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RESUMO 

Os micro-organismos representam uma importante fonte de bioativos. Esses micro-

organismos produzem enzimas que exercem papel importante em processos industriais com 

alto valor econômico. Apresentam uma serie de vantagens em seu uso e produção. O objetivo 

deste trabalho foi detectar enzimas de bactérias do solo de Cerrado e identificar bactérias com 

alta atividade de proteases. Na primeira parte deste trabalho foram isoladas e selecionadas 

bactérias do solo do Cerrado goiano com potencial de produção de enzimas (proteases, 

celulases e lipases) e de solubilização de fosfato. A seleção nos meios de cultura gerou um 

total de 73 bactérias promissoras, das quais 37 foram capazes de hidrolisar proteínas; 13 

demonstraram capacidade de degradar carboximetilcelulose; 13 demonstraram capacidade de 

degradar tween; 14 apresentaram halo de solubilização de fosfato inorgânico em meio 

Pikovskaya’s e 15 demonstraram a mesma habilidade em meio NBRI-P. As proteases 

microbianas representam aproximadamente 60% das vendas mundiais de enzimas, tendo 

aplicação no processamento tecnológico de detergentes, cosméticos, fármacos, alimentos e 

bebidas, uma destas aplicações está no processo de coagulação enzimática do leite para 

produção de alguns tipos de queijo. Na segunda parte foram selecionadas as três melhores 

bactérias produtoras de proteases (APK 02, ALT 15 e ALT 16). Estas bactérias foram 

caracterizadas como bacilos Gram negativos de crescimento rápido. A máxima produção de 

caseínase pelas bactérias selecionadas foi em torno de 750 U.mL
-1

 após 96 horas de 

crescimento em caldo leite a 30 ºC e 150 rpm. As enzimas produzidas foram avaliadas por 

SDS-PAGE e seu peso molecular foi de aproximadamente 20 kDa. Através deste trabalho foi 

possível verificar o potencial de utilização das bactérias selecionadas para produção de 

caseínases de interesse industrial. 

Palavras-chave: Bioprospecção, Bactérias, Solo do Cerrado, Protease. 



 

ABSTRACT 

Microorganisms represent an important source of bioactives. These organisms produce 

enzymes that play an important role in industrial processes with high economic value. They 

have a number of advantages in their use and production. The aim of this study was to detect 

enzymes of bacteria in Cerrado soils and identify bacteria with high activity of proteases. In 

the first part of this study, bacteria of Cerrado soils from the state of Goias with potential 

enzyme production (proteases, cellulases and lipases) and phosphate solubilization were 

isolated and selected.  The selection in culture media provided 73 bacteria promising in total 

from which 37 were able to hydrolyze proteins; 13 demonstrated ability to degrade 

carboxymethyl cellulose; 13 demonstrated ability to degrade tween; 14 showed inorganic 

phosphate solubilization halo in medium Pikovskaya's and 15 demonstrated the same ability 

in NBRI-P environment. The microbial proteases constitute approximately 60% of world 

sales in enzymes and can be employed not only in technological processes of detergents, 

cosmetics, medicines, foods and beverages, but also in dairy's enzymatic coagulation process 

for the production of some types of cheese. In the second part, the best three proteases 

synthesizers bacteria were selected (APK 02, 15 and ALT ALT 16). These bacteria were 

characterized as Gram-negative bacilli of rapid growth. The maximum production of 

caseinase by the selected bacteria was approximately 750 U.mL
-1

 after 96 hours of growth in 

milk broth at 30 ° C and 150 rpm. The enzymes produced were evaluated by SDS-PAGE and 

its molecular weight was approximately 20 kDa. Through this study was possible to verify the 

potential of bacteria selected for the production of industrial interest caseínases. 

Palavras-chave: Bioprospection, Bacteria, Cerrado Soil, Protease. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A organização das nações unidas (ONU) define bioprospecção como sendo a pesquisa 

de material biológico com finalidade de explorar os recursos genéticos de forma a garantir o 

uso sustentável, a utilização de estratégias de conservação, a garantia de distribuição justa 

equitativa dos benefícios advindos de sua utilização e a promoção e regulamentação de novas 

tecnologias, uma vez que o material biológico tornou-se um recurso e a informação genética 

tem valor de mercado (AZEVEDO, 2013). Esta abordagem tem sido aplicada nas variadas 

áreas da biotecnologia para a busca de novos produtos e elaboração de processos inovadores 

(LOPES et al., 2012). 

A biotecnologia tem por base a busca e descoberta de recursos biotecnológicos 

industrialmente exploráveis. Esta é considerada uma tecnologia robusta, confiável e de baixo 

risco, capaz de ser implementada em grande escala por uma gama de setores industriais. 

Também é considerada uma das tecnologias-chave para o desenvolvimento no século XXI, 

pois apresenta um forte impacto nos principais problemas globais tais como doenças, 

desnutrição e poluição ambiental, e é uma forma de tornar processos industriais sustentáveis 

(BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000). 

Através de trabalhos cooperativos, nos últimos anos, observou-se um aumento 

significativo de pesquisas em biotecnologia focando a bioprospecção, empregando as técnicas 

de biocatálise e biotransformações (ANDRADE; PIOVAN; PASQUINI, 2009). 

O interesse industrial por novas fontes de enzimas utilizadas em processos de baixo 

impacto ambiental, como fontes de biocatalisadores, tem contribuído para o desenvolvimento 

de estudos envolvendo a triagem de micro-organismos, que vem sendo realizados através da 

bioprospecção de atividades metabólicas de enzimas (ROMERO; BAIGORI; PÊRA, 2007). 

É reportado na literatura que as bactérias produzem uma gama de enzimas de interesse 

biotecnológico, dentre elas destacam-se as classes das oxirredutases, transferases, hidrolases, 

isomerases e ligases (SENA et al., 2006). Embora tradicionalmente, as enzimas mais 

estudadas sejam de origem animal ou vegetal, as enzimas microbianas apresentam maior 

interesse, do ponto de vista da sua aplicação industrial. Essas podem ser mais facilmente 

produzidas em larga escala, via fermentação por serem mais expressas (clonagens) em 

organismos de cultivo já estabelecidos. Outro ponto positivo é a enorme diversidade 
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microbiana de enzimas existentes que oferece infinitas possibilidades de modos de ação, nas 

mais diversas áreas (SENA et al., 2006). 

Paralelo à bioprospecção de enzimas para a aplicação industrial temos também a busca 

por comunidades bacterianas que apresentam capacidade solubilizar fontes de fósforo de 

baixa solubilidade, com o objetivo de melhorar a disponibilidade deste nutriente no sistema 

solo-planta. Dentre os macronutrientes requeridos pelas plantas o fósforo é o que mais limita a 

produtividade agrícola nacional devido a sua baixa solubilidade nos solos em condições 

naturais (SOUZA; LOBATO; REIN, 2004).  

Para suprir essa necessidade, a utilização de fertilizantes químicos é uma maneira 

rápida de fornecer os nutrientes para a planta. Com o aumento da população mundial, o uso 

acelerado da adubação química tem aumentado, contribuindo para efeitos desfavoráveis como 

lixiviação e eutrofização dos ecossistemas aquáticos e aumento da poluição ambiental. Uma 

alternativa para amenizar esse problema é a utilização de micro-organismos eficazes na 

liberação do fosfato insolúvel para a utilização em programas de biofertilização na agricultura 

brasileira (GOMES et al., 2010; SILVA, 2012). 

Dentro deste contexto, este projeto visou à utilização de micro-organismos do solo do 

Cerrado goiano como fonte de produção de moléculas com potencial biotecnológico, a partir 

do momento em que se constata a necessidade de novos micro-organismos e de suas 

biomoléculas com aplicação nas indústrias, no melhoramento da agricultura e nas diversas 

áreas biotecnológicas.  

No primeiro capítulo deste trabalho, é apresentado o isolamento e caracterização de 

bactérias do solo do Cerrado coletado no CCET/UEG, visando a bioprospecção quanto à 

produção de enzimas de interesse industrial e ambiental, como as celulases, proteases e 

lipases, bem como a avaliação da presença de bactérias solubilizadoras de fosfato. Além 

disso, visa calcular a diversidade microbiana das bactérias isoladas, a determinação da 

similaridade das bactérias isoladas e a diversidade pelo índice de Shannon-Weaver.  

No capítulo 2, foram utilizadas as bactérias derivadas da bioprospecção para a 

produção de proteases, sendo avaliadas 3 bactérias quanto a coloração de Gram, quanto ao 

crescimento em dois meio de culturas, quanto a produção de proteínas e atividade de 

caseinase. Ainda foi realizada a avaliação do perfil proteico total por SDS-PAGE observando 

as proteínas expressas na presença de caldo leite e caldo nutriente. Foram determinadas as 
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proteínas mais expressas que possivelmente são caseinases neutras, nas diferentes bactérias 

testadas indicando que estas podem ser promissoras para a produção de protease com 

utilização biotecnológica. 
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REFERENCIAL TEÓRICO 

1. Bioma Cerrado. 

  O Bioma Cerrado compreende um dos maiores biomas da América do Sul o que 

corresponde a um ecossistema de 2.000.000 km
2
. Estende-se por áreas do Brasil, Bolívia e 

Paraguai representando 25% do território nacional brasileiro. O termo Cerrado é comumente 

utilizado para designar o conjunto de ecossistemas (savanas, matas, campos e matas de 

galeria) que ocorrem no Brasil Central (KLINK; MACHADO, 2005). 

 A sua área incide sobre os estados de Goiás, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 

Tocantins, Minas Gerais, Maranhão, Piauí, Rondônia, Paraná, São Paulo e Distrito Federal, 

além de encraves do Amapá, Roraima e Amazonas (Figura 1). Neste território encontram-se 

as nascentes das três bacias hidrográficas (Amazônica/Tocantins, São Francisco e Prata), o 

que resulta numa grande disponibilidade de recursos hídricos (MENDONÇA et al., 2008). 

Figura 1. Distribuição da vegetação do Cerrado no Brasil 

 
           Fonte: RATTER; RIBEIRO; BRIDGEWATER, 1997. 
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 Do ponto de vista da diversidade biológica, o Cerrado brasileiro é reconhecido como a 

savana mais rica do mundo (MENDONÇA et al., 2008). Apresenta uma grande riqueza 

biológica estimada em 160.000 mil espécies de plantas e animais, que corresponde 5% da 

flora e fauna mundial. Como característica, este bioma apresenta uma vegetação peculiar, 

verões quentes e chuvosos e invernos suaves e secos. A precipitação média é de 1.500 mm, 

suas temperaturas variam em média de 22 ºC a 27 ºC (PEIXOTO et al., 2010). 

 Os solos do Cerrado apresentam determinadas características comuns como elevada 

acidez, deficiência de nutrientes, altos teores de alumínio e alta capacidade de fixação de 

fósforo (GUCKER; BOECHAT; GIANI, 2009). Além da grande importância ecológica e 

econômica, pouco se sabe sobre a biodiversidade do Cerrado, especialmente a diversidade 

microbiana do solo (CASTRO et al., 2008). Uma maneira de aumentar o conhecimento sobre 

a diversidade microbiana do solo promovendo a aplicação de seus insumos é iniciada a partir 

de ferramentas como a bioprospecção (CASTRO et al., 2008). 

2. Bioprospecção. 

 A biotecnologia é baseada na busca e descoberta de recursos biológicos 

industrialmente exploráveis, a procura da biodiversidade que possa ser explorada. É o passo 

inicial em um projeto biotecnológico, no entanto tão crucial quanto qualquer outra etapa neste 

processo (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000; LOPES et al., 2012).  

 Uma abordagem clássica das etapas do processo de busca e descoberta biotecnológica 

passa resumidamente pela coleta de material biológico adequado, seguida da seleção e 

triagem de materiais com os atributos desejados, seleção do(s) melhor(es) candidato(s) a partir 

de uma lista reduzida de opções, e culmina com o desenvolvimento de um produto comercial 

ou processo industrial (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000; LOPES et al., 2012).  

 Atualmente os processos biotecnológicos têm conquistado um lugar de destaque no 

desenvolvimento tecnológico mundial, exibindo características econômicas e operacionais 

que conferem vantagem em relação aos processos químicos convencionais (BISPO, 2010). As 

práticas de bioprospecção proliferam na medida em que companhias farmacêuticas e de 

biotecnologia em geral se engajaram em coletar e selecionar recursos biológicos e genéticos 

por todo o mundo (DEDEURWAERDERE, 2005). O uso desses processos possibilita a 

produção de um grande número de metabólitos de interesse industrial, incluindo enzimas, as 

quais podem ser obtidas a partir do reaproveitamento de recursos naturais (BISPO, 2010). 
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 O conhecimento da biodiversidade e a bioprospecção de diferentes micro-organismos 

tornaram-se um dos focos principais da era biotecnológica, visto que a utilização destes 

organismos na busca de produtos nas áreas alimentícias, saúde, meio ambiente e industrial 

vem crescendo de forma acelerada no atual cenário mundial (OLIVEIRA K. et al., 2006). 

 O sucesso dos processos biotecnológicos está diretamente relacionado com a 

diversidade dos micro-organismos e das moléculas que eles produzem como resultado do 

metabolismo primário e secundário, bem como com a conservação dos recursos genéticos que 

eles fornecem. Consequentemente, o aumento da diversidade de compostos químicos para os 

diferentes setores industriais está associado com a exploração da diversidade microbiana e são 

muitos os benefícios científicos esperados como resultado desta exploração (COLWELL, 

1997; HUNTER-CEVERA, 1998; OLIVEIRA K. et al., 2006). 

 Para serem utilizados em processos biotecnológicos, espera-se que os micro-

organismos apresentem as seguintes características gerais (STANBURY; WHITAKER; 

HALL, 1995; SCHMIDELL et. al., 2001): 

a) não ser patogênicos e/ou toxigênicos; 

b) apresentar elevada eficiência na transformação do substrato em produto; 

c) permitir o acumulo do produto no meio; 

d) não produzir substâncias incompatíveis com o produto; 

e) apresentar constância quanto ao comportamento fisiológico; 

f) não exigir condições de processos laboriosas; 

g) não exigir meios de cultura dispendiosos; 

h) permitir a rápida liberação do produto para o meio. 

 Além disso, para a célula, há sempre a tendência de aperfeiçoar o crescimento em 

detrimento da síntese do produto, motivo pelo qual não basta verificar se a célula cresce, mas 

se ela continua a acumular o produto de maneira eficaz (STANBURY; WHITAKER; HALL, 

1995). 

3. Micro-organismos. 

 Os micro-organismos estão presentes nos mais variados habitats da terra, essa 

habilidade é devida à sua diversidade metabólica, isto é, diferentes micro-organismos podem 

usar uma variedade de fontes de energia e se desenvolver em diferentes condições físicas e 
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químicas. A diversidade de populações microbianas indica que elas tiram proveito de 

qualquer nicho encontrado em seus ambientes, assim sendo, os micro-organismos detêm a 

maior proporção da diversidade genética global estimada (TORTORA; FUNKE; CASE, 

2003).  

 Possuindo alta variabilidade metabólica e a capacidade de realizar interações com as 

estruturas físicas e químicas do solo, os micro-organismos do solo atuam no controle 

biológico de patógenos, associados com as raízes, podem influenciar na solubilização de 

minerais e auxiliar a estruturação e agregação do solo (ARAÚJO; MONTEIRO, 2007). 

 Responsáveis pela ciclagem dos compostos químicos, incluindo a degradação de 

poluentes ambientais, os micro-organismos são essenciais para o meio ambiente e contribuem 

para a estabilidade dos ecossistemas. Apesar de sua grande importância na manutenção da 

biosfera, estima-se que menos de 10% dos micro-organismos existentes no planeta tenham 

sido caracterizados (ROSSELÓ-MORA; AMMAN, 2001; STURSA et al., 2009). 

 Por apresentar uma notável diversidade metabólica e adaptabilidade genética os micro-

organismos tornaram-se uma importante fonte de recursos genéticos para o avanço 

biotecnológico e para o desenvolvimento sustentável. São muitos os exemplos de utilização 

dos recursos microbianos pelo homem em diversas atividades de importância socioeconômica 

como na área industrial. Os micro-organismos podem ainda ser empregados na produção de 

compostos comerciais ou para transformação de substratos em produtos de maior valor 

agregado. Na agropecuária, destacam-se os micro-organismos fixadores de nitrogênio e os 

empregados no controle biológico de pragas e vetores; já na área ambiental, as perspectivas 

estão fundamentadas na biorremediação para a recuperação ambiental, tratando-se de uma 

técnica bastante promissora e dependente de novos isolados (KURTBOKE; SWINGS; 

STORMS, 2004). 

 Movimentado bilhões de dólares a cada ano na indústria de enzimas, os micro-

organismos e seus bioativos apresentam altos potenciais e valor agregado pela sua aplicação 

direta nos processos biotecnológicos, e são muito menos associados aos problemas ambientais 

e sociais decorrentes do tratamento de resíduos industriais e poluição ambiental 

(KURTBOKE; SWINGS; STORMS, 2004; OLIVEIRA K. et al., 2006). Uma fonte para a 

promoção de novos produtos tecnológicos para as aplicações industriais são os micro-

organismos do solo. 
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3.1. Micro-organismos do solo. 

 A comunidade microbiana do solo desempenha um importante papel na ciclagem de 

nutrientes, ela é o principal componente biológico responsável pela decomposição da matéria 

orgânica, produção do húmus, realização do ciclo de nutrientes no solo (incluindo a fixação 

de nitrogênio atmosférico), produção de compostos complexos que contribuem para 

agregação do solo, decomposição de xenobióticos, controle biológico de pragas e doenças e 

fornece estruturação física ao solo (BALOTA et al., 2003). 

 Parâmetros microbiológicos podem ser utilizados para avaliar a fertilidade do solo, 

alguns desses parâmetros são: a biomassa do solo, a diversidade dos micro-organismos do 

solo, o número de micro-organismos presentes no solo, nitrificação, decomposição da 

celulose, liberação de CO2, fixação biológica de nitrogênio, potencial de oxidação-redução e 

atividade catabólica (ARAÚJO; MONTEIRO, 2007). 

 A biomassa microbiana do solo é a fração viva do solo responsável pelos processos 

bioquímicos e biológicos no solo, podendo ser alterada pelas condições impostas pelo 

ambiente de forma bastante sensível. Tais variações estão diretamente ligadas ao regime 

hídrico, ao clima da região, à estrutura e ao manejo do solo, e ao teor e à qualidade dos 

resíduos vegetais aportados (BALOTA et al., 2003; CASTRO et. al., 2008). As bactérias 

representam a maioria da biomassa microbiana do solo com contagens entre 10
6
 e 10

9 
UFC 

por grama de solo seco. Esses dados se referem apenas ao número de bactérias cultiváveis, já 

que existe uma dificuldade em reproduzir condições ideais para o cultivo in vivo para a 

maioria desses micro-organismos (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998). 

 A diversidade, ou biodiversidade, é um atributo das comunidades biológicas que deve 

ser estimado para que possamos compará-las com outras comunidades. O conceito de 

diversidade de espécie pode ser avaliado por meio de dois componentes: riqueza das espécies, 

baseada no numero total de espécies presentes; e uniformidade, baseada na abundância 

relativa de espécies e no grau de dominância (ODUM, 1998). Ao longo do desenvolvimento 

da ciência, vários índices têm sido propostos, tais como Simpson (1949), Margalef (1958), 

Shannon e Weaver (1949), para o estudo do comportamento da diversidade de comunidades 

diferentes, permitindo uma avaliação da dinâmica populacional frente a diferentes regiões. 
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 As seleções de indicadores da qualidade de solo devem integrar as propriedades 

químicas, físicas e biológicas, devem ser sensíveis ao manejo e as variações climáticas (HILL 

et al., 2000). 

 A diversidade de micro-organismos como indicador da qualidade do solo vem sendo 

estudada e o surgimento das técnicas de biologia molecular e caracterização bioquímica, tem 

favorecido a determinação das comunidades microbianas (TIEDJE et al., 2001). A atividade 

biológica do solo está intimamente associada com a estabilidade física do solo. Vários estudos 

mostram o impacto da composição do solo sobre a diversidade da comunidade microbiana 

(ZHANG et al., 2010; ZHANG et al., 2011; YINGHUA et al., 2012; ZHAO et al., 2012; 

BRACKIN et al., 2013). 

 Os micro-organismos possuem uma grande capacidade de resistir ao “estresse” 

(resistência) e posteriormente, se recuperar (resiliência), definindo a estabilidade do 

ecossistema. O conceito de estabilidade biológica tem sido demonstrado em ambas 

características do solo: físicas e biológicas (ZHANG et al., 2010). 

 A estrutura e diversidade das comunidades microbianas do solo desempenham um 

papel fundamental na função e viabilidade dos solos. Portanto, as alterações quantitativas e 

qualitativas, na composição da microbiota do solo podem servir como indicadores 

importantes e sensíveis às mudanças de curto e longo prazo na saúde do solo (BRACKIN et 

al., 2013). 

 Os micro-organismos do solo podem ser classificados de acordo com suas atuações 

nos processos biológicos do ecossistema. De acordo com a classificação temos os micro-

organismos envolvidos no ciclo do nitrogênio (diazotróficos, desnitrificadoes, 

amonificadores), ciclo do carbono, ciclo do fósforo, ciclo do enxofre entre outros (TORSVIK; 

OVREAS, 2002; CHAER et al., 2009; PEIXOTO et al.; 2010). 

 O isolamento e a identificação de micro-organismos a partir de fontes naturais têm 

sido uma ferramenta proficiente na obtenção de estirpes aplicáveis e geneticamente estáveis 

(ADNAN; TAN, 2007). O estudo da diversidade microbiana do Cerrado pode amenizar o 

efeito das alterações neste Bioma, bem como descobrir novos micro-organismos e seus 

bioativos para aplicações biotecnológicas em diversas áreas de interesse (PIMENTA et al, 

2009). 
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4. Enzimas Microbianas 

 Enzimas são catalisadores biológicos, sendo, em sua maioria, polímeros constituídos 

por aminoácidos ligados covalentemente por ligações peptídicas. A conformação e a 

estabilização da estrutura molecular são asseguradas por ligações de hidrogênio, interações 

hidrofóbicas, pontes dissulfeto, ligações iônicas e forças de Van der Waals. As condições de 

pH, temperatura e força iônica do meio afetam a estrutura das enzimas e consequentemente 

suas propriedades. As enzimas atuam diminuindo a energia de ativação de uma determinada 

reação, promovendo uma obtenção mais rápida do produto. As reações não catalisadas 

requerem mais energia para serem iniciadas e, por isso, sua velocidade é menor do que a 

velocidade das reações catalisadas (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). Algumas enzimas 

são capazes de aumentar em até 10
14

 vezes a velocidade de determinadas reações, sem 

requerer condições extremas de pH, temperatura e pressão. Estas têm sua atividade 

determinada pelas características estruturais das proteínas. Cada enzima tem seu próprio 

mecanismo de catálise, uma vez que elas são altamente específicas (CAMPBELL, 2000). 

 As enzimas são divididas em seis classes, baseadas no tipo de reação que elas 

catalisam (Tabela 1). Essa classificação foi uniformizada pela Comissão de Enzima da União 

Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (CARNEIRO, 2003). 

 A aplicação da tecnologia enzimática atualmente é um dos campos mais promissores 

dentro das novas tecnologias para síntese de compostos de alto valor agregado. Os processos 

industriais que utilizam enzimas apresentam menor impacto ambiental e também um menor 

consumo energético, visto que as enzimas são biodegradáveis, e sendo altamente específicas, 

minimizam os efeitos indesejáveis. As enzimas podem ser utilizadas para substituir produtos 

químicos nos processos catalisados por compostos cáusticos, ácidos e solventes tóxicos que 

agridem o meio ambiente provocando o desgaste de materiais (MITCHELL; BEROVIC; 

KRIEGER, 2000).  
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Tabela 1. Classificação das enzimas baseada no tipo de reação que catalisam. 

Classificação Reação que catalisam Enzimas 

Oxido-redutases 

Reações de óxido-redução. Transferência de 

átomos de O e H ou elétrons de um 

substrato para outro. 

hidrogenases, oxidases, 

peroxidases, hidroxilases, 

oxigenases. 

Transferases 
Reações de transferência de grupos 

específicos de um composto para outro. 

aminotransferases, 

acetiltransferase, cinases, 

fosforilases. 

Hidrolases Reações hidrolíticas. 
lipases, proteases, amilases, 

pectinases. 

Liases 

Reações reversíveis, não hidrolíticas de 

remoção de grupos da molécula de 

substrato. 

descarboxilases, aldolases. 

Isomerases 
Reação de isomerização transformam 

isômeros entre si. 
glicose-isomerase. 

Ligases 
Reação de síntese de novos compostos, 

derivados da junção de duas moléculas. 
piruvato carboxilase. 

Fonte: CARNEIRO, 2003; LEHNINGER; NELSON; COX, 2006. 

 A maioria das enzimas utilizadas industrialmente é produzida a partir de micro-

organismos, por processos fermentativos (RAO et. al., 1998).  

 As enzimas de origem microbiana apresentam vantagens em relação às equivalentes 

de origem animal ou vegetal, como, por exemplo, menor custo de produção, maior facilidade 

de produção em larga escala, características físico-químicas diferentes, geralmente 

relacionadas ao hábitat e à fisiologia dos micro-organismos produtores, possibilidade de 

manipulação genética e representam um recurso renovável (OLIVEIRA A. et al., 2006). A 

identificação de novas fontes microbianas é de grande interesse, pois garante o suprimento de 

enzimas aos mais variados processos industriais, e tornam possível o desenvolvimento de 

novos sistemas enzimáticos que não podem ser obtidos de plantas ou animais (ALVES et al., 

2002). 

 Muitos micro-organismos foram isolados na natureza e são utilizados industrialmente 

para produção de enzimas (Tabela 2). Estima-se que apenas 5% dos fungos e 2% das bactérias 

foram avaliados e identificados como produtores de enzimas de interesse industrial (BRAVO 

et al., 2000). 
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 Em decorrência das necessidades e tendências da substituição das etapas de processos 

químicos por processos biotecnológicos mais eficientes, da substituição de processos 

químicos baseados em insumos não renováveis por processos químicos e/ou bioquímicos que 

utilizem insumos renováveis, prevê-se um aumento significativo do consumo de enzimas a 

nível internacional (POLITZER; BON, 2006). 

 O mercado de enzimas industriais está dividido em três grandes segmentos. O 

primeiro seguimento são as enzimas para alimentos e bebidas, decorrente do crescimento 

devido à procura por novas aplicações na área de laticínios e panificação. Já o segundo 

segmento são as enzimas técnicas, destinadas especialmente à indústria têxtil e de produtos de 

limpeza. Por fim o terceiro segmento são as enzimas para ração animal, o qual o crescimento 

tem sido vertiginoso devido ao grande interesse dos criadores em aumentar o valor nutricional 

das rações e facilitar sua digestão (BOM; FERRARA; CORVO, 2008). 

 A tecnologia enzimática concilia o desenvolvimento tecnológico com a utilização de 

matérias-primas renováveis e a preservação ambiental, cenário importante para a inserção do 

Brasil no mercado internacional (POLITZER; BON, 2006). 

 O mercado brasileiro de enzimas, embora ainda pouco representativo (cerca de 2% do 

panorama mundial), pode revelar grande potencial, pois o Brasil gera uma enorme quantidade 

de resíduos agroindustriais. Além disso, as indústrias de alimentos, medicamentos, tecidos e 

papel também se beneficiariam com um mercado de enzimas mais expressivo. A redução do 

custo de produção de enzimas é favorecida, no país, pela possibilidade de bioconversão de 

subprodutos agrícolas como parelho de trigo, farelo de algodão, casca de soja e outros 

(MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007). 

 As principais enzimas de aplicação industrial são proteases, amilases, lipases, 

celulases, pectinases (Tabela 2), (MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007) e as 

principais empresas produtoras de enzimas são: a multinacional de biotecnologia Novozymes, 

Gist-Brocades e Genencor Internacional Inc. (FOCUS ON CATALYSTS, 2011). 
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Tabela 2. Classificação das enzimas baseada no tipo de reação que catalisam. 

Enzimas 
Fontes de micro-

organismos 
Atuação Aplicações 

Amilase 

Aspergillus sp.;         

Bacillus sp.; 

Microbacterium 

imperiale. 

Hidrólise do 

Amido. 

Amolecimento de 

massas; auxílio na 

produção de açúcares 

para fermentação. 

Celulase 

Aspergillus niger; 

Clostridium sp; 

Bacillus sp.;  

Trichoderma spp. 

Hidrólise de 

celulose. 

Liquefação de frutas 

para produção de sucos. 

Lipase 

Aspergillus sp.;        

Candida sp.;       

Rhizopus sp.;             

Bacillus subtilis. 

Hidrólise de 

triglicerídeos em 

ácidos graxos e 

glicerol. 

Tempero em produtos 

de queijo, modificação 

da função da gordura 

por interesterificação. 

Pectinase 

Aspergillus sp.; 

Erwinia sp.; 

Pseudomonas sp.;     

Penicillium funiculosum. 

Hidrólise da 

pectina. 

Clarificação de sucos de 

frutas por 

despectinização. 

Protease 

Aspergillus sp.;   

Rhizomucor miehei; 

Cryphomectria 

parasítica;  

Penicillium citrinum;       

Bacillus sp.;             

Rhizopus niveus.  

Hidrólise de 

proteínas de 

animais e 

vegetais; hidrólise 

de glúten de trigo. 

Coagulação do leite 

para fabricação de 

queijo; produção de 

hidrolisados para sopas; 

melhoria da massa do 

pão. 

Fonte: Adaptado de AQUARONE et al., 2001 e FELLOWS, 2006. 

4.1. Micro-organismos solubilizadores de fosfato 

 O fósforo (P) é, assim como o nitrogênio, um macronutriente limitante para o 

crescimento e a produção de culturas agrícolas (VANCE; UHDE; ALLAN, 2003). Ele está 

envolvido em funções biológicas básicas como a formação de ácidos nucleicos, fosfolipídios, 

metabolismo energético, ativação de metabolismo intermediário e regulação enzimática 

através das cascatas de tradução de sinais (ABEL; TICCONI; DELATORRE, 2002; 

RAUSCH; BUCHER, 2002; SCHUNMANN et al., 2004). 

 O fósforo é o nutriente de menor abundância e mobilidade no solo para as plantas 

(TAKAHASHI; ANWAR, 2007). Alguns solos possuem níveis elevados de fosfato total, 

porém eles podem ser deficientes devido à baixa taxa de fosfato solúvel disponível 

(GYANESHWAR et al., 2002), sendo necessária a utilização de fertilizantes a base deste 

elemento.  
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 O P é aplicado ao solo na forma de fertilizantes fosfatados. Cerca de 5 a 30% dos 

fertilizantes fosfatados aplicados aos solos são aproveitados pelas plantas e uma parte 

significativa é reduzida por reações físico-químicas no solo (TROLOVE et al., 2003). No 

entanto, uma grande porção de fosfato inorgânico (Pi) solúvel, aplicado ao solo como adubo 

químico, é rapidamente imobilizado sob as formas de fosfato de cálcio (CaHPO4), fosfato 

tricálcico (Ca3(PO4)2), fosfato de ferro (FePO4) e fosfato de alumínio (AlPO4). Sob tais 

formas o fosfato não é assimilado de forma eficiente pelas plantas, demandando aplicação 

excessiva de adubos fosfatados nas áreas de cultivo (OMAR, 1998). 

 Os recursos globais de fertilizantes fosfatados economicamente acessíveis vão se 

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

escassez (ISHERWOOD, 2000). Para evitar uma possível escassez de P, especialmente em 

economias menos competitivas, estratégias de melhoria na produtividade de diversas culturas 

devem ser desenvolvidas com abordagens sustentáveis de aplicação de cultivares em 

ambientes de baixa fertilidade, melhorando sua capacidade de aquisição de nutrientes 

(LYNCH, 2007; BEDDINGTON, 2010). 

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

organismos solubilizadores de fosfato insolúvel é apresentada como uma possibilidade 

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

organismos podem ainda promover o crescimento da planta secretando sideróforos, 

hormônios de plantas como o ácido indolacético (AIA) e a enzima 1-aminociclopropano-1-

carboxilato (ACC) desaminase. ACC é o precursor imediato do hormônio etileno. Essa 

enzima pode estimular o crescimento vegetal e o comprimento das raízes, em particular, 

sequestrando e hidrolisando ACC das sementes em germinação, diminuindo, 

consequentemente, a concentração de etileno nas sementes. (ESASHI, 1991; SELVARAJ; 

MADHAIYAN; SA, 2008; LOPES et al., 2012). 

 A inoculação do solo com micro-organismos solubilizadores de fosfato podem 

solubilizar o P insolúvel pela produção de vários ácidos orgânicos de baixo peso molecular 

(TAHA et al., 1969), podendo também atuar como agentes quelantes (LIN et al., 2006). Outro 

mecanismo de solubilização de P é a extrusão de prótons (H
+
) (ILLMER; SCHINNER, 1992), 

a produção de exopolissacarídeos (BARBERI et al., 2004) e a produção de sideróforos (YU et 

al., 2011). 
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 As populações de micro-organismos solubilizadores de fosfato existentes nos solos 

estão entre 10
4
 e 10

7
 UFC g

-1
 de solo da rizosfera de diversas leguminosas (SILVA FILHO; 

NARLOCH; SCHARF, 2002). A eficiência na solubilização pode diferenciar gêneros e 

famílias de micro-organismos. (SILVA FILHO; NARLOCH; SCHARF, 2002). 

 Dentre os diferentes grupos de micro-organismos do solo que possuem potencial na 

solubilização de fosfato, são destacadas as bactérias do gênero Rhizobium (SRIDEVI; 

MALLAIAH, 2009), Agrobacterium, Pseudomonas, Burkholderia, Erwinia (VERMA; 

LADHA, 2001; GARG et al., 2001), Paenibacillus (WANG et al., 2012) e Bacillus (SILVA 

FILHO; VIDOR, 2000). Entre os fungos os mais citados são o Aspergillus e Penicillium 

(SOUCHIE; ABBOUD, 2007; LIAN et al., 2008).  

 A habilidade dos micro-organismos solubilizar P possibilita o aumento do fósforo 

disponível para as plantas (leguminosas e não leguminosas), auxiliando no papel fundamental 

no ciclo biogeoquímico do P em ecossistemas naturais e agrícolas (RODRIGUEZ; FRAGA, 

1999; ZENG et al, 2012). 

 Assim a busca de bactérias com capacidade de solubilizar fosfato no solo do Cerrado é 

uma estratégia que pode levar a identificação de micro-organismos que poderão ter aplicação 

na área agrícola. 

4.2. Celulases  

 A celulose é um polímero de glicose com ligações β - 1,4 sendo o maior componente 

da biomassa vegetal, sendo o biopolímero mais abundante da natureza, e, portanto, é uma 

fonte sustentável de combustível e de material para processos industriais (JARVIS, 2003; 

MANSFIELD; MEDER, 2003). 

 A biomassa celulósica, proveniente de plantas cultivadas ou, alternativamente, 

resíduos agroindustriais, tem sido o foco de numerosas pesquisas cientificas e pesados 

investimento de muitos setores industriais nas ultimas décadas (KIM; KANG; LEE, 1997; 

LYND et al., 2002; MALHERBE; CLOETE, 2002; HOWARD et al., 2003). A intensificação 

dos esforços de pesquisa e magnitude de investimento é plenamente justificada pela 

importância desse recurso natural, que é considerado o único ciclo de reposição 

suficientemente rápido para sustentar o crescimento na demanda por aplicações tradicionais 

(fabricação de papel, biomassa-combustível, compostagem, ração animal entre outros), além 
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da crescente demanda mundial por biocombustíveis e outras commodities químicas, que 

representam novos mercados para lignocelulose. Entre eles o mais proeminente é a conversão 

em carreadores de energia como o etanol combustível (KIM; KANG; LEE, 1997; LYND et 

al., 2002; MALHERBE; CLOETE, 2002; HOWARD et al., 2003). 

 As enzimas do complexo celulolítico são hidrolases que clivam ligações O-

glicosídicas, sendo classificadas pela União Internacional de Bioquímica e Biologia 

Molecular - Comitê Internacional de Enzimas com a codificação 3.2.1.x, onde o valor de x 

varia com a celulose avaliada (CASTRO; PEREIRA JÚNIOR, 2010). 

 As celulases são enzimas que clivam as ligações β-1,4 da celulose. Elas podem ser 

produzidas por plantas, participando da formação e remodelamento da parede celular, e por 

bactérias e fungos, com intuito de despolimerizar a cadeia de celulose. As celulases são de 

vários tipos e elas operam sinergicamente para a hidrólise da celulose (SANTOS, 2011). 

 Existem três tipos de enzimas envolvidas na hidrólise completa da celulose 

(SUKUMARAN et al., 2005): as celobiohidrolase ou exoglucanases (EC 3.2.1.9.1), as Endo-

β-1,4-glicanase (EC 3.2.1..4) e as β-glicosidase (EC 3.2.1.21). Endoglicanases ou 

celobiohidrolase clivam 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). 

 As celulases, assim como as demais enzimas extracelulares de hidrólise são induzidas 

quando há a necessidade de serem secretadas pelos micro-organismos para que estes cresçam 

em celulose (LEE; KOO, 2001). Alguns gêneros de bactérias citados na literatura, que 

apresentam atividade celulolítica, incluem Bacillus, Clostridium, Cellulomonas, 

Rumminococcus, Alteromonas, Acetivibrio e Bacteriodes (ROBOSON; CHAMBLISS, 1989). 

Recentemente, uma variedade de bactérias tem sido relatada como produtoras de celulases, 

incluindo Bacillus sp. (MAWADZA et al., 2000), Bacillus amyoliquefaciens (LEE et al., 

2008), Bacillus subtilis (KIM et al., 2009) e Marinobacter (SHANMUCHAPRIYA et al., 

2010). 

 De um modo geral, micro-organismos degradadores de celulose e suas enzimas têm 

tido aplicações e um enorme potencial biotecnológico para uma variedade de indústrias, tais 
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como químicas, de combustíveis, de alimentos processados, de bebidas e vinhos, de ração 

animal, têxtil, de papel, entre outras (LOPEZ et al., 2007).  

 Além disso, muitos processos mediados por enzimas celulolíticas têm sido utilizados 

como alternativa a tratamentos químicos já estabelecidos ou como adjuvantes na eficácia dos 

mesmos. Fato que contribuiu significativamente para a expansão da demanda por enzimas 

celulolíticas e, consequentemente, para a intensificação de pesquisas cuja finalidade é a 

obtenção de micro-organismos celulolíticos que produzam estas enzimas em grande 

quantidade e o desenvolvimento de processos de fermentação mais eficientes para produção 

de enzimas (LOPEZ et al., 2007). 

4.3. Lipases  

 As lipases são biocatalisadores pertencentes à classe das enzimas hidrolases e têm 

como nome sistemático triacilglicerol acil-hidrolase (E.C 3.1.1.3) (KAPOOR; GUPTA, 

2012).  

 As lipases são definidas por sua capacidade de catalisar a hidrólise de triacilglicérois 

de longa cadeia acila com a formação de diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol e ácidos 

graxos, atuando numa interface entre a fase orgânica e a fase aquosa. No entanto, em baixas 

concentrações de água, as lipases podem catalisar a síntese e a transesterificação de ésteres 

(ANGKAWIDJAJA; KANAYA, 2006). Essa definição exclui as enzimas que agem em 

ésteres solúveis em água (esterases) ou que hidrolisam outros lipídeos (acil-hidrolase, 

colesteolesterase, tioesterases e outras) (CARVALHO et al., 2003).  

 Embora o termo “cadeia longa” não tenha um significado estritamente definido, é 

considerado para as lipases um comprimento de cadeia acilica com número maior ou igual a 

10 átomos de carbono, sendo o triacilglicerol seu substrato padrão (JAEGER; DIJKSTRA; 

REETZ, 1999). 

 Ao se utilizar lipases como biocatalisadores é preciso levar em consideração algumas 

características de seu mecanismo de ação. Vários estudos têm revelado duas diferentes 

conformações das lipases (ERICSSON; KASRAYAN; JOHANSSON, 2008; SANDSTRON 

et al., 2012). Uma onde o acesso ao sítio ativo da enzima está fechado por um oligo-peptídeo 

hidrofóbico, chamado de lid ou tampa, que cobre a entrada do sítio ativo deixando-o 

completamente isolado do meio de reação (lipase inativa) e a segunda conformação ocorre 
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quando há ligação do substrato na superfície da enzima; esta tampa é deslocada, alterando a 

forma fechada da enzima para a forma aberta, deixando o sítio acessível. Ao mesmo tempo, a 

enzima expõe uma larga superfície de caráter hidrofóbico, o que facilita sua ligação à 

interface. Nesta conformação a lipase é considerada ativa. Este fenômeno é conhecido como 

“ativação interfacial” (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2005). Logo as lipases 

preferencialmente atuam em interfaces água-óleo ou água-solvente orgânico, e a “ativação 

interfacial”, relaciona o aumento da atividade da lipase em função de substratos insolúveis 

(SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). 

 As lipases são enzimas de grande importância fisiológica na metabolização de 

lipídeos, e possuem considerável potencial industrial em diversos setores da economia 

(SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).   

 As enzimas lipolíticas estão atraindo grande atenção devido ao seu potencial 

biotecnológico. Aplicações promissoras de lipase são encontradas em processos orgânicos, 

formulação de detergentes, sínteses de biossurfactantes, indústrias oleoquímica, indústria de 

laticínios, indústria agroquímica, manufatura de papel, indústrias de nutrição, cosméticos e 

processos farmacêuticos (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). 

 As lipases podem ser encontradas em animais, vegetais e micro-organismos, mas a 

maioria das lipases usadas em aplicações biotecnológicas é de origem microbiana, extraídas 

de fungos e bactérias, devido a enorme versatilidade desses micro-organismos e maior 

estabilidade das lipases obtidas (ARPIGNY; JAEGER, 1999; KAPOOR; GUPTA, 2012). 

 Diversos pesquisadores têm realizado o isolamento e seleção de micro-organismos 

produtores de lipases das mais variadas fontes, dentre bactérias, fungos e leveduras 

(GONÇALVES, 2007).  

 Há uma diversidade de lipases que vêm sendo produzidas por cultura submersa ou 

métodos de fermentação no estado sólido usando varias espécies de micro-organismos, tais 

como as lipases fúngicas de Aspergillus niger, Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, 

leveduras como Candida rugosa, Candida antarctica, Tulopis sp. e lipases bacterianas como 

as de Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens (DALLA-VECCHIA; 

NASCIMENTO; SOLDI, 2004). 
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4.4. Proteases  

 As proteases podem ser conhecidas como proteinases, enzimas proteolíticas ou 

simplesmente peptidases, nome este que é sugerido pela União Internacional de Bioquímica e 

Biologia Molecular, Comitê de Classificação de Enzimas (RAWLINGNS; BARRETT; 

BATEMAN, 2011).  

 De acordo com este Comitê, as proteases são enzimas que pertencem à classe 3 

(hidrolases) e a subclasse 4 (peptidases). As proteases são classificadas como um subgrupo 

das hidrolases e a sua nomenclatura é feita segundo o tipo de reação catalisada, a natureza 

química do sítio catalítico e de acordo com sua estrutura (VERMELHO et al., 2008).  Dessa 

maneira as enzimas proteolíticas podem ser subdivididas em exopeptidases e endopeptidases, 

dependendo de seu sitio de ação, ou seja, clivando peptídeos terminais (C- e N-terminal) ou 

aqueles distantes dos terminais dos substratos, respectivamente (RAO et al, 1998).  

 As proteases ainda podem ser divididas conforme seus resíduos nos centros catalíticos 

em seis classes principais: as aspartil proteases, serino proteases, treonino proteases, cisteíno 

proteases, glutamil proteases e metalo proteases (RAWLINGS; MORTON; BARRETT, 

2006). 

 Enzimas proteolíticas desempenham um papel importante no metabolismo de quase 

todos os organismos (plantas, animais, fungos, bactérias e vírus). Elas executam uma 

variedade de funções fisiológicas complexas. Sua importância em conduzir o metabolismo 

essencial e as funções regulatórias se torna evidente a partir de sua ocorrência em todos os 

organismos. Essas proteínas tem papel crítico em muitos processos fisiológicos e patológicos, 

como catabolismo de proteínas, coagulação do sangue, crescimento e migração celular, 

crescimento de tumores e metástases e transporte e secreção de proteínas através da 

membrana. (RAO et al.; 1998) 

 As enzimas proteolíticas foram as primeiras com aplicação tecnológica, pois já na 

antiguidade as proteases foram utilizadas na preparação de queijos e no tratamento de couros 

(VERMELHO et al.; 2008). As proteases tiveram sua aplicação ampliada como catalisadores 

industriais nos últimos anos por oferecerem diversas vantagens em detrimento dos 

catalisadores químicos convencionais. Dentre as características vantajosas que apresentam 

encontram-se: a alta atividade catalítica, alto grau de especificidade pelo substrato, podem ser 
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produzidas em larga escala, são economicamente viáveis e biodegradáveis, reduzindo assim, 

também a poluição ambiental (ESPÓSITO, 2006). 

 As plantas, os animais e os micro-organismos são as principais fontes de obtenção de 

enzimas proteolíticas. As proteases originárias de plantas são dependentes de alguns fatores, 

como a disponibilidade de uma grande área para cultivo e as condições climáticas para o 

ótimo crescimento. Além disto, o processo de obtenção é bastante demorado devido ao 

período de espera para o total desenvolvimento de uma planta sadia. Em contrapartida as 

proteases originárias de animais são preparadas em grandes quantidades. Sua produção 

geralmente depende da disponibilidade de gado para o abate, o que acaba tornando o processo 

bastante laborioso (RAO et al., 1998). 

 As proteases representam cerca de 60% do mercado industrial de enzimas, sendo 

extensamente usadas na indústria de detergentes, de cervejas, de couros, farmacêutica e 

alimentícia como, por exemplo, na coagulação do leite para produção de queijo. Proteases 

microbianas, principalmente fúngicas apresentam vantagens como a fácil obtenção e 

recuperação (KUMAR et al., 2005). A demanda industrial por enzimas proteolíticas que 

apresentem estabilidade e especificidade a fatores como: pH, temperatura, íons metálicos, 

surfactantes e solventes orgânicos; estimula a busca por novas enzimas (KAMOUN et al., 

2008). 

 As proteases microbianas podem ser produzidas a partir de bactérias, fungos 

filamentosos e leveduras, utilizando processos de fermentação em estado sólido e submersa, 

sendo este último o principal processo industrial de produção em larga escala das proteases 

(KAUR et al., 2001).  

 O interesse na produção de peptidases, em altas concentrações e baixo custo, é devido 

a sua grande importância no mercado mundial de enzimas e também a sua ampla 

aplicabilidade (Tabela 3). 
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Tabela 3. Aplicações industriais das proteases obtidas por micro-organismos, suas aplicações 

e estudos onde foram utilizadas. 

Setor Proteases Micro-organismos Possíveis aplicações Fonte 

Indústria 

farmacêutica 

Colagenases 
Aspergillus niger 

LCF9. 

Agentes 

imunoterapêuticos, 

remoção de manchas e 

queloides, tratamentos 

de queimaduras e 

úlcera. 

KUMAR; 

TAKAGI, 1999. 

SUKHOSYROVA 

et al., 2003. 

Queratinases - 

Remoção de calosidade 

humana, tratamento da 

acne, psoríase e 

micoses causadas por 

fungos dermatófitos. 

BON; 

VERMELHO, 

2004. 

Elastases 
Bacillus subtilis 

316 M. 

Tratamento de 

queimaduras 

purulentas, edemas, 

furúnculos e abscessos 

profundos. 

KUMAR; 

TAKAGI, 1999. 

Indústria 

cosmética 

Colagenases 
- 

Cremes esfoliantes e 

pomadas. 

GUPTA et al., 

2002. Queratinases 

Indústria de 

Saneantes 

Proteases em 

geral 

Bacillus subtilis,     

Graphium 

putredinis, 

Trichoderma 

harzianum. 

Remoção de resíduos 

de alimentos, sangue, 

secreções corporais. 

RAO et al., 1998;            

SAVITHA et al., 

2011. 

Indústria do 

Couro 
Queratinases 

Thermoactinomyces 

sp., Bacillus 

subtilis. 

Redução da poluição 

ambiental e melhoria 

da qualidade do couro. 

RAI; 

MUKHERJEE, 

2009. 

VERMA et al., 

2011;                  

Indústria de 

Alimentos 

Proteases em 

geral 
Aspergillus oryzae 

Hidrólise limitada do 

glúten para 

melhoramento no 

preparo de massa de 

pão, produção de 

queijos a partir da 

coagulação do leite. 

RAO et al., 1998. 

 

 Diante das inúmeras vantagens do uso das enzimas, muitas pesquisas vêm sendo 

realizadas no sentido de promover a busca de novas enzimas, e viabilizar o processo de 

produção destas em escala industrial, principalmente no que diz respeito ao custo de sua 

aplicação. 
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 Assim, o estudo utilizando a bioprospecção, e bactérias produtoras de enzimas 

isoladas do solo do Cerrado, permite o acesso a biodiversidade deste bioma, sendo uma 

abordagem que poderá fornecer dados biológicos e bioquímicos importantes para futuras 

aplicações nas diversas áreas da biotecnologia. 
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OBJETIVOS 

Objetivos Gerais 

- Isolar, caracterizar e selecionar bactérias produtoras de enzimas bem como avaliar a 

diversidade bacteriana em solo do Cerrado do Câmpus Anápolis de Ciências Exatas e 

Tecnológicas CCET/UEG. 

- Caracterizar a produção de protease e identificar bactérias isoladas do solo do Cerrado do 

Câmpus Anápolis de Ciências Exatas e Tecnológicas CCET/UEG, em dois meios de cultivo. 

Objetivos Específicos 

Capítulo 1 

 Realizar a análise físico-química do solo do Cerrado do CCET/UEG;  

 Promover a contagem de bactérias viáveis do solo do Cerrado do CCET/UEG; 

 Isolar e selecionar bactérias produtoras de lipases, celulases, proteases e 

solubilizadoras de fosfato do solo do Cerrado do CCET/UEG, em meios semi-

seletivos; 

 Realizar a caracterização morfológica das bactérias isoladas do solo do Cerrado do 

CCET/UEG; 

 Testar a atividade enzimática por análise semi-quantitativa para as enzimas lipases, 

celulases, proteases e de solubilização de fosfato para as bactérias isoladas 

selecionadas nas etapas anteriores; 

 Analisar a similaridade das bactérias selecionadas utilizando os dados morfológicos e 

bioquímicos; 

 Calcular o índice de diversidade das bactérias cultiváveis selecionadas da amostra de 

solo do Cerrado do CCET/UEG.  

Capítulo 2 

 Seleção de bactérias isoladas do solo do Cerrado do CCET/UEG com alta produção de 

protease; 
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 Avaliar o crescimento e a produção de proteínas totais das bactérias selecionadas em 

caldo nutriente e caldo leite; 

 Analisar o perfil proteico em gel de eletroforese SDS-PAGE das amostras cultivadas 

em caldo leite e caldo nutriente; 

 Determinar a atividade proteolítica das enzimas exudadas pelas bactérias selecionadas 

no caldo leite. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO  

 Enzimas de origem microbiana são utilizadas em vários setores industriais sendo que o 

mercado mundial destes produtos alcançou U$ 50 bilhões em 2009 e há a estimativa de 

alcançar U$ 70 bilhões em 2015. O grande desafio do setor industrial reside na substituição de 

tecnologias convencionais por processos mais sustentáveis gerando produtos mais eficientes e 

competitivos economicamente. Assim, as enzimas microbianas têm se mostrado uma 

alternativa viável e vêm ganhando mercado, substituindo a catálise química convencional em 

muitos processos industriais (VERMELHO et al., 2013). 

 Atualmente o Brasil importa cerca de 95% do total de enzimas utilizadas nas 

indústrias brasileiras. Sua participação no desenvolvimento da tecnologia enzimática nacional 

ainda é incipiente, com menos de 2%. Assim, há uma demanda de fontes biológicas que 

possam produzir enzimas como as proteases, celulase e lipases, para serem utilizadas no 

desenvolvimento de tecnologia nacional, diminuindo assim, a dependência do país em relação 

a empresas multinacionais de biotecnologia neste setor (RAO et al., 1998). 

 Aproximadamente 90% das enzimas aplicadas industrialmente são de origem 

microbiana (GODFREY; WEST, 1996), e as enzimas mais empregadas são as enzimas da 

classe das hidrolases extracelulares como proteases, celulases, lipases e amilases (OLIVEIRA, 

A. et. al., 2006). Esta classe de enzimas apresenta vantagens por não serem dependentes de 

cofatores para sua atividade, permitindo sua aplicação em grande variedade de condições 

(QUAX, 2013). Por isso, vêm sendo utilizadas no desenvolvimento de metodologias 

analíticas, na fabricação de produtos tecnológicos, no tratamento de resíduos, nas indústrias 

têxteis, de detergentes, alimentícia, de papel, e de couro (ITOH et al., 1990; NIELSEN; 

OXENBOLL, 1998; KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002). 

 Devido à sua vasta aplicação nesses setores industriais, assim como no campo 

farmacêutico, as proteases formam o grupo mais estudado das hidrolases (OLIVEIRA A., et. 

al., 2006). Já as amilases, lipases e celulases, comumente utilizadas na indústria de amido, 

detergente e têxtil, representam o segundo maior grupo de enzimas (GHORBEL; KAMOUN; 

NASRI, 2003). 
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 As bactérias participantes do processo de solubilização de fosfato inorgânico podem 

atuar de dois modos principais: por exudação de enzimas ou de compostos que atuem na 

liberação do fosfato ligado (BARROSO, 2006). Assim, há uma demanda no isolamento e 

identificação de micro-organismos com esta capacidade, para serem utilizadas na agricultura 

como biofertilizantes através da inoculação de sementes bem como na biorremediação de 

fosfato em solos e águas (DE-POLLI, et al., 1996). 

 Os micro-organismos do solo representam uma excelente fonte de enzimas devido a 

sua ampla diversidade bioquímica, por apresentarem rápido crescimento e pelo fato de que em 

geral, seus substratos para crescimento são relativamente baratos (TUBESHA; AL-

DELAIMY, 2003; YU; CHOU, 2005). As bactérias têm sido amplamente empregadas como 

produtoras de diferentes substâncias de interesse econômico como as enzimas. Geralmente as 

enzimas produzidas pelas bactérias são extracelulares, o que facilita o processo de 

recuperação do meio de fermentação (GERMANO et al., 2003). 

 As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as equivalentes de 

origem animal ou vegetal, como o menor custo de produção, a possibilidade de produção em 

larga escala em fermentadores industriais, além de oferecer um amplo espectro de 

características físico-químicas (MANFIO; LEMOS, 2003). Apesar disso, enzimas com o 

mesmo perfil de atuação sobre o substrato podem apresentar funcionamento ótimo em pH, 

temperatura e concentração iônica diferentes, o que requer a triagem de enzimas adequadas às 

condições nas quais serão utilizadas. Portanto, a identificação de novas fontes microbianas é 

de interesse estratégico, pois além de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados 

processos industriais, tornam possível o desenvolvimento de novos sistemas enzimáticos que 

não podem ser obtidos de plantas ou animais (ALVES, et al., 2002). 

 Neste trabalho foram isoladas, caracterizadas e selecionadas bactérias produtoras das 

enzimas proteases, lipases e celulases, e ainda bactérias solubilizadoras de fosfato, sendo 

também determinada a similaridades entre as bactérias e sua diversidade em solo de Cerrado 

do Câmpus Anápolis de Ciências Exatas e Tecnológicas CCET/UEG. Esta é a etapa inicial 

para identificação de bactérias promissoras para serem utilizadas como novos recursos 

biotecnológicos oriundos da biodiversidade do solo do Cerrado goiano. 
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METODOLOGIA 

1. Coleta do solo. 

 Em outubro de 2013, o material de estudo foi coletado na reserva ecológica do 

Câmpus Anápolis de Ciências Exatas e Tecnológicas da Universidade Estadual de Goiás - 

CCET/UEG no município de Anápolis - Goiás (Latitude: -16° 23’ 0.4194’’ Longitude: -48° 

56’ 37.7874”) (Figura 2). Foram coletadas 200 g de solo em cinco pontos distintos de uma 

região de 5 m² a partir dos primeiros 10 cm da superfície do solo. Posteriormente essas foram 

transferidas para um frasco estéril (pool das amostras) e foram acondicionadas a 4 °C 

seguindo metodologia descrita por Castilho et al. (2006), a metade das amostras foram 

utilizadas nas análises físico-químicas e a outra metade para as análises microbiológicas.  

Figura 2. Imagem de satélite do local de amostragem do solo. 

 

Fonte: Google Earth - Maps, 2013 Adaptado. 

2. Análise físico-química do solo. 

Após serem secas e peneiradas, as amostras de solo foram analisadas no Laboratório 

Solocria Análises de Solo - Goiânia - GO, para determinação do conteúdo de carbono (C), 

boro (B), enxofre (S), sódio (Na), cálcio (Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), zinco (Zn), ferro 

(Fe), manganês (Mn), alumínio (Al), potássio (K), alumínio + hidrogênio (H + Al), fósforo 

(P), nitrogênio (N) determinação do pH, teor de matéria orgânica (M.O.), soma das bases 

Câmpus Anápolis 

de Ciências Exatas 

e Tecnológicas 
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Local de coleta 
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intercambiáveis, capacidade de troca catiônica a pH 7,0 (C.T.C.), porcentagem de saturação 

por bases (V%) e a textura do solo a partir da análise granulométrica (Tabela 4). 

Tabela 4. Análise Físico-química do solo coletado na reserva ecológica do CCET/UEG.  

Identificação da 

amostra 
pH Ca Mg Al H + Al K P K Cu Zn Fe Mn B Na S 

Pool das 

Amostras 

CaCl2 -----------cmolc/dm³---------- --------------------------mg/dm³------------------------- 

5,1 5,9 1,6 0,1 4,5 0,2 3,0 79 1,1 4,1 15,2 30,2 0,2 12,0 8,7 

Soma das 

Bases 

C.T.C. 

pH 7,0 

Sat. Bases 

(V%) 
N C M.O. Granulometria 

-----cmolc/dm³----- % % ---g/dm³--- 
Argila 

g/kg 
Silte g/kg 

Areia 

g/kg 

7,7 12,2 63,1 0,4 41,8 72,0 280 80 640 

Alumínio (Al), boro (B), cálcio (Ca), carbono (C), Cloreto de cálcio (CaCl2), capacidade de troca catiônica a pH 

7,0 (C.T.C.), cobre (Cu), enxofre (S), ferro (Fe), fósforo (P), hidrogênio + alumínio (H + Al), magnésio (Mg), 

manganês (Mn), matéria orgânica (M.O.), nitrogênio (N), porcentagem de saturação por bases (V%), potássio 

(K), potencial hidrogeniônico (pH), sódio (Na), zinco (Zn). 

 3. Contagem e detecção de bactérias com potencial biotecnológico.  

 A contagem do número de unidades formadoras de colônias de bactérias (UFC) 

presentes no solo coletado e a detecção de bactérias com potencial biotecnológico foi 

determinada pela metodologia descrita por Döbereiner, Baldani e Baldani (1995). Das 

amostras de solo (pool das 5 amostras coletadas) foram pesados 10 g do solo que em seguida 

foram adicionados em um Erlenmeyer estéril de 250 mL com 90 mL de solução salina 0,85% 

estéril e homogeneizados em mesa agitadora (TE-4200, Tecnal
®
) do tipo “shaker” a 150 rpm 

por 30 minutos. A partir dessa mistura (solo + solução salina) foi retirada 1 mL para a 

realização das diluições seriadas de 10
–2

 a 10
–7

 em tubos de ensaio contendo 9 mL de solução 

salina 0,85% estéril. Uma alíquota de 100 µL foi retirada dos tubos de diluição seriada e foi 

inoculada em placas de Petri com meio nutriente sólido (para contagem de bactérias totais 

viáveis), BDAact (batata dextrose ágar - para contagem de Actinomicetos), meio leite sólido 

(para detecção de bactérias produtoras de proteases), meio tween sólido (para detecção de 

bactérias produtoras de lipases) e meio Pikovskaya’s sólido, para detecção de bactérias 

solubilizadoras de fosfato insolúvel. As composições dos diferentes meios de cultura 

utilizados estão descritos no Anexo. As placas inoculadas como as amostras foram incubadas 

em câmara de germinação (TE-401, Tecnal
®
) a 30 °C por um período de 72 horas. 

 A inibição de crescimento de fungos nos meios de contagem de bactérias, foi dada 

através da adição de 150 µL de cetoconazol (20 mg mL
-1

) para cada 100 mL de meio de 
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cultura. 

 A contagem das colônias foi feita a cada 24 horas de incubação utilizando o contador 

de colônias CP 600 Plus (Phoenix Luferco), juntamente com a observação da presença de 

halos nos meios de detecção de enzimas e solubilização de fosfato. A quantidade de unidades 

formadoras de colônias (UFC) foi determinada segundo Döbereiner, Baldani e Baldani 

(1995). 

4.  Seleção, purificação e manutenção das bactérias.  

A partir das placas de contagem foram selecionadas as colônias de bactérias que 

apresentarem halos enzimáticos (produção de enzimas), halos de solubilização de fosfato e as 

bactérias que apresentaram características macroscópicas singulares. Das colônias 

selecionadas foi realizada uma etapa de isolamento e purificação por meio da técnica de 

esgotamento com alça de platina em placas contendo os meios de origem descritos acima. 

As bactérias isoladas foram incubadas em 10 mL de meio caldo nutriente (Anexo) em 

mesa agitadora tipo shaker a 150 rpm por 48 horas a 30 °C. Após o período de incubação as 

culturas foram centrifugadas (minispin plus Eppendorf
®
) em microtubos a 13.000 rpm por 2 

minutos, seguida do descarte do sobrenadante e com o acréscimo de glicerol (30%) estéril 

sendo armazenadas em freezer a -80 °C (MDF-U56VC, Sayno
®
), para posterior utilização. 

 5. Caracterização morfológica das colônias isoladas. 

A análise foi conduzida quanto às características das colônias em placa de Petri com 

ágar nutriente (Anexo) por 72 horas a 30 ºC, conforme Hungria e Silva (2011). Os aspectos 

considerados foram: velocidade do crescimento (muito rápido – menor que 24 horas – ou 

rápido – entre 1 a 3 dias); tamanho (diâmetro das colônias classificadas em pequenas – menor 

que 2 mm , médias – maior ou igual a 2 mm e menor que 3 mm , e grandes – maior ou igual a 

3 mm); forma (puntiforme, circular ou irregular); elevação (plana, lenticular ou convexa); 

borda (plana, ondulada ou denteada); superfície (lisa, rugosa ou papilada); produção de muco 

(escassa, pouca, moderada ou abundante); consistência da massa de crescimento (seca, 

aquosa, gomosa, elástica, butírica); detalhes ópticos (transparente, translúcido, opaco) e 

pigmentação da colônia (creme, alaranjado, amarelo e rosa). 
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6. Teste de atividade enzimática e de solubilização de fosfato inorgânico. 

 Os testes enzimáticos foram realizados segundo a metodologia descrita por Dingle; 

Reid; Salomons (1953) modificada. Os isolados com potencial de produção de enzimas e de 

solubilização de fosfato que foram selecionados previamente no teste de detecção de bactérias 

com potencial biotecnológico foram inoculados nos meios de indução com a finalidade de 

estimular a produção de enzimas e realizar a solubilização de fosfato inorgânico. Os isolados 

selecionados foram testados individualmente em todos os meios semi-seletivos para a 

detecção da secreção de enzimas (proteases, celulases e lipases) e para solubilização de 

fosfato inorgânico.  

Os meios sólidos utilizados para avaliação da produção enzimática foram: meio leite 

(proteases), meio CMC (celulases) e tween (lipases) estes foram ajustados para pH 7,0 

(Anexo). Para a solubilização de fosfato foi utilizado os meios Pikovskaya’s 

(PIKOVSKAYA, 1948) e NBRI-P (NAUTIYAL, 1999), ambos ajustados para pH 7,0 

(Anexo). 

 Foram empregados 20 µL das culturas bacterianas crescidas por 24 horas em meio 

nutriente líquido sob agitação a 150 rpm e temperatura de 30 °C para todos os testes. 

 A formação de um halo claro ao redor das colônias, foi observada e avaliada com 5 

dias para o meio contendo tween 80, 3 dias para os meios contendo leite desnatado, 7 dias 

para o meio contendo carboximetilcelulose e para o meio Pikovskaya’s e com 15 dias para o 

meio NBRI-P. 

 Foram feitas as avaliações dos halos pela medida do diâmetro da colônia e do halo 

com paquímetro em milímetros (Vernier Caliper® 150 x 0,05 mm). Foram calculados os 

índices de solubilização (IS) e índice enzimático (IE) utilizado a razão entre as medidas dos 

diâmetros das colônias sobre as dos halos observados para cada isolado (HANKIN, 

ANAGNOSTAKIS, 1975). As bactérias que não formaram halo foram consideradas negativas 

para os testes. Desta forma, aqueles isolados que apresentarem um índice de solubilidade 

maior possui consequentemente uma atividade enzimática elevada no meio avaliado. Com 

base nesses índices, as bactérias foram classificadas como estirpes com baixa (IS < 2), média 

(2 ≤ IS < 4) e alta solubilização (IS > 4) para os testes de solubilização de fosfato inorgânico 

(HARA; OLIVEIRA, 2005). Já para os testes de degradação de proteínas, lipídios e 
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carboximetilcelulose foram considerados como bons degradadores os que apresentaram índice 

enzimático (IE) ≥ 2 (LEALEM; GASHE, 1994). 

 Para uma melhor visualização dos halos de celulases utilizou-se a técnica de revelação 

por vermelho congo 0,1%, seguida da lavagem com NaCl 1 mol L
-1

 (TEATHER; WOOD, 

1982). A visualização dos halos de lipase foi melhorada após armazenar as placas por 48 

horas em geladeira a 4 ºC evidenciando assim a presença de cristais de sais de cálcio do ácido 

láurico, liberados ao redor das colônias, formando um halo (ANDERSON, 1939). 

7. Teste de capacidade de crescimento em meio livre de nitrogênio. 

 Este teste é relacionado à capacidade de fixar nitrogênio atmosférico pelas bactérias 

em meio de cultura livre deste nutriente (TEIXEIRA; MELO; VIEIRA, 2005). As colônias 

foram inoculadas em caldo nutriente, incubadas em agitador a 150 rpm, a 30 ºC por 24 horas. 

Após apresentarem crescimento positivo, 20 μL foram inoculados em frascos ampola 

contendo aproximadamente 4 mL de meio de cultura semi-sólido NFB (DÖBEREINER; 

BALDANI; BALDANI, 1995) livre de nitrogênio e o resultado foi observado em 

aproximadamente 48 horas. A formação de halo característico na superfície do meio de 

cultura foi indicativa de que as bactérias realizaram a FBN, e as bactérias que não 

apresentaram o halo característico foram consideradas negativas para esta característica 

(KUSS, et al., 2007) 

8. Análise de dados 

 Após a análise morfofisiológica dos isolados, foi construída uma matriz binária, com 

os dados obtidos das características morfológicas das colônias isoladas, da capacidade de 

produção de enzimas, de solubilização de fosfato e do crescimento em meio livre de 

nitrogênio. Foram atribuídos os valores numéricos quanto às características morfológicas e 

bioquímicas (enzimas), onde na presença de determinada característica foi atribuído o valor 

“1” e na sua ausência o valor “0”. Os isolados foram agrupados pelo método das médias das 

distâncias por UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean). Os valores 

gerados para cada isolado foram comparados e suas semelhanças estimadas pelo coeficiente 

de Jaccard, onde J= a/(n-d), sendo “a” o número de combinações com a presença dos 

fragmentos, menos as combinações de ausência dos fragmentos, “d” é o número de 

combinações de ausência de fragmentos e “n” é o número de combinações possíveis. Para 

estas análises foi utilizado o software NTSYSpc® (versão 2.02i, 1986-1998 Applied 
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Biostatistcs) que gerou um dendrograma de similaridade entre as bactérias analisadas, 

permitindo avaliar a diversidade dos isolados (ROHLF, 1992). A partir da construção do 

dendrograma, foram determinados grupos, e estes foram considerados como unidades 

taxonômicas operacionais (OTU). 

9. Avaliação da diversidade pelo índice de Shannon-Weaver. 

 A partir da análise dos dados obtidos no dendrograma foi determinada a riqueza de 

espécies (S), representada pelo número de unidades taxonômicas operacionais (OTU) 

constituídas por cada um dos agrupamentos a partir das características morfofisiológicas. 

 A diversidade de espécies foi avaliada utilizado o programa BioDiversity Pro ver. 2 

(MCALEECE et al., 1997), mediante o cálculo do índice de Shanon-Weaver através da 

seguinte fórmula: 

 

 Onde: H’ é o índice de diversidade de Shanon-Weaver e pi é o número de indivíduos 

de uma dada espécie, dividido pelo número total de espécies observadas. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Análise físico-química do solo. 

 As amostras de solo coletadas na reserva ecológica do Câmpus Anápolis de Ciências 

Exatas e Tecnológicas da Universidade Estadual de Goiás - CCET/UEG apresentam uma 

textura média, ou seja, teor de argila inferior a 35% e um teor de areia superior a 15% (Tabela 

4) (BATISTA; PAIVA; MARCOLINO, 2014). As amostras de solos da região coletada 

apresentam uma boa fertilidade, ou seja, eutrófico sendo a saturação de bases (V%) maior ou 

igual a 50%, além disso, foi observada uma baixa concentração de alumínio (Tabela 4).  

 A análise do pH na amostra (Tabela 4), apresentou em média valor de 5,1 sendo 

considerado um solo ácido estando de acordo com as características gerais dos solos de 

Cerrado (OLIVEIRA et al., 2005; EMBRAPA, 2006). Os solos são ácidos devido à pobreza 

de cátions básicos como cálcio (Ca), magnésio (Mg), potássio (K) e sódio (Na) no material de 

origem ou a processos pedogenéticos que favorecem a perda dos mesmos. (RAIJ, 1991). 

Desta maneira, quanto menos a capacidade de troca de cátions for ocupada por cátions 

básicos, mais ácido será o solo (RAIJ, 1991). 

 A matéria orgânica do solo é resultante, em grande parte, da decomposição de resíduos 

de origem animal e principalmente vegetal, não tendo, portanto, relação com o material de 

origem do solo. Parte do carbono existente nos resíduos é liberada para a atmosfera na forma 

de dióxido de carbono e o restante passa a fazer parte da matéria orgânica como um 

componente do solo (SANTOS; CARMARGO, 1999). 

 De acordo com Cuevas e Medina (1986), a quantidade e a qualidade de nutrientes 

fornecidos ao solo pela deposição da serapilheira são variáveis, sendo dependente, 

principalmente, das espécies que compõem a formação florestal e da disponibilidade de 

nutrientes no solo. Nos fragmentos florestais a quantidade da serapilheira costuma ser maior 

quando se compara a fragmentos não florestais ou de menor densidade arbórea levando a um 

maior acúmulo de matéria orgânica na superfície (TOGNON; DEMATTÊ; DEMATTÊ, 

1998).  

 O alto teor de matéria orgânica no solo coletado na reserva ecológica do Câmpus 

Anápolis de Ciências Exatas e Tecnológica da Universidade Estadual de Goiás - CCET/UEG 

pode ser explicado pela deposição de serapilheira no período de coleta das amostras. Segundo 
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Rodrigues et al. (2000); Vital et al. (2004) e Silva et al. (2007) a maior produção de 

serapilheira registrada foi nos períodos de seca e de altas temperaturas. 

 De maneira geral os solos do Cerrado possuem baixas saturações por bases e altos 

teores de alumínio e algumas vezes de ferro e manganês, baixos teores de fósforo, cálcio e 

magnésio. Quase sempre apresentam solos deficientes em micronutrientes, principalmente 

zinco. São pobres em matéria orgânica com baixa capacidade de troca e saturação de bases 

(OLIVEIRA et al., 2005). Pelos dados obtidos o solo amostrado apresentou uma alta 

saturação de bases, baixa concentração de alumínio, alta concentração de micronutrientes (Cu, 

Fe, Mn e Zn) com exceção do boro que teve uma baixa concentração. Além disso apresentou 

alta concentração de matéria orgânica diferindo parcialmente do proposto por Oliveira et al. 

(2005).  

2. Detecção e contagem de bactérias com potencial biotecnológico. 

 Pela contagem o número de bactérias viáveis da amostra coletada foi em média de 9,2 

x 10
6
 UFC g

-1
 de solo. Já a contagem no meio seletivo para actinobactérias (BDAact) foi de 

7,7 x 10
5
 UFC g

-1
 e no meio de indução para produção de lipase (tween) foi de 3,0 x 10

6
 UFC 

g
-1

. A contagem nos meios seletivos para detecção de bactérias produtoras de protease (meio 

leite) e para solubilização de fosfato (meio Pikovskaya’s) foram respectivamente de 2,8 e 1,4 

x 10
6 

UFC g
-1 

(Tabela 5). Sendo que dos valores obtidos a maior contagem observada foi para 

o meio de lipase quando comparado com os demais meios específicos para a produção de 

enzimas (Tabela 5). 

Tabela 5. Contagem de bactérias nos diferentes meios de cultura a partir da amostra de solo 

coletada na reserva ecológica do CCET/UEG. 

Meio de 

cultura 

Contagem em 72 horas 

UFC g
-1*

 Desv. pad. 

NA 9,2 x 10
6
 1,25 

BDAact 7,7 x 10
5
 5,41 

Leite 2,8 x 10
6
 5,80 

Tween 80 3,0 x 10
6
 3,70 

Pikovskaya’s 1,4 x 10
6 4,76 

 *Média das triplicatas, NA - Meio nutriente ágar, BDAact - Batata dextrose ágar para actinobactérias. 

 A contagem de micro-organismos do solo em placas de Petri mostra apenas uma parte 

da comunidade real existente neste ambiente, sendo considera a microbiota cultivável 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Devido ao fato de haver uma grande diversidade de micro-
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organismos no solo, diferentes procedimentos podem ser utilizados para aperfeiçoar o 

crescimento microbiano e revelar maior número de espécies. Portanto, as condições de 

cultivo, como por exemplo, o meio de cultura, a temperatura e o período de incubação devem 

ser escolhidas com cuidado (SORHEIM; TORSVIK; GOKSOYR, 1989). 

 No trabalho de Andersen e Hirichsen (1995) foi determinado o número de unidades 

formadoras de colônias (UFC) de bactérias de solo em placas de Petri, utilizando o meio PCA 

(plate count agar), sendo incubadas por 5 dias a temperatura de 20 ºC. Já Cattelan e Vidor 

(1990) empregaram a temperatura de 28 ºC e o período de incubação de 7 dias em meio 

Thorton para também realizarem a contagem de UFC. Temperaturas mais elevadas, de 30 ºC, 

foram utilizadas por Barroti e Nahas (2000), em meio Bunt & Rovira por um período de 

incubação de 24 horas e no trabalho de Pereira-Júnior (2013) o número de UFC foi 

determinado em meio nutriente ágar (NA) e incubado a 35 ºC por 24 horas. Por não haver 

uma uniformidade dos parâmetros de contagem, neste trabalho foi utilizada uma condição 

intermediaria sendo realizada em meio NA e temperatura de 30 °C por 72 horas, e os 

resultados obtidos não apresentaram grande variabilidade quanto a UFC observado em solos 

de Cerrado.   

 Melloni et al. (2001) avaliando as características biológicas de solos de mata ciliar e 

de campo de Cerrado, observaram que o número médio de propágulos viáveis por grama de 

solo seco foi de 10
6
 a 10

7
 para bactérias e 10

4
 a 10

5
 para micro-organismos solubilizadores de 

fosfato. Sendo que, pelas avaliações das contagens na amostra de solo da reserva ecológica da 

UEG, foram observados valores semelhantes para contagem de bactérias totais e micro-

organismos solubilizadores de fosfato. Já para a contagem de actinobactérias os valores 

obtidos (10
5
 UFC g

-1
) foram semelhantes aos de Pereira e colaboradores (1999) em amostras 

de solo de Cerrado.  

 Arifuzzaman e colaboradores (2010) discutem que a concentração microbiana do solo 

varia com a localização geográfica, temperatura, tipo do solo, pH, concentração de matéria 

orgânica e umidade. Assim é possível que em um mesmo Bioma possa haver diferenças 

quanto ao número total de bactérias, como foi observado por Andrade e colaboradores (2010), 

que registraram a contagem de 2,0 x 10
5
 para bactérias totais em amostras de solo de uma 

região do Cerrado situado no Rio Paranaíba, MG. Sendo esta menor do que a obtida nas 

amostras avaliadas (Tabela 5)  
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As populações de bactérias proteolíticas do solo retirado da reserva ecológica da UEG 

ficaram em torno de 2,8 x 10
6
 UFC g

-1
. Estes números são próximos aos obtidos por Nahas e 

Sanomiya (2003). 

3. Isolamento, seleção e purificação das bactérias 

 A partir das contagens dos micro-organismos nos diferentes meios foram coletadas 

aleatoriamente as colônias bacterianas crescidas perfazendo um total de 100 isolados. Os 

isolados receberam um código seguido de uma numeração sequencial conforme a sua origem. 

Os isolados no meio nutriente foram nomeados com o prefixo ANA; os obtidos no meio leite 

ALT, no meio Pikoviskaya’s APK, no meio Tween ALI e no meio BDAact ACT. Todas as 

bactérias isoladas foram purificadas no meio de origem para evitar contaminação e a presença 

de mais de um organismo nas amostras, sendo utilizado método de esgotamento em placa.  

 Foram isoladas e purificadas em placas um total de 100 bactérias sendo 50 em ágar 

nutriente, 12 bactérias no meio BDAact, 16 bactérias no meio leite, 10 bactérias no meio 

Tween e 12 bactérias no meio Pikovskaya’s (Figura 3).  

Figura 3. Quantidade de bactérias isoladas do solo da reserva ecológica CCET/UEG por meio 

de cultura. 

 

 Diversos autores enfatizam que, embora os avanços nos campos da genética, fisiologia 

microbiana, biologia molecular e instrumentação tenham provocado grande impacto na 

produção de enzimas, a utilização de screening visando à seleção de micro-organismos com 

habilidade de produzir bioativos continua a ser uma importante metodologia. Portanto, a 

implementação de programas sistemáticos de screening de micro-organismos, orientados por 

alvos industriais bem definidos, possibilitaria novas oportunidades comerciais (STEELE; 
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STOWERS, 1991; BULL; GOODFELLOW; SLATER, 1992; BUZZINI; MARTINI, 2002; 

OGAWA; SHIMIZU, 2002; RUIZ; PASTOR; DIAZ, 2005). 

 Utilizando as metodologias descritas foi possível estabelecer os alvos de estudo da 

comunidade da microbiota do solo do Cerrado da reserva ecológica CCET/UEG, utilizando o 

screening para a identificação e isolamento de bactérias com potencial de produção de 

enzimas. Esta abordagem permitiu a identificação posterior de isolados produtores de enzimas 

com potencial de utilização biotecnológica, indicando a efetividade da estratégia de estudo 

utilizada. 

4. Caracterização morfológica das colônias. 

 Para as caracterizações morfológicas das colônias foram selecionados os isolados de 

crescimento rápido, pois o curto tempo de geração dos micro-organismos diminui o tempo de 

produção de enzimas, possibilitando sua produção em larga escala, portanto foram 

caracterizadas 73 bactérias que apresentaram esta característica, das 100 inicialmente 

isoladas. O critério de crescimento rápido foi estipulado para os isolados que apresentaram 

crescimento em até 72 horas (Figura 4 e Tabela 6 em anexo). 
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Figura 4: Representação porcentual das características morfológicas de 73 isolados do solo da reserva ecológica do CCET/UEG, a partir das 

colônias crescidas em ágar nutriente a 30 ºC, por 72 horas. 

 

Tamanho – pequena: azul, médio: vermelho, grande: verde; Forma – puntiforme: azul, circular: vermelho, irregular: verde; Elevação – plana: azul, lenticular: vermelho, 

convexa: verde; Borda – plana: azul, ondulada: vermelho, denteada: verde; Superficie – lisa: azul, rugosa: vermelho, papilada: verde; Muco – pouca: azul, escassa: vermelho, 

moderada: verde, abundante: roxo; Consistência – seca: azul, aquosa: vermelho, gomosa: verde, viscosa: roxo, butírica: amarelo; Det. Óptico (Detalhe óptico) – transparente: 

azul, translúcido: vermelho, opaco: verde; Pigmentação – Creme: azul, alaranjado: vermelho, amarelo: verde, rosa: roxo.
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 Através da análise da morfologia das colônias (Figura 4 e em anexo na Tabela 6) foi 

observado que a produção de muco foi considerada como escassa (58,90%), pouca (34,25%), 

moderada (5,48%) ou abundante (1,37%). Já quanto a consistência foram observadas colônias 

gomosas (28,77%), aquosas (5,48%), viscosas (12,33%), butíricas (23,28%) ou secas 

(30,14%) (Figura 4 em anexo na Tabela 6). Os tamanhos das colônias foram variados, onde 

34,36% dos isolados apresentaram diâmetros menores que 2 mm (pequeno), 24,65% com 

diâmetro maior ou igual a 2 mm e menor que 3 mm (médio) e 41,09% com diâmetro da 

colônia maior ou igual a 3 mm (grande) (Figura 4 em anexo na Tabela 6). A média geral dos 

diâmetros das colônias dos 73 isolados foi de 2,82 mm (Tabela 6 em Anexo).  

Quanto à forma da colônia houve uma predominância da forma circular (87,67%), e 

pequena proporção de forma puntiforme (9,59%) sendo que somente duas colônias se 

apresentaram como irregular (2,74%). Pela avaliação da elevação 45,20% foram consideradas 

planas; 28,77% lenticulares e 26,03% convexas (Figura 4 em anexo na Tabela 6). Na 

observação das bordas a maioria apresentou bordas inteira ou plana (91,78%), e poucas foram 

consideradas ondulada (5,48%) ou denteada (2,74%). Quanto a superfície 73,97% foram lisas, 

23,29% rugosas e 2,74% papiladas. Nos detalhes ópticos as formas observadas foram colônias 

opacas (90,40%), translúcidas (8,23%) e transparentes (1,37%) (Figura 4 em anexo na Tabela 

6). Quanto a coloração (cromogênese/pigmentação) a maioria foi detectada como creme 

(89,04%) e 6,85% e 2,74% consideradas amareladas e alaranjadas, respectivamente. E apenas 

um isolado apresentou a coloração rósea para a colônia (1,37%) (Figura 4 em anexo na Tabela 

6).  

 Dentre os isolados avaliados houve uma predominância de colônias gomosas, aquosas 

e viscosas, indicando que estes isolados produzem exopolissacarídeos variados, tanto na 

composição quanto na quantidade. As colônias que apresentaram superfície gomosa são 

aquelas capazes de produzir exopolissacarídeos (EPS), fator importante para auxiliar e 

beneficiar a sobrevivência das bactérias em ambientes estressantes. Alguns autores afirmam 

que os EPS podem proteger as bactérias contra ataque de outros micro-organismos, como 

bacteriófagos ou protozoários, ou ainda, evitar desidratação das estruturas celulares devido a 

solos salinos (XAVIER et al., 1998, SUTHERLAND, 1998; RUAS-MADIEDO; REYES-

GAVILÁN, 2005) ou em condições de temperatura elevada (OSA-AFIANA; ALEXANDER, 

1982). 
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 Para Martins et al. (1997) algumas características de colônias isoladas, como forma e 

consistência do muco, são dependentes do período de crescimento em que são realizadas as 

avaliações, sendo que quanto maior o tempo de incubação maior será a intensidade de 

produção dos exopolissacarídeos. Assim, foi estipulado para os isolados avaliados, o tempo 

de crescimento de três dias, pois neste período o desenvolvimento das colônias foi 

homogêneo em sua forma e características. 

 Sprent (1984) sugeriu que bactérias de crescimento rápido são mais comuns em 

regiões áridas, pois é uma estratégia que pode melhorar sua sobrevivência no solo. Estirpes de 

crescimento rápido tendem a produzir mais goma e colônias maiores, como as bactérias da 

família Rhizobiaceae. Já rizóbios de crescimento lento formam colônias secas ou com baixa 

produção de exopolissacarídeos (MARTINS et al., 1997). Levando em consideração tais 

afirmativas, alguns dos isolados constituem um grupo interessante, pois apresentam uma 

produção abundante de goma e crescimento rápido (Figura 4 em anexo na Tabela 6), 

características que favorecem a adaptação e competividade dos isolados em solos de Cerrado. 

 Apesar da grande prevalência de coloração creme na análise morfológica das colônias, 

esta também revelou que alguns isolados apresentaram pigmentação mais escura (alaranjada e 

amarelada) que as demais. Estes resultados indicam que as bactérias estão produzindo 

pigmentos de tipos e com quantidades diferentes (Figura 4 em anexo na Tabela 6). A 

produção de pigmentos foi observada em vários gêneros de bactérias como Corynebacterium 

que apresenta uma coloração das colônias que pode variar de branca a amarela ou laranja 

(COLLINS; BRADBURY, 1984). Para Pereira e colaboradores (2003) bactérias com 

pigmentação amarelada são comuns no gênero Xanthomonas. Alguns autores citam ainda que 

a presença de pigmento possa ser utilizada para polimerizar moléculas fenólicas que surjam 

por ocasião da senescência de nódulos ou compostos reativos de oxigênio, agindo na 

detoxificação de compostos danosos para a bactéria (HYNES; KRUCKSCH; PRIEFER; 

1988; FRIZZO, 2007). Estudos recentes indicam que a produção de pigmentos do tipo 

melanina evoluiu paralelamente em grupos diferentes de organismos para a proteção contra 

estresses ambientais (PLONKA; GRABACKA, 2006). 

 Para Madhaiyan e colaboradores (2004), bactérias com pigmentação rósea, como é o 

caso do isolado ACT 02, se caracterizam pela capacidade de crescer utilizando compostos 

com apenas um carbono como o metanol. Para determinar corretamente qual o pigmento está 

sendo produzido pelos isolados, outros estudos deverão ser realizados. 
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5. Teste de atividade enzimática e de solubilização de fosfato inorgânico. 

 Segundo Ceska (1971), Lin, Chang e Shen (1991) o índice enzimático (IE) é um dos 

parâmetros semi-quantitativos mais usados para se avaliar a capacidade de produção de 

enzimas pelos micro-organismos em meio sólido. 

 A avaliação dos índices enzimáticos de proteases demonstrou que do total de 73 

isolados testados, 36 isolados não apresentaram habilidade para degradar a proteína do leite. 

Resultados positivos foram observados para 37 isolados (50,7%) com a presença de halos 

claros ao redor das colônias com valores de índices enzimáticos (IE) em média de 1,58, sendo 

que o menor índice foi de 1,19 (isolado ANA 12) e o maior de 2,10 (isolado ALT 15) (Figura 

5). Dentro deste grupo, 3 isolados (APK 02, ALT 15, ALT 16) exibiram valores de IE 

superiores a 2,0, sendo considerados por Lealem e Gashe (1994) como bons produtores de 

enzimas extracelulares.  

 Oliveira A. et. al., (2006) estudando bactérias isoladas de solo da região amazônica 

identificaram 23 bactérias produtoras de proteases, sendo que o índice enzimático (IE) 

observado foi em média 1,7 e o maior índice foi de 2,8 e o menor de 1,1 (em anexo Tabela 7). 

Comparativamente nos 37 isolados testados, o IE para protease foi em média de 1,58, sendo 

muito próximo ao trabalho de Oliveira A. et. al., (2006), mas o maior índice entre os isolados 

do Cerrado foi inferior aos das bactérias isoladas no Bioma Amazônico. Estes isolados foram 

identificados como do gênero Rhizobium, sendo este grupo de bactérias conhecidos como 

bons produtores de enzimas (OLIVEIRA A., et. al., 2006). Em nosso estudo as bactérias 

avaliadas ainda não foram identificadas e podem ser tanto do gênero Rhizobium como de 

outros gêneros bacterianos, o que deverá ser investigado posteriormente. 

 Pelos resultados de IE para protease, os isolados APK 02, ALT 15, ALT 16 foram 

considerados isolados de bactérias promissores para serem utilizadas em estudos quanto à 

produção desta enzima, para aplicação biotecnológica (em anexo Tabela 7). 
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Figura 5: Formação de halos de enzimáticos da atividade de celulase, lipase, protease e de 

solubilização de fosfato dos micro-organismos isolados do solo do CCET/UEG. (A): Halo de 

hidrólise das proteínas do leite pelo isolado ALT 15, (B): Halo de hidrólise de 

carboximetilcelulose pelo isolado APK 12, (C): Halo de hidrólise de tween pelo isolado ACT 

09, (D): Halo de solubilização de fosfato inorgânico pelo isolado ANA 24 em meio 

Pikovskaya’s. 

 

Fonte: O autor. 

 Na avaliação da atividade celulolítica, apenas 13 isolados (17,8%) demonstraram 

capacidade em degradar carboximetilcelulose, com IE médio de 2,64; variando entre 1,91 

(ANA 05) a 3,82 (APK 12) (Figura 5b e Tabela 7 em anexo). Os isolados ANA 05 e ALI 02 

foram considerados baixo produtores de enzimas. Já 11 isolados se apresentaram como bons 

degradadores de carboximetilcelulose, dos quais os três isolados com os IE mais altos foram 

os isolados ANA 13, ALT 06 e APK 12, exibindo valores superiores a 3,2, sendo estes 

considerados por Lealem e Gashe (1994) como bons produtores de enzimas extracelulares 

(em anexo Tabela 7). 

 Silva, Martins e Martins (2015), avaliando a atividade celulolítica de 28 isolados cepas 

de actinobactérias oriundas de amostras de solo do Parque Nacional de Ubajara, CE, 

verificaram que 21 destas produziram celulase extracelular. Os autores obtiveram dez isolados 

com IE ≥ 2, porém o maior valor de IE obtido foi 6,9, valor superior aos obtidos no presente 

trabalho. Comparativamente nos 13 isolados testados o IE para carboximetilcelulose foi em 

média de 2,64, sendo superior ao trabalho de Silva, Martins e Martins (2015) no qual o valor 

médio foi de 2,1 (em anexo Tabela 7). Já Oliveira A. et al. (2006), estudando bactérias 

isoladas de solo da região amazônica identificaram apenas 6 bactérias com atividade 

celulolítica extracelular, dos quais apenas uma cepa foi considerada como uma boa produtora 

de carboximetilcelulase. 

 Na avaliação da atividade lipolítica, apenas 13 (17,8%) isolados demonstraram 

capacidade em degradar o tween pela formação de cristais de sais do ácido láurico no meio de 
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crescimento, com IE médio de 1,81; variando entre 1,25 (ANA 40) a 2,89 (ACT 09) (Figura 

5c e Tabela 7 em anexo). Os isolados classificados como bons produtores de enzimas 

lipolíticas, segundo Lealem e Gashe (1994), foram os isolados ALI 02, ALI 08, ALT 14, ACT 

04 e ACT 09. Os demais apresentaram IE inferior a 2,0 (em anexo Tabela 7). 

 Sacco (2013), avaliando a atividade lipolítica de 16 cepas oriundas de amostras de solo 

contendo bagaço de cana em decomposição, verificaram que 11 destas produziram lipase 

extracelular. Os autores obtiveram somente um isolado com IE ≥ 2,0, o maior valor de IE 

obtido foi 2,7, similar aos obtidos no presente trabalho. Comparativamente nos 13 isolados 

testados o IE médio para lipase foi de 1,81, sendo esse valor próximo ao encontrado no 

trabalho de Sacco (2013) no qual o valor médio foi de 1,79 (em anexo Tabela 7). Já Oliveira 

A. et. al., (2006), estudando bactérias isoladas de solo da região amazônica não identificaram 

bactérias com atividade lipolítica extracelular com IE superior a 2,0. 

 A habilidade de solubilização de fosfato é de grande importância no solo, pois as 

bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico aumentam a disponibilidade de fosfato viável 

para a planta, promovendo o desenvolvimento vegetal em condições de campo (VERMA; 

LADHA; TRIPATHI, 2001; GYANESHWAR et al., 2002; COMPANT; CLÉMENT; 

SESSITSCH, 2010). Esta capacidade ganha mais relevância para os solos ácidos como os do 

Cerrado goiano, já que as reservas de fósforo formam compostos insolúveis com o ferro, 

alumínio e matéria orgânica, tornando-o indisponível para as plantas, devido a sua elevada 

reatividade. Sua disponibilização promove vantagens ao desenvolvimento das plantas sendo 

considerado como um fator importante no crescimento vegetal (LÓPEZ-BUCIO et al., 2002; 

SANTOS et al., 2012). Nesse contexto, micro-organismos com capacidade de solubilizar 

fosfato são desejáveis como uma alternativa para substituir ou diminuir o uso de fertilizantes 

fosfatados solúveis, mediante melhor aproveitamento do nutriente se utilizados como 

componentes de inoculantes (VESSEY, 2003; LOPES et al., 2012). 

 Uma parcela relevante da comunidade microbiana do solo, apresenta a capacidade de 

solubilizar fontes de fósforo de baixa solubilidade (SOUCHIE et al., 2007) o que acarreta o 

aumento no fornecimento de fósforo disponível para absorção pela plantas. Neste trabalho os 

índices obtidos nos testes de solubilização de fosfato inorgânico demonstram que do total de 

73 isolados apenas 15 isolados apresentaram valores de índices de solubilização, com IS 

médio de 1,22; variando entre 1,10 (ANA 33) a 1,44 (ANA 13) para meio NBRI-P (em anexo 
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Tabela 7). De acordo com Hara e Oliveira (2005) os isolados tem menor capacidade de 

solubilização de fosfato, pois apresentaram IS inferiores a 2,0.  

 Costa et al. (2013) avaliando a atividade de solubilização de fosfato de cálcio em 26 

bactérias de solo do Cerrado do estado do Piauí verificaram que 18 destas  foram capazes de 

solubilizar fosfato in vitro com índice médio de solubilização de 1,48. Este valor foi 

levemente superior aos encontrados nos isolados da reserva ecológica do CCET/UEG (em 

anexo Tabela 7).  

 Já no meio Pikovskaya’s 14 dos 73 isolados apresentaram halos de solubilização 

havendo pouca variação quanto aos índices de solubilização de fosfato inorgânico, com IS 

médio de 1,52; variando entre 1,35 (ANA 09 e ANA 10) a 2,09 (ANA 24) (em anexo Tabela 

7). Todos os isolados foram classificados com menor capacidade de solubilização exceto o 

isolado ANA 24, que foi classificado como médio solubilizador (Figura 5d, e Tabela 7 em 

anexo). Estes valores estão próximos dos obtidos por Hara e Oliveira (2005) e por Santos et 

al. (2012) para bactérias diazotróficas endofíticas. 

 Costa (2011) relata que apesar da classificação de baixos e altos níveis de 

solubilização, alguns autores afirmam que qualquer micro-organismo que seja capaz de 

produzir um halo de solubilização é considerado um solubilizador de fosfato em potencial. 

Sendo assim, as bactérias isoladas que produziram halos nos meios NBRI-P e Pikovskaya’s 

podem ser consideradas solubilizadoras em potencial para substituir ou diminuir o uso de 

fertilizantes fosfatados solúveis, mediante melhor aproveitamento do nutriente se utilizadas 

como componentes de inoculantes e biofertilizantes. 

 Nos resultados dos testes de solubilização e degradação em meios de cultura sólidos 

foi observado que das 73 bactérias, 37 isolados (50,7%) foram capazes de hidrolisar proteínas; 

13 isolados (17,8%) demonstraram capacidade de degradar carboximetilcelulose; 13 (17,8%) 

demonstraram capacidade de degradar tween; 14 isolados (19,2%) apresentaram halo de 

solubilização de fosfato inorgânico em meio Pikovskaya’s e 15 (20,5%) dos isolados 

demonstraram a mesma habilidade em meio NBRI-P (Tabela 7 em anexo). 

 Avaliando todos os 73 isolados pela presença de reações catalíticas em cada ensaio foi 

possível evidenciar que cinco isolados (ANA 01, ANA 05, ANA 08, ALI 08 e ACT 04), 

apresentaram atividade em quatro dos cinco testes enzimáticos realizados, demonstrando 

ampla maquinaria metabólica em comparação aos demais isolados (Tabela 7 em anexo). 
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Resultados positivos em três avaliações foram observados em um grupo de cinco membros 

(ANA 13, ANA 27, ALI 02, ALI 03 e ALT 14) (Tabela 7 em anexo). 13 isolados 

apresentaram resultados positivos para apenas dois testes (Tabela 7 em anexo). Dos isolados 

testados 19 foram negativos para os testes de atividade enzimática. Já 31 dos isolados 

apresentaram atividade em apenas um teste enzimático (Tabela 7 em anexo). 

6. Teste de capacidade de crescimento em meio livre de nitrogênio. 

 Pelo teste de crescimento em meio livre de nitrogênio foi verificado que 25 isolados 

formaram uma película em meio de cultura semi-sólido NFB (Tabela 7 em anexo), indicando 

a possível capacidade de fixar N2 em condições micro-aerofílicas, o que deverá ser 

confirmado com teste para a atividade da enzima nitrogenase. Em contrapartida, 48 isolados 

não formaram película sendo considerados incapazes de metabolizar o nitrogênio atmosférico 

(Tabela 7 em anexo). 

 Em um teste realizado com 98 isolados, todos apresentaram a capacidade de formação 

de uma película característica na superfície do meio, contudo, somente duas amostras 

apresentaram o resultado positivo para o teste da atividade da enzima nitrogenase (IKEDA, 

2010). Deste modo, só poderemos afirmar que estes isolados que formaram película são 

fixadores de nitrogênio depois de realizar o teste da atividade desta enzima (IKEDA, 2010). 

7. Análise do dendrograma. 

 Pela análise de agrupamento foi determinada a presença de 24 grupos ou clusters para 

os 73 isolados, considerando as características morfofisiológicas, sendo estimado 60% de 

similaridade entre os isolados (Figura 6). Destes 24 agrupamentos, 10 são compostos por 

apenas uma bactéria (Figura 6), o que pode indicar alta diversidade das bactérias isoladas do 

solo de Cerrado em estudo. Os grupos G9, G14, G16, G18, G20 e G24 são compostos por 

apenas duas bactérias (Figura 6). Ainda nesta análise 3 grupos são formados por três bactérias 

(G5, G8 e G21) e 3 grupos são formados por quatro membros (G4, G10 e G15) (Figura 6). O 

grupo G3 é formado por dez membros (ANA 08, ANA 09, ANA 24, ANA 38, ANA 40, ALI 

03, ALI 08, ALT 13, ALT 14 e ACT 09) sendo este o segundo maior grupo (Figura 6). O 

grupo G12 foi o maior grupamento formado no dendrograma, sendo composto por 20 micro-

organismos (ANA 15, ANA 48, APK 01, APK 02, APK 03, APK 06, APK 08, APK 09, APK 

10, APK 11, ALT 01, ALT 03, ALT 07, ALT 08, ALT 10, ALT 11, ALT 12, ALT 15, ALT 

16 e ALI 05) (Figura 6) com as características mais similares. 
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Figura 6: Dendrograma de agrupamento de 73 bactérias isoladas do solo de cerrado do 

CCET/UEG calculado pelo coeficiente de semelhança Jaccard e pelo método UPGMA. 

Considerando 60% de similaridade como ponto de corte, foram separados 24 grupos (G1 a 

G24). 
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 Primieri et al. (2013) avaliando a diversidade morfológica de rizobactérias no estado 

de Santa Catarina considerando o nível de similaridade de 90%,encontrou 37 grupos para seus 

295 isolados bacterianos. O maior grupo encontrado por esses autores foi com 93 isolados. No 

entanto apenas 17 grupos foram formados apenas com 1 isolado. Comparando os resultados 

de Primieri et al. (2013) aos encontrados no estudo das bactérias do solo do cerrado do 

CCET/UEG foi detectada uma quantidade inferior de isolados. A diversidade também inferior 

devido a menor quantidade de grupos (24 grupos) e pela menor quantidade de grupos com 

apenas 1 bactéria, no entanto essa diferença significativa pode ser explicada pela diferença no 

nível de similaridade entre os estudos. 

 Cunha et al. (2013) estudando bactérias do solo de Cerrado, no Campo Experimental 

Água Boa da Embrapa Roraima, isolou 29 bactérias das quais foram divididas em 22 grupos 

morfológicos compartilhando 70% de similaridade em suas características. Avaliando os 

dados de Cunha et al. (2013) com a similaridade de 90%, verificamos a um aumento na 

quantidade de grupos, 25 grupos com uma bactéria e 2 grupos com dois membros 

demonstrando também a grande diversidade das bactérias de solo do Cerrado, o que pode 

corroborar os resultados obtidos com isolados do Solo de Cerrado do CCET/UEG (Figura 6). 

8. Avaliação da diversidade pelo índice de Shannon-Weaver. 

 A partir do dendrograma (Figura 6) os 24 grupos obtidos foram utilizados para o 

cálculo do índice de diversidade de Shannon-Weaver, convencionando os grupos como sendo 

as OTUs. O índice de diversidade de Shannon-Weaver encontrado foi de 2,68. A partir deste 

cálculo é possível inferir que a amostragem das bactérias isoladas do solo do Cerrado da 

CCET/UEG possui grande diversidade. 

 Vários trabalhos, realizados, avaliando diferentes abordagens, determinaram o índice 

de diversidade em diferentes regiões do Brasil. Primieri e colaboradores (2013) avaliando as 

características morfológicas de 295 rizobactérias em Santa Catarina também convencionaram 

os agrupamentos pelo dendrograma como OTUs e obtiveram o valor de 2,66 para o cálculo do 

índice de diversidade de Shannon-Weaver total da amostragem, sendo este valor próximo ao 

observado no estudo das bactérias do Cerrado goiano.  

 Junior et al. (2011) avaliando a diversidade de 141 bactérias isoladas do solo de uma 

região do município de Lagoa Grande, PE verificou que o índice de Shannon-Weaver 

apresentou valores entre 2,25 e 2,60. Estes valores quando comparados aos encontrados no 
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estudo das bactérias do solo do CCET/UEG são inferiores, porém próximos, o que evidencia a 

diversidade das bactérias nos dois ambientes de estudo. 

 Melz e Tiago (2009) no estudo das propriedades microbiológicas do solo de um 

parque em Tangará da Serra, MT encontrou índices de diversidade de Shannon-Weaver 

variando entre 2,74 e 1,09 em um período de seca e chuva respectivamente. Comparando os 

índices encontrados por Melz e Tiago (2009) foi observado que o índice no período de seca 

foi superior e no período de chuva inferior ao encontrado no CCET/UEG. Essa diferença de 

diversidade em condições climáticas distintas demonstra a capacidade de resposta dos micro-

organismos frente a diferentes condições de estresse.  
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CONCLUSÕES  

 As características físico-químicas do solo coletado da reserva ecológica do 

CCET/UEG estão de acordo com as características gerais dos solos do Cerrado. 

 Foi possível verificar no solo coletado na reserva ecológica da Universidade Estadual 

de Goiás a presença de micro-organismos produtores de enzimas de interesse 

biotecnológico (celulases, proteases e lipases) e de solubilização de fosfato. 

 A contagem dos micro-organismos associada à caracterização morfológica 

demonstrou a grande diversidade no solo da reserva ecológica do CCET/UEG, os 

quais se mostraram com um alto potencial biotecnológico para utilização em indústrias 

e na agricultura. 
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CAPÍTULO 2 

INTRODUÇÃO 

 As bactérias têm sido amplamente empregadas como produtoras de diferentes 

substâncias de interesse econômico, sendo uma excelente fonte de enzimas. Os micro-

organismos por sua amplitude metabólica e bioquímica, e por possuírem uma gama de 

possibilidades de produção de biomoléculas com estereoespecificidade e grande diversidade 

de composição são utilizados como biofábricas (TUBESHA; AL-DELAIMY, 2003; YU; 

CHOU, 2005).  

 As enzimas são proteínas presentes e atuam no metabolismo de todos os seres vivos, 

com capacidade de catalisar e acelera reações químicas. São biocatalizadores de natureza 

proteica, produzidos por animais, vegetais e micro-organismos (FELIX; NORONHA; 

MARCO, 2004). Como catalisadores, as enzimas atuam em pequenas quantidades e são 

recuperadas no final do processo; não realizam reações energeticamente desfavoráveis, não 

modificam o sentido dos equilíbrios químicos, mas aceleram sua realização (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2005). 

 Em relação às enzimas obtidas a partir de animais, plantas e aos catalisadores 

químicos, as de origem microbianas apresentam inúmeras vantagens, principalmente por 

serem produzidas em grandes quantidades por processos biotecnológicos que atingem elevada 

produtividade, considerando que os micro-organismos possuem menor tempo de produção 

(LIMA et al., 2001; OLIVEIRA A. et al., 2007). 

 Geralmente as enzimas produzidas pelas bactérias são extracelulares, o que facilita o 

processo de recuperação do meio de fermentação. Outra vantagem da produção de enzimas 

por bactérias se deve ao rápido crescimento das bactérias, e em geral seus substratos de 

crescimento são relativamente baratos, podendo ser utilizados até subprodutos agrícolas e 

industriais (GERMANO et al., 2003). 

 Proteases, peptidases ou peptídeo hidrolases (Subclasse EC 3.4.) são enzimas que 

catalisam a quebra de ligações peptídicas de cadeias proteicas, produzindo pequenos 

peptídeos, liberando os aminoácidos para serem utilizados pelas células (RAO et al., 1998; 

BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002). Fazendo isto, elas causam alterações irreversíveis ou 

a destruição dos substratos, que do ponto de vista biológico podem ser importantes, 
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principalmente nos processos fisiológicos, patológicos e também tecnológicos (BARRET; 

RAWLINGS; O’BRIEN, 2001). Há dois grupos principais de proteases quanto ao local de 

quebra das ligações peptídicas, as endopeptidases (EC 3.4. 21-99) que quebram as ligações no 

interior da cadeia e as exopeptidases (EC 3.4.11-19) que clivam as ligações nas extremidades 

das cadeias polipeptídicas (BARRET; RAWLINGS; O’BRIEN, 2001). 

 A União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular classificam as proteases 

em seis famílias de acordo com a massa molecular, propriedades elétricas e especificidade em 

relação ao substrato: serina protease I (ex. tripsina), serina protease II (ex. subtilisina), cisteína 

protease (ex. papaína), metalo protease I (ex. carboxipeptidase bovina), metalo protease II (ex. 

termolisina) e aspartil protease (ex. quimosina). Cada família de protease possui resíduos de 

aminoácidos característicos no seu sítio ativo (BEYNON, 1996). 

 De acordo com Rao et al. (1998), as serino-proteases que são caracterizadas pela 

presença de um grupo serino no seu sítio ativo e são reconhecidas pela inibição irreversível 

por PMSF, entre outros; proteases aspárticas, comumente conhecidas como proteases ácidas, 

que são endopeptidases que dependem de resíduos de ácidos aspárticos para sua atividade 

catalítica e são inibidas por Pepstatin A; cisteíno-proteases que possuem sua atividade 

dependente de um par catalítico contendo resíduos cisteína e histidina e geralmente são ativas 

somente na presença de agentes redutores como a cisteína; metaloproteases que constituem o 

tipo catalítico mais diverso das proteases e são caracterizados pela necessidade de um íon 

metálico bivalente para sua atividade e por isso são inibidas por quelantes de metais como o 

EDTA. 

 As proteases estão entre as enzimas de maior importância no mercado, sendo 

responsáveis por uma alta movimentação financeira no setor enzimático e estão entre os mais 

importantes grupos de enzimas industriais representando aproximadamente 60% do mercado 

mundial, porém sua produção está concentrada em poucas empresas que dominam o mercado 

enzimático (MOREIRA et al., 2002; GERMANO et al., 2003; KUMAR et al., 2005).   

 O gênero Bacillus é o grupo de bactérias mais utilizado industrialmente para a 

produção de proteases. Estas enzimas são empregadas na indústria de detergentes, na indústria 

alimentícia, indústria farmacêutica, tratamento de couro, recuperação da prata em filme de 

raios X e no tratamento de resíduos industriais (MERHEB et al., 2007). Como novos 

bioprodutos estão constantemente em desenvolvimento, isto tem provocado uma demanda 
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crescente de novos isolados bacterianos que produzam proteases diferentes, com alta 

eficiência, especificidade e, ainda, que atuem em determinados substratos sem interferir em 

outros. Outras características podem ser exigidas em determinados processos, sendo a seleção 

necessária para que a enzima seja ideal para sua finalidade nas cadeias de produção 

industriais, podendo resultar em produtos mais eficientes e com aplicações inovadoras 

(NOVOZYMES, 2005; MERHEB et al., 2007; ALVES et al., 2014).  

Neste estudo foi avaliada a diversidade da microbiota do solo de Cerrado, para auxiliar 

na seleção de bactérias produtoras de proteases para uso industrial. Estes dados exploratórios 

poderão ser aplicados em outros estudos biotecnológicos com a utilização das proteases. 
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METODOLOGIA 

1. Seleção das bactérias proteolíticas e caracterização microscópica. 

 Foram selecionadas 3 bactérias (APK 02, ALT 15, ALT 16) que apresentaram os 

maiores índices de enzimáticos (IE) a partir dos testes de atividade proteolítica em placa de 

Petri realizados no capítulo anterior. O parâmetro considerado para a seleção foi o índice 

enzimático superior a 2,0. Após a seleção estas bactérias foram separadas para a utilização em 

testes posteriores. 

A caracterização microscópica das bactérias proteolíticas foi realizada por meio do 

preparo de esfregaços bacterianos corados pelo método de Gram conforme metodologia 

descrita pelo Ministério da Saúde (2001). Após a coloração, as lâminas foram fotografadas em 

sistema de captura de imagem (LEICA® EC 3) acoplado ao microscópico óptico (LEICA® 

DME) utilizando o software Leica Application Suite EZ (V. 2.0.0). 

2. Curva de crescimento nos caldos nutriente e leite. 

 Para obtenção do perfil de crescimento das células em diferentes meios de cultivo, as 

colônias isoladas em placas das bactérias selecionadas foram inoculadas em 10 mL de caldo 

nutriente (pré-inóculo) e incubadas sob agitação de 150 rpm a 30 °C por 24 horas. Uma 

alíquota de 1 mL foi retirada do pré-inóculo e transferida para Elernmeyers de 250 mL 

contendo 100 mL de caldo nutriente e caldo leite, sendo as culturas mantidas nas mesmas 

condições descritas anteriormente. O teste foi realizado em triplicata para os três isolados 

produtores de proteases (APK 02, ALT 15, ALT 16). Deste sistema de cultivo foram 

coletadas amostras de 5 mL nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 168 horas. O crescimento 

bacteriano foi verificado através da densidade óptica em 600 nm em espectrofotômetro 

(Biospectro SP-220). 

3. Determinação de proteínas totais. 

 A concentração de proteínas totais foi determinada de acordo com a metodologia de 

Bradford (1976). Alíquotas de 500 µL das amostras das culturas bacterianas foram tratadas 

com NaOH 0,1 mol L
-1

 na proporção de (1:1) e deixadas em repouso por 30 minutos para a 

obtenção das proteínas totais solúveis. Desta lise, 100 µL foram utilizados para a dosagem 

com o reagente de Bradford (900 µL) em seguida foi determinada a absorbância em 595 nm 

em espectrofotômetro (Biospectro SP-220).  
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 A curva padrão foi realizada a partir de 100 µL de soluções de albumina bovina sérica 

(BSA) nas concentrações de 2 a 40 µg mL
-1

 adicionadas a 900 µL do reagente de Bradford. 

As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 595 nm e os dados coletados foram 

utilizados para elaboração da equação da reta para o cálculo da concentração de proteína das 

amostras. 

4. Determinação da atividade proteolítica no extrato bruto. 

 Para a determinação da atividade proteolítica no extrato bruto, colônias isoladas em 

placas de Petri das bactérias selecionadas para produção de proteases, foram inoculadas em 10 

mL de caldo nutriente (pré-inóculo), e incubadas sob agitação a 150 rpm a 30 °C por 24 

horas. Uma alíquota de 1 mL foi retirada do pré-inóculo e transferida para Elernmeyers de 

250 mL contendo 100 mL de caldo leite sendo as culturas mantidas nas mesmas condições 

descritas anteriormente. O teste foi realizado em triplicada para os três isolados produtores de 

proteases (APK 02, ALT 15, ALT 16).  

 Deste sistema de cultivo foram coletadas amostras de 1 mL diariamente, 0, 24, 48, 72, 

96 e 168 horas. As amostras do cultivo foram centrifugadas em microtubos a 13.000 rpm por 

3 minutos para a separação da biomassa celular e das substancias insolúveis do sobrenadante.  

 A atividade das proteases foi analisada com o substrato azocaseína (Sigma-Aldrich) 

utilizando o seguinte método: 100 µL do sobrenadante foram misturados a 100 µL de tampão 

fosfato 0,1 mol L
-1

, pH 7,0 e 100 µL de azocaseína (10 mg mL
-1

). Essa mistura foi incubada 

por 30 minutos a 37 ºC e interrompida com a adição de 500 µL de ácido tricloroacético (TCA) 

10%. A mistura foi centrifugada por a 13.000 rpm por 5 minutos. Após a centrifugação o 

sobrenadante (800 µL) foi adicionado a 200 µL de NaOH 1,8 mol L
-1

. A leitura da amostra foi 

realizada em espectrofotômetro (Biospectro SP-220) a 420 nm (SILVA-NEVES; PORTO; 

TEIXEIRA, 2006; DETTMER; AYUB; GUTTERRES, 2011).  

 Uma unidade enzimática por mililitros é definida como a quantidade de enzima 

necessária para aumentar a absorbância em 0,001 a 420 nm nas condições de tempo e 

temperatura de incubação do teste. 

 O controle foi realizado com a adição das mesmas quantidades do sobrenadante, de 

tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7 e de azocaseína 10 mg mL
-1

 através da adição do TCA 10% 

no tempo zero da reação enzima e substrato.  
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5. Preparo das amostras proteicas para eletroforese SDS-PAGE 

Para realizar a análise das proteínas totais das bactérias avaliadas, estas foram 

crescidas em caldo nutriente por 24 horas sob agitação de 150 rpm em um agitador tipo 

shaker com temperatura de 30 °C. Após o tempo de incubação foram transferidas alíquotas de 

3 mL dos inóculos para microtubos. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 

minutos. O sobrenadante então foi descartado e a massa celular lavada 3 vezes com 500 µL de 

água destilada estéril. Após o processo de lavagem foram adicionados 100 µL de tampão 

fosfato 10 mmol mL
-1

 pH 7,0 na massa de células e em seguida a mistura foi homogeneizada. 

A partir daí os microtubos foram submetidos a lise térmica por congelamento em nitrogênio 

liquido e aquecimento rápido em banho Maria a 45 °C por 10 vezes. Após esta etapa foram 

adicionados 100 µL de tampão de amostra (Tris 10 mmol pH 6,8, 1% de beta-mercaptoetanol, 

2% SDS, 15% de glicerol) e em seguida as amostras foram fervidas por 10 minutos. Por fim 

os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante então foi 

coletado em novos microtubos para que as amostras fossem utilizadas nas análises em gel de 

eletroforese SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970 adaptado).  

6. Gel de eletroforese SDS-PAGE  

Para a avaliação do perfil das proteínas totais das bactérias isoladas para produção de 

proteases, foi realizada a separação por eletroforese SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) para 

observação da variação do perfil proteico dos testes de crescimento nos meios: caldo nutriente 

e caldo leite. As amostras utilizadas para o preparo do gel foram as descritas no item anterior. 

Foram aplicados no gel 40 µL das amostras em cada poço e 10 µL da Protein Mark (Sigma) 

como referência de massa molecular (kDa). As amostras foram analisadas por eletroforese em 

gel desnaturante (SDS-PAGE) em sistema descontínuo: 4,5% gel concentrador e 12,5% gel 

separador segundo Laemmli (1970). O gel foi submetido a uma corrida com 100 V por 1 hora 

e posteriormente a 70 V por 3 horas em tampão Tris-glicina pH 8,0 (SAMBROOK; 

FRITSCH; MANIATIS, 1989). As bandas foram coradas em azul de coomassie G-250 

(Sigma-Aldrich) e descoradas segundo Sambrook; Fritsch e Maniatis (1989). O gel foi 

fotografado em fotodocumentador MultiDoc-it
®

 (UVP) com luz branca. As bandas resultantes 

foram analisadas utilizando o software Vision Works LS
®

 (UVP).  
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7. Extração do DNA cromossomal. 

 A extração de DNA das bactérias selecionadas para produção de proteases foi 

realizada a partir de 2 mL da cultura bacteriana incubada por 24 horas em mesa agitadora do 

tipo shaker a 150 rpm a 30 ºC. Estas foram centrifugadas por três minutos a 13.000 rpm  para 

obtenção de massa celular. Após o descarte do sobrenadante foram adicionados 600 µL de 

solução de lise (50 µmol de Tris pH 7,6; 20 mmol de EDTA; 400 mmol de NaCl, 1% SDS) e 

as amostras foram incubadas em termostatizador (TE 2005, Tecnal
®
) por 10 minutos a 80 °C. 

Após esta etapa as amostras foram transferidas para banho de gelo por 5 minutos e foram 

adicionados 3 µL de solução de RNAse (20 µg mL
-1

) e foram incubadas a temperatura de 

37ºC por 15 minutos. Após os 15 minutos foram acrescentados 200 µL de NaCl 0,5 mol L
-1

 

na mistura que foi homogeneizada por inversão, retornando os microtubos para o banho de 

gelo por mais 5 minutos. Estes então foram centrifugados a 13.000 rpm por 3 minutos e o 

sobrenadante foi transferido para novos microtubos contendo 600 µL de isopropanol (P.A.) 

em uma temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram levadas ao banho de gelo por 

mais 10 minutos. A mistura foi centrifugada (13.000 rpm) novamente por 15 minutos e o 

sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado em 600 µL de etanol 70% e foi 

centrifugado (13.000 rpm por 2 minutos), sendo o etanol descartado ao final da centrifugação. 

O precipitado foi seco à temperatura ambiente durante 24 horas. Após esse intervalo o 

precipitado foi ressuspendido em 30 µL de água ultrapura estéril e estocado em ultrafreezer 

(Q315U-32, Quimis
®

) a -20ºC para análises posteriores (CHUEIRE, 2003). 

8. Reação de polimerização em cadeia (PCR). 

 O DNA extraído de cada bactéria foi amplificado para a região 16S rRNA utilizando a 

técnica de PCR segundo a técnica modificada por Arturo e colaboradores (1995). Para a 

amplificação do gene 16S rRNA do material genético extraído das bactérias selecionadas 

foram utilizados os seguintes primers Y1 (5’-TGGCTCAGAACGAACGCTGG-3’) e Y3 (5’-

TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3’) (YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991). 

 A amplificação ocorreu em termociclador (MJ 96+ / MJ 96G Biocycler®) com 20 µL 

de uma mistura reacional sendo: 2,0 µL de tampão para PCR 10X (HCl 100 mM; KCl 500 

mM); 1,2 µL de MgCl2 (25 mM); 0,5 µL de dNTP (2,5 mM); 0,4 µL (6,67 pmol) dos primers 

Y1 e Y3 sintetizados pela Invitrogen®; 0,3 µL de Taq DNA Polimerase Invitrogen® (5 U µL
-

1
); 2,0 µL de amostra de DNA molde e 13,2 µL de água ultrapurificada estéril.  
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 A amplificação foi realizada utilizando os seguintes ciclos: um ciclo de desnaturação 

inicial a 94 °C por 2 minutos, 28 ciclos de desnaturação (1 minuto a 94 °C), anelamento (30 

segundos a 62 °C) e extensão (40 segundos a 72 °C), um ciclo de extensão final a 72 °C por 5 

minutos com uso do termociclador. Os fragmentos amplificados foram analisados por 

eletroforese (REIS JÚNIOR; TEIXEIRA; REIS, 2004). 

9. Eletroforese em gel de agarose. 

 A certificação da eficácia da extração de DNA e da reação de polimerização em cadeia 

(PCR) foi realizada por meio da análise por gel de eletroforese a 0,7%. As amostras de DNA 

foram adicionadas em um tampão de amostra FSUDS (azul de bromofenol 0,25% SDS 0,1%, 

Ficol
®
 20% em T10E1) na proporção de 7:3 (FSUDS:DNA) (SAMBROOK; FRITSCH; 

MANIATIS, 1989). A corrida eletroforética foi realizada em tampão TBE 1X a 90 V por 40 

minutos. 

 Ao final da corrida o gel de agarose foi corado com brometo de etídio 0,5 µg mL
-1

 

seguido por uma lavagem em água destilada. As bandas de DNA foram visualizadas em 

transluminador UV acoplado a um sistema de fotodocumentação MultiDoc-it
®

 (UVP). O 

marcador de tamanho molecular utilizado foi 1 kb DNA Ladder
® 

(BIOLABS). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Seleção das bactérias proteolíticas e caracterização por coloração de Gram. 

 As bactérias utilizadas neste estudo foram selecionadas quanto à capacidade de 

produção de proteases, especificamente de ação sobre a caseína do leite. Foram selecionados 

os isolados bacterianos APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos de solo do Cerrado do Câmpus 

Anápolis de Ciências Exatas e Tecnológicas CCET/UEG. Estes foram avaliados quando a 

produção de halo em placa contendo meio leite, sendo identificado o IE de 2,02 para APK 02, 

de 2,10 para ALT 15 e 2,07 para ALT 16, sendo estas consideradas de alta atividade na 

produção de protease. A enzima liberada foi considerada uma exoprotease por ter sido 

liberada no meio de cultivo (Figura 7). 

Figura 7. Formação de halos enzimáticos pelas bactérias selecionadas APK 02, ALT 15 e 

ALT 16 para produção de proteases em meio leite sólido juntamente com o controle sem 

bactéria (CNT). 

 

                              Fonte: O autor 

A atividade sobre a caseína do leite é um indicativo de que esta protease é uma 

caseinase. A atividade de caseinase foi observada para proteases produzidas por bactérias do 

gênero Bacillus, isoladas de amostras de vegetais armazenadas, utilizando esta mesma 

metodologia (SHARAF; EL-SAYED E ABOSAIF, 2014). Bactérias isoladas de solo de 

Cerrado de Minas Gerais foram identificadas também para produção de caseinase a partir de 
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testes em placa de Petri, indicando que este teste é eficiente na seleção de bactérias produtoras 

de enzimas extracelulares com atividade sobre a caseína do leite (ALVES et al., 2014). 

As células bacterianas podem apresentar variadas formas, desde bastonetes retos a 

espirais, cocos, ramificados entre outras (ARAUJO, 1994). A caracterização microscópica das 

bactérias selecionadas para produção de proteases APK 02, ALT 15, ALT 16, demonstrou que 

estas são bacilos Gram-negativos (Figura 8). Estes resultados descartam a possibilidades 

destas bactérias serem do gênero Bacillus, pois este gênero apresenta células Gram positivas 

(ALVES et al., 2014). A determinação taxonômica destes isolados deverá ser realizada 

posteriormente a partir do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. 

Figura 8. Células coradas por técnica de Gram e observadas por meio de microscopia em 

objetiva de 1000X (imersão). (A): células em forma de bacilos Gram-negativas do isolado 

ALT 15; (B): células em forma de bacilos gram-negativas do isolado ALT 16; (C): células em 

forma de bacilos gram-negativas do isolado APK 02. 

 

                     Fonte: O autor 

2. Curva de crescimento em caldo nutriente e meio leite. 

 Sob as condições experimentais avaliadas, os isolados selecionados para produção de 

proteases apresentaram características de crescimento significativamente distintas quando 

avaliadas em diferentes meios de cultivo (Figura 9 e 10).  

 Os perfis de crescimento das bactérias no caldo nutriente demonstraram que os três 

isolados apresentaram sua maior taxa de crescimento em 24 horas. A partir deste dado é 

possível supor que a fase lag foi curta e as células atingiram a fase exponencial rapidamente o 

que caracteriza os micro-organismos de crescimento rápido (SWINNEN et al., 2004). O 

máximo crescimento foi observado para os isolados ALT 15 e ALT 16 que apresentaram 

absorbâncias em torno de 0,580 a 600 nm com 24h de crescimento e após este período as 

culturas já entraram na fase de declínio (Figura 9). Já para o isolado APK 02 foi observado 

A B C 
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um crescimento menor (0,3 a 600 nm) indicando um crescimento característico para este 

isolado que pode ter uma taxa de multiplicação menor (Figura 9) com 24 horas. Apesar do 

menor número de células, esta bactéria apresentou perfil de crescimento semelhante ao dos 

isolados ALT 15 e ALT 16, sendo que depois de 24 horas também entrou na fase de declínio 

(Figura 9).  

Figura 9. Curva de crescimento dos isolados bacterianos APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos 

do solo de Cerrado CCET/UEG obtida pelo crescimento em caldo nutriente sob agitação (150 

rpm) a 30 °C monitorados por 168 horas. 

 

 Os perfis de crescimento das bactérias selecionadas no caldo leite indicou que os três 

isolados apresentaram perfis muito semelhantes (Figura 10). O máximo de crescimento 

observado foi em 96 horas de cultivo sendo que a fase exponencial dos isolados APK 02, 

ALT 15 e ALT 16, foi bem mais longa neste meio quando comparada aos resultados obtidos 

no caldo nutriente líquido. Os três isolados apresentaram absorbâncias máximas em torno de 

0,5 a 600 nm (Figura 10). O isolado APK 02 no caldo leite obteve um melhor 

desenvolvimento quando comparado ao caldo nutriente, indicando que esta bactéria se 

desenvolve melhor na presença da proteína do leite. O crescimento diferencial dos isolados 

nos meios testados também foi observado para outros micro-organismos indicando uma 

variação de resposta tanto do organismo quanto das condições ambientais impostas 

(LONGHI, 2012). 
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Figura 10. Curva de crescimento dos isolados bacterianos APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos 

do solo de Cerrado CCET/UEG obtida pelo crescimento em caldo leite sob agitação (150 

rpm) a 30 °C monitorados por 168 horas. 

 

 O pH do caldo leite no final do período de cultivo de 168 horas, foi determinado e não 

foi observado alteração, ficando em torno de pH 7,0. Este dado sugere que a protease que age 

sobre a caseína, é uma enzima neutra como observado para proteases de Bacillus 

(FRANKENA; VAN; STOUTHAMER, 1985). Frankena, Van e Stouthamer (1985) 

identificaram peptidases com atividade entre pH de 5 a 8, sendo que estas apresentaram 

também uma característica quanto ao limite de tolerância a temperatura e sendo ainda 

observado a capacidade de clivagem de aminoácidos hidrofóbicos para esta enzima obtida de 

Bacillus (RAO et al., 1998, CORRÊA et al., 2011).  

 Estas outras características não foram investigadas para os isolados estudados, o que 

deverá ser feito posteriormente, para identificar se há similaridade quanto ao delineamento da 

atividade destas proteases. 

Proteases neutras foram identificadas em bactérias do gênero Bacillus e Pseudomonas, 

sendo utilizadas para vários processamentos em produtos lácticos como na produção do 

queijo tipo cheddar (MCGARRY et al., 1994; CORRÊA et al., 2011; SEVINC; DEMIRKAN, 

2011). Assim, deverão ser realizados ensaios para determinar a efetiva utilização das 

caseinases obtidas dos isolados em estudo em processos biotecnológicos nas mais variadas 

áreas. 
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3. Determinação de proteínas totais.  

 As proteínas totais foram quantificadas através da metodologia de Bradford (1976). 

Alíquotas foram quantificadas diariamente com intuito de monitorar qual o período (horas) de 

maior produção de proteínas e o período de degradação das mesmas do meio de cultivo.  

 Os micro-organismos estudados apresentaram um perfil comum de crescimento 

bacteriano no caldo nutriente, sendo que apenas a fase lag, por ser muito curta, não foi 

identificado um período determinado (MADIGAN et al., 2010). A fase exponencial se deu até 

24 horas e a fase estacionaria ficou entre 24 e 48 horas. Já a fase de declínio se deu após 48 

horas (Figura 11) 

Figura 11. Dosagem de proteínas totais (eixo Y2) e curva de crescimento dos isolados 

bacterianos (eixo Y1) APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos do solo de Cerrado CCET/UEG 

produtoras de caseinase, obtida pelo crescimento em caldo nutriente sob agitação (150 rpm) a 

30 °C monitorados por 168 horas. 

 
Teor proteico no caldo nutriente = 0,0352x + 0,1191 (R

2
 = 0,9968). 

 As dosagens em caldo nutriente demonstraram que proteínas foram mais intensamente 

produzidas em 24 horas apenas para o isolado APK 02. Já para os isolados ALT 15 e ALT 16 

o período de maior detecção das proteínas foi em 168 horas de cultivo. Estas informações 

podem indicar que não há uma correlação direta entre quantidade de proteínas totais e 

crescimento bacteriano nos diferentes isolados. Pelos resultados obtidos é possível inferir que 



94 

 

os isolados ALT 15 e ALT 16 são mais similares fisiologicamente do que o isolado APK 2 

(Figura 11), mas em funções morfológicas são iguais (Tabela 6 em anexo).  

 Durante o crescimento de micro-organismos em geral são necessárias grande 

quantidade de proteínas para a manutenção da divisão celular e geração de energia como 

enzimas relacionadas à replicação, transcrição e tradução de proteínas nas células 

(LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). Assim, a bactérias APK 2 apresentou um perfil 

metabólico diferenciado onde foi observado que na fase de crescimento exponencial das 

células, o conteúdo proteico foi alto. Mas os dois outros isolados não responderam do mesmo 

modo indicando estratégias fisiológicas diferentes (Figura 11).   

 Já para o caldo leite os isolados obtiveram uma expressiva diminuição da proteína do 

leite no meio de cultivo em 24 horas, seguindo por uma degradação menor até 96 horas de 

cultivo (Figura 12). Como a curva de crescimento foi determinada concomitantemente com o 

conteúdo proteico foi observado que o crescimento bacteriano máximo para os isolados 

ocorreu em 96 horas de cultivo.  

Figura 12. Dosagem de proteínas totais (eixo Y2) e curva de crescimento dos isolados 

bacterianos (eixo Y1) APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos do solo de Cerrado CCET/UEG 

produtoras de caseinase, obtida pelo crescimento em caldo leite sob agitação (150 rpm) a 30 

°C monitorados por 168 horas. 

 
Teor proteico no caldo leite = 0,0243x + 0,1358 (R

2
 = 0,9951). 
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Desta forma o crescimento no caldo leite indica que houve a utilização dos resíduos de 

degradação da caseína, que podem ter se deslocados para a manutenção da divisão celular 

(LEHNINGER; NELSON; COX, 2006; MADIGAN et al., 2010). Já após 96 horas, na fase de 

declínio, a diminuição do conteúdo proteico pode ser pela mortalidade das células. Sendo que 

quando há morte celular não vai haver utilização dos aminoácidos e peptídeos para novo 

crescimento. Por isso no final do período avaliado ainda foi possível a detecção de proteína no 

meio de cultivo. Outra hipótese que pode ser considerada é que o decaimento da absorbância 

na curva de crescimento, após 96 horas, pode estar diretamente relacionado ao fim da 

disponibilidade da fonte nutricional (MADIGAN et al., 2010). 

 Já Fedatto (2004), acompanhando o crescimento de bactérias Xylella fastidiosa 

observou que proteínas foram mais intensamente produzidas no início da fase log de 

crescimento, sendo indício de que as bactérias produzem mais proteínas antes do pico de 

crescimento. Este micro-organismo teve uma resposta característica de acordo com sua 

fisiologia e constituição genética, e nos isolados estudados também foi possível observar 

diferentes estratégias na utilização das proteínas de acordo com a fisiologia e a resposta à 

presença de diferentes meios de cultivo. 

4. Gel de eletroforese SDS-PAGE para a avaliação do perfil proteico 

 Amostras do cultivo em caldo leite e nutriente dos três isolados por 168 horas foram 

utilizadas para a análise do perfil proteico por SDS-PAGE. As bandas detectadas foram 

analisadas quanto à massa molecular avaliando a intensidade e a quantidade de bandas nas 

amostras comparando o perfil proteico do crescimento em meio leite com o meio nutriente 

(Figura 13). 

O perfil proteico dos isolados crescidos no caldo nutriente apresentou bandas de baixa 

intensidade variando entre 100 e 10 kDa (Figura 13 linhas 5, 6 e 7). Não foram observadas 

grandes diferenças quanto ao perfil destas, indicando que estas podem pertencer a um mesmo 

gênero taxonômico. Para as amostras das bactérias crescidas em caldo leite também foi 

detectado um número variável de bandas com massa molecular entre 100 e 10 kDa, mas neste 

meio as bandas foram intensas e foi possível detectar diferenças quando comparado ao perfil 

proteico das bactérias crescidas em caldo nutriente.  

Para observar se as proteínas do leite presente no meio de cultivo ainda estavam 

presentes no final do ensaio de crescimento foi utilizado um controle negativo (meio leite sem 
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adição de bactérias). O perfil obtido com o controle negativo forneceu 3 bandas intensas de 

24,8; 23,3 e 19,6 kDa (Figura 13 linha 4). A análise do perfil proteico de leite em pó foram 

realizadas por Farrel-Júnior et al. (2004) e Marques et al. (2011) que observaram a presença 

de proteínas com massa molecular entre 25 e 19 kDa. Esses valores foram semelhantes ao 

obtidos para análise do caldo leite (controle negativo).  

No final de 168 horas de cultivo das bactérias APK 2, ALT 15 e ALT 16  em caldo 

leite foi observada uma alteração no perfil proteico quando comparado ao controle negativo 

(caldo leite).  Essa diferença foi verificada com a presença de uma banda com maior 

intensidade em torno de 20 kDa e o desaparecimento das bandas referente ao controlo 

negativo (Figura 13 linhas 1, 2, 3 e 4).  

Figura 13. Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida do perfil proteico das bactérias 

selecionadas para produção de proteases nos meios: caldo leite e caldo nutriente. Linha 1 – 

Isolado APK 02 crescido em caldo leite; Linha 2 – Isolado ALT 15 crescido em caldo leite; 

Linha 3 – isolado ALT 16 crescido em caldo leite; Linha 4 – controle negativo caldo leite; 

Linha 5 – Isolado APK 02 crescido em caldo nutriente; Linha 6 – Isolado ALT 15 crescido 

em caldo nutriente; Linha 7 – isolado ALT 16 crescido em caldo nutriente; Linha 8 – controle 

negativo caldo nutriente; M - marcador Protein Mark (25 a 175 kDa) - Sigma. 

 
                      Fonte: O autor 
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Através desta análise sugerimos que essas bandas possam ser uma protease com 

atividade sobre a caseína do leite, ou seja, uma caseinase. Esta estaria em maior concentração 

quando comparado ao perfil proteico do meio nutriente. Essa diferença se dá pela necessidade 

de produção destas enzimas pelas bactérias para a degradação das proteínas do leite presentes 

no meio de indução (caldo leite) para a utilização no seu metabolismo.  

As peptidases já foram observadas em micro-organismos como Bacillus, 

Pseudomonas e Xilella, sendo que diferentes massas moleculares foram atribuídas para estas 

proteases (KAMATH; KAPATRAL; CHAKRABARTY, 1998; FEDATTO, 2004; SEVINC; 

DEMIRKAN, 2011) Em Bacillus sp. várias proteases foram descrita contendo massa 

molecular entre 75 (JUNG et al., 2007) a 30 kDa (HUANG et al., 2006). Em bactérias do 

gênero Salinivibrio sp. uma protease com atividade de caseinase foi isolada apresentando 

massa molecular de 21 kDa para uma enzima de cadeia monomérica (SHAHBAZI; 

KARBALAEI-HEIDARI, 2012). A massa desta proteína é semelhante a massa encontrada 

nos isolados estudados neste trabalho. Apesar desta semelhança outros ensaios deverão ser 

realizados para comprovar a natureza enzimática desta proteína, assim como sua estrutura.  

5. Determinação da atividade proteolítica no extrato bruto do caldo leite. 

Para comprovar a presença da atividade de protease foram realizas dosagens 

enzimáticas nos tempos de cultivo em caldo leite de 24, 48, 72, 96 e 168 horas de crescimento 

sendo que foi identificada a maior atividade em 96 horas. 

Fry, Huang e Milholland (1994) observaram uma relação entre o crescimento de 

Xylella fastidiosa e a atividade de protease, sendo que maior crescimento e produção de 

protease foi atingido por volta do terceiro dia de cultivo em contrapartida Ward (1985) sugere 

que micro-organismos do gênero Bacillus, geralmente, produzem maior quantidade de 

protease ao final da fase exponencial de crescimento. 

 Em estudos com Salinivibrio sp. foi identificada atividade de protease em meio 

mínimo onde foi detectado que enzima protease tem uma produção máxima com 48 horas e 

permanece constante até 72 horas de cultivo (SHAHBAZI; KARBALAEI-HEIDARI, 2012). 

Esta protease se caracteriza por ter expressão constitutiva sem ser necessário meio de indução 

(SHAHBAZI; KARBALAEI-HEIDARI, 2012). Este resultado é bem diferente do obtido para 

os isolados, pois além de ter pico de atividade mais tardio, a atividade catalítica não 

permanece estável (Figura 14).  
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A atividade máxima detectada para os isolados foi para APK 2 de 698 U mL
-1

, para 

ALT 15 de  815 U mL
-1

 e para o isolado ALT 16 de 750 U mL
-1

 com 96 horas de cultivo 

(Figura 14).  A atividade de protease em Salinovibrio foi em torno de 500 U mL
-1

 para 72 

horas de cultivo em meio basal (SHAHBAZI; KARBALAEI-HEIDARI, 2012), sendo a 

atividade máxima menor do que a obtida para os isolados (Figura 14)  

Figura 14. Curva de produção de protease extracelular no extrato bruto pelas bactérias 

selecionadas (APK 02, ALT15 e ALT 16) utilizando azocaseína como substrato.  

 

Corrêa (2009) avaliando a atividade de uma linhagem de Bacillus em meio farinha de 

pena detectou valores máximos em torno de 2400 U mL
-1

 para atividade enzimática em 48 

horas de cultivo. Este resultado diferente ao obtido para os isolados APK 02, ALT 15 e ALT 

16, pois o pico de atividade máxima ocorreu em 48 horas, além disso, a atividade enzimática 

encontrada por Corrêa (2009) e superior ao encontrado nas bactérias da reserva ecológica do 

CCET/UEG. 

Thys (2004) estudando a produção de protease por Microbacterium sp. em meio 

suplementado com caseína detectou valores máximos de 123 U mL
-1

 após 24 horas de 

inoculo. Resultados estes inferiores aos encontrados no estudo das bactérias isoladas do 

CCET/UEG. Já a produção de protease por Microbacterium sp. em meio suplementado com 

extrato de levedura (348 U mL
-1

) foi superior a encontrada para a mesma bactéria no meio 

com caseína (THYS, 2004). Deste modo, a produção de proteases pode variar conforme a 
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composição do meio, e esta deve ser definida com o objetivo de substituir os compostos caros 

por outros disponíveis em maior quantidade e de preço mais baixo como resíduos industriais 

(SCRIBAN et al., 1985). Estudos posteriores devem ser realizados com as bactérias isoladas 

no CCET/UEG variando a composição do meio de indução com a finalidade reduzir ainda 

mais o custo de produção. 

Como foi detectada a atividade enzimática sobre a caseína do caldo leite nos ensaios 

anteriores com a diminuição e desaparecimento das bandas de proteínas no meio de cultivo, é 

possível inferir que as enzimas das bactérias APK 02, ALT 15 e ALT 16 sejam uma 

caseinase, porém é necessário identificar tanto a proteína como finalizar a determinação 

taxonômica dos isolados obtidos, a partir do sequenciamento do gene 16S rRNA.  
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CONCLUSÕES 

 As três bactérias isoladas são Gram negativas, o que sugere que estas cepas são 

diferentes do principal gênero estudado (Bacillus) para produção enzimática. 

 Os três isolados apresentam uma alta produção de proteases, porém a maior produção 

de protease (815,3 U mL
-1

) foi para o isolado ALT 15 obtida em 96 horas de 

fermentação em caldo leite. 

 As Bactérias selecionadas produzem uma possível caseinase com um peso molecular 

de aproximadamente 20 kDa após 168 horas de fermentação em caldo leite. 

 As bactérias APK 02, ALT 15 e ALT 16 são cepas que possuem uma grande 

capacidade de produção de caseínases com aplicação industrial.  
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ANEXO 

Tabela 6. Análise morfológica das características de 73 isolados do solo da reserva ecológica do CCET/UEG, a partir das colônias crescidas em 

meio nutriente sólido a 30 ºC, por 72 horas. 

Isolados Cresc. Tam. (mm) Forma Elevação Borda Superfície Muco Consistência Det. óticos Pigmentação 

ANA 01 R  1,8 C L P L E S T Cr 

ANA 02 R 1,0 P L P L E A O Cr 

ANA 03 R 1,0 P P P L E G T Cr 

ANA 04 R 3,0 C P P R E B O Cr 

ANA 05 R 1,6 C C P R E S T Cr 

ANA 07 R 2,0 C P P L E G O Cr 

ANA 08 R 1,9 C C P L E S O Cr 

ANA 09 R 1,1 C C D L E S O Cr 

ANA 10 R 2,7 C L P R E S O Cr 

ANA 12 R 4,8 C L P R P G O Cr 

ANA 13 R 1,0 P L P L E G O Am 

ANA 14 R 2,1 C L P R E S O Cr 

ANA 15 R 3,6 C L P L P G O Cr 

ANA 16 R 3,0 C P P L E S O Cr 

ANA 17 R 2,8 C C O R E B O Cr 

ANA 19 R 2,3 C L P P E B O Cr 

ANA 21 R 1,9 C C P L E B O Cr 

ANA 22 R 3,2 C P P L E G T Cr 

ANA 23 R 1,0 P C P R E S O Al 

ANA 24 R 2,2 C C P P E S O Cr 

ANA 25 R 1,0 P C P R E S O Al 

ANA 26 R 2,2 C C P L P G O Cr 

ANA 27 R 1,2 C L P R E A O Cr 

ANA 28 R 1,0 P P P L E G O Cr 

ANA 29 R 2,6 C L O L E G T Cr 

Cresc. (tempo de crescimento das colônias) – MR: muito rápido, e R: rápido; Forma – I: irregular, C: circular, P: puntiforme; Elevação - P: plana, L; Lenticular, C: Convexa; 

Borda – P: Plana, O: ondulada, D: denteada; Superfície – L: lisa, R: rugosa, P: papilada; Muco – P:pouca, E: escassa, M: moderada, A: abundante; Consistência – G: gomosa, 

A: aquosa, S: seca, V: viscosa, B: butírica; Det. Óptico (Detalhe óptico) – Tr: transparente, T: translúcido, O: opaco; Pigmentação – Cr: creme, Am: amarela, Al: alaranjada, 

R: rosa. 
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Cont. Tabela 6. Análise morfológica das características de 73 isolados do solo da reserva ecológica do CCET/UEG, a partir das colônias 

crescidas em meio nutriente sólido a 30 ºC, por 72 horas. 

Isolados Cresc. Tam. (mm) Forma Elevação Borda Superfície Muco Consistência Det. óticos Pigmentação 

ANA 30 R 4,1 I P O R E G O Cr 

ANA 32 R 3,8 C C P R P G O Cr 

ANA 33 R 4,3 C C P L M G O Cr 

ANA 34 R 1,8 C L P L E G T Cr 

ANA 36 R 2,8 C P D L E B O Cr 

ANA 38 R 1,5 C L P L E S O Cr 

ANA 39 R 3,4 C L P L E B O Cr 

ANA 40 R 1,6 C C P L E S O Cr 

ANA 42 R 5,2 C C P R M B O Cr 

ANA 43 R 2,1 C P P L E S O Cr 

ANA 45 R 4,0 C C P L M B O Cr 

ANA 48 R 5,0 C P P R P B O Cr 

APK 01 R 5,5 C P P L P G O Cr 

APK 02 R 4,7 C P P L P B O Cr 

APK 03 R 5,6 C P P L P B O Cr 

APK 06 R 4,2 C P P L P G O Cr 

APK 08 R 3,8 C P P L P G O Cr 

APK 09 R 4,2 C P P L P B O Cr 

APK 10 R 5,6 C P P L P V O Cr 

APK 11 R 4,9 C P P L P B O Cr 

APK 12 R 2,6 C P P L E B O Cr 

ALI 02 R 1,4 C C P R E S O Am 

ALI 03 R 1,2 C C P L E S O Cr 

ALI 04 R 1,5 C C P L E S O Am 

ALI 05 R 7,0 C P P L P V O Cr 

ALI 06 R 2,4 C L P R E S O Am 

Cresc. (tempo de crescimento das colônias) – MR: muito rápido, e R: rápido; Forma – I: irregular, C: circular, P: puntiforme; Elevação - P: plana, L; Lenticular, C: Convexa; 

Borda – P: Plana, O: ondulada, D: denteada; Superfície – L: lisa, R: rugosa, P: papilada; Muco – P:pouca, E: escassa, M: moderada, A: abundante; Consistência – G: gomosa, 

A: aquosa, S: seca, V: viscosa, B: butírica; Det. Óptico (Detalhe óptico) – Tr: transparente, T: translúcido, O: opaco; Pigmentação – Cr: creme, Am: amarela, Al: alaranjada, 

R: rosa. 
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Cont. Tabela 6. Análise morfológica das características de 73 isolados do solo da reserva ecológica do CCET/UEG, a partir das colônias 

crescidas em meio nutriente sólido a 30 ºC, por 72 horas. 

Isolados Cresc. Tam. (mm) Forma Elevação Borda Superfície Muco Consistência Det. óticos Pigmentação 

ALI 08 R 1,2 C C P L E S O Cr 

ALT 01 R 3,9 C P P L P V O Cr 

ALT 02 R 4,4 C P P L M V O Cr 

ALT 03 R 2,7 C P P L P G O Cr 

ALT 04 R 1,9 C L P L P V O Cr 

ALT 05 R 2,2 C P P R E B O Cr 

ALT 06 R 2,3 I P O L E V O Cr 

ALT 07 R 3,2 C P P L P G O Cr 

ALT 08 R 3,2 C P P L P A O Cr 

ALT 09 R 2,2 C L P L P V O Cr 

ALT 10 R 4,0 C P P L P B O Cr 

ALT 11 R 3,6 C P P L P V O Cr 

ALT 12 R 5,6 C P P L P V O Cr 

ALT 13 R 1,1 C L P L E S O Cr 

ALT 14 R 1,1 C L P L E S O Cr 

ALT 15 R 4,1 C P P L P G O Cr 

ALT 16 R 4,1 C P P L P G O Cr 

ACT 02 R 3,0 C L P L E B O R 

ACT 04 R 1,7 C L P R E S O Cr 

ACT 09 R 1,7 C C P L E S O Cr 

ACT 10 R 0,7 P L P L E A Tr Cr 

ACT 12 R 2,0 C P P L A G O Am 

Cresc. (tempo de crescimento das colônias) – MR: muito rápido, e R: rápido; Forma – I: irregular, C: circular, P: puntiforme; Elevação - P: plana, L; Lenticular, C: Convexa; 

Borda – P: Plana, O: ondulada, D: denteada; Superfície – L: lisa, R: rugosa, P: papilada; Muco – P:pouca, E: escassa, M: moderada, A: abundante; Consistência – G: gomosa, 

A: aquosa, S: seca, V: viscosa, B: butírica; Det. Óptico (Detalhe óptico) – Tr: transparente, T: translúcido, O: opaco; Pigmentação – Cr: creme, Am: amarela, Al: alaranjada, 

R: rosa. 
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Tabela 7. Produção de enzimas de 73 isolados do solo da reserva ecológica do CCET/UEG, avaliados pelo índice de solubilização (IS), índice 

enzimático (IE) e pela capacidade de crescimento em meio NFB. 

Isolados 
Meio NBRI-P Meio Pikovskaya's Meio Tween Meio CMC Meio Leite Meio NFB 

Cresc. I.S. Desv. pad. Cresc. I.S. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Form. de película 

ANA 01 S 1,30 0,03 S 1,42 0,18 S 1,47 0,19 S 2,88 0,01 S - - S 

ANA 02 S 1,22 0,04 S - - S - - S - - N - - N 

ANA 03 S 1,24 0,13 S - - N - - S - - N - - N 

ANA 04 S - - S - - S - - S - - S 1,75 0,05 N 

ANA 05 S - - S 1,50 0,14 S 1,33 0,10 S 1,91 0,01 S 1,27 0,06 N 

ANA 07 S - - S - - S - - S - - S 1,55 0,01 N 

ANA 08 S - - S 1,42 0,08 S 1,33 0,12 S 2,47 0,03 S 1,27 0,06 S 

ANA 09 S - - S 1,35 0,03 S 1,57 0,07 S - - S - - N 

ANA 10 S - - S 1,35 0,04 S - - S - - S - - N 

ANA 12 S 1,21 0,02 S - - S - - S - - S 1,19 0,01 S 

ANA 13 S 1,44 0,03 S - - S - - S 3,25 0,04 S 1,76 0,09 S 

ANA 14 S - - S - - S - - S - - S 1,73 0,02 N 

ANA 15 S - - S - - S - - S - - S 1,22 0,01 S 

ANA 16 S - - S - - S - - S - - S 1,52 0,03 N 

ANA 17 N - - N - - N - - N - - N - - N 

ANA 19 S - - S - - S - - S - - S - - S 

ANA 21 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ANA 22 S - - S - - N - - S - - S - - N 

ANA 23 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ANA 24 S - - S 2,09 0,06 S - - S - - S - - N 

ANA 25 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ANA 26 S 1,20 0,13 S - - S - - S - - S - - S 

ANA 27 S 1,13 0,07 S 1,45 0,11 S - - S - - S 1,20 0,04 S 

ANA 28 S - - S - - N - - S - - S - - N 

ANA 29 S - - S - - N - - S - - S - - S 

ANA 30 S - - S - - S - - S - - S 1,36 0,08 N 

ANA 32 S 1,17 0,02 S - - S - - S - - S 1,26 0,10 S 
S: sim, N: não. 
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Cont. Tabela 7. Produção de enzimas de 73 isolados do solo da reserva ecológica do CCET/UEG, avaliados pelo índice de solubilização (IS), 

índice enzimático (IE) e pela capacidade de crescimento em meio NFB. 

Isolados 
Meio NBRI-P Meio Pikovskaya's Meio Tween Meio CMC Meio Leite Meio NFB 

Cresc. I.S. Desv. pad. Cresc. I.S. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Form. de película 

ANA 33 S 1,10 0,02 S - - S - - S - - S 1,28 0,08 S 

ANA 34 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ANA 36 S - - S - - N - - S - - S - - N 

ANA 38 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ANA 39 S 1,37 0,03 S - - S - - N - - S 1,97 0,19 N 

ANA 40 S - - S 1,46 0,10 S 1,25 0,09 S - - S - - N 

ANA 42 S - - S - - S - - S - - S 1,24 0,09 S 

ANA 43 S - - S - - N - - S - - S - - N 

ANA 45 S - - S - - S - - S - - S 1,92 0,04 S 

ANA 48 S - - S - - S - - S - - S 1,55 0,04 S 

APK 01 S - - S - - S - - S - - S 1,41 0,05 S 

APK 02 S 1,19 0,03 S - - S - - S - - S 2,02 0,09 S 

APK 03 S - - S - - S - - S - - S 1,90 0,02 S 

APK 06 S - - S - - S - - S - - S 1,98 0,08 S 

APK 08 S - - S - - S - - S - - S 1,21 0,05 S 

APK 09 S 1,15 0,08 S - - S - - S - - S 1,73 0,04 S 

APK 10 S - - S - - S - - S - - S 1,79 0,05 S 

APK 11 S - - S - - S - - S - - S 1,74 0,06 S 

APK 12 S - - S - - S - - S 3,82 0,05 S 1,27 0,04 S 

ALI 02 S 1,19 0,07 S - - S 2,52 0,16 S 1,92 0,01 S - - N 

ALI 03 S - - S 1,73 0,21 S 1,61 0,06 S 2,41 0,01 S - - N 

ALI 04 S - - S - - S - - S 2,22 0,01 S - - N 

ALI 05 S 1,20 0,03 S - - S - - S - - S 1,85 0,19 N 

ALI 06 S - - S - - S 1,72 0,08 S 2,86 0,09 S - - N 

ALI 08 S - - S 1,71 0,11 S 2,03 0,08 S 2,69 0,04 S 1,26 0,09 N 
S: sim, N: não. 
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Cont. Tabela 7. Produção de enzimas de 73 isolados do solo da reserva ecológica do CCET/UEG, avaliados pelo índice de solubilização (IS), 

índice enzimático (IE) e pela capacidade de crescimento em meio NFB. 

Isolados 
Meio NBRI-P Meio Pikovskaya's Meio Tween Meio CMC Meio Leite Meio NFB 

Cresc. I.S. Desv. pad. Cresc. I.S. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Cresc. I.E. Desv. pad. Form. de película 

ALT 01 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ALT 02 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ALT 03 S - - S - - S - - S - - S 1,58 0,03 N 

ALT 04 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ALT 05 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ALT 06 S - - S - - S - - S 3,44 0,06 S - - N 

ALT 07 S - - S - - S - - S - - S 1,72 0,10 N 

ALT 08 S - - S - - S - - S - - S 1,47 0,07 N 

ALT 09 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ALT 10 S 1,15 0,02 S - - S - - S - - S 1,74 0,19 N 

ALT 11 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ALT 12 S - - S - - S - - S - - S 1,82 0,16 N 

ALT 13 S - - S - - S 1,38 0,07 S - - S - - N 

ALT 14 S - - S 1,41 0,09 S 2,36 0,11 S 2,10 0,03 S - - N 

ALT 15 S - - S - - S - - S - - S 2,10 0,10 S 

ALT 16 S - - S - - S - - S - - S 2,07 0,01 S 

ACT 02 S - - S - - S - - S - - S - - N 

ACT 04 S - - S 1,55 0,07 S 2,07 0,15 S 2,35 0,00 S 1,21 0,03 N 

ACT 09 S - - S 1,36 0,04 S 2,89 0,16 S - - S - - N 

ACT 10 S - - S 1,48 0,11 S - - S - - S - - N 

ACT 12 S - - S - - S - - S - - S 1,43 0,07 N 
S: sim, N: não. 
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Meios de Cultura, Reagentes e Soluções. 

Solução de Ágar 

1. Ágar ------------------------------------------------------------18,0 g 

2. Água -----------------------------------------------------------800,0 mL 

Solução de Sais 

1. Na2HPO4-------------------------------------------------------30,0 g 

2. KH2PO4--------------------------------------------------------15,0 g 

3. (NH4)2HPO4---------------------------------------------------2,5 g 

4. NaCl------------------------------------------------------------2,5g 

5. Água -----------------------------------------------------------q.s.p. 1 L 

Meio Leite Sólido 

1. Solução MgSO4.7H2O 1M----------------------------------1,0 mL 

2. Solução de Sais-----------------------------------------------200,0 mL 

3. Solução de Leite (20%) ------------------------------------200,0 mL 

4. Solução de Ágar----------------------------------------------800,0 mL 

5. pH --------------------------------------------------------------7,0 

Caldo Leite 

1. Solução MgSO4.7H2O 1M----------------------------------1,0 mL 

2. Solução de Sais-----------------------------------------------200,0 mL 

3. Leite em Pó---------------------------------------------------10,0 g 

4. Água-----------------------------------------------------------800,0 mL 

5. pH --------------------------------------------------------------7,0 

Meio Carboximetilcelulose (CMC) Sólido 

1.  MgSO4.7H2O 1M -------------------------------------------1,0 mL 

2. Solução de Sais-----------------------------------------------200,0 mL 

3. Solução de CMC (6%) --------------------------------------200,0 mL 

4. Solução de Ágar----------------------------------------------800,0 mL 

5. pH --------------------------------------------------------------7,0 
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Meio Tween Sólido 

MgSO4.7H2O 1M -----------------------------------------------------1,0 mL 

2. Solução de Sais------------------------------------------------200,0 mL 

3. Tween 80 ------------------------------------------------------10,0 mL 

4. Solução de Ágar-----------------------------------------------800,0 mL 

5. pH ---------------------------------------------------------------7,0 

Meio Pikovskaya’s (PIKOVSKAYA, 1948) 

1. Extrato de levedura--------------------------------------------0,5 g 

2. Glicose ---------------------------------------------------------10,0 g 

3. Ca3(PO)4--------------------------------------------------------5,0 g 

4. (NH4)2SO4------------------------------------------------------0,5 g 

5. KCl--------------------------------------------------------------0,2 g 

6. MgSO4.7H2O--------------------------------------------------0,1 g 

7. MnSO4.H2O---------------------------------------------------0,0001 g 

8. FeSO4.7H2O---------------------------------------------------0,0001 g 

9. Água -----------------------------------------------------------q.s.p. 1L 

10. Ágar ------------------------------------------------------------15,0 g  

11. pH --------------------------------------------------------------7,0 

Caldo Nutriente 

1. Extrato de Carne ---------------------------------------------3,0 g 

2. Peptona---------------------------------------------------------5,0 g 

3. Glicose---------------------------------------------------------2,5 g 

4. pH --------------------------------------------------------------7,0 

5. Água -----------------------------------------------------------q.s.p. 1L 

Meio Nutriente Sólido / Nutriente Ágar 

1. Extrato de Carne ---------------------------------------------3,0 g 

2. Peptona---------------------------------------------------------5,0 g 

3. Glicose---------------------------------------------------------2,5 g 

4. pH --------------------------------------------------------------7,0 

5. Ágar ------------------------------------------------------------15,0 g 

6. Água -----------------------------------------------------------q.s.p. 1L 

7. pH --------------------------------------------------------------7,0 
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Meio BDA Act Sólido 

1. Batata ----------------------------------------------------------200,0 g 

2. Glicose (Açúcar Cristal)-------------------------------------20,0 g 

Coloque as batatas cortadas em rodelas em um béquer; 

Adicione água destilada até cobrir as batatas; 

Cozinhe as batatas em micro-ondas até elas derreterem; 

Filtre a mistura em papel de filtro ou gaze com algodão; 

Dissolva a glicose; 

Complete o volume para 1000 mL, acrescente 15 gramas de ágar e autoclave. 

Após autoclavar espere o meio diminuir a temperatura e acrescente: 

200 uL de cloranfenicol 100 mg/mL; 

100 uL de ampicilina 100 mg/mL; 

300 uL de cetoconazol 20 mg/ mL. 

Para cada 200 mL de meio. 

Meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999) 

1. Glicose ---------------------------------------------------------10,0 g 

2. Ca3(PO4)2-------------------------------------------------------5,0 g 

3. MgCl2.6H2O ---------------------------------------------------5,0 g 

4. KCl--------------------------------------------------------------0,2 g 

5. MgSO4.7H2O -------------------------------------------------0,25 g 

6.  (NH4)2SO4 -----------------------------------------------------0,1 g 

7. Água -----------------------------------------------------------q.s.p. 1L 

8. Ágar ------------------------------------------------------------15,0 g  

9. pH --------------------------------------------------------------7,0 

 

 

 




