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Mastitis is an inflammation in one or more mammary glands which can lead to reduc-
tion in production and quality of milk causing economic losses to dairy farming. The use
of antibiotics is the key for the treatment of this disease, but in many cases ineffective due
to bacterial resistance already known for this condition. The aim of this study was to se-
lect strains of Streptomyces spp. producing biomolecules with antimicrobial activity against
multidrug-resistant Staphylococcus isolated from buffaloes with mastitis, as well as to de-
termine the best production parameters to the evaluation of simultaneous production of
clavulanic acid. Thirty species of Streptomyces spp. were used to selecting the greatest pro-
ducer spectrum of antimicrobial activity (agar block technique), with selection of Strepto-
myces parvulus DPUA 1573, and 7 multidrug-resistant Staphylococcus spp. sensitive to its
biocompounds. The selected strain of Streptomyces parvulus DPUA 1573 was cultured in
different conditions predetermined by the factorial design 24, where the independent vari-
ables were: soybean concentration (0.5, 1.0, 1.5%), glucose (0, 0.5, 1g/L), agitation (150,
200, 250rpm) and temperature (28, 32, 37°C); all the tests were monitored up to 120 hours
of cultivation. All independent variables influenced positively the cell growth, while for an-
timicrobial activity only the variables temperature and agitation showed positive effects.
The antimicrobial bio compounds showed activity against seven multidrug-resistant Staph-
ylococcus spp under the conditions: temperature 37°C, agitation 250rpm, with 72 hours of
production process. In the tests which showed antimicrobial activity, was also assessed
the production of clavulanic acid along with the cultivation. The highest concentration of
clavulanic acid was 269.84g/L obtained under the conditions of 1.5% of soybean flour and
absence of glucose in 96 hours. The strain Streptomyces parvulus DPUA 1573 was effective
against multidrug-resistant strains of Staphylococcus spp. of mastitis from buffaloes, still
showing concomitantly production of clavulanic acid for pharmaceutical use.

INDEX TERMS: Streptomyces parvulus DPUA 1573, Staphylococcus spp., antimicrobial, buf-
faloes mastitis, multi-drug resistance.
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RESUMO.- A mastite é uma inflamacdo na glandula mama-
ria que pode acarretar perdas na producdo e na qualida-
de do leite, gerando prejuizos econdmicos para a pecuaria
leiteira. O tratamento é baseado na utilizagdo de antibioti-
cos, sendo, em muitos casos, ineficazes devido a resisténcia
bacteriana ja conhecida para esta doenga. O objetivo des-
te trabalho foi selecionar linhagens de Streptomyces spp.
produtoras de biocompostos com atividade antimicrobia-
na frente a isolados do género Staphylococcus multirresis-
tentes de bufalas com mastite. Bem como, determinar os
melhores parametros de producdo, e avaliar a producdo
simultanea de acido clavulanico. A selecdo de Streptomyces
spp. com capacidade de produzir compostos com atividade
antimicrobiana foi realizada através da técnica bloco de ge-
lose. Dentre as 30 espécies de Streptomyces spp. testadas, o
micro-organismo Streptomyces parvulus DPUA 1573 apre-
sentou melhores resultados, sendo capaz de inibir o cresci-
mento de 7 isolados Staphylococcus spp. multirresistentes.
Posteriormente, a espécie selecionada Streptomyces parvu-
lus DPUA 1573 foi cultivada em diferentes condi¢des pré-
-determinadas pelo planejamento fatorial 2%, onde as vari-
aveis independentes foram: concentracdo de soja (0,5; 1,0;
1,5%), glicose (0; 0,5; 1g/L), agitacdo (150; 200; 250rpm)
e temperatura (28; 32; 37°C) e todos os ensaios do planeja-
mento foram monitorados até 120 horas de cultivo. Todas
as variaveis independentes influenciaram positivamente no
crescimento celular, enquanto que para atividade antimi-
crobiana apenas as variaveis temperatura e agitagdo apre-
sentaram efeitos significativos positivos. O liquido metabd-
lito produzido por Streptomyces parvulus DPUA 1573 foi
capaz de inibir o crescimento de sete Staphylococcus spp.
multirresistentes. As melhores condi¢ées de cultivo para a
producdo de moléculas bioativas por este micro-organismo
foi a 37°C, com 250rpm de agitagdo por periodo de 72 ho-
ras. Nos ensaios que apresentaram atividade antimicrobia-
na, foi avaliada a produgdo de acido clavulanico ao longo
do cultivo. A maior concentragio de acido clavulanico foi de
269,84g/L obtidas nas condi¢des de 1,5% de farinha de soja
em auséncia de glicose no tempo de 96 horas. A linhagem
Streptomyces parvulus DPUA 1573 foi eficiente contra Sta-
phylococcus spp. multirresistentes isolados de mastite em
bufalas, ainda apresentando concomitantemente produgao
de acido clavulanico com o potencial uso farmacéutico.

TERMOS DE INDEXACAO: Streptomyces parvulus DPUA 1573, Sta-
phylococcus spp., antimicrobiano, mastite bubalina multirresis-
téncia.

INTRODUCAO

Mundialmente consumido, o leite de bufalas possui alta
qualidade nutricional, com teores de proteinas, gorduras e
minerais superiores ao leite de outros animais, e seu apro-
veitamento industrial é superior, em comparacdo ao leite
bovino (Barreto et al. 2010). Dentre os fatores que influen-
ciam na qualidade do leite, estdo a dieta, a constituicdo ge-
nética, a estagdo do ano, o estagio de lactacdo, o manejo da
ordenha e a sanidade (Diir et al. 2000).

A criagdo de bubalinos apresenta problemas sanitarios
semelhantes a bovinocultura e, dentre esses fatores que in-
terferem no desenvolvimento pleno da atividade pecuaria,
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destaca-se a mastite, processo inflamatério, geralmente de
carater infeccioso, no qual esta envolvida uma série de mi-
cro-organismos, usualmente de origem bacteriana e, pos-
sivelmente de fungos, leveduras, algas e, mais raramente,
dos virus (Langoni et al. 2001). A mastite causa prejuizos
relacionados a diminui¢do e qualidade do leite, reducdo
na capacidade produtora dos rebanhos, custos extras com
assisténcia veterindria e, principalmente, a gastos com me-
dicamentos que, muitas vezes, ndo sio eficazes no seu tra-
tamento (Medeiros et al. 2011).

O género Staphylococcus é considerado como o prin-
cipal agente etiolégico da mastite por apresentar grande
incidéncia e facil contdgio. Também pode ser classificado
como um grupo de bactérias multirrestistentes, onde, cer-
cade 95% dos antibiéticos comercializados e utilizados, na
pecudria, sdo ineficazes (Bezerra et al. 2009, Nader et al.
2007, Oliveira 2006).

A disseminacdo do uso inadequado de antibiéticos acar-
retou a selecdo e desenvolvimento de defesas das bactérias
aos agentes antimicrobianos, desencadeando o surgimento
da resisténcia bacteriana (Silveira et al. 2006). Um dos me-
canismos de resisténcia que as bactérias apresentam é pro-
duzir $-lactamases, enzimas que conseguem inativar o anel
B-lactdmico dos antibidticos tornando-os inaptos para o
tratamento de doencas (Essack 2001). No entanto, sabe-se
da existéncia de inibidores da enzima (-lactamase, como
o acido clavuldnico produzido por Streptomyces clavulage-
rus, que pode apresentar pouca atividade antimicrobiana,
mas ao ser utilizado em associagdo com um antibiotico,
apresenta um amplo espectro de atividade antimicrobiana
(Costaetal. 2012).

Uma alternativa promissora para o desenvolvimento de
novos farmacos sdo as actinobactérias, reconhecidas por
serem micro-organismos que sintetizam metabélitos anti-
microbianos, agentes antitumorais, inseticidas, vitaminas e
enzimas. Dentre este grupo de bactérias, destaca-se o géne-
ro Streptomyces sp., onde 80% dos antibiéticos produzidos
por este género, sdo comercializados e utilizados na saude
humana e animal e na agricultura (Panigrahi et al. 2011,
Procépio et al. 2012).

Com o aparecimento da resisténcia bacteriana nos tra-
tamentos de infec¢des nas glandulas mamarias, em bufalas,
existe a necessidade da descoberta de novas biomoléculas
eficazes, capazes de inibir bactérias multirresistentes. Por-
tanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar potenciais bio-
compostos com atividade antimicrobiana, frente as bacté-
rias multirresistentes isoladas de mastite em bufalas.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismos. Foram utilizadas 30 espécies de Strep-
tomyces spp. isoladas de liquens da Regido Amazonica obtidas da
colecdo de culturas do Departamento de Parasitologia da Univer-
sidade Federal do Amazonas (DPUA).

A atividade antimicrobiana foi avaliada frente a 50 linhagens de
Staphylococcus spp. isolados de mastite bubalina da raga Murrah,
da Regido Nordeste-Brasil, gentilmente cedidos pela Prof.2 Dr.2 Eli-
zabeth Sampaio de Medeiros do Departamento de Medicina Vete-
rindria da Universidade Federal Rural de Pernambuco e classifica-
dos como multirresistentes por método molecular e antibiograma,
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de acordo com Medeiros et al (2011) sdo resistentes a penincilina,
amoxilina, cefquinoma, cefalosporina, ciprofloxacina, enrofloxaci-
na, eritromicina, florfenicol, gentamicina, cefalotina, tetraciclina,
estreptomicina, norfloxacina, estreptomicina, ceftriaxona, nitrofu-
rantoina, doxiciclina, cefalexina, sulfametoxazol+trimetoprima e te
traciclina+neomicina+bacitracina.

As espécies de Streptomyces spp. e Staphylococcus spp. foram
reativadas em meio de cultura ISP-2 (Pridham et al. 1957) e Agar
nutriente, respectivamente, sendo preservadas como cultura es-
toque em criotubos contendo glicerol a 20% incubados a -80°C.

Selecio de espécies de Streptomyces spp. com atividade
antimicrobiana. Para selecdo dos Streptomyces produtores de
biocompostos com atividade antimicrobiana foi utilizada a técni-
ca bloco de gelose. Foram inoculadas 30 espécies de Streptomyces
spp. em placa de Petri com meio s6lido ISP-2 modificado pela re-
tirada da glicose, incubados em estufa microbiolégica a 28°C por
168 horas. Ap0s este periodo, foram retirados com blocos de cultu-
ra com 6mm de didmetro com o auxilio de um perfurador cortante
previamente esterilizado. Os blocos de cultura foram depositados
na superficie do meio agar Miieller-Hinton em placas de Petri con-
tendo a bactéria-teste (Staphylococcus spp. multirresistentes) se-
meadas pela técnica cup-plate na concentracdo de 108 UFC/mL. As
placas foram incubadas em estufa microbioldgica na temperatura
de 37°C por 24 horas, ap6s este periodo, a avaliagdo da atividade
antimicrobiana foi determinada pelo tamanho dos halos de inibi-
¢do em milimetros, de acordo com Ichikawa et al. (1971).

Meio de producio de biocompostos com atividade antimi-
crobiana. O meio de producio utilizado foi MS-2 (Porto etal. 1996)
composto por farinha de soja (2%), glicose (1%) e ainda com a pre-
senca de sais: MgS0,.7H,0, 0,1% (p/v) de NH,Cl, 0,435% (p/v) de
K,HPO, e 0,1mL de solu¢do mineral (100mg de FeSO,, MnClZ.4H20,
ZnS0,, CaCl,. H,0 em 100 mL de 4gua destilada), com pH inicial 7,2,
esterilizado em autoclave a 1 atm por 20 minutos a 121°C.

Producio de biocompostos antimicrobianas e acido cla-
vulanico utilizando planejamento fatorial 2* Streptomyces
parvulus DPUA 1573 foi cultivado em Erlenmeyer de 250 mL de
volume, contendo 100 mL do meio de cultivo ISP-2, modificado
pela retirada da glicose, incubados em agitador orbital (200rpm)
a 28°C por 48 horas. Posteriormente, a cultura obtida foi utiliza-
da como indculo (concentragio celular de 108 UFC/mL), no meio
de produgdo (MS-2) em Erlenmeyer de 250mL contendo 100mL
de meio de cultura, nas condi¢des predeterminadas pelo plane-
jamento fatorial 2* com quatro pontos centrais (Quadro 1), por
120 horas.

Os efeitos e as possiveis interagdes das variaveis estudadas
foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA) com nivel de
significancia de 95%. A analise estatistica do planejamento fato-
rial, incluindo o diagrama de Pareto, foi realizada utilizando o Sof-
tware Statistica 8.0 (Statsoft Inc 2008).

Avaliacao da atividade antimicrobiana. Foi realizada a cada
24 horas até 120 horas de fermentagdo em microplacas de 96 po-
cos. Para obter o liquido metabélico livre de células, uma aliquota
foi retirada e centrifugada a 12.000rpm por 20 minutos. Em cada
poco foi adicionado 50ul do liquido metabélico, e 5ul da cultura
da bactéria-teste (Staphylococcus sp.) na concentragio de 5x10*
UFC/mL e 45ul do meio Miiller Hinton liquido (CLSI 2003). O con-
trole negativo foi realizado sem a presenca da bactéria-teste nos
biocompostos produzidos Streptomyces parvulus DPUA 1573 e o
controle positivo com a presenca da bactéria teste, sem os bio-
compostos. As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por
24 horas, ap6s este periodo, foram determinadas as absorbancias
por um leitor de microplacas a 600nm.

Determinacio da concentracio celular. A concentragdo ce-
lular foi determinada a cada 24 horas até 120 horas de fermenta-
¢do por peso seco. O conteudo do frasco foi filtrado em de papel

Quadro 1. Niveis das variaveis do planejamento fatorial 2*
na producio de biocompostos com atividade antimicrobiana

Variaveis Niveis

Menor (-1) Central Maior (+1)
Farinha de soja (%) 0,5 1 1,5
Glicose (g/L) 0 0,5 1
Rotagdo (rpm) 150 200 250
Temperatura (°C) 28 32 37

filtro seco previamente pesado. Em seguida, o papel de filtro, jun-
tamente com a massa celular, foi levado em micro-ondas na potén-
cia baixa por 10 minutos (Olsson & Nielsen 1997).

Determinacido da concentracido do acido clavulanico. A
concentracdo de acido clavulanico, presente no liquido metabdli-
co obtido por fermentacdo, foi determinada espectrofotometrica-
mente a 311nm. A absorbancia corresponde a liberagio do produ-
to [1-(8-hidroxi-6-o0xo-4-azooct-2-25enol) imidazol-] da reacdo
entre acido clavuldnico e imidazol (Bird et al. 1982). As amostras
foram analisadas a cada 24 horas até 120 horas de cultivo.

RESULTADOS

Dentre as 30 linhagens de Streptomyces spp. avaliadas por
bloco de gelose, 2 demonstraram atividade antibacteriana
frente a 7 amostras de Staphylococcus spp. multirresisten-
tes isolados de mastite bubalina. Sendo as linhagens Strep-
tomyces sp. DPUA 1452 e Streptomyces parvulus DPUA 1573
que obtiveram halos de inibi¢do de 10mm e 15mm, respec-
tivamente. Desta forma, a linhagem Streptomyces parvulus
DPUA 1573 foi selecionada para o planejamento fatorial, a
fim de determinar os melhores parametros na produgio de
biocompostos antimicrobianos.

Os resultados obtidos pelo planejamento fatorial po-
dem ser visualizados no Quadro 2. Quatro ensaios apre-
sentaram atividade antimicrobiana frente a 7 isolados de
Staphylococcus spp. multirresistentes, isolados de mastite

Quadro 2. Resultados da atividade antimicrobiana de
biocompostos produzidos por Streptomyces parvulus DPUA
1573 em 72 horas de fermentacgao utilizando planejamento

fatorial 2+

Ensaios Soja Glicose Temperatura Agitacdo Atividade
(%)  (g/L) (°C) (rpm)  Antimicrobiana*
1 0,5 0 28 150 -
2 1,5 0 28 150 -
3 0,5 1 28 150 -
4 1,5 1 28 150 -
5 0,5 0 37 150 -
6 1,5 0 37 150 -
7 0,5 1 37 150 -
8 1,5 1 37 150 -
9 0,5 0 28 250 -
10 1,5 0 28 250 -
11 0,5 1 28 250 -
12 1,5 1 28 250 -
13 0,5 0 37 250 +
14 1,5 0 37 250 +
15 0,5 1 37 250 +
16 1,5 1 37 250 +
17C 1 0,5 32 200 -
18C 1 0,5 32 200 -
19C 1 0,5 32 200 -
20C 1 0,5 32 200 -

- Ndo apresentou atividade, + apresentou atividade.
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bubalina. Observou-se que, somente as variaveis indepen-
dentes, temperatura e agitacdo influenciaram significativa-
mente na produc¢do dos antimicrobianos. Ocorrendo assim,
a inibicdo do crescimento bacteriano apenas nos ensaios
onde houve a combinacdo das condi¢des de cultivo tempe-
ratura a 37°C e agitacdo de 250 rpm.

Nos ensaios 13, 14, 15 e 16 obteve-se a produgao de an-
timicrobianos, tendo sido selecionado o ensaio 13 (0,5% de
farinha de soja e 0 g/L de glicose) por ser composto com
menores niveis de concentracdo de farinha de soja e de gli-
cose. Visto que, as variaveis independentes concentragio
de carbono e nitrogénio nio foram estatisticamente signi-
ficativas para a producdo do antimicrobiano. A maior pro-
ducdo de biocompostos com atividade antimicrobiana por

Quadro 3. Producio do acido clavulanico (mg/L) por
Streptomyces parvulus DPUA 1573 nas condi¢oes 37°C em
250 rpm e as concentragdes de farinha de soja (1,5 %/ 0,5%)
e de glicose (0 g/L / 1 g/L) até 120 horas de fermentaciao

Ensaios 24 horas 48horas 72 horas 96 horas 120 horas
13 0 0 34,61 257,92 30,61
14 0 0 47,23 269,84 22,92
15 0 0 32,15 256,38 99,84
16 0 0 40,30 265,61 115,23
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0 24 48 7 96 120 Acido Clavulanico

Tempo {horas)
Fig.1. A curva de crescimento e produgido de acido clavulanico do
Streptomyces parvulus DPUA 1573 cultivados no meio MS-2
nas condi¢des do ensaio 14 em agitador orbital por 120 horas.

(Agitagao |7 1906776
(3terperatura WWWWW 12,71704

p=0,05 Efeito estimado (valor absoluto)

Fig.2. Grafico de Pareto demonstrando a influéncia das varia-
veis independentes e suas interagdes sob a variavel resposta
crescimento celular no tempo de 72 horas de fermentagio do
Streptomyces parvulus DPUA 1573.
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Streptomyces parvulus DPUA 1573 ocorreu com 72 horas
de fermentacgio.

Nos ensaios que apresentaram atividade antimicrobia-
na, a produgdo do acido clavulanico foi determinada, e os
resultados podem ser observados no Quadro 3. A presenca
do Aacido clavulanico, no liquido metabdlito, foi detectada
a partir de 72 horas de fermentacdo até 120 horas, tendo
como melhor tempo de produgao 96 horas. O ensaio 14
(1,5% farinha de soja, 0g/L glicose) apresentou maior con-
centracdo de acido clavulanico de 269,84mg/L (Fig.1).

O crescimento celular de Streptomyces parvulus DPUA
1573 foi analisado estatisticamente, tendo todas as vari-
aveis independentes com efeito significativo e positivo,
podendo ser visualizado no grafico de Pareto (Fig.2). A va-
riavel que apresentou maior influéncia sob o crescimento
microbiano foi agitacdo, seguido da temperatura e da inte-
racdo entre essas variaveis.

DISCUSSAO

A mastite é a enfermidade de maior impacto sobre a industria
leiteria, por afetar quantitativa e qualitativamente a produ-
¢do e, consequentemente, levando, desta forma, a prejuizos
consideraveis aos produtores (Portes et al. 2013). Espécies
de Staphylococcus aureus destacam-se como principais agen-
tes etioldgicos causadores de mastite em rebanhos bovinos e
bubalinos (Mello-Peixoto et al. 2012, Saeki et al. 2012, Mar-
ques et al. 2013, Portes et al. 2013, Moreira et al. 2014).

Medeiros et al. (2011) afirmaram que os micro-organis-
mos isolados de mastite bubalina, utilizados neste estudo,
apresentam diferentes padrdes de resisténcia (18 tipos de
antibiodticos e 2 associagbes), descrevendo dois principais
mecanismos de resisténcia bomba de efluxo e genes asso-
ciados com a resisténcia a B-lactamicos amplificados por
PCR (genes mecA e blaZ) indicando uma possivel produgao
da enzima B-lactamase por estes micro-organismos. Esse
fato justifica a baixa sensibilidade desses isolados ao liqui-
do metabolito produzido por Streptomyces parvulus DPUA
1573. Entretanto, a atividade obtida deve-se a producio si-
multidnea de biocompostos com atividade antimicrobiana
com acido clavulanico (AC).

Estes resultados corroboram com os descritos na litera-
tura, quando Carneiro da Cunha et al. (2010) estudaram a
producdo de inibidores de $-lactamases por Streptomyces
spp- DPUA 1542 frente a Staphylococcus aureus resistentes a
penicilina isolados de mastite bovina de rebanhos do Estado
de Pernambuco-Brasil, observaram a inibigao de crescimen-
to de 15 isolados de mastite bovina dentre os 17 testados.
Nascimento et al. (2014) avaliaram a produgao de metaboli-
tos com atividade antimicrobiana por 67 Streptomyces spp.
isolados de liquens da Regido Amazdnica, os biocompostos
produzidos foram testados frente a isolados de mastite ca-
prina (Staphylococcus aureus nao resistentes) de rebanhos
do Estado de Pernambuco. Tais autores verificaram a for-
macdo de halos de inibicdo que variaram de 18 a 26mm.
Alberton et al. (2006) estudaram a a¢do antimicrobiana do
liquido metabdlito obtido a partir de fermentacao por Strep-
tomyces viridosporus T7A, e a inibicdo do crescimento das
bactérias Gram negativas (Salmonela sp., Pseudomonas sp.e
Escherichia coli) ndo foi verificada. Entretanto, os autores
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observaram a formacio de halos de inibicdo nas culturas de
Staphylococcus aureus causadoras de mastite bovina.

Para produgdo de biocompostos, o estudo da composi-
¢do do meio e das condig¢des de cultivo do micro-organismo
sdo fatores primordiais para obten¢do de melhores rendi-
mentos em menor tempo de produgdo. Os resultados do
planejamento da producdo de biocompostos, com ativida-
de antimicrobiana por Streptomyces parvulus DPUA 1573,
indicam que as variaveis agitacdo e temperatura influencia-
ram, significativa e positivamente, a producao desses bio-
compostos, ou seja, em maiores niveis de agitagdo e tem-
peratura ocorre uma maior produg¢do do antimicrobiano. A
agitacdo é uma variavel independente que afeta a aeragdo
do meio de cultivo, visto que favorece a homogeneizagio
dos compostos, melhora transferéncia de oxigénio e facilita
a absorg¢do de nutrientes pelo micro-organismo, desta for-
ma, levando a um aumento na producdo de biocompostos.
Augustine et al. (2004) analisando também as condi¢des de
cultivo, na produc¢do de antimicrobianos por Streptomyces
sp. PU 23, selecionaram o maior valor de agitacdo 250 rpm,
assim como ocorreu neste estudo.

Em relacdo a temperatura, neste estudo, a producdo dos
biocompostos com atividade antimicrobiana foi observada
a 37°C, semelhante ao trabalho de Narayana e Vijayalakshi-
mi (2008) ao estudarem a influéncia de diferentes tempe-
raturas (15-45°C) sob a producido de antimicrobianos por
Streptomyces albidoflavus, obtiveram melhores resultados
quando utilizaram a temperatura de 35°C.

As variaveis independentes concentragdo de soja e de
glicose (fontes de nitrogénio e carbono) nao foram signifi-
cativas estatisticamente, portanto, optou-se por utilizar os
menores niveis dessas variaveis, devido a reducdo do cus-
to de produgao, favorecendo o escalonamento e o proces-
so industrial da produ¢do de biocompostos com atividade
antimicrobiana. Essas fontes de nutrientes sdo comumente
relatadas na literatura para a produc¢do de antimicrobia-
nos, os autores Singh et al. (2009) e Kandula & Terli (2013)
estudando a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio
(caseina, extrato de levedura, peptona, farinha de soja, clo-
reto de amonio, ureia, citrato de amonio, nitrato de amo-
nio, sulfato de amonio, nitrato de potassio, nitrato de sddio,
extrato de carne e triptona) e de carbono (frutose, amido,
lactose, manitol, glicose, arabinose, maltose, galactose,
xilose, glicerol e meso-inositol) na producdo de compos-
tos antimicrobianos por Streptomyces tanashiensis A2D e
Streptomyces coeruleorubidus BTSS-301 respectivamente,
verificaram que os melhores resultados de produgao foram
utilizando farinha de soja e glicose como fonte de nitrogé-
nio e carbono, respectivamente.

A sintese de antimicrobianos pelo género Streptomyces
ocorre geralmente na fase estacionaria do seu crescimento,
podendo ser classificados como metabdlitos secundarios
(Wohlleben et al. 2012). Esse fato foi observado durante a
producdo de biocompostos com atividade antimicrobiana
por Streptomyces parvulus DPUA 1573, que ocorreu com
72 horas de cultivo no inicio da fase estacionaria de cres-
cimento. O mesmo perfil de producdo foi observado por
Reddy et al. (2011) durante a producdo de antimicrobia-
nos por Streptomyces rochei, tendo seu melhor tempo com

72 horas de fermentagdo. No entanto, Silva-Lacerda et al.
(2015) analisando a producdo de metabdlitos bioativos
antimicrobianos produzidos por Streptomyces parvulus
C1.129 (UFPEDA-3408) obtiveram seu melhor tempo de
producdo ap6s 96 horas.

0 acido clavulanico é um potente inibidor da enzima
B-lactamase, produzido industrialmente como metabdli-
to secundario por Streptomyces clavuligerus (Saudagar et
al. 2008), entretanto, neste trabalho foi, pela primeira vez,
relatado a produgdo desta biomolécula pela espécie Strep-
tomyces parvulus.

Domingues et al. (2010) e Viana-Marques et al. (2011)
estudaram a producdo de AC por espécies de Streptomyces
e obtiveram maiores valores de producdo em comparacgio
com os obtidos no presente estudo. Entretanto, esses re-
sultados podem ser justificados devido a fonte de carbono
utilizada por esses autores (glicerol), visto que, o glicerol é
a fonte de carbono que participa diretamente na biossin-
tese do 4cido clavulanico. Portanto, modificar a fonte de
carbono pode ocasionar uma diminuicdo na producao do
AC (Belldo et al. 2013). Também é possivel ressaltar que
o melhor tempo de producgao relatado pelos autores ante-
riormente citados foi de 144 horas. Sendo este tempo de
producdo superior ao obtido nesta pesquisa (96 horas). Na
industria, menor o tempo de producdo significa menor cus-
to, sendo assim mais favoravel.

CONCLUSOES

Conclui-se que as condi¢des de cultivo da linhagem
Streptomyces parvulus DPUA 1573 foram essenciais para o
crescimento celular e produgio de antimicrobianos frente
bactérias Staphylococcus spp. multirresistentes isoladas de
bufalas com diagnostico de mastite.

0 micro-organismo Streptomyces parvulus DPUA 1573
produziu, simultaneamente, substancias antimicrobianas e
acido clavulanico.
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