starch 40 g/L as carbon source and yeast extract 10 g/L as nitrogen 

source.  The isolated compounds presented an orange color, are amorphous and soluble in 

chloroform. S. longwoodensis is an excellent producer of actinomycins and may be a good 

candidate for the development production process of these compounds. 

 

Keywords: Actinomycins, intertidal region, antimicrobial, actinobacteria 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 A busca por novos princípios ativos para o desenvolvimento de fármacos tem levado 

pesquisadores a realizar bioprospecção de micro-organismos em ambientes marinhos (FENICAL, 

2007). Muitos produtos farmacêuticos têm como substância ativa moléculas obtidas de fontes 

naturais como plantas e micro-organismos isolados de biomas terrestres. Entretanto, o isolamento 

e caracterização dos compostos provenientes de actinobactérias de ambiente terrestre tornaram-os 

menos atraentes nos últimos anos. Nesse sentido, micro-organismos de origem marinha 

apresentam fonte potencial para a descoberta de novos compostos bioativos, devido à diversidade 

estrutural e atividades biológicas únicas de substâncias originadas do metabolismo secundário 

destes organismos (MANIVASAGAN et al.,  2014). 

As região entre-marés é caracterizada por alta salinidade, umidade, radiação UV, temperatura, 

ação mecânica das marés e escassez de nutrientes. Estas condições podem promover a produção de 

biopolímeros, lipídios e enzimas que possibilitam a sobrevivência destes micro-organismos nesse 

ambiente hostil (ORTEGA-MORALES, 2010). 

Entre os micro-organismos, as actinobactérias são fontes importantes de novos compostos 

bioativos (DEMAIN, 2006; LU, 2009). Uma classe que se destaca como primeiro composto 

anticâncer isolado a partir de metabólitos de Streptomyces são as actinomicinas (DEMAIN et al., 

2009), que vêm sendo utilizada para tratamento de tumor de Wilms (FARBER et al., 2002). 

 Embora os micro-organismos apresentem um elevado potencial na produção de moléculas 

bioativas, em contrapartida para obter compostos a partir de micro-organismos em quantidade 

suficientes para realização de testes biológicos é necessário adequar processos capazes de elevar o 

rendimento dos metabólitos (YU et al., 2008).   

A otimização da obtenção do extrato bruto ativo através do meio de cultivo e os requisitos de 

fermentação permite a obtenção de maiores quantidades dos produtos de interesse. Em Sajid et al. 

(2011), a otimização do processo de produção do metabólito, com atividade antifúngica, isolado da 

espécie Streptomyces malachitofuscus resultou em uma temperatura ótima de 35 °C e pH 7,8. 

Streptomyces spectabilis, isolado a partir de solo, produziu compostos ativos contra bactérias 

Gram-positivas e as melhores fontes nutricionais para o crescimento e produção de antibióticos 

foram glucose e peptona (HOLKAR et al., 2013). 

Neste contexto, as actinobactérias isoladas da região entre-marés da Ilha do Mel, que 

apresentaram potencial antimicrobiano foram identificadas a partir de características macro e 
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micromorfológicas e por sequenciamento do DNA ribossomal 16S. Foram caracterizados os 

compostos químicos presentes nos metabólitos secundários ativos extraídos, quantificadas as 

substâncias antimicrobianas e avaliado o potencial de actinobactérias em produzir substâncias 

biologicamente ativas contra bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e levedura. Além disso, a 

obtenção do extrato bruto ativo foi otimizado a fim de encontrar os requisitos físicos e nutricionais 

ideais para alcançar um maior rendimento do produto metabólico. 

 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

2.1 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS POTENCIALMENTE PRODUTORES DE 

SUBSTÂNCIAS ANTIMICROBIANAS 

 

 

2.1.1 Isolados de actinobactérias 

 

 

Os 79 isolados (Tabela 1 – Apêndice) de actinobactérias dos gêneros Streptomyces e 

Nocardia originados do trabalho de Porsani (2007) a partir de isolamento de sedimentos da região 

entre-marés da Ilha do Mel, PR, Brasil estão depositados no banco biológico do Laboratório de 

Microbiologia e Biologia Molecular (LabMicro), do Departamento de Patologia Básica da 

Universidade Federal do Paraná. 

 

 

2.1.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

 

 

Os isolados de actinobactérias que causaram as maiores inibições das bactérias patogênicas 

(PORSANI et al., 2013) foram identificados ao nível de gênero por meio de características macro 

e micromorfológicas. A Microscopia Eletrônica de Varredura foi realizada no Centro de 

Microscopia Eletrônica da UFPR. Lâminas retiradas do microcultivo com sete dias de crescimento 

foram fragmentadas com o auxílio de uma pinça. A fixação do material foi feita com glutaraldeído 
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2,5 % em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2 por 2 h em temperatura ambiente (1:1). Em 

seguida, foi realizada a lavagem em tampão cacodilato 0,1 M, três vezes de 10 min, a desidratação 

em álcool 50 %, 70 %, 90 % e 100 % (o último duas vezes), 10 a 20 min cada. O ponto crítico foi 

obtido por meio de CPD-030 Critical Point Dryer e a metalização em ouro em Balzers Union FL 

9496 Balzers (Modelo: SCD030). A observação foi feita ao microscópio eletrônico JSM – 6360LV 

Scanning Electron Microscope (300 mil X). 

 

 

2.1.3 Identificações de membros da classe actinobactéria  

 

 

Os isolados de actinobactérias cujos extratos apresentaram atividade antimicrobiana 

(PORSANI et al., 2013) foram amplificados com os oligonucleotídeos específicos para família de  

actinobactérias (QUADRO 2) (MALDONADO et al., 2005). A escolha dos oligonucleotídeos 

iniciadores baseou-se na ampla diversidade de actinobactérias (MINCER et al., 2002).  

 

Target taxa Primer Seqüência 5’-3’ Temperatura 
de anelamento 

Fragmento 
amplificado 

(pb) 

Referência 

Actinobacteria 

 

S-C-Act-0235-a-S-20 

S-C-Act-0878-a-A-19 

CGCGGCCTATCAGCTTGTTG 

CCGTACTCCCCAGGCGGGG 

60 ºC 

 

640 N/A 

Amycolatopsis spp. AMY2 

ATOPb 

GGTGTGGGCGACATCCACGTTGT 

GCTGGTACAGAGGGCTGCGATAC 

55 ºC 450 Tan (2006) 

Micromonosporaceae M2F 

A3R 

SAGAAGAAGCGCCGGCC 

CCAGCCCCACCTTCGAC 

65 ºC 1000 Pisano et al. (2002) 

Pseudonocardia spp. AMP2 

AMP3 

GTGGAAAGTTTTTTCGGCTGGGG 

GCGGCACAGAGACCGTGGAAT 

60 ºC 640 Desconhecido 

Streptomycetaceae Sm6F 

Sm5R 

GGTGGCGAAGGCGGA 

GAACTGAGACCGGCTTTTTGA 

65 ºC 600 Monciardini et al. 

(2002) 

Streptosporangiaceae 21F 

959R 

GACGAARNTGACGTGTA 

CGTTGCGTCTAATTAAGCAA 

58 ºC 500 Hayakawa and 

Nonomura 1987 

Thermomonosporaceae T3F 

T8R 

GGGAGAATGGAATTCCC 

CCCCACCTTCGACC 

59 ºC 800 Athalye et al. (1985) 

Universala 27f 

152Srb 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

AAGGAGCTCWTCCARCC 

55 ºC 1500 N/A 

QUADRO 2- OLIGONUCLEOTÍDEOS ESPECÍFICOS PARA IDENTIFICAÇÃO DE MEMBROS DA 

CLASSE ACTINOBACTÉRIA  

Fonte: Maldonado et al., 2005 

N/A, Não aplicável. 
aEstes oligonucleotídeos são universais e não são específicos para ordem Actinomycetales.  
bSequências complementares estão mostradas pelo oligonucleotídeo reverso. 
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A amplificação para a amostra de actinobactérias seguiu as condições descritas por 

Monciardini et al. (2002) contendo: 50 ng de DNA extraído, tampão da reação 1 X, 1,5 U de Taq 

polimerase, 0,5 µM de primers (25 pmol/reação), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2 em 

um volume final de 50 µL. A amplificação foi realizada em termociclador Eppendorf® modelo 

Mastercycler Gradient com desnaturação inicial a 95 ºC por 5 min, 30 ciclos de 45 seg a 94 ºC, 

45 seg a 65 ºC e 1 min a 72 ºC, e extensão final de 10 min a 72 ºC.  

Os produtos de amplificação foram visualizados e quantificados em gel de agarose 1 % 

(p/v em TBE 1x utilizando o marcador de massa Low DNA Mass Ladder (1000 pb Ludwing 

Biotec). 

Para a purificação dos produtos de PCR foram acrescidos 50 µL de PEG (PEG 20 %, NaCl 

2,5 M) e incubados a 37 ºC por 30 min. Após este período os tubos foram centrifugados por 

20 min a 13800 g. Então, o sobrenadante foi descartado e ao restante foi adicionado 125 µL de 

etanol 80 % gelado permanecendo em contato por 1 min antes de nova centrifugação a 13800 g 

por 2 min. Após, o sobrenadante foi descartado e ao restante foi adicionado 125 µL de etanol 

absoluto pela parede do tubo. Novamente o sobrenadante foi descartado e o restante do etanol 

evaporado resultando em um pellet, que foi ressuspendido em 15 µL de água ultrapura 

permanecendo em repouso a temperatura ambiente por 24 h. Após a purificação, os produtos 

foram quantificados em gel de agarose 1 % (p/v em TBE 1x) utilizando o marcador de massa Low 

DNA Mass Ladder (1000 pb Ludwing Biotec). 

 

 

2.1.4 Sequenciamento da região 16S do rDNA 

 

 

Os isolados que produziram extratos com atividade antimicrobiana foram sequenciados 

com os oligonucleotídeos específicos para rDNA 16S de actinobactérias para identificação ao 

nível de espécie. O sequenciamento das regiões de rDNA foi realizado pelo método de terminação 

da cadeia (SANGER, NICKLEN, COULSON, 1977) utilizando a incorporação de 

dideoxinucleotídeos fluorescentes em Sequenciador Automático de DNA.  Foi realizada uma 

reação em cadeia da polimerase (PCR) com os primers 9F(5’ GAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) e 

Sm5R (5’ GAACTGAGACCGGCTTTTTGA3’). 

As reações de sequenciamento foram realizadas em placas envolvidas em papel alumínio 

com pouca luz incidente. Para cada reação foram utilizados 10 ng do produto de PCR, sendo o 
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volume a ser utilizado calculado de acordo com a quantificação realizada após a purificação do 

DNA amplificado.  

Para a purificação da reação de sequenciamento a cada produto da reação anterior, foi 

adicionado 1 µL de acetato de amônio 7,5 M e 27,5 µL de etanol absoluto. Em seguida, a placa de 

sequenciamento foi fechada e o conteúdo homogeneizado por inversão por 30 vezes. A placa foi 

centrifugada por 45 min a 2500 g e o sobrenadante descartado. Após um spin down a 500 g (placa 

invertida sobre um papel toalha) foi adicionado 100 µL de etanol 70 % recém-preparado. Seguiu-

se uma centrifugação a 2500 g com a placa aberta, e o sobrenadante foi descartado novamente e 

um spin down a 750 g foi aplicado. Após, a placa foi submetida à eletroforese em Sequenciador 

Automático de DNA modelo ABI 3130.  

A edição das sequências obtidas foi realizada com o auxílio do pacote do programa Staden 

versão 1.6 (BONFIELD et al., 2002). As sequências obtidas foram alinhadas pelo programa 

MEGA versão 5.0 (TAMURA et al., 2006) e foram comparadas com outras sequências existentes 

no banco de dados NCBI pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), permitindo a 

detecção de similaridade de uma sequência biológica com sequências caracterizadas já existentes. 

Para a análise das sequências obtidas neste trabalho foi utilizado o programa BLASTn que 

compara sequências de nucleotídeos com um banco de dados. 

 

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS 

 

 

2.2.1 Obtenção de metabólitos secundários em meio líquido 

 

 

Para o cultivo em meio líquido, o isolado selecionado Streptomyces longwoodensis 

(PORSANI et al., 2013) foi inoculado em placa de Petri contendo meio sólido Czapeck Dox. Após 

o crescimento por 7 a 14 dias a 28 °C, foram inoculadas 3x108 UFC/mL em 50 mL de meio 

líquido contendo a concentração de 40 g/L de glicose e 10 g/L de peptona e incubados sob 

agitação a 150 rpm  a 28 ºC por 7 dias para a análise em escala analítica.  

Após este período, foram transferidos para frascos Erlenmeyers contendo 150 mL de meio 

líquido, sendo cultivados por mais 7 dias sob as mesmas condições da escala analítica (SOUZA et 

al., 2004). 
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2.2.2 Obtenção do extrato bruto  

 

 

Após o período de incubação em escala preparativa, o caldo de fermentação (item 2.2.1) foi 

filtrado a vácuo com papel filtro em funil de Büchner. Ao volume do filtrado obtido foram 

adicionados 200 mL de acetato de etila (AcOEt), agitando-se vigorosamente a solução para a 

formação de duas fases: uma aquosa, na parte inferior, e outra orgânica, na parte superior. A fase 

orgânica foi separada em um novo recipiente e a aquosa foi submetida a mais três extrações com 

100 mL de AcOEt. A fase orgânica foi evaporada à secura em rotavapor para o cálculo do 

rendimento. A fração AcOEt foi submetida à técnicas cromatográficas diversas, utilizando-se 

solventes de polaridade adequada para o isolamento das substâncias de interesse (BARATTO, 

2010 adaptado por PORSANI-AZUMA, 2011). 

 

 

2.2.3 Isolamento e elucidação estrutural dos compostos bioativos 

 

 

O extrato bruto de coloração alaranjada (650 mg) obtido foi fracionado por cromatografia 

em coluna e cromatografia centrífuga circular (Chromatotron®), usando rotores de sílica. A 

eluição com acetato de etila: hexano (4:1) resultou no isolamento das actinomicinas X0β (17 mg), 

X2 (115 mg) e D (24 mg). Os metabólitos foram estruturalmente caracterizados por meio de 

técnicas espectroscópicas (IV, EM, RMN) e comparação com dados da literatura (LACKNER et 

al., 2000). 

A cromatografia preparativa em coluna foi realizada em gel de sílica (40-63 µm), Merck. 

Cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada com placas de sílica Fluka. Cromatografia 

centrífuga em camada delgada foi realizada em Chromatotron modelo 7924T (Harrison Research, 

Palo Alto, CA, EUA) utilizando rotores de sílica. Os dados de RMN foram adquiridos com 

instrumentos Brucker (Rheinstetten, Alemanha), modelos Advance DRX 400 e DPX 200, 

utilizando TMS como padrão interno. Dados de EM foram obtidos com um aparelho Thermo 

Fisher Scientific Inc. (LTQ XL Linear Ion Armadilha) no Departamento de Química da UFPR. 
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2.2.4 CLAE - Método analítico para quantificar a produção de substâncias antimicrobianas 

 

 

As actinomicinas isoladas a partir dos extratos obtidos do metabolismo secundário da 

actinobactéria isolada da região entre-marés S. longwoodensis (item 2.2.1), foram quantificados e 

analisados por CLAE no Departamento de Química da UFPR (SILVA, 2002; MAIA, 2009). Uma 

alíquota do caldo de fermentação (200 µl) foi transferida para um microtubo. Em seguida, 

acetonitrila (400 µl) foi adicionado, o tubo foi agitado durante 30 seg num agitador de vórtice, e 

depois centrifugou-se durante 2 min. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi extraído 

novamente com a mesma quantidade de solvente. Os extratos combinados foram em seguida 

analisados por CLAE. Uma curva analítica foi preparada com soluções de actinomicinas 

purificadas em MeOH (1000, 500, 250, 124 e 62,5 ng/mL). 

 As análises foram realizadas em sistema Varian (Palo Alto, Califórnia) que consistia de 

bomba (modelo ProStar 230), um detector de arranjo de diodos (ProStar 335) e amostrador 

automático (modelo ProStar 400). As amostras (20 µl) foram injetadas numa coluna Eclipse XDB-

C18, 4,6 X 150 mm, 5 mm (Agilent). A eluição foi realizada com MeOH/H2O (7:3), e foram 

monitorizadas a 445 nm. 

 

 

2.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE 

  

 

Para avaliar os efeitos provenientes da interação entre as substâncias de interesse (extrato 

bruto e actinomicina X2) e uma linhagem celular, células Vero (linhagem celular isolada a partir de 

tecido epitelial de rim de macaco) foram cultivadas em microplacas de 96 poços. As 

monocamadas foram incubadas durante 96 h a 37 °C e 5 % de CO2 com meio DMEM contendo 

5 % de soro fetal bovino (FBS), penicilina G (100 UI/mL), enrofloxacina (10 µg/mL) e 

anfotericina B (1,25 µg/mL), em duas séries de diluições dos compostos a diferentes 

concentrações, variando de 0,98-500 µg/mL e 1 % de DMSO (DENIZOT, LANG, 1986).  

Para isso, foram utilizadas três repetições de oito poços para a avaliação da toxicidade in 

vitro das amostras de extrato bruto e a actinomicina X2 (item 2.2.3) de cada diluição. As amostras 

foram esterilizadas por filtração através de membranas de PVDF (tamanho do poro 0,22 µm), foi 
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determinada de acordo com Denizot e Lang (1986), através da quantificação das células viáveis 

utilizando brometo 3 - (4,5 - dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazol (MTT- 5,0 mg/mL). O MTT é 

um sal de tetrazólio amarelo que é convertido em formazan púrpura por desidrogenases 

mitocondriais das células vivas. Assim, a quantidade de formazan produzida é proporcional ao 

número de células vivas.  E é possível calcular a CC50, definida como a concentração da amostra 

que poderia reduzir em 50 % o número de células viáveis, quando comparado com um controle. 

Este experimento foi expresso estatisticamente como a média +  desvio padrão, e analisados 

pelo teste t Student com P < 0,002. Variáveis que excederam o limite de quantificação foram 

consideradas estatisticamente significativas (BOLTON, 1990). 

 

 

2.4 MÉTODO DA MACRODILUIÇÃO (ADAPTAÇÃO DO MANUAL PADRONIZADO PELA 

CLSI M7-A6, 2003; GOLD STANDARD PARA A VERIFICAÇÃO DE ATIVIDADE 

ANTIMICROBIANA) 

 

  

2.4.1 Micro-organismos patogênicos utilizados 

 

 

Para os testes de atividade antimicrobiana, foram escolhidos micro-organismos 

considerados agentes causadores de doenças em humanos. As seguintes linhagens patogênicas de 

referência foram utilizadas: a levedura Candida albicans ATCC 10231 e as bactérias 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 e Staphylococcus aureus resistente (MRSA - linhagem selvagem, Hospital Universitário de 

Curitiba, PR). 

  

 

2.4.2 Método da Macrodiluição 

 

 

Em tubo de ensaio contendo 1mL de caldo Müller-Hinton (CMH), já adicionado o extrato 

bruto ou  actinomicina X2 (item 2.2.3) em concentração conhecida, foi inoculado 1mL do micro-

organismo a ser combatido na concentração de 105 UFC/mL, proveniente de uma cultura prévia 
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em AMH  de 24 h (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans e MRSA). A concentração do 

micro-organismo foi ajustada com o auxílio de uma escala MacFarland 0,5 seguida de diluição. 

Um controle de crescimento do inóculo foi preparado contendo 1mL de CMH e 1mL do micro-

organismo na mesma concentração do ensaio. Para controlar a influência do solvente (DMSO) na 

atividade do extrato e da actinomicina X2 foram preparados controles contendo o volume de 

solvente igual ao volume usado nas amostras de extrato e actinomicina X2. Para a confirmação dos 

resultados foram semeados com o auxílio de um Swab os tubos que apresentaram a concentração 

inibitória, em placa de Petri contendo AMH e esta foi incubada a 35 ºC por 24 h para posterior 

análise do crescimento dos micro-organismos. Para a levedura o período de incubação foi de 48 h, 

também a 35 ºC. O teste foi realizado em duplicata. Foram realizadas variações de 10, 50, 100, 

250 e 500 µg/mL do extrato bruto e as concentrações de 12,5, 25, 50, 100 e 200 µg/mL de 

actinomicina X2 para que fosse encontrada a concentração inibitória mínima. Como controles 

positivos foram utilizados 40 µL de gentamicina e vancomicina (2,0 mg/mL) para as bactérias e  

40 µL de nistatina (1000 UI/mL) para levedura. 

 

 

2.5 OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS PELO ISOLADO 

PRODUTOR DE SUBSTÂNCIAS ANTIMICROBIANAS 

 

 

 Para definir os requisitos ideais de cultura em meio líquido para a produção de metabólitos 

para cada micro-organismo é necessário que se conheça os melhores parâmetros físicos e 

químicos, assim como, as fontes nutricionais. As fontes de carbono e nitrogênio investigadas neste 

trabalho foram: sacarose (20 g/L e 40 g/L), dextrose (20 g/L e 40 g/L), maltose (20 g/L e 40 g/L),  

amido (20 g/L e 40 g/L), nitrato de amônio (6 g/L e 10 g/L), extrato de levedura (6 g/L e 10 g/L) e 

extrato de malte (6 g/L e 10 g/L). Os parâmetros físico-químicos foram: temperatura, pH e período 

de crescimento. Os teste foram realizados em triplicata (YU, 2008; NANJWADE, 2010). 
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2.5.1 Planejamento experimental para três variáveis independentes 

 

 

O delineamento composto central (DCC) foi utilizado para avaliar se os fatores 

temperatura, tempo e pH afetavam a produção de biomassa e rendimento da substância bioativa 

(TABELA 1). O software utilizado para o delineamento do experimento foi Minitab 16 (Minitab 

Corporation, 2010). 

A análise foi realizada baseando-se em três parâmetros: temperatura, pH e tempo de 

cultivo. Dessa forma, foi realizado um fatorial completo 23, incluindo os 6 pontos axiais e 6 

repetições no ponto central, totalizando 20 ensaios (Apêndice – OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO 

DE SUBSTÂNCIAS BIOLOGICAMENTE ATIVAS) (RODRIGUES; IEMMA, 2009). 

 

 

 

 

Variáveis a  -α -1 0 1 α 

pH x1 3,32 4 5 6 6,68 

Temperatura (°C) x2 13,2 20 30 40 46,8 

Tempo (dias) x3 1,28 4 8 12 14,72 
a Pontos do delineamento: centro (0), cubo (-1, 1), axial (-α, α). 

(n=5 no ponto central; α=1.68179). 
Fonte: O autor 
 

 

3 RESULTADOS  

 

 

3.1 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS POTENCIALMENTE PRODUTORES DE 

SUBSTÂNCIAS ANTIMICROBIANAS 

 

 

O gênero Streptomyces caracteriza-se por bactérias Gram positivas, formadoras de micélio. 

Na figura 3 podem-se observar longas hifas com filamentos que podem ser retos a ondulados. Os 

filamentos podem sofrer ramificações que se fragmentam em formas bacilares e esféricas e são 

TABELA 1: VALORES UTILIZADOS NO DCC PARA TRÊS FATORES: pH, TEMPERATURA E TEMPO 
DE CULTIVO 
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capazes de formar um novo organismo (BRENNER; KRIEG; STALEY, 2004; VENTURA et al., 

2007; YU et al., 2009; LU et al., 2009). 

 

 
 

FIGURA 3: MICROMORFOLOGIAS DE ACTINOBACTÉRIAS VISUALIZADAS EM MICROSCOPIA 
ELETRÔNICA DE VARREDURA. a, b, c. Streptomyces parvus (aumento a: 1000X, b: 5000X, c: 7500X); 
d, e, f. Streptomyces variabilis (aumento d: 1200X, e: 2700X, f: 7500X); g,h. Streptomyces seoulensis 

(aumento g: 9500X, h: 20000); i, j, k, l. Streptomyces bacillaris (aumento i: 1800X, j: 7500X, k: 7500X, l: 
7500X); m,n, o. Streptomyces malachitospinus (aumento m: 1000X, n: 7500X, o: 20000X); p, q, r. 
Streptomyces cavourensis (aumento p: 1000X, q: 7500X, r: 7500X); s,t. Streptomyces longwoodensis 
(aumento s: 7500X e t: 1000X). 
Fonte: O autor 

 

 

O sequenciamento da região 16S do DNA ribossomal dos isolados de actinobactérias 

produziram sequências acima de 1000 pb. As espécies identificadas foram Streptomyces parvus, 

S.bacillaris, S. cavourensis, S. seoulensis, S. longwoodensis, S. variabilis e S. malachitospinus. As 

sequências foram alinhadas e submetidas ao Genbank, após a comparação entre sequências já 

existentes na base de dados que mostraram similaridade variando de 100 a 97 %. Cada isolado de 

actinobactéria sequenciado ao ser depositado no GenBank recebeu um número de acesso 

(TABELA 2). 
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TABELA 2: IDENTIFICAÇÃO POR CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS E POR COMPARAÇÃO 
COM SEQUÊNCIAS 16S DE rDNA DE ACTINOBACTÉRIAS 
 

Isolado N°Acesso GenBank Identificação 
morfológica 

Actinobactérias relacionadas Acesso % Identidade 

 
AD G27 12B 83 JX997139 

 

Streptomyces sp. 
 

Streptomyces parvus 

Streptomyces parvus 

 
EU741180.1 
EU741140 

 
99 
99 

 
AS G31 5A 43 JX997140 

 

Streptomyces sp. 
 

Streptomyces bacillaris 

Streptomyces bacillaris 

 
FJ792250.1 
FJ792580.1 

 
100 
99 

 
AD G32 11A 60 JX997141 

 

Streptomyces sp. 
 

Streptomyces seoulensis 
Streptomyces seoulensis 

 
EU841610 
FJ486370.1 

 
99 
98 

 
 
AS G34 3B 18 
AD 7A 41 

JX997143 
JX997144 

 

 

Streptomyces sp. 
Streptomyces sp. 

 

Streptomyces variabilis 
Streptomyces variabilis 
Streptomyces variabilis 
Streptomyces variabilis 
Streptomyces variabilis 

 
JN180216.1 
EU593728.1 
EU570412.1 
EU570367.1 
EU370085.1 

 
100 
100 
100 
100 
100 

 
AS G35 3A 43 
 AD 11B 76 
AS 3A 26 

JX997146 
JX997147 
JX997148 

 

Streptomyces sp. 
Streptomyces sp. 
Streptomyces sp. 

 

Streptomyces cavourensis 

Streptomyces cavourensis 

Streptomyces cavourensis 

 

 
NR_043851.1 
AB184264.1 
HQ610450 

 
100 
100 
100 

 
 
AD 3B 17 JX997145 

 

 

Streptomyces sp. 

 

Streptomyces longwoodensis 

Streptomyces longwoodensis 

Streptomyces longwoodensis 

 
EU240414.1 
EU841590.1 
NR_041161.1 

 
97 
97 
98 

 
AD G34 12B 82 

JX997142 

 

Streptomyces sp. 
 

Streptomyces malachitospinus 

 
NR041423.1 

 
99 

 
 

 

 

A árvore baseada no sequenciamento do rDNA 16S foi construída por máxima 

verossimilhança através da aplicação do modelo de distância  Tamura 3-parâmetros implementado 

pelo programa Mega 5.0 com 10.000 inferências de bootstrap. De acordo com a Figura 4, sete 

grandes grupos foram obtidos com valores elevados de booststraps.  
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FIGURA 4: ÁRVORE FILOGENÉTICA DAS LINHAGENS DE Streptomyces sp. ISOLADAS E DE 
LINHAGENS PRÓXIMAS DEPOSITADAS NO GenBank. NÚMEROS DOS NÓS INDICAM NÍVEIS 
DE SUPORTE DE BOOTSTRAP COM BASE NUMA ANÁLISE DE NEIGHBOR-JOINING. 
Microbispora rosea FOI ESCOLHIDO COMO O GRUPO EXTERNO. Fonte: O autor 
 

 Streptomyces parvus strain: NBRC 14599 
 Streptomyces parvus strain 13647J 
 Streptomyces parvus strain NRRL B-1455T 16S 
 Streptomyces parvus 13651Z 
 Streptomyces parvus NBRC 3388 

 Streptomyces parvus AD G27 12B 83 
 Streptomyces bacillaris KCTC 9018

 Streptomyces bacillaris cfcc3171

 Streptomyces bacillaris AS G31 43 
 Streptomyces bacillaris NBRC 13487

 Streptomyces bacillaris  DSM 40598 
 Streptomyces bacillaris cfcc3101 

 Streptomyces cavourensis AS 3A 26 
 Streptomyces cavourensis SY224

 Streptomyces cavourensis subsp. cavourensis NRRL 2740

 Streptomyces cavourensis subsp. Cavourensis NBRC 13026 
 Streptomyces cavourensis AD 11B 76 

 Streptomyces seoulensis AD G32 11A 60 
 Streptomyces seoulensis IMSNU 21266 

 Streptomyces seoulensis HBUM174550 
 Streptomyces longwoodensis AD 3B 17 

 Streptomyces longwoodensis B126 
 Streptomyces longwoodensis NBRC 14251 
 Streptomyces longwoodensis HBUM174899 

 Streptomyces tendae TPF-4

 Streptomyces tendae RDS16 
 Streptomyces malachitospinus AD G34 12B 82 

 Streptomyces malachitospinus NBRC 101004 
 Streptomyces malachitospinus MJM10146

 Streptomyces tendae DSABD7

 Streptomyces variabilis AD 7A 41 
 Streptomyces variabilis AS G34 3B 18 
 Streptomyces variabilis NBRC 12825 
 Streptomyces variabilis NRRL B-3984T 
 Streptomyces variabilis 7525

 Streptomyces variabilis 173628 
 Streptomyces variabilis 173893

 Streptomyces variabilis 173505 
 Streptomyces variabilis 13-1 

 Microbispora rosea strain JK 3-4 
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3.2 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS  

 

 

 Após isolamento e purificação por métodos cromatográficos, os compostos foram 

submetidos a análises espectroscópicas. Os dados de RMN permitiram concluir que as substâncias 

com ação antimicrobiana isolada de S. longwoodensis pertencem à classe das actinomicinas do 

complexo Z (FIGURA 5), por meio de comparação com dados da literatura (LACKNER et al., 

2000).  

 

 
 

FIGURA 5: ESTRUTURA DA ACTINOMICINA (R = OH, X0β; R = O, X2; R = H, D). 
 

O extrato alaranjado de S. longwoodensis continha três componentes principais 

(FIGURA 6).  

Fenoxazinona 

R 
OH = X0β 

O = X2 
H = D 
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FIGURA 6: PERFIL CROMATOGRÁFICO DO EXTRATO BRUTO DA ACTINOBACTÉRIA 
S. longwoodensis FASE MÓVEL CHCl3:MEOH (95:5 V/V) REVELAÇÃO: VANILINA 
SULFÚRICA. 
Fonte: O autor (2010) 

 

O composto isolado X2 produziu um espectro de UV com uma forte banda de absorção a 

440 nm (FIGURA 7). Os espectros de ESI-MS mostraram picos a 1269,6 [M + H]+ e 1291,6 

[M + Na]+, que são compatíveis com uma fórmula molecular C62H86N12O17. Os espectros de RMN 

de 13C mostraram sinais que correspondem a uma porção característica das actinomicinas, 

fenoxazinona, a qual confere cor amarelo-alaranjada aos compostos. Os outros sinais puderam ser 

atribuídos a anéis α e β que foram comparáveis aos da literatura para actinomicina X2 (LIFFERTH 

et al., 1999). Os dados espectroscópicos para os outros dois compostos foram semelhantes aos do 

primeiro, actinomicina X2. A diferença mais importante foi observada no espectro de RMN de 13C 

e C4 do resíduo prolina em anel β, em actinomicina X2, uma carbonila (209,0 ppm). No segundo 

composto (D) a ressonância correspondente foi de 22,9 ppm (CH2, DEPT), típico de um carbono 

saturado, enquanto que para o terceiro composto (X0β) que foi de 70,6 (CH, DEPT), indicativo de 

um carbinol. Por conseguinte, o segundo e terceiro compostos isolados D e actinomicina X0β, 

X2 
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respectivamente. Os dados espectroscópicos estão de acordo com aqueles descritos na literatura 

(LIFFERTH et al., 1999).  

 

 

 

FIGURA 7: ESPECTRO UV DA ACTINOMICINA X2 

 

Com o intuito de analisar o extrato bruto, frações e substâncias isoladas por CLAE, foi 

necessário desenvolver um método e para isso otimizar a fase móvel. A mistura de MeOH/H2O 

(7:3) deu origem a uma separação da linha de base em menos de 15 min (FIGURA 8). Para 

análises quantitativas da amostra foi necessária, após a centrifugação da amostra seguida por 

injeção de sobrenadante, a extração adicional do pelete com o solvente orgânico, porque os 

metabólitos coloridos foram retidos pela biomassa. 
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FIGURA 8: CROMATOGRAMA OBTIDO DA ANÁLISE POR CLAE DO EXTRATO BRUTO 
A PARTIR DA FERMENTAÇÃO DE S. longwoodensis. 
 
 

3.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE 

 

 

A amostra de extrato bruto mostrou diferença significativa em relação ao controle até a 

concentração mais baixa testada de 0,98 µg/mL em células Vero para 96 h de incubação, 

apresentando uma CC50 <  0,98 µg/mL (inferior 90,3 % de células viáveis ) (FIGURA 9). Em toda 

a gama de concentrações que foram avaliadas, houve uma alteração na morfologia normal das 

células, caracterizado por arredondamento celular e granulação (apoptose). Amostra actinomicina 

X2, também, apresentou o mesmo tipo de efeito citopático, com as células menos viáveis  do que o 

controle a partir de 0,98 µg/mL. Nesta concentração, houve uma perda da viabilidade de células 

Vero  de 87,5 %, mostrando igualmente um CC50 < 0,98µg/mL (FIGURA 10). Interessante notar 

que, embora as taxas de viabilidade celular tenham sido semelhantes, o extrato bruto foi levemente 

mais citotóxico. Provavelmente por causa da associação das 3 actinomicinas produzindo o efeito 

sinérgico que ocorre quando o conjunto de moléculas é mais potente que a substância isolada. 

Diante dos resultados obtidos neste ensaio preliminar é necessária a confirmação do efeito 

citotóxico em outras linhagens celulares. 
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FIGURA 9: AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO BRUTO EM CÉLULAS 
VERO APÓS 96 h DE INCUBAÇÃO À 37 °C E 5 % DE CO2 PELO ENSAIO MTT. Controle: 
amostra sem tratamento. As barras representam as médias e as linhas verticais indicam os desvios 
padrão, n=3, * P<0,02. 
 
 

  

FIGURA 10: AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DE ACTINOMICINA X2 EM CÉLULAS 
VERO APÓS 96 h DE INCUBAÇÃO À 37 °C E 5 % DE CO2 PELO ENSAIO MTT. Controle: 
amostra sem tratamento. As barras representam as médias e as linhas verticais indicam os desvios 
padrão, n=3, * P<0,02. 
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3.4 MÉTODO DA MACRODILUIÇÃO (ADAPTAÇÃO DO MANUAL PADRONIZADO PELA 

CLSI M7-A6, 2003; GOLD STANDARD PARA A VERIFICAÇÃO DE ATIVIDADE 

ANTIMICROBIANA)  

 

 

Resultados da macrodiluição indicam que o extrato bruto e actinomicina X2 do isolado 

Streptomyces longwoodensis possui potente atividade antimicrobiana contra S.aureus, MRSA, E. 

coli e C. albicans (TABELAS 3 e 4). As concentrações inibitórias mínimas (MIC) observadas para 

o extrato bruto foram de 50 µg/mL para MRSA, 250 µg/mL para S. aureus e 500 µg/mL para C. 

albicans. Em comparação, a actinomicina X2 teve menor MIC, pois 25 µg/mL inibiram as 

linhagens S. aureus, MRSA e E. coli. 

 

TABELA 3: CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA (MIC) DO EXTRATO BRUTO DE 
S. longwoodensis 

 
Concentração do 
extrato (µg/mL) 

S.aureus MRSA P. aeruginosa E. coli KPC C. albicans Controle + Controle - 

10 +         + +        
+ 

+         + +         
+ 

+         
+ 

+         + +         + -          - 

50 +         + -         
- 

+         + +         
+ 

+         
+ 

+         + +         + -         - 

100 +/-      
+/- 

-         
- 

+         + +         
+ 

+         
+ 

+         + +         + -         - 

250 -          - -         
- 

+         + +         
+ 

+         
+ 

+/-      
+/- 

+         + -         - 

500 -          - -         
- 

+         + +         
+ 

+         
+ 

-          - +         + -         - 

Legenda: Ocorreu turvação e houve crescimento em placa: + (não se obteve atividade); não 
ocorreu turvação e não ocorreu crescimento em placa: - (obteve-se atividade bactericida ou 
fungicida); ocorreu pouco crescimento em placa em relação ao controle: +/- (atividade 
bacteriostática ou fungistática). Controle para S. aureus, P. aeruginosa, E.coli: gentamicina 
(2 mg/mL); controle para C. albicans: nistatina (1000 UI/mL); controle para MRSA: vancomicina 
(2 mg/mL). 
Fonte: O autor 
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TABELA 4: CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA (MIC) DE ACTINOMICINA X2 DE 
S. longwoodensis 

 
Concentração do 
extrato (µg/mL) 

S.aureus MRSA E. coli C. albicans Controle + Controle - 

12,5 
 

+ +        +              +       +         - 

25 
 

      - -          -              + +  - 

50 
 

      -       -          -              +        +         - 

100 
 

-          -          -              +        +         - 

200 -          -          -              +        +         - 
Legenda: Ocorreu turvação e houve crescimento em placa: + (não se obteve atividade); não 
ocorreu turvação e não ocorreu crescimento em placa: - (obteve-se atividade bactericida ou 
fungicida). Controle para S. aureus, P. aeruginosa, E.coli: gentamicina (2 mg/mL); controle para 
C. albicans: nistatina (1000 UI/mL); controle para MRSA: vancomicina (2 mg/mL). 
Fonte: O autor 

 

 

3.5 OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS PELO ISOLADO 

PRODUTOR DE SUBSTÂNCIAS ANTIMICROBIANAS 

 

 

Em estudo usando DCC foi possível definir quais são as faixas mais adequadas para cada 

resposta desejada (temperatura, pH e tempo de cultivo). Dessa forma, as melhores condições 

encontradas para a otimização da produção de biomassa (g) foram a temperatura de 30 °C; o 

tempo de cultivo 7,5 dias e o pH 5,2 (FIGURA 11). Cultivando o micro-organismo nestas 

condições, foi possível obter um rendimento de 3,2 g/L  
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FIGURA 11: MAPA DE CONTORNO EM FUNÇÃO DO pH, TEMPERATURA E TEMPO DE 
CULTIVO DE S. longwoodensis 
Legenda: Gráfico a: temperatura x pH (30 °C e 5, temperatura e pH ótimos, respectivamente). Gráfico b: 
tempo x pH (8 dias e 5, tempo de cultivo e pH ótimos, respectivamente). Gráfico c: tempo x temperatura (8 
dias e 30 °C, tempo e temperatura ótimos, respectivamente). 
 
 
 

Os melhores rendimentos foram obtidos quando se usou amido e dextrose como fonte de 

carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogênio (TABELA 5).  
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TABELA 5: FONTES DE CARBONO E NITROGÊNIO E RESPOSTA DA BIOMASSA (g) DE 
S. longwoodensis 

 
Ensaios Fonte de Carbono e Nitrogênio  

Ensaios Fonte de C e N Biomassa (g) Média 

1 Sacarose 20 g/L 0,097  
0,103 2 0,109 

3 Sacarose 40 g/L 0,109  
0,136 4 0,163 

5 Dextrose 20 g/L 0,143  
0,150 6 0,158 

7 Dextrose 40 g/L 0,353  
0, 344 8 0,336 

9 Maltose 20 g/L 0,042  
0,088 10 0,135 

11 Maltose 40 g/L 0,138  
0,152 12 0,166 

13 Amido 20 g/L 0,134  
0,134 14 0,134 

15 Amido 40 g/L 0,489  
0,434 16 0,380 

17 Nitrato de amônio 6 g/L 0,070  
0,071 18 0,072 

19 Nitrato de amônio 10 g/L 0,096  
0,088 20 0,081 

21 Extrato de levedura 6 g/L 0,457  
0,252 22 0,0476 

23 Extrato de levedura 10 g/L 0,558  
0,450 24 0,342 

25 Extrato de malte 6 g/L 0,148  
0,155 26 0,163 

27 Extrato de malte 10 g/L 0,195  
0,213 28 0,232 

                          Fonte: O autor 
 

 

A maior produção de metabólitos obtida foi com dextrose (40 g/L) e peptona (10 g/L)  a 

um  pH de 5,5, temperatura 30 °C, após 7 dias. Nestas condições, os rendimentos de actinomicinas 

X2, D e X0β foram 1184, 1482 e 149 mg/L, respectivamente (FIGURA12).  

 

 

 



FIGURA 12: INFLUÊNCIA DA COMPOSIÇÃO DO MEIO NA PRODUÇÃO DE 
ACTINOMICINAS X2, D E X
 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 

As actinobactérias, isoladas da região entre

substâncias antimicrobianas 

bacillaris, Streptomyces cavourensis, Streptomyces seoulensis, Streptomyces

Streptomyces variabilis e Streptomyces malachitospinus.

No estudo realizado por Maldonado 

isoladas a partir de sedimento marinho, a maioria 

atividade antimicrobiana contra micro

actinobactérias são conhecida

para produção de compostos bioativos.

Micromonosporaceae, Pseudonocardiaceae, Streptomycetaceae, Streptosporangiaceae, 

Thermomonosporaceae são conhecidos por produzirem compostos antibióticos incluindo 

 

 

INFLUÊNCIA DA COMPOSIÇÃO DO MEIO NA PRODUÇÃO DE 
X0β POR S. longwoodensis.  

As actinobactérias, isoladas da região entre-marés, potencialmente

 foram identificadas como Streptomyces parvus, Streptomyces 

bacillaris, Streptomyces cavourensis, Streptomyces seoulensis, Streptomyces

Streptomyces malachitospinus. 

por Maldonado et al. (2009), sobre diversidade de actinobactérias 

isoladas a partir de sedimento marinho, a maioria pertence ao gênero Streptomyces

na contra micro-organismos Gram positivos e negativos.

actinobactérias são conhecidas como fontes de metabólitos secundários com grande capacidade

compostos bioativos. Além disso, os micro-organismos pertencentes às 

Micromonosporaceae, Pseudonocardiaceae, Streptomycetaceae, Streptosporangiaceae, 

Thermomonosporaceae são conhecidos por produzirem compostos antibióticos incluindo 
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INFLUÊNCIA DA COMPOSIÇÃO DO MEIO NA PRODUÇÃO DE 

potencialmente produtoras de 

Streptomyces parvus, Streptomyces 

bacillaris, Streptomyces cavourensis, Streptomyces seoulensis, Streptomyces longwoodensis, 

. (2009), sobre diversidade de actinobactérias 

Streptomyces, possuindo 

positivos e negativos. Estas 

s como fontes de metabólitos secundários com grande capacidade 

organismos pertencentes às famílias 

Micromonosporaceae, Pseudonocardiaceae, Streptomycetaceae, Streptosporangiaceae, 

Thermomonosporaceae são conhecidos por produzirem compostos antibióticos incluindo 
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eritromicina, gentamicina, valinomicina, rifamicina, teicoplanina e vancomicina (MONCIARDINI 

et al. 2002). 

A actinobactéria S. seoulensis descrita por Chun et al. (1997), é aeróbia, Gram positiva, 

forma micélio amarelo e esporos de cor cinza em ágar glicerol-asparagina. Dentre os metabólitos 

produzidos por S. seoulensis destaca-se a desidrogenase lipoamida (LPD) (YOUN et al., 1998). 

Esta enzima é um componente essencial do complexo piruvato desidrogenase que desempenham 

um papel crucial no metabolismo central de organismos aeróbios; LPD é um agente facilitador na 

ciclagem redox de compostos de quinona e tem sido amplamente estudada, pois muitas drogas 

antitumorais contêm o núcleo quinona (YOUN et al., 2000). 

 A espécie S. parvus produz compostos arilomicinas os quais são inibidores de peptidase e 

apresentam potencial antibiótico de amplo espectro tanto para bactérias Gram-positivas como 

Gram-negativas, tais como Helicobacter pylori e Staphylococcus epidermidis (JIN et al., 2012; 

RAO et al., 2012). 

 XIN et al. (2011) isolaram actinobactérias de esponjas marinhas, dentre estas a espécie S. 

bacillaris, na qual foram rastreados genes que codificam policetídeos sintetases (PKS) com 

potencial para produção de compostos ativos.  

Em pesquisa, S. cavourensis, espécie de actinobactéria isolada de plantas medicinais 

endofíticas, foi capaz de inibir S. aureus resistente à penicilina (ZHANG, REN, ZHANG, 2012).  

Em esforços contínuos para procurar produtos naturais a partir de bactérias marinhas, 

obteve-se uma série de frações derivadas da actinobactéria marinha S. variabilis que exibiu 

seletividade para  linhagem de células de câncer pancreático. A análise das frações ativas mostrou 

a presença de amosamida A e B, assim como foi possível, também,o isolamento de ammosamide 

D (PAN et al., 2012). 

Kalakoutskii et al. (1990) relatam comunidades de algas e bactérias em culturas mistas, 

com predominância de actinobactérias em associação com células de algas e com outros 

organismos. A espécie S. malachitospinus estimulou a formação de zigotos no fungo filamentoso 

Phycomyces blakesleeanus.  

A espécie S. longwoodensis foi descrita por Prosser e Palleroni, (1976), produz o 

antibiótico ionóforo poliéter, a lisocelina, e caracteriza-se pela cor cinza de seus esporos, que se 

dispõe em espiral. Geralmente, os ionóforos são altamente efetivos contra bactérias Gram-

positivas, mas exibem pouca ou nenhuma atividade sobre bactérias Gram-negativas 

(BERCHIELLI, 2011). LACKNER et al. (2000) identificaram  compostos bioativos com ação 

antimicrobiana de S. longwoodensis pertenciam à classe das actinomicinas do complexo Z. 
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As actinomicinas são uma família de cromopeptídeos com potencial antibiótico e 

antitumoral isolados a partir de Streptomyces sp. Complexos de actinomicina foram denominados  

A, B, C, D, I, X e Z. As actinomicinas compartilham o mesmo cromóforo fenoxazinona, variando 

apenas no conteúdo de aminoácidos das duas porções depsipentapeptídeo. Actinomicinas C3 e D 

possuem aplicações clínicas como drogas anticâncer, particularmente na terapia de tumor de Wilm 

e sarcoma em crianças e ainda, actinomicina D, foi proposto como um agente terapêutico para a 

AIDS (Síndrome da imunodeficiência adquirida), pois é um potente inibidor do vírus HIV-

1(MASON; KATZ, 1974; YUNG et al., 1985; LACKNER et al., 2000). Ainda, Chen et al. (2012) 

investigaram a actinobactéria Streptomyces avermitilis para produção de actinomicina que 

apresentou ação inibitória contra Mycobactrium bovis e Mycobacterium tuberculosis. Neste 

trabalho constatou-se que S. longwoodensis é um excelente produtor de actinomicina e pode ser, 

portanto, uma nova fonte altamente produtiva de actinomicinas X2, D e X0β. 

Para avaliar os efeitos provenientes da interação entre as substâncias de interesse e uma 

linhagem celular utilizou-se as células Vero (DENIZOT, LANG, 1986). Neste ensaio de 

citoxicidade, houve diferenças significativas em relação ao controle (CC50 < 0,98 µg/mL), sem 

extrato, onde a concentração mais baixa testada apresentou alteração na morfologia normal das 

células. Diante da elevada toxicidade do extrato bruto e das substâncias isoladas investigou-se a 

atividade biológica entomopatogênica,  tema abordado mais profundamente no Capítulo 3. Muitas 

espécies de actinobactérias, como as pertencentes ao gênero Streptomyces, são conhecidas como 

agentes de biocontrole. O controle biológico  de pragas tem sido frequentemente utilizado em 

países tropicais, como o Brasil, e é apoiado  pelo desenvolvimento de pesquisa básica e aplicada 

local (LACAVA, AZEVEDO, 2014). 

Pan et al. (2012) descreveram o metabólito Amosamida D, um composto redutor de 

quinonas, que impede a formação correta da dupla hélice de DNA no núcleo das células,  causando 

apoptose. Kesavan et al. (2014) caracterizaram metabólitos obtidos do extrato de um isolado de S. 

variabilis, citando diversos métodos de ação biológica, como eliminação de células tumorais na 

medula óssea, atividade citotóxica, estimulação de adipogênese e gliceroneogênese, além de afetar 

a diferenciação de liposarcoma humano. 

Em nossa pesquisa, os metabólitos isolados de S. longwoodensis apresentaram potente 

atividade antimicrobiana contra S.aureus, MRSA, E. coli e C. albicans. Estas linhagens foram 

escolhidas para o teste de atividade antimicrobiana por serem consideradas agentes causadores de 

doenças no homem. C. albicans é um patógeno oportunista, são fungos detectados com maior 

frequência na cavidade oral (O’SULLIVAN et al.  2000; GHANNOUM et al. 2010) e a candidíase 
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é a infecção mais comum causada pelo gênero Candida (CANNON et al. 1995). S. aureus é uma 

das bactérias mais frequentemente identificadas como causadora de infecções nosocomiais, 

particularmente S. aureus resistente à meticilina (MRSA) (MENDOZA et al., 2000). MRSA é 

reconhecido como um dos principais agentes virulentos, membro persistente da microbiota 

endógena humana e relacionado a importantes processos infecciosos (SILVA, 2012). E. coli pode 

ser prejudicial à saúde dependendo da quantidade no organismo, causando sintomas de febre e 

diarreia em humanos ou em animais (MACDONALD et al. 2015; ANON, 2006). 

As concentrações inibitórias mínimas (MIC) observadas para o extrato bruto de S. 

longwoodensis foram de 50 µg/mL para MRSA, 250 µg/mL para S. aureus e 500 µg/mL para a C. 

albicans. Em comparação, a actinomicina X2 teve menor MIC, pois, 25 µg/mL inibiram as 

linhagens S. aureus, MRSA e E. coli. 

O estudo da concentração mínima inibitória é importante por testar a ação bactericida dos 

compostos e os resultados obtidos poderão ser utilizados no desenvolvimento de produtos 

antimicrobianos. Neste sentido, Pandey et al., (2008) estimaram a MIC da substância ativa 

produzida por Streptomyces spp. e Saccharopolyspora spp. contra S. aureus de 5,0 e 1,25 mg/mL, 

respectivamente. Mukai et al. (2006) estudaram a MIC do antibiótico transvalencina Z e 

estimaram o valor contra bactérias Gram-positivas em menos de 4,0 mg/mL, e contra Gram- 

negativas de 0,25 mg/mL. O extrato bruto do isolado de Streptomyces revelou atividade contra E. 

coli e S. aureus e apresentou uma MIC de 10 à 5 mg/mL (SAADOUN; ALAWAWDEH, 2011). 

Em estudo realizado por Sunaryanto et al. (2011), Streptomyces sp., isolado de sedimento 

marinho, apresentou MIC para S. aureus de 80,2 mg/mL. Outro antibiótico produzido por 

Streptomyces exibiu atividade antimicrobiana contra S. aureus e C. albicans de 500 a 600 µg/mL 

(VIJAYALAKSHMI; SUDHA, 2011). As MICs obtidas neste trabalho foram inferiores as 

descritas na literatura, o que pode indicar a exploração destes compostos como promissores 

candidatos ao desenvolvimento de novos produtos antimicrobianos. 

Para obter compostos a partir de micro-organismos em quantidade suficientes para realização 

de testes biológicos é imprescindível elevar o rendimento dos metabólitos (YU et al., 2008).  Em 

Sajid et al. (2011), a otimização do processo de produção do metabólito antifúngico isolado da 

espécie Streptomyces malachitofuscus resultou em uma temperatura ótima de 35 °C e pH de 7,8. 

Streptomyces spectabilis, isolado a partir de solo, produziu compostos antimicrobianos ativos 

contra bactérias Gram-positiva e as melhores fontes nutricionais para o crescimento e produção de 

antibióticos foram glucose e peptona (HOLKAR et al., 2013). 
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Dessa forma, a otimização da produção do extrato bruto ativo obtido a partir de S. 

longwoodensis  através de meio de cultivo e os requisitos de fermentação permitiram a obtenção 

de maiores quantidades do produto. A maior produção de metabólitos foi encontrado quando a 

dextrose (40 g/L) e peptona (10 g/L) foram cultivadas em pH 5,5, temperatura 30 °C, após 7 dias. 

Nestas condições, os rendimentos de actinomicinas X2, D e X0β foram 1184, 1482, e 149 mg/L, 

respectivamente. 

Rendimentos da produção de actinomicina variam muito, dependendo das espécies de 

micro-organismos e das condições utilizadas. Para actinomicina D, a produção pode apresentar 

baixa concentração (28 mg/L), utilizando S. padanus (KUROSAWA et al., 2006) ou  elevada  

(1177 mg/L), utilizando S. avermitilis (CHEN et al., 2012). Comparando com os dados da 

literatura nossos resultados mostram, portanto, que a S. longwoodensis apresenta potencial para o 

desenvolvimento do processo de produção de actinomicinas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

• S. longwoodensis, obtido de sedimento marinho da Ilha do Mel, PR, Brasil, produz 

actinomicinas X2, D e X0β; 

 

 

• As condições de fermentação otimizadas levaram a uma alta produção de 

actinomicinas; 

 
 

• As actinomicinas possuem potente atividade antimicrobiana contra S.aureus, 

MRSA, E.coli e C. albicans.  
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CAPÍTULO 3 

  
 
 
 AÇÃO ENTOMOPATOGÊNICA DE Streptomyces longwoodensis sobre Brevicoryne brassicae 

(HEMIPTERA: APHIDIDAE) 

 

 

RESUMO 

 

 

O gênero Streptomyces se destaca pela produção de metabólitos secundários, com milhares de 

compostos bioativos documentados e muitos com potencial para o desenvolvimento de 

bioinseticidas.  A maioria dos isolados estudados é proveniente de organismos ou ambientes 

terrestres. Entretanto, isolados de ambientes marinhos ainda são pouco avaliados quanto ao seu 

potencial inseticida. Este trabalho avaliou o potencial entomopatogênico de S. longwoodensis de 

origem marinha sobre Brevicoryne brassicae (Hemiptera: Aphididae). Os resultados indicaram que 

S. longwoodensis translocou por folhas de plântulas de couve manteiga e que ninfas de 2º instar, 

ao se alimentar destas plantas, foram afetadas. Estes afídeos foram expostos a seis diferentes 

concentrações (1,5 × 103 – 108 UFC/mL), permitindo estimar uma CL50 de 0,32 × 106 UFC/mL. 

Além de propriedades inseticidas, S. longwoodensis apresentou fagodeterrência sobre a 

alimentação de adultos nas concentrações de 1,5 × 105 UFC/mL e 109 UFC/mL. Neste contexto, S. 

longwoodensis possui atividade entomopatogênica, com potencial para ser um promissor agente de 

controle de pragas agrícolas. 

 

Palavras-chave: Afídeo, controle biológico, actinobactéria, Brassica olercea, ação fagodeterrente 
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ABSTRACT 

 

 

The genus Streptomyces is distinguished by production of secondary metabolites with thousands of 

documented compounds and of them are bioactive with potential for the development of 

biopesticides.  Most of the isolates are from terrestrial organisms or environments. By another 

hand, isolated from marine environments are still poorly evaluated for their potential insecticide. 

This study evaluated the potential of entomopathogenic S. longwoodensis of marine origin on 

Brevicoryne brassicae (Hemiptera: Aphididae).  The results showed that S. longwoodensis 

translocated by kale leaf seedlings and second instar nymphs that feed these plants were affected.  

These aphids were exposed to six different concentrations (1.5 × 103-108 CFU/mL), allowing to 

estimate an LC50 of 0.32 × 106 CFU/mL.  In addition to insecticidal properties, S. longwoodensis 

antifeedant activity presented on adults feeding at concentrations of 1.5 x 105 CFU/ml and 109 

CFU/mL.  In this context, S. longwoodensis has entomopathogenic potential, candidate to be a 

promising control agent of agricultural pests. 

 

Keywords: Aphid, biological control, actinobacteria, kale, antifeedant activity 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

A couve-manteiga (Brassica oleracea var. acephala)  é uma das plantas mais cultivadas  no 

mundo para alimentação humana (FAOStat, 2014). Um dos grandes problemas da cultura é a 

ocorrência de pragas, com destaque para Brevicoryne brassicae (Hemiptera: Aphidae) (MA et al., 

2010). Os danos de B. brassicae estão associados à sucção da seiva e a transmissão de vírus, 

causando perdas de até 100 % (ALFORD, 2000). Além disso, a excreção de uma secreção 

açucarada, honeydew, favorece o desenvolvimento de fungos sobre as folhas (ASI et al., 2009) e 

atraem formigas que promovem sua proteção, causando danos em áreas agrícolas (BARTON; 

IVES, 2014). Seu status de praga primária é reforçado pela capacidade de reprodução, com uma 

fêmea gerando até cinco ninfas por dia por até um mês (MUNTHALI, 2011). 

  Para reduzir os danos causados por B. brassicae, produtores fazem pulverizações 

sistemáticas com inseticidas químicos. No Brasil, o controle do afídeo é feito com pesticidas de 
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amplo espectro, como neonicotinoides, piretroides e organofosforados (MAPA, 2015). O uso 

excessivo destes inseticidas tem causado a eliminação de inimigos naturais (BERNARDI, 2012), 

ressurgência de pragas (POLETTI et al., 2008), contaminação ambiental e humana, seleção de 

insetos resistentes (QUARCCO; TACKIE, 2014), além de colocar a couve entre os produtos com 

maior residual de pesticidas (ANVISA, 2011). Diante deste cenário, o uso de biopesticidas pode 

permitir um manejo mais racional de B. brassicae. Biopesticidas podem reduzir impactos 

ambientais, causar menor risco à saúde humana, preservar inimigos naturais (PELL et al., 2010) e 

retirar a cultura dentre os produtos agrícolas com elevado residual inseticida.   

Nesse contexto, o estudo de actinobactérias vem ganhando interesse devido ao seu 

potencial para o controle de pragas (VIJAYABHARATHI et al., 2014). Actinobactérias como as 

do gênero Streptomyces têm se destacado no controle de insetos de diversas ordens (BREAM et 

al., 2001; HUSSAIN et al., 2002; SUNDARAPANDIAN et al., 2002; GADELHAK et al., 2005; 

OSMAN et al., 2007; DHANASEKARAN et al., 2010; ARASU et al., 2013).  Sua capacidade 

entomopatogênica pode estar ligada à síntese de diversos metabólitos que podem ser promissores 

princípios ativos para o desenvolvimento de novos biopesticidas (ANWAR et al., 2014; BLAAK 

et al., 1993; KAMEI et al.; BRICEÑO et al., 2015; BOX et al., 1973). Dessa forma, a grande 

maioria dos isolados promissores de Streptomyces avaliados no controle de pragas são coletados 

de organismos ou ecossistemas terrestres (QIN et al., 2011), sendo que avaliações de Streptomyces 

de ambientes marinhos podem revelar linhagens promissoras, pois podem produzir novos 

compostos químicos (IKEDA et al., 2003; AMADOR et al., 2003; HOPWOOD, 2007; IMADA, 

2005).  

A exploração da diversidade presente em ambientes marinhos tem elevado potencial para o 

desenvolvimento de novos produtos (DUNCAN et al., 2014). Apesar desses ambientes 

abrangerem  mais de 70 % da superfície terrestre (DIONISI et al., 2012), sua exploração é 

incipiente (FELING et al., 2003; JENSEN et al., 2007; HUGLES et al., 2008). Streptomyces 

isolados destes ambientes podem ser promissores agentes de controle biológico. Por estarem 

expostos a alta salinidade, temperatura, radiação UV e baixos níveis de nutrientes (PORSANI et 

al., 2013), sofrem diferenciações fisiológicas que podem promover a produção de enzimas e 

toxinas que possibilitam sua sobrevivência nesse ambiente hostil (ORTEGA-MORALES et al., 

2010). 

A fim de encontrar promissores agentes de biocontrole, eficazes para o manejo de pragas, 

um isolado marinho, identificado como Streptomyces longwoodensis (Genbank: JX997145) 

(PORSANI et al.,  2013) teve seu potencial entomopatogênico avaliado contra B. brassicae. Para 
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isso foram estimadas a CL50 de S. longwoodensis sobre ninfas de 2º instar de B. brassicae e 

verificada a ação fagodeterrente, ou seja, a paralisação da alimentação sobre a alimentação de 

adultos.  

 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 CRIAÇÃO DE Brevicoryne brassicae 

 

 

A criação em laboratório de B. brassicae foi estabelecida por meio de coleta de afídeos em 

áreas olerícolas da região de Curitiba, Paraná, Brasil. Os insetos coletados em campo foram 

transportados ao laboratório onde passaram por triagem e posteriormente foram inoculados sobre 

couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala) e mantidos em condições controladas (25 ± 

1 °C, fotofase: 12 h e UR: 70 ± 10 %) no Laboratório Profº Ângelo Moreira da Costa Lima. 

Lâminas de exemplares adultos foram confeccionadas para confirmação da espécie. 

 

 

2.2 ACTINOBACTÉRIA  

 

 

O isolado de S. longwoodensis foi coletado em sedimentos marinhos localizados na região 

entre-marés da Ilha do Mel, Paraná (25°20’S – 48°20’W e 25°35’ – 48°35’W) (PORSANI et al., 

2013). Este isolado foi cultivado em placas de Petri com meio Czapek Dox, por sete dias em estufa 

B.O.D. à 35 ºC. 

 

 

2.3 ESTIMATIVA DA CONCENTRAÇÃO LETAL MÉDIA DE S. longwoodensis 

 

 

Para estimativa da CL50 de S. longwoodensis foram utilizadas seis concentrações (104, 105, 

106, 107, 108 e 109 UFC/mL) que proporcionaram uma mortalidade entre 5 e 95 % de ninfas de B. 
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brassicae. Estas suspensões bacterianas foram preparadas a partir da raspagem das colônias sobre 

meio de cultura Czapeck Dox utilizando uma espátula metálica esterilizada. Para estimar a 

concentração de células foi utilizada a Escala de MacFarland, ajustada em 3 × 109 UFC/mL. Esta 

suspensão foi diluída serialmente, nas concentrações de 3 × 104 a 108 UFC/mL.  

Após o preparo das suspensões com S. longwoodensis, mudas de couve-manteiga foram 

lavadas com etanol 70 % (30 seg), hipoclorito de sódio (0,5 %) (1 min) e enxaguadas com água 

destilada esterilizada duas vezes e mantidas por uma hora em ambiente protegido e ventilado até a 

secagem (FIGURA 11A e B). Após a secagem das mudas, folhas com pecíolos foram destacadas, 

tendo seus pecíolos imersos em um tubo de penicilina (10 mL) contendo 5mL de cada uma das 

diferentes concentrações das suspensões da actinobactéria (FIGURA 11C).  

Posteriormente, com o auxílio de um microscópio estereoscópio e pincel de cerdas finas, 

foram inoculadas dez ninfas de B. brassicae, com 0 a 48 h de idade, por folha. Para obter as ninfas, 

20 adultos foram inoculados em discos foliares de couve-manteiga com 8 cm de diâmetro e 

mantidos em placas de Petri (9 cm de diâmetro) contendo uma camada de 1 cm de meio ágar/água 

a 2 % (FIGURA 11D). Após 48 h as placas foram vistoriadas e as ninfas coletadas e utilizadas nos 

experimentos (FIGURA 11E). As folhas inoculadas com ninfas de B. brassicae (FIGURA 11F) 

foram acondicionadas em potes plásticos com tampas perfuradas e vedadas com tecido voil e 

mantidas em condições controladas (25 ± 1 °C, fotofase: 12 h e UR: 70 ± 10 %) (FIGURA 11G). 

As avaliações de mortalidade foram realizadas em intervalos de 24 h, durante 72 h. Com o 

auxílio de um microscópio estereoscópico, as ninfas eram vistoriadas e os insetos mortos eram 

individualizados em placas de Petri esterilizadas contendo algodão umedecido com água destilada 

esterilizada para favorecer o desenvolvimento do micélio. 

 O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado.  Além das diferentes 

concentrações da actinobactéria, foi empregado um controle contendo água destilada esterilizada. 

Para cada concentração foram realizadas cinco repetições. Cada repetição foi formada por quatro 

placas de Petri com dez ninfas de 48 h de B. brassicae. Os dados de mortalidade foram submetidos 

à análise de probit pelo programa Polo-PC (LEORA SOFTWARE, 1987).  
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FIGURA 13 - ETAPAS DESENVOLVIDAS PARA CARACTERIZAÇÃO TOXICOLÓGICA 
DE S. longwoodensis. A: Mudas de Brassica oleracea var. acephala; B:  Processo de desinfecção 
superficial de folhas de couve ácool 70 % (30”); hipoclorito 3 % (1’); água destilada (1’); água 
destilada (1’); C: Pecíolo da planta envolto em algodão umedecido em tubo de penicilina contendo 
10 mL de suspensão bacteriana e o controle com 10 mL de água destilada; D: Discos foliares 
preparados para obtenção de ninfas de 48 h; E; F: Transferência das plantas ninfas de 1º instar B. 

brassicae; G: Etapa final da montagem  do bioensaio com a vedação das mudas com gaiolas de 
plástico.  
Fonte: O autor 
 

 

2.4 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR  

 

 

A ação de S. longwoodensis sobre o comportamento alimentar de B. brassicae foi avaliada 

pela excreção de honeydew. Para isso plântulas de couve foram higienizadas (Item 2.3) e 

acondicionadas em recipientes de vidro contendo soluções ajustadas a 1,5×105 e 1,5×109 UFC/mL 

de S. longwoodensis. Após 24 h, uma folha foi selecionada, sendo as demais eliminadas e sobre a 

parte abaxial desta folha foi feita uma arena com cola entomológica (Tanglefoot®), sendo 

posteriormente transferidos dois afídeos adultos, deixados sem alimentação por uma hora. 

As plântulas com os afídeos foram posicionadas horizontalmente em suportes para que a 

face abaxial ficasse sobre discos de papel filtro (11 cm de diâmetro, gramatura 80 g/m2, porosidade 

14 µm) impregnados com uma solução contendo 3mL de ácido acético, 10 mL de n-butano e 0,3 g 

de ninhidrina (MITTLER, 1958). Essa solução colore o aminoácido presente no honeydew 

excretado por insetos. Os discos de papel filtro foram montados sobre relógios analógicos 
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(COSTA et al., 2009) de modo a fazerem uma rotação completa sobre seu eixo em 12 h. As 

plantas com os afídeos foram mantidas em condições controladas por 12 h (temperatura: 25 ± 1 ºC; 

UR: 70 % e fotofase de 12 h).  Os afídeos foram removidos e os discos avaliados quanto ao 

número de gotas de honeydew excretadas.  Além das concentrações de 1,5 × 105 e 1,5 × 

109 UFC/mL de S. longwoodensis, foi empregado um controle onde as plantas foram mantidas 

somente em água destilada esterilizada. Para cada tratamento foram realizadas cinco repetições.  

Os dados sobre o comportamento alimentar de B. brassicae foram transformados pelo arco 

seno da raiz quadrada para normalização das distribuições e homogeneidade das variâncias 

(HADDAD & VENDRAMIN, 2000) e avaliados por análise de variância (ANOVA). O percentual 

médio (±EPM) de insetos mortos foi submetido a uma análise de variância simples (One-way 

ANOVA). Diferenças significativas entre as médias dos tratamentos foram submetidas ao teste de 

Tukey (α = 0,05) (ZAR, 2009). 

 

 

3 RESULTADOS  

 

 

3.1 CARACTERIZAÇÃO TOXICOLÓGICA DE S. longwoodensis 

 

 

A caracterização toxicológica de S. longwoodensis sobre ninfas de B. brassicae expostas 

por 72 h foi estimada em CL50 de 0,32 × 106 UFC/mL. A mortalidade observada após 72 h, 

ajustou-se ao modelo de Probit, obtendo-se um χ2 de 0,903 e heterogeneidade de 0,23, sendo 

estimado um coeficiente angular de 0,331 (±0,07) (TABELA 6). 

 
TABELA 6 - CARACTERIZAÇÃO TOXICOLÓGICA DE S. longwoodensis OBTIDO SOBRE 
NINFAS COM 48 h DE IDADE DE Brevicoryne brassicae APÓS 48 h DA EXPOSIÇÃO. Temp. 
26 ± 2 ºC, e 14 h de fotofase e UR 70 ± 10 % 
 

n¹ CL50 (IC95 %)
2
 Coeficiente angular (±EPM)

3
 χ

2
 (g.l.)

4
 h

5
 

1075 
0,32 × 10

6
 UFC/mL 

(0,202 × 10
5
 – 0,22 × 10

7
) 

0,331 (±0,07) 0,903 (4) 0,23 

1número de insetos testados; 2 Intervalo de Confiança; 3Erro Padrão da Média; 4 Graus de 
Liberdade; 5 Heterogeneidade 
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3.2 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR DE B. brassicae EXPOSTOS A S. 

longwoodensis 

 

 

As diferentes concentrações de S. longwoodensis interferiram na excreção de honeydew de 

B. brassicae. A excreção de honeydew de adultos de B. brassicae mantidos em plantas de couve 

sem a actinobactéria, em um período de 12 h, foi significativamente diferente da concentração de 

109 UFC/mL (F: 9,46; g.l.: 2,12; p = 0,0034). Os afídeos que se alimentaram de plantas controle 

excretaram 7,4 gotas de honeydew, enquanto que aqueles expostos a 109 UFC/mL excretaram em 

média 2,4 gotas, o que significa uma diminuição de 67,57 % (FIGURA 12). Apesar de não haver 

diferenças significativas na excreção de honeydew de afídeos expostos ao controle e a 

concentração de 105 UFC/mL, houve uma redução na excreção de 35 % (FIGURA 12). Essa 

redução é um indicativo da alteração no comportamento alimentar de B. brassicae na presença da 

actinobactéria, quando comparadas com o controle. Já a ausência de diferenças entre as 

concentrações são um indicativo de que baixas concentrações do patógeno já são suficientes para 

reduzir a alimentação do afídeo. 
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FIGURA 14. NÚMERO DE GOTAS DE HONEYDEW EXCRETADAS POR B. brassicae NO 
PERÍODO DE 12 h DE EXPOSIÇÃO À ACTINOBACTÉRIA ENTOMOPATOGÊNICA S. 

longwoodensis. Letras distintas nas concentrações diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).  
 

 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 

A actinobactéria S. longwoodensis pode ser considerada um potente agente de controle 

biológico. Os resultados indicam que S. longwoodensis translocou-se pelo tecido foliar e causou a 

mortalidade de ninfas de 2° instar de B. brassicae que se alimentaram da seiva floemática da 

planta. A capacidade de bactérias circularem endofiticamente foi demostrada para Bacillus 

thuringiensis, em plantas de algodão que absorveram a bactéria do solo e promoveram o controle 

de lepidópteros, pragas dessa cultura (MONNERAT et al., 2003). Estudos com algodão e couve 

tratados com B. thuringiensis marcados com gfp (green fluorescence protein) demonstraram que a 

bactéria é capaz de colonizar as plantas e controlar pragas destas culturas como Spodoptera 

frugiperda e Plutela xylostela, respectivamente (MONNERAT et al., 2009). Dessa forma, Praça et 

al. (2012) comprovaram a capacidade de penetração e colonização de B. thuringiensis em raízes, 
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caules e folhas de plântulas de repolho, o que pode fornecer novos métodos de controle para 

pragas desta cultura. 

Essa capacidade de bactérias entomopatogênicas translocarem-se na planta possibilita o seu 

uso no controle de insetos sugadores. Neste contexto, a marcação de uma estirpe de B. 

thuringiensis com gfp permitiu a visualização da bactéria em afídeos Aphis gossypii que se 

alimentaram em plantas de algodão tratadas (MELATTI et al., 2008). Assim como para B. 

thuringiensis, o gênero Streptomyces pode ser encontrado de modo endofítico (CASTILHO et al., 

2002) e possui a habilidade de penetrar e colonizar sua planta hospedeira promovendo sua 

proteção contra micro-organismos fitopatogênicos e contra insetos (BONALDI et al., 2015). Neste 

sentido, é possível que o inóculo de S. longwoodensis presente na solução empregada para manter 

as folhas de couve turgidas tenha sido absorvido pelo xilema e translocado para o floema, 

causando a morte de ninfas de B. brassicae ao se alimentar da planta, resultando em uma CL50 de 

0,32 × 106 UFC/mL, estimada após 72 h da inoculação de insetos sobre a planta. 

A CL50 obtida para S. longwoodensis é um indicativo de sua ação entomopatogênica. Esta 

CL50 foi inferior à verificada para actinobactéria S. variabilis, que apresentou uma CL50 de 0,20 × 

107 UFC/mL, com 100 % de mortalidade após 120 h (PACHECO, 2015). Além de S. 

longwoodensis proporcionar uma CL50 menor que a verificada para S. variabilis, o tempo de 

exposição foi 40 % menor. Estes resultados indicam que S. longwoodensis pode apresentar uma 

toxicidade maior para o afídeo que S. variabilis. Berlitz et. al. (2013) obtiveram a CL50 de 2,6 x 

106 UFC/mL para a bactéria Bacillus thurigiensis contra Meloidogyne sp. Do mesmo modo, a 

inoculação de B. thuringiensis, empregando-se a exposição de células in vivo, apresentou uma 

CL50 de 1,8 × 107 UFC/mL sobre larvas de Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Crambidae), com 

uma mortalidade de 16 % após 72 h (SNEH E GASITH, 1983). A menor CL50 apresentada por S. 

longwoodensis pode estar associada à produção de metabólitos com propriedades 

entomopatogênicas. 

O gênero Streptomyces se destaca pela produção de metabólitos, com mais de 10.000 

compostos bioativos documentados (ANDERSON E WELLINGTON, 2001), muitos destes com 

potencial para o desenvolvimento de novos bioinseticidas (TAMURA et al., 1963; BOX et al., 

1973). Os produtos naturais têm permitido a síntese de inseticidas com novos modos de ação sobre 

pragas, causando impactos sobre a área agroquímica (LEWER et al., 2003) e despertando o 

interesse de grandes indústrias deste segmento. Um exemplo é a actinobactéria S. avermitilis, o 

qual foi isolado um complexo de metabólitos denominados avermectinas (BURG et al., 1979), que 

originaram uma nova classe de inseticidas (LASOTA; DYBAS, 1991; CAMPBELL, 2012). Além 
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das avermectinas, a bioprospecção tem revelado outros metabólitos, como a doramectina com 

potencial entomopatogênico, sintetizados por diferentes espécies ou isolados de Streptomyces 

(JIZBA et al., 1992; TAMURA et al., 1963; LEWER et al., 2003; WANG et al., 2011).  

A redução na excreção de honeydew verificada para B. brassicae pode indicar ação 

fagodeterrente de S. longwoodensis. Esta ação ocorre após o início da alimentação: se o inseto for 

estimulado a manter-se alimentando, a substância será chamada de fagoestimulante, mas se o 

inseto paralisar a alimentação, a substância será fagodeterrente (VENDRAMIN; CASTIGLIONE, 

2000). A adoção de metodologias que mensuram o índice de consumo alimentar de afídeos por 

meio de sua excreção está embasada no pressuposto de que a quantidade de seiva ingerida e 

assimilada pelo afídeo é pequena em relação ao peso total do alimento ingerido (WILKINSON; 

DOUGLAS, 1995). 

Deste modo, a menor excreção de honeydew causada pela concentração de 109 UFC/mL 

pode estar associada a efeitos subletais causados por S. longwoodensis. Embora as concentrações 

utilizadas para determinar da CL50 tenham sido efetivas sobre ninfas com até 48 h de idade, é 

provável que esta concentração não seja letal para adultos. Essa baixa toxicidade está ligada ao 

período de exposição (24 h) e também ao maior tamanho corporal de adultos, quando comparado 

com ninfas. A ocorrência de fagodeterrência causada por Streptomyces sobre insetos foi verificada 

por Kaur et al. (2014). A adição de uma substância extraída de S. hydrogenans sobre a dieta 

alimentar de Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) causou a redução alimentar de lagartas, 

promovendo a redução do tamanho e o atraso no desenvolvimento do inseto.  

Neste contexto, estudos exploratórios visando à identificação de metabólitos tem se 

intensificado, revelando espécies de Streptomyces com potencial para o controle de pragas 

(KEKUDA et al., 2010; EL-KHAWAGH et al., 2011). Linhagens isoladas de sedimento marinho, 

como a empregada neste trabalho, se desenvolvem em condições extremas de salinidade, nutrição, 

alta pressão, radiação UV e temperatura, competindo com outros fungos, bactérias e vírus, fazendo 

com que desenvolvam metabólitos secundários diferenciados dos encontrados em micro-

organismos terrestres. A ação letal e subletal sobre ninfas e adultos de B. brassicae apresentados 

por S. longwoodensis fazem deste micro-organismo isolado de ambiente marinho um candidato 

promissor para o controle biológico de pragas agrícolas.   
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5 CONCLUSÃO 
 
 

S. longwoodensis possui potencial entomopatôgenico e ação fagodeterrente sobre B. 

brassicae nas concentrações CL50 0,32×106 UFC/mL e 1,5 ×109 UFC/mL, respectivamente. 
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APÊNDICE 
TABELA 1 – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CONTRA AS 
SEGUINTES LINHAGENS PATOGÊNICAS: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) E Candida albicans 

(ATCC 10231) 
nº Isolados S. aureus P.aeruginosa E. coli C. albicans 

1 AD G25 7A 40 ++ - - - 
2 AS G25 3A 49 + - - + 
3 AD G27 13A 68 ++ - - - 
4 AD G27 12B 83 + - - + 
5 AD G28 6B 47 + - - + 
6 AD G31 3A 13 + - - +++ 
7 AD G31 3A 18 - - - ++ 
8 AD G31 3A 19 + - - ++ 
9 AD G31 6A 34 - + - ++ 

10 AS G31 5A 43 +++ - - ++ 
11 AS G31 3A 72 - - - ++ 
12 AS G31 3B 16 - + - ++ 
13 AD G32 4A 29 + - - - 
14 AD G32 11A 60 - - - ++  
15 AS G32 3A 74 + - - +++ 
16 AD G33 3A 16 + - - ++ 
17 AD G34 11B 78 ++ - - - 
18 AD G34 12B 82 + + + +++ 
19 AS G34 3B 18 ++ - - +++ 
20 AD G35 3A 15 + + - ++ 
21 AD G35 3A 20 + + - ++ 
22 AD G35 3A 22 - + - - 
23 AD G35 3A 23 + - - +++ 
24 AD G35 3A 25 + - - +++ 
25 AD G35 3A 28 + + - ++ 
26 AD G35 3A 30 - + - - 
27 AD G35  3A 31 + - - ++ 
28 AD G35 3A 33 + - - ++ 
29 AD G35 4A 30 + - - +++ 
30 AD G35 6B 46 +++ - - - 
31 AD G35 8A 45 + + - ++ 
32 AD G35 12A 65 + - - +++ 
33 AD G35 13B 84 + + - + 
34 AS G35 3A 11 + - - +++ 
35 AS G35 3A 27 + - - ++ 
36 AS G35 3A 28 - - - + 
37 AS G35 3A 30 + - - +++ 
38 AS G35 3A 32 - - - + 

39 AS G35 3A 33 + - - ++ 
40 AS G35 3A 37 + - - +++ 

 41 AS G35 3A 42 + - - +++ 
42 AS G35 3A 43 + ++ - ++ 
43 AS G35 3A 47 + - - +++ 
44 AS G35 3A 57 + - - +++ 
45 AD ------- 3B 17 +++ + - - 
46 AD ------ 7A 41 +++ + + +++ 
47 AD ------ 11B 76 ++ + + - 
48 AS G35 3A 34 + - - ++ 
49 AS G35 3A 38 + - - ++ 
50 AS G35 3A 41 + - - ++ 
51 AS G35 3A 40 + - - ++ 
52 AD G35 3B 14 + - - ++ 
53 AS G35 3A 46 + - - ++ 
54 AS G35 3A 49 + - - +++ 
55 AD G35 3A 38 + - - ++ 
56 AD G35 3A 29 + - - ++ 
57 AD G35 3A 34 + - - ++ 
58 AD G35 3A 40 + - - +++ 

59 AS G35 3A 36 
+ - - 

++ 
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Continuação tabela 1 

nº Isolados S. aureus P.aeruginosa E. coli C. albicans 

60 AD G35 3A 37 + - - +++ 
61 AS G35 12B 99 + - - +++ 
62 AD G35 3A 41 + - - +++ 
63 AS G35 3A 73 + - - +++ 
64 AD G35 3A 24 - - - +++ 
65 AS G35 3A 67 + - - ++ 
66 AS G35 3A 77 + - - ++ 
67 AS ------ 3A 26 + - - +++ 
68 AS ------ 3A 31 - - - + 
69 AS G35 3A 66 - - - ++ 
70 AD ------ 3A 26 - - - +++ 
71 AS ------ 3A 56 + - - +++ 
72 AS G35 3A 71 - - - + 
73 AS ------ 3A 71' ++ - - - 
74 AD G31 13A 69 + - - - 
75 AS ------ 3A 42 - - - ++ 
76 AS G35 3A 80 - - - ++ 
77 AS G35 3A 60 - - - + 
78 AS G35 3A 41 + - - ++ 
79 AS ------ 3A 34 + - - + 

 
 
 
 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: +: formação de halo de inibição < 15mm de diâmetro; ++: formação de halo de inibição > ou = 15 mm de 
diâmetro; +++: formação de halo de inibição  > ou = 20 mm de diâmetro. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: AD: Isolado cultivado em meio Czapeck Dox realizado com água destilada. AS: Isolado 
cultivado em meio Czapeck Dox salino. G25 à G35: morfotipos dos isolados de actinobactérias do 
gênero Streptomyces e Nocardia. Pontos 1A à 15A e 1B à 15B pontos de coleta nas quinze estações de 
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OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE SUBSTÂNCIAS BIOLOGICAMENTE ATIVAS 
 
Central Composite Design (CCD)  
 
Factors:       3     Replicates:     2 

Base runs:    20     Total runs:    40 

Base blocks:   1     Total blocks:   1 

 

Two-level factorial: Full factorial 

 

Cube points:             16 

Center points in cube:   12 

Axial points:            12 

Center points in axial:   0 

 

Alpha: 1,68179 

 

  

Response Surface Regression: Biomass versus pH; Temperature; Time  
 
The analysis was done using coded units. 

 

Estimated Regression Coefficients for Biomass 

 

Term                          Coef   SE Coef       T      P 

Constant                  0,321381  0,013790  23,306  0,000 

pH                        0,019272  0,009149   2,106  0,044 

Temperature              -0,000536  0,009149  -0,059  0,954 

Time                     -0,007774  0,009149  -0,850  0,402 

pH*pH                    -0,062475  0,008906  -7,015  0,000 

Temperature*Temperature  -0,068468  0,008906  -7,688  0,000 

Time*Time                -0,056580  0,008906  -6,353  0,000 

pH*Temperature           -0,026687  0,011954  -2,233  0,033 

pH*Time                  -0,024900  0,011954  -2,083  0,046 

Temperature*Time          0,042762  0,011954   3,577  0,001 

 

 

S = 0,0478152  PRESS = 0,133780 

R-Sq = 83,48%  R-Sq(pred) = 67,77%  R-Sq(adj) = 78,52% 

 

 

Analysis of Variance for Biomass 

 

Source                       DF    Seq SS    Adj SS    Adj MS      F      P 

Regression                    9  0,346509  0,346509  0,038501  16,84  0,000 

  Linear                      3  0,011803  0,011803  0,003934   1,72  0,184 

    pH                        1  0,010145  0,010145  0,010145   4,44  0,044 

    Temperature               1  0,000008  0,000008  0,000008   0,00  0,954 

    Time                      1  0,001651  0,001651  0,001651   0,72  0,402 

  Square                      3  0,284132  0,284132  0,094711  41,43  0,000 

    pH*pH                     1  0,076877  0,112499  0,112499  49,21  0,000 

    Temperature*Temperature   1  0,114986  0,135116  0,135116  59,10  0,000 

    Time*Time                 1  0,092269  0,092269  0,092269  40,36  0,000 

  Interaction                 3  0,050574  0,050574  0,016858   7,37  0,001 

    pH*Temperature            1  0,011396  0,011396  0,011396   4,98  0,033 

    pH*Time                   1  0,009920  0,009920  0,009920   4,34  0,046 

    Temperature*Time          1  0,029258  0,029258  0,029258  12,80  0,001 

Residual Error               30  0,068589  0,068589  0,002286 

  Lack-of-Fit                 5  0,038780  0,038780  0,007756   6,50  0,001 

  Pure Error                 25  0,029809  0,029809  0,001192 

Total                        39  0,415098 
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Unusual Observations for Biomass 

 

Obs  StdOrder  Biomass    Fit  SE Fit  Residual  St Resid 

  2         2    0,350  0,256   0,028     0,094      2,41 R 

 13        13    0,049  0,174   0,026    -0,125     -3,14 R 

 

R denotes an observation with a large standardized residual. 

 

 

Estimated Regression Coefficients for Biomass using data in uncoded units 

 

Term                             Coef 

Constant                     -2,55497 

pH                           0,773887 

Temperature                 0,0458184 

Time                        0,0536894 

pH*pH                      -0,0624752 

Temperature*Temperature  -6,84680E-04 

Time*Time                 -0,00353623 

pH*Temperature            -0,00266875 

pH*Time                   -0,00622500 

Temperature*Time           0,00106906 

 

 


