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RESUMO 

 
As áreas úmidas são ecossistemas ricos em biodiversidade, abrigando uma variedade de 
espécies e sua importância ecológica é reconhecida em todo o mundo. O objetivo deste 
estudo foi pesquisar isolados bacterianos a partir de amostras de sedimento da Unidade 
de Conservação Imperatriz Leopoldina em São Leopoldo/RS e estudar substâncias com 
atividade biológica por elas produzidas. As linhagens bacterianas foram identificadas 
através do Maldi-tof, testadas quanto à produção de enzimas hidrolíticas e de substâncias 
com atividade antimicrobiana. Para avaliação das propriedades enzimáticas, dos 37 
isolados selecionados, 64% apresentaram resultado positivo para o teste da amilase, 16% 
para gelatinase, 37% para lipase e 91% para protease. Diante desses resultados, os seis 
isolados bacterianos que apresentaram melhor perfil enzimático foram selecionados para 
o teste da sobrecamada, observando-se a presença de halos de inibição em apenas um 
isolado Bacillus sp. sed 2.2 contra a indicadora Corynebacterium fimi NCTC 7547. Este 
isolado foi selecionado e a substância antimicrobiana por ele produzida foi parcialmente 
purificada através da precipitação com sulfato de amônio, cromatografia líquida de gel 
filtração (Sephadex G-100) e membrana de ultrafiltração. Esta substância foi ativa contra 
algumas espécies de Listeria, incluindo Listeria monocytogenes ATCC 7644 e 
Corynebacterium fimi NCTC 7547. Em conclusão, os isolados obtidos de amostras de 
sedimento são fontes importantes de compostos bioativos, incluindo enzimas e peptídeos 
antimicrobianos, que podem apresentar atividade antimicrobiana contra bactérias 
patogênicas importantes.   
 
Palavras-chave: Áreas úmidas, atividade antimicrobiana, Bacillus sp., compostos 

bioativos, enzimas hidrolíticas. 
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ABSTRACT 

 
Wetlands are ecosystems rich in biodiversity, housing a variety of species and their 
ecological importance is recognized worldwide. The objective of this study was to 
investigate bacterial isolates from sediment samples from the Imperatriz Leopoldina 
Conservation Unit in São Leopoldo / RS and to study substances with biological activity 
produced by them. The bacterial strains were identified through Maldi-tof, tested for the 
production of hydrolytic enzymes and substances with antimicrobial activity. For the 
evaluation of the enzymatic properties of the 37 isolates selected (100%), 64% presented 
positive results for the amylase test, 16% for gelatinase, 37% for lipase and 91% for 
protease. In view of these results, the six bacterial isolates that presented the best 
enzymatic profile were selected for the overlay test, with the presence of inhibition halos in 
only one isolate Bacillus sp. sed 2.2 against the indicator Corynebacterium fimi NCTC 
7547. This isolate was selected and the antimicrobial substance it produced was partially 
purified by ammonium sulfate precipitation, gel filtration liquid chromatography (Sephadex 
G-100) and ultrafiltration membrane. This substance was active against some species of 
Listeria, including Listeria monocytogenes ATCC 7644 and Corynebacterium fimi NCTC 
7547. In conclusion, the isolates obtained from sediment samples are important sources of 
bioactive compounds, including antimicrobial enzymes and peptides, which may exhibit 
antimicrobial activity against important pathogenic bacteria. 
 
 
Keywords: Wetlands, antimicrobial activity, Bacillus sp., bioactive compounds, hydrolytic 

enzymes. 

 

 

 

 

 

 

 
1Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências Básicas da 

Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (60 p.) August, 2018. 



 

 

SUMÁRIO 
 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................................ 1 

2. OBJETIVOS ................................................................................................................ 2 

2.1 Objetivo Geral ............................................................................................................. 2 

2.2 Objetivos Específicos .................................................................................................. 2 

3. REVISÃO DA LITERATURA ...................................................................................... 3 

3.1 Áreas úmidas .............................................................................................................. 3 

3.2 Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina (PNMIL)........................................... 4 

3.3 Comunidades microbianas em ambientes de áreas úmidas ....................................... 4 

3.4 Substâncias bioativas produzidas por micro-organismos ambientais ......................... 7 

3.4.1 Enzimas extracelulares produzidas por bactérias ..................................................... 7 

3.4.2 Produção de substâncias com atividade antimicrobiana ........................................... 8 

3.5 Aplicação das bacteriocinas produzidas por isolados bacterianos ambientais .......... 11 

4. MATERIAL E MÉTODOS ......................................................................................... 14 

4.1 Área de Estudo .......................................................................................................... 14 

4.1.1 Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina ..................................................... 14 

4.1.2 Coleta das amostras de sedimento ......................................................................... 14 

4.2 Análises físico-químicas das amostras de sedimento ............................................... 15 

4.3 Contagem total das bactérias heterotróficas das amostras de sedimento ................ 15 

4.4 Caracterização preliminar e identificação por Matrix Associated Laser Desorption-

Ionization - Time of Flight (Maldi-Tof/MS) dos isolados bacterianos ......................... 16 

4.5 Avaliação da produção de enzimas hidrolíticas pelos isolados bacterianos.............. 17 

4.5.1 Prova da amilase..................................................................................................... 17 

4.5.2 Prova da atividade proteolítica ................................................................................ 17 

4.5.3 Produção de gelatinase ........................................................................................... 17 

4.5.4 Prova da lipase ....................................................................................................... 18 

4.6 Avaliação da produção de atividade antimicrobiana pelas bactérias selecionadas ... 18 

4.6.1 Teste da sobrecamada ............................................................................................ 18 

4.6.2 Avaliação da produção de substâncias antimicrobianas pelo Método de Difusão em 

Ágar com Discos ..................................................................................................... 19 

4.7 Sequenciamento do gene 16S rRNA ........................................................................ 19 

4.7.1 Extração do DNA total ............................................................................................. 19 

4.7.2 Amplificação do gene 16S rRNA ............................................................................. 20 



 

 

4.7.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA ...................................................................... 20 

4.8 Avaliação da produção de substâncias antimicrobianas em diferentes meios de 

cultivo ........................................................................................................................ 21 

4.9 Curva de crescimento do isolado bacteriano Bacillus sp sed 2.2 e produção da 

substância antimicrobiana ......................................................................................... 21 

4.10 Purificação parcial do sobrenadante bruto ................................................................ 21 

4.10.1 Precipitação fracionada com sulfato de amônio ...................................................... 21 

4.10.2 Cromatografia Líquida de Gel Filtração (Sephadex G – 100) ................................. 22 

4.10.3 Membrana de Ultrafiltração do sobrenadante bruto parcialmente purificado .......... 22 

4.10.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida do sobrenadante bruto parcialmente 

purificado ................................................................................................................. 23 

4.10.5 Quantificação de proteínas totais do sobrenadante bruto parcialmente purificado . 23 

4.11 Caracterização do sobrenadante bruto parcialmente purificado ............................... 24 

4.11.1 Estabilidade térmica do sobrenadante bruto parcialmente purificado ..................... 24 

4.11.2 Estabilidade do sobrenadante bruto parcialmente purificado frente a refrigeração e 

congelamento .......................................................................................................... 24 

4.11.3 Estabilidade do sobrenadante bruto parcialmente purificado frente às enzimas 

proteolíticas ............................................................................................................. 25 

4.12 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado 25 

4.12.1 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

frente a bactérias de importância ambiental ............................................................ 26 

5. RESULTADOS .......................................................................................................... 27 

5.1 Análises Físico-Químicas das amostras de sedimento ............................................. 27 

5.2 Contagem total de bactérias heterotróficas das amostras de sedimento .................. 28 

5.3 Caracterização preliminar e identificação por Maldi-Tof/MS dos isolados bacterianos28 

5.4 Avaliação da produção de enzimas hidrolíticas pelos isolados bacterianos.............. 29 

5.5 Avaliação da produção de atividade antimicrobiana pelas bactérias selecionadas ... 31 

5.5.1 Teste da sobrecamada ............................................................................................ 31 

5.5.2 Avaliação da produção de substâncias antimicrobianas pelo Método de Difusão em 

Ágar com Discos ..................................................................................................... 32 

5.6 Identificação do isolado sed 2.2 pelo gene 16S rRNA............................................... 32 

5.7 Curva de crescimento do isolado Bacillus sp. sed 2.2 e produção da substância 

antimicrobiana ........................................................................................................... 33 

5.8 Purificação parcial do sobrenadante bruto ................................................................ 34 



 

 

5.8.1 Precipitação fracionada com sulfato de amônio ...................................................... 34 

5.8.2 Cromatografia Líquida de Gel Filtração (Sephadex G - 100) .................................. 34 

5.8.3 Membrana de Ultrafiltração do sobrenadante bruto parcialmente purificado .......... 35 

5.8.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida do sobrenadante bruto parcialmente 

purificado ................................................................................................................. 36 

5.8.5 Quantificação de proteínas totais do sobrenadante bruto parcialmente purificado . 36 

5.9 Caracterização do sobrenadante bruto parcialmente purificado ............................... 37 

5.9.1 Estabilidade térmica do sobrenadante bruto parcialmente purificado ..................... 37 

5.9.2 Estabilidade do sobrenadante bruto parcialmente purificado frente à refrigeração e 

congelamento .......................................................................................................... 38 

5.9.3 Estabilidade do sobrenadante bruto parcialmente purificado frente às enzimas 

proteolíticas ............................................................................................................. 38 

5.10 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado 38 

5.10.1 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

frente a bactérias de importância ambiental ............................................................ 39 

6. DISCUSSÃO ............................................................................................................. 40 

7. CONCLUSÃO ........................................................................................................... 46 

8. REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 47 

9. ANEXOS ................................................................................................................... 60 

9.1 Artigo ......................................................................................................................... 60 

 
 
 



 

 

 
 

 
LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Resultado dos parâmetros físico-químicos analisados nas três amostras de 

sedimento coletadas na área úmida da Unidade de Conservação Imperatriz Leopoldina 

em São Leopoldo/RS ......................................................................................................... 27 

Tabela 2 – Resultado da quantificação de bactérias heterotróficas por ponto das amostras 

de sedimento analisadas provenientes da Unidade de Conservação Imperatriz 

Leopoldina, São Leopoldo/RS ........................................................................................... 28 

Tabela 3 – Resultado da identificação dos isolados bacterianos através do Maldi-Tof, 

usando o banco de dados Biotyper 4.0 software MBT OC. ............................................... 29 

Tabela 4 – Dados da purificação mostrando as frações obtidas nos diferentes passos da 

purificação da substância antimicrobiana produzida pelo isolado Bacillus sp. sed 2.2 ...... 37 

Tabela 5 – Espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado produzido 

pelo isolado Bacillus sp. sed 2.2, com a média dos halos de inibição em milímetros (mm)

 ........................................................................................................................................... 39 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 

 



 

 

 
 LISTA DE FIGURAS  
 

Figura 1 - Fórmula estrutural geral dos peptídeos antimicrobianos derivados da família 

Bacillaceae. (A) lipopeptídeos; (B) DKPs; (C) tiopeptídeos; (D) Peptídeos cíclicos e 

lineares típicos. .................................................................................................................. 10 

Figura 2 – Localização dos pontos amostrais da área úmida na Unidade de Conservação 

Imperatriz Leopoldina em São Leopoldo/RS. .................................................................... 15 

Figura 3 – Percentagem de isolados bacterianos com atividade enzimática, provenientes 

da Unidade de Conservação Imperatriz Leopoldina em São Leopoldo/RS ....................... 30 

Figura 4 – Resultado dos testes enzimáticos. ................................................................... 31 

Figura 5 – Teste da sobrecamada realizado com o isolado sed 2.2, utilizando a cepa 

Corynebacterium fimi NCTC 7547, como indicadora ......................................................... 32 

Figura 6 – Curva de crescimento do isolado bacteriano Bacillus sp. sed 2.2 e produção de 

atividade antimicrobiana. A densidade óptica (♦) e a atividade antimicrobiana foram (■) 

monitoradas. ...................................................................................................................... 33 

Figura 7 – Resultados da precipitação fracionada com sulfato de amônio com a atividade 

antimicrobiana (UA/mL) dos sobrenadantes de cada precipitado e os diferentes intervalos 

de saturação do sulfato de amônio do isolado Bacillus sp. sed 2.2 ................................... 34 

Figura 8 – Perfil de eluição do precipitado (0 – 60%) em coluna de gel filtração Sephadex 

G – 100. A absorbância a 280 nm (♦) e a atividade antimicrobiana em UA/ mL (■) foram 

determinadas para cada fração coletada. .......................................................................... 35 

Figura 9 – Eletroforese em gel de poliacrilamida da substância antimicrobiana do isolado 

Bacillus sp. sed 2.2. As amostras foram submetidas à SDS-PAGE e coradas com prata 

para verificação das bandas de proteína. M: marcador de proteína, A: extrato bruto, B: 

precipitado, C: cromatografia líquida de gel filtração Sephadex (G- 100). ......................... 36 

Figura 10 – Estabilidade térmica da substância antimicrobiana parcialmente purificada 

produzida pelo isolado Bacillus sp. sed 2.2 após incubação por 100 ºC em diferentes 

intervalos de tempo em relação ao controle. ..................................................................... 37 

 

 

  



 

 

 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

  

AR 

ATCC 

BHI 

°C 

DNA 

FDA 

G 

GRAS  

KDa 

MALDI – TOF 

 

mg 

mL 

mm 

mM 

NCTC 

nm 

PCA  

PCR 

pH 

PPT 

PNMIL 

RNA 

RPM 

SDS PAGE 

TSA 

TSB 

UA 

Atividade residual 

American Type Culture Collection 

Brain Heart Infusion 

Grau Celsius 

Ácido Desoxirribonucléico   

Food and Drug Administration 

Grama 

Generally Recongnized as Safe 

Quilodalton 

Espectrometria de massa associada à ionização/dessorção de 

matriz assistida por laser 

Miligrama 

Mililitros 

Milímetro 

Milimolar 

National Collection of Type Cultures 

Nanometro 

Plate Count Agar 

Polimerase Chain Reaction 

Potencial Hidrogeniônico 

Precipitado 

Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina 

Ácido Ribonucléico  

Rotações por minuto 

Sodium dodecyl sulfate - Poliacrylamide gel electrophoresis 

Trypticase Soy Agar 

Trypticase Soy Broth 

Unidades Arbitrárias 

UC Unidade de Conservação 

UFC 

V 

Unidades Formadoras de Colônia 

Volts 



 

 

Vol Volume 

YMA 

µL 

> 

Yeast Mannitol Agar 

Microlitros 

Maior que 



 

 

1 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, compreendendo mais de 

103.870 espécies animais e 43.020 espécies vegetais. Ocorrendo diferentes biomas em 

seu território. No Rio Grande do Sul ocorrem o Bioma Pampa e a Mata Atlântica.  

Dentre esses biomas encontramos as áreas úmidas, que são ambientes 

presentes em praticamente todos os tipos de ecossistemas e são importantes para a 

manutenção da diversidade biológica devido à sua alta produtividade, reciclagem de 

nutrientes e para a regulação do clima. Devido à abundância de matéria orgânica, esses 

ecossistemas abrigam um grande número de comunidades microbianas, além da flora e 

da fauna. Os micro-organismos presentes nas áreas úmidas desempenham papéis 

ecológicos importantes nos ciclos biogeoquímicos, na retenção e na liberação de 

nutrientes e muitos micro-organismos são conhecidos por produzir diversos compostos 

bioativos, incluindo enzimas de interesse industrial e peptídeos antimicrobianos. 

Diversos gêneros bacterianos presentes em áreas úmidas estão sendo 

isolados e estudados e um exemplo é o gênero Bacillus. Bactérias pertencentes a este 

gênero são ubíquas na natureza e frequentemente são isoladas de amostras ambientais, 

incluindo o sedimento. Pesquisadores já relataram que este gênero é predominante nas 

amostras de sedimento de diversas áreas úmidas analisadas. Muitas espécies de Bacillus 

são descritas como produtoras de importantes metabólitos secundários. Com isso tornam-

se relevantes as pesquisas com este gênero, pois esses micro-organismos são fontes de 

produção de substâncias naturais como antibióticos, inseticidas, promotores de 

crescimento, enzimas com potencial biotecnológico e substâncias com atividade 

antimicrobiana.  

Explorar a biodiversidade desses ambientes é um caminho viável e sustentável 

para a obtenção de novas moléculas bioativas, visto que alguns micro-organismos são 

reconhecidos como produtores de metabólitos secundários biologicamente ativos. 
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2. OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivo Geral 

O objetivo deste estudo foi isolar, identificar e prospectar linhagens bacterianas 

provenientes de sedimentos do Parque Municipal Imperatriz Leopoldina em São 

Leopoldo/RS, quanto ao potencial de produção de novas moléculas com atividade 

antimicrobiana. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

· Caracterizar as amostras do sedimento em relação à sua composição 

físico-química; 

· Quantificar as bactérias heterotróficas cultiváveis presentes nas 

amostras de sedimentos obtidas de áreas úmidas do referido Parque; 

· Identificar os isolados bacterianos via estudos proteômicos, por 

espectrometria de massa, associada à ionização/dessorção de matriz 

assistida por laser (MALDI-TOF MS). 

· Verificar a atividade biológica dos isolados bacterianos; 

· Verificar a produção e caracterização de compostos com potencial 

antimicrobiano. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 

3.1 Áreas úmidas  

 

No ano de 1971 foi realizada no Irã a Convenção sobre Zonas Úmidas de 

Importância Internacional, (“Convenção de Ramsar”), consistindo de um tratado 

intergovernamental criado com o intuito de proteger os habitats aquáticos importantes 

para a conservação de aves migratórias. Com o tempo, ampliou-se a sua preocupação 

com as demais áreas úmidas, de modo a promover sua conservação e uso sustentável 

(MMA, 2018).Tal Convenção considerou como Áreas Úmidas, as “áreas de pântano, 

charco, turfa ou água, natural ou artificial, permanente ou temporária, com água 

estagnada ou corrente, doce, salobra ou salgada, incluindo áreas de água marítima com 

menos de seis metros de profundidade na maré baixa”. Além de regular o regime hídrico 

de vastas regiões, essas áreas funcionam como fonte de biodiversidade em todos os 

níveis tróficos, cumprindo também o papel relevante de caráter econômico, cultural e 

recreativo, e ao mesmo tempo atendendo às necessidades de água e alimentação para 

inúmeras espécies (MMA, 2018). 

Estes importantes ecossistemas apresentam altas concentrações energéticas e 

produzem uma grande quantidade de biomassa devido à abundância de nutrientes que 

acumulam (FZB, 2012), além de estarem distribuídos em praticamente todas as regiões 

do planeta (Jungblut et al., 2012). Devido à abundância de matéria orgânica, esses 

ecossistemas abrigam um grande número de comunidades microbianas, além da flora e 

da fauna (Falkowski et al., 2008; Thatoi et al., 2013; Wang et al., 2013). Globalmente, 

esses ambientes encontram-se sob uma alta pressão devido às atividades 

antropogênicas, tais como as mudanças climáticas, o uso inadequado da terra e as 

alterações na hidrologia, gerando perturbações e grandes desgastes para estes habitats 

(Bodelier & Dedysh, 2013). Segundo o Atlas Socioambiental de São Leopoldo (2012), os 

banhados gaúchos sofrem ameaças crescentes de destruição, além de muitos já terem 

sido extintos. Como já mencionado anteriormente, esses habitats abrigam grande 

variedade de espécies, incluindo espécies endêmicas, contudo, a compreensão sobre os 

micro-organismos que colonizam esses ambientes, bem como a sua diversidade 

metabólica ainda é escassa, justificando a necessidade de pesquisas mais intensas e 

abrangentes. 
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3.2 Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina (PNMIL) 

 

A Unidade de Conservação (UC) do Parque Natural Municipal Imperatriz 

Leopoldina (PNMIL) foi criada através do Decreto 4.330/2005 (SEMMAM, 2016) e sua 

importância está relacionada ao fato de apresentar uma conexão entre a flora de São 

Leopoldo e as matas mais ricas da Encosta da Serra, possibilitando a dispersão natural 

entre as espécies próprias do Parque com aquelas de áreas adjacentes (Atlas 

Socioambiental, 2012). 

O Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina possui abrangência regional 

e constitui a maior unidade de conservação em área urbana do Estado do Rio Grande 

Sul. A maior parte da área do Parque está inserida dentro da bacia de inundação do Rio 

dos Sinos (aproximadamente 176 hectares), no bioma Mata Atlântica. De acordo com o 

SOS Mata Atlântica (2016), o município de São Leopoldo possui cerca de 690 hectares de 

Mata Atlântica, o que representa 6,76% da Mata Atlântica original do município. 

Os objetivos do Parque Imperatriz são: i) preservar o patrimônio ambiental 

representado pelo banhado junto à Avenida Imperatriz Leopoldina, ii) preservar e 

recuperar a vegetação e fauna nativas características do banhado, iii) desenvolver 

atividades de Educação Ambiental e Ecoturismo, integrando socialmente a área na 

comunidade da região e iv) desenvolver atividades esportivas e culturais em áreas pré-

determinadas, criando uma alternativa controlada de lazer para a comunidade da região 

(Atlas Socioambiental, 2012). 

 

3.3 Comunidades microbianas em ambientes de áreas úmidas 

 

O Brasil ocupa quase metade da América do Sul, sendo reconhecido 

mundialmente como uma importante zona de hotspot (regiões de grande riqueza 

biológica, que estão extremamente ameaçadas de extinção), com a maior diversidade de 

espécies animais e vegetais no mundo (MMA, 2018). O que torna o Brasil tão diverso é a 

ocorrência em seu território de diferentes biomas, refletindo em uma enorme riqueza de 

flora e fauna. Dentre as comunidades presentes no solo, podem ser encontrados 

organismos procarióticos e eucarióticos, como bactérias, fungos, insetos, nematóides, 

protozoários e os oligoquetos (Brady & Weil, 2013), e nas áreas úmidas os micro-
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organismos podem ser citados como responsáveis por desempenhar papéis ecológicos 

importantes e que são fundamentais para as funções destes ecossistemas (Hu et al., 

2014). 

Ao analisar o efeito das atividades microbianas sobre o crescimento e 

desempenho das plantas, Lamers et al. (2012) mostraram que os ciclos biogeoquímicos 

que são catalisados por micro-organismos podem controlar a composição da vegetação 

em áreas úmidas.  

A partir de uma meta análise realizada por Xiaofei et al. (2014) foi examinada a 

diversidade bacteriana de uma gama de solos e sedimentos de áreas úmidas. Foram 

analisadas um total de 14.424 sequências de micro-organismos procariotos, oriundas do 

GenBank. O gênero Flavobacterium foi a bactéria dominante em áreas úmidas, seguido 

por Nitrosospira sp. e Nitrosomonas sp. Enquanto que para Archaea, os gêneros 

dominantes foram Fervidicoccus sp. e Methanosaeta sp.  

Ansola et al. (2014) utilizaram a técnica de pirosequenciamento do gene 16S 

rRNA, com o intuito de caracterizar a comunidade bacteriana do solo de áreas úmidas. 

Foram analisados dois ambientes: uma área úmida que recebia águas residuais do 

município e uma área úmida preservada. No geral, as comunidades bacterianas da área 

úmida preservada eram mais diversificadas do que as da área úmida que recebiam as 

água residuais. Os principais grupos filogenéticos encontrados nos dois locais foram: 

Proteobacteria, Verrucomicrobia e Chloroflexi, sendo que Proteobacteria foi o grupo 

dominante na composição da comunidade. 

Devido às ferramentas que vêm sendo utilizadas e as vantagens que essas 

oferecem, o sequenciamento de nova geração se tornou uma escolha entre os 

pesquisadores nos estudos sobre a diversidade bacteriana. O pirosequenciamento do 

gene 16S rRNA foi utilizado para estudos da diversidade microbiana em diferentes áreas 

úmidas na Rússia (Serkebaeva et al., 2013) e também em áreas úmidas de água doce na 

Virgínia (Peralta et al., 2013). Deng et al. (2014) estudaram a composição e diversidade 

da comunidade bacteriana presente em solos de áreas úmidas, e os resultados 

mostraram abundância nos grupos Proteobacteria (37,5%), seguido de Actinobacteria 

(17,3%) e Bacteroidetes (11%).  

Outro fator importante no estudo de áreas úmidas é a variação espacial da 

comunidade bacteriana. Zhang et al. (2017) analisaram a estrutura da comunidade 

bacteriana e os fatores biogeoquímicos que podiam influenciar esta comunidade 
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juntamente com a sucessão dos habitats. Foram analisadas 39 amostras de sedimento de 

locais diferentes através do sequenciamento do gene 16S rRNA. A área úmida costeira 

apresentou uma comunidade associada a diferentes funções, e os gêneros encontrados 

foram Planctomyces, Marinobacter, Halomonas, Salinivibrio e Salinibacter. Enquanto o 

outro ambiente era dominado por bactérias como Hydrogenophaga, Nitrospira, 

Pseudomonas e Thiobacillus. Por fim, o terceiro ambiente apresentou maior abundância 

relativa de Lutimonas, Desulfococcus, Photobacterium, Propionigenium e Vibrio. Segundo 

os autores, a variação espacial na comunidade bacteriana foi correlacionada a fatores 

como pH, salinidade e concentração de sulfato. Também foi evidenciado que existem 

fortes ligações entre a variação na estrutura da comunidade bacteriana e o tipo de 

ecossistema. 

No trabalho de Liu et al. (2017) foi estudada a diversidade bacteriana de 

Bacillus em sedimentos de uma área úmida na China, através do sequenciamento do 

gene 16S rRNA. Foram identificadas quatro famílias bacterianas, Bacillaceae (58%), 

Paenibacillaceae (22%), Alicyclobacillaceae (15%) e Planococcaceae (5%) e nove 

gêneros, Bacillus (42%), Paenibacillus (16%), Halobacillus (13%), Alicyclobacillus (11%), 

Rummeliibacillus (5%), Cohnella (5%), Tumebacillus (4%), Pontibacillus (3%) e 

Aneurinibacillus (2%). Lee et al. (2014) isolaram bactérias do solo de uma área úmida, e 

para identificação dos isolados bacterianos foi utilizada a análise do gene 16S rRNA. Com 

base nas evidências do estudo, as duas cepas estudadas (GH2- 4T e GH2-5) 

representavam uma nova espécie do gênero Bacillus, para os quais os nomes Bacillus 

solimangrovi sp. nov GH2-4T (KC 616733) e Bacillus solimangrovi sp. nov GH2-5 (KC 

616734) foram propostos.  

As espécies pertencentes ao gênero Bacillus são bactérias gram-positivas, em 

forma de bastonete, anaeróbios ou aeróbios facultativos, formadores de endósporos em 

condições adversas e onipresentes na natureza, habitando muitos nichos ecológicos 

(Gopal et al., 2015). Essas bactérias são amplamente utilizadas como fontes de enzimas 

em diversos setores industriais, como alimentícios, têxteis, químicos e detergentes (Jain 

et al., 2012; Ozcan & Kurdal, 2012; Adrio & Demain, 2014; Zarai et al., 2015; Contesine et 

al., 2017). Uma atenção especial é dada a este gênero devido às suas taxas de 

crescimento rápido e produção de ciclos curtos de fermentação, além da sua expressiva 

capacidade de secretar quantidade significativas de proteínas para o meio extracelular 

(Sewalt et al., 2016). O interesse pelas espécies de Bacillus aumentou 
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concomitantemente na área de biotecnologia, com técnicas de biologia molecular 

empregadas para produzir produtos homólogos e proteínas heterólogas. No final da 

década de 1950, Spizizen descreveu o primeiro protocolo usando Bacillus subtilis como 

hospedeiro para proteínas recombinantes (Rahmer et al., 2015).  

Na agricultura, os Bacillus spp. associados com raízes de plantas desenvolvem 

biofilmes e com isso aumentam o crescimento vegetal (Beauregard et al., 2013). Os 

fertilizantes à base de Bacillus podem aumentar os nutrientes disponíveis nas plantas e 

controlar o crescimento de micro-organismos fitopatogênicos (Garcia-Fraile et al., 2015; 

Kang et al., 2015b).  

Para a indústria farmacêutica, o Bacillus apresenta várias vantagens, o que 

torna este gênero muito relevante neste setor. A maioria das cepas de Bacillus é não-

patogênica e livre de exo e endotoxinas, uma característica muito vantajosa para 

aplicação (Lakowitz et al., 2018). Espécies como Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis 

têm o estado GRAS (Generally Recognized as Safe), considerado pelo FDA (Food and 

Drug Administration) como seguro (GRAS, 2016). 

 

3.4 Substâncias bioativas produzidas por micro-organismos ambientais  

 

3.4.1 Enzimas extracelulares produzidas por bactérias 

  

Dentre vários organismos, as bactérias tornaram-se a escolha para inúmeros 

processos industriais. Uma das principais razões para isso é o fato de que podem ser 

geneticamente modificadas para assim produzir a atividade desejada, minimizando os 

produtos indesejáveis (Ghani et al., 2013). As proteases microbianas apresentam um 

diversificado leque de aplicações nas indústrias, seja alimentícia, farmacêutica, 

petrolífera, como também na pesquisa científica, constituindo um dos grupos 

comercialmente mais importantes de enzimas, representando em torno de 65% do 

mercado total (Omrane et al., 2016). Essas enzimas são frequentemente utilizadas em 

diversos segmentos, como: detergentes, síntese de peptídeos, têxtil, laticínios, 

biorremediação, entre outros (Jaouadi et al., 2013; Omrane et al., 2016; Dutta et al., 

2016). Sendo assim, é de grande importância no desenvolvimento de bioprocessos 

industriais (Adrio & Demain, 2014). 

Dentre os micro-organismos, as bactérias são um dos grupos mais importantes 
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no que diz respeito à produção de proteases, e o gênero Bacillus é possivelmente a fonte 

mais proeminente dessas moléculas. Várias espécies de Bacillus produzem proteases 

neutras e alcalinas (Rehman et al., 2016, Anandharaj et al., 2016), o que é de grande 

interesse para as indústrias (Contesini et al., 2017). 

Na pesquisa realizada por Menasria et al. (2018) foi discutida a diversidade e o 

potencial de bactérias isoladas de áreas úmidas de um manguezal, a produção de 

enzimas e suas aplicações em processos biotecnológicos. Os mesmos avaliaram a 

produção de amilase, celulase, gelatinase, lipase, pectinase, protease e xilanase, tendo 

obtido resultados significativamente positivos, uma vez que cerca e 75% dos seus 

isolados bacterianos produziram pelo menos duas enzimas hidrolíticas. Li et al. (2017) 

investigaram a diversidade de bactérias produtoras de proteases em diferentes 

sedimentos, e todas as bactérias isoladas pelos pesquisadores, foram produtoras de 

proteases. Outros pesquisadores também investigaram a produção de enzimas 

extracelulares em ambientes de áreas úmidas. Arumugam et al. (2017) avaliando 

sedimento de um manguezal, a fim de se buscar bactérias produtoras de enzimas, 

observaram na grande maioria dos seus isolados bacterianos a produção de amilase, 

celulase, lipase e protease, enquanto que Bibi et al. (2017),  em 41% dos seus isolados, 

verificaram a ocorrência de atividade lipolítica, em 30% atividade celulolítica, 19% 

amilolítica e 8% proteolítica. Na pesquisa de Ghani et al. (2013), várias linhagens de 

Bacillus licheniformis foram testadas quanto à produção de enzimas comercialmente 

importantes, como a alfa-amilase, protease, pectinase e celulase, e todos os isolados 

mostraram-se produtores destas enzimas. 

 

3.4.2 Produção de substâncias com atividade antimicrobiana  

 

A partir da descoberta da penicilina em 1928 por Alexander Fleming, vários 

estudos com antibióticos começaram a se desenvolver, e com isso muitas estratégias 

terapêuticas tornaram-se possíveis. Contudo, o amplo uso dessas drogas fez com que 

surgissem os patógenos resistentes a múltiplas drogas, tornando assim o uso desses 

fármacos limitado (Mahlapuu et. al., 2016). Com o objetivo de solucionar este problema, 

novas e não convencionais terapias anti-infecciosas foram postas em desenvolvimento 

(Sosunov et al., 2007; Steiner et al., 2008; Piper et al., 2012; Czaplewski et al., 2016). 

Diante deste contexto algumas moléculas bioativas estão sendo utilizadas como novas 
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estratégias para o tratamento de infecções bacterianas (Renwick et al., 2016). Esses 

peptídeos são diversos grupos de biomoléculas naturais que ocorrem tanto nos 

eucariotos, como plantas, animais vertebrados e invertebrados, e nos procariotos, micro-

organismos em geral (Bagley 2014; Berglund et al., 2015). Esses novos compostos 

podem ser utilizados em abordagens combinatórias para combater patógenos infecciosos 

resistentes aos antibióticos (Hassan et al. 2012).  

Os peptídeos antimicrobianos podem ser divididos em duas principais classes: 

peptídeos não sintetizados ribossomicamente e os peptídeos sintetizados 

ribossomicamente (bacteriocinas) (Ye at al., 2013). As bacteriocinas são proteínas 

complexas com atividade bactericida contra espécies intimamente relacionadas com os 

micro-organismos produtores, variam em peso molecular, nas propriedades bioquímicas, 

no espectro e no mecanismo de ação (Salazar et al., 2017). Várias abordagens foram 

tomadas para classificar as bacteriocinas em diferentes categorias que incluem sua 

natureza, mecanismos de resistência e de ação (Cotter et al., 2013). Elas são 

classificadas em dois principais grupos, de acordo com a sua estrutura. As Bacteriocinas 

da Classe I e Bacteriocinas da Classe II.  

As bacteriocinas da Classe I são pequenos peptídeos com tamanhos 

moleculares < 5 KDa. Geralmente contêm aminoácidos como a lantionina ou β-metil 

lantionina em suas sequências, e, portanto, são chamadas de bacteriocinas pós-

traducionalmente modificadas. As bacteriocinas da Classe II também são pequenos 

peptídeos, estáveis ao calor, contêm de 25 a 70 resíduos de aminoácidos e são divididos 

em subgrupos (Bédard & Biron 2018). 

· Classe IIa: as bacteriocinas pertencentes a esse grupo também são 

chamadas de bacteriocinas do tipo pediocina, conhecidas também por sua forte atividade 

antilisteria. Contêm de 35 a 50 resíduos de aminoácidos. 

· Classe IIb: são conhecidas também como bacteriocinas de dois peptídeos, e 

agem pela ação complementar de dois peptídeos diferentes. 

· Classe IIc: são bacteriocinas cíclicas, contendo de 35 a 70 aminoácidos. O 

seu tamanho grande juntamente com o alto conteúdo de resíduos hidrofóbicos, que são 

encontrados em vários membros desta classe, representa um grande desafio para a 

pesquisa. 

· Classe IId: inclui bacteriocinas lineares. Como observado na classe IIb, 

existem poucos estudos elucidando a sua síntese (Bédard & Biron 2018). 
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Muitos micro-organismos são conhecidos por produzirem bacteriocinas, entre 

eles estão as espécies de Bacillus (Abdel-Mohsein et al., 2011; Zhao et al., 2017; Sumi et 

al., 2015). Estas bactérias produzem peptídeos curtos, compreendendo cerca de 30 

resíduos ou menos que agem através de mecanismos diferenciados, tornando-os 

recalcitrantes aos modos tradicionais de resistência a fármacos (Zhao et al., 2018). Os 

peptídeos com estruturas variadas são considerados o maior grupo químico de 

antibióticos naturais e os derivados da família Bacillaceae são divididos em cinco 

categorias: lipopeptídeos, 2,5-dicetopiperazinas (DKPs), tiopeptídeos, peptídeos cíclicos 

típicos e peptídeos lineares (Figura 1) (Romano et al., 2011). 

  

 

 
 

Figura 1 - Fórmula estrutural geral dos peptídeos antimicrobianos derivados da família 

Bacillaceae. (A) lipopeptídeos; (B) DKPs; (C) tiopeptídeos; (D) Peptídeos cíclicos e 

lineares típicos. 

R1 = H, OH ou NH2; R2, R3, R6 e R7 = grupos funcionais (exceto amina e carboxila) entre 
os resíduos peptídicos; R4 e R5 = cadeias peptídicas altamente modificadas. Fonte: 
(Romano et al., 2011). 
 

Hidrocarboneto 

Cadeia de peptídeos 

Cadeia de peptídeos 

Cadeia de peptídeos 



 

 

11 

 

Os lipopeptídeos são compostos pequenos sintetizados por vários micro-

organismos como metabólitos secundários. Sua estrutura contém cadeias de ácidos 

graxos hidrofóbicos e peptídeos cíclicos hidrofílicos. Os lipopeptídeos dos Bacillus sp. são 

os mais estudados atualmente e são divididos em três grupos: surfactina, fengicina e 

iturina. Devido à estrutura anfipática, os lipopeptídeos apresentam atividade biológica 

bastante importante, incluindo atividades antibacterianas, antifúngicas, antivirais e 

antitumorais (Jiang et al. 2014). 

Os 2,5-dicetopiperazinas (DKPs) são os menores peptídeos cíclicos e são 

formados pela condensação de dois aminoácidos (Kumar et al., 2014). Eles constituem 

uma grande classe de peptídeos microbianos e muitos possuem notável valor biológico 

com atividades farmacológicas. Os tiopeptídeos também conhecidos como peptídeos 

tiazolílicos são peptídeos ricos em enxofre sintetizados por ribossomos e modificados 

pós-traducionalmente. Possuem propriedades biológicas intrigantes e têm potente 

atividade antibacteriana. Em concentrações muito baixas, os tiopeptídeos têm 

demonstrado inibir a síntese protéica de um grande número de patógenos relevantes 

como Clostridium, Listeria, Mycobacterium, Enterococcus resistente à vancomicina, 

Staphylococcus resistente à meticilina e Streptococcus resistentes à penicilina 

(Bennallack et al., 2014; Zhang & Liu, 2013).  

Os peptídeos cíclicos foram utilizados com grande sucesso na terapêutica. 

Alguns fármacos que hoje são amplamente aplicados em tratamentos de infecções 

bacterianas são peptídeos cíclicos, como os antimicrobianos vancomicina, daptomicina e 

polimixina B (Craik et al., 2013). Esses peptídeos são facilmente produzidos por síntese 

química automatizada e são simples de modificar, manipular e caracterizar. Geralmente 

apresentam pouca ou nenhuma toxicidade devido à composição benigna dos 

aminoácidos (Zorzi et al., 2017).  

 

3.5 Aplicação das bacteriocinas produzidas por isolados bacterianos ambientais 

 

Devido ao seu potencial como inibidor de vários patógenos, à ação específica e 

à sua natureza não tóxica, observou-se um notável aumento em pesquisas com interesse 

na aplicação das bacteriocinas (Cotter et al., 2013). Esses compostos têm sido utilizados 

em diversas áreas, principalmente na biopreservação de diferentes alimentos (De Vuyst & 

Leroy, 2007; Perez et al., 2014), como carne, produtos lácteos, peixes, saladas, vegetais 
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e bebidas alcoólicas (Settanni & Corseti, 2008; Arqués et al., 2011; Yang et al., 2012; 

Todorov et al., 2014; Ramu et al., 2015; Ribeiro et al., 2016). Apesar do elevado potencial 

de aplicações no setor industrial, muitas bacteriocinas já foram isoladas e caracterizadas, 

contudo apenas a nisina tem aprovação pelo Food and Drug Administration (FDA) para 

utilização como conservante de alimentos (Mokoena, 2017). 

Um problema bastante preocupante para a indústria de alimentos é a presença 

da bactéria Listeria monocytogenes, um patógeno de origem alimentar, presente em 

produtos alimentícios prontos para o consumo. É bastante desafiador controlar a L. 

monocytogenes, pois esta bactéria apresenta alta tolerância ao sal e a capacidade de 

proliferar em alimentos refrigerados e embalados a vácuo (Gandhi & Chikindas 2007). 

Alguns estudos já demonstraram atividade antilisterial utilizando as bacteriocinas 

(Nakamura et al., 2013; Kaur et al., 2014; Ünlü et al., 2015). A aplicação dessas 

bacteriocinas purificadas visa obter um produto final mais seguro (Sarika et al., 2012).  

As bacteriocinas estão sendo utilizadas em outros setores também, como na 

agricultura, onde as formulações para biocontrole são alternativas aos pesticidas 

químicos, permitindo uma agricultura mais sustentável (Chowdhury et al., 2015). As 

doenças causadas por patógenos transmitidos pelo solo resultam em uma redução 

significativa no rendimento e qualidade de muitas culturas economicamente importantes 

(De Coninck et al., 2015). Bac IH7 é uma bacteriocina isolada de Bacillus subtilis IH7, esta 

bacteriocina foi relatada como um promotor de crescimento vegetal e também serviu 

como biocontrolador para Alternaria solani e outros patógenos de sementes (Hammami et 

al., 2011). As espécies de Paenibacillus também estão sendo estudadas quanto ao seu 

potencial antimicrobiano. O isolado Paenibacillus polymyxa E681 apresentou uma potente 

atividade antimicrobiana quando testado contra fungos patogênicos de plantas como, 

Rhizoctonia solani, Pythium ultimum e Fusarium oxysporum, bactérias Gram-negativas, 

como Escherichia coli e Pseudomonas syringae, e bactérias Gram-positivas como, 

Micrococcus luteus e Bacillus cereus (Park et al., 2017). Foi relatado que Paenibacillus 

polymyxa OSY- DF produz paenibacilina, um composto com atividade antibacteriana 

contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus resistente à meticilina e outras 

bactérias Gram-positivas (He et al. 2007, 2008; Huang & Yousef., 2015). A paenicidina A 

produzida por P. polymyxa NRRL B-30509 exibiu atividade antibacteriana contra Bacillus 

subtilis, Enterococcus faecium, Lactococcus lactis subsp. cremoris e Listeria 

monocytogenes (Lohans et al., 2012).  
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Diante dos estudos apresentados, muitas bactérias de origem ambiental são 

produtoras de compostos bioativos, incluindo peptídeos que exibem atividade 

antimicrobiana contra importantes patógenos, com isso devem-se intensificar as 

pesquisas de prospecção desses micro-organismos, visto o potencial biotecnológico que 

eles possuem.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Área de Estudo 

 

4.1.1 Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina 

 

O Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina (figura 2) está localizado no 

município de São Leopoldo/RS (S 29º45’ 37” e W 51º08’ 50’’) e parte da área está 

inserida dentro da bacia de inundação do rio dos Sinos (aproximadamente 176 hectares).  

 

4.1.2 Coleta das amostras de sedimento 

 

As coletas de sedimento foram realizadas em uma área úmida da Unidade de 

Conservação (UC) Imperatriz Leopoldina (figura 2) localizada no município de São 

Leopoldo/RS, nos meses de janeiro, abril e maio de 2017. A área foi dividida em quatro 

quadrantes de onde foram coletadas quatro amostras de sedimento (coordenadas 

geográficas: Ponto 1 S 29º45’374”/ W 51º07’992, Ponto 2 S 29º45’365”/ W  51º07’982”, 

Ponto 3 S 29º45’22.604”/ W 51º07’59.069”, Ponto 4 S 29º45’22.344”/ W 51º07’58.920”). O 

ponto amostral 1 estava localizado próximo à margem do banhado e com algumas 

espécies arbustivas em sua volta. O segundo ponto amostral era caracterizado pela 

presença de plantas aquáticas e água corrente. Já o terceiro ponto amostral tinha como 

características a presença de plantas aquáticas densamente distribuídas, água parada e 

muitas espécies arbustivas ao redor. O quarto ponto apresentava poucas plantas 

aquáticas, troncos de árvores e foi considerado de difícil acesso.  

Foram coletadas 500g de sedimento para análise físico–química e 100 g para 

contagem de bactérias heterotróficas, à profundidade de 40 cm da superfície, com o 

auxílio de um equipamento tipo draga. As amostras de sedimento foram transferidas para 

sacos estéreis, acondicionadas em uma caixa de isopor e conduzidas sob refrigeração, 

até o Laboratório de Microbiologia do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), onde foram imediatamente 

processadas. 
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Figura 2 – Localização dos pontos amostrais da área úmida na Unidade de Conservação 

Imperatriz Leopoldina em São Leopoldo/RS.  

 

4.2 Análises físico-químicas das amostras de sedimento 

 

Três amostras de sedimento foram submetidas às análises físico-químicas 

(Ponto 1, 2 e 3). Foram escolhidos esses pontos por apresentarem características 

distintas no ambiente amostrado. Para determinação de carbono orgânico, a técnica 

utilizada foi a de Combustão Úmida; a determinação de granulometria foi avaliada através 

da Dispersão; o Método de Kjeldahl permitiu a detecção de nitrogênio; o pH foi aferido 

através da Potenciometria e a umidade foi determinada através da Gravimetria, segundo 

Tedesco et al. (1995). As análises foram realizadas pelo Laboratório de Solos da 

Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS/RS. 

 

4.3 Contagem total das bactérias heterotróficas das amostras de sedimento 

 

Foram pesadas 25 g de cada amostra de sedimento em papel alumínio estéril, 

as quais foram transferidas para um frasco de Erlenmeyer de 1000 mL, contendo 225 mL 
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de solução salina 0,85% correspondendo à diluição 10-1. A partir dessa diluição foram 

feitas as diluições decimais em triplicata até a diluição 10-8. A seguir as amostras foram 

inoculadas em Ágar Padrão para Contagem (Himedia®) também em triplicata, utilizando a 

técnica de espalhamento em superfície. As placas foram incubadas em estufa 

bacteriológica a 37ºC por 48 horas. Para a contagem das bactérias heterotróficas foram 

utilizadas as placas que apresentaram um número de colônias entre 25 e 250 e os 

resultados foram expressos em unidades formadoras de colônia/grama (UFC/g) de 

sedimento. As colônias bacterianas que apresentaram morfologias diferentes foram 

selecionadas, e semeadas em caldo triptose de soja (Himedia®) e incubadas a 37°C por 

24 horas. Após a turvação dos meios, esses foram semeados em placas contendo ágar 

triptose de soja (Himedia®) e incubados novamente a 37°C por 24 horas, para avaliação 

da pureza dos isolados e caracterização.  

 

4.4 Caracterização preliminar e identificação por Matrix Associated Laser Desorption-

Ionization - Time of Flight (Maldi-Tof/MS) dos isolados bacterianos 

 

Primeiramente os micro-organismos foram avaliados quanto as suas 

propriedades morfotintoriais através da Coloração de Gram e pela prova da catalase. A 

partir do crescimento em ágar triptose de soja, uma colônia de cada isolado foi inoculada 

em microtubos de 1,5 mL, com 300 µL de água Milli-Q e 900 µL de etanol absoluto. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a velocidade de 13.000 rpm, durante 2 

min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco a temperatura 

ambiente. Na sequência foi adicionado ácido fórmico 70% (30 µL) ao sedimento e 

acetonitrila puro (30 µL) seguidos de homogeneização em vórtex e nova etapa de 

centrifugação durante 2 minutos à velocidade de 13.000 rpm, de tal forma que todo o 

material fosse recolhido em um pellet. Logo após, foi pipetado 1 μL de sobrenadante 

sobre uma placa de aço inoxidável e deixado secar a temperatura ambiente.  

Subsequentemente foi adicionado 1 μL de matriz constituída de solução de ácido α ciano 

-4- hidroxicinâmico (HCCA) (Sauget et al., 2016). As análises foram realizadas em um 

aparelho MALDI Biotyper 4.0, software MBT OC, no Instituto de Ciências Básicas da 

Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 
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4.5 Avaliação da produção de enzimas hidrolíticas pelos isolados bacterianos 

 

4.5.1 Prova da amilase 

 

Para a prova da amilase os isolados bacterianos foram semeados em triplicata 

em placas contendo Ágar Nutriente (Himedia®), suplementado com uma solução de 

amido solúvel 0,2% (Fleischmann®). As culturas foram incubadas na temperatura de 37°C 

por 48 horas, após intervalo de crescimento adicionou-se uma solução de lugol para 

revelar a atividade enzimática. Para o controle positivo inoculou-se a cepa de Bacillus 

subtilis ATCC 19659 (Hankin; Anagnost Akis, 1975).  

 

4.5.2 Prova da atividade proteolítica 

 

Para avaliar a atividade proteolítica os isolados bacterianos foram semeados 

em placas contendo Ágar leite desnatado 10% (Peptona bacteriológica 5g/1000mL , 

extrato de levedura 3g/1000mL, ágar bacteriológico 12g/1000mL e leite UHT desnatado 

10%) e incubados nas mesmas condições citadas acima. Após período de incubação foi 

verificada a presença de halos ao redor do crescimento bacteriano. Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 foi inoculada como controle positivo (Frazier & Rupp, 1928; 

Montanhini & Bersot, 2013).  

 

4.5.3 Produção de gelatinase  

 

Para verificação da produção de gelatinase os isolados bacterianos foram 

semeados em tubos contendo caldo nutritivo (Extrato de carne 3g/1000mL, peptona 

bacteriológica 5g/1000mL e 12% de gelatina- Fleishmann®) e incubados nas condições 

descritas acima. Após o período de incubação os tubos foram para um banho de gelo por 

30 minutos, tubos com o meio sólido significa que o micro-organismo não produz a 

enzima, portanto o meio ficará sólido, tubos com o meio líquido significa que o micro-

organismo produz a enzima. A cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada 

como controle positivo (Marra et al., 2007).  
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4.5.4 Prova da lipase 

 

A fim de se avaliar a atividade lipolítica, os isolados foram semeados em placas 

contendo Ágar Tributirina e incubados a 37°C por 72 horas. Após período de incubação 

foi verificada a presença de halos ao redor do crescimento bacteriano. Para o controle 

positivo inoculou-se a cepa de Candida parapsilosis ATCC 22019 (Montanhini & Bersot, 

2013). 

 

4.6  Avaliação da produção de atividade antimicrobiana pelas bactérias selecionadas  

 

Para o teste da sobrecamada algumas bactérias foram selecionadas, baseado 

nos desempenhos evidenciados nos testes enzimáticos. Para o Teste de Difusão em Ágar 

com discos foi selecionado o isolado bacteriano que apresentou melhor resultado no teste 

da sobrecamada. Adotou-se este critério, pois o objetivo era selecionar um isolado 

bacteriano que apresentasse um bom desempenho em ambos os testes. 

 

4.6.1 Teste da sobrecamada 

 

A atividade antimicrobiana dos isolados do sedimento foi determinada 

primeiramente, através do teste da sobrecamada. Os isolados foram inoculados em 

picada em triplicata sobre placas contendo Ágar Mueller-Hinton (Kasvi®) e incubados a 

37°C por 24 horas. Após o período de incubação, foi vertida uma sobrecamada de ágar 

triptose de soja (Himedia®) semi-sólido 0,6%, inoculado com 1% das cepas indicadoras 

Corynebacterium fimi NCTC 7547 e Listeria monocytogenes ATCC 7644, contendo 

aproximadamente 1,9x108 UFC/mL. As placas inoculadas foram incubadas novamente a 

37ºC por 24 horas. O teste foi realizado de acordo com Kékessy & Piguet (1970), com 

algumas modificações. Após o período de incubação foi verificada a presença ou não de 

halos de inibição, os quais foram medidos e expressos em milímetros (mm). De acordo 

com Oliveira et al. (1998) Corynebacterium fimi NCTC 7547 foi empregado como controle, 

por ser considerada uma bactéria sensível a todas outras bacteriocinas já testadas.  
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4.6.2 Avaliação da produção de substâncias antimicrobianas pelo Método 

de Difusão em Ágar com Discos  

 

Para obtenção do pré-inóculo do isolado bacteriano, utilizou-se o meio de 

cultivo caldo triptose de soja (Himedia®) a 30ºC por 24 horas. Após transferiu-se 1% do 

pré-inóculo para um frasco de Erlenmeyer de 100 mL, contendo 50 mL do mesmo meio 

de cultivo e a cultura foi então incubada a 30°C por 48 horas em um agitador orbital com 

velocidade de 50 rpm. As células foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 15 minutos, 

em seguida o sobrenadante livre de células foi retirado e colocado em outro microtubo, 

onde foi aquecido em banho seco a 95ºC por 12 minutos para inativação das células 

bacterianas, e o pH aferido. Para a determinação da atividade antimicrobiana foi realizado 

o Teste de Difusão em Ágar com Discos de acordo com Motta & Brandelli, (2002). Uma 

alíquota de 20 µL do sobrenadante livre de células foi aplicado em discos de papel filtro (6 

mm) em placas de Mueller-Hinton (Kasvi®) previamente inoculadas com a suspensão de 

Corynebacterium fimi NCTC 7547 e Listeria monocytogenes ATCC 7644 de acordo com a 

escala de turbidez de MacFarland 0,5 (1,5 x 108 ufc/mL). As placas foram incubadas a 

30ºC por 24 horas. A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de diluição 

seriada, e a atividade foi expressa como a recíproca da última diluição onde ocorreu uma 

zona de inibição e expressa como unidades arbitrárias (UA) por mililitro (mL) (Mayr-

Harting et al., 1972). 

 

4.7 Sequenciamento do gene 16S rRNA 

 

4.7.1 Extração do DNA total  

 

Para extração do DNA total, o isolado foi previamente cultivado em meio ágar 

BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid®) e incubado a 37°C por 24 horas. Após o período de 

incubação colônias isoladas foram inoculadas em tubos contendo 2 mL de caldo BHI, e 

incubadas novamente a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, foi transferido 1 mL deste 

crescimento para microtubo de 1,5 mL e centrifugadas a 13.000 rpm durante 5 minutos.  

Após o descarte do sobrenadante, foi adicionado ao precipitado (pellet) 40 µL de solução 

de lise, seguido de homogeneização e aquecimento da amostra durante 15 minutos a 

100°C. Na sequência foi adicionado 460 µL de tampão TE, que contém 10 mM Tris para 
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estabilizar o pH e EDTA que sequestra o cálcio e o magnésio para preservar o material 

(DNA), seguido de homogeneização e centrifugação à 13.000 rpm durante 5 minutos 

(Donato, 2007). 

 

4.7.2 Amplificação do gene 16S rRNA 

 

A reação da PCR foi realizada em volume total de 25 µL, contendo 100 ng de 

DNA, 1x de tampão de reação da Taq (4G®), 0,4 μM de cada oligonucleotídeo iniciador 

(Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl2 (4G®), 200 μM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia®), 1µL 

de Taq DNA polimerase (4G®) e água MilliQ estéril para completar o volume da reação. 

Foi utilizado o oligonucleotídeo iniciador com sequências F C27 3’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-5’ e R 530 3’-CCGCGGCTGCTGGCACGTA-5’ (Gontang 

et al. 2007). A PCR foi realizada nas condições de 5 minutos a 94°C, seguida por 35 

ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto e 30 segundos a 53°C e 1 minuto e 30 segundos a 

72°C, com extensão final de 4 minutos a 72°C. O DNA utilizado como controle positivo foi 

proveniente da bactéria Enterococcus faecalis ATCC 29212. As reações foram realizadas 

em termociclador modelo 2720 Thermocycler (Applied Byosystems). Os produtos da PCR 

foram analisados em gel de agarose em concentração 1,5%, com a utilização do 

marcador de peso molecular 1 kb (Qiagen). A visualização foi realizada em 

Transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologia®, Molecular Imaging). 
 

4.7.3  Sequenciamento do gene 16S rRNA 

 

Os fragmentos obtidos foram sequenciados em uma orientação no laboratório 

ACT Gene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) no sequenciador 

automático AB 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).  Os resultados foram 

analisados pelo programa Chromas versão 2.6.4 (Technelysium Pty Ltd) e comparados ao 

banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).   
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4.8 Avaliação da produção de substâncias antimicrobianas em diferentes meios de 

cultivo  

 

Baseado em critérios estabelecidos, tais como o melhor desempenho na 

produção de enzimas hidrolíticas, bem como a produção de atividade antimicrobiana, 

apenas um isolado foi selecionado para os demais ensaios. Para a avaliação do 

desempenho da bactéria selecionada, foram usados seis diferentes meios de cultivo, 

visando à maior produção da substância antimicrobiana. Os meios de cultura empregados 

foram: caldo TSB (caldo triptose de soja) - Himedia®; caldo TSB + água do banhado 

(1000 mL água do banhado); caldo sedimento 1 (30g de sedimento/1000 mL água 

destilada); caldo sedimento 2 (60g de sedimento/1000 mL de água destilada), caldo BHI 

(infusão de cérebro e coração) - Oxoid® e caldo BHI + água do banhado (1000 mL água 

do banhado), os demais procedimentos foram realizados conforme descrito no item 4.6.2. 

 

4.9 Curva de crescimento do isolado bacteriano Bacillus sp sed 2.2 e produção da 

substância antimicrobiana 

 

Diante da escolha do melhor meio de cultivo, foi realizada uma curva de 

crescimento e produção da substância antimicrobiana, a fim de se determinar o melhor 

tempo de cultivo. Uma alíquota de 1,0 mL do pré-inóculo foi transferida para um frasco de 

Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de caldo triptose de soja (TSB) Himedia®. Este 

foi considerado o ponto zero da curva. Em intervalos de 3 horas, num total de 57 horas, 

foi realizada a medida de absorbância a 600 nm, aferição do pH, determinação das 

unidades formadoras de colônia, segundo Milles & Mirsa (1938), e das unidades 

arbitrárias, pela técnica de Difusão em Ágar com discos, descrito no item 4.6.2. As placas 

foram incubadas em estufa a 30 °C, por 24 horas. O experimento foi realizado em 

triplicata. 
  

4.10 Purificação parcial do sobrenadante bruto 

 

4.10.1 Precipitação fracionada com sulfato de amônio  

 

Logo após a determinação do melhor tempo de cultivo para a produção de 
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substância antimicrobiana, foi realizada a precipitação do sobrenadante livre de células 

para a definição da concentração necessária de sulfato de amônio. A precipitação 

fracionada foi realizada nos seguintes intervalos: 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%, 80-

100% de saturação. Sendo assim, foram colocados 150 mL do sobrenadante livre de 

células em banho de gelo, com agitação magnética contínua, e vagarosamente foi 

adicionado o sulfato de amônio, a fim de se atingir a primeira concentração de 20% 

(Scopes, 1994). Após, foi deixado em agitação por 30 minutos e posteriormente foi 

centrifugado a 10.000 rpm, 4ºC, por 15 minutos. O pellet foi separado do sobrenadante e 

ressuspendido em tampão fosfato de sódio 10 mM pH 6. O sobrenadante retornou ao 

banho de gelo para proceder-se com as precipitações nas demais faixas de saturação. 

Em todos os intervalos de saturação foi avaliada a atividade antimicrobiana dos 

precipitados e dos sobrenadantes do precipitado conforme Motta & Brandelli (2002), com 

modificações (sem os discos de papel filtro), a fim de determinar a melhor concentração 

de sulfato de amônio. As placas foram incubadas em estufa a 30°C, por 24 horas, e a 

bactéria indicadora utilizada foi Corynebacterium fimi NCTC 7547.  

 

4.10.2 Cromatografia Líquida de Gel Filtração (Sephadex G – 100) 

 

Dando prosseguimento à purificação parcial do sobrenadante livre de células, 

foi realizada a cromatografia líquida de gel filtração, onde uma alíquota de 1,0 mL do 

sobrenadante livre de células precipitado com sulfato de amônio, foi eluído em coluna de 

gel filtração, com tampão fosfato de sódio 10 mM pH 6. Foram coletadas 30 frações de 

1,0 mL e sua absorbância foi determinada em espectrofotômetro a 280 nm. Em seguida, 

todas as frações foram liofilizadas individualmente, para concentração da substância 

antimicrobiana. Para ressuspender cada uma das amostras de 1 mL, foi utilizado 100 mL 

de tampão fosfato de sódio 10 mM pH 6, e na sequência foi determinada a atividade 

antimicrobiana de todas as frações coletadas, utilizando a cepa Corynebacterium fimi 

NCTC 7547, incubadas a 30 ºC por 24 horas. 

 

4.10.3 Membrana de Ultrafiltração do sobrenadante bruto parcialmente 

purificado 

 

Foi utilizado o sistema de ultrafiltração do tipo Amicon® com membrana de 
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retenção de 30 KDa, onde 500 µL do sobrenadante livre de células obtido através da 

Cromatografia líquida de Gel filtração (Sephadex G -100) foram adicionados ao filtro e 

centrifugados a 14.000 rpm por 30 minutos à 4ºC. Após a centrifugação o conteúdo foi 

repassado para outro microtubo de 1,5 mL, e o conteúdo restante do filtro foi novamente 

centrifugado a 10.000 rpm por 2 minutos à 4ºC. Após este procedimento, a atividade 

antimicrobiana foi testada, usando as duas frações (filtrado e retido), contra a cepa 

indicadora Corynebacterium fimi NCTC 7547. A placa foi incubada a 30 ºC por 24 horas.  

 

4.10.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida do sobrenadante bruto 

parcialmente purificado 

 

A fim de se estimar o peso molecular da substância e o seu grau de pureza, foi 

realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE, conforme Bhunia & 

Johnson (1992), com modificações. Alíquotas do sobrenadante bruto, do precipitado e da 

cromatografia líquida de gel filtração Sephadex G-100 foram adicionadas de tampão de 

eletroforese e em seguida foram fervidas durante 5 minutos a 100ºC e aplicadas em gel 

de poliacrilamida 12%. A eletroforese foi realizada com uma corrente de 50 ma com 

voltagem de 200 V. Após, o gel foi lavado com água destilada para remoção do SDS e 

corado com prata a fim de se observar as bandas de proteína. O peso molecular da 

substância foi estimado através do marcador Mark 12 TM Invitrogen.  

 

4.10.5 Quantificação de proteínas totais do sobrenadante bruto parcialmente 

purificado 

 

Para determinar a concentração de proteína solúvel em cada uma das frações 

obtidas durante as etapas de purificação (extrato bruto, precipitado e cromatografia líquida 

de gel filtração Sephadex G-100), foi utilizado o método de Lowry et al. (1951). Foi 

realizada uma curva padrão com soro albumina bovina e a absorbância foi medida a 750 

nm calculando-se as concentrações de proteína solúvel. O experimento foi realizado em 

duplicata. 
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4.11 Caracterização do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

 

4.11.1 Estabilidade térmica do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

 

A estabilidade térmica do sobrenadante livre de células parcialmente purificado 

através da G-100 foi determinada através da exposição do composto a temperatura de 

100 ºC por diferentes tempos: 3, 5, 10 e 15 minutos e 121ºC/105 kPa por 15 minutos 

(autoclave), segundo Motta et al. (2007) com modificações. Foram realizados controles 

com alíquotas sem tratamento térmico a fim de calcular a atividade antimicrobiana 

residual. O experimento foi realizado em duplicata e a atividade antimicrobiana das 

amostras foi testada contra a cepa indicadora Corynebacterium fimi NCTC 7547. A 

fórmula utilizada para calcular a atividade residual (AR) por porcentagem foi: 

 

Equação 1: 

 
A.R. (%) = Ht  x 100 
  Hc 

 

Sendo:  

Ht: Halo do sobrenadante após tratamento (mm) 

Hc: Halo do controle (mm) 

A.R: Atividade residual 

 

4.11.2 Estabilidade do sobrenadante bruto parcialmente purificado frente a 

refrigeração e congelamento  

 

Alíquotas dos sobrenadantes foram estocadas por 30 dias sob refrigeração 

(4ºC) e congelamento (-20 ºC), segundo Motta et al. (2007) com modificações Em 

intervalos de 10 dias foi determinada a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de 

células, o teste foi realizado em triplicata, e a cepa Corynebacterium fimi NCTC 7547 

utilizada como indicadora. As placas foram incubadas a 30 ºC por 24 horas.  
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4.11.3 Estabilidade do sobrenadante bruto parcialmente purificado frente às 

enzimas proteolíticas 

 

Para o teste de estabilidade frente às enzimas proteolíticas, o sobrenadante 

livre de células obtido através da cromatografia líquida de gel filtração (Sephadex G- 100), 

foi tratado com as enzimas papaína e tripsina, nas concentrações finais de 2 mg/mL. Para 

cada enzima testada foram preparados quatro microtubos. Sendo eles: Tubo 1: Controle 

(Enzima proteolítica + tampão fosfato de sódio 10 mM pH 7), Tubo 2: Teste (Enzima 

proteolítica + substância antimicrobiana), Tubo 3: Controle (substância antimicrobiana) - 

tratado pelo calor, Tubo 4: Controle (substância antimicrobiana) – não tratado pelo calor. 

Após o preparo das alíquotas, esses microtubos foram incubados a 37 ºC por 1 hora, em 

seguida os tubos 1, 2 e 3 foram submetidos ao aquecimento de 100 ºC por 3 minutos, 

para inativação das proteases. Para o experimento foi utilizado o tampão fosfato de sódio 

10 mM com pH 7, pois é a faixa de pH ótimo das enzimas testadas. Após cada 

tratamento, foi determinada a atividade antimicrobiana, em triplicata, utilizando a cepa 

Corynebacterium fimi NCTC 7547 e incubação a 30 ºC por 24 horas.  

 

4.12 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

 

Os micro-organismos utilizados no espectro de ação são provenientes de 

amostras ambientais e culturas de coleção, incluindo culturas da coleção da Fiocruz. Para 

a realização do teste, foram preparadas suspensões de cada um dos micro-organismos 

indicadores, em solução salina 0,85% contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (de 

acordo com a escala de turbidez de MacFarland 0,5). Cada uma das suspensões foi 

espalhada em placas contendo ágar Mueller-Hinton (Kasvi®) e para as espécies de 

Candida foi utilizado o meio Mueller-Hinton glicose com azul de metileno. Em seguida, 

foram inoculados 20 µL do sobrenadante livre de células obtido através da G-100, em 

triplicata, e incubados nas condições ótimas de crescimento de cada micro-organismo 
indicador (28ºC, 30ºC ou 37ºC) por 24 horas. Após período de incubação foi observada a 

formação de halos de inibição, os quais foram medidos e expressos em milímetros. Para 

o teste foram utilizados os seguintes micro-organismos de referência: Listeria ivanovii 

ATCC 19119, Listeria innocua ATCC 33090, Listeria innocua ATCC 1572, 

Corynebacterium fimi NCTC 7547, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Bacillus subtilis 
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ATCC 19659, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35954, Enterococcus faecalis ATCC 51299, 

Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 35591, Enterobacter 

aerogenes ATCC 13048, Shigella dysenteriae ATCC 13313, Proteus mirabilis ATCC 7002, 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 

22019, Candida krusei ATCC 6258, e micro-organismos de origem ambiental, como: 

Listeria monocytogenes 4B carcaça alimento, Listeria innocua 6B alimento, Listeria 

monocytogenes 17D78/03 alimento, Listeria monocytogenes 4C alimento, Listeria innocua 

L07 (leite de búfala), Listeria innocua L 10 (leite de búfala), Listeria innocua L 11 (leite de 

búfala), Listeria innocua L 13 (leite de búfala), Listeria welshimeri ou seeligeri BQ Oxford 1 

(bancada de queijo), Listeria seeligeri BP Palcan 2 (Bancada preseunto), Listeria 

welshimeri ou seeligeri PF Oxford 3 (Presunto fatiado), Listeria welshimeri ou seeligeri MP 

Oxford 4 (Mãos presunto), Listeria seeligeri ou innocua BP Oxford 5 (Bancada presunto), 

Listeria monocytogenes QF Oxford 6 (queijo fatiado), Pseudomonas syringae pv. tomato, 

Erwinia psidii, Xanthomonas citri subsp. citri, Xanthomonas campestris pv. Passiflorae. Os 

micro-organismos foram cultivados em Ágar Triptona de Soja (TSA). 

 

4.12.1 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto 

parcialmente purificado frente a bactérias de importância ambiental  

 

Para a realização do teste, foram preparadas suspensões de cada um dos micro-

organismos indicadores, em solução salina 0,85% com uma padronização do inóculo em 

aproximadamente 105 UFC/mL. Após, o teste foi realizado conforme descrito no item 4.12. 

Os micro-organismos utilizados no teste foram: Paenibacillus polymyxa, Rhizobium 

radiobacter, Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium meliloti, Aeromonas hydrophila, 

Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae, Enterobacter cloacae. A cepa Corynebacterium 

fimi NCTC 7547 foi utilizada como controle positivo. Os micro-organismos foram 

cultivados em ágar BHI (Oxoid®) e/ou ágar YMA (Yeast Mannitol Agar) de acordo com a 

exigência de cada micro-organismo. 
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Análises Físico-Químicas das amostras de sedimento 
 
Das quatro amostras de sedimento coletadas, três foram submetidas à 

avaliação das suas propriedades físico-químicas (Ponto 1, 2 e 3). Os dados obtidos 

mostraram que os teores de carbono orgânico variaram entre 3,0% e 4,8%, de acordo 

com a tabela 1 e verifica-se que o maior valor foi encontrado no ponto 1, e o menor no 

ponto 2. Em relação à granulometria do sedimento, os teores de argila variaram entre 32 

e 40%, enquanto os valores do teor de silte foram bem próximos nos três pontos 

analisados: ponto 1 com 41% e ponto 2 e 3 com 43%. As maiores porcentagens de areia 

grossa foram verificadas no ponto 2, com 11% e a menor no ponto 1 com 6%, já para 

areia fina as maiores porcentagens foram no ponto 1 com 16% e o menor no ponto 3 com 

7%. Com relação ao nitrogênio os valores variaram entre 0,25% e 0,48%, o pH variou 

entre ácido com valor de 5,4, levemente ácido com 6,2 e neutro 7,5. Os maiores valores 

para umidade foram observados no ponto 1, com 56% e o menor no ponto 2 com 44%. 

 

Tabela 1 – Resultado dos parâmetros físico-químicos analisados nas três amostras de 

sedimento coletadas na área úmida da Unidade de Conservação Imperatriz Leopoldina 

em São Leopoldo/RS 

Pontos e 
data das 
coletas 

Carbono 
Orgânico 

Granulometria 
Nitrogênio pH Umidade Argila Areia 

Grossa 
Areia 
Fina Silte 

Ponto 1 
24/01/2017 4,8 % 37 % 6 % 16 % 41 % 0,48 % 6,2 56 % 

Ponto 2 
07/04/2017 3,0 % 32 % 11 % 14 % 43 % 0,25 % 7,5 44 % 

Ponto 3 
12/05/2017 3,2 % 40 % 10 % 7 % 43 % 0,30 % 5,4 50 % 
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5.2 Contagem total de bactérias heterotróficas das amostras de sedimento 

 

As coletas de sedimento para contagem das bactérias heterotróficas foram 

realizadas no outono, em período seco e temperatura em torno de 25ºC. Os resultados 

revelaram valores entre 1,8x104 UFC/g a 5,8x104 UFC/g de sedimento, conforme a tabela 

2. As contagens de bactérias heterotróficas nos quatro pontos analisados se mostraram 

homogêneas. 
 

Tabela 2 – Resultado da quantificação de bactérias heterotróficas por ponto das amostras 

de sedimento analisadas provenientes da Unidade de Conservação Imperatriz 

Leopoldina, São Leopoldo/RS 

Pontos Unidades Formadoras de 
Colônias/grama (UFC/ g de sedimento) 

1 2,1x104 UFC/g de sedimento 

2 1,8x104 UFC/g de sedimento 

3 4,5x104 UFC/g de sedimento 

4 5,8x104 UFC/g de sedimento 

 
5.3 Caracterização preliminar e identificação por Maldi-Tof/MS dos isolados bacterianos 

 

A partir do crescimento de colônias em meio ágar triptose de soja, foram 

escolhidos diferentes morfotipos. No ponto 1, foram selecionados nove isolados 

bacterianos, enquanto no ponto 2, foram selecionados oito isolados e nos pontos 3 e 4, 

foram obtidos 10 isolados, para cada ponto, totalizando 37 bactérias. Desses 37 isolados, 

nove foram caracterizadas como bactérias Gram negativas e 28 bactérias Gram positivas. 

Em relação à análise por Maldi-Tof/MS, os escores previstos são: 0.000 - 1.699 indicam 

uma identificação não confiável, escore entre 1.700 - 1.999 como identificação provável 

do gênero, 2.000 - 2.299, como identificação segura em nível de gênero e 2.300 - 3.000 

indica uma identificação segura em nível de espécie. Das 37 colônias bacterianas 

selecionadas, foi possível a identificação de 13 isolados com identificação segura em 

nível de gênero e seis isolados bacterianos foram identificados com provável identificação 

em nível de gênero, conforme a tabela 3. Não foi possível a identificação de nenhum 
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isolado com identificação segura em nível de espécie e 18 isolados bacterianos não foram 

identificados. 
 

Tabela 3 – Resultado da identificação dos isolados bacterianos através do Maldi-Tof, 

usando o banco de dados Biotyper 4.0 software MBT OC.  

Isolados bacterianos analisados por Maldi Tof 
Escore 

1.700 – 1.999 

Escore 

2.000 – 2.299 

Bacillus megaterium sed 1.4 - 2.179 

Bacillus megaterium sed 1.5 - 2.163 

Staphylococcus saprophyticus sed 2.1 - 2.072 

Staphylococcus sp. sed 2.3 1.815 - 

Bacillus megaterium sed 2.4 - 2.038 

Rumellibacillus sp. sed 2.5 1.838 - 

Micrococcus luteus sed 2.6 - 2.223 

Bacillus megaterium sed 2.8 - 2.049 

Bacillus sp. sed 3.1 1.829 - 

Bacillus megaterium sed 3.3 - 2.176 

Bacillus megaterium sed 3.4 - 2.066 

Bacillus sp. sed 3.5 1.840 - 

Bacillus megaterium sed 3.6 - 2.161 

Bacillus megaterium sed 3.9 - 2.221 

Bacillus megaterium sed 4.2 - 2.029 

Sed 4.3 - - 

Bacillus sp. sed 4.4 1.926 - 

Bacillus sp. sed 4.8 1.937 - 

Paenibacillus sp. sed 4.9 - 2.082 

Bacillus megaterium sed 4.10 - 2.117 
*Os valores do score são os seguintes: 1.700 - 1.999: identificação provável do gênero, 2.000 - 2.299: identificação 
segura do gênero. 
 

5.4 Avaliação da produção de enzimas hidrolíticas pelos isolados bacterianos 

 

Os resultados da avaliação da produção de enzimas extracelulares pelos 

isolados selecionados mostraram que dos 37 isolados testados, 24 (64,86%) degradaram 
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o amido. A atividade proteolítica foi verificada em 34 isolados, correspondendo a 91,89%, 

e apenas seis foram capazes de degradar a gelatina, correspondendo à 16,21%. A 

produção de lipase foi observada em 14 isolados (37,83%), conforme a figura 3.  

 

 
Figura 3 – Percentagem de isolados bacterianos com atividade enzimática, provenientes 

da Unidade de Conservação Imperatriz Leopoldina em São Leopoldo/RS 

 

Dos 37 isolados bacterianos, apenas 2 (5,40%) foram produtores das quatro 

enzimas testadas, o isolado Bacillus sp. sed 3.5 e sed 4.3. A partir de uma avaliação 

quantitativa verificou-se que desses 37 isolados apenas seis (16,21%) apresentaram um 

melhor perfil enzimático, com maior média de halo em pelo menos dois testes (amilase= 

16,41 mm e atividade proteolítica= 22,27 mm). Os isolados foram: Bacillus megaterium 

sed 1.5, isolado sed 2.2, Bacillus megaterium sed 2.8, Bacillus sp. sed 3.5, isolado sed 

3.11 e isolado sed 4.3. 

A figura 4 A, B e C mostra a formação de halo ao redor do crescimento 

bacteriano indicando um resultado positivo para os testes de amilase, lipase e protease. A 

figura 4 D indica um resultado positivo para o teste da gelatinase.  
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 Figura 4 – Resultado dos testes enzimáticos. 

A: Formação de halo ao redor da colônia, indicando resultado positivo para a prova da 

amilase, B: formação de halo ao redor da colônia, indicando resultado positivo para 

atividade lipolítica, C: formação de halo ao redor da colônia, indicando resultado positivo 

para atividade proteolítica, e D: degradação da gelatina indicando resultado positivo para 

gelatinase. ct: controle positivo. 

 

5.5 Avaliação da produção de atividade antimicrobiana pelas bactérias selecionadas  

 

5.5.1 Teste da sobrecamada 

 

A capacidade de produzir compostos com atividade antimicrobiana foi avaliada 

em seis isolados bacterianos que apresentaram melhor perfil enzimático (Bacillus 

megaterium sed 1.5, isolado sed 2.2, Bacillus megaterium sed 2.8, Bacillus sp. sed 3.5, 

isolado sed 3.11 e isolado sed 4.3) através do teste da sobrecamada. Esse teste revelou 

a presença de halos de inibição, produzido por apenas uma bactéria, o isolado sed 2.2, 

apresentando valor de 12 mm, em média, frente à cultura indicadora de Corynebacterium 

fimi NCTC 7547 (figura 5).  Não foi observada atividade antimicrobiana contra a cepa 

Listeria monocytogenes ATCC 7644. Diante desde resultado o isolado sed 2.2 foi 

selecionado para as demais etapas do trabalho.  

A B 

C D 

ct 

ct
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Figura 5 – Teste da sobrecamada realizado com o isolado sed 2.2, utilizando a cepa 

Corynebacterium fimi NCTC 7547, como indicadora 

 

5.5.2 Avaliação da produção de substâncias antimicrobianas pelo Método 

de Difusão em Ágar com Discos 
 

Diante dos resultados do teste da sobrecamada, o isolado sed 2.2 que 

apresentou atividade antimicrobiana contra a cepa indicadora Corynebacterium fimi NCTC 

7547 foi selecionado para o teste de Difusão em Ágar com Discos. O sobrenadante livre 

de células com pH 7,0 foi testado frente às culturas indicadoras de Corynebacterium fimi 

NCTC 7547 e Listeria monocytogenes ATCC 7644. A atividade antimicrobiana foi 

novamente observada apenas frente à cepa de Corynebacterium fimi NCTC 7547, com 

100 UA/mL.  

 

5.6 Identificação do isolado sed 2.2 pelo gene 16S rRNA 

 

O isolado sed 2.2 demonstrou uma correspondência de pelo menos 99% com 

as sequências dos gêneros Bacillus e Fictibacillus, porém o gênero Fictibacillus 

apareceu apenas uma vez com as demais sequências do banco de dados. Deste modo 

o isolado sed 2.2 foi identificado como Bacillus sp. sed 2.2 com o código MH666075 no 

Standard Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Os demais micro-

organismos com os quais houve a correspondência do isolado sed 2.2, são bactérias 

essencialmente pertencentes ao gênero Bacillus, não sendo possível a identificação 
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em nível de espécie por esta metodologia. 

 
5.7 Curva de crescimento do isolado Bacillus sp. sed 2.2 e produção da substância 

antimicrobiana 

 

A atividade antimicrobiana do isolado Bacillus sp. sed 2.2, foi inicialmente 

detectada na fase de crescimento exponencial e a atividade máxima foi observada do 

inicio ao final da fase estacionária, tendo um maior intervalo de produção da atividade 

antimicrobiana entre 33 e 48 horas (figura 6), com 100 UA/mL. O pH manteve-se em 7,0 

durante todo o cultivo.  A bactéria indicadora utilizada nesse experimento foi 

Corynebacterium fimi NCTC 7547. 

 

  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Curva de crescimento do isolado bacteriano Bacillus sp. sed 2.2 e produção de 

atividade antimicrobiana. A densidade óptica (♦) e a atividade antimicrobiana foram (■) 

monitoradas. 
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5.8 Purificação parcial do sobrenadante bruto 

 

5.8.1 Precipitação fracionada com sulfato de amônio 
 
De acordo com a figura 7, observa-se que a faixa que apresentou uma melhor 

recuperação da atividade antimicrobiana foi a faixa de saturação de 0-60%, com 800 

UA/mL. No entanto, no extrato bruto e na faixa de saturação de 0-20% observa-se uma 

considerável atividade, com 400 UA/mL para cada um, e na faixa de 20-40% o valor 

reduziu para 200 UA/mL. A partir desses dados, decidiu-se que para dar continuidade às 

próximas etapas do trabalho, a faixa de saturação seria de 0-60% pois a atividade não 

ficou concentrada em apenas uma faixa de saturação do sulfato de amônio. 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

Figura 7 – Resultados da precipitação fracionada com sulfato de amônio com a atividade 

antimicrobiana (UA/mL) dos sobrenadantes de cada precipitado e os diferentes intervalos 

de saturação do sulfato de amônio do isolado Bacillus sp. sed 2.2 

  

5.8.2 Cromatografia Líquida de Gel Filtração (Sephadex G - 100) 

 

A figura 8 ilustra o perfil de eluição da amostra, obtida após a purificação por 

cromatografia líquida de gel filtração, utilizando uma coluna Sephadex G -100, tipo 

Dextrana e equilibrada com tampão fosfato de sódio 10 mM pH 6,0. As frações que 

apresentaram atividade antimicrobiana após a liofilização foram 6, 7, 8, 9 e 10, com o 
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valor de 50 UA/mL para cada uma das frações. A absorbância a 280 nm variou entre 

0,378 a 0,602. O pH manteve-se em 7,0.  

 

   
Figura 8 – Perfil de eluição do precipitado (0 – 60%) em coluna de gel filtração Sephadex 

G – 100. A absorbância a 280 nm (♦) e a atividade antimicrobiana em UA/ mL (■) foram 

determinadas para cada fração coletada.  
 

5.8.3 Membrana de Ultrafiltração do sobrenadante bruto parcialmente 

purificado 

 

A alíquota com atividade antimicrobiana gerada após a cromatografia líquida de 

gel filtração (G- 100) foi fracionada por ultrafiltração e duas frações foram obtidas (filtrado 

e retido). A atividade antimicrobiana foi observada no retido, com halos de 5 mm em 

média.  Essa fração contém peptídeos com peso molecular > 30 Kda. Esses resultados 

indicam que a substância ativa tem massa molecular estimada maior que 30 Kda.  
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5.8.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida do sobrenadante bruto 

parcialmente purificado 

 

Os resultados obtidos através da eletroforese em gel de poliacrilamida estão 

apresentados na figura 9. Observa-se o perfil protéico das frações obtidas (extrato bruto, 

precipitado e cromatografia líquida de gel filtração) e os padrões de banda. A seta indica o 

possível peptídeo parcialmente purificado com massa molecular de aproximadamente 

36,5 Kda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Eletroforese em gel de poliacrilamida da substância antimicrobiana do isolado 

Bacillus sp. sed 2.2. As amostras foram submetidas à SDS-PAGE e coradas com prata 

para verificação das bandas de proteína. M: marcador de proteína, A: extrato bruto, B: 

precipitado, C: cromatografia líquida de gel filtração Sephadex (G- 100). 

 

5.8.5 Quantificação de proteínas totais do sobrenadante bruto parcialmente 

purificado 

 

Observa-se na tabela de purificação (tabela 4) que a substância antimicrobiana 

estudada apresentou pouca atividade no extrato bruto e na cromatografia líquida de gel 

filtração (50 UA/mL). A atividade específica foi maior no precipitado (PPT), seguido da 

cromatografia líquida de gel filtração.  

36,5 KDa. 

A B C 

 

200  
 

116,3  
97, 4  
 

 

36,5 

 
21,5  

 
3,5  
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Tabela 4 – Dados da purificação mostrando as frações obtidas nos diferentes passos da 

purificação da substância antimicrobiana produzida pelo isolado Bacillus sp. sed 2.2 

 UA/mL Vol/mL UA total Proteína/mL 
Atividade 

Específica 

EXTRATO BRUTO 50 300 15.000 0,549 91,07 

PPT 200 1 200 0,568 352,11 

 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 

DE GEL FILTRAÇÃO  
50 4 200 0,379 131,92 

 

5.9 Caracterização do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

 

5.9.1 Estabilidade térmica do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

 

 As frações que apresentaram atividade antimicrobiana após a cromatografia 

líquida de gel filtração (Sephadex G-100) foram reunidas em um pool (frações 6, 7, 8, 9 e 

10) e testadas quanto à estabilidade térmica. O sobrenadante bruto parcialmente 

purificado manteve-se estável a 100 ºC por 3, 5 e 10 minutos (figura 10). 

Quando o sobrenadante bruto parcialmente purificado foi submetido ao tempo 

de 15 minutos por 100 ºC a atividade foi completamente inativada. Esses resultados se 

mostraram iguais quando a substância foi submetida à temperatura de 121 ºC por 15 

minutos (autoclave), onde a substância também foi completamente inativada. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 10 – Estabilidade térmica da substância antimicrobiana parcialmente purificada 

produzida pelo isolado Bacillus sp. sed 2.2 após incubação por 100 ºC em diferentes 

intervalos de tempo em relação ao controle. 
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5.9.2 Estabilidade do sobrenadante bruto parcialmente purificado frente à 

refrigeração e congelamento 

 

O sobrenadante bruto parcialmente purificado após ser refrigerado a 

temperatura de 4ºC por um período de 10 dias mostrou-se instável, sua atividade foi 

completamente inativada. O sobrenadante bruto parcialmente purificado se manteve 

estável quando congelado a -20 ºC por um período de 40 dias.  

 

5.9.3 Estabilidade do sobrenadante bruto parcialmente purificado frente às 

enzimas proteolíticas 

 

As frações que apresentaram atividade antimicrobiana após a cromatografia 

líquida de gel filtração (Sephadex G-100) foram reunidas em um pool (frações 6, 7, 8, 9 e 

10) e testadas frente às enzimas proteolíticas. A substância estudada se mostrou sensível 

às enzimas (papaína e tripsina) na concentração final de 2mg/mL. Esses resultados 

sugerem que o composto seja de natureza protéica. 
 

5.10 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado 
 

As frações que apresentaram atividade antimicrobiana foram reunidas em um 

pool (frações 6, 7, 8, 9 e 10) e testadas contra diversos micro-organismos, incluindo 

bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras. A medição dos halos de inibição 

está demonstrada na tabela 5. Foi verificada atividade antimicrobiana sobre bactérias 

Gram-positivas e patogênicas como algumas espécies de Listeria, incluindo Listeria 

monocytogenes, que é um importante patógeno de origem alimentar. No entanto, não foi 

observada inibição das bactérias Gram-negativas e nem de leveduras. Na tabela 5, 

constam apenas os isolados bacterianos que foram sensíveis a substância antimicrobiana 

testada.  
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Tabela 5 – Espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado produzido 

pelo isolado Bacillus sp. sed 2.2, com a média dos halos de inibição em milímetros (mm) 

Culturas indicadoras 
Medição dos halos em 

(mm) 

Gram Positivas  

Corynebacterium fimi NCTC 7547 5 

Listeria monocytogenes ATCC 7644 9 

Listeria welshimeri ou seeligeri BQ Oxford – 1 (Bancada de 

queijo) 
10,5 

Listeria seeligeri BP Palcan – 2 (Bancada presunto) 9 

Listeria welshimeri ou seeligeri PF Oxford – 3 (Presunto 

fatiado) 
9 

Listeria welshimeri ou seeligeri MP Oxford – 4 (Mãos presunto) 7 

Listeria seeligeri ou innocua BP Oxford – 5 (Bancada 

presunto) 
9 

 

 

5.10.1 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto 

parcialmente purificado frente a bactérias de importância ambiental  

 

O pool com as frações que apresentaram atividade antimicrobiana também foi 

testado contra algumas bactérias de importância ambiental, contudo não foi observada 

atividade antimicrobiana em nenhuma das bactérias testadas, observando-se um 

resultado negativo.  

As bactérias fixadoras do nitrogênio não foram inibidas pela substância 

antimicrobiana, indicando um bom resultado, pois estes micro-organismos são essenciais 

no ciclo do nitrogênio. 
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6. DISCUSSÃO 
 

As áreas úmidas são importantes ecossistemas, ricos em matéria orgânica e 

biodiversidade (FZB, 2012). Estudos já demonstraram que fatores como matéria orgânica, 

nitrogênio total, nitrogênio inorgânico, demanda química de oxigênio (DQO) e pH são 

fatores determinantes na composição da comunidade bacteriana do solo (Ansola et al., 

2014, Ligi et al., 2014, Arroyo et al., 2015, Ding et al., 2015) e que diferentes fatores 

ambientais podem influenciar as distribuições espaciais das comunidades microbianas 

(Ding et al., 2015). Nesse trabalho foram isolados 37 micro-organismos, e através do 

Maldi-tof foi possível identificar 19 isolados em nível de gênero. A partir desses 

resultados, foi observado que o gênero Bacillus foi predominante nas amostras de 

sedimento analisadas, pois 40% dos isolados identificados pertencem a esse gênero.  

Diferentes estudos já demonstraram que esse micro-organismo é 

frequentemente isolado de amostras ambientais, incluindo solo. Zhang et al. (2015) 

analisaram comunidades microbianas em sedimentos da rizosfera, e os resultados 

mostraram que o gênero Bacillus foi o mais dominante. Femi-Ola et al. (2015), ao 

estudarem amostras de solo, também constataram que o gênero Bacillus era um dos mais 

dominantes nas amostras analisadas. Panosyan et al. (2018) analisaram a composição da 

comunidade bacteriana de um solo e a maioria dos gêneros bacterianos encontrados 

foram Halobacillus (41,2%), Piscibacillus (23,5%), Bacillus (23,5%) e Virgibacillus (11,8%). 

Recentemente outros gêneros têm sido encontrados em amostras de 

sedimento, como é o caso do Fictibacillus. Wang et al. (2018) isolaram esta bactéria a 

partir de sedimento, com base na sequência do gene 16S rRNA o isolado S38T foi 

agrupado neste gênero. A partir de uma amostra de sedimento marinho, Dastager et al. 

(2014) isolaram uma bactéria designada NIO-1003T e com base nas propriedades 

fenotípicas e na análise filogenética do gene 16S rRNA , considerou-se que este isolado 

representava uma nova espécie do gênero Fictibacillus para o qual o nome Fictibacillus 

enclensis sp. nov. foi proposto.   

Durante muito tempo, as bactérias aeróbicas, formadoras de endósporos e em 

forma de bastonete, foram classificadas no gênero Bacillus. Após as análises de 

sequências baseadas no gene 16S rRNA, descobriu-se que este gênero continha vários 

grupos distintos filogeneticamente (Nielsen et al., 1995). Glaeser et al. (2013) propuseram 

uma reclassificação de alguns grupos, incluindo Fictibacillus, que foi classificado como um 
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novo gênero. Até o momento este gênero compreende dez espécies (Wang et al., 2018).  

A espectrometria de massa é uma ferramenta precisa e rápida para 

identificação de isolados bacterianos na área clínica. Contudo, sua aplicação em um 

contexto ecológico, considerando as bactérias de origem ambiental, ainda é limitada 

(Hausdorf et al., 2013). Entretanto, alguns pesquisadores vêm empregando esta 

ferramenta para identificação de bactérias ambientais. Das 45 bactérias isoladas de um 

ambiente marinho, Timperio et al. (2017) identificaram 16 bactérias em nível de espécie e 

23 com identificação segura em nível de gênero.  De certa forma, os resultados 

apresentados por este pesquisador foram bons se comparados com os resultados de 

outros pesquisadores. Lovecka et al. (2015) isolaram bactérias de solo contaminado e dos 

sete isolados bacterianos estudados, três tiveram sua classificação como segura em nível 

de gênero. Kopcakova et al. (2014) buscaram identificar bactérias isoladas de resíduos 

industriais, dos 29 isolados bacterianos, 27,58% tiveram identificação segura para gênero 

e 31% como provável identificação de gênero. Os resultados encontrados no presente 

estudo são semelhantes aos encontrados por outros pesquisadores, pois nenhum isolado 

foi identificado com segura identificação em nível de espécie e menos de 50% foram 

identificados com identificação segura do gênero.  

Devido a essa dificuldade de identificação que vários pesquisadores enfrentam 

principalmente ao que se refere ao gênero Bacillus, outras ferramentas vêm sendo 

empregadas na identificação de bactérias ambientais, outros genes estão sendo 

utilizados, como recA, rpoB, gyrB, como um método alternativo para a diferenciação de 

espécies de Bacillus (Mohkam et al., 2016). Além do mais, o gênero Bacillus, contém 

várias espécies estreitamente relacionadas, cuja identificação é difícil (Starostin et al., 

2015). Um exemplo são as espécies de Bacillus subtilis e Bacillus pumilus, que possuem 

sequências do gene 16S rRNA altamente semelhantes, o que torna difícil a identificação 

com base na análise deste gene. Outro exemplo é o grupo do Bacillus cereus, que inclui 

Bacillus anthracis e Bacillus thuringiensis, que são geneticamente muito semelhantes, 

porém, são consideradas espécies separadas devido à patogenicidade (Rasko et al., 

2005).  

A bactéria Bacillus sp. sed 2.2, isolada do ponto 2 da área úmida coletada, foi 

estudada quanto ao seu potencial de produção de compostos bioativos e enzimas 

hidrolíticas, observando-se o potencial deste isolado bacteriano quanto a sua atividade 

enzimática. Correia et al. (2014) avaliaram o potencial enzimático de bactérias isoladas de 
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sedimento de um manguezal, aproximadamente 60% dos seus isolados apresentaram 

atividade amilolítica e 26% atividade lipolítica, resultados bem próximos aos encontrados 

nesse estudo, onde 64% dos isolados apresentaram atividade amilolítica e 37% atividade 

lipolítica. Castro et al. (2014) isolaram bactérias endofíticas em áreas distintas de 

manguezais no estado de São Paulo e investigaram a produção de enzimas de interesse 

industrial, como amilase, endoglucanase, esterase, lipase e protease. As atividades 

enzimáticas foram observadas em 45% dos isolados para a produção de amilase, 62,5% 

atividade endocelulolitica, 17,5% de esterase, 52,5% lipase e 75% protease.  

As bactérias de origem ambiental têm diversas aplicações e vários estudos já 

demonstraram seu potencial antimicrobiano. A substância estudada teve sua atividade 

antimicrobiana inicialmente detectada na fase de crescimento exponencial e a atividade 

máxima observada do inicio ao final da fase estacionária (entre 33 e 48 horas), com 100 

UA/mL. Porém com 52 horas de cultivo, houve uma diminuição da produção da atividade 

antimicrobiana, reduzindo para 50 UA/mL. No trabalho de Liu et al. (2015), a cepa de  

Bacillus subtilis EMD4 produziu uma substância antimicrobiana e a partir da curva de 

crescimento foi possível constatar que a atividade antimicrobiana mostrou um maior pico 

de produção entre 36 e 60 horas, com 320 UA/mL, e uma redução de 50% nas UA/mL 

com 72 horas de produção. A partir de uma amostra de solo, Embaby et al. (2014) 

isolaram um Bacillus sp. YAS 1 produtor de uma substância antimicrobiana. O registro do 

início da produção dessa substância se deu na fase exponencial e um aumento durante a 

fase estacionária de crescimento, atingindo seu pico máximo com 62 horas de cultivo. 

Esses resultados sugerem que a substância trata-se de um metabólito secundário.  

O peptídeo antimicrobiano estudado neste trabalho foi parcialmente purificado 

com uma combinação de precipitação com sulfato de amônio, cromatografia líquida de gel 

filtração e ultrafiltração. Os resultados obtidos sugerem que o rendimento máximo dessa 

substância foi na concentração de 60% de sulfato de amônio, resultados semelhantes 

foram encontrados por Alanazi et al. (2016) e Lim et al. (2016). De acordo com a 

ultrafiltração, o peptídeo antimicrobiano estudado tem peso molecular superior a 30 KDa. 

Estes resultados são consistentes com a banda de 36,5 KDa observada no gel SDS-

PAGE. Ayed et al. (2015), ao utilizarem a técnica de SDS-PAGE para estimar o tamanho 

de uma substância produzida por Bacillus amyloliquefaciens, conseguiram aferir que a 

substância possuía massa molecular de 11 KDa, sendo considerado um peptídeo 

pequeno. Outros autores ao utilizarem a mesma técnica encontraram massas moleculares 
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maiores nos peptídeos estudados. Shi et al. (2015) avaliaram uma substância 

antimicrobiana produzida por Bacillus subtilis encontrando massa molecular de 54 KDa.  
Algumas propriedades físico-químicas da substância antimicrobiana produzida 

pelo isolado Bacillus sp sed 2.2 foram estudadas, como a estabilidade térmica e a 

estabilidade frente a enzimas proteolíticas. Não houve inativação térmica a 100 ºC por 3, 

5 e 10 minutos. Quando a substância foi submetida a 100 ºC e a 121 ºC (autoclave) por 

15 minutos a sua atividade foi inativada completamente. Chalasani et al. (2015) 

trabalharam com uma substância produzida por Bacillus sp. que foi estável a diferentes 

temperaturas, mantendo 80% de sua atividade a 80 ºC por 1 hora, 75% da atividade a 

100 ºC por 30 minutos e quando submetida a 121 ºC por 15 minutos (autoclave) a 

atividade se manteve em 60%. Em relação à termoestabilidade de um lipopeptídeo 

produzido por Bacillus methylotrophicus, essa substância se mostrou resistente ao 

aquecimento por 20 minutos a temperaturas de até 100 °C, mantendo 100% de sua 

atividade antimicrobiana inicial (Jemil et al., 2017). Lisboa et al. (2006) estudaram uma 

substância antimicrobiana produzida por Bacillus amyloliquefaciens que foi submetida a 

diferentes temperaturas. Ela foi estável a temperaturas de até 80°C, e sua atividade 

residual diminuiu quando exposta a temperatura de 100°C em diferentes intervalos de 

tempo. Alguns autores relataram que muitas bacteriocinas perdem sua estabilidade ao 

calor após a purificação (Kamoun et al., 2005; Smaoui et al., 2010).  

A atividade antimicrobiana da substância estudada foi sensível às proteases 

testadas (papaína e tripsina), indicando que o composto seja de natureza protéica. O sítio 

de clivagem da tripsina é altamente específico, clivando a ligação peptídica após resíduos 

com longas cadeias laterais de carga positiva, arginina e lisina (Berg et al., 2014). 

Bacteriocinas que não apresentam sensibilidade à tripsina, provavelmente não 

apresentam sítio lítico para essa protease. Algumas bacteriocinas produzidas por Bacillus 

sp. são sensíveis a tripsina e a papaína, tais como: LBM 5006 (Lisboa et al., 2006), NS02 

(Senbagam et al., 2013), N2-4 sensível à tripsina (Boottanum et al., 2017), RX 7 sensível 

à tripsina (Lim et al., 2016).  Também observam-se compostos que são parcialmente 

sensíveis às proteases, como a bacteriocina produzida por Bacillus cereus BLIS m6c e 

BLIS m387 (Minnaard & Alippi, 2016), N3-8 (Boottanum et al., 2017), BLS P34 (Motta et 

al., 2007). 

O peptídeo antimicrobiano caracterizado neste estudo foi testado contra 

bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras, incluindo importantes patógenos. 
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A substância estudada inibiu o crescimento de Corynebacterium fimi NCTC 7547, que é 

descrita como sensível a todas as bacteriocinas já testadas (Oliveira et al., 1998) e alguns 

isolados de Listeria, incluindo Listeria monocytogenes. No entanto, a substância não foi 

capaz de inibir bactérias Gram negativas e leveduras, demonstrando um espectro de ação 

mais restrito, concordando com o fato de que é mais difícil as bacteriocinas de bactérias 

Gram-positivas inibirem o crescimento de bactérias Gram-negativas devido às diferentes 

estruturas que estão presentes na parede celular (Liu et al., 2015). O peptídeo 

antimicrobiano estudado por Lee & Chang (2018) foi testado contra uma gama de 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e os resultados obtidos mostraram que a 

substância foi capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas como Bacillus 

cereus e Listeria monocytogenes. Torres et al. (2015) também encontraram atividade 

antimicrobiana contra cepas de Listeria monocytogenes. Diante dos resultados 

apresentados até o momento sugere-se que a substância possa ser uma bacteriocina da 

classe IIa, uma bacteriocina do tipo antilisterial, e o seu tamanho grande pode estar 

associada ao fato da molécula estar em aglomerados. 

Doenças transmitidas por alimentos contaminados estão entre as principais 

causas de mortalidade em todo o mundo, sendo responsáveis por 20 milhões de casos 

por ano (Pal et al., 2016). A infecção alimentar ocorre por patógenos bacterianos de 

origem alimentar, como Listeria monocytogenes, Salmonella spp e Escherichia coli e a 

intoxicação alimentar pode ser causada por Staphylococcus aureus, ou por suas toxinas 

(Kadariya et al., 2014; Saraoui et al., 2016). A Listeria monocytogenes é uma bactéria 

psicrotrófica, patogênica oportunista com grande significado na saúde pública, pois gera 

um impacto econômico significativo. Os custos com a listeriose são altíssimos podendo 

chegar a mais de um bilhão de dólares por ano (Saraoui et al., 2016; Ünlü et al., 2016).  

O método mais comum utilizado na preservação de alimentos é o uso de 

aditivos alimentares ou conservantes, que são principalmente produtos químicos 

prejudiciais (Pandey et al., 2014). Por esta razão, o uso de bacteriocinas para inibir 

patógenos de origem alimentar já é descrito, porém, somente a nisina é comercialmente 

disponível. De acordo com a legislação brasileira (ANVISA, 2001), o padrão estabelecido 

é a ausência de Listeria monocytogenes em 25 g de alimento. Diante do exposto, o 

peptídeo antimicrobiano produzido por Bacillus sp. sed 2.2, mostrou um importante 

potencial antibacteriano, inibindo Listeria monocytogenes.  

O peptídeo antimicrobiano também foi testado contra bactérias de importância 
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ambiental, incluindo fitopatógenos e bactérias fixadoras de nitrogênio, observando-se um 

resultado negativo. Contudo, verifica-se um resultado bom, pois as bactérias fixadoras do 

nitrogênio não foram inibidas pela substância antimicrobiana, estes micro-organismos são 

essenciais no ciclo do nitrogênio. Muitas espécies de Bacillus possuem características 

que as tornam adequadas para aplicações agrícolas, sendo bons candidatos para 

agentes de biocontrole de fitopatógenos (Mora et al., 2015). Estudos recentes também 

demonstraram que algumas espécies de Paenibacillus são ótimas fontes de peptídeos 

antimicrobianos (Eastman et al., 2014; Cochrane & Vederas, 2016). A atividade 

antimicrobiana de isolados de Bacillus foi testada contra patógenos de plantas na 

pesquisa de Mora et al. (2015) e foi observada uma inibição nas bactérias Ralstonia 

solanacearum, Rhizobium radiobacter, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. 

syringae e Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria. Os resultados obtidos neste trabalho 

vão ao encontro dos achados de Minnard & Alippi (2016) que, ao testarem um composto 

antimicrobiano produzido por Bacillus cereus, não encontraram atividade contra as 

bactérias Pseudomonas syringae pv. tomato e nem contra Xanthomonas campestris pv. 

campestris.  

A descoberta de novas substâncias com atividade antimicrobiana tornou-se um 

tema importante nos últimos anos, visto que muitas substâncias possuem aplicações em 

diversos setores como na indústria alimentícia, farmacêutica ou agricultura. Estudar as 

propriedades e a aplicabilidade destes compostos abre uma janela de estudo importante 

considerando a prospecção de novas moléculas com atividade biológica de interesse. 
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7. CONCLUSÃO 
 
  

Em relação às amostras de sedimento coletadas, embora este trabalho não 

tenha prospectado a diversidade de bactérias em áreas úmidas, não foram observados 

muitos gêneros bacterianos diferentes. O gênero Bacillus mostrou-se como predominante 

nas amostras estudadas.  

O Maldi-tof não foi uma boa ferramenta para identificação dos isolados 

bacterianos e o gene 16S rRNA não foi discriminatório para identificar o Isolado sed 2.2 

em nível de espécie. Sendo assim, o gênero Bacillus necessita de outras ferramentas 

moleculares para identificação.  

Os isolados bacterianos selecionados foram produtores de todas as enzimas 

hidrolíticas estudadas neste trabalho: proteases, lipases, amilases e gelatinase; 

Verificou-se que a bactéria selecionada Bacillus sp sed 2.2, produz uma 

substância antimicrobiana, produzida como um metabólito secundário, que possui um 

restrito espectro de ação, tendo efeito sobre algumas espécies de Listeria, incluindo 

Listeria monocytogenes, o que sugere que a substancia possa ser uma bacteriocina da 

classe IIa, uma bacteriocina do tipo antilisterial.  A substância não inibiu fitopatógenos e 

nem as bactérias fixadoras do nitrogênio. 

A quantidade de atividade antimicrobiana foi considerada pequena, e sugere-se 

que outros meios de cultivo, incluindo subprodutos da indústria, possam ser 

implementados para a otimização da produção desta atividade antimicrobiana. 

A purificação parcial da substância foi possível por meio de precipitação com 

sulfato de amônio, cromatografia líquida de gel filtração e ultrafiltração. A substância 

estudada é termoestável e de natureza protéica, com tamanho de 36,5 KDa. 

Mais estudos são necessários para que se possa purificar esta substância 

totalmente e avaliar a possibilidade de aplicação na área de alimentos, considerando a 

sua ação frente a uma bactéria de importância como Listeria monocytogenes. 
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9. ANEXOS 
 

9.1 Artigo  

 

Isolamento, identificação e atividade biológica de bactérias isoladas de sedimento de áreas 

úmidas de uma Unidade de Conservação na Região Sul do Brasil 

 

Resumo 

As áreas úmidas são ecossistemas ricos em biodiversidade, e sua importância ecológica 

é reconhecida em todo o mundo. O objetivo deste estudo foi pesquisar isolados bacterianos a partir 

de amostras de sedimento da Unidade de Conservação Imperatriz Leopoldina em São Leopoldo/RS 

e estudar substâncias com atividade biológicas por elas produzidas. As linhagens bacterianas foram 

identificadas através do Maldi-tof, testadas quanto à produção de enzimas hidrolíticas e de 

substâncias com atividade antimicrobiana. Para avaliação das propriedades enzimáticas, dos 37 

isolados selecionados (100%), 64% apresentaram resultado positivo para o teste da amilase, 16% 

para gelatinase, 37% para lipase e 91% para protease. Diante desses resultados, 6 isolados 

bacterianos foram selecionados para o teste da sobrecamada, observando-se a presença de halos de 

inibição em apenas um isolado Bacillus sp. sed 2.2 contra a indicadora Corynebacterium fimi 

NCTC 7547. Este isolado foi selecionado e a substância antimicrobiana por ele produzida foi 

parcialmente purificada através da precipitação com sulfato de amônio e cromatografia líquida de 

gel filtração Sephadex G-100. Esta substância foi ativa contra algumas espécies de Listeria, 

incluindo Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Corynebacterium fimi NCTC 7547. Em conclusão, 

os isolados obtidos de amostras de sedimento são fontes importantes de compostos bioativos, 

incluindo enzimas e peptídeos antimicrobianos, que podem apresentar atividade antimicrobiana 

contra bactérias patogênicas importantes.  
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Palavras-chave: Áreas úmidas, Bacillus, propriedades bioativas, purificação de 

peptídeos  

 

1. Introdução  

As áreas úmidas são ecossistemas importantes, com altas concentrações energéticas e 

distribuídas em praticamente todas as regiões ao longo do mundo (Jungblut et al., 2012). Os micro-

organismos ali presentes desempenham papéis ecológicos importantes e que são fundamentais para 

as funções desses ambientes (Hu et al., 2014). A técnica de pirosequenciamento do gene 16S rRNA 

foi utilizada por Ansola et al., (2014), a fim de caracterizar a composição da comunidade bacteriana 

do solo de uma área úmida e os principais grupos microbianos encontrados foram: Proteobacteria, 

Verrucomicrobia e Chloroflexi. A importância de se estudar esses ambientes vai muito além de 

apenas conhecer a comunidade microbiana, pois muito desses micro-organismos são produtores de 

compostos com diferentes atividades biológicas. Li et al., (2017) investigaram a diversidade de 

bactérias produtoras de proteases extracelulares, de sedimentos na China, e dos 121 isolados 

estudados, identificaram bactérias pertencentes aos gêneros: Pseudoalteromonas (40,5%), Bacillus 

(36,3%) e Photobacterium (5,8%). Ghani et al., (2013) isolaram diferentes cepas de Bacillus 

licheniformes para a produção de enzimas extracelulares comercialmente importantes, e observaram 

o potencial para produção de alfa-amilase, protease, pectinase e celulase. Também, os micro-

organismos habitantes do solo produzem muitos produtos naturais biologicamente ativos, incluindo 

antibióticos importantes (Kumar et al., 2014). Algumas espécies do gênero Bacillus são produtoras 

de metabólitos secundários, incluindo antifúngicos, promotores do crescimento vegetal, sideróforos 

e bacteriocinas (Mora et al., 2015, Leite et al., 2016, Sansinenea et al., 2016). Na pesquisa de 

Salazar et al., (2017) foram caracterizados dois compostos com potencial antifúngico e 

antibacteriano produzido por Bacillus amyloliquefaciens ELI 149, evidenciando um amplo espectro 

destes compostos. Também, Mora et al., (2015), isolaram várias espécies de Bacillus sp. com 
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atividade antimicrobiana, mostrando um excelente potencial frente aos fitopatógenos testados. Estes 

trabalhos mostram que muitas pesquisas vêm sendo desenvolvidas com o objetivo caracterizar 

novos compostos com atividade antimicrobiana, pois eles oferecem novas alternativas de 

investigações por moléculas que tenham potencial para as mais diversas aplicações como o controle 

biológico; seja para a área ambiental, biopreservação de alimentos até o emprego como biofármacos 

(Duarte et al., 2013, Shashidar et al., 2017). 

Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo estudar isolados bacterianos de 

sedimentos de áreas úmidas, quanto à produção de enzimas hidrolíticas e compostos 

antimicrobianos, visto que não há informações na literatura que tenham explorado o potencial 

bioativo de bactérias da Unidade de Conservação Imperatriz Leopoldina em São Leopoldo. 

 

2. Materiais e métodos 

2.1 Área de estudo e coleta de amostras do sedimento 

As coletas de sedimento foram realizadas em uma área úmida da Unidade de 

Conservação do Parque Natural Municipal Imperatriz Leopoldina, localizada no município de São 

Leopoldo/RS, nos meses de janeiro, abril e maio de 2017. A área foi dividida em quatro quadrantes 

de onde foram coletadas quatro amostras de sedimento (coordenadas geográficas: Ponto 1: S 

29º45’374”/ W 51º07’992, Ponto 2 S 29º45’365”/ W  51º07’982”, Ponto 3 S 29º45’22.604”/ W 

51º07’59.069”, Ponto 4 S 29º45’22.344”/ W 51º07’58.920”). Foram coletadas 500g para as análise 

físico–química e 100 g para contagem de bactérias heterotróficas, à profundidade de 40 cm da 

superfície, com o auxílio de um equipamento tipo draga. As amostras foram transferidas para 

frascos estéreis e conduzidas sob refrigeração até o Laboratório de Microbiologia do Instituto de 

Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 
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2.2 Área de estudo e coleta de amostras do sedimento 

Foram pesadas 25 g de cada amostra de sedimento, as quais foram transferidas para 

frascos de Erlenmeyers, contendo 225 mL de solução salina 0,85% correspondendo à diluição 10-1. 

A partir dessa diluição foram feitas as diluições decimais em triplicata até a diluição 10-8. A seguir 

as amostras foram inoculadas em Ágar Padrão para Contagem, utilizando a técnica de espalhamento 

em superfície e as placas foram incubadas a 37ºC por 24-48 horas. Para a contagem foram utilizadas 

as placas que apresentaram um número de colônias entre 25 e 250 e os resultados foram expressos 

em unidades formadoras de colônia/grama (ufc/g) de sedimento. Após a contagem das bactérias 

heterotróficas, colônias bacterianas que apresentaram morfologias diferentes foram selecionadas e 

semeadas em ágar triptose de soja, e incubadas novamente a 37°C por 24 horas, para avaliação da 

pureza dos isolados, das propriedades morfotintoriais e posterior identificação. 

 

2.3 Identificação dos isolados bacterianos por Matrix Associated Laser Desorption-Ionization- 

Time of Flight (Maldi-Tof/MS)  

A partir do crescimento em ágar triptose de soja, uma colônia de cada isolado foi 

inoculada em microtubos, com 300 µL de água Milli-Q e 900 µL de etanol absoluto. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a velocidade de ≥ 13.000 rpm, durante 2 min. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco a temperatura ambiente. Na sequência foi 

adicionado ácido fórmico 70% (30 µL) ao sedimento e acetonitrila (30 µL) seguidos de 

homogeneização em vórtex e nova etapa de centrifugação, formando-se um pellet. Logo após, foi 

pipetado 1 μL de sobrenadante sobre uma placa de aço inoxidável e deixado secar a temperatura 

ambiente.  Subsequentemente foi adicionado 1 μL de matriz constituída de solução de ácido α ciano 

-4- hidroxicinâmico (HCCA) (Bruker Daltonics, 2015). As análises foram realizadas em um 

aparelho MALDI Biotyper 4.0, software MBT OC, no Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 
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2.4 Avaliação da produção de enzimas hidrolíticas pelas bactérias selecionadas  

Para a prova da amilase os isolados bacterianos foram semeados em placas contendo 

Ágar Nutritivo, suplementado com uma solução de amido solúvel 0,2%. As culturas foram 

incubadas na temperatura de 37°C por 48 horas e como controle positivo inoculou-se a cepa de 

Bacillus subtilis ATCC 19659 (Hankin; Anagnost Akis, 1975). Para avaliar a atividade proteolítica 

os isolados bacterianos foram semeados em placas contendo Ágar leite desnatado 10% e incubados 

nas mesmas condições. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foi inoculada como controle 

positivo (Frazier & Rupp, 1928; Montanhini & Bersot, 2013). Para verificar a produção de 

gelatinase os isolados bacterianos foram semeados em tubos contendo caldo nutritivo, acrescido de 

12% de gelatina e incubados nas condições descritas acima. A cepa de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo (Kurtzman & Fell, 1998). Para avaliação 

da atividade lipolítica os isolados foram semeados em placas contendo Ágar Tributirina e incubados 

a 37°C por 72 horas. Para o controle positivo inoculou-se a cepa de Candida parapsilosis (isolado 

ambiental) (Montanhini & Bersot, 2013). 

 

2.5 Avaliação da produção de atividade antimicrobiana pelas bactérias selecionadas  

O teste da sobrecamada foi empregado e os isolados foram inoculados em picada em 

triplicata sobre placas contendo Ágar Mueller-Hinton e incubadas a 37°C por 24 horas. Após o 

período de incubação a fim de se avaliar o antagonismo dos isolados, foi vertido uma sobrecamada 

de ágar triptose de soja semi-sólido 0,6%, inoculado com 1% das cepas indicadoras 

Corynebacterium fimi NCTC 7547 e Listeria monocytogenes ATCC 7644, contendo 

aproximadamente 1,9x108 UFC/mL. As placas inoculadas foram incubadas à 37ºC por 24 horas e 

após foi verificada a presença ou não de halos de inibição, os quais foram medidos e expressos em 

milímetros (mm) (Kékessy & Piguet, 1970). 
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2.6 Análise do gene 16S rRNA para identificação do isolado bacteriano selecionado 

A partir do isolado selecionado, foi realizada a extração de DNA, amplificação e 

sequenciamento de bases por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) 

no ThermalCycler modelo 2720 (Applied Biosystems by Life Technologies®). O primer para 

sequenciamento bacteriano 16S foi F C27 (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e R 

530 (CCGCGGCTGCTGGCACGTA). A reação da PCR foi realizada em volume total de 25 µL, 

contendo 100 ng de DNA, 1x de tampão de reação da Taq (4G®), 0,4 μM de cada oligonucleotídeo 

iniciador (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl2 (4G®), 200 μM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia®), 

1U de Taq DNA polimerase (4G®) e água miliQ estéril para completar o volume da reação. A PCR 

foi realizada nas condições de 5 minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 

minuto a 58°C e 1 minuto a 72°C, com extensão final de 10 minutos a 72°C. O sequenciamento das 

amostras foi realizado na empresa ACTGene Análises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, 

UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automático AB 3500 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems). Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data 

Collection 2 (Applied Biosystems). Os resultados foram analisados pelo programa Chrome versão 

2.6.4 (Technelysium Pty Ltd) e comparados ao banco de dados do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

2.7 Produção da substância antimicrobiana pelo isolado selecionado  

Para a produção da substância antimicrobiana, o isolado Bacillus sp. sed 2,2 foi 

cultivado em 100 mL de meio TSB a 30°C em um agitador rotativo a 50 ciclos min, durante os 

tempos desejados. A determinação do número de células viáveis (UFC/mL) foi realizada como 

descrito por Motta & Brandelli (2002). Após o cultivo por 48h, as células foram colhidas por 

centrifugação a 10.000g por 15 min e o sobrenadante da cultura foi submetido à precipitação com 
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sulfato de amônio a 60% de saturação. O precipitado foi dissolvido em tampão fosfato de sódio 10 

mM, pH 6,0. Esta solução foi ainda purificada por cromatografia de filtração em gel em uma coluna 

Sephadex G-100. Foram coletadas 30 frações de 1,0 mL e sua absorbância foi determinada em 

espectrofotômetro a 280 nm, e as frações foram liofilizadas. Essas foram ressuspendidas em 100 µL 

de fosfato de sódio 10 mM pH 6,0 e após, foi determinada a atividade antimicrobiana das frações 

coletadas conforme Motta & Brandelli (2002). As placas foram incubadas a 30ºC por 24 horas. A 

bactéria indicadora foi Corynebacterium fimi NCTC 7547. 

 

2.8 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

Foram preparadas suspensões de cada um dos micro-organismos indicadores, em 

solução salina 0,85% de acordo com a escala de turbidez de MacFarland 0,5. Cada uma das 

suspensões foi espalhada em placas contendo ágar Mueller-Hinton e para as espécies de Candida 

foi utilizado o meio Mueller-Hinton glicose com azul de metileno. Em seguida, foram inoculados 

20 µL do sobrenadante bruto obtido através da Sephadex G-100 e incubado nas condições ótimas de 

crescimento de cada micro-organismo indicador (30ºC ou 37ºC) por 24 horas. Após período de 

incubação foi observada a formação de halos de inibição, os quais foram medidos e expressos em 

milímetros. Foram empregadas espécies dos seguintes gêneros: Bacillus, Candida, 

Corynebacterium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Listeria, Pseudomonas, Proteus, 

Salmonella, Shigella e Staphylococcus.  

 

3. Resultados 

3.1 Pontos de coleta das amostras de sedimento 

As coletas de sedimento foram realizadas em quatro pontos do banhado da Unidade de 

Conservação Imperatriz Leopoldina. O ponto amostral 1 estava localizado próximo à margem do 

banhado e com algumas espécies arbustivas em sua volta. O segundo ponto amostral havia a 
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presença de plantas aquáticas e água corrente. Já o terceiro ponto amostral tinha como 

características a presença de plantas aquáticas densamente distribuídas, água parada e muitas 

espécies arbustivas ao redor. O quarto ponto apresentou poucas plantas aquáticas, troncos de 

árvores e foi considerado de difícil acesso.  

 

3.2 Contagem de bactérias heterotróficas das amostras de sedimento 

As coletas de sedimento para contagem das bactérias heterotróficas foram realizadas no 

outono, em período seco e temperatura em torno de 25ºC. Os resultados obtidos a partir do cultivo 

em Ágar Padrão para Contagem revelaram valores entre 1,8x104 UFC/g a 5,8x104 UFC/g de 

sedimento, conforme a Tabela 1.  As contagens de bactérias heterotróficas nos quatro pontos 

analisados mostraram-se homogêneas. A partir do crescimento de colônias em meio ágar triptose de 

soja, foram escolhidos diferentes morfotipos. Nas placas com isolados do ponto 1, foram 

selecionadas 9 colônias bacterianas, já no ponto 2, foram selecionadas 8 bactérias e nos pontos 3 e 

4, foram obtidas 10 colônias, para cada um dos pontos, totalizando 37 isolados bacterianos. Desses 

37 isolados, 9 foram caracterizados como bactérias Gram negativas e 28 bactérias Gram positivas. 

 

3.3 Identificação preliminar dos isolados bacterianos por Matrix Associated Laser 

Desorption-Ionization- Time of Flight (Maldi-Tof/MS)  

Em relação à análise por Matrix Associated Laser Desorption-Ionization Time of Flight 

(Maldi-Tof/MS), onde o score entre 0.000 - 1.699 indica uma identificação não confiável, o score 

entre 1.700 - 1.999 como identificação provável do gênero, 2.000 - 2.299, como identificação 

segura em nível de gênero e 2.300 - 3.000 indica uma segura identificação em nível de espécie, 

algumas identificações foram realizadas. Das 37 colônias bacterianas selecionadas, foi possível a 

identificação de 13 isolados com segura identificação em nível de gênero e 6 isolados bacterianos 

foram identificados com provável identificação em nível de gênero, conforme a tabela 2. Não foi 
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possível a identificação segura de nenhum isolado em nível de espécie e 18 isolados bacterianos não 

foram identificados pelo Maldi-Tof. 

 

3.4 Produção de enzimas hidrolíticas pelas bactérias selecionadas  

Na avaliação da produção de diferentes enzimas extracelulares observou-se que de 37 

(100%) isolados testados, 24 (64,86%) degradaram o amido. A atividade proteolítica foi verificada 

em 34 isolados, correspondendo a 91,89%. Dos micro-organismos isolados apenas 6 foram capazes 

de degradar a gelatina, correspondendo à 16,21%. A produção de lipase foi observada em 14 

isolados (37,83%), conforme a Figura 1. Dos 37 isolados bacterianos, apenas 2 (5,40%) foram 

produtores das 4 enzimas testadas e 9 (24,32%) isolados se mostraram positivos em pelo menos 3 

enzimas testadas. Desses 37 isolados 6 (16,21%) apresentaram um melhor perfil enzimático 

apresentando maior média de halo em pelo menos dois testes. São eles: Bacillus megaterium sed 

1.5, isolado sed 2.2, Bacillus megaterium sed 2.8, Bacillus sp. sed 3.5, isolado sed 3.11 e o isolado 

sed 4.3. 

 

3.5 Avaliação da produção de atividade antimicrobiana pelo teste da sobrecamada 

A partir dos resultados da atividade enzimática, os 6 isolados que apresentaram melhor 

perfil enzimático, foram testados quanto a produção de atividade antimicrobiana através do método 

da sobrecamada. Esse teste revelou a presença de halos de inibição em apenas um isolado sed 2.2, 

apresentando valor de 12 mm, em média, frente à cultura indicadora de Corynebacterium fimi 

NCTC 7547. A partir desse resultado, o isolado sed 2.2, foi selecionado para as próximas etapas do 

trabalho. Listeria monocytogenes ATCC 7644 não foi inibida por nenhum dos isolados, nas 

condições experimentais testadas. 
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3.6 Análise do gene 16S rRNA para identificação do isolado bacteriano selecionado 

A partir dos resultados da produção das enzimas hidrolíticas, selecionou-se o isolado 

sed 2.2 como sendo a bactéria com melhor desempenho. Após a realização da identificação pela 

análise do gene 16S rRNA a bactéria foi identificada em nível de gênero apresentando 99% de 

identidade com bactérias do gênero Bacillus, sendo identificado como Bacillus sp. sed 2.2. Sua 

sequência foi depositada pelo código MH666075 no Standard Nucleotide BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

 

3.7 Avaliação da produção de atividade antimicrobiana pelo Bacillus sp. sed 2.2 

Bacillus sp. sed 2.2 foi incubado em condições aeróbias por 57 horas a 30ºC. A 

atividade antimicrobiana do Bacillus sp. sed 2.2, foi inicialmente detectada na fase de crescimento 

exponencial e a atividade máxima foi observada do início ao final da fase estacionária, tendo um 

maior intervalo de produção da atividade antimicrobiana entre 33 e 48 horas (Figura 2), com 100 

UA/mL. O pH manteve-se em 7,0 durante todo o cultivo. A substância antimicrobiana obtida em 

aproximadamente 24 horas de cultivo foi purificada por precipitação com sulfato de amônio e 

cromatografia de gel filtração. Foram coletadas 30 alíquotas de 1,0 mL e sua absorbância foi 

determinada a 280 nm em espectrofotômetro, após foi verificada a atividade antimicrobiana contra a 

cepa indicadora Corynebacterium fimi NCTC 7547. Na figura 3 foi possível observar as alíquotas 

coletadas, a absorbância a 280 nm e a atividade antimicrobiana das frações que apresentaram 

atividade antimicrobiana. 

 

3.8 Determinação do espectro de ação do sobrenadante bruto parcialmente purificado 

As frações coletadas após a purificação parcial e que apresentaram atividade 

antimicrobiana, foram agrupadas e empregadas para a determinação do espectro de ação, frente a 

diversos micro-organismos, incluindo bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras. O 
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resultado da medição dos halos de inibição está demonstrado na tabela 3. Foi verificada atividade 

antimicrobiana frente a bactérias Gram positivas e patogênicas como algumas espécies de Listeria. 

Porém observou-se que outras espécies microbianas não foram inibidas, como Listeria ivanovii 

ATCC 19119, Listeria innocua ATCC 33090, Listeria innocua ATCC 1572, Bacillus subtilis 

ATCC 19659, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35954, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Staphylococcus 

aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 35591, Listeria monocytogenes 4B carcaça 

(Alimento), Listeria innocua 6B (Alimento), Listeria monocytogenes 17D78/03 (Alimento), 

Listeria monocytogenes 4C (Alimento), Listeria innocua L 07 (Leite de búfala), Listeria innocua L 

10 (Leite de búfala), Listeria innocua L 11(Leite de búfala), Listeria innocua L 13 (Leite de búfala), 

Listeria monocytogenes QF Oxford – 6 (Queijo fatiado), Enterobacter aerogenes ATCC 13048, 

Shigella dysenteriae ATCC 13313, Proteus mirabilis ATCC 7002, Salmonella Enteritidis ATCC 

13076, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans 

ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258. 

 

4. Discussão 

As áreas úmidas são ecossistemas ricos em biodiversidade, e sua importância ecológica 

é reconhecida em todo o mundo (Junk, 2013, Richardson et al., 2015). Alguns estudos já 

demonstraram que fatores como matéria orgânica, nitrogênio total, nitrogênio inorgânico, demanda 

química de oxigênio (DQO) e pH são fatores determinantes na composição da comunidade 

bacteriana do solo (Ansola et al., 2014, Ligi et al., 2014, Arroyo et al., 2015, Ding et al., 2015). 

Nesse trabalho foram isolados 37 micro-organismos, dos quais 19 isolados foram identificados em 

nível de gênero, através do Maldi-Tof/MS. A espectrometria de massas é uma ferramenta 

importante, precisa e rápida para identificação de isolados bacterianos na área clínica. Contudo, sua 

aplicação em um contexto ecológico, considerando as bactérias de origem ambiental, ainda é 
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limitada (Hausdorf et al., 2013). Entretanto alguns pesquisadores vêm empregando esta ferramenta 

para identificação de bactérias ambientais. Das 45 bactérias isoladas de um ambiente marinho, 

Timperio et al., (2017), identificaram 16 bactérias em nível de espécie e 23 com identificação 

segura em nível de gênero. Lovecka et al., (2015), isolaram bactérias de solo contaminado, dos 7 

isolados bacterianos, 3 tiveram sua classificação como segura em nível de gênero. Kopcakova et al., 

(2014), buscaram identificar bactérias isoladas de resíduos industriais, dos 29 isolados bacterianos, 

27,58% tiveram identificação segura para gênero e 31% como provável identificação de gênero. 

Devido a essa dificuldade de identificação, principalmente ao que se refere ao gênero Bacillus, 

outras ferramentas vêm sendo empregadas na identificação de bactérias. Além do mais, o gênero 

Bacillus, frequentemente isolado de amostras de solo, contém vários grupos de espécies 

estreitamente relacionadas, cuja identificação é difícil (Starostin et al., 2015). Um exemplo são as 

espécies de Bacillus subtilis e Bacillus pumilus, que possuem sequências do gene 16S rRNA 

altamente semelhantes, o que torna difícil a identificação com base nesta análise. Para superar esta 

desvantagem, outros genes como recA, rpoB, gyrB, vêm sendo estudados, como um método 

alternativo para a diferenciação de espécies de Bacillus (Mohkam et al., 2016). 

As bactérias isoladas neste trabalho tiveram suas propriedades bioativas estudadas, 

demonstrando um potencial na produção de compostos com atividade enzimática e antimicrobiana. 

A seleção do isolado Bacillus sp, sed 2.2, a partir do Ponto 2 de coleta, deu-se por ter sido o 

microrganismo com melhor desempenho nas propriedades avaliadas. O trabalho de Correia et al., 

(2014), que avaliou o potencial enzimático de bactérias provenientes de sedimento de um 

manguezal, constataram que aproximadamente 60% dos seus isolados apresentaram atividade 

amilolítica e 26% atividade lipolítica, resultados bem próximos encontrados nesse estudo, onde 

64% dos isolados apresentaram atividade amilolítica e 37% com atividade lipolítica. Arumugam et 

al., (2017) descreveram a importância de se pesquisar bactérias de áreas úmidas para serem usadas 

industrialmente e a grande maioria das bactérias estudadas foi produtora de amilase, lipase, celulase 
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e protease. Das 46 bactérias isoladas de áreas úmidas, 41% apresentaram atividade lipolítica, 30% 

celulolítica, 19% amilolítica e 8 % proteolítica (Bibi et al., 2017). 

As bactérias ambientais também vêm sendo pesquisadas como fontes de novas 

substâncias com atividade antimicrobiana tendo em vista os problemas de resistência bacteriana a 

múltiplos fármacos (Ventola, 2015; Brown & Wright 2016). A atividade antimicrobiana produzida 

pelo Bacillus sp. sed 2.2 foi inicialmente observada na fase de crescimento exponencial, tendo-se a 

atividade máxima do início ao final da fase estacionária (entre 33 e 48 horas) com 100 UA/ml. No 

trabalho de Liu et al., (2015) a atividade antimicrobiana estudada mostrou-se maior entre 36 e 60 

horas, com 320 UA/mL. Já no trabalho de Embaby et al., (2014), o início da produção da substância 

antimicrobiana foi registrado na fase exponencial e aumentou durante a fase estacionária de 

crescimento, atingindo seu pico máximo com 62 horas de cultivo. Estes dados demonstram que 

todas estas substâncias produzidas apresentam cinética de metabólito secundário.  

A substância antimicrobiana estudada foi parcialmente purificada com uma combinação 

de precipitação com sulfato de amônio e cromatografia líquida de gel filtração. Com os resultados 

obtidos observa-se que a atividade antimicrobiana foi precipitada com uma concentração de sulfato 

de amônio de 0-60%, resultados estes que vão ao encontro dos encontrados outros autores (Alanazi 

et al., 2016, Lim et al., 2016). Os resultados da cromatografia de gel filtração indicam também que 

a substância produzida pelo Bacillus sp. sed 2.2, eluiu no volume morto da coluna Sephadex G-100, 

podendo estar formando agregados de massas moleculares altas (> 150 kDa). Shi et al., (2015) 

utilizaram a precipitação com sulfato de amônio e a diálise para purificação parcial da substância. 

Essa substância estudada exibiu um amplo espectro de ação, incluindo Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli e alguns patógenos ambientais. Boottanum et al., (2017) trabalharam com uma 

substância parcialmente purificada. Os protocolos adotados foram os mesmos mencionados acima, 

posteriormente a atividade antimicrobiana foi avaliada contra a cepa Burkholderia pseudomallei e 

outras bactérias patogênicas. Neste trabalho a substância antimicrobiana foi testada contra bactérias 
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Gram positivas, Gram negativas e leveduras. A substância inibiu o crescimento de Corynebacterium 

fimi NCTC 7547 e alguns isolados de Listeria, incluindo Listeria monocytogenes ATCC 7644. No 

entanto, essa substância não foi capaz de inibir bactérias Gram negativas e leveduras, demonstrando 

um espectro de ação mais restrito. No trabalho de Lee & Chang, (2018) a substância antimicrobiana 

estudada foi testada contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, inibindo o crescimento de 

bactérias Gram positivas como Bacillus cereus e Listeria monocytogenes. Os resultados 

encontrados por Alnaimat et al., (2017), mostraram que a substância antimicrobiana foi ativa contra 

todas as cepas indicadoras testadas, sugerindo um espectro de ação mais amplo. Em conclusão, os 

isolados obtidos de amostras de sedimento são fontes importantes de compostos bioativos, 

incluindo substâncias com potencial antimicrobiano e enzimático. Estudar as propriedades e a 

aplicabilidade destes compostos abre uma janela de estudo importante considerando a prospecção 

de novas moléculas com atividade biológica de interesse, bem como entender a funcionalidade 

destes isolados a partir do ambiente amostrado. 
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Legenda das figuras 

 

Fig 1 - Avaliação da produção de enzima extracelular pelos 37 (100%) isolados bacterianos 

encontrados nas amostras de sedimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2 - Curva de crescimento e atividade antimicrobiana de Bacillus sp. sed 2.2. Densidade óptica 

(♦) juntamente com desvio padrão (I) e atividade antimicrobiana (■) foram avaliados. A incubação 

ocorreu a 30ºC por até 57 horas de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

79 

 

Fig 3 - Perfil de eluição da precipitação (0 - 60%) nas colunas de filtração em gel Sephadex G - 

100. A absorbância a 280 nm (♦) e a atividade antimicrobiana em UA / mL (■) foram estabelecidas 

para cada fração coletada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelas -  

Tabela 1. Resultado da quantificação de bactérias heterotróficas por ponto das amostras de 

sedimento analisadas. 

Pontos 
Unidades Formadoras de 

Colônias/grama  

1 2,1x104 UFC/g de sedimento 

2 1,8x104 UFC/g de sedimento 

3 4,5x104 UFC/g de sedimento 

4 5,8x104 UFC/g de sedimento 
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Tabela 2. Resultado dos isolados bacterianos analisados através do Maldi-Tof, usando o banco de 

dados Biotyper 4.0 software MBT OC.  

Isolados bacterianos analisados por 

Maldi Tof 

Score 

0.000 – 

1.699 

Score 

1.700 –  

1.999 

Score 

2.000 – 

2.299 

Score 

2.300 – 

3.000 

Bacillus megaterium sed 1.4 - - 2.179 - 

Bacillus megaterium sed 1.5 - - 2.163 - 

Staphylococcus saprophyticus sed 

2.1 
- - 2.072 - 

Staphylococcus sp. sed 2.3 - 1.815 - - 

Bacillus megaterium sed 2.4 - - 2.038 - 

Rumellibacillus sp. sed 2.5 - 1.838 - - 

Micrococcus luteus sed 2.6 - - 2.223 - 

Bacillus megaterium sed 2.8 - - 2.049 - 

Bacillus sp. sed 3.1 - 1.829 - - 

Bacillus megaterium sed 3.3 - - 2.176 - 

Bacillus megaterium sed 3.4 - - 2.066 - 

Bacillus sp. sed 3.5 - 1.840 - - 

Bacillus megaterium sed 3.6 - - 2.161 - 

Bacillus megaterium sed 3.9 - - 2.221 - 

Bacillus megaterium sed 4.2 - - 2.029 - 

Bacillus sp. sed 4.4 - 1.926 - - 

Bacillus sp. sed 4.8 - 1.937 - - 

Paenibacillus sp. sed 4.9 - - 2.082 - 

Bacillus megaterium sed 4.10 - - 2.117 - 
*Os valores do score são os seguintes: 0.000 – 1.699: identificação não confiável, 1.700 - 1.999: 

identificação provável do gênero, 2.000 - 2.299: identificação segura do gênero e 2.300 – 3.000: identificação segura da 
espécie.  

 

 

 

 



 

 

81 

 

Tabela 3. Espectro de ação do sobrenadante bruto com a temperatura ótima de incubação de cada 

micro-organismo utilizado e os halos de inibição em (mm). 

 

Culturas indicadoras 
Temperatura de 

Incubação (ºC) 

Medição dos halos 

em (mm) - Média 

Gram Positivas   

Corynebacterium fimi NCTC 7547 37 5 

Listeria monocytogenes ATCC 7644 30 9 

Listeria welshimeri ou seeligeri BQ Oxford – 1 

(superfície de bancada) 
30 10,5 

Listeria seeligeri BP Palcam – 2 (superfície de 

bancada) 
30 9 

Listeria welshimeri ou seeligeri PF Oxford – 3 

(Presunto fatiado) 
30 9 

Listeria welshimeri ou seeligeri MP Oxford – 4 

(Mãos) 
30 7 

Listeria seeligeri ou innocua BP Oxford – 5 

(superfície de bancada) 
30 9 

 


