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Resumo 

Cavernas são ambientes pouco estudados do ponto de vista microbiológico e o potencial biotecnológico 

nesse ambiente ainda é muito pouco conhecido. Devido as dificuldades de cultivo com meios de cultura 

tradicionais, o meio solo de caverna foi testado para o cultivo desses microrganismos. Com base nisso, 

amostras de sedimento coletadas em duas cavernas do município de Paripiranga, Bahia foram analisadas para 

a presença de atividades proteolítica, amilolítica, antimicrobiana, lipolítica e de dissolução do carbonato de 

cálcio. Dos 31 microrganismos isolados obtidos, apenas quatro não apresentaram nenhuma atividade. Além 

disso, nenhuma bacteria apresentou crescimento nos dois meios de cultura tradicionais testados. Os 

microrganismos que apresentaram atividade antimicrobiana foram identificados por sequenciamento, sendo 

associados aos gêneros Paenibacillus, Bacillus, Burkhloderia e Acinetobacter. Os resultados demonstraram 

que o meio solo pode ser utilizado para cultivo de bactérias que não são cultivados em meios de cultura 

tradicionais e que o ambiente de caverna possui enzimas com potencial biotecnológico. 

Palavras-Chave: Meio solo de caverna; biotecnologia; bactéria. 

Abstract 

Caves are poorly studied environments from a microbiological point of view and the biotechnological 

potential of this environment is practically unknown. Given the difficulties of cultivation using traditional 

culture media, 1% cave soil medium was tested for cultivation of these microorganisms. Based on this, 

samples collected from two caves in the municipality of Paripiranga, Bahia were analyzed for the presence 

of proteolytic, amylolytic, antimicrobial, lipolytic and dissolution of calcium carbonate activities. Of the 31 

microorganisms obtained, only 4 showed no activity. Furthermore, no bacteria grew in both traditional 

culture media tested. Microorganisms that presented antimicrobial activity were identified by sequencing, 

being associated with genera Paenibacillus, Bacillus, Burkhloderia and Acinetobacter. The results showed 

that the soil medium can be used for cultivation of bacteria that are not grown in traditional culture media 

and the cave environment has the potential biotechnological enzymes. 

Key-words: cave soil medium; biotechnology; Bacteria. 

 

1. INTRODUÇÃO 

As cavernas são ambientes pouco estudados 

do ponto de vista microbiológico. O isolamento 

físico associado às características singulares do 

ambiente cavernícola propiciam um habitat 

microbiano único, com pressões evolutivas 

diferentes da superfície e, com isso há uma 

tendência de desenvolver novos compostos e, ou 

novas rotas metabólicas (BARTON, 2006; 

BARTON & JURADO, 2007).  

Dentre os novos compostos, os 

antimicrobianos representam um dos metabólitos 

mais desejados devido a sua aplicação na área 

médica e industrial.  As cavernas são locais com 

grande potencial para descoberta de novos 

antimicrobianos devido ao isolamento do ambiente 

associado a proteção da comunidade original contra 

microrganismos invasores (BARTON & JURADO, 

2007; NAKAEW et al, 2009; CHEEPTHAM, 

2013), mas há poucas informações sobre atividade 

antimicrobiana em cavernas (LAORPAKSA  et al ., 

1987; KIM  et al ., 1998; HEROLD  et al ., 2005).   

Entretanto, a demanda por enzimas está 

crescendo cada vez mais (ALLBUSINESS, 2009) e 

as proteases, enzimas que degradam proteínas, 

constituem o maior mercado de enzimas. As 
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industriais necessitam de proteases estáveis em 

diferentes condições de temperatura, pH e, ou 

concentrações de diferentes substâncias, 

dependendo da utilização (SHOWEL et al., 1999; 

GUPTA et al., 2002). As amilases são enzimas que 

degradam o amido e são muito utilizadas na 

indústria farmacêutica e de alimentos (VAN DER 

MAAREL et al., 2002; SIVARAMAKRISHNAN et 

al., 2006). As lipases tem seu potencial 

biotecnológico aplicado na biotransformação, 

processamento de óleos, indústria farmacêutica, 

formulação de pesticidas, produção de detergente, 

entre outras atividades (HASAN et al., 2006). Essas 

atividades enzimáticas foram pouco estudadas em 

cavernas (GLAVAN, 1997; RODRIGUES et al., 

2009).  

A dissolução do carbonato de cálcio tem, por 

sua vez, uma aplicação direta na obtenção de 

micronutrientes associados às rochas e é uma 

atividade estudada em cavernas devido a possível 

participação na degradação natural de espeleotemas 

e na contribuição microbiana no processo de 

precipitação do carbonato (NORTHUP, 1997; LAIZ 

et al., 1999; BARTON et al., 2007; BANKS et al., 

2010). 

Com isso, o presente trabalho avaliou o 

potencial biotecnológico de duas cavernas no 

município de Paripiranga, Bahia para as atividades 

antimicrobianas, proteolítica, lipolítica, amilolítica e 

a capacidade de dissolver o carbonato de cálcio. 

 

2. METODOLOGIA 

2.1 Coleta de amostras 

Amostras de solo e água de gotejamento 

foram coletadas (autorização do ICMBio/SISBio nº 

26304-1) na Furna do Fim do Morro do Parafuso 

(FFMP; 10º38’25.89’’ S e 37º52'04.13'’O) e Gruta 

do Bom Pastor (GBP; 10º39'05.99'' S e 

37º55'26.87''O) localizadas no município de 

Paripiranga, Bahia.  

Duas amostragens de sedimento foram feitas 

em cada caverna no final da última e da penúltima 

câmaras das cavernas citadas. A amostragens foi 

feita de maneira composta em cinco pontos de 

coleta com distância entre dois pontos de 

aproximadamente 1 m. As amostras foram coletadas 

e armazenadas em sacos plásticos estéreis e 

mantidas a temperatura de 4 a 10ºC até chegar ao 

laboratório. 

 

2.2 Isolamento de bactérias 

As bactérias foram isoladas utilizando meio 

solo a 1% para as amostras de sedimento e meio 

água de gotejamento para as amostras de água de 

gotejamento. Uma solução de 10% de sedimento foi 

preparada com cada amostra e dela foi retirada uma 

aliquota para que a concentração final do meio fique 

a 1% contendo também 15 g/L de ágar. 

Para o isolamento de microrganismos, 100 µL 

das amostras de sedimento a 10% foram semeadas 

em superfície nos respectivos meios de cultura  e 

posteriormente incubadas a 30ºC e 60 dias, com 

verificação de colônias no 21º e no 60º dia. As 

colônias obtidas foram purificadas, um exemplar de 

cada morfotipo para cada plaqueamento, e 

armazenadas em solução de glicerol a 20% em 

freezer -20ºC. 

 

2.3 Tentativas de cultivo em meios TSA (tryptic 

soy agar) e LB (Luria-Bertani) 

Os isolados obtidos foram inoculados em 

meios TSA e meio LB. 10 µL de cada cultura foi 

inoculada nesses meios e incubadas por até 30 dias a 

30 e 37ºC. Após esse tempo a presença de colônia 

foi verificada. 

 

2.4 Avaliação do potencial biotecnológico 

Os isolados foram cultivados em meio líquido 

contendo água destilada e solo de caverna a 1% por 

15 a 21 dias sob agitação de 150 rpm a 30ºC. 

Posteriormente foram retiradas alíquotas para os 

ensaios realizados em triplicatas dos itens 2.3.1 a 

2.3.5.  

Os ensaios foram realizados inoculando 10 

µL da cultura bacteriana em placas de Petri 

contendo meio solo de caverna a 1% acrescido de 

substrato também a 1%. Exceto para a atividade 

antimicrobiana que não houve acréscimo de 

substrato. A incubação foi realizada em estufa a 

30ºC por até quinze dias. 

 

2.4.1 Atividade proteolítica 

O substrato utilizado foi leite desnatado a 1%. 

Após incubação,  a presença, ou ausência do halo de 

degradação da proteína do leite indicava se a 

bactéria possui ou não a atividade. 

 

2.4.2 Atividade amilolítica 
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O substrato utilizado para esse teste foi amido 

a 1%. A visualização do halo foi feito com solução 

de iodo KI:I2 segundo Lämmle et al. (2007). Essa 

solução reage com amido dando uma coloração 

roxa, sendo o halo de degradação do amido presente 

em locais sem essa coloração. 

 

2.4.3 Atividade lipolítica e para esterase 

O substrato utilizado foi tributirina a 1%. A 

presença de halos claros foram visualizados para os 

isolados positivos. 

 

2.4.4 Capacidade de dissolução do Carbonato de 

cálcio 

O substrato desse teste foi carbonato de cálcio 

a 1%. Além do meio solo de caverna descrito 

anteriormente, também foi utilizado o meio B4-C 

(BANKS et al. 2010) com 1% de carbonato de 

cálcio. 

 

2.4.5 Determinação da atividade antimicrobiana 

Para a determinação da atividade 

antimicrobiana dos isolados contra Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina (MRSA) e 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) foram 

utilizados dois métodos: (1) o método de dupla-

camada onde os microrganismos foram cultivados 

por 5 a 10 dias a 30ºC em placa de Petri contendo 

meio Ágar solo de caverna a 1%. Posteriormente foi 

adicionado 1mL de clorofórmio em cada tampa das 

placas de Petri mantidas em posição invertida por 30 

min. Após esse tempo as placas foram abertas para 

evaporação do clorofórmio residual e foram 

adicionados 3 mL de meio Agar Müller-Hinton 

semi-sólido (0,7% de ágar) acrescido de 20 µL da 

cultura da bactéria reveladora (Staphylococcus 

aureus e Pseudomonas aeruginosa) cultivada a 

37ºC por 24h. Posteriormente incubados a 37ºC por 

24h e visualizado a presença, ou ausência de halos. 

(2) O método de poços foi realizado com o 

sobrenadante da cultura microbiana. Após 

centrifugação a 4000 g por 10 minutos, 25 µL do 

sobrenadante foram colocados em poços em placa 

de Petri contendo meio Müller-Hinton e inoculada 

com a bactéria reveladora. Posteriormente foi 

incubado por mesmo período e temperatura do 

método anterior e visualizado a presença, ou 

ausência de halos. 

 

2.5 Amplificação por PCR (reação de polimerase 

em cadeia) de isolados selecionados 

Os isolados que apresentaram os melhores 

resultados foram amplificados com os primers F27 

(5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) e 

R1525 (5’-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3‘) 

(LANE, 1991) em reações de 25 µL contendo 3 mM 

de MgCl2, 1X de tampão de PCR, 0,2 mM de cada 

dNTP, 5 pmol de cada primer, 0,05 U/µL de Taq 

DNA polimerase (Promega) e 1,5 uL de DNA. O 

termociclador foi programado com as seguintes 

condições: desnaturação inicial a 94ºC por 5 

minutos seguido de 35 ciclos de desnaturação a 

95ºC por 1 minuto, anelamento a 57ºC por 1 minuto 

e extensão a 72ºC por 3 minutos. Posteriormente 

ocorreu uma extensão final a 72ºC por 30 minutos.  

Foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% 

visualização do gel em transluminador ultravioleta 

(ImageQuant 400), foi realizada purificação padrão 

com isopropanol absoluto e acetato de sódio a 3M. 

Os amplicons foram quantificados em 

espectrofotômetro e preparados para 

sequenciamento em sequenciador ABI-Prism 3500 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os 

cromatogramas gerados foram analisadas com 

programas Phred, Phrap e consed para, 

respectivamente, remover sequências de baixa 

qualidade, formação e visualização dos contigs 

formados (ERWING & GREEN, 1998; ERWING et 

al., 1998). Após processamento, as sequências 

nucleotídicas foram comparadas com banco de 

dados do GenBank através do programa Basic Local 

Allignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et 

al., 1990).  

 

3. DISCUSSÃO E RESULTADOS 

O isolamento da caverna o torna um ambiente 

propício para a prospecção de novos de novos 

compostos, tendo em vista que as comunidades 

microbianas que habitam a caverna, podem estar 

isoladas ou parcialmente isoladas do contato com 

seres da superfície e com características 

morfofisiológicas diferentes das observadas no 

ambiente externo (NORTHUP & LAVOIE, 2001; 

NORTHUP et al., 2005; BARTON & JURADO, 

2007; SNIDER et al., 2009). 

Um dos grandes problemas ao se cultivar 

microrganismos é que cerca de 95% deles não são 

cultiváveis em meios de cultura tradicional 

(AMANN et al., 1995), assim utilização do meio 

ágar solo de caverna foi uma tentativa de simular as 

condições ambientais encontradas no ambiente de 
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coleta (HAMAKI et al., 2005). Essa tentativa 

resultou em 31 isolados (Figura 1; Tabela 1). 

Quando testados a respeito da capacidade de 

crescer em dois meios de cultura tradicionais (TSA 

e LB), nenhum entre os 31 isolados apresentaram 

essa capacidade. O que indica que esses 

microrganismos não seriam isolados nesses meios. 

E, assim, o uso do meio solo de caverna se mostrou 

eficiente para isolar microrganismos que não são 

cultivados em dois dos meios de cultivo 

tradicionais, aumentando a possibilidade de se 

conseguir novos microrganismos e novos 

compostos. 

O resultado dos testes dos 31 isolados quanto 

as atividades listadas na metodologia está 

apresentado na tabela 2. Alguns exemplos de 

resultado positivo podem ser vistos na figura 2. 

 
Figura 1. Foto de uma das placas contendo meio solo de 

caverna para isolamento de microrganismos. Amostra da 

ultima câmara da Furna do Fim do Morro do Parafiso 

(FFMP2) com 60 dias de cultivo. 

 

Tabela 1. Caracterização morfológica dos microrganismos isolados em meio solo de caverna a 1%. 

Amostra Consistência Coloração Borda Crescimento1 Forma 

FFMP2 01 Gelatinosa Verde claro Lisa Rápido Sino 

FFMP2 02 Gelatinosa Verde Lisa Rápido Sino 

FFMP2 03 Gelatinosa Verde escuro Lisa Rápido Redonda 

FFMP2 04 Gelatinosa Verde escuro Lisa Rápido Sino 

FFMP2 05 Gelatinosa Laranja claro Lisa Rápido Sino 

FFMP2 06 Gelatinosa Laranja Lisa Rápido Sino 

FFMP2 07 Gelatinosa Laranja Lisa Rápido Achatada 

FFMP2 08 Gelatinosa Laranja Lisa Rápido Redonda 

FFMP2 09 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Achatada 

FFMP2 10 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Redonda 

FFMP2 11 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Sino 

FFMP2 12 Butirosa Branca Lisa Lento Achatada 

FFMP2 13 Butirosa Branca Lisa Lento Redonda 

FFMP2 14 Butirosa Branca Irregular Lento Achatada 

FFMP1 01 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Sino 

FFMP1 02 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Achatada 

FFMP1 03 Butirosa Branca Lisa Rápido Redonda 

FFMP1 04 Butirosa Branca Lisa Lento Achatada 

GBP2 01 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Sino 

GBP2 02 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Achatada 

GBP2 03 Butirosa Branca Lisa Rápido Achatada 

GBP2 04 Butirosa Branca Lisa Rápido Redonda 

GBP1 01 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Redonda 

GBP1 02 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Sino 

GBP1 03 Gelatinosa Laranja Lisa Rápido Achatada 

GBP1 04 Gelatinosa Laranja Lisa Rápido Redonda 

GBP1 05 Gelatinosa Transparente Lisa Rápido Achatada 

GBP1 06 Butirosa Transparente Irregular Rápido Achatada 

GBP1 07 Butirosa Transparente Lisa Rápido Achatada 

GBP1 08 Butirosa Branca Lisa Lento Redonda 

GBP1 09 Butirosa Branca Lisa Lento Achatada 
1 Foi considerado de crescimento rápido aquelas que apresentaram colônia visível em até 21 dias e de crescimento lento 

as que levaram de 21 a 60 dias. 
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Tabela 2. Caracterização morfológica dos microrganismos isolados em meio solo de caverna a 1%. 

Amostra Protease Lipase Amilase Dissoluçãodo CaCO3 Antimicrobiano ** 

FFMP2 01 X X X X X 

FFMP2 02 X X X   

FFMP2 03 X X  X  

FFMP2 04 X X X X X 

FFMP2 05 X  X X X 

FFMP2 06 X X X   

FFMP2 07 X     

FFMP2 08 X X  X  

FFMP2 10   X X  

FFMP2 11    X  

FFMP2 12    X  

FFMP2 13 X  *   

FFMP2 14  X *   

FFMP1 01 X  X X  

FFMP1 02   X   

FFMP1 03 X     

FFMP1 04    X  

GBP2 01 X X    

GBP2 02   X   

GBP2 03  X  X X 

GBP2 04   * X  

GBP1 01 X     

GBP1 03    X X 

GBP1 05 X X  X  

GBP1 07 X     

GBP1 08 X  X X  

GBP1 09    X  

* Não foi observado crescimento microbiano nesses ensaios com esses isolados. 

** Resultados positivos apenas para Staphylococcus aureus resistente a meticilina. 

 

Nenhum isolado testado produziu composto 

antimicrobiano contra P. aeruginosa, porém cinco 

isolados produziram composto antimicrobiano para 

S. aureus e desses, dois isolados (FFMP2 01 e 04) 

apresentaram halo significativo no teste de dupla-

camada e apenas um deles (FFMP2 01) apresentou 

um pequeno halo no teste pelo método de poços. 

Essa variação se dá devido a variação da condição 

na qual o microrganismo é colocado para produção 

do antimicrobiano. Enquanto no método de dupla-

camada é em meio sólido, no de poços, os 

microrganismos são colocados para produzir o 

composto em meio liquido que não se mostrou 

favorável a produção da maioria dos 

antimicrobianos. 

Os isolados FFMP2 09, GBP1 02, GBP1 04 e 

GBP1 06 não apresentaram atividade positiva em 

nenhum dos ensaios realizados. Enquanto que três 

não apresentaram crescimento visível na atividade 

amilolítica provavelmente por estresse osmótico 

devido a mecanismos de assimilação de nutrientes 

de maneira descontrolada (KOCH,1997; KOCH, 

2001). 

Foi visualizada a presença de 32% de isolados 

com atividade lipolítica, 29% dos isolados 

apresentando atividade amilolítica e 51% de 

isolados com atividade proteolítica. Por terem sido 

isoladas em um ambiente relativamente restrito com 

meio de cultura único e específico para o ambiente, 

essas atividades enzimáticas tem o potencial de 

serem realizadas por novas biomoléculas. O mesmo 

é válido para os cinco isolados (16%) com atividade 

antimicrobiana, valor próximo dos 18% de isolados 

com atividade antimicrobiana em caverna 

(BARTON, 2010) baseados no princípio de que 

ambientes menos impactados resultam em 

quantidades elevadas de microrganismos produtores 

de antimicrobianos. O valor encontrado foi superior 

aos cerca de 11% comumente encontrados no solo 

da superfície (BARTON, 2010). 
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Figura 2. Ensaios antimicrobianos contra S. aureus pelo 

método de poços (A) e dupla-camada (B); atividade 

amilolítica (C), proteolítica (D), de dissolução do 

carbonato de cálcio (E) e lipolítica (F). 

 

O alto percentual de microrganismos isolados 

em meio solo capaz de dissolver o carbonato de 

cálcio mostra que há um grande número de 

microrganismos capazes de liberar ácidos que 

podem dissolver a rocha carbonática com diferentes 

finalidades. Dentre esses ácidos, alguns podem 

apresentar potencial biotecnológico (SAUER et al., 

2008). Geralmente isso está associado com a 

disponibilização de micronutrientes associados a 

rocha ou a liberação de resíduos metabólicos ácidos 

que podem ser utilizados por outros microrganismos 

da comunidade (HOSE & PISAROWICZ, 1999; 

JAGNOW et al., 2000; NORTHUP et al., 2000; 

ENGEL et al., 2001; MACALADY et al., 2007; 

BANKS et al., 2009). 

Na tabela 3 estão listados os microrganismos 

que apresentaram atividade antimicrobiana. A 

obtenção de dois isolados que apresentaram 

similaridade de 99% com bactérias não cultiváveis 

pode estar correlacionado com a utilização do meio 

solo de caverna, já que esses microrganismos não 

puderam ser cultivados em meios LB e TSA. Esses 

resultados citados corroboram com os dados de 

Hamaki et al. (2005). Em análise filogenética 

realizada com esses dois isolados (dados não 

mostrados), GBP1 03 agrupou no grupo de Bacillus 

enquanto que GBP2 03 agrupou com Burkholderia. 

 

Tabela 3. Identificação taxonômica dos isolados de 

caverna sequenciados 

Isolado 
Identificação 

taxonômica 

Nº de 

acesso 

Similaridad

e 

FFMP

2 01 

Paenibacillus 

mucilaginosus 
JF810842 99% 

FFMP

2 04 

Paenibacillus 

mucilaginosus 
JF810842 99% 

FFMP

2 05 

Acinetobacter 

não cultivável 

DQ06660

4 
99% 

GBP2 

03 

Bactéria não 

cultivável 

EF45167

8 
99% 

GBP1 

03 

Bacillus não 

cultivável 
JN187412 99% 

 

4. CONCLUSÕES 

O meio solo de caverna a 1% apresenta 

grande potencial para obtenção de microrganismos 

de difícil cultivo ou não cultiváveis em meios de 

cultura tradicionais. Além disso, os microrganismos 

de caverna apresentam alto potencial 

biotecnologico. E estudos estão sendo feitos para 

identificar os antimicrobianos. 
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