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RESUMO 
 
 
A abundância de micro-organismos existentes no solo e a variedade de enzimas e 
ramos de aplicação para as mesmas justificam e incentivam hoje a busca neste 
ambiente, por novos isolados produtores de enzimas com características desejáveis 
em biocatálise, havendo um grande interesse particularmente por isolados 
bacterianos. Estratégias vêm sendo desenvolvidas visando à prospecção e o 
reconhecimento de micro-organismos ditos elite, os quais possam se destacar no 
mercado biotecnológico por propriedades como suscetibilidade à manipulação 
genética ou ambiental, diversidade metabólica e crescimento em meios de baixo 
custo. O enriquecimento orgânico de solos vem sendo principalmente associado a 
propriedades desejáveis a esse ambiente, mas pode ainda ser caracterizado por 
afetar a composição e diversidade das populações microbianas presentes, podendo 
portanto, ser uma ferramenta aliada à prospecção de micro-organismos específicos. 
A abordagem proposta neste trabalho baseia-se no conceito de enriquecimento 
orgânico seletivo, ou seja, a adição de um dado material em solo estimula somente 
os micro-organismos e as enzimas capazes de degradá-lo, tendo pouco ou nenhum 
efeito sobre outros. O presente estudo experimentou dois solos representativos de 
diferentes tipos de uso (agrícola e sob Pousio) e empregou três diferentes materiais 
orgânicos (bagaço de cana-de-açúcar, farelo de soja e farelo de crisálida) visando a 
prospecção e o isolamento de bactérias elite produtoras das enzimas celulase, 
protease e quitinase, respectivamente. Para avaliação dos efeitos da adição desses 
materiais aos solos, foi utilizado o parâmetro monitoramento enzimático, o qual vem 
ganhando espaço nos programas de avaliação de solos e na análise da diversidade 
funcional das comunidades microbianas neste ambiente. Para ambos os solos, a 
adição dos materiais selecionados promoveu melhoria na atividade microbiana, 
evidenciada tanto pelo aumento nos níveis de atividade enzimática, como pelo alto 
número de isolados obtidos. Foi possível também obter um alto percentual de micro-
organismos considerados celulolíticos, proteolíticos e quitinolíticos, o que confirma o 
papel dos materiais selecionados, não só na obtenção de um maior número de 
isolados, mas principalmente na obtenção dos grupos bacterianos de interesse, 
caracterizando assim a eficiência da estratégia de enriquecimento seletivo proposta 
neste trabalho. 
 
Palavras-chave: Solo. Enzimas. Enriquecimento Seletivo. 
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ABSTRACT 
 
 
The abundance of existing micro-organisms in the soil and the variety of enzymes 
and ways of application to the same, justify and encourage today the search in this 
environment, by new isolates producing enzymes with desirable characteristics for 
biocatalysis, with a great interest particularly by bacterial isolates. Strategies have 
been developed aiming at prospecting and recognition of micro-organisms said elite, 
which can stand out in the biotechnological market by properties as susceptibility to 
genetic or environmental manipulation, metabolic diversity and growth in media of 
low cost. The organic enrichment of soils has been mainly associated with desirable 
properties in this environment, but can still be characterized by affecting the 
composition and diversity of microbial populations present and may therefore be a 
tool coupled with the exploration of specific micro-organisms. The approach 
proposed in this paper is based on the concept of selective organic enrichment, in 
other words, the addition of a specific material in soil stimulates only the micro-
organisms and enzymes capable of degrading it, with little or no effect on others. The 
present study experienced two representative soils of different types of uses 
(agricultural and under fallow) and employed three different organic materials 
(bagasse sugarcane, soybean bran and chrysalis bran) aiming at prospecting and 
isolation of elite bacteria producing of cellulase, protease and chitinase, respectively. 
To evaluate the effects of adding these materials to soils, the enzymatic monitoring 
parameter was used, which is gaining ground in the soils evaluation programs and in 
the analysis of functional diversity of microbial communities in this environment. For 
both soils, the addition of selected materials promoted improvement in microbial 
activity evidenced both by increased levels of enzyme activity, as the high number of 
isolates obtained. It was also possible to obtain a high percentage of cellulolytic, 
proteolytic and chitinolytic micro-organisms, which confirms the role of materials 
selected, not only in obtaining a large number of isolates, but mainly in obtaining 
bacterial groups of interest, demonstrating the efficiency of the selective enrichment 
strategy proposed in this paper. 
 
Key words: Soil. Enzyme. Selective Enrichment. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O solo é considerado o ecossistema mais complexo e 

heterogêneo existente, o que faz deste ambiente, um dos maiores reservatórios 

de biodiversidade, sendo, portanto, um importante recurso no âmbito 

biotecnológico, particularmente na busca de novos micro-organismos. 

Estratégias de isolamento e seleção têm garantido a 

descoberta de micro-organismos potencialmente exploráveis, os quais vêm se 

destacando principalmente pela suscetibilidade a manipulações ambientais e 

genéticas, podendo ser aproveitados como fonte de enzimas e outros 

metabólitos de interesse industrial e ambiental. 

O mercado global de enzimas deverá alcançar 4,4 bilhões de 

dólares em 2015 (BINOD et al., 2013), sendo o crescimento impulsionado pela 

expansão nas possibilidades de aplicação e também pela repressão ambiental 

rigorosa frente aos produtos e processos químicos convencionais existentes. 

A abundância de micro-organismos existentes no solo e a 

variedade de enzimas e ramos de aplicação para as mesmas justificam e 

incentivam o isolamento e screening de novas cepas produtoras de enzimas 

com características desejáveis em biocatálise. Esta prática antiga de buscar na 

natureza recursos bioquímicos ou genéticos para o desenvolvimento de novos 

produtos e processos é descrita agora por um novo termo: “bioprospecção ou 

prospecção da biodiversidade”.  

Espera-se neste trabalho, formar uma coleção de isolados 

bacterianos produtores de hidrolases de alto interesse biotecnológico 

(celulases, proteases e quitinases), empregando uma estratégia ambiental de 

enriquecimento seletivo em solos.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Induzir modificação quali-quantitativa na composição da comunidade 

microbiana nativa do solo através da introdução de substratos orgânicos (bagaço de 

cana-de-açúcar, farelo de soja e farelo de crisálida) visando a prospecção de 

isolados bacterianos produtores de hidrolases candidatos a aplicações 

biotecnológicas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Adicionar substratos indutores em amostras de solo visando o 

seu enriquecimento com bactérias mesofílicas e termofílicas com atividade hidrolítica 

seletiva para o substrato adicionado. 

 

- Avaliar o impacto da adição dos diferentes substratos indutores 

selecionados sobre a atividade enzimática do solo e sobre a estimulação das 

populações microbianas presentes.  

 

 

- Realizar o isolamento de micro-organismos a partir das amostras 

de solo nas condições de enriquecimento específicas empregadas. 

 

 

- Avaliar qualitativamente a produção das enzimas hidrolíticas 

(celulase, protease e quitinase) pelos isolados bacterianos obtidos a partir das 

amostras de solo nas condições de enriquecimento específicas empregadas.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 SOLOS 

 

O solo é um ambiente heterogêneo altamente complexo, geralmente 

carente de nutrientes e recursos energéticos, composto por fases sólida, líquida e 

gasosa, caracterizado por uma variedade de processos químicos, físicos e 

biológicos. Micro-organismos, juntamente com suas enzimas extracelulares, e com a 

meso e macrofauna do solo, conduzem todas as reações metabólicas conhecidas 

neste ambiente (DUARTE et al., 2009; BAKSHI; VARMA, 2011; KUJUR; GARTIA; 

PATEL, 2012). Estas atividades ocorrem ainda de maneira heterogênea, existindo 

microhabitats denominados de hot spots com elevada atividade biológica, que 

ocorrem pelo acúmulo de matéria orgânica particulada, dejetos animais, e 

deposições rizosféricas. Estes microhabitats são sistemas dinâmicos, e apresentam 

grandes diferenças espaçotemporais (GONZALEZ et al., 2012).  

Na fase líquida encontram-se em suspensão elementos químicos e 

moléculas solúveis;  a fração gasosa é formada pela modificação do ar atmosférico 

decorrente de processos bioquímicos como a respiração, já a fração sólida é 

composta por substâncias inorgânicas (areia, silte e argila) e materiais orgânicos 

(ácidos húmicos, ligninas, hemicelulose, celulose, amido, pectina, lignina, lipídeos, 

quitina etc.), em vários estágios de decomposição (ZILLI, 2003).  

Esta última fração (sólida) representa em média 50 % do volume 

total do solo, sendo cerca de 45 % representados por  minerais e entre 1 - 5 % 

representados por matéria orgânica, incluindo organismos vivos (raízes, macro e 

micro-organismos) (GONÇALVES, 2011). 

 

3.1.1 Diversidade Microbiana 

 

Devido a sua heterogeneidade física, química e biológia, o solo é um 

dos maiores reservatórios de biodiversidade microbiana, sendo, portanto, um 

importante recurso para a exploração biotecnológica. A diversidade microbiana 

neste ambiente ultrapassa a de organismos eucariontes, podendo existir milhares de 
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diferentes espécies bacterianas em apenas 1 cm3 de solo (HUNTER-CEVERA, 

1998; TORSVIK; OVREAS, 2002; MARON; MOUGEL; RANJARD, 2011; NACKE, 

2012).  

Os micro-organismos que habitam o solo constituem a base de 

processos ecológicos, como os ciclos biogeoquímicos e a cadeia trófica, mantendo 

relações vitais entre si e com os organismos superiores.  Realizam diversas funções 

importantes para a dinâmica funcional do solo, decompondo a matéria orgânica, 

liberando nutrientes em formas mais disponíveis às plantas, e degradando 

substâncias xenobióticas. Além disso, atuam no controle biológico de patógenos, 

influenciam na solubilização de minerais e contribuem para a estruturação e 

agregação do solo (HUNTER-CEVERA, 1998; SCHLOTER et al., 2003; KUJUR; 

GARTIA; PATEL, 2012 ). 

Burns e colaboradores (2013) destacam a diversidade de micro-

organismos em solos com números atualmente computados: população total entre 

108-1010 bactérias compreendendo entre 5000 a mais de um milhão de espécies por 

grama de solo. Estes micro-organismos podem ser classificados em grupos 

funcionais de acordo com suas atuações nos processos biológicos. Exemplos 

desses grupos são os micro-organismos envolvidos no ciclo do carbono e nitrogênio 

(TORSVIK; ØVREÅS, 2002). 

Bakshi e Varma (2011) estabelecem que a fertilidade e qualidade de 

solos não esta relacionada somente com sua composição química, mas 

principalmente com a quantidade e diversidade dos micro-organismos que os 

habitam. Os autores citam ainda os principais gêneros bacterianos presentes em 

solos conforme Tabela 1. 

Apesar de sermos capazes de apreciar a importância dos micro-

organismos no solo, temos pouca informação sobre o papel da diversidade no 

funcionamento deste ambiente (STARK et al., 2008). 

O acesso à diversidade microbiana em solos é uma tarefa altamente 

complexa. Estima-se que menos de 10 % dos microrganismos existentes nesses 

ambientes tenham sido caracterizados e descritos (DUBEY; TRIPATHI; UPADHYAY, 

2006). 
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Tabela 1 – Principais gêneros bacterianos componentes da diversidade microbiana 
em solos 

Gêneros Bacterianos 

Bacillus Clostridium 

Pseudomonas Achromobacter 

Arthrobacter Micrococcus 

Flavobacterium Coryne bacterium 

Sarcina  Aerobacter 
 

 

3.1.2 Atividade Microbiana  

 

A importância da biodiversidade para a funcionalidade de 

ecossistemas ocupa destaque há algum tempo. A agenda 21, documento elaborado 

durante a conferência da ONU sobre meio ambiente e desenvolvimento (Rio 92), 

buscava promover a cooperação científica internacional para melhor compreensão 

da importância da biodiversidade sobre a funcionalidade de ecossistemas.  

O solo é um ambiente fundamentalmente insubstituível: atua sobre a 

produtividade vegetal, e governa os ciclos biogeoquímicos. Em ambas as atividades 

a microbiota do solo possui enorme influência, pelas interações com os vegetais 

(através de relações simbióticas, parasíticas, comensalísticas, por exemplo), e pelas 

ações sobre a ciclagem de praticamente todo composto orgânico (inclusive 

compostos xenobióticos). Desta maneira, de 80 a 90 % dos processos funcionais 

que ocorrem no ambiente do solo são mediados por microrganismos (NANNIPIERI 

et al., 2003). A importância da microbiota do solo sobre os processos funcionais que 

ali ocorrem refletem a versatilidade metabólica observada entre fungos e bactérias 

do solo. 

A atividade microbiana em solos é regulada basicamente pelas 

condições nutricionais, temperatura e disponibilidade de água. Outros importantes 

fatores incluem estrutura, manejo do solo, acidez e oxigênio disponível. É fortemente 

influenciada pela presença de raízes e materiais orgânicos em decomposição 

(SCHLOTER et al. 2003; ZILLI, 2003; GRIFFITHS; PHILIPPOT, 2013). De acordo 

com Ros e colaboradores (2006) a atividade assim como a abundância e 

diversidade microbiana tendem a diminuir com o aumento da profundidade em solos. 

Fonte: Bakshi, Varma (2011) 
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Nielsen e Winding (2002) descrevem os principais parâmetros 

utilizados para avaliação da atividade microbiana, qualidade, fertilidade e dinâmica 

de solos, dentre eles: Respiração (Quociente Metabólico), Índice de Decomposição 

de Matéria Orgânica e Atividade Enzimática. 

 

3.2 ENZIMAS NO SOLO 

As enzimas do solo estão presentes basicamente nas seguintes 

formas: intracelularmente ou associadas à superfície externa da célula de origem ou 

extracelularmente, podendo estar livre na solução do solo, adsorvida por argilas ou 

imobilizadas por moléculas húmicas (GIANFREDA; RUGGIERO, 2006; CENCIANI et 

al., 2011; SHI, 2011).  

De acordo com Geisseler e Horwath (2009), minerais de argila e 

matéria orgânica parecem estabilizar e proteger enzimas extracelulares no solo, 

retardando sua degradação (Figura 1). Gianfreda e Ruggiero (2006) também 

destacam a resistência das enzimas neste ambiente contra a proteólise, 

desnaturação térmica e química. O mecanismo exato pelo qual as enzimas são 

imobilizadas e consequentemente, estabilizadas em solos não está completamente 

esclarecido. 

 

Figura 1 – Enzima extracelular fisicamente protegida por colóides do solo 

 

                   Fonte: Bakshi, Varma (2011) 

Minerais de Argila 

Enzimas 

Substratos 
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3.2.1 Importância Ecológica e Biotecnológica 

 

O número de enzimas presentes no solo é inestimável, sendo que 

pelo menos 500 devem ter papel crucial em ambos os ciclos de Carbono e 

Nitrogênio (GIANFREDA; RUGGIERO, 2006). São predominantemente de origem 

microbiana (GRÉGGIO; NAHAS, 2007; CENCIANI et al.,2011; KUJUR; GARTIA; 

PATEL, 2012), sendo as extracelulares a primeira forma pela qual os micro-

organismos degradam compostos orgânicos complexos em pequenas moléculas 

que possam ser assimiladas, e portanto, as principais mediadoras dos processos 

biológicos microbianos neste ambiente (ALLISON; VITOUSEK, 2005; MARX, 2005; 

WALLENSTEIN; WEINTRAUB, 2008; BALDRIAN, 2009; GEISSELER; HORWATH, 

2009). 

As enzimas presentes no solo participam em reações de adsorção, 

oxidação, redução, hidrólise e complexação (STARK et al. 2008; CENCIANI et 

al.,2011). Estão envolvidas na degradação de paredes celulares de micro-

organismos e plantas, na geração de húmus, mineralização do nitrogênio, fósforo, 

enxofre entre outros elementos (GIANFREDA; RUGGIERO, 2006; ALLISON et al., 

2007; BALDRIAN, 2009) bem como na estabilização das estruturas física e química 

do solo (STARK et al.,2008; RATH; MISHRA; MOHANTY, 2010). 

Enquanto celulases e quitinases estão entre as principais envolvidas 

na decomposição de matéria orgânica em solos (GIANFREDA; RUGGIERO, 2006; 

BAKSHI, VARMA, 2011; SHI, 2011) as proteases são certamente as principais 

responsáveis pela mineralização do nitrogênio (MAKOI; NDAKIDEMI, 2008; 

SARDANS; PEÑUELAS; ESTIARTE, 2008; BAKSHI; VARMA, 2011; BRZOSTEK; 

FINZI, 2011). 

São sugeridas diversas razões biotecnológicas para avaliação das 

enzimas do solo: podem ser utilizadas como informativo do potencial bioquímico e 

como indicadoras da qualidade (NIELSEN; WINDING, 2002; SAJJAD; LODHI; 

AZAM, 2002; CALDWELL, 2005; BALDRIAN, 2009; ALOTAIBE; SCHOENAU, 2011; 

CORDEIRO; CORÁ; NAHAS, 2012; KUJUR; GARTIA; PATEL, 2012). A atividade 

enzimática do solo pode ser utilizada também como parâmetro de avaliação dos 

efeitos da adição de resíduos ao solo (SAJJAD; LODHI; AZAM, 2002; CAYUELA; 

SINICCO; MONDINI 2009; SINEGANI; MAHOHI, 2010; CENCIANI et al., 2011; 
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PRADEEP; NARASIMHA, 2011) e como medida da disponibilidade nutricional neste 

ambiente (TEJADA; HERNANDEZ; GARCIA, 2006; CAYUELA; SINICCO; MONDINI 

2009; SHI, 2011), respondendo mais rapidamente a perturbações do que outros 

parâmetros disponíveis (CHANG; CHUNG; TSAI, 2007; BAKSHI; VARMA, 2011). 

Wick et al. (2002) em estudo com diferentes solos, verificaram que 

os parâmetros utilizados, entre eles a quantificação da enzima protease, foram 

indicadores sensíveis na avaliação da qualidade do solo. Caldwell (2005), Baldrian 

(2009) e Cordeiro, Corá, Nahas (2012) destacam o monitoramento enzimático como 

ferramenta útil na avaliação da diversidade funcional das comunidades microbianas 

do solo. Dentre os países europeus que adotam comumente o monitoramento 

enzimático nos programas de avaliação de solos, está a República Tcheca e Áustria 

(NIELSEN; WINDING, 2002). 

 

3.2.2 Regulação da Atividade Enzimática  

 

A atividade de qualquer enzima no solo é resultado da sua 

persistência, estabilização, regulação e comportamento catalítico (Figura 2). Estes 

processos estão dinamicamente interligados e são influenciados por alterações nas 

características físicas, químicas e biológicas do solo (GIANFREDA; RUGGIERO, 

2006).  

Fatores como pH, temperatura, estrutura do solo (PAVEL; DOYLE; 

STEINBERGER, 2004; GIANFREDA; RUGGIERO, 2006), teor de dióxido de 

carbono atmosférico (BURNS et al., 2013) e teor de C e N  (GIANFREDA; 

RUGGIERO, 2006) influenciam diretamente a atividade enzimática em solo. Estão 

ainda, positivamente relacionadas com o teor de matéria orgânica (GRÉGGIO; 

NAHAS, 2007; SHI, 2011). 

Conforme Shackle, Freeman, Reynolds (2000), três fatores 

principais atuam quantitativamente sobre a disponibilidade de enzimas ativas no 

solo: presença de substratos apropriados para os micro-organismos presentes, 

crescimento/aumento da população microbiana, ou ainda, enzimas extracelulares 

inicialmente imobilizadas tornam-se ativas.  
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A quantidade de enzimas ativas disponíveis deve diminuir quando 

nutrientes simples estão presentes e deve ser estimulada pela presença dos 

substratos complexos os quais degradam (ALLISON; VITOUSEK, 2005; 

GEISSELER; HORWATH 2009; HERNÁNDEZ; HOBBIE, 2010; SHI, 2011). 

Conforme Burns (2013), em geral, aumentos na temperatura do solo 

tendem a aumentar a atividade enzimática. O efeito mais imediato de um aumento 

na temperatura do solo sobre a atividade enzimática é o de acelerar a velocidade 

com a qual enzimas e substratos colidem para formação do complexo enzima-

substrato (BRZOSTEK E FINZI, 2011). 

 Enzimas hidrolíticas do solo apresentam temperatura ótima de 10 a 

15 °C acima do que aquelas observadas em solução, o que pode ser atribuído ao 

fato de estarem geralmente protegidas por coloides (TRASAR-CEPEDA; GIL-

SOTRES; LEIRÓS, 2007). 

Dificilmente se observa a ação de um único fator sobre a atividade 

enzimática do solo em um ambiente natural. Desta forma, o estudo de qualquer 

enzima do solo sob influência de uma única fonte de variação pode levar a 

estimativas inadequadas de sua atividade (DIELEMAN et al., 2012). 

Assim como a atividade e diversidade microbiana, as atividades 

enzimáticas geralmente decrescem com a profundidade do solo (GIANFREDA; 

RUGGIERO, 2006; GRÉGGIO; NAHAS, 2007). Facci (2008), por exemplo, 

encontrou maior atividade celulolítica na camada superficial do solo (0-10 cm) em 

relação a outras camadas. A mesma profundidade foi apontada por Silva e Melo 

(2004) como sendo a de maior atividade proteolítica e por Rodríguez-Kábana e 

colaboradores (1983) como sendo a de maior atividade quitinolítica. 

Burns et al. (2013) e Gianfreda e Ruggiero (2006) apresentam 

revisão completa sobre os fatores determinantes na atividade enzimática em solos. 
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Figura 2 – Dinâmica da atividade enzimática em solos 

 

Fonte: Adaptado de Gianfreda e Ruggiero (2006) 

 

3.3 PAPEL DO ENRIQUECIMENTO ORGÂNICO NA DIVERSIDADE MICROBIANA E NA 

ATIVIDADE ENZIMÁTICA EM SOLOS 

 

O enriquecimento de solos com material orgânico tem sido 

associado a propriedades desejáveis, como alta capacidade de retenção de água, 

menor compactação e agregação física das partículas, estabilização do pH, entre 

outras (ROSA, 2006), garantindo melhoria da fertilidade, proteção ambiental e 

reciclagem de nutrientes (MONDINI; SINICCO; CAYUELA, 2010). 

Os efeitos do enriquecimento de solos estão relacionados à 

composição e qualidade dos materiais empregados (GIANFREDA; RUGGIERO, 

2006; CAYUELA; SINICCO; MONDINI, 2009; FUKA et al., 2009; HERNÁNDEZ; 

HOBBIE, 2010), podendo afetar principalmente a diversidade e composição das 

populações microbianas (ROS et al., 2006; TEJADA; HERNANDEZ; GARCIA, 2006; 

FUKA et al., 2009) bem como a produção, abundância e persistência  de enzimas no 

solo (FERNANDES; BETTIOL; CERRI, 2005; GIANFREDA; RUGGIERO, 2006; 

IYYEMPERUMAL; SHI, 2008; SINEGANI; MAHOHI, 2010). 
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Diferentes mecanismos atuam na regulação da atividade enzimática 

em solo. Hernández e Hobbie (2010) propõem dois modelos possíveis para explicar, 

por exemplo, como a composição de um material pode afetar a atividade de enzimas 

extracelulares no solo. Um deles baseia-se na ideia de estimulação, ou seja, a 

adição de um dado material estimula somente a atividade das enzimas capazes de 

degradá-lo, tendo pouco ou nenhum efeito sobre outras. De acordo com os autores, 

essa estimulação pode se pronunciar inicialmente numa alteração da comunidade 

microbiana especifica.  

O outro modelo implica na relação entre a atividade enzimática e a 

disponibilidade de nutrientes, onde a carência de fontes de C e N assimiláveis leva a 

diminuição da atividade enzimática, enquanto o suprimento destas fontes ao solo 

implica em aumento da atividade de enzimas, de maneira inespecífica. Em qualquer 

dos modelos, a composição, quantidade e diversidade de substratos adicionados ao 

solo possui grande efeito sobre a comunidade microbiana e sua funcionalidade 

(HERNÁNDEZ; HOBBIE, 2010). 

 

3.4  PROSPECÇÃO DE MICRO-ORGANISMOS EM SOLOS 

3.4.1 Potencial Biotecnológico 

 

Os principais instrumentos disponíveis para o desenvolvimento de 

produtos biotecnológicos são os organismos e sua diversidade metabólica. As 

pesquisas e descobertas em biotecnologia iniciam-se com a utilização de material 

biológico apropriado, segue através da triagem de atributos desejáveis e seleção 

dos melhores candidatos identificados, e culmina com o desenvolvimento de um 

produto ou processo (BULL, WARD, GOODFELLOW, 2000). O conhecimento sobre 

a diversidade de organismos existentes no planeta Terra ainda é limitado, 

excetuando-se aquele relacionado aos grandes animais e plantas. Neste sentido, o 

conhecimento sobre a diversidade microbiana vem sendo dramaticamente 

modificado através dos estudos de diversidade molecular – DNA – em 

ecossistemas.  
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Micro-organismos são adaptados a diferentes condições climáticas, 

temperatura, salinidade, entre outros fatores, os quais influenciam em sua atividade 

e distribuição. Em função desta diversidade metabólica, da facilidade de seu cultivo 

em meios de baixo custo e da suscetibilidade para manipulação (genética ou 

ambiental), estes organismos podem ser explorados como fonte de enzimas e outros 

metabólitos de interesse industrial (SHARMA et al, 2001; STEELE et al., 2008; MAK; 

LEUNG; QIN, 2009). Dentre os vários micro-organismos, bactérias muitas vezes 

apresentam maior taxa de crescimento do que fungos, permitindo entre outras 

vantagens, uma maior produção de metabólitos (MAKI; LEUNG; QIN, 2009). 

As manipulações ambientais ou genéticas têm grande influência no 

potencial biotecnológico de micro-organismos (HERNÁNDEZ; HOBBIE, 2010; 

KIELAK, 2013) tendendo ao aumento do rendimento das células, acarretando, por 

exemplo, em um aumento da produção enzimática. Ferramentas modernas da 

biologia molecular vêm alterando ainda mais o potencial biotecnológico da 

exploração da biodiversidade. A engenharia metabólica vêm trazendo novas 

possibilidades, linearizando vias e canalizando fluxos,  buscando maior eficiência 

nos processos metabólicos, entretanto ainda em escala experimental (CHENG; LU, 

2012).   

 

3.4.2 Isolamento de Micro-organismos 

 

Em ambientes naturais como o solo, os micro-organismos ocorrem 

quase sempre em uma população mista. Para avaliar as propriedades de um 

organismo definido fora de uma população mista, uma cultura pura é necessária. 

Técnicas de enriquecimento prévio do solo e meios de cultura têm sido usadas com 

sucesso para isolar e identificar micro-organismos com funções específicas. Essas 

técnicas têm a vantagem de estimular os micro-organismos com potencial de 

utilização do composto adicionado, como fonte de nutrientes, dando-lhes uma 

vantagem seletiva frente aos outros micro-organismos ali presentes (KUMAR; 

TAKAGI, 1999; MELO; AZEVEDO, 2008).  
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De acordo com Sinegani e Mahohi (2010) o enriquecimento orgânico 

em solo ocasiona aumento do número de bactérias cultiváveis. Para Nacke e 

colaboradores (2012), micro-organismos isolados de solo têm sido a maior fonte 

para obtenção de biomoléculas de importância industrial, como por exemplo, as 

enzimas. 

 

3.5 ENZIMAS DE INTERESSE BIOTECNOLÓGICO 

A utilização de catalisadores enzimáticos nos mais diferentes ramos 

industriais tem sido uma tendência cada vez maior, por características como 

segurança ambiental, eficiência, seletividade, entre outras. O mercado global de 

enzimas industriais está estimado em 3,3 bilhões de dólares anuais (2010), com 

expectativa de crescimento de 6,6 % ao ano, podendo alcançar 4,4 bilhões de 

dólares em 2015 (BINOD et al., 2013).  

O mercado se encontra dividido em três grandes segmentos, o de 

enzimas técnicas (constituído pelas indústrias de detergente, amido, têxtil, álcool 

combustível, polpa de papel e celulose e couro); alimentação e bebidas; e 

alimentação animal (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002; MUSSATTO; 

FERNANDES; MILAGRES, 2007).   

Atualmente cerca de 4000 enzimas são conhecidas mundialmente, e 

destas, aproximadamente 200 são utilizadas comercialmente, sendo a grande 

maioria de origem microbiana (SHARMA et al., 2001). Estas enzimas agrupam-se 

em diferentes classes, sendo que as hidrolases (75 % do mercado) e dentre estas 

as proteases, representam a maior fração do mercado global de enzimas.  

No entanto, a tendência é de mudança neste quadro em função da 

crescente demanda por enzimas que possam ser utilizadas, por exemplo, em 

processos de biorremediação, tratamento de efluentes industriais, química fina e na 

hidrólise de biomassa vegetal para produção de bicombustíveis (KIRK; BORCHERT; 

FUGLSANG, 2002; HAKI; RAKSHIT, 2003; CORREIA, 2010; RAY, 2012). 

 

 



32 
 

 

3.5.1 Proteases  

 

As proteases (E.C.3.4.) catalisam a hidrólise de proteínas através da 

clivagem de ligações peptídicas, por isso também designadas como peptidases. As 

peptidases extracelulares são responsáveis pela absorção dos produtos de hidrólise 

pelas células enquanto as intracelulares possuem papel vital na regulação do 

metabolismo (RAO et al., 1998; GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). 

Considerando que as proteases são fisiologicamente necessárias à 

sobrevivência de todos os seres vivos, elas podem ser obtidas de diferentes fontes, 

como plantas, animais e micro-organismos. As proteases produzidas por plantas 

requerem um processo de obtenção mais demorado, pois dependem da 

disponibilização de área para cultivo e também das condições climáticas favoráveis. 

Já as proteases de origem animal dependem da disponibilidade de animais para o 

abate, tornando o processo economicamente inviável. Desta forma, as proteases 

provenientes de micro-organismos são preferidas (RAO  et al .,1998; CHERRY; 

FIDANTSEF, 2003; RAY, 2012) . 

Proteases (peptidases) de origem microbiana podem ser 

classificadas quanto a natureza do sitio ativo: serina protease (EC. 3.4.21), cisteína 

protease (EC 3.4.22), aspartil proteases (EC 3.4.23) ou metaloprotease (EC 3.4.24) 

(NASCIMENTO; MARTINS, 2004); quanto ao modo de atuação: exo e 

endopeptidases (HAKI; RAKSHIT, 2003); ou ainda quanto a característica catalítica, 

em: ácidas, neutras, alcalinas, e termoestáveis (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). 

 

3.5.1.1 Proteases bacterianas 

 

Entre as proteases microbianas, as de origem bacteriana certamente 

são as de maior relevância, e neste grupo, representantes do gênero Bacillus spp. 

são os maiores produtores das proteases extracelulares utilizadas comercialmente 

(NASCIMENTO; MARTINS, 2004; UYAR; BAYSAL, 2004 ; JOO; CHANG, 2005). Beg 

e Gupta (2003) destacam 4 espécies: Bacillus subtilis, B. amyloliquefacies, B. 

thermoproteolyticus e B. licheniformis.  
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De acordo com Koka e Weimer (2000) proteases podem ser também 

produzidas por espécies de Pseudomonas, os autores citam a bactéria 

Pseudomonas fluorescens, cujas proteases são resistentes ao tratamento de 

pasteurização do leite. 

Dentro dos actinomicetos, cita-se a espécie Streptomyces, capaz de 

degradar macromoléculas em solos, sendo eficiente na quebra de proteínas. É o que 

destaca De Azeredo e colaboradores (2004) em estudo de uma protease termofílica 

proveniente de um representante deste gênero, isolado do solo do cerrado brasileiro. 

Fuka e colaboradores (2009) também sugerem as bactérias como a principal fonte de 

proteases extracelulares no solo, particularmente metaloproteases neutras e as 

serina-proteases. 

Particularmente, as bactérias termofílicas produtoras de proteases 

são de grande interesse e têm se tornado cada vez mais úteis para aplicações 

comerciais. (HAKI; RAKSHIT, 2003; RAY, 2012). Até o momento, poucas bactérias 

termofílicas produtoras de protease foram isoladas, sendo que a primeira reportada 

foi Bacillus stearothermophilus, apresentando-se estável à 60 °C. Entre potenciais 

gêneros termófilos produtores desta enzima destaca-se Pyrococcus (Pyrococcus sp. 

KODI / 100 °C), Thermococcus (Thermococcus litoralis / 85°C; Thermococcus 

aggreganes / 90°C; Thermococcus celer  / 95  °C) (HAKI; RAKSHIT, 2003). 

 

3.5.1.2 Aplicações 

 

As enzimas proteolíticas constituem um dos mais importantes grupos 

de enzimas produzidas comercialmente (UYAR; BAYSAL, 2004; RAY, 2012) 

representando 60 % do mercado de enzimas, dos quais 40 % correspondem às 

proteases de origem microbiana.  

As proteases bacterianas apresentam inúmeras aplicações, 

principalmente as provenientes de Bacillus, que possuem alta capacidade de 

produção de proteases alcalinas. Estas fazem parte de 20% do mercado de enzimas, 

com predominante aplicação em detergentes (GUPTA; BEG, 2002; JOO; CHANG, 

2005). 
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Outras importantes aplicações de proteases incluem: indústria de 

alimentos; indústria farmacêutica; produção de couro; degomagem da seda; 

recuperação, solubilização bem como elucidação estrutural de proteínas; e gestão 

de resíduos industriais e domésticos (RAO et al.,1998; GUPTA; BEG; LORENZ, 

2002; UYAR; BAYSAL, 2004; RAY, 2012). 

 

3.5.1.2.1 Indústria de detergentes 

 

A primeira protease bacteriana comercializada entrou no mercado 

em 1959, obtida a partir do cultivo de Bacillus sp. pela Novozymes, na Dinamarca, e 

a utilização destas enzimas como aditivo em detergentes teve início na década de 

1960. A partir daí, seu desenvolvimento e expansão comercial foram estimulados 

(UYAR; BAYSAL, 2004; RAY, 2012). 

Proteases são um dos ingredientes padrão de todos os tipos de 

detergentes, que vão desde aqueles usados em lavanderia, indústrias, hospitais até 

aqueles utilizados na limpeza de lentes de contato e próteses. Essa aplicação deve-

se principalmente, à especificidade dessas enzimas em relação a alguns substratos 

constituintes do material a ser removido (RAO et al., 1998; CHERRY, FIDANTSEF, 

2003).  

Para este fim, a enzima deve resistir à presença de compostos 

iônicos e não iônicos, surfactantes, clarificantes e agentes quelantes (RAO et 

al.,1998; GUPTA; BEG; LORENZ, 2002; RAY, 2012). As enzimas usadas como 

aditivos em detergentes são predominantemente alcalinas e termoestáveis, uma vez 

que o pH dos detergentes varia de 9,0 a 12,0 e a temperatura de lavagem de 50 ºC 

a 70 ºC (BEG; GUPTA, 2003). A estabilidade das proteases utilizadas na indústria 

de detergentes é aumentada utilizando técnicas de engenharia genética (GUPTA; 

BEG; LORENZ, 2002).  
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3.5.1.2.2 Indústria de alimentos 

 

No setor de alimentação, as proteases são o grupo de enzimas com 

maior aplicação, possuindo papel fundamental na fabricação de cervejas, na 

maturação de queijos, no amaciamento de carnes, na produção de hidrolisados 

funcionais, na panificação, na fabricação de adoçantes artificiais como o aspartame, 

entre outras (RAO et al.,  1998; RAY, 2012). 

Na indústria de laticínios, é empregada na fabricação de queijo, onde 

contribui para o desenvolvimento do sabor, aroma e textura. Na panificação e na 

produção industrial de biscoitos, são utilizadas para hidrolisar o glúten e no caso de 

biscoitos tornam a massa adequada às etapas de laminação, formação e cozimento, 

podendo ser usadas para substituir o bissulfito de sódio, produto químico 

comumente utilizado no processo (RAO et al., 1998; GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). 

 

3.5.1.2.3 Protease como agente de modificação de proteínas  

  

A aplicação de hidrólise enzimática às proteínas tem sido uma das 

principais áreas de pesquisa. As proteínas podem ter a sua funcionalidade tanto 

incrementada quanto diminuída, dependendo do grau de hidrólise aplicado. O uso 

das enzimas proteolíticas permite a produção de hidrolisados protéicos com 

diferentes estruturas moleculares, contribuindo para o desenvolvimento de 

características específicas, funcionais ou nutritivas (RAO et al., 1998; FURTADO et 

al., 2001; RAY, 2012). Hidrolisados de proteínas podem ser incorporados, por 

exemplo, em produtos dietéticos, suplementos e agentes flavorizantes. 

As proteases bacterianas possuem importante aplicação na hidrólise 

de proteínas de soja, tornando-as solúveis para a utilização em bebidas, agregando 

valor nutritivo a estas. (RAO et al., 1998; GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). Outros 

hidrolisados de proteínas comerciais são derivados da caseína e do soro de leite 

(GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). A utilização de protease para a produção de um 

hidrolisado de resíduo de atum foi estudada com o objetivo de solubilizá-lo para a 

utilização como fonte protéica em rações animais (GUERARD; GUIMAS; BINET, 

2002).  
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3.5.1.2.4 Indústria farmacêutica 

A diversidade e especificidade de proteases são aproveitadas para o 

desenvolvimento de produtos de uso medicinal, agentes terapêuticos e auxiliares 

digestivos. Neste caso é requerido um alto grau de pureza das proteases (RAO et 

al., 1998). É citado a utilização dessas enzimas, por exemplo, no tratamento de 

queimaduras, feridas, carbúnculos, furúnculos, abscessos profundos e ulcerações 

da pele (RAY, 2012). 

 

3.5.1.2.5 Indústria de couros 

 

As proteases encontram aplicação nas várias fases do 

processamento de couros. Na fase inicial de limpeza, se fazem necessárias para 

remoção de pêlos enquanto nas fases finais são utilizadas na degradação parcial da 

queratina e elastina (LIM et al., 2001; RAY, 2012). Macedo e colaboradores (2005) 

descreveram uma nova protease de Bacillus subtilis capaz de promover a depilação 

de peles bovinas sem causar dano ao colágeno. Tecnologicamente e 

ecologicamente, a depilação enzimática tem sido considerada a melhor alternativa 

para o processo.  

A seleção de enzimas com especificidade para os substratos como 

elastina e queratina pode diminuir a quantidade de enzima utilizada no processo de 

depilação, reduzir a formação de resíduos, bem como o consumo de energia (RAO et 

al., 1998; RAY, 2012).  Gupta, Beg e Lorenz (2002) citam a utilização das proteases 

alcalinas das bactérias B. subtilis e B. amyloliquefaciens neste processo. 

 

3.5.1.2.6 Recuperação da prata 

 

Os resíduos de prata gerados nos processos fotoquímicos em 

hospitais, clínicas de radiolologia, laboratórios fotográficos, indústrias e gráficas 

devem ser recuperados antes da disposição dos efluentes.  Esses resíduos (na 

forma de filmes) contêm 1,5-2,0 % de prata agrupados em camada gelatinosa 
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(material protéico), que podem e devem ser recuperados. Convencionalmente, esta 

recuperação é realizada pela queima destes resíduos, o que provoca poluição 

ambiental. Uma vez que a prata é ligada a gelatina, é possível extrair a prata a partir 

da degradação da camada proteica com a utilização de proteases (GUPTA; BEG; 

LORENZ, 2002). 

 

3.5.2 Celulases 

 

A celulose é o principal produto da fotossíntese em ambientes 

terrestres e o recursos renovável mais abundantes na biosfera (100 bilhões de 

toneladas secas / ano) (PERCIVAL ZHANG et al., 2006) compreendendo (40-50 %) 

da madeira em árvores e em outros tecidos vegetais. O seu conteúdo varia entre 

20% em algumas gramíneas para mais de 90 % na fibra de algodão (BAYER; 

LAMED, 1992). Nas plantas, a celulose esta associada a outros biopolímeros, como 

hemiceluloses, pectinas e ligninas, o que remete à designação de materiais 

lignocelulósicos (DESVAUX, 2005).  

Em termos estruturais, é um polissacarídeo formado por unidades 

residuais de β-D-glicose, que interagem entre si por ligações β-1,4 mantendo uma 

estrutura linear e plana, sendo a celobiose, o dissacarídeo 4-O-β-D-glicopiranosil-D-

glicopiranose, a unidade repetitiva do polímero (Figura 3). As cadeias se alinham de 

modo a formar fibrilas complexamente organizadas, as quais são estabilizadas entre 

si por ligações de hidrogênio intercadeias, que individualmente são fracas, mas 

coletivamente resultam em uma força significativa (BAYER; LAMED, 1992).  

 Figura 3 – Representação parcial da estrutura química da celulose 

 

                 Fonte: Bayer e Lamed (1992) 
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A celulose apresenta alto grau de polimerização e elevado peso 

molecular, principalmente em sua forma cristalina, conferindo alta resistência ao 

rompimento de suas ligações por substâncias químicas. Desta forma a molécula é 

altamente estável apresentando um tempo de meia vida de 5–8 milhões de anos 

(PERCIVAL ZHANG et al., 2006). 

A estrutura da celulose pode ser clivada por intermédio de enzimas 

que reconheçam ligações β-1,4 entre moléculas de glicose, denominadas celulases. 

Estas enzimas são fundamentais para a obtenção dos monossacarídeos 

componentes do biopolímero celulose, possibilitando sua utilização como fonte de 

carbono e a ciclagem do elemento carbono na biosfera (BAYER et al, 1998; 

PERCIVAL ZHANG et al., 2006).    

A utilização de celulases na hidrólise da celulose ocorre em 

condições mais brandas de pressão, temperatura e pH do que os processos 

químicos, e exibe elevada especificidade, eliminando a ocorrência de substâncias 

tóxicas como furfurais e derivados de lignina (BHAT, 2000; LYND et al., 2002). 

Pertencentes a família das glicosil hidrolases, as celulases hidrolizam 

oligossacarídeos e/ou polissacarídeos (BAYER et al. 1998), e são classificadas de 

acordo com suas diferentes formas de ação. São produzidas como um sistema 

multienzimático, compreendendo basicamente 3 enzimas que agem sinergicamente 

na hidrólise da celulose: endoglucanases (E.C. 3.2.1.4), exoglucanases ou 

celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), e β- Glicosidases  (EC 3.2.1.21) (PERCIVAL 

ZHANG et al., 2006; SHI, 2011). 

 

3.5.2.1 Celulases bacterianas 

 

Entre bactérias, existe a presença de micro-organismos 

decompositores da celulose tanto aeróbios como anaeróbios (LYND et al., 2002), 

havendo  uma diferença entre as estratégias de utilização do polímero pelos dois 

grupos. Micro-organismos anaeróbios não liberam as enzimas no meio extracelular e 

sim mantém um sistema enzimático complexo denominado Celulossomos, termo 

introduzido primeiramente  a  partir  do  estudo  da  bactéria  anaeróbica  Clostridium 

thermocellum (DESVAUX, 2005).   
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As bactérias que apresentam metabolismo aeróbio produzem 

grandes quantidades de enzimas extracelulares, podendo ser produzidas e 

recuperadas em curtos períodos de tempo. A maioria das bactérias celulolíticas do 

solo (Bacillus, Micromonospora, Themobifida) também são produtoras de metabólitos 

secundários e endosporos, habilidades importantes que conferem vantagens 

seletivas na natureza (LYND et al., 2002).  

Entre as bactérias aeróbias, os seguintes gêneros são descritos 

como produtores de celulases: Cellulomonas, várias espécies de Bacillus, como B. 

subtilis, B. polymyxa, B. brevis, B. licheniformis e B. cereus (SINGH; HAYASHI, 

1995).  Dentre as bactérias anaeróbias estão os gêneros Acetivibrio, Clostridium e 

Ruminococcus   (LYND et  al., 2002; DESVAUX, 2005).  

Celulases termoestáveis  incluem as provenientes de Pyrococcus 

Horikoshi e Pyrococcus furiousus, que apresentam temperaturas ótimas de catálise  

de 97°C e 102-105 °C, respectivamente (HAKI; RAKSHIT, 2003). Na ordem 

Actinomycetales (actinomicetos), destacam-se as espécies termofílicas 

Thermomonospora e Thermoactinomyces e a mesofílica Streptomyces. Ambas 

correspondem à fração da comunidade microbiana responsável pela degradação 

lignocelulósica, sendo a ação de suas enzimas comparada às celulases fúngicas 

(SINGH; HAYASHI, 1995; LYND et al., 2002).  

 

3.5.2.2 Aplicações 

 
 

Celulases têm sido indispensáveis nas indústrias de alimentos, 

têxteis, de detergentes, e na indústria de papel. São empregadas em detergentes 

proporcionando brilho e maciez às roupas; na indústria têxtil é responsável pelo 

processo de bioestonagem do jeans, na indústria de alimentos, são utilizadas na 

extração de corantes e na melhoria da qualidade nutricional (HAKI; RAKSHITM, 

2003; MUSSATO; FERNANDES; MILAGRES, 2007). Atualmente essas enzimas têm 

despertado grande interesse na produção de bioetanol a partir da hidrólise de 

materiais lignocelulósicos (PERCIVAL ZHANG et al., 2006; MAKI; LEUG; QIN, 2009). 
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3.5.2.2.1 Hidrólise de materiais lignocelulósicos visando a produção de etanol  

 

Com a escassez de combustíveis fósseis e a necessidade de fontes 

alternativas de energia renovável, há um interesse na bioconversão de biomassa 

lignocelulósica utilizando celulases em conjunto com outras enzimas (SUKUMARAN; 

SINGHANIA; PANDEY, 2005).   

Percival Zhang e colaboradores (2006) destacam a procura mundial 

por processos de hidrólise enzimática de materiais lignocelulósicos, buscando 

açúcares fermentáveis para a produção de bioetanol em larga escala. De acordo com 

Mussato, Fernandes e Milagres (2007) o bioetanol é considerado mais potente que o 

álcool comum e até 20% menos poluente. 

Entretanto, os custos para produção das enzimas aplicadas na 

produção de bioetanol deve ser reduzido e sua eficiência aumentada, a fim de tornar 

o processo viável em larga escala (SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 2005). De 

acordo com Haki, Rakshit (2003) a utilização de celulases na produção de bioetanol é 

responsável por até 40% do custo total. As pesquisas para a produção e 

desenvolvimento de celulases mais eficientes, usando técnicas de engenharia 

genética, é um dos ramos que tem demonstrado avanços significativos (GRAY; 

ZHAO; EMPTAGE, 2006). 

 

3.5.2.2.2 Indústria de alimentos 

 
Em conjunto com pectinases, as celulases são utilizadas em 

processos de maceração para extração de sucos de frutas e óleo  de  sementes  

(BHAT, 2000; KIRK, 2002) como óleo de oliva  e também nos processos de filtração e 

clarificação. Dentre as celulases destacam-se as β-glicosidases, que são aplicadas 

em processos de vinificação para a liberação de compostos aromáticos (terpenos, 

compostos fenólicos) com capacidade antioxidante e flavorizante (DAROIT et al., 

2007) e  as glucanases que são utilizadas no melhoramento do malte da cevada 

durante a produção da cerveja. São utilizadas também na extração de carotenóides 

para produção de corantes de alimentos (SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 

2005). 
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O uso de celulases no processamento de rações também é 

pronunciado, onde proporciona melhorias na digestibilidade e consequentemente no 

desempenho produtivo do animal . Segundo Bhat (2000) a indústria de alimentação 

animal movimenta um mercado superior a 50 bilhões de dólares em todo mundo.  

 

3.5.2.2.3 Indústria de polpa de celulose e papel 

 
 

São utilizadas no refino da polpa de celulose, removendo, por 

exemplo, os materiais lenhosos que dificultam o processo, aumentando assim a 

velocidade de fabricação do papel. Neste ramo destaca-se sua aplicação na 

fabricação de papel reciclado, pois sua ação enzimática  colabora  no  processo  de 

despigmentação  da  matriz  celulósica,  permitindo  o  aumento  da  drenagem  da 

água presente na polpa para a formação das folhas  de papel  (PELACH et al., 2003). 

A enzima é empregada na fabricação de papel macio, incluindo guardanapos, 

toalhas e papel sanitário (SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 2005). 

 
 

3.5.2.2.4 Indústria têxtil e lavanderia 

 
 

 Na indústria têxtil, as celulases são aplicadas no processo de 

bioestonagem do jeans, substituindo as chamadas pedra-pomes que quando 

utilizadas danificam as fibras do tecido (MUSSATO; FERNANDES; MILAGRES, 

2007). Outros benefícios presentes com a adição de celulases são a redução do 

tempo de uso das máquinas envolvidas na estonagem, aumento da produtividade, 

melhorias nas condições de segurança no ambiente de trabalho e condições de 

automação do processo (BHAT, 2000; KIRK et  al., 2002;  CHEN et al., 2007). 

Na lavagem de roupas em lavanderias, as celulases atuam na 

restauração da cor e brilho de roupas de algodão tecido, como também na remoção 

de microfibras desfiadas de algodão, formadas depois de repetidas lavagens (KIRK et 

al., 2002; SUKUMARAN; SINGHANIA; PANDEY, 2005; CHEN et al., 2007).  

De acordo com Haki, Rakshit (2003) este processo de biopolimento 

do algodão requer celulases em altas temperaturas.  
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3.5.3 Quitinases 

 

A quitina (Figura 4) é um homopolímero linear, insolúvel, formado por 

unidades de N-acetil-D-glicosamina unidas por ligações glicosídicas do tipo β-1,4. É 

um dos mais abundantes polissacarídeos na natureza (segundo biopolímero mais 

abundante, depois da celulose), comum no exoesqueleto de insetos, carapaça de 

crustáceos e parede celular de fungos e algas (FELSE; PANDA, 2000; PATIL; 

GHORMADE; DESHPANDE, 2000; WANG et al., 2002; GUO; CHEN; LEE, 2004; 

SATO et al., 2010). A abundância e distribuição global da quitina a torna uma 

renovável fonte de carbono e nitrogênio (HUANG; CHEN; SU, 1996). 

Todos os organismos que contêm quitina também contêm quitinases 

(CE 3.2.1.14), sendo necessárias para a morfogênese da parede celular e 

exoesqueleto (FELSE; PANDA, 2000; WANG et al, 2002). Essas enzimas são 

capazes de hidrolisar a quitina aos seus oligômeros e monômeros, através da 

clivagem das ligações β-1,4-glicosídicas presentes no polímero (GUO; CHEN; LEE, 

2004).  

Todas as quitinases conhecidas pertencem a famílias de glicosil 

hidrolases (KIELAK et al., 2013) e são divididas em duas classes principais: 

endoquitinases e exoquitinases. As endoquitinases hidrolisam aleatoriamente a 

cadeia linear interna da quitina, enquanto as exoquitinases atuam progressivamente 

nos terminais não redutores da quitina, catalisando a liberação sucessiva de di-

acetilquitobiose sem produzir monossacarídeos ou oligossacarídeos (FELSE; 

PANDA, 2000).A completa hidrólise de quitina para libertar N-acetilglicosamina é 

realizada por um sistema quitinolítico, cuja ação é conhecida por ser sinérgica e 

seqüencial (PATIL; GHORMADE; DESHPANDE, 2000). 

Alguns organismos que não contém quitina em sua estrutura também 

produzem quitinases, neste caso por propósitos nutricionais e/ou defensivos, como, 

por exemplo, uma ampla variedade de bactérias e plantas (WANG et al, 2002). A 

atividade quitinolítica em soro humano também já foi descrita, sendo sugerida como 

mecanismo de defesa contra patógenos fúngicos (GUO; CHEN; LEE, 2004).  
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Figura 4 – Representação parcial da estrutura química da quitina 

 

        Fonte: Gooday (1990) 

 

3.5.3.1 Quitinases Bacterianas 

 

Bactérias estão entre os principais micro-organismos degradadores 

de quitina em ecossistemas naturais como o solo, podendo usá-la como fonte 

energética e nutritiva (KIELAK et al., 2013). Para estes micro-organismos, as 

quitinases desempenham também importante função nas relações de parasitismo 

(PATIL; GHORMADE; DESHPANDE, 2000). 

A maioria das quitinases bacterianas já identificadas está atribuída 

ao grupo A da família 18 das glicosil hidrolases, considerado o grupo mais 

abundante no ambiente. Além disso, esse grupo é caracterizado pelo bom 

funcionamento em pHs elevados, encontrando aplicações na agricultura e indústria. 

Entretanto, atualmente são poucos os exemplos de quitinases de origem bacteriana 

que estão comercialmente disponíveis. Estão disponíveis hoje as provenientes de 

Bacillus, Serratia e Streptomyces (KIELAK et al., 2013). 

De acordo com Gooday (1990) bactérias quitinolíticas podem ser 

facilmente isoladas do solo, sendo que o número e tipos relatados variam com o tipo 

de solos e método de isolamento empregado. O pH e a umidade do solo parecem 

ter fortes efeitos sobre a comunidade microbiana quitinolitica, sendo que em solos 

neutros ou alcalinos de alta umidade, as bactérias são o grupo dominante na 

degradação da quitina (DE BOER; GERARDS; GUNNEWIEK, 1999). 
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Quitinases são produzidas por uma série de bactérias Gram 

positivas e Gram negativas, mas não por Arqueobactérias (GOODAY, 1990). Entre 

as bactérias produtoras de quitinase já isoladas de solo citam-se os gêneros 

Aeromonas, Serratia, Bacillus, Pseudomonas (GOODAY, 1990; FELSE; PANDA, 

2000), Cytophaga johnsonae, Lysobacter, Arthrobacter, e entre os actinomicetos o 

gênero Streptomyces (GOODAY, 1990).  

Guo, Chen, Lee (2004) destacam Bacillus licheniformis, Nocardia 

orientalis, Serratia marcescens, Vibrio alginolyticus e diversas cepas de Aeromonas. 

Lorentz (2005) cita Streptomyces, Bacillus e Vibrio como os gêneros de maior 

atividade quitinolítica.  

Haki e Rakshit (2003) destacam as bactérias termofílicas Bacillus 

licheniformis X-7u, Bacillus sp. BG-11 e Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 

como potenciais fontes de quitinase. A produção de quitinase por bactérias tem 

demonstrado ser induzida por oligômeros de quitina e baixos níveis de N-

acetilglicosamina (GOODAY, 1990). 

   

3.5.3.2 Aplicações 

 

 A habilidade dessas enzimas em degradar materiais quitinosos, dentre 

eles a parede celular de fungos, propicia aplicações envolvidas com o controle de 

pragas, sendo incorporadas em biopesticidas e gerando consequente diminuição da 

poluição ambiental. Além disso, são utilizadas para obtenção de oligossacarídeos 

biológicamente ativos e no isolamento de protoplastos fúngicos. De forma geral, as 

quitinases podem ser utilizadas na obtenção de produtos de alto valor agregado a 

partir de resíduos quitinosos (FELSE; PANDA, 2000; PATIL; GHORMADE; 

DESHPANDE, 2000; DAHIYA; TEWARI; HOONDAL, 2006; BAKSHI; VARMA, 2011). 
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3.5.3.2.1 Controle biológico 

 

Esta aplicação é considerada a de maior relevância quando 

comparada a outras realizadas pela enzima. Quitinases têm aplicações no controle 

biológico de fungos e insetos patogênicos, sendo alvo na fabricação de 

biopesticidas. O controle biológico representa um meio alternativo e atrativo, 

evitando o impacto negativo de fungicidas químicos caracterizados pelo alto custo e 

alta toxicidade ao meio ambiente (HUANG; CHEN; SU, 1996; WANG et al., 2002; 

SATO et al., 2010; KIELAK et al., 2013).  

Em estudo de duas quitinases produzidas pela bactéria Bacillus 

amyloliquefaciens isolada do solo, foi observada atividade antifúngica das enzimas 

contra Fusarium oxysporum (WANG et al., 2002). A suplementação de solo com 

resíduos quitinosos e subsequente inoculação com micro-organismos quitinolíticos 

resultou em eficiente biocontrole de Verticillum dahliae e Fusarium oxysporum em 

algodão e feijão (FELSE; PANDA, 2000). 

 

3.5.3.2.2 Obtenção de quito-oligossacarídeos 

 

Derivados da quitina, seja na forma de oligômero ou monômero, vêm 

recebendo atenção devido à sua ampla gama de aplicações. Oligômeros de quitina 

têm demonstrado atividades fisiológicas funcionais, incluindo a atividade anti-tumoral 

e de imuno-melhoramento (GUO; CHEN; LEE, 2004; PATIL et al., 2000).  

Estes oligômeros, para serem biologicamente ativos, geralmente 

precisam ter um grau de polimerização relativamente alto. Como a produção de 

quitooligômeros por hidrólise ácida leva a um baixo grau de polimerização, a 

hidrólise enzimática é uma alternativa, já que as diversas enzimas do complexo 

quitinolítico possibilitam produzir quitooligômeros com diversos graus de 

polimerização (SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999). Assim, é essencial a procura 

por quitinases eficientes e o desenvolvimento de processos para a hidrólise 

enzimática da quitina (GUO; CHEN; LEE, 2004). 

 



46 
 

 

3.5.3.2.3 Degradação de resíduos quitinosos 

 

O monômero da quitina N-acetilglicosamina é comumente utilizado 

na produção de intermediários químicos-farmacêuticos, como também em produtos 

alimentícios, dentre eles adoçantes e fatores de crescimentos. A N-acetilglicosamina 

é tradicionalmente preparada por hidrólise, envolvendo fortes ácidos ou ainda por 

síntese química a partir de glucosamina. Tais processos envolvem alto custo e 

problemas de corrosão. Grande atenção tem sido dada a produção desses 

monômeros a partir de hidrólise enzimática da quitina (FELSE; PANDA, 2000). 

Enzimas quitinolíticas têm importante atuação no aproveitamento de 

resíduos de escamas de peixes e cascas de crustáceos, pois não só eliminam 

problemas ambientais, mas também diminuem o custo da produção de quitinas 

microbianas. Estes restos marinhos, contêm além da quitina,  proteínas e compostos 

inorgânicos como o carbonato de cálcio, os quais podem também ser aproveitados 

(FELSE; PANDA, 2000). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

4.1.1 Reagentes 
 

Para o preparo das principais soluções foram utilizados reagentes 

químicos de grau analítico (PA). Foram utilizados os seguintes reagentes 

específicos:  

▪ Avicel (Sigma Aldrich) 

▪ Carboximetilcelulose (Sigma Aldrich) 

▪ Caseinato de Sódio (Sigma Aldrich) 

▪ 4-(Dimetilamino)benzaldeído - DMBA (Sigma Aldrich) 

▪ N-Acetilglicosamina (Sigma Aldrich) 

▪ Quitina de Camarão (Sigma Aldrich) 

▪ Tirosina (Sigma Aldrich) 

 

4.1.2 Solos 

4.1.2.1 Seleção e procedência 

Para realização dos objetivos propostos, foram selecionados dois 

locais representativos de diferentes usos de solo: solo agrícola e solo sob pousio 

com cobertura de mata secundária, ambos coletados na área da Fazenda Escola da 

Universidade Estadual de Londrina, sob coordenadas 23º20’31’’ S e 51º12’38’’ O. 

 

4.1.2.2 Coleta e armazenamento 

 
 Foram coletados aproximadamente 20 kg de cada solo selecionado, 

em camada superficial (0-10 cm), contemplando três diferentes pontos dentro de 

uma área considerada visualmente uniforme. Conforme proposto por Melo e 

Azevedo (2008), após a coleta os mesmos foram peneirados, armazenados em 

sacos de polietileno e mantidos em câmara fria a 4 ± 2°C até o momento da 

utilização. 
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4.1.2.3 Caracterização química 

 A caracterização química dos solos foi realizada pelo 

Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Londrina - UEL conforme 

metodologia descrita por Pavan e Miyazawa (1996). Determinou-se as seguintes 

propriedades: Acidez (pH), Teor de Matéria Orgânica (MO), Carbono (C), Fósforo 

(P), Cálcio (Ca), Potássio (K), Magnésio (Mg) e Alumínio (Al). 

 
4.1.3  Substratos Indutores (SI) 

 
4.1.3.1 Seleção e procedência 
 

Para aplicação da estratégia de enriquecimento seletivo foram 

selecionados 3 diferentes materiais orgânicos de acordo com os objetivos propostos, 

como mostra a Tabela 2. Esses materiais foram tratados ao longo do trabalho como 

Substratos Indutores (SI). 

Tabela 2 – Seleção e procedência dos Substratos Indutores (SI) de acordo com os 

objetivos propostos 

      Substrato Indutor (SI)                               Procedência          Objetivo1 

Bagaço de 

Cana-de-Açúcar (BC) 
Fazenda Escola UEL 

Prospecção de bactérias 

Celulolíticas 

Farelo de Soja (FS) Comercial (Magnatus) 
Prospecção de bactérias 

Proteolíticas 

Farelo de Crisálida (FC) Bratac - Fiação de Seda 
Prospecção de bactérias 

Quitinolíticas 

1Incrementação quali-quantitativa de representantes da comunidade bacteriana com atividade hidrolítica 

compatível ao substrato indutor adicionado ao solo 

 

 

4.1.3.2  Preparo e armazenamento 
 
 

Os substratos indutores (APÊNDICE 1) foram utilizados como 

adquiridos, exceto a crisálida do bicho-da-seda que passou por processo de 

secagem (ao sol) e maceração, de forma a obter um farelo. Os substratos indutores 

foram armazenados em câmara fria a 4 ± 2°C °C até o momento de utilização. 
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4.2 MÉTODOS 

A estratégia de enriquecimento seletivo aplicada para a prospecção 

de bactérias produtoras de hidrolases em solo, utilizada no presente estudo, baseou-

se em 6 etapas principais, as quais estão apresentadas na Figura 5. 

4.2.1 Adição de Substratos Indutores a Amostras de Solo Agrícola e Solo sob 

Pousio – Montagem de Microcosmos 

  
Com a finalidade de promover o enriquecimento seletivo da 

comunidade microbiana nativa dos solo com bactérias especializadas na hidrólise 

enzimática dos substratos indutores (SI) selecionados, foram montados diferentes 

microcosmos como descrito a seguir: Os SI foram adicionados na concentração de 5 

% (m/m), a partir da mistura de 10,0 g de cada SI selecionado com 190,0 g de cada 

tipo de solo, as quais após homogeneização, foram acondicionadas em recipientes 

plásticos e incubadas em estufa com circulação forçada de ar sob temperatura 

diferenciada, visando especificamente o isolamento de bactérias mesofílicas 

(incubação a 28 ± 2°C), e termofílicas (incubação a 58 ± 2°C), conforme 

apresentado na Tabela 3.  

A fim de se obter parâmetros comparativos de controle, foram 

também preparados microcosmos na ausência de SI (200,0 g de Solo), os quais 

foram mantidos simultaneamente aos microcosmos de enriquecimento seletivos, sob 

as mesmas condições anteriormente descritas. A umidade de todos os microcosmos 

foi mantida (desconsiderando a umidade inicial dos solos) a 20% (v/m), a partir da 

adição regular de água destilada, durante todo o período de incubação (padronizado 

em 35 dias). Cada um dos microcosmos foi montado em quadruplicata, inclusive os 

controles. 
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Figura 5- Fluxograma representativo da metodologia aplicada para a prospecção de 

bactérias produtoras de hidrolases em solo1 

                 

 

 

        

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

1 6 Etapas Principais: 1- Montagem de microcosmos de enriquecimento seletivo (na presença de SI) e dos 

respectivos microcosmos controle (na ausência de SI), em quadruplicata para cada condição; 2- Incubação dos 

microcosmos sob duas diferentes temperaturas visando a obtenção de bactérias mesofílicas (28 ± 2°C) e 

termofílicas (58 ± 2°C); 3 - Monitoramento da atividade hidrolítica específica correspondente ao SI adicionado 

(atividade celulolítica, proteolítica ou quitinolítica); 4- Isolamento de bactérias em população elevada e ativas na 

hidrólise dos SI adicionados; 5- Obtenção de isolados puros e formação da coleção; 6- Avaliação qualitativa dos 

isolados bacterianos obtidos quanto à produção das enzimas de interesse (Celulase, Protease, Quitinase) 

MONITORAMENTO 

ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

PURIFICAÇÃO 

AVALIAÇÃO QUALITATIVA 

 

INCUBAÇÃO 
(58°± 2°C) 

j 

 

 

INCUBAÇÃO 
(28 ± 2 oC) 

j 

 

 

ISOLAMENTO 

1 

2 

3 

2 

4 

4 5 

6 

Microcosmos de Enriquecimento Seletivo Microcosmos de Enriquecimento Seletivo 

Microcosmos Controle Microcosmos Controle 
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Tabela 3 – Descrição dos microcosmos montados para avaliar o efeito da adição de 

diferentes substratos indutores e da temperatura de incubação sobre a composição quali-

quantitativa da comunidade microbiana nativa de solo agrícola e solo sob Pousio 

Solo 
Temperatura 
Incubação1 

Classe 
Enzimática2 

Substrato Indutor (SI)3 

BC FS FC 

Agrícola 

28°C Controle4 C 5 C 5 C 5 

58°C Controle4 C  5 C 5 C 5 

Pousio 

28°C Controle4 C 5 C 5 C 5 

58°C Controle4 C 5 C 5 C 5 

Agrícola 

28°C Celulolíticos 10,0 g6 N/A N/A 

58°C Celulolíticos 10,0 g6 N/A N/A 

Agrícola 

28°C Proteolíticos N/A 10,0 g6 N/A 

58°C Proteolíticos N/A 10,0 g6 N/A 

Agrícola 

28°C Quitinolíticos N/A N/A 10,0 g6 

58°C Quitinolíticos N/A N/A 10,0 g6 

Pousio 

28°C Celulolíticos 10,0 g6 N/A N/A 

58°C Celulolíticos 10,0 g6 N/A N/A 

Pousio 

28°C Proteolíticos N/A 10,0 g6 N/A 

58°C Proteolíticos N/A 10,0 g6 N/A 

Pousio 

28°C Quitinolíticos N/A N/A 10,0 g6 

58°C Quitinolíticos N/A N/A 10,0 g6 

1 Correspondente à temperatura de crescimento selecionada para o isolamento de bactérias mesofílicas (28°C) e 

termofílicas (58°C).  2 Correspondente ao grupo bacteriano de interesse. 3 Conforme Tabela 2: BC – bagaço de 

cana-de-açúcar; FS – farelo de soja; FC – farelo de crisálida. 4 Enriquecimento Não Esperado. 5 Microcosmos 

preparados na ausência de Substrato Indutor (microcosmos controle contendo 200,0 g de solo). 6 Quantidade de 

Substrato Indutor adicionada em 190,0g de solo (microcosmos de enriquecido seletivo). N/A- Não Aplicável 
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4.2.2 Monitoramento da Atividade Enzimática em Amostras de Solo Agrícola e Solo 

sob Pousio na Presença e Ausência de Substrato Indutor (SI) 

Com a finalidade de identificar o tempo ideal de incubação dos 

microcosmos para a realização do isolamento das bactérias ativas na hidrólise dos 

substratos indutores adicionados, foi realizado o monitoramento da atividade 

hidrolítica específica correspondente ao substrato indutor adicionado. Para cada 

microcosmo de enriquecimento seletivo e seu respectivo microcosmo controle, sob 

as diferentes temperaturas de incubação, a determinação da atividade enzimática foi 

realizada a cada 3-4 dias de incubação, durante todo o período experimental (35 

dias). Foram coletadas porções de solo dos microcosmos nos tempos: 0 (uma hora 

após a montagem dos microcosmos), e após 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, 31 e 35 

dias de incubação.  

 
 
4.2.2.1 Monitoramento da atividade celulolítica 

 
A atividade celulolítica foi monitorada nos microcosmos que 

receberam bagaço de cana-de-açúcar (BC) como substrato indutor, e nos 

respectivos microcosmos controles. Foi utilizado o método de Hope e Burns (1987) 

detalhado por Alef e Nannipieri (1995a), com algumas modificações. O método 

baseia-se na determinação quantitativa dos açúcares redutores presentes em 

solução, liberados após a incubação de amostras de solo com o substrato Avicel por 

16 h a 40ºC.  

A cada coleta, 1,0 grama de solo dos microcosmos monitorados 

foram adicionados a Erlenmeyers (50 mL), misturados com 8 mL de Tampão Acetato 

(ANEXO C) mais 0,5 g de Avicel (Sigma Aldrich) e levados a agitação (100 rpm) em 

shaker a 40 °C por 16 horas. Os controles (brancos) dos ensaios enzimáticos foram 

preparados a partir da adição de Avicel apenas após o período de incubação. Ao 

final do período de incubação, foi feita a determinação quantitativa dos açúcares 

redutores pelo método de Somogy-Nelson (ALEF; NANNIPIERI, 1995a). Para este 

fim, as suspensões de solo resultantes foram centrifugadas por 15 minutos a 2000 

rpm para precipitação dos colóides do solo, coletando-se a fase aquosa 

(sobrenadante). 
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 Para determinação dos açúcares redutores, transferiu-se alíquotas 

de 1 mL da fase aquosa (sobrenadante)  para tubos de ensaio, juntamente com 1 

mL de solução de Somogy. Os tubos foram levados a banho Maria por 20 minutos a 

100ºC, e receberam 1 mL de solução de Nelson após alcançarem a temperatura 

ambiente. Para a leitura espectrofotométrica, as amostras foram adicionadas de 3 

mL de água destilada.   

As respectivas absorvâncias foram determinadas em comprimento 

de onda de 520 nm, sendo correlacionadas a uma curva de calibração construída a 

partir de uma solução de glicose (79 μg mL-1). Os valores de atividade celulolítica 

foram expressos em quantidade de glicose liberada por grama de solo por tempo de 

incubação (µg glicose g-1 16h-1). 

 
Glicose liberada (µg glicose g-1 16h-1): 
 

 

   
 
Onde,  
 

AE = Atividade Enzimática 

c = Concentração de Glicose obtida a partir de Curva de Calibração 

v = Volume da Suspensão de Solo 

pSeco= Peso seco relativo a 1,0 g de solo umido 

d = Fator diluição 

 

4.2.2.2 Monitoramento da atividade proteolítica 

 
A atividade proteolítica foi monitorada nos microcosmos que 

receberam farelo de soja (FS) como substrato indutor, e nos respectivos 

microcosmos controles. Foi determinada pelo método de Ladd e Butler (1972) 

detalhado por Alef e Nannipieri (1995b), com algumas modificações. O método 

consiste na incubação de amostras de solo com solução de caseína por 2 h a 50 oC, 

seguindo-se a determinação da quantidade de tirosina liberada por meio da reação 

com o reagente Folin-Ciocateau. 

 

 c . v . d 

pSeco 

AE = 
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A cada coleta, 1,0 grama de solo dos microcosmos monitorados 

foram adicionados a Erlenmeyers (50 mL), misturados com 5 mL de Tampão Tris 

(ANEXO C), 5 mL de Solução de Caseinato de sódio (Sigma Aldrich) a 2% (ANEXO 

C) e levados a agitação em shaker (100 rpm) por 2 horas a 40 °C. 

 Ao final da incubação, foram adicionados 5 mL de Solução de TCA 

(ANEXO C) com agitação manual vigorosa. Os controles (brancos) dos ensaios 

enzimáticos foram preparados a partir da adição da Solução de Caseinato de Sódio 

apenas após o período de incubação e imediatamente antes da adição da Solução 

de TCA.  

As suspensões de solo resultantes foram então centrifugadas por 15 

minutos a 2000 rpm para a precipitação dos colóides do solo, sendo transferidas 

alíquotas de 1 mL de cada fase aquosa (sobrenadante) para tubo de ensaio 

juntamente com 1,5 mL de Reagente Alcalino (ANEXO C). Adicionou-se então 1mL 

de Reagente Fenol de Folin-Ciocalteu (ANEXO C), e após o desenvolvimento de 

coloração azul, as absorbâncias foram determinadas em espectrofotômetro sob 

comprimento de onda de 700 nm e correlacionadas a curva de calibração construída 

a partir de uma solução de tirosina (500 μg mL-1). 

 A atividade proteolítica foi expressa em quantidade de tirosina 

liberada por grama de solo por tempo de incubação (µg Tirosina g-1 2h-1). 

 

Atividade de Protease (µg Tirosina g-1 2h-1): 

 

 
 
 
Onde, 
 

AE = Atividade Enzimática 

c = Concentração de Tirosina obtida a partir de Curva de Calibração, 

v = Volume da Suspensão de Solo 

pSeco= Peso seco relativo a 1,0 g de solo umido 

d = Fator diluição 

 

 

c . v. d 

pSeco 

 

AE = 
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4.2.2.3 Monitoramento da atividade quitinolítica 

 
A atividade quitinolítica foi monitorada nos microcosmos que 

receberam farelo de crisálida (FC) como substrato indutor, e nos respectivos 

microcosmos controles. Foi utilizado o método de Rodriguez-Kabana et al. (1983) 

detalhado por Alef e Nannipieri (1995c), com algumas modificações. O método 

consiste na incubação da amostra de solo com solução de quitina coloidal por 16 

horas a 37 °C, seguindo-se a determinação da quantidade de N-acetilglicosamina 

liberada. 

A cada coleta, 1,0 grama de solo dos microcosmos monitorados 

foram adicionados a Erlenmeyers (50 mL), juntamente com 5 mL de Tampão Fosfato 

(ANEXO C) e 5 mL de Solução de Quitina Coloidal (ANEXO C) sendo levados a 

agitação em shaker (100 rpm) a 37 °C por período de 16 horas. Os controles 

(brancos) dos ensaios enzimáticos foram preparados a partir da adição de quitina 

coloidal apenas após o período de incubação. 

Ao final da incubação, foram adicionados 10 mL de Solução 

Extratora (ANEXO C) com agitação manual vigorosa dos frascos. As suspensões 

resultantes foram então centrifugadas por 15 minutos a 2000 rpm para a 

precipitação dos colóides do solo. Posteriormente, 0,5 mL da fase aquosa 

(sobrenadante) foi misturado a 1,5 mL de agua destilada, 0,4 mL de Tampão Borato 

(ANEXO C) e levado a banho Maria a 100 ºC por 3 minutos. Após alcançarem a 

temperatura ambiente, adicionou-se 5  mL de solução DMBA (ANEXO C) e após 

intensa agitação os tubos foram incubados em banho maria a  35 °C.  

Após ambientação, as respectivas absorbâncias foram medidas em 

comprimento de onda de 585 nm, sendo correlacionadas a curva de calibração 

construída a partir de uma solução de N-acetilglicosamina (10 mg mL-1). Os valores 

de atividade da quitinase foram expressos em quantidade de N-acetilglicosamina 

liberada por grama de solo por tempo de incubação (µg N-acetilglicosamina g-116h-1).  

 

Atividade de Quitinase (µg N-acetilglicosamina g-116h-1): 

 

 

 
 

c . v . d 

pSeco 

 

AE = 
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Onde, 
 

AE = Atividade Enzimática 

c = Concentração de N-acetilglucosamina obtida a partir de Curva de Calibração 

v = Volume da Suspensão de Solo 

pSeco= Peso seco relativo  a 1,0 g de solo umido 

d = Fator diluição 

 

4.2.3 Isolamento de Bactérias em Amostras de Solo Agrícola e Solo sob Pousio na 

Presença e Ausência de Substrato Indutor (SI) 

 
 

 O isolamento de bactérias foi realizado nos mesmos períodos 

selecionados para o monitoramento da atividade enzimática, mas não 

necessariamente em todos, uma vez que, determinado o tempo ideal de incubação 

na etapa de monitoramento enzimático, não se fez necessário o isolamento nos 

períodos subsequêntes. Amostras dos microcosmos de enriquecimento seletivo 

coletadas nos tempos 0 (uma hora após a montagem dos microcosmos), e após no 

máximo 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, 31 ou 35 dias de incubação, foram utilizadas 

para o isolamento. Para fins comparativos, aplicou-se também o isolamento de 

bactérias nos microcosmos controle nos mesmos períodos selecionados para os 

microcosmos de enriquecimento seletivo. 

Em cada momento de coleta, foram transferidos 1 g de solo de cada 

microcosmo para tubos de ensaio, adicionados de 9 mL de solução salina 

esterilizada, agitando-se em vórtex por aproximadamente 30 segundos para a 

desorção das células associadas aos coloides do solo (MELO, AZEVEDO, 2008). 

Estas suspensões foram seriadamente diluídas em solução salina esterilizada (1:10, 

v/v).  

 Alíquotas de 0,1 mL das diluições 10-4 – 10-8 foram inoculadas, em 

triplicata, em placas de Petri contendo diferentes meios de cultivo sólidos (meio 

Dyg’s e Meio Mínimo; ANEXO A), seguindo-se a incubação das placas em estufa a 

28 ± 2 °C por 5 dias.  
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As menores diluições (10-1– 10-3) não foram utilizadas para o 

isolamento de bactérias a fim de se evitar que representantes oportunistas da 

comunidade microbiana não fossem acessados, sendo a coleção assim formada 

somente por bactérias que apresentassem elevada capacidade de utilização dos 

substratos indutores.  

Todas as placas resultantes dos isolamentos foram inicialmente 

armazenadas em câmara fria a 4°C, entretanto, para a formação da coleção de 

isolados bacterianos de potencial interesse biotecnológico, somente as placas 

provenientes dos isolamentos relativos ao tempo ideal de incubação foram 

utilizadas, passando por posterior processo de purificação, armazenamento e 

contabilização dos isolados. 

Os diferentes morfotipos, obtidos na etapa de isolamento referente 

ao tempo ideal de incubação (máxima atividade enzimática no solo), foram 

purificados em Meio Dyg’s Sólido pela técnica de esgotamento. As colônias de 

isolados considerados puros foram repicadas para meio de cultivo Dygs líquido e 

cultivadas por 24 h sob agitação de 180 rpm a 28 ± 2 oC, sendo em seguida 

adicionadas de glicerol em proporção 1:1 (v/v), e armazenadas a -20 oC.  

Nos microcosmos de enriquecimento seletivo de solo sob Pousio na 

presença do SI farelo de crisálida (FC), sob as duas temperaturas propostas (28 oC e 

58 oC), o parâmetro monitoramento enzimático não permitiu a determinação de um 

tempo de incubação ideal ao isolamento de bactérias. Nestes casos, procedeu-se o 

isolamento após o periodo limite de incubação (35 dias). O mesmo foi aplicado aos 

respectivos microcosmos controle. 

Assim como a etapa de monitoramento enzimático, a etapa de 

isolamento também foi realizada em quadruplicata para cada microcosmo, a fim de 

se avaliar a reprodutividade de possíveis efeitos dos SI na microbiota dos solos. 
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4.2.4 Avaliação Qualitativa da Produção de Hidrolases pelos Isolados Bacterianos: 

Identificação de Bactérias com Potencial de Aplicação Biotecnológica 

 

Todos os isolados bacterianos obtidos no tempo ideal de incubação 

foram avaliados qualitativamente quanto à capacidade de produção das enzimas 

líticas de interesse, conforme tratamento de enriquecimento seletivo de origem, 

como apresentado na Tabela 4.  

Em todas as análises, foram preparadas placas de Petri contendo 

meios de cultivo sólidos adicionados de um reagente específico para a identificação 

de cada uma das enzimas. 

 Após a solidificação em placas de Petri, os meios de cultivo foram 

triplamente e equidistantemente perfurados com auxílio de perfurador (diâmetro de 

0,7 cm) de forma a obter orifícios, os quais foram inoculados com alíquotas de 100µL 

de pré-inóculo dos isolados. Desta forma, os resultados das avaliações qualitativas 

puderam ser obtidos em triplicata para cada isolado em uma mesma placa de Petri. 

Os pré-inóculos foram preparados a partir do cultivo de cada um dos isolados 

(estoque) em meio Dygs líquido, mantido em agitação orbital (180 rpm) a 28 oC por 

16 horas.  

Tabela 4 – Descrição das avaliações qualitativas aplicadas aos isolados bacterianos 

conforme microcosmo de enriquecimento seletivo de origem 

Origem Isolados Avaliação Reagente Específico Referência 

 
Microcosmos 
contendo BC1 

 
Produção de 

Celulase 

 
Carboximetilcelulose 

 
SALLES et al., 2010 

 
Microcosmos 
contendo FS1 

 

Produção de 
Protease 

Leite Desnatado DUARTE et al., 2009 

Microcosmos 
contendo FC1 

 

Produção de 
Quitinase 

Quitina Coloidal WANG et al., 2002 

1E respectivos microcosmos controle 
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4.2.4.1 Cultivo em meio sólido para avaliação qualitativa da produção de celulase 

 

Para identificação da capacidade celulolítica, os isolados obtidos a 

partir dos microcosmos de enriquecimento seletivo contendo o SI BC (candidatos a 

produção de celulase) e os isolados obtidos a partir dos respectivos microcosmos 

controles, foram inoculados ao meio sólido proposto por Salles e colaboradores 

(2010), contendo carboximetilcelulose (CMC) como única fonte de carbono (ANEXO 

B). Após 24 horas de incubação a 38 ºC, as placas foram coradas com 20 mL de 

solução vermelho congo a 0,1 %, sendo mantidas em repouso durante 30 minutos a 

temperatura ambiente e posteriormente lavadas com solução descorante (NaCl 

0,5M).  

 A presença de halos claros ao redor dos pontos de inoculação das 

bactérias identifica a existência de atividade celulolítica pelos isolados. Para aqueles 

que apresentaram atividade enzimática, foi estimado o IE (Índice Enzimático) 

conforme proposto por Hankin e Anagnostakis (1975) com algumas modificações, a 

partir da razão entre o diâmetro do halo de degradação e o diâmetro do orifício 

inoculado (0,7 cm). Cada isolado teve seu IE determinado em triplicata, e estes 

valores foram utilizados para identificar os isolados bacterianos de maior potencial  

quanto à produção desta enzima. 

 
 
4.2.4.2 Cultivo em meio sólido para avaliação qualitativa da produção de protease 

 
 

Para identificação da capacidade proteolítica os isolados obtidos a 

partir dos microcosmos de enriquecimento seletivo contendo o SI FS (candidatos a 

produção de protease) e os isolados obtidos a partir dos respectivos microcosmos 

controles, foram inoculados ao meio sólido proposto por Duarte e colaboradores 

(2009), contendo leite em pó desnatado como única fonte de carbono (ANEXO B). 

Os autores citados acima propõem 14 dias de incubação a 30°C, entretanto no 

presente trabalho padronizou-se o período de 3 dias, sendo suficiente para efetiva 

visualização dos resultados. A presença de halos claros ao redor dos pontos de 

inoculação das bactérias identifica a existência de atividade proteolítica pelos 

isolados.  
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O Índice Enzimático (IE) foi determinado conforme já descrito, e 

estes valores foram utilizados para identificar os isolados bacterianos de maior 

potencial biotecnológico quanto à produção desta enzima. 

 
 
4.2.4.3 Cultivo em meio sólido para avaliação qualitativa da produção de quitinase 
 
 

Para identificação da capacidade quitinolítica os isolados obtidos a 

partir dos microcosmos de enriquecimento seletivo contendo o SI FC (candidatos a 

produção de quitinase) e os isolados obtidos a partir dos respectivos microcosmos 

controles, foram inoculados ao meio sólido proposto por Wang (2002) contendo 

quitina coloidal como única fonte de carbono (ANEXO B). A incubação foi realizada a 

37 ºC por período de 5 dias. A presença de halos claros ao redor do ponto de 

inoculação das bactérias identifica a existência de atividade quitinolítica pelos 

isolados. O Índice Enzimático (IE) foi determinado conforme ja descrito, e estes 

valores foram utilizados para identificar os isolados bacterianos de maior potencial 

biotecnológico quanto à produção desta enzima. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1  CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS SOLOS 

Os resultados da análise química dos solos agrícola e sob pousio 

estão apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Características químicas dos solos experimentais 

Solo1 
pH K Ca Mg Al P C   MO 

   

Agrícola 5,2 0,93 7,0 1,1 0,1 19,9 2,18 3,8 

Sob Pousio 5,0 0,65 5,7 3,0 0,06 3,3 1,79 3,0 

 1 Profundidade = 0-10 cm 

De acordo com os critérios estabelecidos por Freire e colaboradores 

(2006), é possível verificar uma grande diferença entre os parâmetros químicos dos 

dois solos utilizados, mesmo considerando que ambos localizam-se fisicamente 

próximos e possuem atributos em comum, evidenciando, portanto, o efeito do tipo de 

uso sobre estas propriedades. As diferenças observadas provavelmente refletem a 

utilização de fertilizantes minerais sobre a área de cultivo agrícola, prática que não é 

comum em áreas sob Pousio. Nota-se que o solo agrícola apresenta melhores 

características de fertilidade, identificada pelos maiores teores em praticamente 

todos os parâmetros avaliados.  

Dentro dos atributos químicos do solo que influenciam a diversidade 

e atividade microbiana, o pH apresenta a maior importância. Em geral, um solo com 

pH próximo ao neutro fornece um ambiente mais adequado para a disponibilidade 

de nutrientes e crescimento microbiano (NAHER et al., 2009). Além disso, a 

comunidade microbiana também é afetada pelo sistema de manejo. A forma como 

os resíduos das culturas anteriores são depositados e o grau de revolvimento do 

solo influenciam na velocidade de mineralização da matéria orgânica, e 

consequentemente na disponibilidade de nutrientes (VARGAS; SCHOLLES, 2000).  

g Kg-1 cmolc dm-3 (CaCl2) 
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Com base dos resultados da análise química, independentemente 

do tipo de substrato indutor adicionado ao solo, pode-se sugerir que a maior 

disponibilidade de nutrientes no solo agrícola em comparação ao solo sob Pousio, 

apresenta maior capacidade de suporte a elevadas populações microbianas. 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DO SUBSTRATO INDUTOR BAGAÇO DE CANA-DE-AÇÚCAR 

NA ESTIMULAÇÃO DA COMUNIDADE BACTERIANA CELULOLÍTICA EM SOLO AGRÍCOLA E 

SOLO SOB POUSIO 

 

5.2.1 Monitoramento da Atividade Celulolítica  

 

A atividade celulolítica foi monitorada nos microcosmos de solo 

agrícola e solo sob pousio quando na ausência e presença do SI BC sob duas 

diferentes temperaturas de incubação, visando identificar os efeitos de tal resíduo na 

estimulação/prospecção das comunidades microbianas celulolíticas presentes, 

estando os resultados apresentados na Figura 6. 

Uma análise comparativa geral da atividade celulolítica dos solos na 

condição inicial (ausência de SI BC, em t=0), ainda sem o efeito da temperatura de 

incubação, possibilita observar que o solo sob uso agrícola apresentou maior 

atividade celulolítica comparativamente ao solo sob pousio.  

A atividade de celulases em solos agrícolas é influenciada por 

fatores incluindo temperatura, pH, conteúdo de água e oxigênio, quantidade e 

qualidade de matéria orgânica, mineralogia do solo e ainda presença de elementos 

traço. Práticas agrícolas como irrigação e aplicação de fertilizantes ou pesticidas 

podem alterar os processos de agregação, reciclagem de nutrientes e atividades 

biológicas do solo, fatores estes que regem a produção e estabilidade da enzima 

celulase neste ambiente (MAKOI; NDAKIDEMI, 2008; BAKSHI; VARMA, 2011; 

KHALILI et al., 2011). 
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Figura 6 – Monitoramento da atividade celulolítica em amostras de solo agrícola (a, 

c) e de solo sob pousio (b, d) na ausência (○) e presença (■) do substrato indutor 

bagaço de cana-de-açúcar (BC) sob diferentes temperaturas de incubação (28 °C e 

58 °C) 
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Fonte: Da autora, 2013 

Khalili e colaboradores (2011) realizaram estudo empregando 

metodologia semelhante, e comparando atividades enzimáticas de solo agrícola e 

nativo, verificaram que a atividade celulolítica em solo nativo foi superior à 

encontrada em solo cultivado. 

Solo sob Pousio - 28°C Solo Agrícola - 28°C 

Solo sob Pousio - 58°C Solo Agrícola - 58°C 
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 Por outro lado, estudos tem demonstrado que o manejo do solo 

influencia o acúmulo e a ciclagem do carbono, sendo o sistema de plantio direto um 

dos tipos de manejo que induzem ao aumento dos teores de carbono orgânico no 

solo (BAYER et al., 2004). Além disso, a presença de palhada sobre a superfície 

proporciona maior umidade e menor temperatura do solo, podendo favorecer a 

atividade microbiana e manutenção de elevada biodiversidade em agrossistemas 

(BABUJIA et al., 2010).  

O histórico de uso do solo agrícola utilizado neste trabalho apresenta 

um manejo de plantio direto, em sistema de rotação milho-trigo, onde os restos de 

culturas anteriores permanecem sobre o solo como palhada de cobertura. Este fato 

está diretamente relacionado aos resultados da análise de solo, que apresenta maior 

teor de carbono e matéria orgânica em comparação ao solo sob pousio (Tabela 5). É 

possível assim sugerir, que o tipo de manejo e consequentemente o maior teor de 

carbono e matéria orgânica do solo agrícola tenha contribuído para a manutenção 

de micro-organismos adaptados ao uso de resíduos celulósicos para obtenção de 

energia metabólica, resultando aqui em um nível inicial de atividade celulásica mais 

elevado neste solo. 

O solo agrícola em estudo, quanto incubado a 28 °C na ausência do 

SI BC (microcosmo controle), apresentou decaimento continuado da atividade 

celulolítica, alcançando nível nulo após um período de incubação de 28 dias. Já na 

presença do SI BC (microcosmo de enriquecimento seletivo) foi possível observar 

um aumento continuado da atividade enzimática, atingindo ponto máximo (870,9 µg 

glicose g-1 16h-1) após 17 dias de incubação e decaindo gradativamente até alcançar 

nível nulo após 35 dias (Figura 6a). Este resultado sugere uma rápida resposta da 

microbiota do solo agrícola ao SI adicionado, corroborando com a hipótese de uma 

já adaptação da microbiota nativa deste tipo de solo a constantes aportes de 

material celulósico. 

Apesar de o solo agrícola apresentar inicialmente maior atividade 

celulolítica e uma rápida resposta ao SI adicionado, o solo sob pousio se mostrou 

mais sensível à introdução do material, o que pôde ser comprovado, por exemplo, 

pelo maior salto da atividade enzimática como também pela manutenção desta 

atividade por período superior ao proposto (˃35 dias), como observado na Figura 6b.  
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Na ausência de SI BC, a atividade celulásica do solo sob pousio 

apresentou decaimento constante, tornando-se nula após 17 dias de incubação. 

Após a incorporação do SI e incubação a 28 °C, o solo apresentou um período de 

“adaptação” ao material adicionado, visto ter mantido sua atividade celulolítica inicial 

praticamente estável por 7 dias (Figura 6b). Imediatamente após esse período, a 

atividade celulolítica apresentou significativa elevação, alcançando um máximo de 

atividade (1053,0 µg glicose g-1 16h-1) após 14 dias, seguindo com o decaimento até 

o final da incubação, sem, contudo, chegar a nível nulo de atividade enzimática 

como observado para o solo agrícola. 

A resiliência funcional em comunidades microbianas já foi descrita, 

inclusive para solos sob pousio e sob diferentes manejos agrícolas (NANNIPIERI et 

al., 2003). A estabilidade biológica de comunidades microbianas do solo 

(considerando a diversidade genética e funcional) sofre influência de diversos 

fatores, alguns intrínsecos à própria estrutura e diversidade das comunidades 

microbianas, e outros extrínsecos como a cobertura vegetal, propriedades físico-

químicas e qualidade do substrato disponível para a produção de energia metabólica 

(GRIFFITHS; PHILIPPOT, 2013). Desta maneira, mesmo que determinada função 

não seja predominante no solo, esta função poderá ser prevalente assim que as 

condições favoráveis à sua ocorrência existam neste ambiente. 

A incubação dos microcosmos a 58°C afetou de maneira semelhante 

a atividade enzimática de ambos os solos. A rápida resposta do solo agrícola à 

introdução do SI (Figura 6c) e a fase de adaptação ao SI no solo sob pousio (Figura 

6d) também foram observadas, porém de maneira menos pronunciada se 

comparada aos resultados de atividade enzimática nos microcosmos incubados a 28 

°C (Figura 6a e 6b). 

Os solos agrícola e sob pousio, quando na presença de SI BC e 

submetidos a 58°C (Figura 6c e 6d) apresentaram picos de atividade celulásica após 

7 dias (594,7 µg glicose g-1 16h-1) e 10 dias (467,9 µg glicose g-1 16h-1 ), 

respectivamente. A alta temperatura acarretou em diminuição mais rápida dos níveis 

da atividade celulásica, sendo estas abreviadas para 21 dias no solo agrícola e 24 

dias no solo sob pousio, períodos estes inferiores aos observados para temperatura 

de 28 °C, certamente como consequência do estresse térmico causado a microbiota. 
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Pouco se sabe ainda sobre a dinâmica de micro-organismos 

termofílicos em comunidade microbianas complexas. Os resultados apresentados 

neste trabalho constituem o primeiro relato no Brasil, da atividade enzimática 

específica de microcosmos montados com solos e incubados sob temperatura 

favorável ao desenvolvimento de micro-organismos termofílicos. A análise 

comparativa da diversidade dos isolados mesofílicos e termofílicos obtidos, bem 

como a confirmação da temperatura ótima de crescimento dos isolados 

considerados termofílicos, é essencial para concluir sobre os resultados obtidos. 

Conforme os resultados apresentados, ambos os solos apresentara-

se positivamente sensíveis à introdução do SI proposto. Em muitos estudos o 

enriquecimento de amostras de solo com materiais celulósicos estimulou a 

comunidade celulolítica e consequentemente a produção de celulase (SHACKLE; 

FREEMAN; REYNOLDS, 2000; SAJJAD; LODHI; AZAM, 2002; DOYLE et al., 2006; 

CENCIANI et al., 2011), sustentando a idéia de que a produção da enzima pode ser  

uma resposta induzida à presença de seu substrato. 

O aumento da atividade celulolítica observado ao longo do período 

de incubação na presença do SI BC, provavelmente está relacionado a um ou aos 

dois fatores citados por Hernández e Hobbie (2010): aumento da produtividade 

enzimática pela comunidade celulolitica já existente nos solos ou ainda como 

consequência de uma alteração induzida na composição da microbiota.  

Sinegani e Mahohi (2010), durante estudo de atividade enzimática 

em solo, atribuíram o aumento da atividade celulolítica como consequência de 

alterações nas comunidades microbianas do solo, particularmente ao aumento no 

número de micro-organismos produtores de celulase. 

De acordo com Waldrop, Balser e Firestone (2000), enzimas 

envolvidas na decomposição de macromoléculas, tais como celulases, são 

provavelmente mais sensíveis a alterações na composição da comunidade 

microbiana do que outras enzimas do solo. A mesma conclusão é apresentada em 

trabalho realizado por Iyyemperumal e Shi (2008), onde 3 enzimas do solo, dentre 

estas a celulase, apresentaram correlação direta com a composição da comunidade 

microbiana.  
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Cayuela, Sinicco e Mondini (2009) monitoraram por 28 dias a 

atividade enzimática de um solo agrícola sob condições de enriquecimento com 

resíduos vegetais (palha e algodão) adicionados a diferentes taxas, visando com 

isso, avaliar os efeitos da aplicação de resíduos orgânicos nas suas propriedades 

bioquímicas. Os autores observaram um significativo aumento na biomassa 

microbiana e na atividade enzimática.  

Sajjad, Lodhi e Azam (2002) realizaram, por um período de oito 

semanas, o monitoramento da atividade enzimática de solo incrementado com três 

diferentes materiais celulósicos (trigo, milho e sesbânia). A atividade de celulase 

apresentou aumento ao longo do período de incubação em comparação a amostras 

do mesmo solo não incrementado, corroborando, portanto, os resultados obtidos 

neste trabalho. 

5.2.2 Isolamento, Purificação, Contabilização e Avaliação da Microbiota  

 

Estudos de modelagem da dinâmica da microbiota do solo apontam 

um efeito cooperativo entre os participantes de comunidades complexas quando 

fontes de carbono pouco acessíveis – como a celulose – estão disponíveis em 

grande quantidade (RESAT et al., 2012). Nestas condições, grupos de micro-

organismos que apresentam capacidade de utilização destes substratos possuem 

sua população e atividade aumentadas, seguidos por populações de micro-

organismos não especializados que se beneficiam, por exemplo, dos carboidratos 

liberados pela ação de enzimas extracelulares.  

Neste trabalho, a realização do monitoramento da atividade 

celulolítica ao longo do período de incubação dos microcosmos permitiu a definição 

de períodos de incubação na presença do SI BC, considerados favoráveis a 

obtenção do grupo bacteriano de interesse (produtores de celulase) como mostra 

Tabela 6. Apesar da metodologia empregada não permitir diferenciação entre a 

atividade enzimática proveniente de fungos e bactérias, acredita-se que o pico de 

atividade celulolítica obtido no período de incubação selecionado, seja resultado 

direto do aumento de populações e/ou atividade de representantes com capacidade 

de utilização do SI adicionado. 
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Desta maneira, assumiu-se que o período de incubação ideal para o 

isolamento de bactérias com alta capacidade para a biossíntese de celulases 

corresponde ao período onde foi observada a máxima atividade celulolítica nos 

microcosmos incubados na presença do SI BC. Para fins comparativos, este mesmo 

período de incubação foi igualmente aplicado para o isolamento de bactérias nos 

respectivos microcosmos controles. 

 Como já detalhado, apesar de terem sido realizados isolamentos ao 

longo de todo o período de monitoramento, somente os isolados referentes ao 

período de incubação considerado ideal, passaram por etapa de purificação, 

armazenamento, contabilização e posterior avaliação qualitativa quanto à produção 

de celulase.  

Tabela 6 – Períodos de incubação considerados ideais para a obtenção de bactérias 

mesofílicas e termofílicas com capacidade de biossíntese de celulase 

Solo Experimental Temperatura de Incubação Período de Incubação1 

Agrícola 
28°C 17 dias 

58°C 7 dias 

Sob Pousio 
28°C 14 dias 

58°C 10 dias 

1 Determinados a partir dos resultados de monitoramento da atividade celulolítica nos microcosmos incubados na 

presença do SI BC, e aplicados igualmente para os respectivos microcosmos controle 

 

Uma análise comparativa do efeito da adição do SI BC sobre a 

quantidade média de isolados recuperados em cada um dos microcosmos está 

apresentada na Figura 7 e o quadro geral dos resultados de isolamento está 

apresentado no APÊNDICE 3. 

Em relação ao solo agrícola, foram obtidos um total de 103 isolados 

(média de 25,75 isolados por replicata) a partir dos microcosmos incubados a 28 oC 

na presença de BC, enquanto somente 21 isolados (média de 5,25 isolados por 

replicata) foram recuperados a partir dos microcosmos incubados na ausência do 

mesmo (Figura 7a). Estes resultados correspondem a um incremento de 490% no 

número total de isolados bacterianos obtidos. 
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Figura 7 – Efeito do substrato indutor bagaço de cana-de-açúcar no número médio 

de isolados bacterianos obtidos em microcosmos montados a partir de a) Solo 

agrícola na ausência e presença de SI BC sob temperatura de 28°C e 58°C e b) 

Solo sob pousio na ausência e presença de SI BC sob temperatura de 28°C e 58°C 
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Este mesmo comportamento foi observado para os microcosmos do 

mesmo solo quando a 58 °C, onde foram obtidos 49 isolados (média de 12,25 

isolados por replicata) a partir dos microcosmos incubados na presença de BC, 

contra um total de 8 isolados (média de 2 isolados por replicata) recuperados a partir 

dos microcosmos incubados na ausência (Figura 7a), representando um incremento 

de 613% no número total de isolados bacterianos obtidos. 

Já em relação ao solo sob pousio, foram obtidos 78 isolados (média 

de 19,5 isolados por replicata) a partir dos microcosmos incubados a 28 oC na 

presença de BC, enquanto 36 isolados (média de 9 isolados por replicata) foram 

recuperados a partir dos microcosmos incubados na ausência do mesmo (Figura 

7b), correspondendo, portanto, a um incremento de 217% no número total de 

isolados bacterianos. Quando submetidos a 58 oC, os microcosmos na presença de 

BC permitiram a obtenção de 30 isolados (média de 7,5 isolados por replicata), 

enquanto na ausência de BC não obteve-se isolados (Figura 7b). 

Estes resultados demonstram que o SI BC adicionado aos 

microcosmos, independentemente da temperatura de incubação, promoveu aumento 

na densidade de populações do solo, provavelmente pela maior disponibilidade de 

nutrientes, refletidas aqui na maior quantidade de isolados recuperados.  

De maneira geral, a incubação dos microcosmos a 58 oC resultou 

em um menor número de isolados, provavelmente como resultado do estresse 

térmico gerado a microbiota. Ainda sim, a adição do SI BC pareceu favorecer a 

sobrevivência de um maior número de micro-organismos frente à condição 

estressante, o que pôde ser evidenciado, por exemplo, pelos resultados 

apresentados pelo solo sob Pousio (Figura 7b), que quando submetido à alta 

temperatura só permitiu a obtenção de isolados na presença do SI. 

Em trabalho realizado por Severino e colaboradores (2004), a adição 

do bagaço de cana-de-açúcar em solo não acarretou em estímulo sobre a 

comunidade microbiana, o que foi atribuído pelos autores à alta razão C/N presente 

no material. Por outro lado, Nakagawa e Andréa (2006) estudando a biorremediação 

de solo contaminado com Hexaclorobenzeno, destacaram o enriquecimento de 

amostras deste solo com bagaço de cana-de-açúcar, observando que a adição do 

material proporcionou aumento da densidade de bactérias e da atividade 

microbiana. Segundo os autores, apesar de não ter favorecido a degradação do 
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organoclorado, a adição de bagaço de cana ao solo certamente estimulou a 

comunidade microbiana ali presente. 

Neste estudo, a adição de bagaço de cana-de-açúcar aos solos, sob 

ambas as temperaturas de incubação, promoveu um claro aumento na atividade 

microbiana, evidenciado tanto pelo aumento nos níveis de atividade enzimática ao 

longo do monitoramento, como pelo alto número de isolados obtidos, 

comparativamente aos microcosmos que não receberam este substrato. 

 

5.2.3 Avaliação Qualitativa da Produção de Celulase  

 

Com o objetivo de confirmar o efeito da adição do bagaço de cana-

de-açúcar como estratégia para o enriquecimento da comunidade bacteriana dos 

solos estudados com representantes ativos na produção de celulases, a coleção de 

isolados provenientes dos microcosmos contendo SI BC e dos respectivos 

microcosmos controle foi submetida à avaliação qualitativa. 

Micro-organismos produtores de celulase podem ser identificados a 

partir de meios de cultura contendo celulose como única fonte de carbono. Tal 

fundamento foi utilizado por Rastogi e colaboradores (2009) para isolar bactérias 

produtoras de celulase de subsolo de uma mina de ouro. Segundo os autores as 

condições extremas do local, como a alta temperatura, favoreceram o isolamento de 

micro-organismos com características de interesse. 

A seleção geralmente ocorre em placas de Petri contendo meios 

sólidos suplementados com carboximetilcelulose (CMC) como única fonte de 

carbono. Este material apresenta-se solúvel em água podendo ser rapidamente 

degradado, sendo, portanto, um substrato útil e eficiente na detecção da produção 

de celulases (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1977; PERCIVAL ZHANG et al., 2006; 

MAKI; LEUG; QIN, 2009). As zonas de hidrólise não são facilmente visualizadas 

sendo necessário o emprego de corantes como iodo de Gram, vermelho congo ou 

hexadeciltrimetil brometo de amônio (MAKI; LEUG; QIN, 2009). 
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Outra possibilidade para seleção de bacterias celulolíticas inclui a 

utilização de substratos fluorescentes como fluoresceína, 4-metil umbeliferona ou 

resorufina. Uma das principais limitações desses métodos é a instabilidade desses 

substratos e a difusão dos produtos de hidrólise (MAKI; LEUG; QIN, 2009). 

Até o momento, uma variedade de celulases com novas 

características vem sendo identificadas a partir da utilização de métodos de 

screnning em meio sólido (MAKI; LEUG; QIN, 2009). Esses métodos são semi-

quantitativos, e estão bem adaptados a avaliação de um grande número de micro-

organismos, sendo, portanto aplicáveis ao presente estudo. 

Ao longo das avaliações qualitativas, a atividade celulolítica foi 

evidenciada pela formação de halos claros contrastando com o vermelho do corante 

selecionado (vermelho congo) na área não degradada, como mostra Figura 8.  

 

Figura 8 – Halo de solubilização característico dos isolados bacterianos que 

apresentaram atividade celulolítica 

 

 

                                      Fonte: Da autora, 2013 

 

Os resultados da avaliação qualitativa quanto à produção de 

celulase aplicada aos isolados bacterianos estão apresentados na Tabela 7. O 

quadro geral da avaliação esta apresentado no APENDICE 3. 
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Tabela 7 – Efeito do substrato indutor bagaço de cana-de-açúcar no percentual de 

isolados bacterianos celulolíticos obtidos em microcosmos montados a partir de solo 

agrícola e solo sob pousio na ausência e presença de SI BC sob temperatura de 

28°C e 58°C 

Solo T1 Condição 2 
Número Isolados  Produtores de Celulase3 

Total 4 DP 5  Total 4 DP 5 Percentual 6 

A
g
ri
c
o

la
 28oC 

C/BC 103 ± 3,10  60 ± 2,16 58,25% 

S/BC 21 ± 2,22  10 ± 2,08 47,62% 

58oC 
C/BC 49 ± 4,35  20 ± 2,16 40,82% 

S/BC 8 ± 1,83  1 ± 0,50 12,50% 

S
o
b
 P

o
u
s
io

 

28oC 
C/BC 78 ± 4,80  51 ± 3,30 65,38% 

S/BC 36 ± 3,37  8 ± 1,83 22,22% 

58oC 
C/BC 30 ± 2,08  15 ± 2,63 50,00% 

S/BC A/I N/A  N/A N/A N/A 

1 Temperatura de Incubação do Microcosmo. 2 Presença de Substrato Indutor Bagaço de Cana-de-Açúcar (C/BC) 

ou Ausência de Substrato Indutor Bagaço de Cana-de-Açúcar (S/BC). 3 Conforme Avaliação Qualitativa. 4 Total 

por microcosmo (4 replicatas). 5 Desvio Padrão por microcosmo (4 replicatas). 6 Obtido pela razão: Total 

Produtores/Total Isolados. A/I – Ausência de Isolados. N/A – Não Aplicável 

  

Para os microcosmos de ambos os solos incubados na presença do 

SI BC sob temperatura de 28 °C (Tabela 7) observa-se que mais de 50 % dos 

isolados obtidos apresentaram-se como celulolíticos, com destaque para o solo sob 

Pousio que apresentou praticamente dois terços (65,38 %) dos isolados com esta 

propriedade.  

Já em relação aos microcosmos contendo SI BC incubados sob 

temperatura de 58°C (Tabela 7) os resultados se mostraram inferiores: O solo 

agrícola e sob Pousio apresentaram 40,82 % e 50,00 % dos isolados, 

respectivamente, como celulolíticos. Apesar de estarem em menor quantidade, 

esses isolados tendem a possuir vantagens em relação aos isolados mesofílicos 

celulolíticos obtidos, podendo apresentar uma propriedade de grande interesse em 

biocatalíse: a termoestabilidade. 
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De acordo com Doyle e colaboradores (2006) a microbiota do solo é 

capaz de produzir celulases dentro de uma variedade de condições ambientais, tais 

como altas temperaturas e baixos pHs. Tal afirmação pôde ser comprovada pelos 

resultados aqui apresentados, uma vez que parte da microbiota dos dois solos 

mostrou-se celulolítica, sendo capaz de resistir ao pH relativamente baixo 

encontrado nos solos e a alta temperatura imposta a parte dos tratamentos 

realizados.  

Como já discutido anteriormente, apesar do solo agrícola apresentar 

inicialmente maior atividade celulolitica, o solo sob Pousio se mostrou mais sensível 

à introdução do SI BC, o que pode estar relacionado aqui, à maior porcentagem de 

bactérias celuloliticas identificadas nos microcosmos montados com este solo. 

                A presença de isolados com atividade celulolítica nos microcosmos 

controle (ausência de BC), confirmam a existência prévia dessa classe funcional na 

comunidade nativa dos solos experimentais, conforme já havia sido indicado na 

etapa de monitoramento enzimático (Figura 6), onde todos os microcosmos controle  

também apresentaram atividade celulolítica.  

A comparação dos resultados da avaliação qualitativa para os dois 

solos na condição de microcosmo controle (Tabela 7) também corrobora com os 

resultados do monitoramento enzimático (Figura 6), onde o solo agrícola apresentou 

inicialmente maior atividade celulolítica frente ao solo sob pousio, refletindo aqui em 

um maior número de isolados celulolíticos nos microcosmos controle montados a 

partir deste solo. A 28 °C, o microcosmo controle de solo agrícola apresentou 47,62 

% dos isolados como celulolíticos, enquanto o de solo sob pousio apresentou 22,22 

% com tal propriedade. O mesmo comportamento foi verificado sob temperatura de 

58°C, onde o microcosmo controle de solo agrícola apresentou novamente 

percentual de isolados celulolíticos superior ao de solo sob pousio. 

Também conforme indicado ao longo do monitoramento enzimático, 

apesar do solo agrícola apresentar inicialmente maior atividade celulolítica, o solo 

sob pousio se mostrou mais sensível a introdução do SI BC. Este resultado está em 

conformidade com os resultados da avaliação qualitativa (Tabela 7), onde o solo sob 

pousio se destacou pela significativa incrementação no percentual de isolados 

celulolíticos: quando a 28°C na ausência de BC (microcosmo controle), o solo sob 

pousio apresentou 22,22 % dos isolados como celulolíticos, com a introdução do SI 
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ao solo, este percentual atingiu 65,38 %. Já para o solo agrícola essa incrementação 

mostrou-se menos significativa, passando de um percentual de 47,62 % para 

58,25%. 

Observa-se que para nenhum dos solos, em nenhuma das 

temperaturas testadas, os microcosmos controle apresentaram maior percentual de 

isolados celulolíticos frente aos microcosmos na presença de BC (Tabela 7), o que 

confirma o papel do substrato indutor proposto, não só na obtenção de um maior 

número de isolados, mas principalmente na obtenção do grupo bacteriano de 

interesse. Fica evidente que a adição do substrato indutor BC aos microcosmos 

promoveu modificações na comunidade microbiana dos solos, garantindo a 

obtenção de um maior percentual de isolados celulólíticos.  

É possível verificar que o número de isolados por replicata de cada 

microcosmo permitiu valores pequenos para desvio padrão, indicando que os 

valores obtidos tendem a refletir reais modificações nas comunidades bacterianas 

em resposta aos tratamentos de enriquecimento seletivo. A análise de diversidade 

molecular dos isolados irá fornecer subsídios mais confiáveis para uma conclusão 

sobre estes resultados. 

Todos os isolados tomados como celulolíticos ao longo da avaliação 

qualitativa tiveram seus halos de degradação avaliados a partir do parâmetro índice 

enzimático (IE). Os que se destacaram foram aqueles que apresentaram IE superior 

a 3,0, estando alguns representados nos APÊNDICES 4, 5, 6, 7, 8 e 9. 
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5.3 AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DO SUBSTRATO INDUTOR FARELO DE SOJA NA 

ESTIMULAÇÃO DA COMUNIDADE BACTERIANA PROTEOLÍTICA EM SOLO AGRÍCOLA E 

SOLO SOB POUSIO 

 

5.3.1 Monitoramento da Atividade Proteolítica  

A atividade proteolítica também foi monitorada nos microcosmos de 

solo agrícola e solo sob pousio quando na ausência e presença do SI FS sob duas 

diferentes temperaturas de incubação, visando identificar os efeitos de tal substrato 

na estimulação/prospecção das comunidades microbianas proteolíticas presentes, 

estando os resultados apresentados na Figura 9. 

Brzostek e Finzi (2011) atribuem a atividade proteolítica em solos à 

interação entre três parâmetros: a temperatura do solo, disponibilidade de substrato 

suscetível a assimilação, e ao tamanho do reservatório dessas enzimas. Os fatores 

que alteram de alguma forma a combinação destes três parâmetros deve alterar a 

atividade proteolítica e consequentemente,  a disponibilidade de N no solo. De 

acordo com Narasimha, Sridevi, Reddy, Reddy (2011) o monitoramento da atividade 

proteolítica pode ser um sensível indicador da atividade microbiana em solos. 

Uma análise comparativa geral da atividade proteolítica dos solos na 

condição inicial (ausência de SI FS, em t=0), ainda sem o efeito da temperatura de 

incubação, possibilita observar que o solo sob pousio apresentou maior atividade 

proteolítica comparativamente ao solo agrícola. A incorporação do SI FS favoreceu o 

aumento da atividade proteolítica nos dois solos em estudo, sendo que o solo sob 

pousio novamente se mostrou mais sensível frente à adição do material, com 

aumentos mais significativos de atividade. 

O solo agrícola em estudo, quando incubado na presença do SI FS a 

28°C, apresentou pico na atividade proteolítica (709,6 µg Tirosina g-1 2h-1) após 14 

dias (Figura 9a), sendo que neste momento já não foi encontrada atividade 

proteolítica no microcosmo controle (ausência de SI FS). Quando submetido a 58°C, 

o substrato indutor favoreceu a manutenção da atividade proteolítica por período 

superior ao apresentado pelo microcosmo controle (Figura 9c), entretanto não foi 

suficiente para ocasionar aumento significativo na atividade originalmente 

encontrada, a qual foi abreviada para 14 dias de incubação.  
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Figura 9 – Monitoramento da atividade proteolítica em amostras de solo agrícola (a, 

c) e de solo sob pousio (b, d) na ausência (○) e presença (■) do substrato indutor 

farelo de soja (FS) sob diferentes temperaturas de incubação (28 °C e 58 °C) 
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Fonte: Da autora, 2013 

Já o solo sob pousio, quando incubado a 28°C na presença do SI 

FS, apresentou pico na atividade proteolítica após 21 dias (2037,4 µg Tirosina g-1 2h 

-1), sendo capaz de mantê-la (em decaimento gradativo) por período superior a 35 

dias (Figura 9b). A temperatura citada também estimulou a atividade proteolítica no 

microcosmo controle, neste caso a atividade apresentou aumento continuado até o 

décimo dia, decaindo aproximadamente em 24 dias (Figura 9b). A incubação a 58°C 

Solo Agrícola - 28°C Solo sob Pousio - 28°C 

Solo sob Pousio - 58°C Solo Agrícola - 58°C 
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na presença do SI resultou em um comportamento diferenciado deste solo: 

Favoreceu um rápido aumento da atividade proteolítica, atingindo um pico de 823,6 

µg Tirosina g-1 2h -1 após três dias de incubação (Figura 9d), entretanto, a partir 

deste período, a atividade apresentou decaimento, sendo abreviada para 17 dias. 

A soja inclui em sua composição proteínas, lipídeos, carboidratos 

complexos, oligossacarídeos, fibras solúveis e insolúveis, minerais, vitaminas e 

fitoquímicos. Sua maior composição está certamente nas proteínas (cerca de 40%, 

sendo a maioria globulinas), existindo uma relação inversa entre os teores de 

proteínas e os de lipídeos e carboidratos, ou seja, variedades com maior teor 

proteico têm menor quantidade de óleos e carboidratos. Em relação ao farelo de 

soja, a indústria pode produzir três tipos com base no teor de proteína bruta, 

podendo variar de 44 a 48% (DE PARIS, 2008). 

O aumento na atividade proteolítica em ambos os solos na presença 

do SI Farelo de Soja ocorreu, possivelmente, devido à estimulação da atividade 

microbiana, como resultado da maior disponibilidade de recursos nutricionais, ou 

ainda, atribuído, especialmente, ao alto teor de N presente em tal substrato. De 

acordo com Tejada, Hernandez, Garcia (2006) materiais com elevados teores de N 

são degradados rapidamente, favorecendo o desenvolvimento microbiano e a 

atividade enzimática em solos. 

Tal avaliação está de acordo com os estudos realizados por 

Pascual, Hernandez, Garcia, Ayuso (1997); Silva e colaboradores (1998); Ros e 

colaboradores (2006); Cayuela, Sinicco e Mondini (2009) e Pradeep e Narasimha 

(2012) que demonstraram uma melhoria significativa da atividade proteolítica em 

solos após introdução de materiais ricos em N. 

Silva e colaboradores (1998) avaliaram a atividade proteolítica de 

um latossolo acrescido de diferentes taxas de material proteico (gelatina). Passados 

45 dias do processo de enriquecimento, os autores encontram uma relação linear 

entre a atividade proteolítica e a taxa de material proteico adicionada. Segundo os 

autores, o material é altamente suscetível a mineralização e pôde ser utilizado como 

fonte de energia, favorecendo o crescimento da população microbiana. 

Cayuela, Sinicco e Mondini (2009) monitoraram por um período de 

28 dias a atividade enzimática de solo agrícola incrementado também com materiais 

proteicos como farinha de osso\carne e farinha de sangue, adicionados a diferentes 
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taxas. Os autores verificaram significativo aumento na biomassa microbiana e 

atividade proteolítica em relação aos respectivos tratamentos controles (ausência 

dos materiais proteicos). Para ambos os materiais, o aumento da atividade 

proteolítica foi proporcional às taxas adicionadas, indicando o papel indutor dos 

substratos proteicos, o que corrobora com os resultados do presente estudo. 

Pascual, Hernandez, Garcia e Ayuso (1997) monitoraram durante 

360 dias a atividade proteolítica de solo acrescido de resíduos sólidos urbanos e\ou 

lodo de esgoto. As atividades encontradas foram significativamente maiores do que 

aquelas observadas em amostras do mesmo solo na ausência de tais resíduos. 

Entre os dois materiais, destacou-se o lodo de esgoto, certamente pelo seu maior 

nível proteico. 

A diminuição da atividade proteolítica ao longo dos períodos de 

incubação, no presente estudo, pode ser atribuída à competição da comunidade 

proteolítica frente ao SI adicionado, pela rápida degradação/eliminação do substrato 

de interesse (proteínas) e pela consequente escassez de nutrientes, uma vez que, 

segundo Ros, Hernandez e García (2003), estes substratos são facilmente 

consumidos. Um outro fator a ser considerado seria a liberação de substâncias 

tóxicas resultante do metabolismo dos micro-organismos existentes. 

 

5.3.2 Isolamento, Purificação, Contabilização e Avaliação da Microbiota 

 

A realização do monitoramento da atividade proteolítica ao longo do 

período de incubação dos microcosmos permitiu a definição de períodos de 

incubação na presença do SI FS, considerados favoráveis a obtenção do grupo 

bacteriano de interesse (produtores de protease) como mostra Tabela 8. Acredita-se 

que o pico de atividade proteolítica referente ao período de incubação selecionado, 

seja resultado direto do aumento de populações e/ou atividade de representantes 

com capacidade de utilização do SI adicionado. 

Desta maneira, assumiu-se que o período de incubação ideal para o 

isolamento de bactérias com alta capacidade para a biossíntese de protease 

corresponde ao período onde foi observada a máxima atividade proteolítica nos 

microcosmos incubados na presença do SI FS.  
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Tabela 8 – Períodos de incubação considerados ideais para a obtenção de bactérias 

mesofílicas e termofílicas com capacidade de biossíntese de protease 

Solo Experimental Temperatura Período de Incubação1 

Agrícola 
28°C 14 dias 

58°C 7 dias 

Sob Pousio 
28°C 21 dias 

58°C 3 dias 

1 Determinados a partir dos resultados de monitoramento da atividade proteolítica nos microcosmos incubados 

na presença do SI FS, e aplicados igualmente para os respectivos microcosmos controle 

 

Uma análise comparativa do efeito da adição do SI FS sobre a 

quantidade média de isolados recuperados em cada um dos microcosmos está 

apresentada na Figura 10 e o quadro geral dos resultados de isolamento está 

apresentado no APÊNDICE 10. 

Conforme os resultados, verifica-se que a introdução do SI FS aos 

solos também favoreceu a obtenção de um maior número de isolados bacterianos 

frente aos microcosmos controle, independentemente da temperatura de incubação 

imposta. 

Em relação ao solo agrícola foram obtidos um total de 120 isolados 

(média de 30 isolados por replicata) a partir dos microcosmos incubados a 28 oC na 

presença de FS, enquanto somente 25 isolados (média de 6,25 isolados por 

replicata) foram recuperados a partir do respectivo microcosmo controle (Figura 

10a). Estes resultados correspondem a um incremento de 480% no número total de 

isolados bacterianos obtidos, atribuído à entrada do SI.  

Entretanto a observação de maior relevância entre os resultados 

apresentados refere-se ao solo agrícola incubado a 58°C (Figura 10a), que quando 

na ausência do Farelo de Soja não permitiu a obtenção de isolados, enquanto na 

presença, apresentou um total de 28 (média de 7 isolados por replicata), sugerindo, 

assim como já sugerido na etapa de monitoramento enzimático (Figura 9c), uma 

relação entre o SI adicionado e a sobrevivência de parte da microbiota ao estresse 

resultante da alta temperatura. 
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Figura 10 – Efeito do substrato indutor farelo de soja no número médio de isolados 

bacterianos obtidos em microcosmos montados a partir de a) Solo agrícola na 

ausência e presença de SI FS sob temperatura de 28°C e 58°C e b) Solo sob pousio 

na ausência e presença de SI FS sob temperatura de 28°C e 58°C. 
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O maior número de isolados foi obtido a partir do microcosmo de 

solo sob pousio incubado a 28°C na presença do SI FS (Figura 10b), apresentando 

um total de 152 isolados (média de 38 isolados por replicata), enquanto somente 20 

(média de 5 isolados por replicata) foram recuperados a partir do microcosmo 

controle, representando um incremento de 760% no número total de isolados. 

Um percentual de incrementação ainda maior foi observado para o 

mesmo solo incubado a 58°C (Figura 10b).  Em microcosmo na presença de SI FS, 

foram obtidos 26 isolados (média de 6,5 isolados por replicata) enquanto 3 (média 

de 0,75 isolados por replicata) foram recuperados do respectivo microcosmo 

controle, representando um aumento de 867% no número total de isolados 

bacterianos obtidos. 

Pereira, Neves e Gava (2000) também avaliaram o efeito da soja na 

dinâmica da população microbiana em dois diferentes solos. Em ambos, a soja 

estimulou a população bacteriana, corroborando com os resultados do presente 

estudo. Ros e colaboradores (2006) verificaram que a aplicação de compostos 

orgânicos em solo estimulou as atividades enzimáticas, inclusive a de protease. 

Segundo os autores, a diversidade bacteriana, foi significativamente maior nos 

tratamentos de solo sob condições de enriquecimento quando comparado aos 

tratamentos controles. 

No presente estudo, acredita-se também que boa parte dos 

resultados, como por exemplo, o maior número de isolados nos microcosmos sob 

condições de enriquecimento seletivo, seja consequência de modificações na 

diversidade das comunidades bacterianas, ocasionadas pela incorporação do SI ao 

solo, entretanto somente técnicas de biologia molecular serão capazes de 

comprovar tal hipótese. 

5.3.3 Avaliação Qualitativa da Produção de Protease  

 
 

Com o objetivo de confirmar o efeito da adição do farelo de soja 

como estratégia para o enriquecimento da comunidade bacteriana dos solos 

estudados com representantes ativos na produção de protease, a coleção de 

isolados provenientes dos microcosmos contendo SI FS e dos respectivos 

microcosmos controle (para fins comparativos) foi submetida à avaliação qualitativa. 
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A seleção de micro-organismos proteolíticos presentes em solo pode 

ser realizada em meio sólido suplementado com um substrato proteico funcionando 

como fonte de carbono e nitrogênio. Dentre esses substratos é citado a caseína 

(meio ágar- caseína), gelatina (meio ágar-gelatina) e leite desnatado (meio ágar-leite 

desnatado) (KUMAR, TAKAGI, 1999). Em ambos os casos a atividade proteolítica é 

evidenciada por halos claros ao redor das colônias (zonas de hidrólise). 

Kumar e Takagi (1999) defendem o enriquecimento prévio de 

amostras de solo visando o isolamento e screnning de micro-organismos 

proteolíticos, o que foi realizado no presente estudo. 

Para avaliação qualitativa dos isolados bacterianos quanto a 

produção de protease, optou-se pela utilização do meio ágar-leite desnatado. A 

produção da enzima foi evidenciada pela formação de halos transparentes ao redor 

dos orifícios de inoculação, contrastando com o branco do meio sólido como mostra 

Figura 11.  

Figura 11 – Halo de solubilização característico dos isolados bacterianos que 

apresentaram atividade proteolítica 

 

          Fonte: Da autora, 2013 

Tang, Pan, Li e He (2008) realizaram o isolamento e screening de 

bactérias do solo tolerante a solventes orgânicos para produção de uma protease. O 

teste quanto à produção da enzima foi realizado também em meio ágar leite-

desnatado. Os micro-organismos que apresentaram zonas claras amplas ao redor 

da colônia foram considerados com alto potencial proteolítico. 
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Os resultados da avaliação qualitativa quanto à produção de 

protease, aplicada aos isolados bacterianos estão apresentados na Tabela 9. O 

quadro geral da avaliação esta apresentado no APENDICE 10. 

Tabela 9 – Efeito do substrato indutor farelo de soja no percentual de isolados 

bacterianos proteolíticos obtidos em microcosmos montados a partir de solo agrícola 

e solo sob pousio na ausência e presença de SI FS sob temperatura de 28°C e 58°C 

Solo T1 Condição2 
Número Isolados  Produtores de Protease3 

Total 4 DP 5  Total 4 DP 5 Percentual 6 

A
g
ri
c
o

la
 28oC 

C/FS 120 ± 4,16  72 ± 2,94 60,00% 

S/ FS 25 ± 1,89  7 ± 1,26 28,00% 

58oC 
C/ FS 28 ± 1,83  23 ± 1,26 82,14% 

S/ FS A/I N/A  N/A N/A N/A 

S
o
b
 P

o
u
s
io

 

28oC 

C/ FS 152 ± 4,24  115 ± 5,85 75,66% 

S/ FS 20 ± 3,56  10 ± 3,00 50,00% 

58oC 
C/ FS 26 ± 1,73  17 ± 3,10 65,38% 

S/ FS 3 ± 0,96  N/D N/A N/A 

1 Temperatura de Incubação do Microcosmo. 2 Presença de Substrato Indutor Farelo de Soja (C/FS) ou Ausência 

de Substrato Indutor Farelo de Soja (S/FS). 3 Conforme Avaliação Qualitativa. 4 Total por microcosmo (4 

replicatas). 5 Desvio Padrão por microcosmo (4 replicatas). 6 Obtido pela razão: Total Produtores/Total Isolados. 

A/I – Ausência de Isolados. N/D – Atividade Proteolítica não Detectada. N/A – Não Aplicável 

Atualmente, pouco se sabe sobre a composição e dinâmica das 

comunidades bacterianas proteolíticas em ambientes naturais como o solo. O que se 

sabe é que manipulações ambientais, como a introdução de matériais orgânicos, 

impactam tais propriedades (FUKA et al. 2009).  

Com base nos resultados apresentados (Tabela 9), o SI farelo de 

soja cumpriu com o objetivo proposto de estimular a comunidade proteolítica nos 

solos. Os resultados apresentaram-se satisfatórios para todos os microcosmos de 

enriquecimento seletivo, com frações de isolados proteolíticos obtidos iguais ou 

superiores a 60%.  

O resultado de maior relevância refere-se ao solo agrícola, que 

quando incubado na presença do SI FS sob temperatura de 58°C, apresentou 
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82,14% dos isolados como proteolíticos, os quais podem ser considerados 

candidatos a termoestabilidade. O mesmo é esperado para os 65,38% isolados 

proteolíticos do solo Sob Pousio, que resistiram também à alta temperatura. Em 

contrapartida, os respectivos microcosmos controle dos dois solos, quando 

submetidos à alta temperatura, não permitiram se quer a obtenção de isolados, o 

que reforça o papel do substrato indutor no sucesso desses resultados. 

Apesar da etapa de monitoramento da atividade proteolítica (Figura 

9) ter indicado o solo sob pousio como o mais sensível à introdução do SI FS, a 

etapa de avaliação qualitativa (Tabela 9) apontou o solo agrícola como o mais 

afetado: quando a 28°C na ausência de FS (microcosmo controle), o solo agrícola 

apresentou 28,00% dos isolados como proteolíticos, com a introdução do material ao 

solo (microcosmo de enriquecimento seletivo), passou a apresentar 60,00%. Já para 

o solo sob pousio, essa incrementação mostrou-se menos significativa, passando de 

um percentual de 50,00% (microcosmo controle) para 75,66% (microcosmo de 

enriquecimento seletivo). 

Em relação aos resultados dos microcosmos controle (ausência de 

FS) submetidos a 28°C, apesar do menor número de isolados, boa parte 

apresentou-se como proteolítica (Tabela 9). Este resultado confirma também a 

existência prévia dessa classe funcional de micro-organismos nos dois solos 

experimentais, conforme já indicado na etapa de monitoramento enzimático (Figura 

9).  

Entre os microcosmos controle, o de solo sob pousio demonstrou 

melhores resultados, apresentando 50,00% dos isolados como proteolíticos, o que 

sugere o potencial deste tipo de solo, mesmo na ausência de substrato indutor, na 

obtenção dessa classe de micro-organismos. O maior percentual proteolítico 

apresentado para o microcosmo controle de solo sob pousio corrobora os resultados 

do monitoramento enzimático (Figura 9), onde este solo mostrou inicialmente maior 

atividade proteolítica. 

Todos os isolados tomados como proteolíticos ao longo da avaliação 

qualitativa tiveram seus halos de degradação avaliados a partir do parâmetro índice 

enzimático (IE). Os que se destacaram foram aqueles que apresentaram IE superior 

a 3,0, estando alguns apresentados nos APÊNDICES 11, 12, 13, 14, 15 e 16. 
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5.4 AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DO SUBSTRATO INDUTOR FARELO DE CRISÁLIDA NA 

ESTIMULAÇÃO DA COMUNIDADE BACTERIANA QUITINOLÍTICA EM SOLO AGRÍCOLA E 

SOLO SOB POUSIO 

 

5.4.1 Monitoramento da Atividade Quitinolítica  

A atividade quitinolítica também foi monitorada nos microcosmos de 

solo agrícola e solo sob pousio quando na ausência e presença do SI FC sob duas 

diferentes temperaturas de incubação, visando identificar os efeitos de tal resíduo na 

estimulação/prospecção das comunidades microbianas quitinolíticas presentes, 

estando os resultados apresentados na Figura 12. 

Uma análise comparativa geral da atividade quitinolítica dos solos na 

condição inicial (ausência de SI FC, em t=0), ainda sem o efeito da temperatura de 

incubação, possibilita observar que o solo sob pousio apresentou maior atividade 

quitinolítica comparativamente ao solo agrícola, o que poderia ser explicado por uma 

maior quantidade de quitina originalmente disponível neste tipo de solo.  

Apesar da menor atividade quitinolítica inicialmente apresentada, o 

solo agrícola quando incubado a 28°C mostrou-se altamente sensível à incorporação 

do SI FC, com aumento continuado da atividade quitinolítica por período superior a 

35 dias (Figura 12a), não sendo possível, portanto, observar dentro deste período, 

um pico de atividade enzimática. Já quando incubado a 58°C na presença do SI, o 

mesmo solo apresentou pico de atividade (1777,5 µg N-acetilglicosamina g-116h-1) 

após 10 dias de incubação, decaindo totalmente aos 17 dias (Figura 12c).  

Em relação aos microcosmos controle deste solo, observa-se que 

quando incubados a 28°C e 58°C, os mesmos tiveram suas atividades quitinolíticas 

abreviadas para 24 dias (Figura 12a) e 14 dias (Figura 12c), respectivamente. 

Esses resultados sugerem o efeito de estimulação do resíduo farelo 

de crisálida para a atividade quitinolítica do agrossistema, efeito esse, atribuído 

provavelmente ao principal constituinte do SI adicionado: a quitina.  

A crisálida do bicho-da-seda (Bombyx mori) é um resíduo da 

indústria têxtil, portanto, de baixo custo. Além da quitina em sua composição, possui 

também alto teor protéico e sais minerais como cálcio, fósforo, cobre, ferro, 

manganês e zinco (ITANO, 2006).  
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Figura 12 – Monitoramento da atividade quitinolítica em amostras de solo agrícola 

(a, c) e de solo sob pousio (b, d) na ausência (○) e presença (■) do substrato indutor 

farelo de crisálida (FC) sob diferentes temperaturas de incubação (28 °C e 58 °C) 
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Fonte: Da autora, 2013 

 

De acordo com Gomes e colaboradores (1999) e Hernandéz e 

Hobbie (2010) a produção de quitinase em solos é geralmente induzida pela 

presença de quitina. 

Solo Agrícola - 28°C 

Solo Agrícola - 58°C 

Solo sob Pousio - 28°C 

Solo sob Pousio - 58°C 
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Em estudo realizado por Wongkaew e Homkratoke (2009) a adição 

de quitina em solo permitiu que a atividade quitinolítica do mesmo fosse elevada a 

um nível capaz de ser mantido durante longo período (12 semanas), ao contrario 

dos tratamentos controle (ausência de quitina), que apresentaram atividades 

inferiores mantidas por tempo consideravelmente menor (1 semana).  

Kielak e colaboradores (2013) também avaliaram o impacto da 

quitina (resíduo de camarão) na atividade quitinolítica de solo. Os autores realizaram 

o monitoramento enzimático após 1, 3, 7, 15, 30 e 60 dias de incubação. Ao longo 

de todo o experimento, os tratamentos que não continham quitina apresentaram 

atividades quitinoliticas inferiores. 

Em relação aos resultados do solo sob pousio, apesar da maior 

atividade quitinolítica encontrada para os microcosmos contendo SI, o 

monitoramento enzimático não foi considerado satisfatório, visto ter apresentado 

sucessivas quedas e aumentos de atividade (Figura 12b e Figura 12d). Portanto, 

considerando a inconsistência dos resultados, não foi possível uma conclusão a 

respeito do efeito do SI FC na atividade quitinolítica deste solo. 

 

5.4.2 Isolamento, Purificação, Contabilização e Avaliação da Microbiota 

 

Durante a realização do monitoramento da atividade quitinolítica em 

solo agrícola incubado com FC sob temperatura de atuação 28°C, observou-se 

aumento progressivo da atividade por período superior ao período proposto de 

incubação (35 dias) (Figura 12a), não sendo possível determinar um tempo 

considerado ideal (pico na atividade quitinolítica) à obtenção do grupo bacteriano de 

interesse (produtores de quitinase). Portanto, para este solo, nesta temperatura, 

optou-se pelo isolamento após o período limite de 35 dias. Para o mesmo solo, 

entretanto à 58°C, foi possível a visualização de um pico na atividade enzimática. 

Já em relação ao solo sob Pousio, o monitoramento da atividade 

quitinólitica apresentou-se insatisfatório, não sendo possível obter (para ambas as 

temperaturas) tempos considerados ideais ao isolamento. Portanto, novamente, 

optou-se pelo isolamento em período de 35 dias.  
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Todos os períodos de incubação selecionados para a etapa de 

isolamento estão apresentados na Tabela 10. 

Tabela 10 – Períodos de incubação considerados ideais para a obtenção de 

bactérias mesofílicas e termofílicas com capacidade de biossíntese de quitinase 

Solo Experimental Temperatura Período de Incubação 

Agrícola 
28°C 35 dias1 

58°C 10 dias1 

Sob Pousio 
28°C 35 dias2 

58°C 35 dias2 

 1 Determinado  a partir do resultados de monitoramento da atividade quitinolítica no microcosmo incubado na 

presença do SI FC, e aplicado igualmente para o respectivo microcosmo controle. 2 Período  padronizado para o 

isolamento nos microcosmos que não apresentaram resultado satisfatório na etapa de monitoramento enzimático 

 

Uma análise comparativa do efeito da adição do SI FC sobre a 

quantidade média de isolados recuperados em cada um dos microcosmos está 

apresentada na Figura 13 e o quadro geral dos resultados de isolamento está 

apresentado no APÊNDICE 17. 

A incrementação de solos com quitina vem atualmente visando o 

controle de fungos fitopatogênicos, devido à capacidade do material alterar a 

microbiota do solo, estimulando, por exemplo, a multiplicação de micro-organismos 

quitinolíticos (HALLMANN; RODRÍGUEZ-KÁBANA;KLOEPPER,1999; WONGKAEW; 

HOMKRATOKE, 2009). 

Esta incrementação pode ser vista também não só pelos efeitos de 

proteção às plantas, mas também pela possibilidade de proporcionar ciclagem de 

nutrientes para benefício dos micro-organismos no solo. Segundo Wongkaew e 

Homkratoke (2009), a quitina exibe combinação de características físico-químicas e 

biológicas de baixa toxicidade, sendo uma alternativa viável no aprimoramento das 

atividades microbianas em solos. 
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Figura 13 – Efeito do substrato indutor farelo de crisálida no número médio de 

isolados bacterianos obtidos em microcosmos montados a partir de a) Solo agrícola 

na ausência e presença de SI FC sob temperatura de 28°C e 58°C e b) Solo sob 

pousio na ausência e presença de SI FC sob temperatura de 28°C e 58°C 
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Conforme os resultados apresentados, não foi possível a obtenção 

de isolados no microcosmos controle de solo agrícola, quando a 28°C. Essa 

ausência pode ser atribuída ao longo período de incubação (35 dias) que precedeu a 

etapa de isolamento. A microbiota não teria sido capaz de resistir à ausência de 

fontes nutritivas. Em contrapartida, a adição do SI FC ao solo favoreceu a 

sobrevivência e possivelmente gerou uma estimulação da microbiota, obtendo-se 

um total de 144 isolados (média de 36 isolados por replicata) a partir do microcosmo 

de enriquecimento seletivo (Figura 13a).  

A idéia de estimulação citada acima baseia-se em uma comparação 

com o SI BC (Figura 7a) e FS (Figura 10a), que quando atuando no mesmo solo a 

28°C, por menores períodos de tempo (17 e 14 dias respectivamente), favoreceram 

a obtenção de um menor número de isolados, sugerindo que para a microbiota do 

agrossistema, o farelo de crisálida teve sua maior contribuição.  

Uma outra possibilidade para justificar o maior número de isolados 

obtido em solo agrícola na presença do farelo de crisálida frente aos outros SI seria 

não relacionada a natureza do SI adicionado, mas sim ao maior período de 

incubação que precedeu a etapa de isolamento (35 dias) e consequentemente ao 

maior tempo para adaptação e\ou modificação da comunidade microbiana existente. 

Em relação ao solo sob pousio, é possível verificar que houve a 

obtenção de isolados do microcosmo controle, quando este foi submetido a 28°C 

(Figura 13b). Estes micro-organismos destacam-se pela sobrevivência por período 

mínimo de 35 dias, mesmo na falta de entradas de nutrientes, sugerindo um 

importante papel desses micro-organismos para o solo de origem. 

Os isolados obtidos em ambos os solos na presença do SI FC sob 

temperatura de atuação de 58°C apresentam-se como candidatos a 

termoestabilidade, principalmente os provenientes de solo sob pousio, os quais 

sobreviveram por 35 dias nesta condição estressante. 

Assim como os resultados da etapa de monitoramento enzimático, 

os resultados de isolamento obtidos também devem estar relacionados ao principal 

componente do SI adicionado. Hallmann, Rodríguez-Kábana e Kloepper (1999) 

observaram em estudo, que as populações bacterianas responderam muito mais 

rápidamente a adição de quitina em solos do que fungos. Os autores verificaram que 

a incrementação de amostras de solo com quitina resultou em um aumento na 
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população bacteriana (30 vezes maior, passados 21 dias da incrementação) e 

inclusive em um aumento na fração quitinolítica em relação ao mesmo solo na 

ausência de quitina (tratamento controle).  

Na análise comparativa da diversidade bacteriana realizada também 

no estudo acima citado, foi possível verificar que todas as espécies presentes nas 

amostras de solo não incrementado (tratamento controle) estavam também 

presentes em solo incrementado com quitina, entretanto, algumas espécies como 

Aureobacterium testaceum, Corynebacterium aquaticum e Rathayibacter tritici foram 

obtidas apenas após o processo de incrementação, sugerindo o papel da adição 

deste material no enriquecimento da diversidade microbiana. 

Kielak e colaboradores (2013) também avaliaram o impacto do 

enriquecimento de solo com quitina (resíduos de camarão) na abundância e 

diversidade da comunidade bacteriana. Os autores realizaram monitoramento da 

diversidade (PCR) após 1, 3, 7, 15, 30 e 60 dias de incubação, verificando forte 

influencia da quitina na modificação da comunidade bacteriana. 

Quando quitina é adicionada ao solo, actinomicetos respondem com 

um crescimento rápido (MANUCHAROVA et al., 2008) parecendo estimular 

principalmente Streptomyces (Gomes et al. 2000). Gomes e colaboradores (2000) 

realizaram o isolamento de actinomicetos de solo sob condição de enriquecimento 

seletivo com quitina a 4%, por um período de 30 dias. Os autores obtiveram um total 

de quarenta e um isolados, sendo que todos eles foram capazes de produzir zonas 

claras em meio sólido seletivo contendo quitina coloidal. 

Manucharova e colaboradores (2005) investigaram a dinâmica 

populacional microbiana em solo na presença e ausência de quitina, revelando em 

todas as fases da investigação, um maior número de micro-organismos quitinolíticos 

nos tratamentos com quitina, em comparação aos controles. 

Em estudo realizado por De Boer e colaboradores (1999) a adição 

de quitina ao solo pareceu estimular de forma geral a microbiota, mas principalmente 

os organismos quitinolíticos. Fabry (2007) cita o papel de materiais ricos em quitina 

particularmente na estimulação da comunidade bactériana quitinolítica. 

De acordo com Sato e colaboradores (2010) até o momento, um 

grande número de bactérias quitinolíticas foram isoladas de solos, entretanto há 

diversas que ainda não foram identificadas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

▪ Os substratos indutores selecionados possibilitaram o 

enriquecimento seletivo da microbiota dos solos em estudo, favorecendo o 

isolamento dos grupos bacterianos de interesse. 

 
▪ O parâmetro monitoramento enzimático demonstrou-se eficiente 

na avaliação dos efeitos dos substratos indutores bagaço de cana-de-açúcar e farelo 

de soja na atividade celulolítica e proteolítica, respectivamente, de ambos os solos 

em estudo, permitindo a identificação de tempos de incubação favoráveis a 

obtenção dos grupos bacterianos de interesse.  

 
▪ O parâmetro monitoramento enzimático demonstrou-se eficiente 

também na avaliação dos efeitos do substrato indutor farelo de crisalida na atividade 

quitinolítica de solo agrícola, entretanto não possibilitou o mesmo em solo sob 

pousio. 

▪ O solo agrícola em estudo se mostrou a principal fonte de micro-

organismos produtores de celulase, sendo obtido um total de 80 isolados 

bacterianos celulolíticos a partir dos microcosmos de enriquecimento seletivo deste 

solo na presença do substrato indutor bagaço de cana-de-açúcar. 

 

▪ O solo sob pousio em estudo se mostrou a principal fonte de 

micro-organismos produtores de protease, sendo obtido um total de 132 isolados 

bacterianos proteolíticos a partir dos microcosmos de enriquecimento seletivo deste 

solo na presença do substrato indutor farelo de soja. 

 

▪ Todos os isolados bacterianos obtidos nos microcosmos de 

enriquecimento seletivo incubados a 58°C podem ser considerados candidatos a 

termoestabilidade, característica essa, favorável a aplicações biotecnológicas. 
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 

▪ A fim de se confirmar também um possível papel dos SI no 

aumento da diversidade microbiana nos solos em estudo, os isolados bacterianos 

obtidos devem ser submetidos a técnicas de biologia molecular capazes de defender 

tal abordagem, uma vez que os resultados obtidos não são suficientes para defendê-

la. 

 

▪ Os isolados bacterianos que se apresentaram em teste 

qualitativo, como bons candidatos a produção enzimática, deverão ser submetidos a 

testes quantitativos para melhor avaliação da capacidade de produção das enzimas 

de interesse, e possívelmente à trabalhos de otimizações. 

 

 

▪ Os isolados bacterianos obtidos a partir dos microcosmos 

incubados a 58°C deverão ter confirmada a capacidade de crescimento sob elevada 

temperatura, bem como a termoestabilidade das enzimas por eles produzidas. 

 

 

▪ Apesar das metodologias de monitoramento enzimático terem 

contribuido para a avaliação de efeitos da adição de SI aos solos e para a obtenção 

de períodos de incubação favoráveis ao isolamento dos grupos bacterianos de 

interesse, essas apresentam limitações. Portanto, devem ser melhor estudas, e 

possivelmente otimizadas. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice 1 – Substratos Indutores (SI). 

 

                 

 Fonte: Da autora, 2013                Fonte: Da autora, 2013                Fonte: Da autora, 2013 

 

A: Bagaço de Cana-de-Açúcar (BC) 

B: Farelo de Soja (FS) 

C: Farelo de Crisálida (FC) 

 

Apêndice 2 – Representação da diversidade microbiana acessada ao longo da 

etapa de isolamento.  

 

 

    Fonte: Da autora, 2013 

A C B 
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Apêndice 3 – Resultados gerais das etapas de isolamento e avaliação qualitativa 

para os microcosmos montados a partir de solo agrícola e sob pousio na 

ausência e presença do substrato indutor bagaço de cana-de-açúcar. 

1 Temperatura de Incubação do Microcosmo. 2 Presença de Substrato Indutor Bagaço de Cana-de-Açúcar (C/BC) 

ou Ausência de Substrato Indutor Bagaço de Cana-de-Açúcar (S/BC). 3 Conforme Avaliação Qualitativa. 4 Total 

por microcosmo (4 replicatas). 5 Obtido pela razão: Total Produtores/Total Isolados. A/I – Ausência de Isolados. 

N/D – Atividade Celulolítica não detectada. N/A – Não Aplicável  
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Apêndice 4 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo solo 

agrícola na presença do SI BC sob temperatura de incubação de 28°C, que se 

destacaram quanto à produção da enzima celulase em avaliação qualitativa. 

 

                 

 

Apêndice 5 – Isolado bacteriano obtido a partir de microcosmo contendo solo 

agrícola na presença do SI BC sob temperatura de incubação de 58°C, que se 

destacou quanto à produção da enzima celulase em avaliação qualitativa. 

 

 

Apêndice 6 – Isolado bacteriano obtido a partir de microcosmo contendo solo 

agrícola na ausência do SI BC sob temperatura de incubação de 28°C, que se 

destacou quanto à produção da enzima celulase em avaliação qualitativa. 
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Apêndice 7 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo solo 

sob pousio na presença do SI BC sob temperatura de incubação de 28°C, que se 

destacaram quanto à produção da enzima celulase em avaliação quali tativa. 

 

                 

         

 

 

Apêndice 8 – Isolado bacteriano obtido a partir de microcosmo contendo solo sob 

pousio na ausência do SI BC sob temperatura de incubação de 28°C, que se 

destacou quanto à produção da enzima celulase em avaliação qualitativa. 
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Apêndice 9 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo solo 

sob pousio na presença do SI BC sob temperatura de incubação de 58°C, que se 

destacaram quanto à produção da enzima celulase em avaliação qualitativa. 
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Apêndice 10 – Resultados gerais das etapas de isolamento e avaliação 

qualitativa para os microcosmos montados a partir de solo agrícola e sob pousio 

na ausência e presença do substrato indutor farelo de soja. 

1 Temperatura de Incubação do Microcosmo. 2 Presença de Substrato Indutor Farelo de Soja (C/FS) ou Ausência 

de Substrato Indutor Farelo de Soja (S/FS). 3 Conforme Avaliação Qualitativa. 4 Total por microcosmo (4 

replicatas). 5 Obtido pela razão: Total Produtores/Total Isolados. A/I – Ausência de Isolados. N/D – Atividade 

Proteolítica não detectada. N/A – Não Aplicável.  
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Apêndice 11 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo 

solo agrícola na presença do SI FS sob temperatura de incubação de 28°C, que 

se destacaram quanto à produção da enzima protease em avaliação qualitativa. 
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Apêndice 12 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo 

solo agrícola na presença do SI FS sob temperatura de incubação de 58°C, que 

se destacaram quanto à produção da enzima protease em avaliação qualitativa. 

 

                 

 

                 

 

Apêndice 13 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo 

solo agrícola na ausência do SI FS sob temperatura de incubação de 28°C, que 

se destacaram quanto à produção da enzima protease em avaliação qualitativa. 
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Apêndice 14 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo 

solo sob pousio na presença do SI FS sob temperatura de incubação de 28°C, 

que se destacaram quanto à produção da enzima protease em avaliação 

qualitativa. 
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Apêndice 15 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo 

solo sob pousio na presença do SI FS sob temperatura de incubação de 58°C, 

que se destacaram quanto à produção da enzima protease em avaliação 

qualitativa. 

 

                 

 

         

 

Apêndice 16 – Isolados bacterianos obtidos a partir de microcosmo contendo 

solo sob pousio na ausência do SI FS sob temperatura de incubação de 28°C, 

que se destacaram quanto à produção da enzima protease em avaliação 

qualitativa. 
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Apêndice 17 – Resultados gerais das etapas de isolamento e avaliação qualitativa 

para os microcosmos montados a partir de solo agrícola e sob pousio na ausência e 

presença do substrato indutor farelo de crisálida. 

1 Temperatura de Incubação do Microcosmo. 2 Presença de Substrato Indutor Farelo de Crisálida (C/FC) ou 

Ausência de Substrato Indutor Farelo de Crisálida (S/FC). 3 Total por microcosmo (4 replicatas). A/I – Ausência 

de Isolados. N/A – Não Aplicável. * Avaliação Qualitativa ainda não realizada. 
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(%
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A
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rí
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28°C 

C / FC 

1 30 

144 

* 

* * 
2 37 * 

3 45 * 

4 32 * 

S / FC 

1 A/I 

N/A  

N/A  

N/A 
 

N/A  
2 A/I N/A  

3 A/I N/A  

4 A/I N/A 

58°C 

C / FC 

1 A/I 

20 

* 

* * 
2 9 * 

3 6 * 

4 5 * 

S / FC 

1 A/I 

N/A 

N/A 

N/A N/A 
2 A/I N/A 

3 A/I N/A 

4 A/I N/A 
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28°C 

C / FC 

1 31 

121 

* 

* * 
2 26 * 

3 29 * 

4 35 * 

S / FC 

1 5 

23 

* 

* * 
2 11 * 

3 A/I * 

4 7 * 

58°C 

C / FC 

1 10 

42 

* 

* * 
2 13 * 

3 8 * 

4 11 * 

 
 

S / FC 

1 A/I 

N/A 

N/A 

 
N/A 

 
N/A 

2 A/I N/A 

3 A/I N/A 

4 A/I N/A 
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ANEXOS 

 

ANEXO A – Meios de Cultivo – Etapa de Isolamento 

 

▪ Meio Dygs  
 
 

Glicose 2,0 g 

Peptona Bacteriológica 1,5 g 

Extrato de Levedura 2,0 g 

KH2PO4. 7H2O 0,5 g 

MgSO4.7H2O 0,5 g 

H2O destilada q.s.p 1000 mL 

 

O pH  do meio foi ajustado à 6,8 e o meio sólido foi obtido com a 

adição de 15 gramas de Agar.  

 

▪ Meio Mínimo  
 

Glicose 2,0 g 

NaNO3 4,0 g 

KH2PO4 1,5 g 

FeCl3 0,05 g 

MgSO4 0,2 g 

CaCl2 0,01 g 

Na2HPO4 0,5 g 

H2O destilada q.s.p 1000 mL 

 

O pH  do meio foi ajustado à 7,0 e o meio sólido foi obtido com a 

adição de 15 gramas de Agar.  
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ANEXO B – Meios Sólidos – Etapa de Avaliação Qualitativa 

 

▪ Meio Ágar- Carboximetilcelulose (SALLES et al., 2010) 
 

Carboximetilcelulose 10,0 g 

Tampão de Extração 1000 mL 

Ágar 20,0 g 

 

Tampão de Extração (Tampão Fosfato de Sódio 50 mM, pH 6,9): 

NaH2PO4.H20 4,6 g 

Na2HPO4 2,3 g 

Água Destilada q.s.p 1000 mL 

 

 

▪ Meio Ágar-Leite Desnatado (DUARTE et al., 2009) 
 

Solução 1: 

Leite Desnatado 50,0 g 

Água Destilada q.s.p 500 mL 

 

Solução 2: 

Ágar 15,0 g 

Água Destilada q.s.p 500 mL 

 

As Soluções 1 e 2 foram autoclavadas separadamente e misturadas 

somente no momento da utilização. 
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▪ Meio Ágar-Quitina Coloidal (WANG et al., 2002) 
 

 

Quitina Coloidal 20,0 g 

NaNO3 1,0 g 

KH2PO4 1,0 g 

MgSO4.7H2O 0,5 g 

H2O destilada q.s.p 1000 mL 

 

Após mistura dos reagentes, o pH  do meio foi ajustado à 7,0. 
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ANEXO C – Principais Soluções 

 

▪ Caseinato de Sódio (2%) 

Foram adicionados, sob agitação, 20,0 gramas de Caseinato de 

Sódio (Sigma Aldrich) em 600 mL de água destilada quente e após total 

solubilização o volume foi completado para 1000 mL. 

▪ Quitina Coloidal 

A quitina coloidal foi preparada de acordo com os procedimentos 

descritos por Itano (2006): 2,0 gramas de quitina cristalina (Chitin from crab shells, 

practical grade, Sigma Aldrich) foram misturados a 35 mL de HCl concentrado. 

O precipitado formado foi lavado com água de torneira gelada até 

atingir pH aproximado de 6,0 centrifugando-se a 9000 rpm por 10 min e armazenado 

a 5 ºC até a utilização. 

 

▪ Reagente Alcalino 

Para preparo de uma solução NaOH \ Na2CO3 foram dissolvidos 

50,0 gramas de Carbonato de Sódio (Na2CO3) em aproximadamente 500 mL de 

água destilada com posterior adição de 60 mL de solução hidróxido de sódio a 1M. 

O volume foi completado para 1000 mL. 

▪ Reagente Fenol de Folin-Ciocalteu 

Foram diluídos 167 mL do reagente Folin-Ciocalteu para 500 mL de 

água destilada. 

▪ Solução DMBA 

Foram dissolvidos 10 gramas do reagente 4-

(Dimetilamino)benzaldeído em uma mistura de 87,5 mL de Ácido Acético 

concentrado com 12,5 mL de Ácido Clorídrico concentrado. Nos momentos de uso, 

tal solução foi imediatamente diluída em proporção 1:4 com Ácido Acético 

concentrado. 
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▪ Solução TCA 15% 

Dissolveu-se 150 gramas de Ácido Tricloroacético em 1000 mL de 

agua destilada. 

 

▪ Solução Extratora 

Foi preparada uma solução KCL 2M, a partir da mistura de 149,12 g 

para 1000 mL de agua destilada. 

 

▪ Tampão Acetato (0.1M, pH 5,5 contendo azida a 0,2%) 

Foram dissolvidos 13,6 gramas de Acetato de Sódio () em 700 mL 

de água destilada e o pH ajustado a 5,5 com solução diluída de ácido acético. 

Adicionou-se 2,0 gramas de azida de sódio NaN3  e o volume foi completado para 

1000 mL. 

▪ Tampão Borato (0.8M, pH 9,1) 

Foram dissolvidos 49,5 gramas de Ácido Bórico (H3BO3) em 400 mL 

de Solução KOH 0,8M. Adicionou-se 200 mL de água destilada, o pH foi ajustado a 

9,1 e o volume completado para 1000 mL. 

 

▪ Tampão Fosfato (0,12M, pH 6,0 contendo azida a 0,2%) 

Foram dissolvidos 16,1 gramas de KH2PO4 e Na2HPO4.2H2O em 

700 mL de água destilada e o pH ajustado a 6,0 com solução de hidróxido de sódio. 

Adicionou-se 2,0 gramas de NaN3 e o volume foi completado para 1000 mL.   

 

▪ Tampão Tris (50 mM, pH 8,1) 

Dissolveu-se 6,05 gramas do reagente tris(hidroximetil)aminometano 

((HOCH2)3CNH2) em 700 mL de agua destilada, o pH foi ajustado para 8,1 e o 

volume completado para 1000 mL. 


