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RESUMO 

 

 

Actinobactérias nativas da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans 

(macacaporanga) produtoras de substâncias biossurfactantes 

 

Cresce a procura por fontes naturais de produtos para os mais diversos usos, como indústrias e 

métodos de biorremediação, visto que os bioprodutos apresentam vantagens como menor 

toxicidade e geração de resíduo. Dentre os microrganismos geradores de bioprodutos estão as 

actinobactérias, reconhecidas por produzirem uma diversidade de moléculas bioativas, como 

antibióticos, antitumorais, enzimas e biossurfactantes. Neste estudo foi verificado a capacidade 

de cepas de actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans, em produzir 

substâncias biossurfactantes, avaliando sua ação emulsificante em substratos lipídicos e fósseis. 

As cepas bacterianas foram isoladas e identificadas através de dados morfológicos, bioquímicos 

e moleculares. Posteriormente, foi realizado a seleção das cepas produtoras das enzimas lipase, 

esterase e hemolisina, sendo selecionadas as cepas com maiores índices enzimáticos para os 

testes de produção de biossurfactante em meio líquido. As 11 cepas isoladas foram identificadas 

como pertencentes ao gênero Streptomyces sp., e os valores de índice de emulsificação 

encontrados são promissores quando comparadas a estudos com o gênero Bacillus. A maior 

ação emulsificante foi registrada para o líquido do cultivo bacteriano das cepas Streptomyces 

sp. MPO2 e Streptomyces sp. MPO11, indicando que a ação biossurfactante seja resultante de 

moléculas associadas à biomassa bacteriana. 

 

 

Palavras-chave: Streptomyces sp., emulsão, óleos vegetais, biossurfactante. 
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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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Resumo: Cresce a procura por fontes naturais de produtos para os mais diversos usos, como 8 

indústrias e métodos de biorremediação, visto que os bioprodutos apresentam vantagens como 9 
menor toxicidade e geração de resíduo. Dentre os microrganismos geradores de bioprodutos estão 10 
as actinobactérias, reconhecidas por produzirem uma diversidade de moléculas bioativas, como 11 
antibióticos, antitumorais, enzimas e biossurfactantes. Neste estudo foi verificado a capacidade de 12 
cepas de actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans, em produzir 13 
substâncias biossurfactantes, avaliando sua ação emulsificante em substratos lipídicos e fósseis. As 14 
cepas bacterianas foram isoladas e identificadas através de dados morfológicos, bioquímicos e 15 
moleculares. Posteriormente, foi realizado a seleção das cepas produtoras das enzimas lipase, 16 
esterase e hemolisina, sendo selecionadas as cepas com maiores índices enzimáticos para os testes 17 
de produção de biossurfactante em meio líquido. As 11 cepas isoladas foram identificadas como 18 
pertencentes ao gênero Streptomyces sp., e os valores de índice de emulsificação encontrados são 19 
promissores quando comparadas a estudos com o gênero Bacillus. A maior ação emulsificante foi 20 
registrada para o líquido do cultivo bacteriano das cepas Streptomyces sp. MPO2 e Streptomyces sp. 21 
MPO11, indicando que a ação biossurfactante seja resultante de moléculas associadas à biomassa 22 
bacteriana. 23 

Palavras-chave: Streptomyces sp., emulsão, óleos vegetais, biossurfactante. 24 

 25 

1. Introdução 26 

A Amazônia constitui-se de um enorme conjunto de ecossistemas de diferentes dimensões e 27 
complexidades nas interações ambientais. Dessa forma, torna-se uma grande contribuinte para a 28 
regulação da dinâmica ambiental global [1]. A região amazônica é apontada como detentora de uma 29 
importante biodiversidade, o que desperta o interesse da indústria farmacêutica na prospecção de 30 
substâncias bioativas aplicáveis em processos industriais nos mais diversos setores produtivos [2].  31 

A obtenção de bioprodutos de microrganismos potencialmente exploráveis tem possibilitado o 32 
desenvolvimento de tecnologias de grande aplicação em diversos ramos da indústria, como por 33 
exemplo, a produção de compostos químicos como álcool, ácido acético, biogás; bioinseticidas, 34 
inoculantes agrícolas, enzimas como lipase, amilase, proteases, biossurfactantes, antibióticos, anti-35 
inflamatórios e antiparasitários [3, 4]. 36 

Entre as substâncias microbianas de interesse, destacam-se moléculas biossurfactantes, que 37 
apresentam caráter anfipático. Estas moléculas despertam grande interesse devido sua aplicação na 38 
redução da tensão superficial e interfacial, formando microemulsões onde hidrocarbonetos podem 39 
ser solubilizados. Moléculas surfactantes podem ser obtidas de origem sintética, a partir de sínteses 40 
químicas, ou biológicas, classificadas como biossurfactantes.  41 

Os biossurfactantes apresentam grande capacidade de detergência, emulsificação e formação de 42 
espuma, tornando-se de grande interesse para as indústrias alimentícia e farmacêutica [5], além de 43 
sua aplicação em diversos processos, diferentemente dos surfactantes sintéticos. São descritas 44 
aplicações de biossurfactantes na proteção ambiental [6], biodegradabilidade [7] e formação de 45 
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espuma em ampla faixa de temperatura e pH [8]. Além disso, os biossurfactantes são utilizados como 46 
antimicrobianos por possuir ação desestabilizante da parede celular de alguns microrganismos [9]. 47 

Biossurfactantes de origem microbiana possuem algumas vantagens quando comparados 48 
àqueles de origem química, como maior biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior taxa de redução 49 
da tensão superficial, estabilidade térmica, estabilidade quando submetidos a valores extremos de 50 
pH. Além disso, são produzidos a partir de substratos renováveis e passíveis de modificação 51 
estrutural através da engenharia genética ou de técnicas bioquímicas [10]. 52 

Muitos microrganismos são capazes de produzir moléculas biossurfactantes com ação 53 
bactericida, fungicida e herbicida, além de apresentar alta capacidade de detergência. Dentre eles, 54 
estão as actinobactérias, que são microrganismos de grande interesse biotecnológico devido sua 55 
versatilidade metabólica, de onde são obtidos diversos metabólitos secundários de estrutura química 56 
e ação biológica variada. Actinobactérias são bactérias Gram-positivas, filamentosas, com grande 57 
distribuição no solo, onde exercem papel fundamental na ciclagem de nutrientes através da ação de 58 
suas diversas enzimas hidrolíticas e lipolíticas sobre a matéria orgânica [11]. 59 

Dos 23.000 metabólitos secundários descritos produzidos por microrganismos cerca de 10.000 60 
são metabólitos bioativos produzidos por Actinobactérias, sendo que o gênero Streptomyces é 61 
responsável pela produção de mais de 70% destes compostos [12, 13]. 62 

Dentre os mais de 130 gêneros de actinobatérias, o gênero Streptomyces sp. se destaca na 63 
produção de diversas moléculas bioativas como antibióticos [14, 15], antitumorais, antiparasitários, 64 
vitaminas, biossurfactantes e enzimas de interesse industrial como lipases, pectinases, amilases [16].  65 

É crescente a preocupação com a prospecção e desenvolvimento de novos produtos de origem 66 
biológica, visto as vantagens que estes apresentam sobre os sintéticos. Assim, a microbiota amazônica 67 
vem sendo cada vez mais explorada e tem demonstrado ser uma inestimável fonte de moléculas 68 
bioativas com as mais diversas aplicações. 69 

Tendo em vista o grande potencial amazônico e a possibilidade de obter uma diversidade de 70 
moléculas produzidas por actinobactérias, este estudo buscou isolar actinobatérias do gênero 71 
Streptomyces sp. presentes na rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans (macacaporanga) e avaliar a 72 
capacidade de produção de substâncias biossurfactantes. 73 

2. Material e Métodos 74 

 Isolamento, caracterização fenotípica e identificação molecular 75 

As actinobactérias foram isoladas a partir da inoculação de 100 µL de suspensões microbianas 76 
preparadas a partir de 10 g de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn Fragans (macacaporanga) em 77 
tampão fosfato (PBS). A amostra de solo foi coletada em uma zona de transição de floresta ombrófila 78 
densa e savana (Latitude 20 28’ 01.28” S e Longitude 540 49’ 45.32” O) na cidade de Santarém, Pará, 79 
Brasil. 80 

A suspensão microbiana foi obtida por agitação mecânica a 180 rpm por 30 minutos, e 81 
posteriormente preparado diluições para obtenção das suspensões de semeadura nas concentrações 10-82 
3, 10-4, 10-5.  83 

O meio de isolamento foi Agar Asparagina Levedura (ALA) [17] suplementado com Nistatina (64 84 
µg/mL), sendo as placas inoculadas e mantidas em estufa bacteriológica durante 21 dias a 37°C. As 85 
colônias de actinobactérias foram previamente selecionadas através de caracteres fenotípicos das 86 
colônias, seguindo os padrões de colônias pequenas, rígidas, opacas, com formação de micélio aéreo 87 
compacto e rasteiro, além da produção de pigmento [18]. 88 

Após obtenção das culturas puras, foram realizadas análises bioquímicas [18] e morfológicas 89 
através da técnica de Gram e microcultivo [19] seguido de microscopia de luz comum e microscopia 90 
eletrônica de varredura (MEV), para caracterização da cadeia de esporos. 91 

O DNA bacteriano foi extraído conforme descrito por Stirling [20] a partir de 5 ml de suspensão 92 
celular obtida após 72h de cultivo em meio líquido ISP2. Para a reação de amplificação foram utilizados 93 
os pares de oligonucleotídeos Eub338F/Act1159R seguindo os passos: 95ºC (3’); 35 ciclos de 94ºC (30’’), 94 
68ºC (30’’), 72ºC (90’’); extensão de 72ºC (7’). E para o par fD1/rD1: 95ºC (3’); 30 ciclos de 94ºC (1’), 55ºC 95 
(30’’), 72ºC (2’); extensão de 72ºC (7’). O produto da PCR foi purificado utilizando o kit GFX (GE 96 
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Healthcare 28-9034-70) e subclonado no vetor CRTM2.1-TOPO® vector utilizando o kit TOPO TA 97 
Cloning (ThermoFisherScientific 451641).  98 

Para o sequenciamento foram utilizados os oligonucleotídeos M13F (GTAAAACGACGGCCAGT) 99 
e M13R (AACAGCTATGACCATG) para todos os fragmentos subclonados. O completo 100 
sequenciamento do gene 16S RNAr foi realizado com os oligonucleotídeos [21] 341-357F 101 
(CCTACGGGAGGCAGCAGCAG), 685-704f (GTAGSGGTGAAATACGTAGA) e 1099-1114f 102 
(GCAACGAGCGCAACCC), por sequenciamento Sanger, realizado no sequenciador ABI PRISM 3730 103 
DNA ANALYZER (AppliedBiosystems/Hitashi) no Laboratório de Genômica e Elementos de 104 
Transposição (GaTE) do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo 105 
(http://gate.ib.usp.br/GateWeb-new/). 106 

 107 
Seleção preliminar de actinobactérias produtoras de biossurfactantes 108 
Para a triagem de bactérias produtoras de biossurfactantes, foi inicialmente realizada uma seleção 109 

observando a capacidade de produção de enzimas lipolíticas e proteolíticas. As colônias bacterianas 110 
obtidas do cultivo de 196h em meio ISP2 foram inoculadas nos meios de cultura contendo os respectivos 111 
substratos para produção das enzimas lipase, esterase [22] e hemolisinas [23]. O índice enzimático foi 112 
determinado a partir da relação entre o diâmetro do halo enzimático e o diâmetro da colônia, sendo 113 
considerado bom potencial enzimático valor superior a 1.5 [24]. 114 

 115 
Avaliação da produção de biossurfactante 116 
As cepas de actinobactérias selecionadas pelo maior índice enzimático foram cultivadas sob 117 

agitação contínua de 180 rpm por 120 h a 30ºC em Erlenmeyer (500 mL) contendo 180 ml do meio Caldo 118 
Nutriente (CN) aditivado com (1%) de azeite de oliva.  119 

A avaliação da produção de biossurfactante foi verificada pela capacidade tanto da suspensão 120 
microbiana, quanto do líquido metabólico livre de células, em emulsionar substratos lipídicos óleo 121 
diesel (OD), óleo de motor (OM), óleo de canola (OCA), óleo de milho (OM), óleo de girassol (OG) e 122 
óleo de soja (OS). Para tanto, foi preparado uma mistura a partir de 2 mL da suspensão bacteriana e 2 123 
mL dos substratos, por agitação mecânica em vórtex durante 2 minutos. Após 24h foi verificado o índice 124 
de emulsificação (IE24), resultado da razão entre a altura da camada de emulsão e a altura total, 125 
multiplicada por 100 [25]. 126 

3. Resultados 127 

3.1. Isolamento, cultivo e manutenção 128 

Foram isoladas 11 cepas de actinobactérias, apresentando variada coloração do micélio aéreo e 129 
micélio vegetativo, com desenvolvimento de colônias velutinas e pulverulentas (Tabela 1). As cepas 130 
isoladas são Gram-positivas e a morfologia da cadeia de esporos variou nos padrões reta, flexuosa e 131 
Retinaculum apertum, padrões característicos do gênero Streptomyces. Esses dados foram corroborados 132 
com a análise molecular do gene RNAr 16S evidenciando similaridade acima de 96% com o gênero 133 
Streptomyces sp. As cepas Streptomyces MPO6, Streptomyces MPO8 produzem pigmentos difusos no 134 
meio ISP2, e a Streptomyces MPO11 em meio ISP4. 135 

 136 

 137 

 138 

  139 

 140 
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Tabela 1. Morfologia das colônias de actinobactérias isoladas de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn fragans (Macacaporanga) cultivadas nos meios ISP-2. 141 

142 

143 

Cepa Micélio aéreo Micélio vegetativo Pigmento Tolerância (NaCl) 

ISP1 ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 ALA   

Streptomyces sp. MPO1 +++ 

Branco / bege 

++++  

Branco / bege 

+++ 

Branco / incolor 

++ 

Branco / bege 

 ++  

Branco / bege 

 ++++ 

Branco / bege 

- 5% +++ 

Streptomyces sp. MPO2 ++  

Branco / bege 

+++ 

Branco / amarelo 

++ 

Branco / amarelo 

++  

Branco / bege 

++  

Branco / bege 

++  

Branco / amarelo 

- 7% + 

Streptomyces sp. MPO3 ++ 

Ausente / bege 

 ++++  

Branco / bege 

+++ 

Branco / bege 

++ 

Branco / bege 

- ++ 

Branco / incolor 

- 8% + 

Streptomyces sp. MPO4 ++++ 

Branco / bege 

 ++++  

Branco / bege 

++ 

Branco / bege 

++ 

Branco / bege 

- ++ 

Branco / bege 

- 8% + 

Streptomyces sp. MPO5 ++ 

Ausente / bege 

+++ 

Branco / amarelo 

++ 

Branco / bege 

- ++ 

Branco / bege 

++ 

Branco / bege 

- 5% +++ 

Streptomyces sp. MPO6 - + 

Branco / amarelo 

- - - - + 7% + 

Streptomyces sp. MPO7 +++ 

Branco / bege 

 ++++ 

Branco / bege 

++++ 

Branco / cinza 

+++ 

Branco / bege 

+++  

Branco / bege 

++ 

Branco / bege 

- 9% + 

Streptomyces sp. MPO8 +++ 

Branco / amarelo 

++++  

Branco / amarelo 

++ 

Branco / incolor 

++ 

Branco / incolor 

- - + 8% + 

Streptomyces sp. MPO9 +++ 

Cinza / bege 

 +++ 

Branco / amarelo 

+++ 

Cinza / bege 

+++  

Cinza / bege 

+++  

Branco / bege 

- - 7% + 

Streptomyces sp. MPO10 - +++ 

Cinza / amarelo 

++++  

Verde / bege 

++  

Cinza / bege 

++   

Cinza / bege 

++  

Cinza / cinza 

- 5% + 

Streptomyces sp. MPO11 +  

Cinza / bege 

 +++  

Branco / amarelo 

+++ 

Cinza / bege 

+++ 

Branco / bege 

+++ 

Branco / bege 

- + 5% + 
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 144 

Figura 1. Morfologia bacteriana dos isolados selecionados. I. Microscopia eletrônica de varredura (MEV). 145 
II.Colônias bacterianas cultivadas em meio ISP2. III. Registro da emulsão formada em óleo de soja. (a) 146 
Streptomyces sp. MPO 2. (b) Streptomyces sp. MPO6. (c) Streptomyces sp. MPO11. 147 

As 11 cepas de Streptomyces sp. produziram colônias na maior parte dos meios de cultura 148 
testados, com exceção da cepa Streptomyces sp. MPO6 que coloniza apenas o meio ISP2 (Tabela 149 
1). Foi observado a tolerância dos isolados em colonizar meios contendo NaCl em concentração 150 
variando entre 5 e 9%. 151 

Figura 2. A: Índices enzimáticos registrados na triagem em meio sólido para as cepas de 152 
Streptomyces sp. B: Índices de emulsificação (IE24) do líquido livre de células; C: Índices de 153 
Emulsificação (IE24) do cultivo bacteriano. OD: óleo diesel; OM: óleo de motor; OCA: óleo de 154 
canola; OMI: óleo de milho; OG: óleo de girassol; OS: óleo de soja).  155 
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3.2. Cepas produtoras de enzimas biossurfactantes 156 

As cepas de Streptomyces sp. isoladas produzem pelo menos uma das enzimas relacionadas a 157 
ação surfactante, com destaque para a cepa Streptomyces sp. MPO11 que apresentou maior índice 158 
enzimático para lipase e esterase (Figura 2). 159 

As cepas Streptomyces sp. MPO2, Streptomyces sp. MPO6 e Streptomyces sp. MPO11 selecionadas 160 
na triagem apresentaram capacidade de emulsificação de em todos os substratos lipídicos de origem 161 
vegetal e somente a cepa Streptomyces sp. MPO11 não emulsionou Óleo Diesel. Foi também 162 
determinado que o líquido contendo a biomassa bacteriana apresentou maior capacidade de emulsão 163 
(figura 2). 164 

4. Discussão 165 

O solo é uma importante fonte de microrganismos, os quais participam de diversas reações 166 

metabólicas, promovendo a ciclagem de nutrientes, sendo, portanto, indispensáveis na manutenção 167 

da qualidade desse ambiente. Actinobactérias do gênero Streptomyces tem sido frequentemente 168 

isoladas a partir de amostras de solo, apresentando colônias bacterianas de aspecto variado quanto a 169 

coloração do micélio e produção de pigmentos nos meios International Streptomyces Project, 170 

principalmente ISP2 [26]. Oskay   [27] isolou 50 cepas de Streptomyces de uma amostra de solo de 171 

uma fazenda na Turquia, onde as cepas apresentaram diferentes colorações de micélio aéreo e 172 

vegetativo, sendo a maioria delas produtoras de moléculas com atividade antagônica frente a 173 

microrganismos patogênicos.  174 

A produção de enzimas como esterases e lipases por Streptomyces sp. têm sido descritas por 175 

Karanja et al. [28] que isolaram de uma amostra de solo do Quênia, quatro cepas produtoras de 176 

diversas enzimas de interesse industrial, entre elas a lipase. Malviya et al. [29] também descrevem o 177 

potencial enzimático de actinobactérias isoladas de um ambiente extremo no nordeste do Himalaia 178 

na Índia, produtoras das enzimas catalase, lipase, gelatinase e amilase.  179 

Quando verificado a ação biossurfactante, tanto do cultivo bacteriano quanto do líquido 180 

metabólico livre de células das cepas Streptomyces sp. MPO2, Streptomyces sp. MPO6 e Streptomyces 181 

sp. MPO11, foi constatada sua ação emulsificante nos substratos lipídicos de origem vegetal e fóssil. 182 

Os substratos hidrofóbicos vegetais com maior emulsificação foram os óleos de canola e soja, a partir 183 

do cultivo bacteriano da cepa Streptomyces sp. MPO2, com IE24 de 82,7% e 80,3%, respectivamente.   184 

O substrato óleo lubrificante de motor foi emulsificado pela mesma cepa, com IE24 de 78,8%. 185 

Estes valores são superiores quando comparados com os valores encontrados por Santos [30], que ao 186 

estudar biossurfactantes produzidos por actinobactérias isoladas de líquens da Amazônia, obteve 187 

IE24 de 35% para o óleo de canola e 60% para o óleo de soja. Elkhawaga [31] obteve um IE24 de 188 

aproximadamente 40% para óleos de milho, soja e girassol, resultados inferiores aos obtidos com a 189 

cepa Streptomyces sp. MPO2, que apresentou um IE24 acima de 70%. 190 

Tomando como referência a ação emulsificante do gênero Bacillus, grupo de maior potencial na 191 

produção de biossurfactantes, a ação emulsificante de Bacillus subtilis observada por Rovina [32] 192 

ainda se apresenta inferior, correspondendo a IE24 de 5,56% para óleo de soja. Ao mesmo passo, 193 

Soares [33] ao estudar a mesma espécie, obteve um IE24 de 62,4% para o mesmo substrato. 194 

Streptomyces sp. MPO2 apresentou o maior índice enzimático para hemolisinas, sendo também 195 

a cepa que apresentou maior capacidade de emulsificação para todos os óleos testados, corroborando 196 
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com a pesquisa de Carrillo e colaboradores [23], que sugeriram que existe uma correlação entre a 197 

produção de hemolisinas e biossurfactantes, uma vez que ao testarem 86 bactérias (hemolíticas e não 198 

hemolíticas) para a produção de biossurfactante, obtiveram resultados positivos para apenas cinco 199 

bactérias, sendo todas pertencentes ao conjunto de bactérias hemolíticas. 200 

Segundo Youssef e colaboradores [34], para que um microrganismo seja considerado promissor 201 

na produção de biossurfactante, resultados de IE24 acima de 40% devem ser encontrados. Desta 202 

forma, pode-se afirmar que as cepas de Streptomyces sp. isoladas neste estudo apresentam a 203 

promissora habilidade em formar bioemulsões. 204 

5. Conclusão 205 

Nesse estudo é descrito pela primeira vez a habilidade de cepas de actinobactérias isoladas da 206 

rizosfera de Aniba parviflora em produzir substâncias biossurfactantes. Os valores de índice de 207 

emulsificação encontrados são promissores quando comparadas a estudos com o gênero Bacillus, e a 208 

maior ação emulsificante foi registrada para o líquido do cultivo bacteriano das cepas Streptomyces 209 

sp. MPO2 e Streptomyces sp. MPO11. Visto que substâncias biossurfactantes de origem microbiana 210 

podem ser extracelulares ou constituírem a membrana celular de uma variedade de leveduras, 211 

bactérias e fungos filamentosos, sugere-se que a ação biossurfactante aqui relatada seja resultante de 212 

moléculas associadas à biomassa bacteriana.  213 
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Resumo: Um único parágrafo com cerca de 200 palavras no máximo. Para artigos de pesquisa, os 8 
resumos devem fornecer uma visão geral pertinente do trabalho. Nós encorajamos os autores a usar 9 
o seguinte estilo de resumos estruturados, mas sem títulos: (1) Antecedentes: Colocar a questão 10 
abordada em um contexto amplo e destacar o propósito do estudo; (2) Métodos: Descreva 11 
sucintamente os principais métodos ou tratamentos aplicados; (3) Resultados: Resumir os principais 12 
resultados do artigo; e (4) Conclusões: Indique as principais conclusões ou interpretações. O resumo 13 
deve ser uma representação objetiva do artigo, não deve conter resultados não apresentados e 14 
fundamentados no texto principal e não deve exagerar as principais conclusões. 15 
 16 
Palavras-chave: palavra-chave 1; palavra-chave 2; Palavra-chave 3 (Liste três a dez palavras-chave 17 
pertinentes específicas do artigo; ainda que razoavelmente comuns dentro da disciplina do assunto.) 18 

1. Introdução 19 

A introdução deve colocar brevemente o estudo em um contexto amplo e destacar por que é 20 
importante. Deve definir o propósito do trabalho e seu significado. O estado atual do campo de 21 
pesquisa deve ser revisado cuidadosamente e as principais publicações citadas. Por favor, destaque 22 
hipóteses controversas e divergentes quando necessário. Por fim, mencione brevemente o objetivo 23 
principal do trabalho e destaque as principais conclusões. Tanto quanto possível, por favor, 24 
mantenha a introdução compreensível para os cientistas fora do seu campo particular de pesquisa. 25 
As referências devem ser numeradas em ordem de aparecimento e indicadas por um numeral ou 26 
números entre colchetes, por exemplo, [1] ou [2,3] ou [4-6]. Veja o final do documento para mais 27 
detalhes sobre referências. 28 

2. Material e Metodos 29 

Materiais e Métodos devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir que outros possam 30 
replicar e basear-se nos resultados publicados. Observe que a publicação de seu manuscrito implica 31 
que você deve disponibilizar todos os materiais, dados, código de computador e protocolos 32 
associados à publicação aos leitores. Por favor, divulgue no estágio de submissão quaisquer 33 
restrições sobre a disponibilidade de materiais ou informações. Novos métodos e protocolos devem 34 
ser descritos em detalhes enquanto métodos bem estabelecidos podem ser brevemente descritos e 35 
apropriadamente citados. 36 

Os manuscritos de pesquisa que relatam grandes conjuntos de dados que são depositados em um 37 
banco de dados disponível publicamente devem especificar onde os dados foram depositados e 38 
fornecer os números de acesso relevantes. Se os números de acesso ainda não tiverem sido obtidos 39 
no momento da apresentação, declare que eles serão fornecidos durante a revisão. Eles devem ser 40 
fornecidos antes da publicação. 41 

Estudos intervencionais envolvendo animais ou seres humanos, e outros estudos requerem 42 
aprovação ética devem listar a autoridade que forneceu a aprovação e o código de aprovação ética 43 
correspondente. 44 
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3. Resultados 45 

Esta seção pode ser dividida por subtítulos. Deve fornecer uma descrição concisa e precisa dos 46 
resultados experimentais, sua interpretação, bem como as conclusões experimentais que podem ser 47 
tiradas. 48 

3.1. Sub-seção 49 

3.1.1. Subsubsection 50 

Listas com marcadores se parecem com isso: 51 

 Primeiro Marcador 52 
 Segundo Marcador 53 
 Terceiro Marcador 54 

Listas numeradas podem ser adicionadas da seguinte forma: 55 

1. Primeir item 56 
2. Segundo item 57 
3. Terceiro item 58 

O texto continua aqui. 59 

3.2. Figuras, tabelas e esquemas 60 

Todas as figuras e tabelas devem ser citadas no texto principal como Figura 1, Tabela 1, etc.. 61 

 
(a) 

 
(b) 

Figura 1. Esta é uma figura, Esquemas seguem a mesma formatação. Se houver vários painéis, eles 62 
deverão ser listados como: (a) Descrição do que está contido no primeiro painel; (b) Descrição do que 63 
está contido no segundo painel. As figuras devem ser colocadas no texto principal perto da primeira 64 
vez que são citadas. Uma legenda em uma única linha deve estar centralizada. 65 

 66 

Tabela 1. Esta é uma tabela. As tabelas devem ser colocadas no texto principal perto da primeira vez 67 
que são citadas. 68 

Title 1 Title 2 Title 3 

entry 1 data data 

entry 2 data data 1 
1 Tabelas podem ter um rodapé. 69 

70 
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3.3. Formatação de Componentes Matemáticos 71 

Este é um exemplo de uma equação: 72 

a = 1, (1) 

o texto que segue uma equação não precisa ser um novo parágrafo. Por favor, pontue equações como 73 
texto regular. 74 

4. Discussão 75 
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Apendice A 110 
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