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Resumo

Os actinomicetos, bactérias filamentosas, Gram positivas, assim como 0s demais micro-
organismos sofrem influéncia de diferentes fatores no seu crescimento micelial como
constituicdo do meio de cultura e fatores fisicos. A composicdo do meio de cultura,
juntamente com a capacidade metabdlica do organismo afeta a sintese de metabolitos e o
crescimento celular que esta diretamente relacionado com a formacdo da biomassa durante o
crescimento. O objetivo deste estudo foi a avaliar a interferéncia da velocidade de agitacao e
temperatura, além dos efeitos da variacdo de concentracdo da fonte de carbono e nitrogénio,
na producdo da biomassa micelial de actinomicetos. Para a realizacdo dos ensaios utilizou-se
um planejamento fatorial 2* com variagdo dos fatores independentes. Os resultados
demonstram uma maior significancia da interacdo entre a velocidade de agitacdo e a
temperatura, seguido da concentracdo do filtrado de soja influenciado positivamente na
producdo de biomassa. A otimizacdo das condicdes de cultivo sdo de extrema importancia

para resultados satisfatorios de producdo, seja de biomassa ou de metabdlitos.
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Introducéo
Os actinomicetos constituem um grupo extremamente diverso, sdo bactérias Gram-
positivas, classificadas na ordem Actinomycetales, aerdbias e com crescimento semelhante ao
de fungos filamentosos. Em outros membros da ordem, os filamentos se fragmentam e

consequentemente s6 podem ser observados em algum estagio do ciclo de crescimento.
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Apresentam ampla distribuicdo no ecossistema, sendo encontrados predominantemente no
solo, entretanto, podem também estar presentes em ambientes aquaticos e em associa¢do com
liquens e plantas (Batista et. al., 2010; Silva-Vinhote et. al., 2011).

Destacam-se por apresentar um papel importante na ecologia, atuando na ciclagem de
nutriente, fixacdo de nitrogénio, além de serem produtores metabolitos secundarios
extremamente diversos como antibioticos, vitaminas e enzimas (Silva-Vinhote et. al., 2011).

Dentre os metabdlitos secundarios os actinomicetos destacam-se principalmente pela
producdo de uma grande diversidade de antibioticos (Rincon-Enriquez et al., 2014). Estima-
se que a ordem produza em torno de 3.000 antibidticos, sendo 90% pelo género
Streptomyces. Este o0 Unico género microbiano capaz de produzir todos os grupos de
antibioticos: aminoglicosideos, macrolideos, ansamacrolideos, PB-lactdmicos, peptideos,
glicopeptideos, antracic linas, tetraciclinas, nucleosideos, polienos e quinonas (Nascimento
et al., 2010, Carvalho, 2011, Nascimento et al., 2014).

A constituicdo do meio de cultura, juntamente com a capacidade metabdlica do
organismo, afeta a sintese de metabolitos e o crescimento celular que esta diretamente
relacionado com a formacdo da biomassa durante o crescimento. Fontes nutricionais como
carbono, nitrogénio e fatores ambientais como tempo, temperatura e pH tém uma profunda
influéncia. A temperatura € um dos principais fatores ambientais que afetam o crescimento de
muitos micro-organismos (Sales-Campos e Andrade, 2010; Antunes et. al, 2013).

Os estudos da interacdo das fontes de carbono e nitrogénio sdo importantes na medida
em que estes compostos apresentam uma complexidade estrutural e sdo fontes utilizadas para
um bom desempenho metabdlico. O efeito da interacdo das diferentes concentracdes e de
fontes de carbono e nitrogénio pode ser um fator importante para promover melhoria na
eficiéncia fermentativa e melhorar a producéo dos metabdlitos (Santos et al., 2014).

O objetivo deste estudo foi a avaliar a interferéncia da velocidade de agitacdo e
temperatura, além dos efeitos da variagdo de concentracdo da fonte de carbono e nitrogénio

na producdo da biomassa micelial de actinomicetos.

Material e métodos
Este experimento foi realizado no laboratério de Micologia do Departamento de

Parasitologia/Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Amazonas-UFAM.

Meios de esporulacéo e manutencao dos micro-organismos

O micro-organismo (Streptomyces sp. DPUA 1549) preservado pelo método
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Castellani foi reativado em meio agar ISP-2A (amido 1%, extrato de levedura 0,4%, extrato
de malte 1%, dextrose 0,4%, agar 2%), pH 7,3 em placa de Petri por 10 dias a 25 °C até
esporulagdo do mesmo, com manutencgéo da cultura a cada 30 dias.

Fermentacédo Submersa

Em frascos de vidro com capacidade de 125 mL foram distribuidos 50 mL de cada
meio de cultura e em seguida levados a autoclave a 121 °C por 15 minutos. Apds a
esterilizacéo e o crescimento do micro-or ganismo retirou-se 10 discos de 0,8 cm de diametro
e inoculou-se no meio de fermentacdo selecionado, MPE, composto por cloreto de sddio
(NaCl) 0,5%, carbonato de célcio (CaCO3) 0,2%, glicose e farelo de soja com variacdo das
suas concentracdo de acordo com o planejamento fatorial. As inoculacBes foram feitas
assepticamente em Camara de Fluxo Laminar Continuo.

Ao término do terceiro dia de fermentacgdo realizou-se a filtracdo em papel de filtro
Whatmann n® 1 da biomassa micelial com o auxilio de uma bomba a vacuo. A biomassa
retida no filtro foi levada a estufa a 105 °C até a obtencdo de peso constante. A biomassa seca

ou o peso seco foi determinado pela diferenca entre o peso total e o peso do papel de filtro.

Planejamento fatorial para o crescimento micelial

Os estudos de produgdo foram realizados baseados em um planejamento
experimental. Inicialmente foram avaliados fatores como diferentes concentracdes de fontes
de nitrogénio e de carbono, agitacdo e temperatura utilizando um planejamento completo 2*
com 4 pontos centrais (Tabela 1). Apds os experimentos foram realizadas as analises
estatisticas dos resultados (biomassa), com o auxilio do software Statistica 10.0 e Minitab 16.

Tabela 1. Niveis dos fatores estudados no planejamento fatorial completo 2* para o

crescimento micelial e producgéo de antibioticos por Streptomyces sp. DPUA 1549.

Fatores Inferior (-1)  Central (0)  Superior (+1)
Concentracéo de glicose (%) 1 2 3
Concentracéo de filtrado de soja (%) 1 2 3
Temperatura (°C) 25 30 35
Agitacédo (rpm) 150 180 210
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Para avaliar o efeito de diferentes variaveis (velocidade de agitacdo, temperatura,
concentragdo de glicose e concentragdo do filtrado de soja) no crescimento microbiano do
Streptomyces sp. DPUA 1549 empregou-se um planejamento fatorial completo 2* (Tabela 2),
constituindo 20 ensaios. A andlise de variancia (ANOVA) mostrou que as variaveis
independentes, concentracdo de filtrado de soja, temperatura e velocidade de agitacdo e a
interacdo entre as variaveis temperatura e velocidade foram significativas ao processo para
um intervalo de confianca de 95%. O planejamento apresentou falta de ajuste nao
significativa, o que demonstra a boa interacdo entre os resultados previstos e obtidos

experimentalmente. A partir das analises dos resultados pode-se observar que o R2 apresentou

resultado significativo.

Tabela 2. Planejamento fatorial para avaliacdo do crescimento micelial de Streptomyces sp.

Resultados e discussao

DPUA 1549.
Design: 2**(4-0) design
Concentracao| Concentracdo|Temperat| Velocide| Biomassa

Standard| d€ glicose (%) de filtrado de| ra (°C) de de @)
Run soja (%) agitacao

1 1 1 25 150 3,843
2 1 1 25 210 3,400
3 1 1 35 150 3,363
4 1 1 35 210 4,574
5 1 3 25 150 5,592
6 1 3 25 210 5,065
7 1 3 35 150 2,361
8 1 3 35 210 5,934
9 3 1 25 150 5,547
10 3 1 25 210 2,581
11 3 1 35 150 1,342
12 3 1 35 210 4,534
13 3 3 25 150 5,873
14 3 3 25 210 5,485
15 3 3 35 150 2,410
16 3 3 35 210 4,158
17 (C) 2 2 30 180 4,805
18 (C) 2 2 30 180 5,172
19 (C) 2 2 30 180 5,006
20 (C) 2 2 30 180 4,113

De acordo com o grafico de Pareto, a interacdo entre as varidveis apresentou o efeito

mais significativo, no nivel positivo. A temperatura como variavel sozinha apresentou um
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efeito negativo, o que indica que trabalhar com esta variavel no nivel inferior (25 °C)
promoverd resultados superiores. Por outro lado, a concentracdo de filtrado de soja
apresentou efeito positivo e trabalhar com uma maior concentracdo (> 3%) deste substrato
gerard melhores resultados. Como a interacdo entre temperatura e velocidade de agitacdo
apresentou efeito positivo e a variavel independente temperatura sozinha efeito negativo,
trabalhar com a velocidade de agitacdo no nivel inferior (150 rpm) acarretaria em resultados
mais promissores.

Fatores como velocidade de agitacdo, concentracdo de glicose e as demais interagdes
ndo apresentaram resultados significativos para a producao da biomassa micelial.

A Tabela de analise de variancia (ANOVA) mostrou gque a interacdo entre as variaveis
temperatura e velocidade de agitagdo (3by4) foram significativas ao processo para um
intervalo de confianca de 95%. De acordo com o gréfico de Pareto (Gréafico 1), a interacdo
entre as variaveis apresentou o efeito mais significativo, no nivel positivo, logo este fator
influencia diretamente no crescimento micelial de Streptomyces sp. DPUA 1549.

A temperatura como variavel sozinha apresentou um efeito negativo, o que indica que
trabalhar com esta variavel no nivel inferior promovera resultados superiores. Por outro lado,
a concentracdo de filtrado de soja apresentou efeito positivo e trabalhar com uma maior
concentracdo deste substrato pode gerar melhores resultados. Como a interacdo entre
temperatura e velocidade de agitacdo apresentou efeito positivo e a variavel independente
temperatura sozinha efeito negativo, trabalhar com a velocidade de agitacéo no nivel inferior
ocasionaria resultados mais promissores.

Os parametros da fermentacdo tais como tempo, agitacdo, temperatura, pH e
vitaminas, fontes de carbono e de nitrogénio podem ser determinantes no controle do
processo, por isso € necessario um conhecimento da fisiologia microbiana e do
comportamento celular do micro-organismo.

Corroborando com os dados obtidos para o Streptomyces sp. DPUA 1549, o género
Streptomyces apresenta um maior crescimento micelial quando se tem uma maior
concentragdo de filtrado de soja, 4% e uma baixa concentragdo de glicose 1%
(NASCIMENTO et. al, 2009). As fontes de nitrogénio também proporcionaram um melhor
crescimento em Penicillium citrinum, sendo o farelo de soja o segundo melhor substrato
(TAVARES et. al, 1998). No trabalho de Tavares et. al (1998) verificou-se também que o0 uso

de temperaturas em torno de 25 °C favorecem a maior producgédo de biomassa.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Biomassa (q)
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Figura 1. Gréafico de Pareto dos efeitos das varidveis, tendo como variavel
resposta a producdo de biomassa de Streptomyces sp. DPUA 1549.

Concluséo

As interagdes fisicas, agitacdo e temperatura apresentaram uma maior significancia na
producdo de biomassa micelial do Streptomyces sp. DPUA 1549 quando comparado aos
outros fatores avaliados, entretanto para otimizacdo das condi¢des é necessario a realizacao

de mais estudos.
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