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ISOLAMENTO DE BACTÉRIAS PRODUTORAS DE ENZIMAS DE INTERESSE EM 

PROCESSOS BIOTECNOLÓGICOS 

 

 

RESUMO - Os micro-organismos representam uma importante fonte de 
produtos naturais bioativos diversos. Esses organismos produzem enzimas que 
exercem papel importante em processos industriais com alto valor econômico 
agregado ou ambientalmente desejado. Apresentam uma série de vantagens em 
seu uso e produção. No presente trabalho foram utilizados consórcios degradadores 
de resíduos da biomassa lignocelulolítica, visando o isolamento e identificação de 
micro-organismos de interesse biotecnológico. De acordo com os resultados obtidos 
é possível verificar que apesar dos consórcios produzirem celulase, nenhum isolado 
produziu esse tipo de enzima. Foram isoladas bactérias produtoras de amilase, 
protease, lipase e solubilizam fosfato. Utilizando o sequenciamento do 16s rRNA foi 
identificado isolados pertencentes aos gêneros Burkholderia, Pandoraea, 
Pseudomonas, Bacillus, Asticcacaulis. 
 

Palavras-chave: amilase, biotecnologia, celulase, gene 16S rRNA, lipase, protease 
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ISOLATION OF BACTERIAL THAT PRODUCES ENZYMES OF INTEREST IN 

BIOTECHNOLOGICAL PROCESS 

 

 

ABSTRACT – Microorganisms represent an important source of many 
bioactive natural products. These organisms produce enzymes that are important in 
industrial processes with high value aggregate economic or environmentally desired. 
The use of enzymes of microbial origin has been widely explored due to a series of 
industrial and environmental advantagens.In this present work, a degrading 
consortium of lignocellulose biomass residues was used aiming the isolation and 
identification of the bacteria that produce enzymes with biotechnological interest. 
According to the observed results it can be said that although the consortia produces 
cellulose, isolated bacteria do not then produced no such enzyme. Bacteria isolated  
produced amylase, protease, lipase and phosphatase. With the sequencing of the 
16S rRNA it was possible to determine that the isolates belong to the genus 
Burkholderia, Pandoraea, Pseudomonas, Bacillus, Asticcacaulis. 
 

Keywords: amylase, biotechnology, cellulase, gene 16S rRNA, lipase, protease 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O mercado mundial de enzimas era de U$ 50 bilhões em 2009. Levando em 

consideração o aumento anual de consumo composto por uma taxa de 6% é 

esperado que esse mercado alcance U$ 70 bilhões em 2015. As enzimas são 

utilizadas em muitos segmentos industriais como o de combustíveis, fármacos, 

cervejaria, alimentos, ração animal, detergente, papel, indústria têxtil, entre outros. O 

setor industrial está em constante pressão para usar mais processos que beneficiem 

o meio ambiente e para procurar novos métodos para tornar os produtos mais 

competitivos. Consequentemente, as enzimas microbianas estão ganhando 

mercado, substituindo a catálise química convencional em muitos processos 

industriais (VERMELHO et al., 2013). 

O Brasil importa a maior parte das enzimas que utiliza na indústria, embora 

apresente enorme potencial para produzi-las por possuir grande diversidade 

biológica, porém essa atividade ainda é pouco explorada. Esta diversidade pode 

resultar na obtenção de novos organismos produtores de enzimas de interesse 

industrial. Deve-se ressaltar que, no Brasil existe uma abundância de materiais 

orgânicos (resíduos agrícolas, como, a palha de arroz, o bagaço de cana, dentre 

outros) que poderiam constituir substrato de baixo custo para estes micro-

organismos (BON; FERRARA; CORVO, 2008).  

A introdução de enzimas como catalisadores em processos industriais 

mostra-se vantajosa, pois são específicas, naturais e geralmente não apresentam 

toxicidade, características desejáveis tanto pela indústria quanto para a integridade 

do meio ambiente (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010; COSTA et al., 2012). Desta forma, 

a utilização de enzimas nas indústrias é muito interessante, pois através delas pode-

se melhorar a qualidade de um produto, tornar mais fácil a obtenção de compostos 

de interesse ou degradar substâncias indesejáveis, sendo todos os processos de 

modo especifico (LIMA et al., 2001). 

 As enzimas mais utilizadas tradicionalmente na indústria são as hidrolíticas, 

proteolíticas, lipolíticas ou amilolíticas (TAVARES et al., 2012). Enzimas hidrolíticas 

dificilmente requerem algum cofator, e isso permite sua aplicação em grande 
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variedade de condições (QUAX, 2013), podendo ser utilizadas no desenvolvimento 

de metodologias analíticas, na fabricação de produtos tecnológicos e no tratamento 

de resíduos (ITOH et al., 1990).  

Essas moléculas possuem uma ampla aplicação na indústria têxtil, são 

utilizadas durante o processamento das fibras têxteis, com a vantagem de redução 

do volume e conteúdo poluente dos efluentes formados e diminuição do consumo de 

energia (ANDREAUS et al., 2008). No processamento de couros, as proteases são 

aplicadas na fase inicial de limpeza e remoção dos pelos enquanto que nas fases 

finais as proteases degradam parcialmente a queratina e a elastina presentes. Já as 

celulases estão substituindo o uso de pedra polmes para dar a aparência 

envelhecida (stonewashed) aos jeans (ORLANDELLI et al., 2012). Proteases são 

utilizadas em todos os tipos de detergentes, sejam eles líquidos ou sabões em pó 

utilizados em máquinas automáticas de lavagem, e sua função é a degradação de 

compostos tipicamente proteináceos, como sangue, manchas de ovos e leite 

(MAURER, 2004). 

Outro segmento industrial onde as enzimas são de grande importância é o da 

indústria alimentícia. Na panificação, o uso de enzimas é um processo necessário já 

que as farinhas utilizadas como matéria-prima possuem baixa atividade enzimática. 

O objetivo final da adição de amilases e proteases na massa do pão é facilitar sua 

manipulação nas máquinas (misturadores, laminadores, fornos). As amilases 

também são responsáveis pelo aumento da disponibilidade de açúcar fermentescível 

na massa, melhorando o paladar e a qualidade da tostagem do pão (ORLANDELLI 

et al., 2012).  

Lipases e/ ou proteases também são utilizadas na produção de leites e 

derivados com a função de: modificar as propriedades funcionais das proteínas do 

leite, desenvolver sabores característicos, alterar a gordura da manteiga utilizada no 

preparo de caramelos, requeijões e condimentos (molhos). Proteases têm sido 

empregadas, ainda, para reduzir o tempo global da cura do queijo, já que este tempo 

representa um alto porcentual dos custos de produção (VITOLO, 2001).  

As lipases por sua vez têm além da aplicação como aditivos nos alimentos 

levando à modificação no sabor, podem ser usadas em processos de química fina 

(síntese de ésteres), detergentes (hidrólise de gorduras), tratamento de água 
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residual (decomposição e remoção de substancias oleosas), cosmética (remoção de 

lipídios), processamento do couro (remoção de lipídios) e ensaios biomédicos 

(triglicérides no sangue) (BURKERT et al., 2004; ELIBOL; OZER, 2000; KAMINI et 

al., 2000). 

O Laboratório de Bioquímica de Micro-organismos e Plantas-LBMP, possui 

consórcios bacterianos degradadores de resíduo celulósico da biomassa, 

produzindo várias enzimas de interesse biotecnológico. O objetivo deste estudo foi 

isolar e identificar bactérias produtoras de enzimas de interesse biotecnológico a 

partir dos consórcios formados. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Interações entre micro-organismos 

 

Na natureza várias espécies de micro-organismos convivem em comunidades 

interagindo uns com os outros. A convivência dessas espécies em conjunto 

normalmente permite que elas sejam mais eficientes (WACKETT, 2013). Estas 

interações como o consórcio de bactérias, podem ser de grande interesse industrial, 

catalisando ou degradando produtos, benéficos aos micro-organismos, que 

apresentam valor econômico agregado e, ao mesmo tempo, seja benéfico ao 

homem.  

Consórcios podem executar funções complexas que populações individuais 

não podem além de serem mais robustos às flutuações ambientais. Esses aspectos 

interessantes são devido a duas características de organização. Em primeiro lugar, 

os membros comunicam-se uns com os outros, seja por metabólitos ou trocando 

sinais moleculares, cada um da população detecta e responde à presença de outros 

no consórcio. Esta comunicação permite a segunda característica importante, que é 

a divisão do trabalho. A produção total do consórcio consiste em uma combinação 

de tarefas realizadas por indivíduos constituintes ou subpopulações (BRENNER et 

al.,2008). 

Populações mistas podem desempenhar funções que são difíceis ou mesmo 

impossíveis para as estirpes ou espécies individuais. Equilibrando duas ou mais 

tarefas de modo que elas sejam concluídas com eficiência, enquanto para um único 

organismo não possa ser possível realizar situações complexas (ZALDIVAR et al., 

2001). 

Um dos produtos estudados resultantes de interações bacterianas são a 

hidrólise de materiais lignocelulósicos, resultando em moléculas de glicose livre, 

utilizada para a produção de etanol. Segundo Haruta et al. (2002), um consórcio de 

bactérias celulolíticas juntamente com outras bactérias não celulolíticas, é ideal para 

a degradação da celulose. Atualmente, há vários estudos buscando encontrar 

consórcios bacterianos aptos a degradarem materiais lignocelulósicos, os quais se 
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apresentam na forma agrícola ou de resíduos de florestas e industriais, pois são 

produzidos em quantidades abundantes em todo o mundo (ALVIRA et al., 2010). 

 

2.1.1.  Celulase 

 

A celulose é o maior componente de biomassa vegetal, sendo o biopolímero 

mais abundante na natureza, e, portanto, é uma fonte sustentável de combustível e 

de material para processos industriais (MANSFIELD; MEDER, 2003). Essa molécula 

é um polímero de glicose com ligações β-1,4; fonte de carbono renovável mais 

abundante na natureza (JARVIS, 2003). 

O grande volume de resíduo celulósico gerado anualmente por causa da 

silvicultura, atividades agrícolas e industriais provoca desequilíbrio no ecossistema 

por ser de difícil degradação. A utilização da biomassa, que pode ser interessante 

devido ao baixo custo, é difícil por causa da dificuldade para ser quebrado em 

componentes utilizáveis (BHAT; BHAT, 1997). O tratamento de resíduos agrícolas 

tanto com enzimas celuloliticas ou micro-organismos podem levar a degradação 

deste material, promovendo o ciclo dos nutrientes no meio ambiente e reduzindo o 

impacto do acúmulo de resíduos nos diversos ecossistemas (DE VRIES; VISSER, 

2001). 

Segundo Alvira et al. (2010), para a utilização de carboidratos provenientes de 

materiais lignocelulósicos para a fermentação e produção de etanol, a matéria-prima 

deve passar por um pré tratamento e ser hidrolisada por enzimas para a liberação 

dos açúcares. Tal fato se deve a este material ser constituído, principalmente, de 

celulose (35-50%), hemicelulose (25-30%) e lignina (25-30%) (WONGWILAIWARIN 

et al. 2010), polímeros os quais dificultam a ação das enzimas. 

Como já mencionado, a celulose é um homopolissacarídeo linear, composto 

por unidades de D-glicose unidas através de ligações glicosídicas do tipo β-1,4 

(SANDGREN et al.,2005). A conformação β permite que a celulose forme cadeias 

retas bem longas. Várias cadeias retas dispostas paralelamente e interligadas por 

pontes de hidrogênio formam as micro fibrilas que são muito resistentes (DA-SILVA 

et al.,1997; STRYER, 1995). A degradação da celulose pode ser tanto por via ácida, 

como através da utilização de enzimas celulase, as quais são produzidas por 
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bactérias e fungos, aeróbios e anaeróbios, mesófilos e termófilos. Porém poucos 

fungos e bactérias são capazes de produzir celulases em quantidades suficientes 

para solubilizar a celulose cristalina (BHAT; BHAT, 1997). Devido a esta estrutura 

cristalina, há dificuldade na penetração tanto de enzimas como de moléculas 

pequenas como a água (LYND et al., 2002). 

Existem três tipos de enzimas envolvidas na hidrólise da celulose 

(SUKUMARAN et al., 2005): as celobiohidrolase ou exoglucanases ( 1,4-β-D-glican 

celobiohidrolase, EC 3.2.1.9.1), as Endo-β-1,4-glicanase ( endo-1,4-β-D-glican-4-

glucanohidrolase, EC 3.2.1..4) e as β-glicosidase (EC 3.2.1.21). Endoglicanases ou 

celobiohidrolase cortam ligações internas ao acaso, no local amorfo de 

polissacarídeos de celulose gerando novas cadeias de oligossacarídeos. 

Exoglicanases atuam nos terminais redutores e não redutores das cadeias de 

celulose liberando glicose, celobiose ou celooligossacarídeos como produtos 

principais. Glicosidades hidrolisam celodextrinas solúveis e celobiose em glicose 

(SUKUMARAN et al., 2005). 

 

2.1.2. Amilase 

 

Outro carboidrato em evidencia para a produção de biocombustível é o amido, 

é o principal carboidrato sintetizado pelas plantas, depois da celulose. É um 

polímero de glicose de alta massa molar, acumulado na forma de reserva, sendo 

uma fonte de carbono e energia essencial para muitos organismos (VAN DER VEEN 

et al., 2000). Este composto é constituído de duas frações moleculares: amilose e 

amilopectina. A amilose é originada por um polímero linear de duas unidades de 

glicose unidas entre si por ligações α-1,4. A amilopectina é a fração ramificada, 

constituída por cadeia de glicose com ligações α-1,4 e pontos de ramificações 

formadas por ligações α-1,6. O tamanho dos grânulos de amido e a proporção entre 

amilose e amilopectina contidas nos grânulos podem variar de acordo com a espécie 

vegetal e variedade botânica (LEONEL; CABELLO, 2001). 

As amilases, 1,4 D glicanohidrolase, são enzimas industriais que quebram o 

amido ou o glicogênio em oligossacarídeos de tamanhos diferentes. Os membros da 

família da amilase são classificados de acordo com o tipo de hidrólise das moléculas 
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de amido. Alfa-amilase (EC 3.2.1.1), Beta-amilase (E.C 3.2.1.2), e Glicoamilase (E.C 

3.2.1.3), têm sido amplamente utilizados em detergentes, alimentos, papel e 

industrial têxtil (GUPTA et al. ,2003; SUMAN et al. ,2009). Α Alfa-amilase hidrolisa as 

ligações internas alfa -1,4 em amido de uma forma aleatória conduzindo a formação 

de maltodextrinas solúveis, maltose e glicose (GANGADHARAN et al., 2009). Βeta-

amilase hidrolisa as ligações alfa-1,4-glicano em cadeias de amilosacarídeos, a 

partir das extremidades não redutoras e gera maltose (DABA et al., 2012). 

Glicoamilase (1,4-alfa-D-glican-glicanohidrolase) hidrolisa ligações sucessivas na 

extremidade não redutora das moléculas de amido, liberando glicose (CANTAREL, 

2009). 

 

2.1.3. Lipase 

 

Outra molécula de interesse industrial são os lipídios. Esterases (EC 3.1.1.1) 

e lipases (EC 3.1.1.3) catalisam a hidrólise de cadeias curtas e longas de 

triacilglicerois, respectivamente (Arpgny & Jaeger, 1999). As lipases catalisam várias 

reações, como hidrólise total ou parcial de triacilgliceróis e reações de esterificação, 

transesterificação, inter esterificação de lipídios (COLLA et al., 2010). 

As lipases são produzidas por animais, plantas e micro-organismos, a maioria 

das lipases utilizadas em finalidades biotecnológicas foram isoladas de fungos e 

bactérias (LIN et al., 2006). As enzimas lipolíticas podem ser classificadas em três 

grupos principais com base na especificidade para o substrato: lipases (EC 3.1.1.3), 

esterases/carboxilesterases (EC 3.1.1.1) e fosfolipases (EC 3.1.4.11). Lipases 

catalisam a hidrólise de triglicerídeos com ácidos graxos de cadeia longa (maior ou 

igual a 10 átomos de carbono). As lipases tem atividade na interface aquosa/não 

aquosa, cuja atividade é associada com mudanças do domínio da proteína 

(VERGER, 1997). As esterases preferem substratos solúveis em água e catalisam a 

hidrólise de ésteres de glicerol com cadeia acil curta (menor ou igual 10 átomos) em 

ácidos graxos (BORNSCHEUER, 2002). Por sua vez, as fosfolipases catalisam a 

hidrólise de vários tipos de fosfolipídios (JAEGER; EGGERT, 2002).  
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Deve-se ressaltar ainda que muitos micro-organismos secretam lipases 

durante o crescimento em resíduos orgânicos, tais como industriais e agropecuários 

(ALONSO et al., 2005). 

As enzimas lipolíticas estão atraindo grande atenção devido ao seu potencial 

biotecnológico (BENJAMIN; PANDEY, 1998). Aplicações biotecnológicas têm sido 

estabelecidas com sucesso usando lipases para a síntese de biopolímeros e 

biodiesel, para a produção de compostos farmacêuticos, agroquímicos e compostos 

aromáticos (JAEGER, 2002). 

O biodiesel é formado pela reação de transesterificação de óleos vegetais ou 

gordura animal, que possuem em sua composição principalmente triacilgliceróis, 

também denominados triglicerídeos. Nessa reação, os triacilgliceróis reagem com o 

álcool na presença de um catalisador, formando aquil ésteres (biodiesel) e glicerol. A 

constituição do produto corresponde ao tipo de triacilglicerol utilizado na reação, mas 

os componentes mais comuns são ácido palmítico (C16:0), ácido esteárico (C18:0), 

ácido oleico (C18:1), ácido linoleico (C18:2) e ácido linolênico (C18:3) em diferentes 

proporções (ROTTIG et al., 2010). 

A aplicação de lipases para a produção de biodiesel, a partir de óleos 

vegetais brutos, possibilita produzir um produto de alta pureza, proveniente de 

gorduras descartadas, pois atuam sobre ácidos graxos tanto livres quanto ligados ao 

glicerol (PEREIRA et al., 2012). Além disso, o uso de enzimas para a produção de 

biodiesel tem várias vantagens sobre os processos químicos, sendo realizado em 

condições de reação moderada, utiliza pouca quantidade de álcool, fácil 

recuperação do produto e o processo gera menor interferência ambiental (KOURIST, 

BRUNDIEK, BORNSCHEUER, 2010). 

 

2.1.4. Protease 

 

Outra enzima de interesse industrial é a protease, uma classe de enzimas que 

catalisam o desarranjo das proteínas pela hidrólise das ligações peptídicas. 

Proteases realizam diversas funções vitais, como a regulação do processamento de 

proteínas e dos níveis proteicos intracelulares e, remoção de proteínas anormais ou 

danificadas da célula. Elas estão envolvidas em vários papéis celulares como no 
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desenvolvimento, fisiologia, defesa e respostas ao stress. As enzimas proteolíticas 

são uma classe de catalisadores biológicos que atuam na clivagem de ligações 

peptídicas em outras proteínas, acelerando todas as reações químicas dentro das 

células (COOPER, 2000).  

Essas enzimas são encontradas em uma ampla diversidade de organismos 

vivos, desde animais a micro-organismos, onde desempenham funções fisiológicas 

vitais, como na manutenção da homeostase e na participação em processos 

inflamatórios (RAO et al., 2008). São comuns na natureza, mas os micro-organismos 

servem como fonte principal destas enzimas por causa do seu rápido crescimento, o 

espaço limitado requerido para o cultivo, e a facilidade com que eles podem ser 

manipulados geneticamente, para produzir novas enzimas com propriedades 

alteradas que são desejáveis para as suas várias aplicações (CHU, 2007). 

As proteases são utilizadas no processamento do couro, são aplicadas na 

fase inicial de limpeza e remoção de pelos, na fase final as proteases degradam 

parcialmente a queratina e a elastina presentes no couro (WISEMAN, 1985). 

Proteases são também amplamente usadas em áreas cientificas, química e 

engenharia de proteínas, e em diferentes processos industriais, tais como a síntese 

de alimentos, indústria farmacêutica e indústria de detergente (GUPTA; BEG; 

LORENZ, 2002; KUMAR; TAKAGI, 1999). 

 

2.1.5. Bactérias solubilizadoras de fosfato 

 

Alguns micro-organismos possuem importância ambiental, como as bactérias 

solublizadoras de fosfato. O fósforo é um elemento essencial encontrado em todos 

os seres vivos como parte de proteínas, ácidos nucléicos, membranas e moléculas 

de energia como ATP e NADPH. É o segundo elemento limitante do crescimento 

das plantas, procedido pelo Nitrogênio, mas dependendo dos fatores biológicos e 

ambientais pode ser o principal nutriente limitador do crescimento (HINSINGER, 

2001). Esse elemento contribui para o processo metabólico de transferência de 

energia, biossíntese macromolecular, reações fotossíntese e respiração (SHENOY; 

KALAGUDI, 2005). 
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O fósforo é o nutriente de menor abundância e mobilidade no solo para as 

plantas (TAKAHASHI; ANWAR, 2007). Alguns solos têm níveis elevados de fosfato 

total, mesmo assim eles podem ser deficientes devido à baixa taxa de fosfato solúvel 

disponível (GYANESHWAR et al., 2002), sendo necessário a utilização de 

fertilizantes a base deste elemento. Segundo ISHERWOOD, 2000 os recursos 

globais de fertilizantes fosfatados economicamente acessíveis vão se esgotar, 

resultando em aumento de custos dos fertilizantes fosfatados, bem como na sua 

escassez.  

As plantas só conseguem utilizar pouca quantidade de fertilizantes fosfatados 

do que são frequentemente aplicados e o restante, que é cerca de 70%, é 

rapidamente convertido em complexos insolúveis tais como fosfato de cálcio, fosfato 

de alumínio e fosfato de ferro no solo (ALAM; LADHA, 2004; VASSILEV; 

VASSILEVA, 2003; TAO et al. 2008). 

Os fertilizantes químicos têm impactos e custos crescentes. A utilização de 

bactérias solubilizadoras de fosfato apresenta-se como uma possibilidade vantajosa 

e sustentável para práticas agrícolas (GYANESHWAR et al, 2002). Esses micro-

organismos podem promover o crescimento da planta secretando hormônios de 

plantas como o ácido acético e citocinina (SELVARAJ et al.; 2008).  

Como o fósforo é um nutriente mineral essencial que frequentemente limita o 

crescimento da planta, devido à sua baixa solubilidade e fixação no solo. A liberação 

da forma fixa e poucas formas solúveis são um aspecto importante para aumentar a 

fertilidade do solo. Esses micro-organismos causam a mobilização do fosfato 

insolúvel no solo e aumentam o crescimento da planta em solos com baixa 

disponibilidade de fósforo (TRIPURA et al.,2007). 

A inoculação do solo com bactérias solubilizadoras de fosfato mostra melhor 

absorção do fósforo pelas plantas, devido à produção bacteriana de enzima 

extracelular e exsudação de ácidos orgânicos com possível estimulação do 

crescimento da planta (RODRIGUEZ et al.,2006). A associação entre essas 

bactérias e as raízes das plantas são o papel fundamental na nutrição do fosforo em 

solos agricultáveis, particularmente nos solos deficientes em fosforo (GOLDSTEIN, 

2007; JORQUERA et al., 2008). 
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As bactérias solubilizadoras de fosfato são um grupo diverso de bactérias 

independentes, capazes de solubilizar imediatamente o fósforo indisponível em 

fósforo solúvel (KHAN et al., 2006). Esses micro-organismos fazem o papel principal 

no ciclo natural do fósforo. Esse ciclo acontece através da oxidação e redução de 

compostos fosfatados, aonde as reações entre a transferência de elétrons e a 

oxidação vão de fosfina (-3) para fosfato (-5) (OHTAKE, 1996). Essa transformação 

ocorre por acidificação, quelação, reações de troca e formação de substâncias 

poliméricas (DELVASTO et al., 2006). 

As bactérias solubilizadoras de fosfato formam um grupo diversificado de 

bactérias não relacionadas capazes de solubilizar prontamente formas fracamente 

solúvel de fósforo (KHAN et al., 2006). Este grupo bacteriano é vital para o ciclo do 

fósforo no solo, e alguns deles podem ser utilizados a fim de aumentar a 

disponibilidade de fósforo no solo (KAMPFER, 2002). Essa habilidade de solubilizar 

fósforo possibilita o aumento do fósforo disponível para as plantas, auxiliando no 

papel fundamental no ciclo biogeoquímico do fósforo em ecossistemas naturais e 

agrícolas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; ZENG et al., 2012). 

 

2.2. Técnicas de estudo dos micro-organismos 

 

2.2.1. Isolamento dos micro-organismos 

 

A obtenção de culturas puras, que são adquiridas através do isolamento, é 

um dos primeiros procedimentos para que se possa realizar estudos sobre micro-

organismos. 

O desenvolvimento de meios de cultura sólidos permitiu o desenvolvimento de 

métodos mais eficientes para o isolamento de micro-organismos, chamados 

métodos de plaqueamento. O princípio geral desses métodos reside no fato de que 

uma célula viável, ao ser colocado em um meio adequado, cresce, originando uma 

colônia visível a olho nu. Essa colônia pode ser então, transferida para novo meio 

onde se multiplicará livre da presença de outros micro-organismos, obtendo-se, 

desta forma, uma cultura pura (SILVA FILHO; OLIVEIRA, 2004). 
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Culturas puras de micro-organismos têm sido empregadas há mais de 100  

anos em bioprocessos, e mesmo com o passar do tempo sua importância 

econômica continua a ser enorme. As reações catalisadas por micro-organismos 

possuem um elevado valor agregado na indústria química (€ 10 bilhões), sendo que 

nos próximos 10 anos estima-se que 60% do segmento da química fina sejam 

baseados nas conversões microbianas (LYND et al., 2008). 

 

2.2.2. Emprego da isoenzima alfa esterase na diferenciação dos isolados 

 

A análise de isoenzimas evidencia a variação na sequência de aminoácidos 

da molécula proteica que tem a mesma função catalítica, detectando desta forma a 

variação na sequência de DNA que codifica a proteína (LIMA, 2000). 

De maneira simplificada, as isoenzimas podem ser consideradas variações de  

uma dada enzima dentro de um organismo, que apresentam uma mesma 

especificidade de substrato. Assim sendo, a variação específica em número, 

composição e atividade das isoenzimas em cada sistema enzimático, permite a 

diferenciação entre variedades, sendo a intensidade das bandas e o perfil 

isoenzimático específicos para uma determinada parte da planta, tecido e estágio de 

desenvolvimento (ALFENAS, 1998). 

 

2.2.3. Utilização da região 16S rRNA na caracterização dos isolados 

 

Em procariontes, o 16S rRNA ribossomal (rRNA) é um gene essencial, e 

ocorre pelo menos uma cópia por genoma (ACINAS et al., 2004). A universalidade 

dos genes torna-os ideal para estudos filogenéticos e classificação taxonômica 

(WOESE, 1987). Os RNAs que compõem os ribossomos (rRNAs) estão entre as 

macromoléculas mais conservadas evolutivamente de todos os sistemas de vida 

(ATLAS, 1997). Este gene é composto por um conjunto de aproximadamente 1500 

pares de nucleotídeos (WOESE, 1987) sendo dotadas de regiões altamente 

conservadas (WOESE, 1987). A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) permite a 

síntese de produtos de sequencias das subunidades 5S, 16S e 23S do ribossomo o 
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que pode potencialmente diferenciar espécies e também mostrar diferenças 

intraespecífica (WAKABAYASHI; TRIYANTO; 1999; FIGUEIREDO; LEAL, 2008).  

 

 

 

2.2.4. Avaliação das características morfológicas de bactérias 

 

A avaliação das características morfológicas é o primeiro passo para a 

identificação de um novo grupo taxonômico de micro-organismos. Essas 

características podem identificar diferenças fisiológicas importantes em micro-

organismos, os quais podem ser detectadas posteriormente mediante estudos mais 

refinados (PELCZAR et al., 1981).   

Características culturais relevantes que podem ser avaliadas são o tempo de 

formação de colônias isoladas e alteração do pH do meio de cultura com azul de 

bromotimol como identificador de diferenças fisiológicas entre gêneros (JORDAN, 

1984; MOREIRA; PEREIRA, 2001). Além destas, outras características utilizadas 

são produção de exopolissacarídeos, tamanho, cor, borda, forma e aspecto da 

colônia. (VINCENT, 1970; MOREIRA et al; 1993, ODEE et al., 1997).   
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1.  Consórcios utilizados 

 

Foram utilizados consórcios degradadores de resíduo celulósico da biomassa, 

o qual está disponível e estabilizado no Laboratório de Bioquímica de Micro-

organismos e Plantas – LBMP, localizado na Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias (FCAV), para isolamento e caracterização de bactérias produtoras de 

enzimas de interesse biotecnológico como celulases, amilases, lípases, proteases e 

bactérias solubilizadoras de fosfato. Os consórcios foram formados de solo contendo 

palhada ou bagaço de cana-de-açúcar em decomposição. Esses consórcios 

bacterianos foram mantidos em meio líquido de Bushnell-Haas, BHB (BUSHENEL; 

HAAS, 1941) contendo como fonte de carbono carboximetil celulose, bagaço de 

cana-de-açúcar, palha de milho ou casca de amendoim triturado. 

 

3.2.  Isolamento dos micro-organismos 

 

O isolamento dos micro-organismos foi realizado através da técnica de 

diluição seriada e cultivo em meio sólido. Utilizando os consórcios que foram 

cultivados em meio líquido, BHB (BUSHENEL; HAAS, 1941) contendo como fonte 

de carbono carboximetilcelulose, bagaço de cana-de-açúcar, palha de milho ou 

casca de amendoim triturado, agitado a 100 rpm, 28ºC durante 7 dias. 

Foram utilizados dez tubos de microcentrífuga de 1,5 mL, estéreis e contendo 

900 µl de solução salina 0,85% (autoclavada). Ao primeiro tubo foram pipetados    

100 µl da amostra original do consórcio e a suspensão foi agitada em agitador. 

Desse primeiro tubo foram pipetados 100 µl e adicionado no segundo tudo de 

microcentrífuga, o qual foi tampado e agitado no agitador. Essa sequência foi 

repetida até chegar ao décimo tubo (diluição 10-10). 

Foram inoculadas as diluições de 10-5 a 10-10,100 µl foram inoculadas em 

Placas de Petri contendo meio de cultivo PEG, descrito na TABELA 1. Foram 

inoculadas três placas de cada diluição sendo as placas mantidas em BOD durante 
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dois dias. Após esse período, foi realizada a contagem de colônias, e a transferência 

destas para outra placa de Petri contendo o mesmo meio de cultura. Foram 

mantidas em BOD, a 28ºC durante dois dias, e os isolados foram transferidos para 

tubos de fundo cônico contendo 5 ml de meio de cultivo líquido. Estes foram 

mantidos em agitação (100 rpm, a 28ºC), durante dois dias. Após esse período foi 

realizado o estoque da suspensão bacteriana, utilizando tubos de microcentrífuga 

com 200 µl de glicerol puro e 800 µl da suspensão, os tubos foram estocados a             

-80ºC. 

 

Tabela 1: Composição do meio de cultivo PEG utilizado para o isolamento do 
consórcio. 

Componente g/L 

K2HPO4 0,5 
MgSO4.7H2O 0,2 
NaCl 0,1 
Extrato de levedura 1 
Glicose 10 
pH 6,8 

 

3.3.  Avaliação do perfil eletroforetico de alfa esterase 

 

Bactérias cultivadas foram lavadas, por centrifugação (300 rpm por 5 min), 

com solução de NaCl 1% e 0,5 mL de Tampão TRIS-HCl (0,1M pH 7,2) contendo 

5mM MgCl2, 1% de glicerol e 0,1% de β-mercaptoetanol. Após lavagem as bactérias, 

sedimentadas por centrifugação, foram suspensas em 0,5 mL do tampão TRIS-HCl, 

anteriormente referido, contendo 1 mg/mL de lisozima, e incubadas à temperatura 

ambiente, por 10 minutos. A suspensão foi novamente submetida à centrifugação e 

o sedimentado suspenso em 0,5 mL de tampão de sonicação (0,01M TRIS-HCl pH 

8,8 com 15% de glicerol) foi submetido à ação de um aparelho de ultrassom Branson 

Sonifier 250 (pulsos de 10 segundos, 60 W, por 10 minutos). As suspensões foram 

então centrifugadas (300 rpm por 20 min, a 4ºC), os sobrenadantes separados e 

armazenados, em volumes de 0,5 mL a -80ºC, para posterior análise, por 

eletroforese (LAEMMLI, 1970).  

Foi empregado o sistema de tampão descontínuo para eletroforese em gel de 

poliacrilamida na separação das isoenzimas presentes nos vários extratos proteicos. 
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A concentração de acrilamida no gel concentrador foi de 5% e no gel separador de 

12% (para esterases) e 8% para demais sistemas; o gel não desnaturante não 

continha SDS. Foram transferidos 20 µL de cada amostra (extrato contendo 100 µg 

de proteína) e o volume de cada poço foi cuidadosamente completada com a 

mesma solução tampão utilizada nos eletrodos (0,012M TRIS e 0,095M glicina, pH 

8,8). A eletroforese foi conduzida por 15 horas, a 4ºC, com voltagem constante de 

200 v.  

Para a detecção de α-esterase os géis foram tratados com 100 mL tampão 

fosfato (0,1M pH 6,2) contendo 100 mg de Fast Blue RR e 60 mg de α-naphtyl 

acetato, previamente dissolvido em 0,5 mL de acetona. Obtida a coloração, os géis 

foram lavados com 300 mL de uma solução descorante (90 mL de etanol 30% (v/v); 

15 mL de ácido acético 5% (v/v) e 195 mL de água deionizada) (PASTEUR et al., 

1988). 

 

3.4. Extração de DNA 

 

Os isolados foram cultivados em meio de cultivo PEG durante dois dias, sob 

agitação de 100 rpm, 28ºC. A suspenção bacteriana foi centrifugada, o sobrenadante 

descartado e o precipitado utilizado para a extração de DNA genômico 

(MARMUR,1961). A extração de DNA genômico dos isolados foi realizada em tubo 

de microcentrífuga de 2,0 mL. Foi adicionado ao precipitado 500 µL de NaCl 

(0,85%), foi suspenso, e adicionou-se 40µL de lisozima (20 mg/mL), foi agitado no 

agitador e adicionado 13 µL de RNAse (10 mg/mL), após isso o tubo de 

microcentrifuga permaneceu no banho-maria a 37ºC durante duas horas. Adicionou 

35 µL de SDS 25% e foi agitado manualmente por cinco minutos. Adicionou 158 µL 

de solução acetato de sódio (3M, pH 5) gelada e foi novamente agitado 

manualmente durante cinco minutos. Adicionou 650 µL de clorofórmio: álcool 

isoamílico (24:1), e foi agitado manualmente durante cinco minutos. Centrifugou a 

12000 rpm durante vinte e cinco minutos a 4ºC. Foi coletada a fase superior e 

transferida para outro tubo, ao qual foi adicionado dois volumes de etanol absoluto 

gelado e misturado por inversão. Permaneceu aproximadamente 15 horas a -20ºC. 

Após esse período o tubo foi centrifugado a 12000 rpm, durante trinta minutos, a 



17 
 

4ºC. Descartado o sobrenadante, foi adicionado ao pellet 1 mL de etanol 70%. Foi 

centrifugado a 12000 rpm durante cinco minutos a 4ºC. O álcool foi descartado, o 

tubo foi invertido sobre papel para secar e, posteriormente foi suspendido 

novamente em 200 µL de solução TE (10mM TrisHCl, 1 mM EDTA- pH 7,4). 

 

3.5. Eletroforese e quantificação do DNA 

 

A qualidade dos DNAs obtidos na extração foram confirmados por 

eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo 0,5 μg/mL de brometo de etídeo. A 

eletroforese foi realizada em uma cuba com uma alíquota de 3 µL de DNA e 

adicionado 3 µL de tampão de carregamento [0,025%  (p/v)  de azul de bromofenol e 

50% de glicerol (v/v)] e conduzida em  tampão TEB 1X (Tris 89mM; Ácido Bórico 

89mM e EDTA 2,5mM, pH 8,3) a 100V. O gel foi visualizado em luz UV e a imagem 

foi foto documentada em um fotodocumentador Gel Doc 1000, com luz UV (Bio Rad 

USA). O DNA obtido também foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop ND-

100 para a determinação da concentração e pureza da amostra. 

 

3.6.  Amplificação do gene 16S rRNA 

 

Os DNAs extraídos e quantificados foram amplificados pela reação de PCR 

com oligonucleotideos iniciadores específicos para o gene 16S rRNA bacteriano pela 

reação contendo tampão PCR 1X [20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 50 mM KCl], 1,5 mM de 

MgCl2, 1 pmol de cada oligonucleotídeo iniciador, Taq DNA polimerase (Fermentas) 

e água ultra pura para completar um volume final de 20 μL. Os oligonucleotídeos 

iniciadores utilizados foram os mesmos utilizados por, (WEISBURG et al., 1991) fD1 

‘’foward’’ (5’-CCg AAT TCg TCg 33 ACA ACA gAg TTT gAT CCT ggC TCA g – 3) e o 

rD1 ”reverse” (5’-CCC ggg ATC CAA gCT TAA ggA ggT gAT CCA gCC -3’). As 

amostras foram amplificadas em um termociclador de acordo com o programa: 95ºC, 

por 1 minuto; 39 ciclos de 95ºC por 2 minutos, 36ºC por 1 minuto, 72ºC por 1 minuto, 

seguidos de uma extensão final por 5 minutos, a 72ºC. A quantificação e 

visualização do produto de PCR 16S rDNA (1500pb) foi realizado em gel de agarose 
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a 1,5% juntamente com um marcador de 1500 pb e fotodocumentadas no aparelho 

Gel Doc (Bio Rad). 

 

3.7. Eluição dos produtos de PCR 

 

O produto da reação PCR foi submetido a uma eletroforese preparativa em 

gel de agarose de baixo ponto de fusão 1,0% (p/v) em tampão TAE 1X (40 mM Tris-

Acetato, 1mM  EDTA). A cuba foi descontaminada com solução hipoclorito de sódio 

5%, durante trinta minutos e, lavada com água corrente para a retirada do excesso 

de hipoclorito de sódio. A seguir foi esterilizada em fluxo laminar sobre luz UV, 

durante vinte minutos. A região do gel contendo o inserto de 1500 pares de base foi 

marcada e cortada utilizando uma lâmina de bisturi, sendo transferida para um tudo 

tipo eppendorf de 2 mL. A recuperação dos fragmentos de DNA do gel de agarose 

foi realizada com a utilização do kit ‘Wizzard SV gel and PCR Clean-Up System’- 

Promega, de acordo com as especificações do fabricante. O DNA obtido foi 

analisado em gel de agarose 1,0% em tampão TEB 1X, adicionado brometo de 

etídio (0,5 µg/mL), com o objetivo de verificar a qualidade do DNA recuperado. A 

determinação da pureza e concentração da amostra foram analisadas em 

espectrofotômetro NanoDrop ND-100. 

 

3.8.  Sequenciamento do gene 16S rRNA 

 

As reações de sequenciamento foram realizadas em microplacas, utilizando-

se o volume final de 10 μL contendo: 2,0 μL de água ultrapura (Milli-Q, Millipore, 

EUA), esterilizada; 1,0 μL de Big Dye (ABI PRISM Big Dye Terminator kit - Applied 

Biosystems, EUA); 4,0 μL de tampão 10X; 1,0 μL de oligonucleotídeo iniciador FD1 

ou RD1 (na concentração de 5 pmol μL-1) e 2,0 μL de amplicon do DNA (na 

concentração de 60 ng)  (PAIXÃO, 2010). 

As placas foram seladas com um adaptador de silicone e levadas ao 

termociclador, utilizando-se o seguinte perfil térmico: 96ºC por 2 minutos; 25 ciclos a 

96ºC por 10 segundos, 52ºC por 10 segundos, 60ºC por 4 minutos e um ciclo final a 

4ºC. Em seguida, os fragmentos de DNA foram precipitados e os dNTPs marcados 
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por fluorescência não incorporados, foram retirados por sucessivas lavagens. Para a 

precipitação do DNA amplificado marcado pela PCR de sequenciamento foram 

adicionados 80 µL de isopropanol 75% (v/v) às amostras; as placas foram agitadas, 

cuidadosamente, em agitador por alguns segundos, incubadas à temperatura 

ambiente por 15 minutos e centrifugadas a 20ºC por 45 minutos, a 300 rpm. Os 

sobrenadantes foram descartados e 150 μL de etanol 70% (v/v) foram adicionados 

às amostras. As placas foram centrifugadas por 5 minutos na mesma temperatura e 

força centrifuga descrita anteriormente, os sobrenadantes foram descartados e as 

placas secas em Concentrador plus (Eppendorf). Para a aplicação no sequenciador, 

as amostras foram suspendidas em 9 µL de Hi-Di Formamide (ABI PRISM), 

submetidas à desnaturação por 5 minutos, a 95ºC. O sequenciamento foi realizado 

em aparelho de capilar modelo 3100 DNA Analyzer ABI Prism. 

As sequencias obtidas foram analisadas pelo programa “Sequencing Analysis 

3.4” e “Phred/Phrap” (GORDON, 2008) com nível de exigência mínima de 400 bases 

com qualidade Phred acima de 20. As sequências foram submetidas à consulta de 

similaridade de nucleotídeos, com sequências do banco de dados do ‘Ribosomal 

Database Project’ (RDP) pela ferramenta ‘Classifier’; do GenBank (”National Center 

for Biotecnology Information”), usando a ferramenta BLAST (“Basic Local Alignment 

Search Tools”, ALTSCHUL et al, 1997) e do SILVA database. As análises de 

agrupamento foram feitas pelos softwares CLUSTAL X e MEGA 5.05 usando o 

método de neighbor-joining e boodstrap de 1000 repetições para a construção dos 

dendrogramas.  

 

3.9.  Avaliação da produção das enzimas 

 

A produção das enzimas foi determinada pela medida de halo ao redor das 

bactérias cultivadas e dos consórcios. A avaliação da produção de celulases foi 

realizada através do cultivo dos isolados cultivados em meio PEG e do consórcio em 

meio BHB contendo CMC, por sete dias. Após o cultivo a detecção da enzima 

celulase foi avaliada pela coloração das placas segundo (WOOD et al; 1982).  

A produção de amilase foi avaliada utilizando-se meio amido-ágar e a 

produção de protease utilizando-se meio YMA com leite (SOUZA et al., 2008). 
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As lipases foram avaliadas pelo cultivo dos isolados meio sólido segundo 

(SIERRA, 1957). O teste de produção de solubilização de fosfato foi realizado 

cultivando-se as bactérias em meio sólido NBRIP (NAUTYAL, 1999).  

Todas as placas foram inoculadas com 25 µL de suspensão bacteriana, que 

foram cultivadas em meio PEG durante dois dias, 100 rpm, 28ºC. Os meios foram 

incubados a 28oC em estufa tipo BOD durante 5 dias. Após cinco dias de incubação 

foram medidos o diâmetro das colônias bacterianas e dos halos formados através de 

paquímetro. A atividade enzimática extracelular ou índice de atividade enzimática 

(IE) foi calculado pela relação entre o diâmetro médio do halo de degradação e o 

diâmetro médio das colônias (SHARMA et al., 2002). 

 

3.10.  Avaliação das características morfológicas e alteração de pH 

 

A caracterização microbiológica dos isolados foi realizada através da 

observação das características morfológicas das colônias crescidas em meio sólido 

YMA (VICENT, 1970) em placas de Petri (cor, forma da colônia e da borda, brilho e 

consistência da colônia e produção de goma). Foi utilizado meio sólido YMA 

adicionado azul de bromotimol (25 µg/ml) para e visualizar a alteração do pH do 

meio pelas bactérias, em função da alteração da cor do meio. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1. Isolamento do consórcio e avaliação isoenzimática 

 

Os consórcios bacterianos cultivados com diferentes fontes de biomassa 

apresentaram capacidade de produzir diferentes enzimas em meio sólido. Dentre as 

avaliadas observou-se a produção de bactérias solubilizadoras de fosfato, lípase, 

amilase e celulase (FIGURA 1). Considerando o interesse atual do uso dessas 

moléculas em processos de utilização da biomassa para produção de etanol ou 

biodiesel, assim como em áreas agrícolas para à solubilização de fosfato, isolados 

bacterianos foram obtidos desse material biológico e avaliados quanto à produção 

de celulases, amilases, lípases, proteases e enzimas solubilizadoras de fosfato. 

Através da metodologia de cultivo em meio contendo glicose foram obtidos 81 

isolados dos consórcios degradadores de biomassa. Considerando-se que muitos 

desses organismos possuíam características morfológicas similares optou-se por 

selecionar para as análises de produção de enzimas aqueles que possuíssem 

diferentes perfis de alfa-esterase. O perfil isoenzimático em gel de amido ou 

poliacrilamida tem sido uma ferramenta útil de classificação preliminar de micro-

organismos há muitas décadas e dentre as enzimas estudadas encontram-se as 

esterases (CARNEIRO et al., 2000). Os marcadores isoenzimáticos geralmente 

fornecem ampla informação genética para várias aplicações (AUGUSTIN et al., 

1999).  

A análise eletroforética da alfa-esterase dos 81 isolados, revelou que vários 

deles apresentaram o mesmo perfil, o que sugeriu que esses micro-organismos 

pudessem ser as mesmas bactérias. Pode-se observar que dentre os organismos foi 

possível identificar 16 perfis de alfa-esterase diferentes (FIGURA 2). Desta forma, 16 

isolados que apresentaram essas características isoenzimáticas distintas foram 

selecionados para a identificação e avaliação quanto à sua capacidade de produzir 

diferentes enzimas celulases, amilase, lipase, protease e de solubilizar fosfato in 

vitro. 
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Figura 1: Halo indicativo da produção de enzimas A: produção de celulase. B: 
produção de amilase. C: solubilização de fosfato. D: produção de lípase, 
por células do consórcio bacteriano em meio contendo CMC, Amido, 
Fosfato de Cálcio e óleo de oliva, respectivamente. 

 

 

Figura 2: Diferentes Perfis eletroforético de α-esterase dos isolados. Canaletas: (1) 
AB4, (2) CB10, (3) AB6, (4) AS1, (5) AS2, (6) AS3, (7) CB2, (8) CB8, (9) 
CB9, (10) CB11, (11) CS13, (12) MB5, (13) MS2, (14) MS3, (15) MS4, 
(16) MS5. 



23 
 

4.2. Avaliação das enzimas 

 

Os resultados da detecção de diferentes enzimas pelos isolados selecionados 

podem ser observados na TABELA 2 e FIGURA 3. Nas condições determinadas 

nenhum micro-organismo foi capaz de formar halo determinando a produção de 

celulase. Por outro lado foi detectada a produção das enzimas amilase, protease, 

lipase e solubilizadoras de fosfato.  

Somente sete isolados foram capazes de degradar amido, o isolado MS3 

apresentou o maior halo (3,6 cm). As amilases têm uma ampla gama de aplicações 

industriais, tais como fabricação de ração animal, indústria de papel, indústria têxtil, 

indústria de alimentos e energia renovável (SUN et al., 2007).  

A protease foi encontrada em oito micro-organismos, o tamanho do halo entre 

eles foi igual (1,1cm), com exceção do isolado CB9 que apresentou um halo de 

1,7cm. As proteases são utilizadas na indústria farmacêutica para a preparação de 

medicamentos, como pomadas para o tratamento de feridas (BHOSALES et al., 

1995).  

A produção de lipase foi observada em onze micro-organismos, o isolado CB8 

apresentou o maior halo (2,7cm). As lipases são enzimas que têm aplicações 

importantes na área de biotecnologia, especialmente na produção de bioenergia, 

onde o setor encontra-se em expansão, resultado do aumento da demanda mundial 

de energia renovável (COLLA et al., 2010).  

A solubilização de fosfato foi observada em todos os organismos, 

destacando-se o isolado MS3 que apresentou o maior halo (2,5 cm). As bactérias 

solubilizadoras de fosfato são um grupo diversificado de bactérias não relacionadas 

capazes de solubilizar prontamente formas fracamente solúvel de fósforo (KHAN et 

al., 2006).  

Destaque para os isolados AS2, CB9 e MS5 que produzem amilase, protease, 

lipase e são capazes de solubilizar o fosfato de cálcio.  

A produção de celulase apesar de ter sido observada nos consórcios 

formados não foi observada em nenhuma das bactérias isoladas através da 

metodologia aplicada. Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que 

micro-organismos em cultura pura regularmente demonstram atividades 
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lignocelulosicas insatisfatórias (KIM et al., 2006).  Segundo Boisset et al. (2001), 

misturas de vários tipos de enzimas que atuam cooperativamente provou ser uma 

estratégia eficaz para melhorar a digestão de resíduos celulósicos.  

Além desses achados na literatura ensaios iniciais do sequenciamento do 

DNA total dos micro-organismos participantes no consórcio bacteriano 

demonstraram a presença de 3 hits diferentes para as enzimas celulase (EC 3.2.1.4) 

e beta-glicosidase (EC 3.2.1.21), enzimas envolvidas na degradação de celulose. 

 

 

Figura 3: Halo indicativo da produção de enzimas A: produção de amilase, 
B:solubilização de fosfato, C: produção de lipase, D: produção protease, 
por células do consórcio bacteriano em meio contendo  amido, fosfato de 
cálcio, óleo de oliva e leite, respectivamente. 

 

4.3. Identificação dos micro-organismos 

 

Os isolados foram submetidos à análise de identificação por sequenciamento 

do gene 16s rRNA, as sequências foram comparadas com os bancos de dados 
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(TABELA 3). Esses dados mostram que através da comparação das sequencias 

parciais obtidas com as sequencias depositadas no RDP só foi possível classificar 

os organismos dentro de gêneros bacterianos. Por outro lado usando outros bancos 

de dados (Silva Database e NCBI) consegue-se classificar os micro-organismos em 

espécies.  

 

Tabela 2: Índice de atividade enzimática (IE) calculado após 5 dias de cultivo  dos 
isolados em relação a produção de celulase, amilase, protease, lipase e de 
solubilizar fosfato. 

 
IE* 

Isolado Celulase Amilase Protease Lipase Sol.Fosfato 

AB4 0,0 1,8 0,0 1,7 1,5 

AB6 0,0 0,0 0,0 1,7 1,4 

AS1 0,0 0,0 0,0 1,8 1,3 

AS2 0,0 1,8 1,1 1,5 1,2 

AS3 0,0 1,5 0,0 0,0 1,8 

CB2 0,0 0,0 1,1 1,7 1,2 

CB8 0,0 0,0 0,0 2,7 1,5 

CB9 0,0 2,1 1,7 1,9 1,4 

CB10 0,0 0,0 1,1 0,0 1,4 

CB11 0,0 0,0 1,1 0,0 1,3 

CS13 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 

MB5 0,0 0,0 1,1 1,7 1,3 

MS2 0,0 0,0 0,0 1,8 1,6 

MS3 0,0 3,6 0,0 1,5 2,5 

MS4 0,0 1,7 1,1 0,0 1,6 

MS5 0,0 1,6 1,1 1,7 1,7 

* IE = Índice de atividade enzimática - é a razão entre o diâmetro do halo de atividade enzimática (cm) 
e o diâmetro da colônia (cm) medidos após 5 dias de cultivo. 

 

Utilizando os dados de identificação bacteriana (TABELA 3 e FIGURA 4) 

observou-se que 100% dos isolados são do domínio Bactéria, sendo que 25% 

pertencem ao filo Firmicutes e 75% ao filo das Proteobacterias. Dentro do filo 

Firmicutes 100% dos organismos pertencem ao gênero dos Bacillus e são os 
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isolados: MS3, CB9, CB11 e CB2.  No filo das Proteobacterias, 8,3% pertencem à 

classe das Alfaproteobacterias, 8,3% a classe das Gammaproteobacteria e 83,3% 

são Betaproteobacteria.  

Um micro-organismo pertence classe Alfaproteobacterias e foi classificado 

como gênero Asticcacaulis, o isolado CS13. Da classe da Gammaproteobacteria o 

micro-organismo AS3 foi classificado como um organismo do gênero Pseudomonas. 

As classes das Betaproteobacterias têm isolados de dois gêneros, o gênero 

Pandoraea com os isolados AB6, MS5, MS4 e CB10 e o gênero Burkholderia com 

os isolados MS2, AS2, AB4, MB5, AS1 e CB8. 

Quando se compara a classificação dos micro-organismos utilizando-se o 

banco de dados SILVA e NCBI (TABELA 3) pode-se observar diferenças entre os 

resultados obtidos com exceção do isolado AS3 e CS13 classificados como 

Pseudomonas putida e Asticcacaulis taihuensis, respectivamente. Desse modo foi 

construído um dendrograma de agrupamento hierárquico para que esses isolados 

pudessem ser classificados adequadamente (FIGURA 4).  

O isolado AS3 foi identificado com sequências de Pseudomonas putida em 

ambos os bancos de dados, porém os números de acesso são diferentes L28676 

(SILVA) e NR074596 (NCBI). Esta bactéria participa de atividades metabólicas 

importantes para o meio ambiente, incluindo o ciclo e a degradação de poluentes 

biogênicos e xenobióticos (TIMMIS, 2002). Tem potencial para aplicações 

biotecnológicas, particularmente em áreas de biorremediação, biocatálises, como 

agente de controle em plantas e para a produção de bioplásticos (NELSON et al., 

2002).     

Por sua vez, o micro-organismo CS13 foi identificado com sequencias de 

Asticcacaulis taihuensis em ambos os bancos de dados, e possuem os mesmos 

números de acesso, AY5000141.  É uma bactéria gram-negativa, aeróbia, possui 

células não formadoras de esporos. Motilidade com um único flagelo polar e 

capacidade de hidrolisar amido. As células crescem bem em concentrações de NaCl 

inferiores a 20 g/L (ZHI-PEI et al., 2005). 

Os isolados (AS1, AS2, AB4, CB8, MB5 e MS2) classificados como 

Burkholderia sp no banco SILVA  apresentaram a mesma classificação dentro de 

espécies quando no banco do NCBI. As sequencias do NCBI foram incorporadas 
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mais recentes a esse banco, porém ele é menos exigente para a recepção de 

dados, considerando-se que todos os micro-organismos se mostraram agrupados na 

mesma chave de Burkholderia sp na análise de agrupamento (FIGURA 3). Esse 

agrupamento pode sugerir que os isolados desse trabalho podem ser espécies ainda 

não totalmente classificadas. 

 As diferentes espécies bactérias que pertencem ao gênero Burkholderia 

formam um grupo específico dentro das Betaproteobacterias, mas com pequenas 

diferenças na sequencia do gene 16S rRNA. Os membros do gênero Burkholderia 

são organismos versáteis que ocupam uma grande variedade de nichos ecológicos. 

Essas bactérias são usadas para controle biológico, processos de biorremediação e 

como estimuladores do crescimento de plantas, entretanto podem apresentar um 

componente patogênico humano em pacientes com fibrose cística.  

O isolado CB8 foi identificado como Burkholderia sp no SILVA e Burkholderia 

fungorum no NCBI, sendo a sequencia do NCBI mais recente (Janeiro/2009). 

Burkholderia fungorum é gram negativa, não esporulante. Cresce em 30ºC e na 

presença de 0,5% de NaCl e foi relacionada à degradação de compostos aromáticos 

derivados da liginina (COENYE et al., 2001). Os micro-organismos MB5 e MS2 

foram identificados com sequencias de Burkholderia sp no SILVA e Burkholderia 

glathei no NCBI, sendo a sequencia do NCBI mais recente esse isolado poderia 

estar relacionado com a mobilização de fósforo inorgânico e ferro a partir de fosfato 

tricálcio (CALVARUSO et al.,  2007). 

Os isolados CB10, AB6, MS4 e MS5 foram identificados com sequências de 

Pandoraea sp no SILVA e Pandoraea pulmonicola no BLAST, ambos possuem 

mesmo número de acesso EU090895 (SILVA) e NR028750 (NCBI), sendo a 

sequencia depositada no NCBI mais recente (Novembro/2009). Pandoraea 

pulmonicola é gram negativa, não esporulante. Ocorre isoladamente e é móvel por 

meio de um único flagelo polar; a atividade da catálise está presente, o crescimento 

é observado em 30 e 37ºC. Não utiliza maltose, sacarose ou amido (COENYE et al, 

2001). 

Um grande grupo foi formado com organismos do filo Firmicutes (FIGURA 4) 

onde as sequencias do gene 16S rRNA de bactérias classificadas como do gênero 

Bacillus ficaram agrupadas sem diferenças. Nesse grupo encontram-se Bacillus sp, 
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Bacillus cereus, Bacillus anthracis e Bacillus thurigiensis, juntamente com 4 isolados 

CB2, CB9, CB11 e MS3 classificados distintamente entre os dois Banco de dados 

(Silva e NCBI). Na literatura observa-se que esses organismos fazem parte de um 

grupo comum com características similares, produção de esporos e muitas proteínas 

homólogas (READ et al., 2003). Os Bacillus são bactérias produtoras de várias 

classes de enzimas e com uma grande utilidade em processos de controle biológico. 

 

Tabela 3: Resultado da comparação das sequencias 16S rRNA com  sequencias 
depositadas no Ribossomal Database Project (RDP) e nos bancos de 
dados SILVA e NCBI. 

ISOLADO RDP (Gêneros) SILVA NCBI 

AB4 Burkholderia Burkholderia sp Burkholderia sordidicola 

AB6 Pandoraea Pandoraea sp Pandoraea pulmonicola 

AS1 Burkholderia Burkholderia sp Burkholderia sabiae 

AS2 Burkholderia Burkholderia sp Burkholderia bryophila 

AS3 Pseudomonas Pseudomonas putida Pseudomonas putida 

CB2 Bacillus Bacillus sp Bacillus cereus 

CB8 Burkholderia Burkholderia sp Burkholderia fungorum 

CB9 Bacillus Bacillus cereus Bacillus anthracis 

CB10 Pandoraea Pandoraea sp Pandoraea pulmonicola 

CB11 Bacillus Bacillus thuringiensis Bacillus anthracis 

CS13 Asticcacaulis Asticcacaulis taihuensis Asticcacaulis taihuensis 

MB5 Burkholderia Burkholderia sp Burkholderia glathei 

MS2 Pandoraea Burkholderia sp Burkholderia glathei 

MS3 Bacillus Bacillus cereu Bacillus anthracis 

MS4 Pandoraea Pandoraea sp Pandoraea pulmonicola 

MS5 Pandoraea Pandoraea sp Pandoraea pulmonicola 
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Figura 4: Dendrograma do agrupamento hierárquico baseada na sequência parciais 
do gene 16S rRNA, comparando os isolados com sequências depositadas 
no banco de dados. Obtido pelo método de Neighbor-Joing, com 
bootstrap de 1000 vezes. 
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4.4. Caracterização morfológica 

 

Foi realizado o estudo morfológico das colônias, verificando as características 

que os micro-organismos apresentam ao crescer em meios de cultura as quais são 

expressões fenotípicas do seu material genético e, portanto, são úteis na sua 

identificação. Embora muitas vezes elas sejam consideradas de importância 

secundária e utilizadas apenas na identificação preliminar, em muitos casos elas são 

essenciais e, às vezes, representam a única característica que permite a distinção e 

a identificação das espécies (ANDRADE, 2008). Na TABELA 4 estão apresentadas 

as características morfológicas observadas para os isolados. 

Houve um predomínio de bactérias de coloração clara, sendo a maioria 

esbranquiçada, e algumas de coloração amarela. Foram observadas colônias 

achatadas, elevadas e convexas; com bordas puntiforme, circular ou lisa e irregular. 

Em relação a umidade, 50% das colônias são secas e 50% são úmidas e 

apresentam aspecto opaco e translúcido. A maioria das colônias não produz goma. 

Em relação à reação de pH, 50% das bactérias são produtoras de ácidos, e 50% 

produtoras de base (FIGURA 5). 

As bactérias do gênero Burkholderia apresentam cor da colônia branca, não 

produzem goma, o formato da borda da colônia varia em circular e puntiforme. Os 

isolados do gênero Pandoraea apresentam colônias brancas, algumas produzem 

goma, apresentam variedade no formato da colônia irregular, puntiforme e circular. 

As bactérias do gênero Bacillus apresentam colônia amarela, não produzem goma, 

apresentam formato da borda irregular e circular. Dentro destes grupos há bactérias 

produtoras de ácido e base. O isolado do gênero Pseudomonas apresenta colônia 

branca, produz goma, formato da colônia circular, produz ácido. O gênero 

Asticcacaulis apresenta colônia branca, produz goma, colônia com formato circular, 

produz ácido. 
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Tabela 4: Avaliação morfológica dos isolados e avaliação quanto a produção de 
ácido/base. 

Bactéria Cor Elevação Borda 
Opaca/ 

translúcida 
Úmida/seca Goma 

ácido/ 

alcalino 

AB4 Branca Convexa Puntiforme Opaca Úmida Ausência Ácido 

CB10 Branca Convexa Irregular Opaca Úmida Ausência Alcalino 

AB6 Branca Achatada Irregular Opaca Seca Ausência Alcalino 

AS1 Branca Achatada Circular Opaca Seca Ausência Ácido 

AS2 Branca Achatada Circular Opaca Seca Ausência Alcalino 

AS3 Branca Elevada Circular Translucida Úmida Presente Ácido 

CB2 Amarela Achatada Irregular Opaca Seca Ausência Alcalino 

CB8 Branca Convexa Circular Opaca Úmida Ausência Alcalino 

CB9 Branca Convexa Circular Opaca Seca Ausência Ácido 

CB11 Amarela Achatada Circular Opaca Úmida Ausência Alcalino 

CS13 Branca Elevada Circular Translucida Úmida Presente Ácido 

MB5 Branca Achatada Puntiforme Opaca Seca Ausência Ácido 

MS2 Branca Convexa Puntiforme Opaca Úmida Ausência Ácido 

MS3 Amarela Convexa Irregular Opaca Úmida Ausência Alcalino 

MS4 Branca Elevada Circular Translucida Úmida Presente Ácido 

MS5 Branca Achatada Circular Opaca Seca Ausência Alcalino 
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Figura 5: Teste de produção ácido/base em meio YMA, coloração verde indica a 

produção de base e coloração amarela indica a produção de ácido pela 

bactéria inoculada. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

Os consórcios estudados apresentavam capacidade de degradar celulose, 

amido, lipídios, proteínas além de solubilizar fosfato. 

A partir dos consórcios isolou-se 81 bactérias das quais 16 eram de gêneros 

diferentes. 

As bactérias isoladas não foram capazes de degradar celulose. 

As bactérias dos gêneros Burkholderia, Pseudomonas e Pandoraea 

produziram amilase.  

As bactérias dos gêneros Burkholderia, Bacillus e Pandoraea produziram 

protease.  

As bactérias do gênero Burkholderia, Pandoraea e Bacillus produziram lipase.  

Todos os gêneros isolados solubilizam fosfato. 
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APÊNDICE 

Meios de cultivo utilizados para a avaliação da produção de enzimas 

A avaliação da produção de celulase foi realizada utilizando meio BHB 

contendo CMC. Após o cultivo a detecção da enzima celulase foi avaliada pela 

coloração das placas segundo (WOOD et al, 1982). 

A produção de amilase foi realizada utilizando-se meio amido-ágar: K2HPO 

(0,3 g/L); MgSO4.7H2O (1,0 g/L); NaCl (0,5 g/L); NaNO3 (1,0 g/L); Amido (10 g/L); pH 

6,9. Após a placa ficar cinco dias em estufa tipo BOD, a placa foi corada com 

solução de iodo (0,1N) para a verificação da presença de halo.  

  A produção de protease utilizando-se meio YMA com leite: K2HPO4 (0,5 g/L); 

MgSO4.7H2O (0,2 g/L); NaCl (0,1 g/L); extrato de levedura (0,5 g/L), leite desnatado 

(10 mL); pH 7,0  (SOUZA et al., 2008). 

As lipases foram avaliadas pelo cultivo dos isolados meio sólido contendo 

K2HPO4 (1,2 g/L); KH2PO4 (0,8 g/L); MgSO4.7H2O (0,5 g/L); extrato de levedura (0,5 

g/L); CaCl2.2H2O (0,02 g/L); azeite de oliva (10 g/L); ágar (12 g/L), Tween 20- 

10ml/L. 

O teste de solubilização de fosfato foi realizado quanto à capacidade de 

solubilizar fosfato pelo meio sólido NBRIP (Glicose 20 g/L; Ca5(OH)(PO4)3 40 mL/L; 

MgCl2.6H2O 5 g/L; MgSO4.7H2O 0,25g/L; KCl 0,2 g/L; (NH4)2SO4 0,1 g/L; Ágar        

10 g/L; pH 7,0) segundo NAUTYAL, 1999. 

 

 

 

 

 


