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RESUMO

Actinobactérias nativas da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans

(macacaporanga) produtoras de substancias biossurfactantes

Cresce a procura por fontes naturais de produtos para os mais diversos usos, como industrias e
métodos de biorremediagdo, visto que os bioprodutos apresentam vantagens como menor
toxicidade e geragao de residuo. Dentre os microrganismos geradores de bioprodutos estdo as
actinobactérias, reconhecidas por produzirem uma diversidade de moléculas bioativas, como
antibiodticos, antitumorais, enzimas e biossurfactantes. Neste estudo foi verificado a capacidade
de cepas de actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans, em produzir
substancias biossurfactantes, avaliando sua agao emulsificante em substratos lipidicos e fosseis.
As cepas bacterianas foram isoladas e identificadas através de dados morfolédgicos, bioquimicos
e moleculares. Posteriormente, foi realizado a sele¢cdo das cepas produtoras das enzimas lipase,
esterase ¢ hemolisina, sendo selecionadas as cepas com maiores indices enzimaticos para os
testes de produgdo de biossurfactante em meio liquido. As 11 cepas isoladas foram identificadas
como pertencentes ao género Streptomyces sp., € os valores de indice de emulsificacdo
encontrados sdo promissores quando comparadas a estudos com o género Bacillus. A maior
acdo emulsificante foi registrada para o liquido do cultivo bacteriano das cepas Streptomyces
sp. MPO2 e Streptomyces sp. MPO11, indicando que a ac¢do biossurfactante seja resultante de

moléculas associadas a biomassa bacteriana.

Palavras-chave: Streptomyces sp., emulsdo, 6leos vegetais, biossurfactante.



ABSTRACT

Native actinobacteria from rhizosphere of Aniba parviflora Syn Fragans

(macacaporanga) producing biosurfactants

There is a growing demand for natural sources of products for the most diverse uses, such as
industries and bioremediation methods, since bioproducts have advantages such as less
toxicity and waste generation. Among the bioproducing microorganisms are actinobacteria,
recognized for producing a variety of bioactive molecules, such as antibiotics, antitumorals,
enzymes and biosurfactants. In this study, the ability of strains of actinobacteria isolated from
the rhizosphere of Aniba parviflora Syn Fragans to produce biosurfactant substances was
evaluated, evaluating their emulsifying action on lipid and fossil substrates. The bacterial
strains were isolated and identified through morphological, biochemical and molecular data.
Subsequently, the selection of the strains producing the lipase, esterase and hemolysin
enzymes was carried out, and the strains with the highest enzymatic indexes were selected for
the tests of biosurfactant production in liquid medium. The 11 strains isolated were identified
as belonging to the genus Streptomyces sp., And the values of emulsification index found are
promising when compared to studies with the genus Bacillus. The highest emulsifying action
was recorded for the bacterial culture liquid of Streptomyces sp. MPO2 and Streptomyces sp.
MPO11, indicating that the biosurfactant action is the result of molecules associated with

bacterial biomass.

Keywords: Streptomyces sp., emulsion, vegetable oils, biosurfactant.
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Artigo
Actinobactérias nativas da rizosfera de Amniba

parviflora Syn Fragans (macacaporanga) produtoras
de substancias biossurfactantes
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Resumo: Cresce a procura por fontes naturais de produtos para os mais diversos usos, como
industrias e métodos de biorremediagao, visto que os bioprodutos apresentam vantagens como
menor toxicidade e geragao de residuo. Dentre os microrganismos geradores de bioprodutos estao
as actinobactérias, reconhecidas por produzirem uma diversidade de moléculas bioativas, como
antibidticos, antitumorais, enzimas e biossurfactantes. Neste estudo foi verificado a capacidade de
cepas de actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans, em produzir
substancias biossurfactantes, avaliando sua agao emulsificante em substratos lipidicos e fésseis. As
cepas bacterianas foram isoladas e identificadas através de dados morfolégicos, bioquimicos e
moleculares. Posteriormente, foi realizado a selegdo das cepas produtoras das enzimas lipase,
esterase e hemolisina, sendo selecionadas as cepas com maiores indices enzimaticos para os testes
de produgao de biossurfactante em meio liquido. As 11 cepas isoladas foram identificadas como
pertencentes ao género Streptomyces sp., e os valores de indice de emulsificacdo encontrados sao
promissores quando comparadas a estudos com o género Bacillus. A maior acdo emulsificante foi
registrada para o liquido do cultivo bacteriano das cepas Streptomyces sp. MPO2 e Streptomyces sp.
MPO11, indicando que a agdo biossurfactante seja resultante de moléculas associadas a biomassa
bacteriana.

Palavras-chave: Streptomyces sp., emulsao, dleos vegetais, biossurfactante.

1. Introducao

A Amazonia constitui-se de um enorme conjunto de ecossistemas de diferentes dimensoes e
complexidades nas interagdes ambientais. Dessa forma, torna-se uma grande contribuinte para a
regulacao da dindmica ambiental global [1]. A regido amazonica é apontada como detentora de uma
importante biodiversidade, o que desperta o interesse da industria farmacéutica na prospeccao de
substancias bioativas aplicaveis em processos industriais nos mais diversos setores produtivos [2].

A obtencao de bioprodutos de microrganismos potencialmente exploraveis tem possibilitado o
desenvolvimento de tecnologias de grande aplicagdo em diversos ramos da industria, como por
exemplo, a producdo de compostos quimicos como alcool, dcido acético, biogds; bioinseticidas,
inoculantes agricolas, enzimas como lipase, amilase, proteases, biossurfactantes, antibidticos, anti-
inflamatorios e antiparasitarios [3, 4].

Entre as substancias microbianas de interesse, destacam-se moléculas biossurfactantes, que
apresentam carater anfipatico. Estas moléculas despertam grande interesse devido sua aplicagao na
reducao da tensdo superficial e interfacial, formando microemulsdes onde hidrocarbonetos podem
ser solubilizados. Moléculas surfactantes podem ser obtidas de origem sintética, a partir de sinteses
quimicas, ou bioldgicas, classificadas como biossurfactantes.

Os biossurfactantes apresentam grande capacidade de detergéncia, emulsificagao e formacao de
espuma, tornando-se de grande interesse para as industrias alimenticia e farmacéutica [5], além de
sua aplicagdo em diversos processos, diferentemente dos surfactantes sintéticos. Sao descritas
aplicagdes de biossurfactantes na protecdo ambiental [6], biodegradabilidade [7] e formagao de
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espuma em ampla faixa de temperatura e pH [8]. Além disso, os biossurfactantes sao utilizados como
antimicrobianos por possuir agdo desestabilizante da parede celular de alguns microrganismos [9].

Biossurfactantes de origem microbiana possuem algumas vantagens quando comparados
aqueles de origem quimica, como maior biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior taxa de redugao
da tensao superficial, estabilidade térmica, estabilidade quando submetidos a valores extremos de
pH. Além disso, sdao produzidos a partir de substratos renovaveis e passiveis de modificagao
estrutural através da engenharia genética ou de técnicas bioquimicas [10].

Muitos microrganismos sao capazes de produzir moléculas biossurfactantes com acao
bactericida, fungicida e herbicida, além de apresentar alta capacidade de detergéncia. Dentre eles,
estdo as actinobactérias, que sdo microrganismos de grande interesse biotecnoldgico devido sua
versatilidade metabodlica, de onde sao obtidos diversos metabolitos secundarios de estrutura quimica
e acao bioldgica variada. Actinobactérias sao bactérias Gram-positivas, filamentosas, com grande
distribui¢ao no solo, onde exercem papel fundamental na ciclagem de nutrientes através da agao de
suas diversas enzimas hidroliticas e lipoliticas sobre a matéria organica [11].

Dos 23.000 metabolitos secundarios descritos produzidos por microrganismos cerca de 10.000
sdo metabolitos bioativos produzidos por Actinobactérias, sendo que o género Streptomyces é
responsavel pela produgao de mais de 70% destes compostos [12, 13].

Dentre os mais de 130 géneros de actinobatérias, o género Streptomyces sp. se destaca na
producao de diversas moléculas bioativas como antibioticos [14, 15], antitumorais, antiparasitarios,
vitaminas, biossurfactantes e enzimas de interesse industrial como lipases, pectinases, amilases [16].

E crescente a preocupacio com a prospec¢do e desenvolvimento de novos produtos de origem
bioldgica, visto as vantagens que estes apresentam sobre os sintéticos. Assim, a microbiota amazonica
vem sendo cada vez mais explorada e tem demonstrado ser uma inestimavel fonte de moléculas
bioativas com as mais diversas aplicagoes.

Tendo em vista o grande potencial amazoénico e a possibilidade de obter uma diversidade de
moléculas produzidas por actinobactérias, este estudo buscou isolar actinobatérias do género
Streptomyces sp. presentes na rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans (macacaporanga) e avaliar a
capacidade de produgao de substancias biossurfactantes.

2. Material e Métodos

Isolamento, caracteriza¢do fenotipica e identificacio molecular

As actinobactérias foram isoladas a partir da inoculagdo de 100 pL de suspensdes microbianas
preparadas a partir de 10 g de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn Fragans (macacaporanga) em
tampao fosfato (PBS). A amostra de solo foi coletada em uma zona de transicao de floresta ombrofila
densa e savana (Latitude 20 28" 01.28” S e Longitude 540 49" 45.32” O) na cidade de Santarém, Par4,
Brasil.

A suspensao microbiana foi obtida por agitacdo mecanica a 180 rpm por 30 minutos, e
posteriormente preparado dilui¢des para obteng¢ao das suspensdes de semeadura nas concentragoes 10-
3,10+, 10°.

O meio de isolamento foi Agar Asparagina Levedura (ALA) [17] suplementado com Nistatina (64
pg/mL), sendo as placas inoculadas e mantidas em estufa bacterioldgica durante 21 dias a 37°C. As
colonias de actinobactérias foram previamente selecionadas através de caracteres fenotipicos das
colonias, seguindo os padrdes de colonias pequenas, rigidas, opacas, com formagao de micélio aéreo
compacto e rasteiro, além da producao de pigmento [18].

Apods obtengdo das culturas puras, foram realizadas andlises bioquimicas [18] e morfoldgicas
através da técnica de Gram e microcultivo [19] seguido de microscopia de luz comum e microscopia
eletronica de varredura (MEV), para caracterizagdo da cadeia de esporos.

O DNA bacteriano foi extraido conforme descrito por Stirling [20] a partir de 5 ml de suspensao
celular obtida apds 72h de cultivo em meio liquido ISP2. Para a reagao de amplificagao foram utilizados
os pares de oligonucleotideos Eub338F/Act1159R seguindo os passos: 95°C (3”); 35 ciclos de 94°C (30”),
68°C (30”), 72°C (90”); extensao de 72°C (7’). E para o par fD1/rD1: 95°C (3’); 30 ciclos de 94°C (1"), 55°C
(30”), 72°C (2'); extensao de 72°C (7). O produto da PCR foi purificado utilizando o kit GFX (GE
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Healthcare 28-9034-70) e subclonado no vetor CRTM2.1-TOPO® vector utilizando o kit TOPO TA
Cloning (ThermoFisherScientific 451641).

Para o sequenciamento foram utilizados os oligonucleotideos M13F (GTAAAACGACGGCCAGT)
e MI3R (AACAGCTATGACCATG) para todos os fragmentos subclonados. O completo
sequenciamento do gene 165 RNAr foi realizado com os oligonucleotideos [21] 341-357F
(CCTACGGGAGGCAGCAGCAG), 685-704f (GTAGSGGTGAAATACGTAGA) e 1099-1114f
(GCAACGAGCGCAACCCQ), por sequenciamento Sanger, realizado no sequenciador ABI PRISM 3730
DNA ANALYZER (AppliedBiosystems/Hitashi) no Laboratério de Gendmica e Elementos de
Transposicao  (GaTE) do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo
(http://gate.ib.usp.br/GateWeb-new/).

Selecdo preliminar de actinobactérias produtoras de biossurfactantes

Para a triagem de bactérias produtoras de biossurfactantes, foi inicialmente realizada uma selecao
observando a capacidade de produgao de enzimas lipoliticas e proteoliticas. As colonias bacterianas
obtidas do cultivo de 196h em meio ISP2 foram inoculadas nos meios de cultura contendo os respectivos
substratos para produgdo das enzimas lipase, esterase [22] e hemolisinas [23]. O indice enzimatico foi
determinado a partir da relagdo entre o didmetro do halo enzimatico e o diametro da colonia, sendo
considerado bom potencial enzimatico valor superior a 1.5 [24].

Avalia¢ao da producao de biossurfactante

As cepas de actinobactérias selecionadas pelo maior indice enzimatico foram cultivadas sob
agitacao continua de 180 rpm por 120 h a 30°C em Erlenmeyer (500 mL) contendo 180 ml do meio Caldo
Nutriente (CN) aditivado com (1%) de azeite de oliva.

A avaliacao da produgdo de biossurfactante foi verificada pela capacidade tanto da suspensao
microbiana, quanto do liquido metabdlico livre de células, em emulsionar substratos lipidicos dleo
diesel (OD), 6leo de motor (OM), dleo de canola (OCA), éleo de milho (OM), 6leo de girassol (OG) e
oleo de soja (OS). Para tanto, foi preparado uma mistura a partir de 2 mL da suspensao bacteriana e 2
mL dos substratos, por agitacio mecanica em vortex durante 2 minutos. Apos 24h foi verificado o indice
de emulsificacao (IE24), resultado da razao entre a altura da camada de emulsao e a altura total,
multiplicada por 100 [25].

3. Resultados
3.1. Isolamento, cultivo e manutencio

Foram isoladas 11 cepas de actinobactérias, apresentando variada coloragao do micélio aéreo e
micélio vegetativo, com desenvolvimento de colonias velutinas e pulverulentas (Tabela 1). As cepas
isoladas sao Gram-positivas e a morfologia da cadeia de esporos variou nos padroes reta, flexuosa e
Retinaculum apertum, padroes caracteristicos do género Streptomyces. Esses dados foram corroborados
com a analise molecular do gene RNAr 16S evidenciando similaridade acima de 96% com o género
Streptomyces sp. As cepas Streptomyces MPO®6, Streptomyces MPOS8 produzem pigmentos difusos no
meio ISP2, e a Streptomyces MPO11 em meio ISP4.
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Tabela 1. Morfologia das coldnias de actinobactérias isoladas de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn fragans (Macacaporanga) cultivadas nos meios ISP-2.

Cepa Micélio aéreo/Micélio vegetativo Toleréancia (NaCl)

ISP1 1ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 ALA

Streptomyces sp. MPO1 +++ ++++ +++ ++ ++ ++++ 5% +++
Branco / bege Branco / bege Branco / incolor Branco / bege Branco / bege Branco / bege

Streptomyces sp. MPO2  ++ +++ ++ ++ ++ ++ 7% +
Branco / bege Branco / amarelo Branco / amarelo Branco / bege Branco / bege Branco / amarelo

Streptomyces sp. MPO3  ++ ++++ +++ ++ - ++ 8% +
Ausente / bege Branco / bege Branco / bege Branco / bege Branco / incolor

Streptomyces sp. MPO4  ++++ ++++ ++ ++ - ++ 8% +
Branco / bege Branco / bege Branco / bege Branco / bege Branco / bege

Streptomyces sp. MPO5  ++ +++ ++ - ++ ++ 5% +++
Ausente / bege Branco / amarelo Branco / bege Branco / bege Branco / bege

Streptomyces sp. MPO6 - + - - - - 7% +

Branco / amarelo

Streptomyces sp. MPO7 +++ ++++ ++++ +++ +++ ++ 9% +
Branco / bege Branco / bege Branco / cinza Branco / bege Branco / bege Branco / bege

Streptomyces sp. MPO8  +++ ++++ ++ ++ - - 8% +
Branco / amarelo Branco / amarelo Branco / incolor Branco / incolor

Streptomyces sp. MPO9  +++ +++ +++ +++ +++ - 7% +
Cinza/ bege Branco / amarelo Cinza / bege Cinza/ bege Branco / bege

Streptomyces sp. MPO10 - +++ ++++ ++ ++ ++ 5% +

Cinza / amarelo Verde / bege Cinza/ bege Cinza / bege Cinza/ cinza

Streptomyces sp. MPO11  + +++ +++ +++ +++ - 5% +

Cinza/ bege Branco / amarelo Cinza / bege Branco / bege Branco / bege

13



14

144 I I I

(a)
(b)
(c)
145 Figura 1. Morfologia bacteriana dos isolados selecionados. I. Microscopia eletronica de varredura (MEV).
146 II.Col6nias bacterianas cultivadas em meio ISP2. III. Registro da emulsdo formada em dleo de soja. (a)
147 Streptomyces sp. MPO 2. (b) Streptomyces sp. MPO®. (c) Streptomyces sp. MPO11.
148 As 11 cepas de Streptomyces sp. produziram coldnias na maior parte dos meios de cultura
149 testados, com excegao da cepa Streptomyces sp. MPO6 que coloniza apenas o meio ISP2 (Tabela
150 1). Foi observado a tolerancia dos isolados em colonizar meios contendo NaCl em concentracao
151 variando entre 5 e 9%.
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152 Figura 2. A: Indices enziméticos registrados na triagem em meio sélido para as cepas de
153 Streptomyces sp. B: Indices de emulsificacio (IE24) do liquido livre de células; C: Indices de
154 Emulsificacdo (IE24) do cultivo bacteriano. OD: 6leo diesel; OM: dleo de motor; OCA: 6leo de

155 canola; OML: dleo de milho; OG: 6leo de girassol; OS: 6leo de soja).
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3.2. Cepas produtoras de enzimas biossurfactantes

As cepas de Streptomyces sp. isoladas produzem pelo menos uma das enzimas relacionadas a
acao surfactante, com destaque para a cepa Streptomyces sp. MPO11 que apresentou maior indice
enzimatico para lipase e esterase (Figura 2).

As cepas Streptomyces sp. MPO?2, Streptomyces sp. MPOG6 e Streptomyces sp. MPOL11 selecionadas
na triagem apresentaram capacidade de emulsificagdo de em todos os substratos lipidicos de origem
vegetal e somente a cepa Streptomyces sp. MPO11 nao emulsionou Oleo Diesel. Foi também
determinado que o liquido contendo a biomassa bacteriana apresentou maior capacidade de emulsao
(figura 2).

4. Discussao

O solo é uma importante fonte de microrganismos, os quais participam de diversas reagdes
metabdlicas, promovendo a ciclagem de nutrientes, sendo, portanto, indispensaveis na manutengao
da qualidade desse ambiente. Actinobactérias do género Streptomyces tem sido frequentemente
isoladas a partir de amostras de solo, apresentando colonias bacterianas de aspecto variado quanto a
coloracdo do micélio e produgdo de pigmentos nos meios International Strepfomyces Project,
principalmente ISP2 [26]. Oskay [27] isolou 50 cepas de Streptomyces de uma amostra de solo de
uma fazenda na Turquia, onde as cepas apresentaram diferentes coloragdes de micélio aéreo e
vegetativo, sendo a maioria delas produtoras de moléculas com atividade antagonica frente a
microrganismos patogénicos.

A producao de enzimas como esterases e lipases por Streptomyces sp. tém sido descritas por
Karanja et al. [28] que isolaram de uma amostra de solo do Quénia, quatro cepas produtoras de
diversas enzimas de interesse industrial, entre elas a lipase. Malviya et al. [29] também descrevem o
potencial enzimatico de actinobactérias isoladas de um ambiente extremo no nordeste do Himalaia
na India, produtoras das enzimas catalase, lipase, gelatinase e amilase.

Quando verificado a agao biossurfactante, tanto do cultivo bacteriano quanto do liquido
metabdlico livre de células das cepas Streptomyces sp. MPO?2, Streptomyces sp. MPOG6 e Streptomyces
sp. MPOL11, foi constatada sua agao emulsificante nos substratos lipidicos de origem vegetal e f6ssil.
Os substratos hidrofdbicos vegetais com maior emulsificagao foram os éleos de canola e soja, a partir
do cultivo bacteriano da cepa Streptomyces sp. MPO2, com 1E24 de 82,7% e 80,3%, respectivamente.

O substrato 6leo lubrificante de motor foi emulsificado pela mesma cepa, com 1E24 de 78,8%.
Estes valores sao superiores quando comparados com os valores encontrados por Santos [30], que ao
estudar biossurfactantes produzidos por actinobactérias isoladas de liquens da Amazodnia, obteve
IE24 de 35% para o 6leo de canola e 60% para o 6leo de soja. Elkhawaga [31] obteve um IE24 de
aproximadamente 40% para 6leos de milho, soja e girassol, resultados inferiores aos obtidos com a
cepa Streptomyces sp. MPO2, que apresentou um IE24 acima de 70%.

Tomando como referéncia a agao emulsificante do género Bacillus, grupo de maior potencial na
producao de biossurfactantes, a acdo emulsificante de Bacillus subtilis observada por Rovina [32]
ainda se apresenta inferior, correspondendo a IE24 de 5,56% para 6leo de soja. Ao mesmo passo,
Soares [33] ao estudar a mesma espécie, obteve um IE24 de 62,4% para o mesmo substrato.

Streptomyces sp. MPO2 apresentou o maior indice enziméatico para hemolisinas, sendo também

a cepa que apresentou maior capacidade de emulsificagao para todos os dleos testados, corroborando
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com a pesquisa de Carrillo e colaboradores [23], que sugeriram que existe uma correlacao entre a
producao de hemolisinas e biossurfactantes, uma vez que ao testarem 86 bactérias (hemoliticas e ndo
hemoliticas) para a producao de biossurfactante, obtiveram resultados positivos para apenas cinco
bactérias, sendo todas pertencentes ao conjunto de bactérias hemoliticas.

Segundo Youssef e colaboradores [34], para que um microrganismo seja considerado promissor
na producdo de biossurfactante, resultados de IE24 acima de 40% devem ser encontrados. Desta
forma, pode-se afirmar que as cepas de Streptomyces sp. isoladas neste estudo apresentam a

promissora habilidade em formar bioemulsoes.

5. Conclusao

Nesse estudo é descrito pela primeira vez a habilidade de cepas de actinobactérias isoladas da
rizosfera de Aniba parviflora em produzir substancias biossurfactantes. Os valores de indice de
emulsificacdo encontrados sao promissores quando comparadas a estudos com o género Bacillus, e a
maior ac¢do emulsificante foi registrada para o liquido do cultivo bacteriano das cepas Streptomyces
sp. MPO2 e Streptomyces sp. MPO11. Visto que substancias biossurfactantes de origem microbiana
podem ser extracelulares ou constituirem a membrana celular de uma variedade de leveduras,
bactérias e fungos filamentosos, sugere-se que a acao biossurfactante aqui relatada seja resultante de

moléculas associadas a biomassa bacteriana.
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Resumo: Um tnico paragrafo com cerca de 200 palavras no maximo. Para artigos de pesquisa, os
resumos devem fornecer uma visao geral pertinente do trabalho. N6s encorajamos os autores a usar
o seguinte estilo de resumos estruturados, mas sem titulos: (1) Antecedentes: Colocar a questdo
abordada em um contexto amplo e destacar o proposito do estudo; (2) Métodos: Descreva
sucintamente os principais métodos ou tratamentos aplicados; (3) Resultados: Resumir os principais
resultados do artigo; e (4) Conclusdes: Indique as principais conclusdes ou interpretagdes. O resumo
deve ser uma representacao objetiva do artigo, ndo deve conter resultados nao apresentados e
fundamentados no texto principal e ndo deve exagerar as principais conclusoes.

Palavras-chave: palavra-chave 1; palavra-chave 2; Palavra-chave 3 (Liste trés a dez palavras-chave
pertinentes especificas do artigo; ainda que razoavelmente comuns dentro da disciplina do assunto.)

1. Introdugao

A introducdo deve colocar brevemente o estudo em um contexto amplo e destacar por que é
importante. Deve definir o propdsito do trabalho e seu significado. O estado atual do campo de
pesquisa deve ser revisado cuidadosamente e as principais publica¢des citadas. Por favor, destaque
hipoteses controversas e divergentes quando necessario. Por fim, mencione brevemente o objetivo
principal do trabalho e destaque as principais conclusdes. Tanto quanto possivel, por favor,
mantenha a introdugdo compreensivel para os cientistas fora do seu campo particular de pesquisa.
As referéncias devem ser numeradas em ordem de aparecimento e indicadas por um numeral ou
numeros entre colchetes, por exemplo, [1] ou [2,3] ou [4-6]. Veja o final do documento para mais
detalhes sobre referéncias.

2. Material e Metodos

Materiais e Métodos devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir que outros possam
replicar e basear-se nos resultados publicados. Observe que a publicacdo de seu manuscrito implica
que voceé deve disponibilizar todos os materiais, dados, codigo de computador e protocolos
associados a publicacao aos leitores. Por favor, divulgue no estdgio de submissao quaisquer
restri¢des sobre a disponibilidade de materiais ou informacdes. Novos métodos e protocolos devem
ser descritos em detalhes enquanto métodos bem estabelecidos podem ser brevemente descritos e
apropriadamente citados.

Os manuscritos de pesquisa que relatam grandes conjuntos de dados que sao depositados em um
banco de dados disponivel publicamente devem especificar onde os dados foram depositados e
fornecer os nimeros de acesso relevantes. Se os niimeros de acesso ainda nao tiverem sido obtidos
no momento da apresentagdo, declare que eles serdo fornecidos durante a revisao. Eles devem ser
fornecidos antes da publicacao.

Estudos intervencionais envolvendo animais ou seres humanos, e outros estudos requerem

aprovacao ética devem listar a autoridade que forneceu a aprovagao e o cédigo de aprovacao ética
correspondente.
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3. Resultados

Esta se¢ao pode ser dividida por subtitulos. Deve fornecer uma descri¢ao concisa e precisa dos
resultados experimentais, sua interpretacdo, bem como as conclusdes experimentais que podem ser
tiradas.

3.1. Sub-secdo

3.1.1. Subsubsection
Listas com marcadores se parecem com isso:

° Primeiro Marcador
e  Segundo Marcador
. Terceiro Marcador

Listas numeradas podem ser adicionadas da seguinte forma:

1. Primeir item
Segundo item
3. Terceiro item

O texto continua aqui.

3.2. Figuras, tabelas e esquemas

Todas as figuras e tabelas devem ser citadas no texto principal como Figura 1, Tabela 1, etc..

(@) (b)

Figura 1. Esta é uma figura, Esquemas seguem a mesma formatagao. Se houver varios painéis, eles
deverao ser listados como: (a) Descri¢ao do que esta contido no primeiro painel; (b) Descrigao do que
esta contido no segundo painel. As figuras devem ser colocadas no texto principal perto da primeira
vez que sao citadas. Uma legenda em uma tnica linha deve estar centralizada.

Tabela 1. Esta é uma tabela. As tabelas devem ser colocadas no texto principal perto da primeira vez
que sao citadas.

Title 1 Title 2 Title 3
entry 1 data data
entry 2 data data !

! Tabelas podem ter um rodapé.
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3.3. Formatagdo de Componentes Matemdticos
Este é um exemplo de uma equagao:
a=1, (1)

o texto que segue uma equagao nao precisa ser um novo paragrafo. Por favor, pontue equagdes como
texto regular.

4. Discussao

Os autores devem discutir os resultados e como podem ser interpretados na perspectiva de
estudos anteriores e das hipdteses de trabalho. Os resultados e suas implicagdes devem ser discutidos
no contexto mais amplo possivel. Dire¢oes de pesquisas futuras também podem ser destacadas.

5. Conclusao

Esta secdo nao € obrigatdria, mas pode ser adicionada ao manuscrito se a discussao for
incomumente longa ou complexa.

6. Patentes

Esta secdo nao é obrigatdria, mas pode ser adicionada se houver patentes resultantes do trabalho
relatado neste manuscrito.

Materiais Suplementares: Os seguintes itens estdo disponiveis on-line em www.mdpi.com/xxx/s1, Figura SI:
titulo, Tabela S1: titulo, Video S1: titulo.

Contribui¢des dos autores: Para artigos de pesquisa com varios autores, um paragrafo curto especificando suas
contribui¢des individuais deve ser fornecido. As seguintes afirmagdes devem ser usadas “conceituacao, X.X. e
Y.Y .; metodologia, X.X .; software, X.X .; validagao, X.X., Y.Y. e Z.Z ; andlise formal, X.X .; investiga¢ao, X.X .;
recursos, X.X .; curadoria de dados, X.X .; escrita - preparagao original do rascunho, X.X .; redacao - revisao e
edicao, X.X .; visualizagao, X.X .; supervisao, X.X .; administra¢do de projetos, X.X .; aquisi¢ao de financiamento,
Y.Y.”, por favor, recorra a taxonomia do CRediT para o termo explicagdao. A autoria deve ser limitada aqueles
que contribuiram substancialmente para o trabalho relatado.

Financiamento: Por favor, adicione: "Esta pesquisa nao recebeu nenhum financiamento externo” ou "Esta
pesquisa foi financiada por NOME DO FUNDADOR, concessao nimero XXX" e "O APC foi financiado por
XXX". Verifique cuidadosamente se os detalhes fornecidos sao precisos e use a grafia padrao dos nomes das
agéncias de financiamento em https://search.crossref.org/funding. Quaisquer erros podem afetar seu
financiamento futuro.

Agradecimentos: Nesta secdo vocé pode reconhecer qualquer suporte dado que nao esteja coberto pela
contribui¢ao do autor ou pelas se¢des de financiamento. Isso pode incluir suporte administrativo e técnico ou
doagdes em espécie (por exemplo, materiais usados para experimentos).

Conflitos de Interesse: Declarar conflitos de interesse ou estado “Os autores declaram nao haver conflito de
interesse.” Os autores devem identificar e declarar quaisquer circunstancias pessoais ou interesses que possam
ser interpretados como influenciando inadequadamente a representagdo ou interpretagao dos resultados de
pesquisa relatados. Qualquer papel dos financiadores na concepgao do estudo; na coleta, analise ou
interpretagao de dados; na redagao do manuscrito, ou na decisao de publicar os resultados devem ser declarados
nesta secao. Se nao houver nenhum papel, por favor declare “Os financiadores nao tiveram nenhum papel no
desenho do estudo; na coleta, andlise ou interpretagao de dados; na redacdo do manuscrito, ou na decisao de
publicar os resultados ””.

Apendice A

O apéndice é uma secdo opcional que pode conter detalhes e dados complementares ao texto
principal. Por exemplo, explica¢des de detalhes experimentais que perturbariam o fluxo do texto
principal, mas que, no entanto, permanecem cruciais para compreender e reproduzir a pesquisa
mostrada; figuras de réplicas para experimentos cujos dados representativos sao mostrados no texto
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principal podem ser adicionados aqui, se breves, ou como dados suplementares. Provas matematicas
de resultados nado centrais para o papel podem ser adicionadas como um apéndice.

Apendice B

Todas as se¢Oes do apéndice devem ser citadas no texto principal. Nos apéndices, Figuras,
Tabelas, etc. devem ser rotulados comecando com "A", por exemplo, Figura A1, Figura A2, etc..

Referéncias

As referéncias devem ser numeradas em ordem de aparecimento no texto (incluindo cita¢des em tabelas e
legendas) e listadas individualmente no final do manuscrito. Recomendamos preparar as referéncias com
um pacote de software de bibliografia, como EndNote, ReferenceManager ou Zotero, para evitar erros de
digitagao e referéncias duplicadas. Inclua o identificador de objeto digital (DOI) para todas as referéncias,
quando disponiveis.

Citagdes e referéncias em arquivos suplementares sdo permitidas, desde que também aparegam na lista de
referéncias aqui.

No texto, os nimeros de referéncia devem ser colocados entre colchetes [] e colocados antes da pontuacgao;
por exemplo [1], [1-3] ou [1,3]. Para citagdes incorporadas no texto com paginagao, use os parénteses e
colchetes para indicar o nimero de referéncia e os nimeros das paginas; por exemplo [5] (p. 10), ou [6] (pp.
101-105).
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