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APRESENTAÇÃO

O e-book “Investigação Científica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de 
Alimentos 2, está dividido em 2 volumes que totalizam 48 artigos científicos, os quais 
englobam temáticas relacionadas a Ciência e Tecnologia de Alimentos e Engenharia 
de Alimentos. Os artigos abordam assuntos atuais na área de alimentos, ampliando o 
conhecimento da comunidade científica. 

Desejamos uma boa leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: Os microrganismos isolados de 
ambientes aquáticos apresentam potencial 
biotecnológico significativo. O aumento no 
consumo de peixes pela população mundial 
gera resíduos provenientes do processo de 
evisceração, provocando danos ambientais. 
Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo 
isolar e identificar microrganismos encontrados 
no trato digestivo do peixe Curimbatá. 
Inicialmente, os resíduos do trato digestivo foram 
gentilmente doados pelo Prof. Luiz Gustavo 

Silva/UFSJ e colocado em solução salina e 
inoculado em meio ágar nutriente. As colônias 
crescidas foram identificadas pelo teste de Gram 
e pelo crescimento em meios seletivos. Dentre 
as colônias isoladas (BI1, BI2, BI3, LE1, BE2), 
foram identificadas quatro bactérias (BI1 e BE2 
Gram-positivas e BI2 e BI3 Gram-negativas) e 
uma levedura. As bactérias BI1 e BE2 indicaram 
serem estafilococus positivo para coagulase, já a 
bactéria BI3 indicou estafilococus negativo para 
coagulase. A levedura LE1 indicou ser capaz 
de fermentar lactose. Em relação à atividade 
enzimática, BI1, BI3 e LE1 apresentaram 
atividade tanásica, todos os microrganismos 
apresentaram atividade celulolítica e apenas a 
LE1 apresentou atividade para fenoloxidase. 
Conclui-se que, o isolamento de microrganismos 
a partir de resíduos da indústria pesqueira 
mostrou-se uma alternativa sustentável e a 
obtenção de enzimas de interesse biotecnológico 
promissora para aplicação industrial. 
PALAVRAS-CHAVE: Resíduos de peixe, 
enzimas industriais, testes bioquímicos.

ISOLATION OF MICROORGANISMS 
OF BIOTECHNOLOGICAL INTEREST 

FROM PROCHILODUS LINEATUS FISH 
RESIDUES

ABSTRACT: Microorganisms isolated from 
aquatic environments present significant 
biotechnological potential. The increase in fish 
consumption by the world population generates 
residues from the evisceration process, causing 
environmental damages. Therefore, this work 
aimed to isolate and identify microorganisms 
found in residues of Prochilodus lineatus 
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fish (Curimbatá fish), kindly donated by Prof. Dr, Luiz Gustavo Martins da Silva (Federal 
university of São João del-Rei/Brazil). These were morphologically identified as intestine and 
stomach and placed in saline solution and inoculated in nutrient agar medium. The colonies 
grown were identified by the Gram test and growth in selective media. Among the isolated 
colonies (BI1, BI2, BI3, LE1, BE2), four bacteria (BI1 and BE2 Gram-positive and BI2 and 
BI3 Gram-negative) were identified and one yeast. The bacteria BI1 and BE2 indicated to 
be staphylococci positive for coagulase, whereas the BI3 bacterium indicated staphylococci 
negative for coagulase. LE1 yeast indicated to be capable of fermenting lactose. In relation 
to the enzymatic activity, BI1, BI3 and LE1 presented tanase activity, all microorganisms 
presented cellulolytic activity and only LE1 showed activity for phenoloxidase. It is concluded 
that the isolation of microorganisms from fishery residues has proved to be a sustainable 
alternative and the obtainment of enzymes of biotechnological interest promising for industrial 
application.
KEYWORDS: Fish residues, microorganism isolation, enzymatic activity, biochemical 
identification.

INTRODUÇÃO
O Brasil possui um potencial significativo para a piscicultura, devido à vasta extensão 

territorial que dispõe de aproximadamente 13% das águas doces do planeta, pelas 
condições naturais e pelo clima favorável para o desenvolvimento de uma diversidade de 
espécies aquáticas, disponibilidade de infraestrutura de apoio e outras condições (Souza 
et al., 2013).

Cada vez mais os peixes são introduzidos na dieta da população e isso gera um 
aumento da produção e do consumo. Esse aumento está diretamente relacionado à geração 
de resíduos proveniente principalmente do processamento do peixe para consumo, sua 
evisceração, com ônus ambiental (FAO, 2012).

O sistema digestivo dos peixes é considerado como uma fonte promissora para o 
isolamento de microrganismos com atividade enzimática de interesse industrial, a utilização 
de enzimas digestivas como catalisadores de processos industriais é de fundamental 
importância para a obtenção de produtos de alta qualidade e de maior valor agregado através 
da utilização de tecnologias limpas, e em sintonia com as necessidades tecnológicas, de 
mercado e de preservação ambiental que norteiam os processos produtivos internacionais 
(Buller, 2004). Os Curimbatás (Prochiloduslineatus) são peixes abundantes e correspondem 
à maior parte da biomassa ictiológica dos grandes corpos de água. São peixes detritívoros, 
alimentam-se de restos orgânicos, como sedimentos orgânicos e vegetais (Castro&Vari, 
2011).

As enzimas apresentam características que se destacam quando comparadas aos 
catalizadores químicos devido a sua especificidade pelo substrato ou por uma reação 
bioquímica (Monteiro&Silva, 2009). O setor industrial sofre constante pressão para 
utilização de processos que beneficiam o meio ambiente, tornando assim seu produto mais 
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competitivo. Com isso, o uso de enzimas nos diferentes segmentos da indústria tem sido 
amplamente estudado (Monteiro&Silva, 2009; Bom et al., 2008).

Entre as enzimas de interesse industrial produzidas por bactérias e avaliadas neste 
estudo estão as celulases utilizadas na degradação de biomassa ligocelulósica, as tanases 
que hidrolisam ésteres e ligações laterais de taninos hidrolisáveis e as fenoloxidases que 
degradam lignina, estas de grande interesse para o uso em biorrefinarias. 

Este trabalho teve como objetivo isolar microrganismos do sistema digestivo de 
peixes Prochiloduslineatus e expressão das enzimas tanase, celulase e fenoloxidase pelos 
mesmos.

MATERIAL E MÉTODOS

Isolamento e cultivo de bactérias do estômago e intestino do peixe Curimbatá 
Os órgãos do peixe Curimbatá foram conservados em solução salina 0,85%. A partir 

desta solução, foram realizadas diluições seriadas decimais. De cada diluição, retirou-se 
100µl e transferiu-se para placas de Petri contendo meio Ágar Nutriente, contendo 3 g.L-1 
de extrato de carne, 5 g.L-1 de peptona e 15 g.L-1 de ágar. As placas foram incubadas por 5 
dias a 36°C. Após o crescimento das bactérias, as colônias foram selecionadas, isoladas e 
repicadas para placas de Petri contendo o mesmo meio. 
Teste de Gram

Para avaliar grande grupo as bactérias isoladas pertenciam, foi realizado o teste 
de coloração de Gram. Primeiramente foi preparado um esfregaço em uma lâmina de 
vidro com uma porção de bactérias e uma gota de água destilada, após secar a lâmina foi 
passada no bico Bunsen para fixação da amostra. Foram adicionadas algumas gotas de 
cristal violeta por 1 minuto e depois lavou-se com água destilada. Em seguida adicionou-se 
solução de lugol por 1:30 minutos e depois lavou-se com água destilada. Rapidamente a 
lâmina foi lavada com álcool absoluto e posteriormente com água destilada. Adicionou-se 
corante safranina por 30 segundos e lavou-se novamente com água destilada. As lâminas 
foram secadas com cuidado para não remover o esfregaço e examinadas em microscópio 
ótico. 
Crescimento em meios seletivos

Para a caracterização bioquímica das bactérias isoladas, as mesmas foram 
crescidas em meios sintéticos seletivos. O primeiro meio avaliado foi o Ágar Eosina [10 
g.L-1 de peptona de carne, 3 g.L-1 de lactose, 2 g.L-1 de fosfato dipotássico, 0,4 g.L-1 de 
eosina Y, 0,065 g.L-1 de azul de metileno, 5 g.L-1 de sacarose e 15 g.L-1 de ágar]. O segundo 
meio foi o Ágar Manitol [10 g.L-1 de protease peptona no 3, 1 g.L-1 de extrato de carne, 10 
g.L-1 de D-manitol, 75 g.L-1 de cloreto de sódio, 0,02 g.L-1 de vermelho de fenol e 15 g.L-1 
de ágar]. O terceiro meio testado foi o Simmons Citrate [0,20 g.L-1 de sulfato de magnésio, 
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1 g.L-1 de di-hidrogenofosfato de amônio, 1 g.L-1de fosfato dipotássico, 5 g.L-1 cloreto de 
sódio, 2 g.L-1de citrato de sódio e 0,08 g.L-1 de azul de bromotimol]. Após 5 dias inoculadas 
a 36oC, foi analisado a fermentação de cada colônia nos meios em estudado. 

Testes qualitativos da atividade enzimática dos microrganismos isolados
Para avaliar a atividade da enzima tanase, os microrganismos foram inoculados em 

meio sintético enriquecido com 1% ácido tânico [3,0 g.L-1 NaNO3, 1,0 g.L-1 (NH4)2SO4, 0,5 
g.L-1 MgSO4, 0,5 g.L-1KCl, 10 mg.L-1 FeSO4.7H2O, 10 g.L-1 ácido tânico, 30 g.L-1 ágar], por 
5 dias a 36°C . Após este período mediu-se o diâmetro dos halos castanhos formados em 
voltas das colônias, indicando a degradação do ácido tânico (NADAF, GHOSH, 2011). 

Para realizar a avaliação qualitativa da atividade da celulase, os microrganismos 
isolados foram transferidos com o auxílio de uma alça para o meio sintético descrito 
anteriormente enriquecido com 1% de carboximetilcelulose (Bortolazzo, 2011). Para a 
visualização do halo de hidrólise, a superfície da placa foi coberta com uma solução de 
vermelho congo 0.1% por 30 minutos, em seguida o excesso foi descartado e a placa foi 
lavada com uma solução de NaCl 1,0M,. Os halos translúcidos formados, que indicam a 
atividade da celulase, foram medidos com auxílio de um paquímetro. 

Para avaliar a produção da enzima fenoloxidase, os microrganismos isolados foram 
incubados em meio ágar malte acrescido de 0,5% de ácido gálico [30 g.L-1 de ágar malte, 5 
g.L-1 ácido gálico; 30 g.L-1 ágar], durante 5 dias a 36°C. Decorrido este período, mediu-se o 
diâmetro dos halos de cor âmbar formados em volta da colônia, que comprovam a ação da 
fenoloxidase (Conceição et al.,2005). 

Para a determinação enzimática extracelular por difusão radial em meio sólido, 
avaliou-se a relação direta entre o diâmetro médio do halo de degradação e o diâmetro 
médio da colônia expressa como índice enzimático (IE). Segundo Lealem&Gashe (1994) 
para considerar um micro-organismo bom produtor de enzimas extracelular o índice 
enzimático deve ser maior ou igual a 2. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Após a etapa de isolamento e cultivo dos microrganismos, foram obtidas colônias de 

cinco cepas diferentes. Estas foram identificadas com os seguintes códigos: BI1 (bactéria 
1 isolada do intestino), BI2 (bactéria 2 isolada do intestino), BI3 (bactéria 3 isolada do 
intestino), LE1 (levedura 1 isolada do estômago) e BE2 (bactéria 2 isolada do estômago). 
Na Figura 1 encontram-se as colônias isoladas dos órgãos do peixe Curimbatá e seus 
respectivos códigos. 
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Figura 1. Cepas de microrganimos isolados do intestino e estômago do peixe Curimbatá

Após a preparação dos esfregaços, as amostras foram observadas em microscópio 
optico com aumento de 1000X. Na Figura 2 é possível observar as imagens obtidas por 
microscopia e na Tabela 1 os resultados encontrados. 

Figura 2.Visualização microscópica da coloração de Gram dos microrganismos isolados.
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Microrganismo Coloração Classificação

BI1 Roxo Bactéria Gram Positivo

BI2 Vermelho Bactéria Gram Negativo

BI3 Vermelho Bactéria Gram Negativo

LE1 - Levedura

BE2 Roxo Bactéria Gram Positiva

Tabela 1. Resultado do teste de coloração de Gram para os microrganismos isolados

Por meio da coloração de Gram, foi possível dividir as colônias encontradas 
em dois grandes grupos, as Gram-positivas e as Gram-negativas. Observou-se uma 
heterogeneidade entre as bactérias, visto que duas pertencem às Gram-positivas (BI1 e 
BE2) e duas às Gram-negativas (BI2 e BI3). Ao realizar esse teste também foi possível 
determinar que a colônia LE1, devido à estrutura morfológica e o tamanho das suas células, 
trata-se de uma levedura.

Teste de identificação bioquímica
Na Figura 3, observa-se o crescimento em meio Ágar Eosina/Lactose, na Figura 4 o 

crescimento em meio Simmons Citrate e na Figura 5 o crescimento em meio Ágar Manitol. 

Figura 3. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estômago do peixe Curimbatá 
após 5 dias de incubação em meio Ágar Eosina/Lactose
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Figura 4. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estômago do peixe Curimbatá 
após 5 dias de incubação em meio Simmons Citrate

Figura 5. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estômago do peixe Curimbatá 
após 5 dias de incubação em meio Ágar Manitol

A Tabela 2 apresenta a capacidade de crescimento dos microrganismos isolados 
nos meios sólidos seletivos estudados.

BI1 BI2 BI3 LE1 BE2

Ágar Eosina/Lactose - - - + -

Simmons Citrate - - - - -

Agar Manitol + - + - +

Tabela 2. Relação do crescimento das cepas isoladas nos meios seletivos, sendo (+) presença 
de colônias e (-) ausência de colônias.
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Em relação à bactéria BI1, pode-se observar o seu crescimento em meio ágar 
manitol com mudança da coloração do meio para amarelo, esse resultado indica que 
a mesma pertence ao grupo de estafilococus com resultado positivo para o teste de 
coagulases (Figura 5). Os estafilococus podem ser divididos em dois grandes grupos, os 
que produzem as enzimas coagulases e os que não produzem, as enzimas coagulases 
são extracelulares e coagulam o sangue (Andrade et al., 2011). As mesmas observações 
podem ser feitas com a bactéria BE2, que apresentou crescimento equivalente neste meio, 
além disso, essas duas bactérias são Gram positivas e suas colônias possuem crescimento 
e coloração semelhantes em meio ágar nutriente, sendo bem provável que se tratam de 
bactérias da mesma espécie (Tabela 1). A bactéria BI3 também apresentou crescimento no 
meio Ágar Manitol, porém apresentou coloração rosa, mostrando pertencer ao grupo de 
estafilococus com resultado negativo para a enzima coagulase.

Segundo mostrado na Figura 3, a levedura LE1 apresentou um bom crescimento 
no meio ágar Eosina/Lactose, mostrando seu potencial em utilizar lactose como fonte 
de carbono. Sendo que leveduras fermentadoras da lactose possuem a capacidade de 
promover a fermentação alcoólica. Segundo Embaló (2014), as mesmas poderão pertencer 
aos gêneros de Kluyveromyces, Debaryomyces, Yarrowia, Candida e Saccharomyces. 

Observa-se que a bactéria BI2 não teve um crescimento visível em nenhum dos 
meios seletivos estudados (Tabela 2). Da mesma forma, todas as colônias isoladas não 
apresentaram crescimento no meio Simmons Citrate. O ágar citrato de Simmons é utilizado 
na identificação de bactérias, principalmente as enterobactérias Gram-negativas, que o 
citrato utilizam como fonte de carbono. As bactérias da família Enterobacteriaceae são 
bastante conhecidas, alguns pertencem a microbiota normal dos intestinos de seres 
humanos e animais como a Escherichia coli, outras como habitantes do solo ou da água e 
outros podem estar implicados em vários processos patogênicos, incluindo, por exemplo, 
os gêneros Salmonella, Proteus, Shigella e Yersinia (ACUMEDIA, 2011).

O crescimento em meios seletivos assim como o teste de Gram possibilita conhecer 
algumas particularidades dos microrganismos como seu gênero, fontes de nutrientes e 
divisão em grandes grupos. Porém só por meio de técnicas de biologia molecular é possível 
identificar as espécies das colônias isoladas. 

Ensaios da atividade enzimática dos microrganismos isolados
Após a incubação das cepas isoladas no meio sintético enriquecido com ácido tânico 

foi possível observar a formação de halos de coloração castanha nas colônias BI1, BI3 e 
LE1, como pode ser visto na Figura 6. A formação de halos de hidrólise pelos microrganimos 
isolados indica a degradação do ácido tânico e consequentemente a produção extracelular 
da enzima tanase.
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Figura 6. Linhagem de microrganismos isolados do intestino e estômago do peixe Curimbatá 
após 5 dias de incubação em meio sintético contendo 1% ácido tânico (m/m).

Já na incubação das cepas isoladas no meio sintético enriquecido com 1% de 
carboximetilcelulase foi possível observar a formação de halos de descoloração da solução 
vermelho congo 0,1% nas colônias BI1, BI2, BI3, LE1 e BE2, conforme observado na 
Figura 7. A formação de halos claros no meio com coloração vermelha indica a degradação 
da celulose, como única fonte de carbono.

Figura 7. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estômago do peixe Curimbatá 
após 5 dias de incubação em meio sintético contendo 1% CMC (m/m).
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A formação de halos de coloração âmbar indica a produção da enzima, conforme 
mostrado na Figura 8 a única cepa que apresentou a formação do halo foi a LE1.

Figura 8. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estômago do peixe Curimbatá 
após 5 dias de incubação em meio sintético contendo 0,5% de ácido gálico.

Os índices enzimáticos obtidos nos experimentos podem ser verificados na Tabela 3.

Colônia Atividade tanase Atividade celulase Atividade fenoloxidase

BI1 1,5 3,72 -

BI2 - 1,5 -

BI3 1,25 6,25 -

LE1 - 8,5 -

BE2 1,6 6,25 2,8

Tabela 3. Índices enzimáticos encontrados para os microrganismos isoladas do intestino e 
estômago do peixe Curimbatá

Segundo Lealem&Gashe (1994) para considerar um microrganismo bom produtor 
de enzimas extracelulares o seu índice enzimático (IE) deve ser maior ou igual a 2. 
Nenhuma das cepas apresentou este índice para a atividade tanásica, no entanto a cepa 
que apresentou maior IE foi a levedura isolada do estômago do peixe (LE1) seguida da BI1, 
apresentando um potencial para produção desta enzima.

Todas as cepas isoladas apresentaram um bom rendimento para produção da enzima 
celulase, com destaque para os microrganismos BI3, LE1 e BE2, que foram capazes de 
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produzir um IE (Indice Enzimático) maior que 2,0 (Lealem&Gashe, 1994). Microrganismos 
degradores de celulose são considerados de grande interesse industrial, especialmente 
para as industrias de papel e celulose e etanol de segunda geração.

O índice enzimático apresentado pela levedura LE1 foi > 2,0, mostrando dessa 
forma o seu alto potencial para produção dessa enzima. A obtenção de microrganismos 
produtores de fenoloxidase é de interesse industrial, devido a sua capacidade de hidrolisar 
compostos fenólicos presentes em efluentes lignolíticos provenientes, principalmente, da 
indústria têxtil e de papel e celulose (Junior, 2010). 

CONCLUSÕES
Os microrganismos estudados apresentaram características interessantes do ponto 

de vista biotecnológico. A levedura LE1 foi capaz de fermentar lactose em meio sólido, além 
de apresentar um potencial para a produção das enzimas tanase, celulase e fenoloxidase, 
nos ensaios enzimáticos qualitativos realizados. Da mesma forma, as bactérias BI1 (Gram 
positivo) e BI3 (Gram negativo) tiveram um resultado positivo na produção da enzima 
tanase. Por outro lado, todas as bactérias isoladas (BI1, BI2, BI3 e BE2) mostraram ser 
promissores na produção da enzima celulase. Sendo assim, conclui-se que, o isolamento 
de microrganismos a partir de resíduos provenientes da indústria pesqueira mostrou-se 
ser uma alternativa sustentável para a produção de enzimas de interesse biotecnológico, 
uma vez que após a utilização destes, os mesmos seriam descartados de forma correta, 
causando um menor dano ambiental. As enzimas estudadas neste trabalho possuem 
aplicações em diversos processos biotecnológicos como, por exemplo, degradação de 
materiais lignocelulósicos para a produção de biocombustíveis, tratamentos de efluentes, 
indústria alimentícia e síntese de compostos químicos de interesse industrial.
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