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RESUMO 
  

Devido à sua característica sustentável, o biodiesel pode ser considerado uma fonte 
de prospecção de microrganismos degradadores de substâncias orgânicas, com 
potencial para uso em processos biotecnológicos. Diversos trabalhos na literatura 
científica relatam o uso de microrganismos para a produção de biodiesel. No entanto, 
até onde sabemos, não foram encontrados artigos sobre a prospecção de 
microrganismos isolados dessas fontes. Os objetivos desse trabalho foram verificar o 
potencial amilolítico, lipolítico, celulolítico e proteolítico das bactérias isoladas de 
amostras de diesel e biodiesel; realizar a identificação, o antibiograma e verificar as 
propriedades antagonista das bactérias frente a fungos filamentosos. As bactérias 
Bacillus cereus, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. kochii, B. subtilis e B. 
thuringiensis foram isoladas de amostras de óleo diesel com diferentes teores de 
biodiesel, enxofre e água e Solibacillus sp. e Exiguobacterium acetylicum, foram 
obtidas de diesel. Os isolados foram caracterizados por coloração de Gram e por 
sequenciamento da região do rDNA 16s. A análise da atividade degradadora 
substâncias orgânicas foi realizada através da verificação do halo de degradação de 
substratos em meios de cultivo específicos. O perfil de suscetibilidade a antibióticos 
e a capacidade hemolítica foi realizada, além da verificação da atividade antagonista 
das bactérias frente os fungos Curvularia lunata, Fusarium sp e Drechslera sp. Todos 
os isolados apresentaram alguma atividade degradadora. B. cereus, B. 
amyloliquefaciens e B. kochii apresentaram maior atividade amilolítica.  As bactérias 
Solibacillus sp. e Exiguobacterium acetylicum, isoladas de diesel S10, não 
apresentaram atividade amilolítica. Para o teste da atividade celulolítica, todas as 
bactérias isoladas de blendas de diesel apresentaram atividade, exceto Solibacillus 
sp. e Exiguobacterium acetylicum, isoladas do diesel, que não apresentaram 
crescimento. Para a análise da atividade de lipases foram verificadas a atividade de 
lipase (azeite e Tween-80) e esterases (Tween-20).  Foi verificado que B. kochii e B. 
thurigiensis apresentaram maior capacidade de degradação do azeite. Em Tween-80, 
no período de 48 h, apenas B. amyloliquefaciens apresentou atividade. Após o 
período de 5 dias foram observados halos de degradação para os demais isolados, 
sendo mais pronunciado para B. licheniformis, B. kochii, B. subtilis, e B. thuringiensis 
e Exiguobacterium acetylicum. A atividade proteolítica foi observada para todos os 
isolados, sendo mais pronunciada para B. subtilis, B. thuringiensis e E. acetylicum. 
Todos os isolados apresentaram sensibilidade aos antibióticos testados, exceto à 
oxacilina. B. licheniformis foi a bactéria que apresentou maior resistência 
antimicrobiana. O antagonismo indicou que todas os isolados de Bacillus spp. foram 
capazes de reduzir o crescimento das colônias dos fungos Fusarium sp., Curvularia 
lunata e Dreschslera sp., próximo à área de inóculo bacteriano. As bactérias isoladas 
de diesel, E. acetylicum e Solibacillus sp. não apresentaram ação antagônica. Esses 
resultados reforçam o potencial biotecnológico de degradação de substâncias 
orgânicas, baixo perfil de resistência microbiana e potencial para uso em controle de 
fitopatógenos, das bactérias, principalmente do gênero Bacillus, isoladas de blendas 
de biodiesel.   
 

 
 

Palavras-chave: Bacillus spp., blendas de biodiesel, enzimas bacterianas. 



 
ABSTRACT 

  
Several works have reported the use of microorganisms for the biodiesel production. 
However, to the best of our knowledge, no works were found on the prospecting of 
microorganisms isolated from these sources. The objectives of this work were to verify 
the amylolytic, lipolytic, cellulolytic and proteolytic potential of bacteria isolated from 
diesel and biodiesel samples; perform the bacteria identification, antibiogram profile 
and analysis the antagonistic properties of bacteria against filamentous fungi. Bacillus 
cereus, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. kochii, B. subtilis and B. thuringiensis 
were isolated from diesel oil with different contents of biodiesel, sulfur and water and 
Solibacillus sp. and Exiguobacterium acetylicum, were obtained from diesel. The 
isolates were characterized by Gram staining and sequencing of the 16s rDNA region. 
The analysis of the degrading activity of organic substances was carried out by 
verifying the degradation halo of substrates in specific cultivation media. It was also 
investigated the antibiotic susceptibility profile, the hemolytic activity and antagonistic 
activity of bacteria against the fungi Curvularia lunata, Fusarium sp and Drechslera sp. 
All isolates showed degrading activity. B. cereus, B. amyloliquefaciens and B. kochii 
showed higher amylolytic activity. Solibacillus sp. and Exiguobacterium acetylicum, 
isolated from diesel S10, did not show amylolytic activity. For the cellulolytic activity 
test, all bacteria isolated from diesel blends showed activity, except Solibacillus sp. 
and Exiguobacterium acetylicum, isolated from diesel, which did not show growth. For 
the analysis of lipase activity, lipase activity (olive oil and Tween-80) and esterases 
(Tween-20) were verified. It was found that B. kochii and B. thurigiensis had a high 
capacity for olive oil degradation. In Tween-80, within 48 h, only B. amyloliquefaciens 
showed activity. After a period of 5 days, degradation halos were observed for the 
other isolates, being more pronounced for B. licheniformis, B. kochii, B. subtilis, and 
B. thuringiensis and Exiguobacterium acetylicum. Proteolytic activity was observed for 
all isolates, being more pronounced for B. subtilis, B. thuringiensis and E. acetylicum. 
All isolates were sensitive to the antibiotics tested, except for oxacillin. B. licheniformis 
was the bacteria that showed the greatest antimicrobial resistance. Antagonism 
indicated that all Bacillus spp. were able to reduce the growth of colonies of the fungi 
Fusarium sp., Curvularia lunata and Dreschslera sp., in the proximities of the bacterial 
inoculum area. The bacteria isolated from diesel, E. acetylicum and Solibacillus sp. 
did not present antagonistic action. These results reinforce the biotechnological 
potential for degradation of organic substances, low microbial resistance profile and 
potential for use in controlling phytopathogens, of bacteria, mainly of the Bacillus 
genus, isolated from biodiesel blends. 
 
 
 
Keywords: Bacillus spp., biodiesel mixtures, bacterial enzymes. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Os microrganismos podem ser encontrados em diversos habitats, mesmo em 

condições extremas, desempenham um papel crucial no funcionamento dos 

ecossistemas vivos. Tecnologias tradicionais e avançadas de bioprospecção de 

microrganismos têm sido desenvolvidas e empregadas a fim de aumentar o 

conhecimento sobre a diversidade microbiológica de processos funcionais em 

ecossistemas microbianos, e para a identificação e utilização de novos produtos 

biotecnológicos (SHINTANI et al., 2021). 

Dentre os diferentes habitats, os microrganismos podem ser encontrados em 

tanques de armazenamento de diesel e biodiesel, sendo normalmente associados 

com a degradação desses combustíveis. A prevenção do crescimento de 

microrganismos nesses locais é uma grande preocupação para os setores industriais 

e/ou comerciais devido aos problemas associados que são causados pela corrosão, 

entupimento de filtros e bloqueio em armazenamento, linhas de combustível e/ou 

instalações de distribuição (KOMARIAH et al., 2022). A degradação microbiológica 

pode ocorrer em qualquer parte da cadeia de produção, seja na produção, transporte 

até o uso do combustível.  

Como o biodiesel apresenta uma alta capacidade de higroscopicidade, e com 

o acúmulo de umidade no interior dos tanques de armazenamento, sua capacidade 

de absorção de água é alta (FATTAH et al., 2014; BEKER et al., 2016; NEVES et al., 

2020), sendo a água um dos principais fatores que favorecem a contaminação 

microbiológica (PASSMAN, 2013; BENTO et al.; 2016; CAZAROLLI, 2019; NEVES et 

al.; 2020; POLINARSKI et al., 2022).  

 Os biocombustíveis têm sido considerados combustíveis substitutos devido à 

sua renovabilidade, métodos de produção seguros, não toxicidade, baixa emissão de 

gases tóxicos, comparando com os combustíveis fósseis (GONG et al., 2022). Dessa 

forma, devido à sua característica sustentável, o biodiesel pode ser considerado uma 

fonte de prospecção de microrganismos degradadores de substâncias orgânicas, com 

potencial para uso em processos biotecnológicos.  

Diversos trabalhos na literatura científica relatam o uso de microrganismos 

para a produção de biodiesel (ZHANG et al., 2021). No entanto, até onde se sabe não 

há estudos sobre a prospecção de microrganismos isolados dessas fontes. 
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Muitas espécies de microrganismos têm sido encontradas em combustíveis, 

embora nem todas sejam capazes de metabolizar hidrocarbonetos. Exemplos de 

bactérias capazes de usar hidrocarbonetos como fonte de carbono estão entre os 

gêneros Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, 

Brevibacterium, Burkholderia, Flavobacterium, Micrococcus, Mycobacterium, 

Nocardia, Pseudomonas, Rhodococcus, Sphingomonas e Vibrio (KOMARIAH et al., 

2022; BASTIAENS et al., 2000; BOONCHAN et al., 2000). 

Metabólitos microbianos são responsáveis pelas inúmeras interações entre o 

ambiente e os próprios microrganismos com o recrutamento da dinâmica de 

ecossistemas específicos (JUNKINS et al., 2022). Os microrganismos também são 

recursos biológicos valiosos para a geração de biomateriais e para a degradação de 

matéria orgânica (HUANG et al., 2022). Enzimas produzidas por microrganismos são 

grandes alvos em processos biotecnológicos, devido à facilidade de cultivo, vasto 

conhecimento da fisiologia, genética e propriedades bioquímicas dos 

microrganismos. 

As espécies bacterianas degradadoras de combustíveis podem possuir 

diversas enzimas produzidas para catalisar a degradação de vários substratos 

específicos. Os microrganismos, em especial as bactérias, produzem diversas 

enzimas conhecidas como enzimas hidrolíticas tais como as proteases, lipases, 

amilases ou as celulases. Enzimas hidrolíticas tem como função a degradação de 

várias substâncias naturais.  O gênero Bacillus é comumente encontrado em diesel e 

biodiesel e inclui tanto bactérias patogênicas como benéficas. Espécies de Bacillus 

não patogênicas têm sido implicadas em diversas aplicações industriais como a 

produção industrial de enzimas com grande interesse nos setores de detergentes e 

alimentos; produção de metabólitos primários como vitaminas e ribonucleosídeos; 

metabólitos secundários, incluindo bacteriocinas e biossurfactantes, e formulações 

que promovem o crescimento de plantas (RADDADI et al., 2012). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 ENZIMAS EXTRACELULARES PRODUZIDAS POR MICRORGANISMOS 

 

2.1.1 Amilases 

 

O amido é utilizado na indústria como matéria prima, principalmente no ramo 

alimentício, podendo ser utilizado na forma hidrolisada, e na produção de tecido, 

papel e embalagens. O principal produto da hidrólise do amido é a glicose, que pode 

ser convertida em diversos outros produtos, como o etanol (BAWA et al., 2010). 

A hidrólise do amido pode ocorrer por hidrólise ácida, entretanto o uso de 

enzimas tem substituído os produtos químicos durante a produção dos produtos à 

base de glicose. As amilases produzidas por plantas, animais e microrganismos 

apresentam uma ampla gama de aplicações industriais (TORNEY et al., 2007; SUN 

et al., 2010). 

A amilase é uma das mais importantes enzimas utilizadas no campo da 

biotecnologia. As de amilases de origem microbiana tem alcançado muitas áreas 

devido ao seu amplo uso nas indústrias de alimentos, panificação, detergentes e 

têxteis (VERMA et al., 2012). Estas enzimas são importantes devido às suas 

aplicações comerciais em liquefação de amido, papel, acabamento de tecidos, 

remoção de papel de parede, indústria cervejeira, produção de xaropes de açúcar etc. 

(HMIDET et al., 2019).  

Dentre os microrganismos produtores de enzimas estão as bactérias, que não 

dependem de outro ser para seu crescimento, podem utilizar substratos de baixo 

custo e podem ser produzidas em larga escala. A maioria das amilases utilizadas na 

indústria são de origem microbiana devido a vários fatores, por exemplo, a grande 

diversidade genética microbiana presente no ambiente, alta atividade enzimática em 

uma ampla gama de condições (pH extremo, temperatura, osmolaridade, pressão 

etc.), e produção simples e econômica (BURHAN et al., 2003). As enzimas produzidas 

por microrganismos também são mais ativas e estáveis que as de plantas e animais. 

Vários microrganismos são capazes de produzir amilases, incluindo Bacillus 

spp., Lactobacillus, Pseudomonas spp., Proteus, Escherichia e Streptomyces spp. 

Entre as diversas enzimas amilolíticas, a que mais se destaca é a α-amilase, que 
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apresenta a capacidade de degradar o amido em maltose, glicose e dextrina, além de 

ser induzida na presença de maltose ou amido (GUPTA et al., 2003). 

 

2.1.2 Celulases 

 

O termo “celulase” refere-se a todas as enzimas, sistemas e estruturas 

celulolíticas, incluindo celulases produzidas intracelularmente ou liberadas ao 

ambiente extracelular, por microrganismos. Tendo em vista que a celulase é um 

polímero de alta resistência e difícil degradação, as enzimas celulolíticas tem a função 

de clivar as ligações glicosídicas β-1,4 presentes na celulose (BEHERA et al., 2014).  

Com isso diferentes celulases podem exibir variados mecanismos de ação de acordo 

com a região em quem hidrolisam a celulose (KORSA et al., 2022).  Algumas das 

celulase já descritas são:  endoglucanase (EC 3.2.1.4), Exoglucanase (EC 3.2.1.91): 

1,4-β-D-glucano e celobiohidrolases (I e II) e β-Glucosidase (EC 3.2.1.21) (LINTON, 

2020). 

O setor de maior destaque para esta enzima é na indústria têxtil, no 

processamento do algodão e linho, onde auxilia o processo de lavagem, amaciamento 

e recuperação da cor. Industrias de processamento de alimentos também se 

beneficiam das celulases reduzindo as fibras presentes em grão de forma a elevar a 

drenagem nos processos (PRAKASH et al., 2013).  

Pensando na clivagem hidrolítica da celulose que resulta em formação de 

açucares que fermentados produz álcool, as indústrias de biocombustíveis também 

têm se tornado um grande mercado para as celulases (WILSON, 2009; REYAD, 

2013). 

Microalgas, bactérias e fungos são os microrganismos que mais produzem 

celulases extracelulares. Devido à sua ampla diversidade bioquímica, à capacidade 

de gerar culturas em massa e à facilidade de realização de modificações genéticas, 

as enzimas liberadas por esses microrganismos são adequadas para síntese em 

larga escala (IRAM et al., 2022; DANSO et al., 2022). 

Os gêneros Aeromonas, Bacillus e Exiguobacterium são grandes 

representantes das bactérias produtoras de celulases (CHANTARASIRI, 2021). 
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2.1.3 Lipases 

 

As lipases microbianas (EC 3.1.1.3) catalisam a hidrólise de triglicerídeos de 

cadeia longa. As lipases de origem microbianas são dinâmicas e proficientes e 

possuem uma extensa gama de aplicações industriais (CHANDRA et al., 2020). Os 

triglicerídeos são hidrolisados em diglicerídeos, monoglicerídeos, ácidos graxos e 

glicerol através da ação das lipases. As ligações ésteres carboxílicas podem ser 

hidrolisadas por esterases, além de lipases (ALMEIDA et al., 2019). 

Recentemente, pesquisadores da área da biotecnologia microbiana tem 

aumentado o interesse no uso comercial de lipases de origem microbiana, e uma 

vasta gama de microrganismos tem sido caracterizados como produtores de lipases 

(ALI et al., 2023). Bactérias como Pseudomonas alcaligenes, P. aeruginosa, P. fragi, 

P. fluorescens, Bacillus subtilis, B. nealsonii, Bacillus megaterium e Aeromonas 

hydrophila e algumas espécies de fungos como Penicillium expansum, Trichoderma 

sp., Penicillium chrysogenum e Aspergillus niger são considerados grandes 

produtores de lipases (PHULPOTO et al., 2020, HASELROTH et al., 2021). Dentre 

esses microrganismos, o gênero Bacillus tem grande destaque na produção de 

lipases (MATHEW e IZOMOR, 2023, ANDERLE, 2021). 

As lipases são comumente utilizadas na indústria alimentícia e desempenham 

um papel eficaz na fabricação de uma variedade de produtos alimentícios (alimentos 

assados, sucos e alimentos fermentados). São também são amplamente utilizadas 

nas indústrias de limpeza, processamento de couro, cosméticos, papel e detergentes, 

além de outras aplicações, como uso em biossensores, produção de biodiesel, 

aplicações biomédicas, pesticidas e biorremediação (PHULPOTO et al., 2020). 

 

2.1.4 Proteases 

 

 As proteases tem como função hidrolisar as ligações peptídicas em proteínas, 

de forma a liberar aminoácidos e peptídeos. São classificadas de acordo com os 

subprodutos liberados na hidrolise, sendo usualmente segregadas em dois grupos: 

as exopeptidades que são capazes de produzir pequenos peptídeos ou aminoácidos 

através das extremidades amino-terminal (N) e/ou carboxi-terminal (C); já as 

endopeptidases, são capazes de produzir peptídeos maiores através da hidrolise da 

proteína alvo longe do amino e/ou carboxi-terminais (BARBOSA, 2011) 
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Comercialmente, as proteases são de extrema importância, pois se encontram 

em diversas aplicações como nos detergentes, couro, na panificação, na fabricação 

de cerveja, na síntese de peptídeos, na indústria farmacêutica, no hidrolisado de 

proteína, cosméticos, além do tratamento de resíduos, apresentando um alto valor 

comercial e cerca de 60% das vendas de enzima mundialmente (GODFREY e WEST, 

1996, SUMANTHA et al., 2006).  

Com a alta demanda e visando a viabilidade, agilidade de produção e baixo 

custo, proteases microbianas tem ganhado destaque em relação as obtidas por 

animais e vegetais (ELLAIAH et al., 2002, DANILOVA e SHARIPOVA, 2020, 

SHARMA et al., 2017). Microrganismos oferece uma melhor fonte de proteases do 

que plantas, pois pode ser cultivado em grandes quantidades em um curto período, 

sendo relativamente barato e podem fornecer um contínuo produto desejado 

(SHARMA et al., 2019). Além disso, as bactérias proteolíticas podem ser 

geneticamente modificadas para gerar linhagens de alto rendimento com a produção 

de enzimas proteases ainda mais eficientes e com propriedades específicas para 

atender uma demanda desejada (FACCHIN, 2013). 

   Vários estudos vêm sendo feitos com diversos gêneros de bactérias e fungos 

diferentes verificando o seu potencial proteolítico biotecnológico. Cepas de fungos 

como Aspergillus spp., Chysosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e 

Scedosporium spp., e bactérias do gênero Pseudomonas, Staphylococcus e em 

especial Bacillus que mais possui relatos na produção de proteases ganhando 

importância em escala industrial, com destaque para as espécies Bacillus subtillis, B. 

licheniformis e B. (PRAKASHAM et al., 2006). 

 

  

2.2 COMBUSTÍVEIS E CONTAMINAÇÃO BACTERIANA 

 

A utilização de hidrocarbonetos por microrganismos como fonte de carbono é 

uma característica presente em muitos, no entanto, aqueles que não possuem essa 

capacidade utilizam ésteres graxos do biodiesel e metabólitos secundários de outros 

microrganismos como alternativa. Além disso, os aditivos presentes no óleo diesel, 

como compostos fosforados e nitrogenados, podem servir como fonte de nutrientes 

para diversos microrganismos (HILL e HILL, 2009; JAKERIA et al., 2014; NEVES, 

2023).  
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Estudos realizados por Hill e Hill (2009) e Jakeria et al. (2014) ressaltam que 

além dos hidrocarbonetos, os microrganismos também necessitam de nutrientes 

inorgânicos para seu desenvolvimento. Esses nutrientes podem ser provenientes de 

resíduos químicos presentes no ambiente ou da água presente no combustível. 

Além dos nutrientes necessários para o crescimento, algumas condições 

também são essenciais para favorecer a proliferação dos microrganismos como água, 

temperatura e pH. A presença de água é fundamental, já que os microrganismos 

utilizam a para realizar suas atividades metabólicas. No entanto, a água pode 

contribuir para a formação da borra ao iniciar o processo de oxidação do combustível 

que inicia principalmente durante o período de estocagem, alterando as propriedade 

físico-químicas. É neste processo de degradação que materiais particulados 

começam a se formar e sedimentar no fundo dos tanques (PULLEN e SAEED, 2012; 

BENTO et al., 2016; NEVES, 2023). 

A temperatura também atua em um papel importante, porém os 

microrganismos apresentam uma ampla faixa de temperatura para crescimento (4 a 

60°C), o que não o torna um fator totalmente determinante já que temperaturas entre 

20 e 30°C abrange a maioria dos microrganismos (CHUNG et al., 2000; RODRÍGUEZ-

RODRÍGUEZ et al., 2010; NEVES et al., 2020).  

O pH para uma boa proliferação precisa estar adequado, pois a maioria dos 

microrganismos possuem uma faixa de pH entre 6,5 e 7,5 como ótimo, logo, a 

variação implica de modo direto no seu crescimento. Contudo, os microrganismos têm 

uma alta sobrevivência e podem até se proliferar em condições variáveis entre 4 e 9, 

onde as condições mais neutras favorecem diretamente as bactérias e o meio ácido 

contribuem para o crescimento fúngico. O pH no tanque pode influenciar totalmente 

na quantidade de água presente, pois ao apresentar melhores condições de 

crescimento se torna cada vez mais um ambiente ideal de proliferação (CHUNG et 

al., 2000; BENTO et al., 2005; ZIMMER et al., 2013; BUCKER et al., 2014).  

De acordo com a Resolução n°16 do Conselho Nacional de Política Energética 

(CNPE), passa a entrar em vigor a partir de 1° de abril de 2023 que a mistura de 

biodiesel no diesel passa de 10% para 12% e a estimativa é de que a partir de 2026 

essa misture chegue a 20%. A mistura de biodiesel em óleo diesel é possível devido 

a sua miscibilidade, com isso a Lei n° 13.263 de 23/03/2016 estabelece valores de 

até 15% de mistura aprovada até 2023. Essa combinação passou a se iniciar no Brasil 
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em 2008, já que a utilização do biodiesel promove vantagens e benefícios ambientais 

(MEIRA et al., 2016; NEVES, 2018). 

O biodiesel presente no óleo diesel apresenta características diferentes que 

estão diretamente relacionados ao seu processo de produção, mais diretamente a 

matéria-prima utilizada, que pode promover diferentes sedimentos químicos que 

podem ser utilizados pelos microrganismos como fonte de nutrientes. As 

características higroscópicas, degradabilidade e solvência, proporciona uma maior 

facilidade no processo de proliferação de microrganismos (HILL e HILL, 2009; 

JAKERIA et al., 2014; NEVES, 2018).  

Estudos realizados em âmbito nacional e internacional, evidencia que a adição 

do biodiesel ao óleo diesel acarreta uma maior produção de biomassa e sedimentos 

biológicos, principalmente em contato com água nos tanques de armazenamento e 

transporte (BENTO et al., 2006; DODOS et al., 2011; RESTREPO-FLOREZ et al., 

2013; ZIMMER et al., 2013; BUCKER et al., 2014; LISIECK et al., 2014). 

Os microrganismos são encontrados tanto em biodiesel puro, quanto no óleo 

diesel fóssil e blendas (com adição de biodiesel), tais como: bactérias anaeróbias e 

aeróbias, fungos e leveduras (BENTO e GAYLARDE, 2001; BUCKER et al., 2011; 

PULLEN e SAEED, 2012; NEVES, 2018). A Tabela 1 apresenta informações da 

literatura das principais bactérias isoladas de amostras de combustível.  
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TABELA 1. BACTÉRIAS ISOLADAS DE ÓLEO DIESEL, MISTURAS E BIODIESEL.  
 

Bactérias Combustível Referências 
Acetobacter peroxydans Diesel Martin-Sanchez et al. (2016) 

Acinetobacter sp. Diesel Bento et al. (2005); Onuorah et al. (2013); 
Azambuja et al. (2017); Neves et al. (2020) 

Actinobacteria sp. Diesel White et al. (2011); Salgado et al. (2013) 

Aeromonas sp. Misturas Bucker et al. (2014) 
Bacillus sp. Diesel e misturas Bento e Gaylarde (2001); White et al. (2011); 

Onuorah et al. (2013); Salgado et al. (2013); 
Bucker et al. (2014); Azambuja et al. (2017); 
Cazarolli et al. (2018); Neves et al. (2020) 

B. amyloliquefaciens Biodiesel e misturas Soriano et al. (2015) 
B. cereus Diesel Bento e Gaylarde (2001); Bento et al. (2005); White 

et al. (2011) 

B. subtillis Diesel Bento e Gaylarde (2001) 
Clostridium sp. Biodiesel e Misturas White et al. (2011); Sørensen et al. (2011); Bucker 

et al. (2014); Neves et al. (2020) 

Enterobacter sp. Misturas White et al. (2011); Neves et al. (2020) 

Enterococcus sp. Misturas Neves et al. (2020) 
Klebsiella sp. Misturas Chao et al. (2010); White et al. (2011); Bucker et al. 

(2014) 
Lactobacillus pentosus 
L. plantarum 
L. paraplantarunm 
L. casei 

L. zeae 

Diesel Martin-Sanchez et al. (2016) 

Pseudomonas sp. 
  

Diesel e misturas Bento e Gaylarde (2001); White et al. (2011); 
Onuorah et al. (2013); Salgado et al. (2013); 
Bucher et al. (2014); Lisiecki et al. (2014) 

Rhodococcus sp. Diesel, biodiesel e 
mistura 

Salgado et al. (2013); Bucker et al. (2014) 

Stenotrophomonas maltophilia Diesel Martin-Sanchez et al. (2016) 

Staphylococcus sp. Diesel Chao et al. (2010); White et al. (2011); Neves et al. 
(2020) 

FONTE: NEVES (2023) 

 

Ao se deparar com essas contaminações microbiológicas é possível analisar 

os problemas em decorrência do contato com a água ou umidade em tanques que 
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podem afetar todo o processo de produção, transporte, armazenagem e uso do 

combustível, reduzindo a qualidade e desempenho do motor (NEVES, 2018). 

Entretanto é possível encontrar também uma gama de microrganismos 

capazes de crescerem com uma única fonte de carbono e nutrientes reduzidos, sob 

condições não convencionais. Além de trazer inúmeros benefícios para fins 

biotecnológicos como obtenção de enzima e bioprodutos, além de vantagens 

ambientais. Já que os microrganismos crescem utilizando estes hidrocarbonetos 

como fonte de carbono porque não utilizar os mesmo para fins de biorremediação 

sem causar mais danos ao meio ambiente? 

Vale ressaltar a importância de avaliar o microrganismo a ser utilizado para 

uma possível biorremediação ou produção de um bioproduto de interesse, pois alguns 

dos microrganismos isolados dessas fontes estão diretamente relacionados a 

infecções, doenças e intoxicações alimentares em humanos.  
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Potencial biotecnológico de bactérias isolas de blendas de diesel. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

- Isolamento dos microrganismos presentes nas blendas de diesel testadas; 

- Verificar o potencial amilolítico, lipolítico, celulolítico e proteolítico dos isolados; 

- Realizar a identificação microbiológica e molecular dos isolados bacterianos; 

- Verificar a atividade antagonista das bactérias frente a fungos filamentosos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

FIGURA 1. ESBOÇO DAS ETAPAS APLICADAS NA EXECUÇÃO DOS 
EXPERIMENTOS. 

 

FONTE: O autor (2023)  

 

4.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA 

 

Os experimentos foram realizados no Núcleo Experimental de Micologia 

Aplicada (NEMA) e no Laboratório de Microbiologia, da Universidade Federal do 

Paraná (UFPR), Setor Palotina. 

 

 

4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DAS BACTÉRIAS 

 

4.2.1 Isolados bacterianos 

 

Um total de oito bactérias, isoladas de diesel e de blendas de biodiesel 

(diferentes teores de biodiesel, enxofre e água) foram previamente isoladas durante 
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projetos de pesquisa realizados em parceria com nossa equipe (POLINARSKI et al., 

2022; NEVES, 2023). Os isolados estavam armazenados em freezer a -20oC, 

contendo meio LB (Luria-Bertani) e glicerol (15%). A tabela 2 apresenta uma 

descrição das fontes de combustíveis e suas misturas. 

 
TABELA 2. COMPOSIÇÃO DAS AMOSTRAS DE COMBUSTÍVEL. 

 
 

 
Amostra de combustível 

Especificações 

Biodiesel (%) Teor de enxofre* (ppm) Adição de água** (ppm) 

B11-S10-NW 11 10 - 

B20-S10-NW 20 10 

B20-S500-NW 500 

B11-S10-LW 11 10 2500 

B11-S500-LW 500 

B20-S10-HW 20 10 10000 

Óleo diesel S10 - 10 - 

*Teor de enxofre de acordo como foi adquirido no posto de combustível, podendo atingir no 
máximo 10 ppm e 500 ppm respectivamente. **Adição de água nas amostras de combustível 
(NW: no water added; LW: low water – 2500 ppm; HW: high water – 10000 ppm). FONTE: 
Neves (2023)  

 

4.2.2 Caracterização macroscópica e microscópica das bactérias 

            

As bactérias armazenadas foram reativadas em 5 ml de caldo Brain Heart 

Infusion (BHI) e incubadas a 36°C por 24 h. Em seguida foram analisados os aspectos 

de morfologia de colônia e características morfotintoriais (Coloração de Gram), de 

acordo com o método descrito por Strohl et al. (2004). 
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4.2.3 Caracterização molecular  

 

Os isolados foram previamente cultivados em 3 ml de caldo LB e mantidos em 

agitação a 120 rpm a 37°C por 16 h. O pellet celular foi obtido por centrifugação e a 

extração do DNA foi realizada de acordo com o método in house, descrito por Shahriar 

et al. (2011) com pequenas modificações. O DNA obtido foi quantificado em 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 (ThermoScientific) e a integridade das amostras 

foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1% com tampão TBE 1x 

(Tris-base 90 mM; Ácido bórico 90 mM; EDTA 2 mM pH 8,0).  

A amplificação da região 16S foi realizada através da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) utilizando os primers Y1 forward (5′- 

TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3′) (YOUNG et al., 1991) e Y3 reverse (5′-

TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3′) (CRUZ, 2001) que produzem uma região 

de amplicon com cerca de 1500 pb. A amplificação foi realizada com o kit da Promega 

Corporation (GoTaq® DNA Polymerase) constituído de 50 ng de DNA genômico, 

tampão de PCR 1x contendo 1,5mM de MgCl2, 0,8 mM do mix de dNTP, 1 unidade 

de Taq DNA Polimerase e 0,5 μM de cada primer, em um volume final de 25 μl. As 

condições de ciclagem foram: 2 min iniciais a 95 °C, e 30 ciclos de 1 min a 95 ºC, de 

1 min a 57 ºC e de 1 min a 72 °C, como extensão final de 5 min a 72 ºC. Os produtos 

amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,0% em 

tampão TBE 1X utilizando padrão de peso molecular de 100 pb (Ludwig 

Biotecnologia) com 0,5 μg/ml de brometo de etídio e fotodocumentados em 

equipamento Loccus Biotecnologia L.PIX.  

Para o sequenciamento da região 16S, uma alíquota de 2 μL dos produtos de 

PCR foi quantificada com o auxílio do Nanodrop2000, onde o grau de pureza foi 

determinado pela relação A260/280. Após essa quantificação, 60 ng do produto de 

PCR juntamente com 0,45 pmol dos primers forward e reverse foram enviados para 

a empresa Ludwig Biotecnologia (Alvorada, RS), para a realização do 

sequenciamento, usando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems). Os eletroferogramas foram analisados utilizando o software BioEdit 

Sequence Alignment Editor (1997-2013) e utilizando o BLASTn (versão 2.215 do 

BLAST 2.0) os resultados do sequenciamento foram comparados com as sequências 

depositadas nos bancos de dados. 
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4.3 TESTES DE ATIVIDADE DEGRADADORA 

 

4.3.1 Atividade amilolítica 

 

Foi realizada uma avaliação da atividade amilolítica das bactérias em placas 

de Petri contendo meio de cultura utilizando o amido (1%) como única fonte de 

carbono. O meio foi preparado com 10 g de amido (maizena), 0,4 g de NH4Cl, 0,8 g 

de K2HPO4, 0,12 g CaCl2.2H2O, 0,12 g de MgSO4.7H2O e 20 g de ágar bacteriológico 

para 1000 ml de água destilada, conforme descrito por Lozada (2015), com algumas 

modificações. As bactérias foram inoculadas por picada central, com o auxílio de uma 

agulha microbiológica, em quadruplicata. As placas foram incubadas em estufa à 

36°C por 48 h. Após a incubação, a presença de halos de hidrólise do amido foi 

analisada visualmente, após coloração com Lugol a 1% por 15 minutos e mantidas 

sobre a bancada por 24 h.  

 

4.3.2 Atividade proteolítica 

 

O potencial proteolítico dos isolados foi testado em placas de Petri contendo 

meio de cultura composto de: 5 g de peptona bacteriológica, 2,5 g de extrato de 

levedura, 1 g de glicose, 1 g de leite em pó, 10 g de ágar bacteriológico, para 1000 

mL de água destilada, pH ajustado a 6,5 com ácido sulfúrico e/ou hidróxido de 

potássio (HUFF, 2019). As bactérias foram inoculadas por picada central, a partir de 

uma cultura recente.  As placas foram incubadas em estufa à 36°C por 48 h e a 

presença de halos de crescimento translúcido ao redor da borda da colônia foram 

verificados.  

 

4.3.3 Atividade lipolítica 

 

A análise do potencial lipolítico das bactérias testadas foi realizada utilizando 

diferentes substratos como única fonte de carbono nos meios de cultura, para a 

verificação das atividades de lipases e esterases. No protocolo 1, descrito por Sierra 

(1957) com alterações, foi utilizado então 10 g de Peptona, 5 g de NaCl, 0,1 g CaCl, 

20 g de ágar bacteriológico, 1% de Tween-20 ou Tween-80 em 1000 mL de água 

destilada. O meio foi autoclavado e após resfriar à 50°C foi adicionado o substrato, 
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homogeneizado e vertido em placas de Petri. O Tween foi utilizado como única fonte 

de carbono, onde é possível ver a formação da precipitação dos sais de cálcio.  

Para o protocolo 2, descrito por Ramnath et al. (2017), e utilizou-se de 0,01% 

de vermelho de fenol, 1 g de CaCl, 1% de óleo vegetal (azeite) e 20 g de ágar 

bacteriológico em 1000 mL de água destilada. O pH foi ajustado para 7,3 - 7,4 com 

0,1N NaOH, em seguida foi autoclavado a 121°C por 20 min e após atingir 50°C o 

substrato foi adicionado, homogeneizado e vertido. Neste protocolo o vermelho de 

fenol age como um indicador, onde quando a bactéria utiliza essa fonte de carbono 

uma alteração no pH do meio acontece resultando em uma alteração do amarelo 

alaranjado para vermelho. 

Ambos os protocolos foram inoculados através de picada central com auxílio 

de uma agulha bacteriológica, incubadas a 36°C por 48 h para análise da formação 

de precipitado ou mudança de cor, mantidos em temperatura ambiente por mais 3 

dias e então feito uma nova avaliação. 

 

4.3.4 Atividade celulolítica 

 

O meio de cultura para análise da atividade celulolítica (THIELE, 2021) 

continha 1,5 % de carboximetilcelulose (CMC), como única fonte de carbono, 0,2 g 

de NaNO3, 0,1 g de KH2PO4, 0,05 g de MgSO4, 0,05 g de KCl, 1,7 g de ágar para 100 

mL de água destilada. Após a preparação o pH do meio encontra-se entre 5,2 e 5,9, 

uma vez estabilizado o pH, o meio foi esterilizado em autoclave a 121ºC por 20 min. 

As placas contendo meio CMC foram inoculadas por picada central com uso de uma 

agulha bacteriológica e incubada à 36°C por 48h. Após esse crescimento, foi 

realizada a verificação do halo enzimático, por meio da coloração das placas com o 

corante Vermelho do Congo (2,5 mg/mL), interagindo por 30 min e posteriormente 

lavadas com a solução de NaCl 1 M (TEATHER e WOOD, 1982).  

 

4.4 TESTE DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA DOS ISOLADOS 

 

A avaliação da atividade hemolítica foi realizada em ágar sangue (TSA com 

5% de sangue de carneiro - Laborclin®), através de inóculo por estria de esgotamento 

com auxílio de uma alça bacteriológica com colônias frescas das bactérias. As placas 
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inoculadas foram incubadas a 37ºC por até 24 h e então foi analisado o tipo de 

hemólise (alfa, beta ou gama).  

 

 

4.5 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTAGONISTA  

 

O teste do antagonismo foi realizado para verificar se os isolados bacterianos 

apresentavam capacidade de inibir o crescimento de fungos filamentosos 

considerados patógenos agrícolas (Fusarium sp, Curvularia lunata, Drechslera sp., 

pertencentes à Micoteca do NEMA (Núcleo Experimental de Micologia Aplicada). O 

método de dupla cultura foi realizado conforme descrito por Haidar et al. (2016). Para 

a análise da atividade antagonista, as bactérias foram inoculadas por picada central 

com agulha microbiológica em placas de Petri com ágar BHI juntamente com um 

pequeno fragmento da colônia fúngica (ágar e micélio, quadrado de aproximadamente 

0,5 x 05 cm). A placas foram incubadas a 29°C por 5 dias e então analisadas 

visualmente.  

 

4.6 ANTIBIOGRAMA 

 

A determinação do perfil de susceptibilidade a antibióticos foi realizada por 

disco-difusão, de acordo com a metodologia de Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966). 

Uma suspensão, em salina estéril (NaCl 0,85%) das colônias de uma cultura de até 

24h de todos os 8 isolados foi realizada até atingir o padrão de turbidez 0,5 da escala 

de MacFarland. A suspensão foi semeada em toda a placa de ágar MH, com o auxílio 

de um swab estéril, em quatro planos, para que houvesse crescimento confluente.  

Os discos de papel contendo os antimicrobianos (em concentrações 

padronizadas) foram adicionados, com o auxílio de uma pinça estéril, na superfície 

do meio de cultura, sem ultrapassar 15 min após a inoculação da bactéria. Foram 

utilizados os seguintes antibióticos: AMI (Amicacina 30μg), OXA (Oxacilina 01μg), ERI 

(Eritromicina 15μg), PEN (Penicilina 10μg), NAL (Ácido Nalidíxico 30μg), CFC 

(Cefaclor 30μg), AMO (Amoxicilina 10μg), CLI (Clindamicina 02μg), NOR 

(Norfloxacina 10μg) e GEN (Gentamicina 10μg). As placas foram incubadas em estufa 

a 36º durante 18 h e em seguida foi realizada a leitura dos resultados com medições 

dos halos utilizando uma régua.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 BACTÉRIAS IDENTIFICADAS 

 

Os dados obtidos a partir do sequenciamento genético da região rDNA 16S 

foram comparados com os dados disponíveis do GenBank. Foram identificadas 6 

bactérias pertencentes ao gênero Bacillus, isoladas de blendas de biodiesel e duas 

outras espécies, provenientes de diesel (TABELA 3). 

 

 
TABELA 3. BACTÉRIAS ISOLADAS DAS AMOSTRAS DE COMBUSTÍVEL. 

 

Amostra de combustível Bactéria Isolada 

B11-S10-NW Bacillus cereus 

B20-S10-NW Bacillus amyloliquefaciens 

B20-S500-NW Bacillus licheniformis 

B11-S10-LW Bacillus kochii 

B11-S500-LW Bacillus subtilis 

B20-S10-HW Bacillus thuringiensis 

Óleo diesel S10 Solibacillus sp. 

Óleo diesel S10 Exiguobacterium acetylicum 

FONTE: O autor (2023)  
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5.2 POTENCIAL DE DEGRADAÇÃO DE COMPOSTOS ORGÂNICOS E ATIVIDADE 

HEMOLÍTICA 

 

Os resultados das atividades amilolítica, proteolítica, lipolítica e celulolítica, 

bem como o tipo de hemólise em ágar sangue das oito bactérias analisadas neste 

trabalho, são expressos pelas Figuras 2 a 8 estão interpretados na Tabela 4.  

Na Figura 2 é possível observar, através da formação do halo de hidrólise do 

amido após a revelação com iodo, que os isolados B. cereus, B. amyloliquefaciens e 

B. kochii apresentaram uma área de degradação maior, ou seja, ao redor do 

crescimento da colônia. Pode inferir que a enzima produzida por estas cepas pode 

estar sendo liberada para o meio externo com maior facilidade se comparado aos 

resultados observados para os isolados B. licheniformis e B. subtilis, que 

apresentaram um halo de degradação menos pronunciado, ao redor da colônia. A 

bactéria Solibacillus sp. não apresentou crescimento e Exiguobacterium acetylicum 

apresentou pouco crescimento e sem atividade amilolítica.  

 
FIGURA 2. TESTE DO POTENCIAL AMILOLÍTICOS DOS ISOLADOS POR INÓCULO EM 

PERFURAÇÃO DO ÁGAR AMIDO. 
 
 
 

 
(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) Bacillus 
kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e (H) 
Exiguobacterium acetylicum.  
FONTE: O autor (2023)
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No teste de atividade celulolítica (FIGURA 3), é possível observar que as 

bactérias Solibacillus sp. e Exiguobacterium acetylicum, isoladas do diesel, não 

apresentaram crescimento e formação de halo para a degradação da celulose. No 

meio CMC, a visibilidade do halo só ocorre após a revelação com uma solução de 

vermelho do congo, onde é possível observar, em pouco tempo após o crescimento 

bacteriano, a utilização do substrato carboximetilcelulose pela bactéria. As espécies 

de Bacillus, B. cereus, B. amyloliquefaciens,  

B. kochii  e B. thuringiensis apresentaram uma evidente área de degradação ao redor 

da colônia. Bacillus licheniformis apresentou um crescimento confluente, sem formação de 

halo de hidrólise.     
 

FIGURA 3. TESTE DO POTENCIAL CELULOLÍTICO DOS ISOLADOS POR INÓCULO EM 
PERFURAÇÃO DO ÁGAR CMC. 

 

 
(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) Bacillus 
kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e (H) 
Exiguobacterium acetylicum.  
FONTE: O autor (2023). 

 

Para a análise da atividade lipolítica dos isolados bacterianos foram utilizadas 

diferentes fontes de carbono, para analisar a atividade de lipases e esterases. O meio 

de cultura utilizando azeite como substrato e vermelho de fenol para revelação 

(FIGURA 4) permite avaliar a atividade de lipases através da diminuição do pH do 

meio de cultura, resultando na alteração da cor do meio para vermelho alaranjado. A 
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diminuição do pH é resultado da ação de lipases sobre os triacilgliceróis do azeite, 

liberando ácidos graxos e contribuindo para a acidificação do meio.   
 

FIGURA 4. TESTE DA ATIVIDADE LIPOLÍTICA POR PERFURAÇÃO EM ÁGAR AZEITE 
COM INDICADOR VERMELHO DE FENOL. 

 

(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) 
Bacillus kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e 
(H) Exiguobacterium acetylicum.  
FONTE: O autor (2023) 
 

As bactérias que apresentaram uma mudança de coloração mais pronunciada 

foram B. kochii e B. thurigiensis, principalmente ao redor da área de inoculação. Com 

exceção da Solibacillus sp. e Exiguobacterium acetylicum, os demais isolados 

ocasionaram uma leve diminuição do pH do meio.  

O segundo protocolo utilizado para avaliação da atividade lipolítica utilizou um 

surfactante e emulsificante (Tween-80 ou Polissorbato) como substrato. Nesse 

ensaio, a hidrólise da interpolação libera ácidos graxos que ao se ligarem ao cálcio 

presente no meio forma cristais (precipitado) ao redor da colônia bacteriana (FIGURA 

5). As culturas foram observadas após 48 e 120 h após a inoculação bacteriana. No 

período de 48 h foi observada precipitação apenas para B. amyloliquefaciens. Em 5 

dias de incubação (120 h), foi possível observar a formação de precipitado para os 

demais isolados, com resultados mais pronunciados para Bacillus licheniformis, 

Bacillus kochii, Bacillus subtilis, e Bacillus thuringiensis. Foi possível observar também 
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que a bactéria Exiguobacterium acetylicum apresentou vários pontos sugestivos de 

cristais de cálcio ao redor da colônia e também em uma maior área da placa teste.  

 

FIGURA 5. TESTE DA ATIVIDADE LIPOLÍTICA APÓS 48 HORAS E APÓS 120 
HORAS POR PERFURAÇÃO EM ÁGAR COM TWEEN 80. 

 

 

(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) Bacillus 
kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e (H) 
Exiguobacterium acetylicum. A Esquerda leitura em 48 horas após a inoculação e a Direita 
leitura após 5 dias da incubação.  
FONTE: O autor (2023) 
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O segundo protocolo, utilizando Tween-20 como substrato, foi utilizado para 

verificar a atividade lipolítica dos isolados bacterianos pela produção de enzimas 

esterases, pois esse substrato apresenta uma cadeia de ácidos graxos menor, 

comparando com o ácido oleico presente no Tween-80 (FIGURA 6). Após 48 h de 

incubação, foi possível observar uma leve formação de precipitado para os isolados 

B. licheniformis, B. subtilis e B. thurigiensis. Após o período de 120 h, todos os 

isolados do gênero Bacillus apresentaram formação de precipitado ao redor da 

colônia, e não foi possível observar nenhum resultado para Solibacillus sp. e 

Exiguobacterium acetylicum. 
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FIGURA 6. TESTE DA ATIVIDADE LIPOLÍTICA APÓS 48 HORAS E APÓS 120 HORAS 
POR PERFURAÇÃO EM ÁGAR COM TWEEN 20.  

 

(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) Bacillus 
kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e (H) 
Exiguobacterium acetylicum. A Esquerda leitura em 48 horas após a inoculação e a Direita 
leitura após 5 dias da incubação.  
FONTE: O autor (2023) 

 

No teste da atividade proteolítica foi possível observar que todas as bactérias 

apresentaram halo de degradação do substrato, sendo mais pronunciado para B. 

subtilis, B. thuringiensis e E. acetylicum, observado pelo aparecimento de uma zona 

clara ao redor da área de crescimento (FIGURA 7). Para os demais isolados não 

foram observado crescimento (dados não mostrados). 
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FIGURA 7. HALO DE HIDRÓLISE DOS ISOLADOS COM MAIOR POTENCIAL 
PROTEOLÍTICO 

 

(A) Bacillus subtilis; (B) Bacillus thuringiensis e (C) Exiguobacterium acetylicum. 

FONTE: O autor (2023 

Em relação à análise da capacidade hemolítica em ágar sangue (FIGURA 8) 

foi possível observar que os isolados B. cereus, B. amyloliquefaciens, B. kochii, B. 

subitilis e B. thuringiensis apresentam halo característico de β-hemólise e apenas a 

espécie Bacillus licheniformis apresentou α-hemólise. A atividade hemolítica de uma 

bactéria nos mostra sua capacidade em lisar as hemácias do sangue, sendo 

considerado um fator de virulência. Os microrganismos hemolíticos são divididos em 

α, β e γ. Através deste resultado, pode-se delimitar algumas futuras utilizações para 

estes isolados, principalmente aqueles que envolvem potencial na saúde humana. 

Entretanto é possível utilizar os metabólitos secundários liberados por estas no meio 

externo como um bioproduto já que em alguns casos estes não carregam essa 

capacidade, mesmo assim o ideal é realizar teste antes da utilização ou até mesmo 

buscar por formas de inativar essa característica em específica.  
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FIGURA 8. ANÁLISE DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA DE ALGUNS DOS ISOLADOS EM 
ÁGAR SANGUE POR ESTRIA EM ESGOTAMENTO. 

 

 (A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) Bacillus 
kochii; (E) Bacillus subtilis; e (F) Bacillus thuringiensis. Os isolados Solibacillus sp.; e 
Exiguobacterium acetylicum não foram testados pois foram obtidos posteriormente. FONTE: 
O autor (2023) 

 

O gênero Bacillus compreende diferentes espécies e a grande maioria 

apresenta alguma importância biotecnológica. São bactérias caracterizadas por uma 

alta diversidade em relação ao conteúdo de G + C e às capacidades genéticas e 

metabólicas, incluindo bactérias benéficas e patogênicas. A maioria das bactérias 

analisadas nesse trabalho não é patogênica. Bacillus spp. tem sido grandemente 

empregadas na produção industrial de enzimas com grande interesse nos setores de 

detergentes e alimentos; produção de metabólitos primários como vitaminas e 

ribonucleosídeos; de metabólitos secundários, incluindo bacteriocinas e 

biossurfactantes, e de formulações que promovem o crescimento de plantas. Além 

disso, estudos recentes demonstraram que essas bactérias podem produzir produtos 

químicos finos com aplicações biotecnológicas interessantes, como, por exemplo, 

pigmentos carotenóides e uma variedade de biopolímeros, incluindo ácidos poli-g-

glutâmico e láctico ((RADDADI et al., 2012). Estas descobertas abrem perspectivas 

para novas aplicações biotecnológicas de Bacillus e espécies relacionadas.  
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 Bacillus cereus é uma bactéria beta-hemolítica gram-positiva, de forma 

cilíndrica, endêmica, que vive no solo. Algumas cepas são prejudiciais aos seres 

humanos e causam intoxicação alimentar, enquanto outras cepas podem ser 

benéficas, como os probióticos para animais (SCHOENI e WONG, 2005).  

Bacillus amyloliquefaciens é uma espécie de bactéria gram-positiva benéfica, 

capaz de colonizar as raízes de plantas e serve para diferentes propósitos de uso 

agronômico: desde a sua utilização para promoção do crescimento vegetal à 

supressão de fitopatógenos. Tais benefícios estão relacionados à alta capacidade 

desse microrganismo em sintetizar diversas enzimas e metabólitos secundários 

benéficos às culturas agrícolas, como antibióticos e sideróforos 

(WOLDEMARIAMYOHANNES et al., 2020).  

Bacillus licheniformis é uma bactéria comumente encontrada no solo. É uma 

bactéria gram-positiva, mesofílica, formadora de esporos de alto interesse 

biotecnológico com numerosos usos atuais e potenciais, incluindo a produção de 

compostos bioativos que são aplicados em uma ampla gama de campos, como 

aquicultura, agricultura, alimentos, biomedicina e farmacêutica. Além disso, tem uso 

generalizado como probiótico, outras aplicações biotecnológicas de cepas de B. 

licheniformis incluem: biofloculação, biomineralização, produção de biocombustíveis, 

biorremediação e atividade anti-biofilme (MURAS et al., 2021). Embora as 

autoridades tenham aprovado o uso de B. licheniformis como aditivo alimentar em 

todo o mundo devido à ausência de potencial toxigênico, alguns probióticos contendo 

esta bactéria são considerados inseguros devido à possível transferência de genes 

de resistência a antibióticos.  

Bacillus kochii são bastonetes Gram-positivos, estritamente aeróbicos, móveis, 

catalase-positivos, formadores de endósporos, recentemente relatada (SEILER et al. 

2012). Não há registros na literatura sobre a utilização dessa bactéria para fins 

biotecnológicos.  

Bacillus subtilis é uma bactéria Gram-positiva que pode sobreviver em 

ambientes adversos através da formação de esporos da esporulação, um processo 

que é normalmente desencadeado pela falta de nutrientes (SETLOW et al., 2017). 

Apresenta importantes aplicações industriais devido à sua fácil manipulação genética, 

características de cultivo favoráveis para fermentação em larga escala, capacidade 

superior de secreção de proteínas e status geralmente reconhecidos como seguro 

(GRAS) (ZHANG et al., 2020).  
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Bacillus thuringiensis é uma bactéria entomopatogênica que produz diferentes 

tipos de proteínas cuja toxicidade específica foi demonstrada contra uma ampla gama 

de ordens de insetos, nematóides, ácaros, protozoários e células cancerígenas 

humanas (BEL et al., 2020). É uma bactéria de solo presente em todos os continentes. 

É gram-positiva, aeróbica e capaz de esporular para sobreviver a condições 

ambientais adversas. 

Solibacillus sp. é um gênero de bactérias Gram positivas, em forma de 

bastonete, formadoras de esporos. É descrita como um microrganismo produtor de 

biossurfactante, utilizados em técnicas de biorremediação, se desenvolvem em óleos, 

utilizando-os como fonte de hidrocarbonetos, a produção de biossurfactantes também 

promove a redução da tensão superficial (KEBER, 2020).  

As bactérias do gênero Exiguobacterium são anaeróbios facultativos Gram-

positivos que têm sido frequentemente isolados de vários habitats, incluindo água do 

mar, sedimentos marinhos, algas marinhas, solo, água doce, rizosfera vegetal, e até 

mesmo ambientes extremos, como lago salgado e geleiras (OH et al., 2018). 

Exiguobacterium acetylicum é uma bactéria identificada com alto potencial de 

biorremediação e alta eficiência na degradação de petróleo bruto (DELEGAN et al., 

2021).  

Dentre os 8 isolados obtidos das blendas, 6 são pertencentes a espécie 
Bacillus, onde de acordo com a literatura esses microrganismos podem viver em 
diferentes habitats, com capacidade de formar endósporos, fornecendo a eles uma 
alta resistência a calor, seca, produtos químicos e radiação, permitindo sua 
sobrevivência em condições não controladas por longos períodos de tempo 
(MANDIC-MULEC et al., 2015). 

Bacillus spp., são conhecidos no mundo da pesquisa pela sua ampla 
capacidade de sintetizar enzimas, principalmente as hidrolíticas que são de extrema 
importância para indústrias farmacêuticas, alimentícias, têxtil, cosméticos e entre 
outros (SILVA, 2021).  
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TABELA 4. POTENCIAL DE DEGRADAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS ORGÂNICAS. 
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Bacillus cereus ++ + - ++ - +++ ++ ++ β 

B. amyloliquefaciens ++ + + ++ - +++ + ++ β 

B. licheniformis + + - +++ +/- +++ ++ ++  

B. kochii ++ + - +++ - +++ +++ ++ β 

B. subtilis + ++ +/- +++ + +++ ++ ++ β 

B. thuringiensis 

  

+ ++ +/- +++ + +++ +++  ++ β 

Solibacillus sp. - ++ - - - - - - NA 

E. acetylicum - + - ++ - - - - NA 

+ halo ou mudança de cor só no crescimento da colônia  
++ halo ou mudança de cor ao redor do crescimento da colônia  
+++ halo ou mudança de cor além das bordas do crescimento da colônia 
- ausência de halo ou mudança de cor 
+/- leve formação de precipitado  
NA: não analisado 
Fonte: O autor (2023) 

 
De acordo com a Tabela 4 onde descreve todos os resultados obtidos para as 

atividades degradadoras, pode-se observar um alto potencial biotecnologias para 
todos isolados da espécie Bacillus, sendo o gênero B. kochii de maior destaque, pois 
é uma das espécies dentro dos gêneros onde se encontra baixo numero de artigo 
publicado, o que se acredita ser um gênero pouco encontrado considerados os 
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demais popularmente conhecidos cuja a descoberta foi publicada por Seiler et al., 
(2011).  

Com os altos potenciais de degradação e grande gama de utilizações, pontos 
para se escolher a melhor cepa para produção de determinadas enzimas também 
pode estar relacionado ao seu nível de patogenicidade, já que podem ser utilizadas 
em indústrias farmacêuticas, cosméticos e alimentícia. Umas das espécies mais 
conhecidas por sua alta patogenicidade são B. cereus e B. anthracis que são 
excelentes produtores de bioprodutos, entretanto estão na lista dos microrganismos 
patogênicos a humanos (BORRISS et al., 2019). 

Pensando nas grande mudanças que a industrias vem buscando afim de 
reduzir o consumo de produtos químicos que causam diversos danos ao meio 
ambiente, as alternativas sustentáveis vem ganhando destaque como uma ótima 
válvula de escape (DILNASHIN et al., 2020). Entretanto, Saxena et al. (2019) salienta 
a importância da realização de estudos voltados para a produtividade em campo, ou 
seja, necessário testes in vivo. 

 

 

5.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA 

 

Através da análise do perfil de susceptibilidade a diferentes antibióticos, pode-

se observar que os isolados bacterianos apresentam um alto perfil de sensibilidade 

para a maior parte dos antibióticos testados (FIGURA 9 e TABELA 5). Foi observado 

que os microrganismos apresentaram halos de inibição de crescimento mais 

pronunciados para os antibióticos Cefaclor, Eritromicina e Amicacina, maiores que 40 

mm. Também foi possível observar que B. amyloliquefaciens apresentou um maior 

nível de sensibilidade a todos os antibióticos testados, com exceção da Oxacilina que 

teve crescimento ao  redor do disco para todas as cepas testadas, porém isso pode 

ser explicado por ser um antibiótico indicado no tratamento de infecções por 

estafilococos produtores de penicilinase sensíveis ao fármaco. No entanto, devido à 

ausência de dados disponíveis na literatura sobre esses microrganismos, não foi 

possível estabelecer um critério para definir a resistência, sensibilidade ou 

sensibilidade dose dependente. De maneira geral, pode-se concluir que a maioria das 

bactérias apresentam alguma inibição de crescimento frente aos antibióticos testados, 

podendo inferir que são seguras para serem utilizadas em grande escala. 
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FIGURA 9. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIBIÓTICOS 

(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) 
Bacillus kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e 
(H) Exiguobacterium acetylicum. 
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TABELA 5. PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIBIÓTICOS. 

 

 
Bactérias 

 

Antibióticos - Concentração (μg/disco) 
AMI 
30 

OXA 
01 

ERI 
15 

PEN 
10 

NAL 
30 

CFC 
30 

AMO 
10 

CLI 
02 

NOR 
10 

GEN 
10 

B. cereus 22 - 28 14 26 40 20 18 21 20 

B. 
amyloliquefaciens 25 - 28 12 24 42 25 20 20 23 

B. licheniformis 
28 - 25 - 18 - - - 25 28 

B.  kochii 30 - 20 - 21 40 26 20 25 28 

B.  subtilis 25 - 27 8 20 35 - 10 25 17 

B. thuringiensis 
  29 - 18 10 - 36 38 25 28 28 

Solibacillus sp. 23 - 26 15 18 29 32 16 20 25 

E. acetylicum 22 - 28 14 26 40 20 18 21 20 
 
Legenda: Os números na tabela indicam as medidas, em milímetros, dos halos de 
inibição de crescimento das bactérias. O símbolo - representa ausência de halo ou 
resistência microbiana ao antibiótico. Fonte: O autor (2023) 
 
 Através da analise visual e medida de halo é possível analisar que todos os 
isolados apresentaram uma resistência significativa para a Oxacilina e baixa 
sensibilidade para Penicilina. Também é possível observar que todos os isolados 
apresentaram uma média de sensibilidade em 7 antibióticos entre os 10, ou seja, 70% 
dos antibióticos demonstraram ser eficientes sob essas bactérias.  

Durante um estudo da susceptibilidade a antibióticos de cepas de Bacillus 
isoladas de diferentes ecossistemas aquáticos extremos do Equador, as espécies B. 
subitilis, B. cereus, B. kochii e B. thuringiensis, apresentaram resistências a 
Eritromicina e Oxacilina, sendo que a espécie B. kochii também apresentou 
sensibilidade para a Penicilina e resistências a Clindamicina, assim como B. subitilis.  
(GONZÁLEZ et al., 2021) Dentro deste estudo, foram testados 7 antibióticos 
(Ampicilina, Ciprofloxacino, Clindamicina, Gentamicina, Oxacilina e Penicilina) em 19 
isolados do gênero Bacillus sendo que dentro da mesma espécie alguns 
apresentaram resistência enquanto outro isolado apresenta sensibilidade, nestes 
estudos a média de antibióticos sensíveis para cara isolado é de 2, ou seja, 40% dos 
antibióticos apresentaram eficiência sob os isolados  

As variações entres os resultados da-se exatamente pela fonte ondo o 
microrganismo é isolado. O mesmo carrega com sigo adaptações de até mutações 
obtidas de outros microrganismos que morreram e deixaram seu material genético 
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disponível. Com isso, entende-se a importância de estudar este perfil de 
susceptibilidade, para auxiliar na descoberta por novos antibióticos e até mesmo 
traçar um uso mais segura para as cepas de interesse. 
 
 
5.4 ANTAGONISMO DAS BACTÉRIAS CONTRA FUNGOS FILAMENTOSOS 

 

Nesse ensaio foi possível observar que poucos isolados apresentaram inibição 

do crescimento fúngico, sendo os melhores resultados para B. kochii e B. cereus, que 

apresentaram atividade antagonista para os três fungos testados (FIGURAS 10, 11 e 

12 e TABELA 6). Podeseobservar também que nenhum dos fungos foi capaz de 

crescer de forma confluente na presença das bactérias, com exceção de Solibacillus 

sp e E. acetylicum. 

Bactérias e fungos frequentemente compartilham um substrato comum, e sua 

proximidade espacial em muitos ambientes leva a interações sinérgicas ou 

antagônicas (MILLE-LINDBLOM et al., 2006). Sendo os microrganismos importantes 

fontes de compostos bioativos, na natureza, a competição por recursos limitados e 

antagonismo são características dos micro-habitats onde se encontram os 

microrganismos, que favorecem vários mecanismos de defesa que dependem 

principalmente da produção de metabólitos secundários bioativos. A competição entre 

microrganismos pode induzir a expressão de genes que estavam silenciados, pois 

representa uma condição de estresse (MARMANN et al., 2014). Avaliar a atividade 

antagonista das bactérias isoladas, nos permitem avaliar potenciais biotecnológicos 

futuros, 
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FIGURA 10. ATIVIDADE ANTAGONISTA DOS ISOLADOS SOB Drechslera sp. 

 

(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) Bacillus 
kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e (H) 
Exiguobacterium acetylicum. 
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FIGURA 11. ATIVIDADE ANTAGONISTA DOS ISOLADOS SOB Curvularia lunata  

 

(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) Bacillus 
kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e (H) 
Exiguobacterium acetylicum. 
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FIGURA 12. ATIVIDADE ANTAGONISTA DOS ISOLADOS SOB Fusarium sp. 

 

(A) Bacillus cereus; (B) Bacillus amyloliquefaciens; (C) Bacillus licheniformis; (D) 
Bacillus kochii; (E) Bacillus subtilis; (F) Bacillus thuringiensis; (G) Solibacillus sp.; e 
(H) Exiguobacterium acetylicum. 
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TABELA 6. ANTAGONISMO BACTÉRIAS E FUNGOS. 

 

Bactérias Fusarium sp. Curvularia lunata Drechslera sp. 

Bacillus cereus ++ ++ -- 

B. amyloliquefaciens + + + 

B. licheniformis - + + 

B. kochii ++ ++ ++ 

B. subtilis + ++ + 

B. thuringiensis 
  

+ ++ + 

Solibacillus sp. - - - 

E. acetylicum - - - 

- não inibiu / -- inconclusivo 
+ inibiu mas ficou em contato com a colônia de bactéria 
++ inibiu e não teve contato com a colônia 
Fonte: O autor (2023) 

 
 Dentro dos resultados obtidos é possível analisar que o B. kochii apresenta 
uma maior atividade antagonistica frente aos fungos utilizados, caracterizando com 
uma excelente cepa para estudos de atividade antifúngica através de extratos a fim 
de descobrir qual o metabólito responsável por essa característica, podendo até 
mesmo ter o gene identificado e utilizados para produção de agente antifúngico ou 
controle biológico de doenças causadas em plantas através de fungos 
fitopatogênicos.  

De acordo com Khadiri et al., (2023), descreve que uma cepa de B. cereus 
apresentou uma potente eficiência em controle de fungos patogênicos comuns pós-
colheita de maças e frutas cítricas, onde um filtrado sem células mostrou efeito 
inibitório in vitro para a grande maioria de patógenos estudados.   
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Esse trabalho apresenta um estudo de prospecção de bactérias degradadoras 

de substâncias orgânicas como amido, celulose, lipídeos, proteínas isoladas de 

blendas de diesel. Tendo então uma identificação de 8 isolados bacterianos, sendo 6 

deles do gênero Bacillus, onde todos apresentam resultados de atividade 

degradadora. O maior destaque entre os testes fica a cargo da atividade lipolítica 

onde foi possível avaliar a presença de lipases e esterases que tem amplas utilizações 

em industrias mas que também podem ser altamente revertida para biorremediação. 

Um outro destaque fica para as celulases, onde todas as cepas de Bacillus 

apresentaram um alto pode de degradar a celulose, um polímero altamente resistente 

com um grande potencial de utilização de industrias afim de melhorar o processo de 

produção. Dentre todos os isolados utilizados para a atividade antagonista, as cepas 

B. cereus, B. subitilis e B. thuringiensis apresentaram de forma geral uma boa 

atividade inibitória, entretanto, o isolado de melhor resultado foi B. kochii. 
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