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“Na vida, não existe nada a se temer, apenas 

a ser compreendido.” (Marie Curie)



 

RESUMO 

Nas últimas décadas, desafios globais induzidos por alterações climáticas e poluição 

ambiental têm mostrado a necessidade do desenvolvimento de meios de produção 

sustentáveis, ecologicamente corretos e econômicos. Nesse contexto, a biomassa algácea, 

um recurso natural renovável, cultivado no mar e com grande sequestro de carbono 

atmosférico, tem despertado muito interesse de pesquisadores nos últimos anos para 

geração de energia e insumos industriais. O presente trabalho objetiva utilizar o 

hidrolisado ácido-térmico da biomassa de S. filiformis como meio rico em carboidratos 

para a produção de enzimas de Bacillus subtilis. A hidrólise ácida da biomassa algácea 

foi realizada a 121 ºC, H2SO4 0,5 M por 20 min. Após filtração e o ajuste do pH do filtrado, 

o hidrolisado foi utilizado para compor dois meios para fermentação: hidrolisado não 

diluído (HID) e hidrolisado diluído (H1:1) com NaCl 0,15 M na proporção 1:1 (v/v). O 

meio controle foi caldo nutritivo contendo glicose (CNglic). O inóculo foi preparado em 

CNglic por 24 h em agitação a 150 rpm e sob incubação a 37 ºC. As fermentações foram 

realizadas em duplicatas a 37 ºC sob orbital de 150 rpm por 72 h. A contagem de células 

viáveis em placa foi realizada. O extrato enzimático foi obtido a partir da centrifugação a 

9.900 xg por 10 min dos meios após fermentação. As atividades proteolítica e celulolítica 

foram medidas. O meio HID apresentou o melhor crescimento de B. subtilis, com uma 

concentração máxima de células de 4,17 x 1013 UFC/mL às 48 h de fermentação. Os 

meios H1:1, HID e CNglic apresentaram, respectivamente, concentrações máximas de 

enzimas proteolíticas de 4,90 U/mL, 28,05 U/mL e 45,20 U/mL nos tempos de cultivo 

58h, 24h e 48h, e concentrações máximas de enzimas celulolíticas de 0,017 U/mL, 0,050 

U/mL e 0,019 U/mL nos tempos 72h, 72h e 48h, respectivamente. Os meios H1:1 e HID 

se mostraram meios promissores para processos fermentativos e para a produção de 

enzimas proteolíticas e celulolíticas de B. subtilis. 

 

Palavras-chave: Bioprocessos, Proteases, Celulases, Recursos Renováveis.



 

ABSTRACT 

In recent decades, the global challenges induced by climate and environmental changes 

have shown the need to develop environmentally friendly and chemical means of 

production. In this context, algal biomass, a renewable natural resource, cultivated in the 

sea and with great atmospheric carbon fixation, has aroused much research interest in 

recent years for energy generation and industrial inputs. The present work aims to use the 

thermal-acid hydrolyzate from the biomass of S. filiformis as a medium rich in 

carbohydrates for the production of Bacillus subtilis enzymes. Acid hydrolysis of algal 

biomass was performed at 121°C, 0.5 M H2SO4 for 20 min. After filtration and pH 

adjustment of the filtrate, the hydrolyzate was used to compose two fermentation media: 

undiluted hydrolyzate (HID) and diluted hydrolyzate (H1:1) with 0.15 M NaCl in a 1:1 

ratio (v/v). The control medium was a nutrient broth containing glucose (CNglic). The 

inoculum was prepared in CNglic for 24 h in mandatory at 150 rpm and under incubation 

at 37 ºC. The fermentations were carried out in duplicates at 37 ºC under orbital of 150 

rpm for 72 h. The plate viable cell count was performed. The enzymatic extract was 

obtained from centrifugation at 9,900 xg for 10 min of the media after fermentation. 

Proteolytic and cellulolytic activities were measured. The HID medium showed the best 

growth of B. subtilis, with a maximum cell concentration of 4.17 x 1013 CFU/mL at 48 h 

of fermentation. The H1:1, HID and CNglic media demonstrated, respectively, maximum 

activity of proteolytic enzymes of 4.90 U/mL, 28.05 U/mL and 45.20 U/mL in the culture 

times of 58h, 24h and 48h, and maximum activity of cellulolytic enzymes of 0,017 U/mL, 

0,050 U/mL and 0,019 U/mL at 72h, 72h and 48h, respectively. The H1:1 and HID media 

are known to be promising media for fermentation processes and for the production of 

proteolytic and cellulolytic enzymes from B. subtilis. 

 

Keywords: Bioprocesses, Proteases, Cellulases, Renewable Resources.
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Algas marinhas como matéria-prima renovável 

 

 As algas marinhas são organismos fotossintetizantes que vivem predominantemente em 

ambiente aquático, e são responsáveis pela produção de grande parte do oxigênio disponível no 

planeta. Além de possuírem grande diversidade de nutrientes na sua composição, também 

apresentam componentes que podem ser aplicados em diferentes setores para a obtenção de 

produtos que tragam benefícios ou melhorem o bem-estar humano, como na indústria de 

alimentos, graças ao seu rico conteúdo de proteínas e carboidratos, e na indústria farmacêutica, 

por suas atividades antioxidantes já previamente elucidadas na literatura (MARINHO et al., 

2019). 

 Atualmente, o desenvolvimento e a utilização de tecnologias sustentáveis estão atraindo 

mais atenção no mundo devido ao crescimento populacional e à grande demanda energética, ao 

esgotamento das reservas de combustíveis fósseis, ao aquecimento global e à deterioração do 

meio ambiente (LAKSHMI et al., 2020). As algas são capazes de utilizar luz solar com alta 

eficiência, o que pode resultar em um aumento da biomassa e uma maior assimilação de dióxido 

de carbono (CO2). Em comparação à biomassa terrestre, as algas apresentam um maior 

potencial de remediação de CO2 presente na atmosfera e é capaz de transformar esse composto 

e assimilá-lo na forma de lipídios, carboidratos e outras biomoléculas que podem ser usadas 

para a produção de energia renovável (JOHN et al., 2011). 

  As algas contêm vários compostos químicos bioativos e metabólitos secundários que 

podem ser empregados nas indústrias farmacêutica e nutracêutica, de cosméticos, de 

fertilizantes e em setores alimentícios. Fibras alimentares, antioxidantes, aminoácidos vitais, 

vitaminas, ácidos graxos poliinsaturados e minerais são abundantes na sua composição e podem 

ser utilizados em diversos aspectos. As algas marinhas são as principais fontes de ágar, 

carragenana e alginato, que são substâncias de grande interesse comercial (PRADHAN et al., 

2022). Além disso, são uma excelente matéria-prima para a produção de biocombustíveis e são 

uma importante fonte de produtos químicos de alto valor, como ácidos graxos poliinsaturados, 

carotenóides, ficobilinas e polissacarídeos (LAKSHMI et al., 2020). 
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 A utilização de macroalgas como matéria-prima para a produção de produtos de 

interesse comercial oferece várias vantagens em comparação com a utilização de matérias-

primas de biomassa de primeira e segunda geração, como as lignocelulósicas. Por exemplo, as 

algas marinhas possuem um alto teor de polissacarídeos estruturais e baixos teores de lignina, 

características que contribuem para a geração de carboidratos fermentescíveis após hidrólise 

ácida com baixos teores de ácido, tempo e temperatura (ALBUQUERQUE et al., 2021).  

 Desta forma, as macroalgas marinhas são consideradas uma excelente matéria-prima 

com um grande potencial de fornecer nutrientes para a multiplicação de microrganismos que 

podem servir como biofábricas para a produção de substâncias de alto valor agregado e que 

sejam de interesse para a indústria (JOHN et al., 2011).   

 

1.1.1 Composição bioquímica das macroalgas 

 

 Atualmente, apenas uma minoria das espécies conhecidas de algas marinhas é cultivada, 

e o conhecimento acerca da composição bioquímica de grande parte dessas espécies ainda é 

escasso. Além disso, estudos mostraram variação significativa na composição da biomassa 

intraespécies dependendo de fatores abióticos como luz, temperatura, minerais ou estação do 

ano, muitos dos quais dependem de onde, geograficamente, a alga vem crescendo. Assim, 

espécies adequadas para a produção futura de biomassa de algas marinhas podem diferir de 

lugar para lugar, e o conhecimento local é necessário para avaliar as espécies potenciais em 

uma base regional (OLSSON et al., 2020). 

 A capacidade de extrair componentes e gerar produtos de forma eficiente para diferentes 

aplicações da biomassa de algas marinhas tem sido amplamente vista como relacionada à 

composição das espécies (HARRYSSON et al., 2018). As algas marinhas contêm carboidratos, 

proteínas, lipídios e cinzas como seus principais constituintes. Em geral, um alto teor de 

carboidratos é necessário para utilização em processos de fermentação, assumindo que os 

polissacarídeos podem ser quebrados em açúcares fermentescíveis mais simples (OLSSON et 

al., 2020). 

 A costa brasileira possui uma grande diversidade de espécies de algas vermelhas 

(Rhodophytas), e dentre elas está a espécie Solieria filiformis (Gigartinales, Solieriaceae), que 

é abundante na região do nordeste (DE CASTRO et al., 2017). De acordo com o trabalho 
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realizado por De Castro et al., 2017, o conteúdo de carboidratos na composição da macroalga 

S. filiformis é de cerca de 65,8 %, o que torna a sua biomassa promissora para a obtenção de 

açúcares fermentescíveis a partir da quebra dos polissacarídeos disponíveis, e demonstra seu 

potencial como substrato para a produção de compostos químicos de alto valor agregado por 

bioconversão. Como é demonstrado na Tabela 1, quando comparada às outras algas vermelhas 

em questão, S. filiformis apresenta um dos maiores conteúdos de carboidratos na sua 

composição. Além disso, é uma macroalga adaptada ao clima tropical, é facilmente cultivada 

no litoral cearense, e é um recurso renovável de fácil obtenção em grandes quantidades, que são 

fatores-chave para a escolha da sua utilização no presente trabalho. 

 

Tabela 1 – Composição bioquímica das algas vermelhas 

Espécies 
Carboidratos 

(%) 

Proteínas 

(%) 

Lipídios 

(%) 

Cinzas 

(%) 

Umidade 

(%) 
Referência 

Solieria filiformis 65,8 9,6 1,7 15,9 7,0 De Castro et al., 2017 

Kappaphycus alvarezii 63,7 - - 21,3 13,3 
Hargreaves et al., 

2013 

K. alvarezii 73,7 5,1 1,0 14,5 4,7 

Sjamsiah, Ramli, 

Daik, Yarmo & 

Ajdari, 2013 

Gracilaria gracilis 46,6 20,2 0,6 24,8 8,0 
Rodrigues et al., 

2015 

Hypnea musciformis 54,2 17,2 0,33 14,1 14,1 Carneiro et al., 2014 

S. filiformis 49,2 20,3 0,34 15,1 15,1 Carneiro et al., 2014 

G. cervicornis 63,1 19,7 0,4 10,5 14,6 
Marinho-Soriano et 

al., 2006 

H. charoides 57,3 18,4 1,5 22,8 10,9 
Wong & Cheung, 

2000 

H. japonica 57,5 19,0 1,4 22,1 9,9 
Wong & Cheung, 

2000 

Grateloupia turuturu 60,4 22,9 2,6 18,5 - Denis et al., 2010 

G. turuturu 43,2 22,5 2,2 20,5 11,7 
Rodrigues et al., 

2015 

Eucheuma cottonii 32,5 9,7 1,1 46,1 10,5 

Matanjun, Mohamed, 

Mustapha & 

Muhammed, 2009 
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Fonte: Adaptado de De Castro et al., 2017. 

 

1.2 Biorrefinaria de macroalgas como alternativa para a produção de biomoléculas  

 

 O interesse na biorrefinaria de macroalgas está aumentando para resolver as 

desvantagens ambientais e econômicas da biorrefinaria de biomassa terrestre, assim sendo, as 

biorrefinarias de macroalgas marinhas ainda não são tecnologias maduras. A vantagem mais 

significativa da alga é que ela não contém partes distintas geralmente encontradas em plantas 

terrestres; portanto, a alga inteira pode ser usada como biomassa (NAKHATE et al., 2021). 

Devido à composição diferente da biomassa terrestre e de algas marinhas, as tecnologias 

propostas para uma não podem ser aplicadas diretamente à outra, e novos desenvolvimentos 

precisam ser explorados para a utilização de macroalgas (ÁLVAREZ-VIÑAS et al., 2019). 

Comparadas às matérias-primas lignocelulósicas, as macroalgas são potencialmente mais 

adequadas para processos de biorrefinaria devido aos seus grandes rendimentos de biomassa, 

taxas de crescimento rápido e ausência de requisitos de terra terrestre para cultivo (ADAMS et 

al., 2011). A falta de uma estrutura lignocelulósica recalcitrante implica que bioprocessos com 

menos gastos energéticos podem ser aplicados para recuperar bioprodutos de alto valor e 

interesse comercial (KOSTAS et al., 2021). 

 Nas indústrias, o custo total de produção de enzimas é alto e o meio de crescimento 

corresponde a cerca de 30 a 40 % do custo de produção. Reduzir o custo de produção de enzimas 

pela otimização do meio de fermentação e dos parâmetros do processo é o principal objetivo da 

pesquisa básica para aplicações industriais (HAKIM et al., 2018). Apesar de ser uma alternativa 

promissora para a produção de biomoléculas, o custo de produção de compostos de algas 

marinhas ainda é alto. A extração de muitos compostos ao mesmo tempo ou sucessivamente 

       

Espécies 
Carboidratos 

(%) 

Proteínas 

(%) 

Lipídios 

(%) 

Cinzas 

(%) 

Umidade 

(%) 
Referência 

Osmundea pinnatifida 32,4 23,8 0,9 30,6 11,8 
Rodrigues et al., 

2015 

Gelidium amansii 67,3 15,6 0,0 5,7 11,4 

Park et al., 2014 

 

 

G. amansii 62,8 18,1 0,2 7,3 - Cho et al., 2014 

(-) Não determinada       
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em um conceito de biorrefinaria poderia compensar esse fato. Uma abordagem integrada de 

biorrefinaria sustentável facilita a extração de muitos produtos químicos da mesma biomassa, 

maximizando seu valor e gerando menos resíduos por meio de uma sucessão de etapas de 

extração (PEÑUELA et al., 2021).  

 

1.3 Hidrólise ácida da biomassa de macroalgas vermelhas 

 

 As algas vermelhas têm atraído a atenção de pesquisadores por apresentarem em sua 

composição uma grande quantidade de carboidratos que são facilmente hidrolisados gerando 

compostos de alto valor agregado ou que podem ser usados em processos fermentativos 

(ALBUQUERQUE, 2021; GREETHAM, 2020; DE CASTRO, 2017; JANG, 2012). O 

potencial econômico em termos de custo de extração e purificação dos monossacarídeos 

liberados pela hidrólise ácida de macroalgas é maior quando comparado com microalgas e 

plantas terrestres (PLIEGO-CORTÉS et al., 2019). 

 A biomassa de macroalgas apresenta galactanas na sua composição, que são polímeros 

homogêneos com unidades alternadas de 3⟶β-D-galactose e 4⟶α-D-galactose ou 3,6-anidro-

α-D-galactose, geralmente sulfatados em posições específicas. Após a hidrólise, as algas 

vermelhas geram dois monossacarídeos principais, a glicose, derivada da celulose e do amido, 

e a galactose (das galactanas) que são posteriormente fermentadas (YANAGISAWA et al., 

2011). Os monossacarídeos gerados após hidrólise podem ser usados para o cultivo de 

microrganismos, como B. subtilis, para a produção de biomoléculas de interesse comercial. 

 Nas biomassas lignocelulósicas, o pré-tratamento é essencial para tornar as 

biomoléculas constituintes (carboidratos, lipídios e proteínas) mais acessíveis às etapas 

subsequentes do bioprocessamento. O principal objetivo do tratamento é reduzir a recalcitrância 

da biomassa, abrindo a matriz complexa de carboidratos e lignina, despolimerizar lignina e 

hemicelulose e aumentar a área superficial (ZHANG et al., 2022). Em comparação com a 

biomassa terrestre lignocelulósica, as algas marinhas são caracterizadas por nenhuma ou baixa 

quantidade de lignina. Assim, a degradação ou remoção de lignina não é necessária para algas 

marinhas, o que simplifica ainda mais o processo de conversão de carboidratos contidos na 

biomassa marinha em produtos químicos (RAJAK et al., 2020). 
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1.4 Bacillus subtilis como biofábrica de enzimas 

 

 O uso de microrganismos em processos de fermentação, bioprodução e 

biotransformação tem uma longa história e, recentemente, se desenvolveu radicalmente devido 

aos avanços tecnológicos na triagem, cultivo e engenharia genética de várias linhagens de 

microrganismos (PARK et al., 2020). Nos processos biotecnológicos, a diversidade de 

microrganismos é estudada e diferentes reações metabólicas são intituladas como um potencial 

repositório que é direcionado à obtenção de produtos desejáveis (REKIK et al., 2019). 

 Dentre os microrganismos amplamente utilizados em pesquisa científica, Bacillus 

subtilis faz parte do grupo de organismos que se destacam devido às suas propriedades. É o 

organismo modelo mais bem estudado da linhagem gram-positiva, e que apresenta uma caixa 

de ferramentas genéticas considerada extremamente poderosa, além de ser de fácil cultivo e 

apresentar um rápido crescimento (ERRINGTON & AART, 2020). É uma bactéria bem 

conhecida por formar esporos. Bactérias gram-positivas são conhecidas por apresentarem a 

capacidade de sobreviver em condições de alta temperatura e baixo pH, e tolerância a altas 

concentrações de açúcar, sal e etanol (MALEKI et al., 2021).  

 B. subtilis é uma espécie geralmente reconhecida como segura (GRAS – Generally 

Recognized As Safe) que tem sido intensamente estudada e utilizada para a produção de uma 

variedade de produtos bioquímicos. Esse microrganismo pode metabolizar uma vasta gama de 

substratos que variam de glicose a matérias-primas de carbono, como alimentos, celulose e 

resíduos agrícolas. A ausência de uma membrana externa e vias de secreção bem caracterizadas 

facilita a realocação eficiente de proteínas para o espaço extracelular. Graças a essas 

características, esse microrganismo tem sido uma das fábricas celulares mais poderosas para a 

produção extracelular de enzimas e peptídeos (PARK et al., 2021). 

 B. subtilis é uma das bactérias mais importantes comercialmente, e é amplamente 

utilizada para a produção de uma variedade de metabólitos (vitaminas, aminoácidos e 

antibióticos) e enzimas industriais. Os membros do grupo deste microrganismo estão 

amplamente distribuídos no solo, onde ajudam a reciclar carbono e nitrogênio através da 

produção e secreção de hidrolases, como proteases, amilases e celulases (HARWOOD et al., 

2018). Podem ser aplicados na produção de novas vacinas e drogas terapêuticas pela sua 

capacidade de produção de proteínas recombinantes (WESTERS et al., 2004); na produção de 
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alimentos fermentados (KIMURA et al., 2019); e na indústria têxtil, pela sua capacidade de 

produção de pectinases (ALQAHTANI et al., 2022). 

 Bacillus subtilis pode degradar ou usar carboidratos e proteínas como fonte de energia 

para seu próprio metabolismo durante a fermentação. Após a hidrólise ácida, estão disponíveis 

para consumo do microrganismo tanto glicose quanto galactose, que servirão como fonte de 

carbono ao longo do processo fermentativo. B. subtilis é capaz de consumir esses dois 

monossacarídeos durante a fermentação, e após a glicose ser consumida até certo nível, a 

galactose pode ser utilizada como fonte auxiliar de carbono (CHEN et al., 2022). 

 Outros componentes do meio de cultivo, além dos açúcares, influenciam no crescimento 

bacteriano. Extrato de levedura, peptona e triptona são acrescentadas ao meio para servirem 

como fontes orgânicas de nitrogênio para B. subtilis, e são compostos que influenciam maior 

produção de enzimas (SAHOO et al., 2020). Além disso, a adição de sais inorgânicos no meio, 

como Na+, Mg2+, K+, podem influenciar a formação de esporos (TIAN et al., 2022). Desta forma, 

a composição do meio é um fator-chave para a produção de enzimas e deve ser formulada em 

condições ótimas para o crescimento do microrganismo. 

 Graças às propriedades anteriormente mencionadas, B. subtilis é considerado um 

microrganismo adequado para a produção de enzimas a partir de diferentes substratos, o que 

torna viável a sua aplicação no desenvolvimento do presente trabalho.  

 

1.5 Enzimas e suas aplicações na indústria 

 

 As enzimas são utilizadas industrialmente para diversas finalidades por serem 

ambientalmente amigáveis, eficientes, seletivas e por serem capazes de acelerar reações 

(REKIK et al., 2019). Entre todas as enzimas obtidas de diferentes organismos, as enzimas 

microbianas são as mais favorecidas. Para fins industriais e tecnologia de DNA recombinante, 

as enzimas microbianas são altamente confiáveis (FAROOQ et al., 2021). Dentre as enzimas 

de interesse comercial, podem ser citadas as proteases e as celulases, que são amplamente 

abordadas na literatura quanto aos seus mecanismos de ação, tecnologias de produção e suas 

diversas aplicações. 
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1.5.1 Proteases 

 

 Proteases (EC:  3.4.21–24) são enzimas capazes de clivar ligações peptídicas entre 

resíduos de aminoácidos de outras proteínas, e são consideradas um dos grupos mais 

importantes de enzimas industriais, sendo responsáveis por mais de 65 % das vendas totais de 

enzimas ao redor do mundo (HAKIM et al., 2018). São classificadas com base no seu 

mecanismo de ação, e são divididas em quatro categorias: proteases alcalinas, proteases ácidas, 

cisteíno proteases e metaloproteases (RAO et al., 1998). 

 Historicamente, as proteases foram isoladas, purificadas e identificadas em organismos 

vivos e em bactérias. Os microrganismos são uma boa fonte de proteases devido a uma série de 

vantagens, como a ampla diversidade bioquímica, o rápido crescimento e o espaço limitado 

necessário para o cultivo celular. Recentemente, a maioria dos processos industriais são 

realizados em condições adversas, onde as enzimas são instáveis sob temperaturas 

extremamente altas, pH alto ou baixo, alta concentração de solventes orgânicos e detergentes, 

mas apenas uma classe limitada de proteases é reconhecida como recurso comercial (SI et al., 

2018). 

 Dentre o grupo de proteases comercialmente importantes estão as proteases alcalinas, 

que apresentam aplicação em diversos setores industriais, como: detergentes, couro, 

farmacêutica, processamento de proteínas, alimentos, reagentes de diagnóstico, processamento 

de soja, síntese de peptídeos e tratamento de resíduos (HAKIM et al., 2018). Essas proteases se 

mostraram adequadas ao uso industrial principalmente por conta da sua alta estabilidade e 

atividade sob condições severas, bem como suas habilidades para hidrolisar vários substratos 

proteicos (REKIK et al., 2019). 

 

1.5.2 Celulases 

  

 As celulases (EC:  3.2.1.4) são complexos enzimáticos compostos por três enzimas: 

endoglucanases, exoglucanases e β-glucosidases. As enzimas endoglucanases clivam as 

ligações glicosídicas β-1,4 presentes nos polímeros de celulose e as convertem em polímeros 

com menor grau de polimerização, como a celotriose e a celobiose, que são então decompostas 
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por hidrólise em monossacarídeos simples de glicose pelas enzimas β-glucosidases (RAJNISH 

et al., 2021). 

 Animais, plantas e microrganismos podem ser fontes ou produtores de celulases. No 

entanto, a produção de enzimas industriais geralmente é realizada por microrganismos 

(ZHANG et al., 2013). A produção industrial de celulases destina-se a diversas aplicações, 

como para a indústria de papel e celulose, reciclagem de papel e destintagem; extração e 

clarificação de sucos; aditivos para a indústria alimentícia; ração animal; decomposição de 

resíduos para melhoria da fertilidade do solo, e o desenvolvimento de bioetanol celulósico 

(SIQUEIRA et al., 2020). 

 Atualmente, a demanda comercial de celulases é atendida pela sua produção através da 

fermentação submersa (SmF). No entanto, a produção de celulase via SmF é dispendiosa, 

porque este processo requer utilização de quantidade excessiva de água, condições assépticas 

estritas, juntamente com processamento down-stream que consome muita energia como, por 

exemplo, a purificação da enzima (SRIVASTAVA et al., 2021). Desta forma, processos que 

apresentem um menor consumo de energia e de recursos, e que possam usar biomassas 

alternativas como substrato, são desejáveis para a ampla produção dessas enzimas.  

 Tendo em vista os assuntos abordados anteriormente, o presente trabalho foi 

desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Biotecnologia de Algas e Bioprocessos 

(BioAP) da Universidade Federal do Ceará (UFC), com base nos trabalhos de De Castro et al. 

(2017) e Albuquerque et al. (2021) e no potencial relatado de utilização de biomassa algácea 

para a produção de biomoléculas.
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 Promover o crescimento bacteriano de Bacillus subtilis ATCC 6633 utilizando 

como fonte de carbono, açúcares redutores provenientes da hidrólise ácida da biomassa 

úmida de Solieria filiformis e avaliar as enzimas secretadas no meio. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Hidrolisar a biomassa de S. filiformis em meio ácido; 

• Determinar os teores de açúcares redutores, carboidratos totais e proteínas do 

hidrolisado obtido; 

• Formular o meio de cultura para promover o crescimento bacteriano de B. subtilis 

ATCC 6633 utilizando o hidrolisado como fonte de açúcares; 

• Obter um extrato enzimático por meio da fermentação do hidrolisado; 

• Quantificar as enzimas do extrato enzimático obtido. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Material Biológico 

 

3.1.1 Solieria filiformis 

 

 A macroalga vermelha Solieria filiformis (Kützing) P.W. Gabrielson foi colhida 

em agosto de 2022, aproximadamente a 200 metros da costa, cultivada pelo método long-

line no mar da praia de Flecheiras, município de Trairi, Ceará, Brasil (03°13’06” S – 

39°16’47” W), pela Associação de Produtores de Algas de Flecheiras e Guajiru (APAFG) 

em parceria com o Laboratório de Biotecnologia de Algas e Bioprocessos (BioAP) 

localizado na Universidade Federal do Ceará (UFC) – Campus do Pici Prof. Prisco 

Bezerra, no Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular (DBBM), SisGen: 

A41C95F. A macroalga foi levada em sacos plásticos para o laboratório, onde foram 

lavadas com água corrente para retirada de epífitas, incrustantes, sal e grãos de areia, e, 

posteriormente, com água destilada. Em seguida, foram armazenadas a -20 ºC até sua 

utilização. 

 

3.1.2 Bacillus subtilis ATCC 6633 

 

 A bactéria Bacillus subtilis ATCC 6633 foi obtida da coleção de culturas do 

Laboratório de Toxinas Vegetais (LABTOX) do Departamento de Bioquímica e Biologia 

Molecular (DBBM) da Universidade Federal do Ceará (UFC), foi estocada em solução 

de glicerol 20 % no freezer a 20 ºC e, posteriormente, foi reativada em caldo nutritivo 

(5,0 g de peptona, 5,0 g de triptona; 5,0 g de cloreto de sódio (NaCl); 2,5 g de extrato de 

levedura e 10,0 g de glucose anidra por litro de meio) e incubada (incubadora Tecnal®, 

modelo TE-420) a 37 °C, 150 rpm por 24 h. 
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3.2 Hidrólise ácido-térmica da biomassa algácea 

 

 A hidrólise ácido-térmica da macroalga úmida triturada foi realizada em 

erlenmeyer de 500 mL utilizando a concentração de 50 g/L (De Castro et al., 2017), à 

concentração final de H2SO4 0,5 M. O tempo de hidrólise foi de 20 min à temperatura de 

121 °C em autoclave. 

 Em seguida, o homogenato foi filtrado a vácuo em tecido de nylon e o restante da 

solução foi neutralizada com Ca(OH)2. Após nova filtração a vácuo em papel filtro, o 

precipitado insolúvel (CaSO4) foi retirado, e o pH da fase líquida foi ajustado para 7,0 

com auxílio de medidor de pH mPA210 (MS Tecnopon Instrumentação®), e 

posteriormente foram retiradas amostras para a realização de quantificação de açúcares 

redutores totais, de carboidratos totais e de proteínas solúveis em triplicata. 

 

3.2.1 Determinação de carboidratos totais 

 

 A determinação de carboidratos totais do hidrolisado foi realizada pelo método 

espectrofotométrico H2SO4 – UV (ALBALAMESH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013), 

onde uma alíquota de 1 mL da solução de carboidratos diluída na proporção 1:1000 foi 

misturada com 3 mL de ácido sulfúrico concentrado em um tubo de ensaio e agitada em 

vórtex por 30 segundos. A temperatura da mistura subiu rapidamente dentro de 10 a 15 

segundos após a adição do ácido. Então, a solução foi resfriada em temperatura ambiente. 

Por fim, foi medida a absorção de luz UV em espectrofotômetro UV-VIS a 315 nm. A 

determinação de carboidratos foi realizada utilizando uma curva padrão com 

concentrações conhecidas de D-glucose para a determinação do fator de concentração em 

gramas por litro (g/L). Os ensaios foram realizados em triplicata. O cálculo da 

concentração de carboidratos foi realizado com base na seguinte equação: 

[C] = Abs x F x D 

Onde: 

[C] = concentração de carboidratos (g/L) 
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Abs = média das absorbâncias lidas 

F = fator de concentração 

D = recíproca do fator de diluição da amostra 

 

3.2.2 Quantificação de açúcares redutores totais 

 

 A quantificação de açúcares redutores no hidrolisado foi realizada segundo o 

método DNS (MILLER, 1959), que quantifica açúcares redutores totais (ART) pela 

oxidação do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), a partir de 100 µL de amostra diluída na 

proporção 1:100, usando uma curva padrão com concentrações conhecidas de D-glucose 

como padrão redutor e leituras das absorbâncias realizadas na região do visível a 540 nm 

em espectrofotômetro. Os ensaios foram realizados em triplicata. O cálculo da 

concentração de ART foi realizado com base na seguinte equação: 

[ART] = Abs x F x D 

Onde: 

[ART] = concentração de carboidratos (g/L) 

Abs = média das absorbâncias lidas 

F = fator de concentração 

D = recíproca do fator de diluição da amostra 

 

3.2.3 Quantificação de proteínas solúveis 

 

 A dosagem de proteínas solúveis no hidrolisado foi realizada pelo método de 

Bradford (1976), que é baseado na interação entre o corante Coomassie Brilliant Blue G-

250 (Sigma) e as macromoléculas de proteínas que contém os aminoácidos de cadeias 

laterais básicas ou aromáticas (cadeias polipeptídicas). Na reação, 100 µL de amostra 

foram adicionados a dois tubos de ensaio, um contendo 2,5 mL da solução de Bradford e 
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outro contendo 2,5 mL de água deionizada. O branco foi preparado utilizando 100 µL de 

água deionizada e 2,5 mL da solução de Bradford. Os tubos foram, então, agitados em 

vórtex por 10 s e a reação ocorreu ao longo de 15 min. Foram realizadas leituras em 

espectrofotômetro UV-VIS a 595 nm utilizando cubetas de plástico.  

 

3.3 Formulação dos meios de cultura para crescimento bacteriano 

 

 O hidrolisado neutralizado foi ajustado para a concentração de 8 g/L de ART para 

servir principalmente como fonte de carbono no processo de fermentação e foram 

adicionados componentes para auxílio do crescimento do microrganismo (5,0 g de 

peptona, 5,0 g de triptona, 5,0 g de cloreto de sódio e 2,5 g de extrato de levedura por 

litro de meio) para formulação dos meios de cultura bacteriana. Em seguida, o meio 

formulado foi testado nas formas não diluída (HID), diluída (H1:1) com NaCl 0,15 M na 

proporção 1:1 (v/v). O meio controle foi caldo nutritivo (CNglic) utilizando D-glicose na 

concentração de 8 g/L. Todos os meios de cultivo foram esterilizados por calor úmido em 

autoclave com temperatura de 121 ºC, 1,0 atm por 15 min. 

 

3.4 Produção do crescimento bacteriano de Bacillus subtilis no hidrolisado ácido de 

S. filiformis 

 

 O inóculo foi obtido em CNglic segundo composição mostrada no item 3.3 após 

cultivo durante 24 h sob agitação orbital constante (150 rpm) a 37 ºC para promover o 

crescimento do B. subtilis ATCC 6633. A densidade óptica (DO) foi medida em 

espectrofotômetro a 600 nm. A DO do inóculo foi estabelecida em 2,0.  

 O crescimento bacteriano de B. subtilis foi realizado nos meios HID, H1:1 e CNglic 

em frascos erlenmeyer com volume de 250 mL, onde 90 mL dos meios foram adicionados 

e inoculados com 10 mL do inóculo, encerrando em um volume final de 100 mL. Os 

ensaios foram realizados em duplicatas. O tempo de cultivo foi de 72 h a 37 ºC sob 

agitação de 150 rpm em incubadora Tecnal®, modelo TE-420. Alíquotas de 1,5 mL foram 
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retiradas em intervalos de 2 horas nas primeiras 12 horas de cada dia de cultivo, e foram 

armazenadas a 5 ºC até a sua utilização para contagem de células viáveis. 

 

3.5   Contagem de células viáveis e obtenção do extrato enzimático 

   

 A contagem de células foi realizada em meio Plate Count Agar (pH 7.0) 

autoclavado a 121 ºC por 15 min. Placas de Petri estéreis foram divididas em quatro 

quadrantes, e em cada quadrante foram inoculadas triplicatas de 15 µL das alíquotas dos 

meios de cultivo bacteriano. As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37 ºC 

por 24 h para crescimento das colônias, que foram contadas em contador de colônias 

IONLAB®, modelo CC150. A concentração bacteriana em cada alíquota foi expressa em 

UFC/mL.  

 Após centrifugação a 8.000 xg 4 ºC por 10 min para a separação das células 

bacterianas, o sobrenadante foi retirado, denominado extrato enzimático e armazenado 

em microtubos de 2 mL a 5 ºC para posterior utilização em testes de atividade proteolítica 

e celulolítica. 

 

3.6 Cálculo dos parâmetros cinéticos de crescimento bacteriano 

  

 Após a contagem de células, os parâmetros cinéticos do crescimento microbiano 

foram calculados com auxílio do software MicrosoftExcel de acordo com as equações 

demonstradas abaixo: 

 

(I) 𝑉𝑥 =  
∆ 𝑋

∆ 𝑡
=

𝑋0−𝑋

∆𝑡
  

(II)  µ =  
𝑑𝑋(∆𝑋)

𝑑𝑡(∆𝑡)
 𝑥 

1

𝑋
=  

𝑉𝑥

𝑋
 

(III) 𝑘 =  
𝑙𝑛2

𝑔
 

(IV) 𝑔 =  
𝑡

𝑛
 

(V) 𝑛 = 3,3 𝑥 (log 𝑁 − log 𝑁0) 
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onde: 

Vx = velocidade média de crescimento bacteriano para um intervalo específico 

(UFC/mL.h) 

t = tempo de cultivo (h) 

µ = velocidade específica de crescimento bacteriano (h-1) 

X = concentração bacteriana (UFC/mL) 

N = número de células bacterianas (UFC) 

N0 = número de células bacterianas no início do cultivo (UFC) 

n = número de gerações da população bacteriana 

g = tempo de geração da população bacteriana (h) 

k = constante de taxa de crescimento 

 

3.7 Atividades enzimáticas 

 

3.7.1 Proteolítica  

  

 A determinação da atividade proteolítica do extrato enzimático foi realizada 

utilizando o substrato azocaseína (Charney e Tomarelli, 1947), na qual 100 µL de cada 

amostra foram misturados em microtubos com 100 µL de tampão Tris-HCl 0,1 M com 

pH 9.0, e com 100 µL de uma solução de azocaseína de concentração 10 mg/mL. A 

solução foi incubada em banho-maria a 37 °C por 30 min. Posteriormente, foram 

adicionados 500 µL de ácido tricloroacético (TCA) 10 % (m/v) para parar a reação. Os 

microtubos foram centrifugados por 5 minutos a 9.900 xg. Foi retirado 200 µL dos 

sobrenadantes obtidos, que foram adicionados a 200 µL de NaOH 1,8 M. Os 

experimentos foram feitos em triplicata. O tubo branco foi preparado adicionando-se 

TCA 10 % antes do período de incubação. A leitura das amostras foi realizada em 
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espectrofotômetro UV-VIS a 420 nm, considerando uma unidade de atividade enzimática 

a quantidade de enzima necessária para aumentar a absorbância em 0,01 sob as condições 

do experimento. 

 

3.7.2 Celulolítica (CMCase) 

 

 A atividade celulolítica foi determinada no extrato enzimático pela concentração 

de grupos com extremidades redutoras em uma solução de carboximetilcelulose (CMC). 

Para o experimento, foi dissolvido 0,5 mL de solução de CMC 1,0 % (p/v) em tampão 

Tris-HCl (0,1 M, pH 9.0) e foi adicionado 200 µL do extrato enzimático. A solução final 

foi incubada a 50 °C por 60 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200 µL de DNS 

para paralisar a atividade enzimática. Os tubos foram fervidos em banho-maria por 5 min 

para o desenvolvimento da cor. Por fim, taxa de produção de açúcares redutores foi 

determinada por leituras em espectrofotômetro UV-VIS a 540 nm. Uma curva de D-

glucose foi utilizada como padrão. Os tubos brancos de reagente e enzima foram 

incubados simultaneamente com as amostras. 

 A unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima 

capaz de liberar 1 µmol de glicose por minuto de reação a 50 ºC. A atividade enzimática 

foi expressa em unidade de atividade enzimática por mililitro de solução (U/mL) e por 

miligrama de proteína (U/mgP). Os cálculos foram realizados de acordo com as seguintes 

equações (GHOSE, 1987): 

 

(I) 𝐸 =
𝐺𝐿𝐼𝐶

𝑉 𝑥 𝑇
 

(II) 𝐸𝑚𝑔𝑃 =
𝐸

𝐷𝑃
 

 

Onde: 

 

E = concentração de enzimas (mg/mL) 
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EmgP = concentração de enzimas por mg de proteína (U/mgP) 

GLIC = concentração de glicose produzida (mg/mL) 

DP = dosagem de proteínas na amostra (mg/mL) 

V = volume final da solução (mL) 

T = tempo de reação (min) 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Hidrólise ácido-térmica da biomassa algácea 

 

  A concentração de carboidratos totais observada no hidrolisado ácido térmico 

obtido a partir da biomassa de S. filiformis úmida foi de 76,58 %. A porcentagem de 

carboidratos no hidrolisado obtido no presente trabalho foi semelhante ao valor relatado 

para a biomassa da alga Kapphaphycus alvarezii, 72,65 % (SUNWOO et al., 2020), que 

é uma das espécies de algas vermelhas mais importantes industrialmente, e é utilizada 

como referência em processos de biorrefinaria devido a sua composição bioquímica 

(RUDKE et al., 2020). Nas algas, a abundância e a composição dos carboidratos variam 

entre as espécies; dentro do filo Rhodophyta, normalmente são encontrados amido, 

celulose, xilana e manana (FREITAS et al., 2022). Esses polissacarídeos são facilmente 

dissolvidos e hidrolisados quando tratados com soluções ácidas, e a grande quantidade de 

carboidratos relatada indica que a biomassa de Solieria filiformis é promissora para a 

obtenção de açúcares. 

 A hidrólise ácida da biomassa triturada de S. filiformis gerou um total de 24,943 

± 3,21 g/L de açúcares redutores totais (ART) nas condições estabelecidas. Essa 

concentração corrobora com os valores encontrados na literatura acerca da hidrólise da 

biomassa de outras algas (Tabela 2), e demonstra que a realização da hidrólise em baixas 

concentrações de ácido e biomassa também possibilita a obtenção de um teor de ART 

semelhante ou maior do que os teores observados em outras espécies de algas. De Castro 

et al. (2017) obteve um total de monossacarídeos de 18,1 g/L a partir da biomassa de S. 

filiformis hidrolisada utilizando os mesmos parâmetros do presente trabalho (50 g/L, 121 

ºC, 20 min, H2SO4 0,5 M). Essa diferença nos teores de ART obtidos em ambos os 

trabalhos pode ser explicada pela diferença na composição da alga, que varia de acordo 

com a fatores abióticos como luz, temperatura, minerais ou estação do ano. Esses fatores 

podem resultar em uma biomassa com uma concentração menor ou maior de 

polissacarídeos hidrolisáveis, o que impacta diretamente na concentração de ART que 

podem ser gerados no processo de hidrólise mesmo que sejam utilizados os mesmos 

parâmetros. 
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Tabela 2 - Concentração de açúcares obtida a partir da hidrólise ácida com ácido 

sulfúrico de diferentes espécies de algas em condições de hidrólise variáveis 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 Kim et al. (2022) obteve uma concentração de 24,4 g/L de açúcares a partir da 

hidrólise de 100 g/L da biomassa de Gelidium amansii nas condições H2SO4 0,05 M, 10 

min, 180 ºC. Apesar da utilização de uma concentração de biomassa maior e de 

temperatura mais severa, o teor obtido de açucares foi semelhante ao do presente trabalho. 

Isso pode ser explicado tanto pela composição bioquímica da alga utilizada, que é variável 

entre as espécies e seu local de cultivo, quanto pela concentração de ácido e pelo curto 

 

 

Alga 

 

 

Biomassa 

(g/L) 

 

Concentração 

de H2SO4  

(M)  

 

Tempo de 

Hidrólise  

(min) 

 

 

Temperatura 

(°C) 

 

 

Concentração de 

Açúcares (g/L) 

 

 

Referência 

Solieria filiformis 50,0 0,5  20 121  24,9 Presente 

trabalho 

S. filiformis 50,0 0,5  20  121 18,1 De Castro et 

al., 2017 

Chlorella sp. 100,0  0,5  30 121 46,0 Khomlaem et 

al., 2020 

C. vulgaris 60,0 1,0  60 90 7,1 Megawati et 

al., 2022 

Gracilaria birdiae 200,0 2,0  30 121 52,85 Albuquerque 

et al., 2021 

G. birdiae 200,0 2,0  10 121 57,48 Albuquerque 

et al., 2021 

Kappaphycus alvarezii 100,0 0,2  15 130 38,4 Meinita et al., 

2012 

K. alvarezii 20,0 0,1 15 121 14,1 Sudhakar et 

al., 2022 

Gelidium amansii 80,0 0,091 45 121 25,5 Cho et al., 

2014 

G. amansii 100,0 0,05 10 180 24,4 Kim et al., 

2022 

G. amansii 100,0 0,1 10 180 12,4 Kim et al., 

2022 

Eucheuma denticulatum  200,0 0,1  10 160 51,4 Teh et al., 

2017 

E. denticulatum 55,0 0,1 25 120 27,9 Tong et al., 

2021 
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tempo de hidrólise. Como é demonstrado na literatura, a alga G. amansii apresenta um 

teor de carboidratos de 69,9 % da sua biomassa (KIM et al., 2022). Esses carboidratos, 

na sua maioria, são rapidamente convertidos em carboidratos de peso molecular menores 

quando em meio ácido, porém uma concentração maior de biomassa não assegura maior 

quantidade de açúcares pois, quando se é utilizada uma baixa concentração de ácido, a 

biomassa pode não ser totalmente hidrolisada por conta da baixa superfície de contato, o 

que resulta em uma menor ação do ácido sobre a biomassa da alga. Além disso, apesar de 

ser utilizada condição extrema de temperatura, a reação terá menos tempo para acontecer 

em um curto tempo de hidrólise. Dessa forma, mesmo com a utilização de maior biomassa, 

obtém-se um teor de açúcares semelhante ao obtido em trabalhos que utilizaram menores 

concentrações. 

 Albuquerque et al. (2021) realizou a hidrólise de 200,0 g/L da biomassa de 

Gracilaria birdiae nas condições H2SO4 2,0 M, 30 min, 121 ºC e apresentou uma 

concentração de 52,85 g/L de açúcares no hidrolisado obtido. Apesar de serem utilizados 

tempo de hidrólise e temperaturas iguais aos do presente trabalho, foi relatado um maior 

teor de açúcares utilizando esses parâmetros. Isso pode ser explicado pela maior ação do 

ácido ao se utilizar maiores concentrações de biomassa, o que gerou uma maior 

quantidade de açúcares redutores na solução hidrolisada. 

 Como demonstrado pela literatura, os resultados são variáveis e sensíveis aos 

parâmetros de hidrólise definidos. O presente trabalho selecionou os parâmetros ótimos 

de hidrólise definidos pelo trabalho de De Castro et al. (2017) para a obtenção de melhor 

teor de monossacarídeos no hidrolisado para a sua utilização em processos de 

fermentação. Desta forma, foi possível obter uma maior quantidade de açúcares redutores 

que a previamente reportada na literatura e demonstrar que o hidrolisado de S. filiformis 

apresenta em sua composição uma quantidade promissora de açúcares para sua utilização 

como fonte de carbono em processos fermentativos. 

 O teor de proteínas solúveis obtido no hidrolisado foi de 0,022 mg/mL. Um baixo 

teor de proteínas na solução é esperado após a hidrólise, e pode ser explicado pelos 

parâmetros em que a reação acontece, que são condições consideradas extremas para 

algumas proteínas. A hidrólise é realizada com ácido em altas temperaturas, fatores que 

podem resultar na desnaturação proteica, onde ocorrem mudanças na estrutura da proteína 

e fazer com que elas percam sua estrutura conformacional (ZHANG et al., 2021). Além 

disso, as proteínas podem precipitar quando em solução ácida, e a filtração realizada após 
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a hidrólise pode ser um dos fatores que resultaram no baixo teor de proteínas determinado. 

O baixo teor de proteínas presente no hidrolisado não afeta o objetivo do presente trabalho, 

mas demonstra que, para pesquisas em que a quantidade de proteínas influencie no 

resultado, o processo de hidrólise não é recomendado. 

 

4.2 Cinética de crescimento de B. subtilis ATCC 6633  

 

 As curvas de crescimento do microrganismo Bacillus subtilis ATCC 6633 nos 

meios hidrolisado diluído (H1:1), hidrolisado não diluído (HID) e meio padrão com glicose 

(CNglic) estão representadas no Gráfico 1. Uma cepa utilizada de B. subtilis apresentou 

em todos os meios uma fase lag de 10 horas, na qual as células bacterianas se adaptam 

para utilizar a fonte de carbono e os nutrientes disponíveis e iniciar o crescimento 

exponencial (SWINNEN et al., 2004). Nessa etapa do crescimento, houve apenas uma 

pequena variação no número de células presentes no meio. O resultado obtido indica que 

o microrganismo foi capaz de se adaptar aos meios H1:1 e HID melhor que no seu meio 

padrão, CNglic.  

 Fonte: Elaborado pela autora. 

 Os microrganismos presentes no meio HID iniciaram a fase estacionária do 

crescimento às 34 h de cultivo, onde o número de novos microrganismos é igual ao 

número de células que estão morrendo. Nesta mesma etapa de cultivo, o meio H1:1 se 
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apresenta de forma diferente, com densidades celulares menores, bem como velocidade 

de crescimento microbiano menor, não sendo possível afirmar que as células teriam 

entrado em fase estacionária nesse ponto do cultivo. Vale ressaltar que quando os 

nutrientes presentes no meio são consumidos, se inicia o estado de privação de nutrientes 

e são formadas células dormentes e inativas conhecidas como esporos (MOHSIN et al., 

2021). Apesar de seu período de dormência, esses esporos podem voltar à fase vegetativa 

do crescimento, retomando o crescimento celular (WEN et al., 2022). Desta forma, após 

o início do consumo da galactose, o microrganismo deixa o estado de dormência celular 

e volta a se multiplicar no meio.  

 No meio CNglic, B. subtilis ATCC 6633 não alcançou a fase estacionária. Como é 

demonstrado pela cinética de crescimento, a multiplicação bacteriana aconteceu mais 

lentamente, dada a menor inclinação da reta correspondente à fase log, quando comparada 

aos demais meios. Esses resultados indicam que, tanto no meio H1:1 quanto no meio CNglic, 

B. subtilis alcançou densidade ótica similares após 50 h de cultivo (1,7), sendo menor que 

no meio HID (2,1). Vale ressaltar que o meio HID apresenta o dobro da concentração de 

nutrientes e pode ter favorecido a multiplicação bacteriana apresentando após 50 h de 

cultivo uma densidade ótica maior. 

 No meio HID, o microrganismo apresentou um ciclo completo de crescimento no 

período de 72 horas. Isso indica que, neste meio, B. subtilis foi capaz de consumir 

totalmente carboidratos presentes no meio no período de cultivo. Às 54 horas de cultivo, 

o microrganismo alcançou o valor máximo de densidade ótica (absorbância a 600 nm = 

2,103) e se iniciou o período de morte celular. A observação completa do seu ciclo de 

crescimento indica que, dentre os três meios utilizados, o microrganismo se adaptou 

melhor ao meio HID (hidrolisado não diluído). 

 Amostras dos meios com maior crescimento celular (HID e H1:1) foram retiradas 

para a etapa de contagem de células em placa para a comparação do crescimento nos 

meios de cultivo. Como está demonstrado na Tabela 3, o microrganismo apresentou o 

mesmo perfil de crescimento em ambos os meios nos tempos selecionados.  
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Tabela 3 - Resultado da contagem de células das amostras dos meios H1:1 e HID e 

parâmetros cinéticos de crescimento de B. subtilis ATCC 6633 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 Nos meios H1:1 e HID, o decréscimo da constante de crescimento às 48 horas de 

cultivo sugeriu a condição adversa do meio para dar continuidade ao crescimento. O 

trabalho realizado por Chen et al. (2022) demonstrou a preferência do consumo de glicose 

por B. subtilis para fermentação de soja em meio contendo diferentes monossacarídeos: 

glicose, galactose, arabinose, ribose, ramnose e ácido glicurônico. De todos os 

monossacarídeos presentes no meio, a curva da glicose foi a que apresentou o maior 

declínio durante o processo fermentativo. Com base no fato apresentado, pode-se sugerir 

que o microrganismo teve crescimento reduzido pela quantidade reduzida de glicose no 

meio. O decréscimo da velocidade de crescimento às 72 horas de cultivo para µ = 0,014 

h-1 indicou o início da fase estacionária do crescimento. 

 O perfil de crescimento demonstrado pela Tabela 3 indicou que ambos os meios 

são igualmente apropriados para o cultivo e produção de biomassa de B. subtilis ATCC 

6633. No entanto, considerando-se a concentração dos componentes dos meios, o meio 

HID seria o mais apropriado para a produção de biomassa bacteriana, uma vez que a maior 

densidade ótica e a maior contagem de células viáveis foram obtidas nesse meio. 

 No meio HID, pode-se afirmar pela queda nos valores de absorbância que a 

velocidade de crescimento do microrganismo diminui por conta do início da fase 

estacionária e, após as 58 horas de cultivo, o início da fase de morte celular. Às 72 horas 

de cultivo é demonstrado que a concentração de células é reduzida de 4,17 x 1013 UFC/mL 

 

Amostra 

 

Tempo 

(h) 

Concentração de 

Microrganismos 

(UFC/mL) 

Absorbância 

Média 

 (600 nm) 

 

Vx 

 (UFC/mL.h) 

 

Tempo de 

Geração (h) 

 

µ (h-1) 

Constante de 

Taxa de 

Crescimento (k) 

 

 

H1:1 

0 2,80 x 106 0,245 ± 0,008 0 0 0 0 

24 5,02 x 109 1,117 ± 0,176 2,09 x 108 0,750 0,0 0,0217 

48 3,80 x 1013 1,565 ± 0,024 7,92 x 1011 1,071 0,091 0,0155 

72 8,67 x 1012 2,048 ± 0,334 1,20 x 1011 1,686 0,014 0,0162 

 

 

HID 

0 3,37 x 106 0,441 ± 0,025 0 0 0 0 

24 5,60 x 109 0,898 ± 0,122 2,33 x 108 0,746 0,0 0,0215 

48 4,17 x 1013 2,073 ± 0,025 8,69 x 1011 1,068 0,061 0,0154 

72 1,42 x 1013 1,874 ± 0,113 1,97 x 1011 1,659 0,014 0,0160 
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para 1,42 x 1013 UFC/mL, havendo também uma redução da velocidade de µ = 0,091 h-1 

para µ = 0,014 h-1. Essa redução no número de células e da velocidade de crescimento 

pode ser explicada pela continuidade da fase estacionária. Após essa etapa, ocorre um 

excesso de bactérias mortas e a redução do número de bactérias vivas, o que caracteriza 

o início da fase de morte celular. A capacidade de sobrevivência das bactérias depende 

de sua capacidade de formar esporos. Bactérias formadoras de esporos como o B. subtilis 

assumem a forma de esporos no último estágio (VEHAPI et al., 2022). Desta forma, pode-

se afirmar que a maior concentração de esporos no meio deve ser observada ao fim do 

cultivo. 

 A fase estacionária é o período onde os nutrientes presentes no meio já estão em 

quantidades limitantes e as células começam a esporular para se adaptarem às novas 

condições de cultivo. Nesta etapa e na fase de morte ocorre a liberação de conteúdo 

intracelular para o meio, o que indica que a quantidade de enzimas e outras biomoléculas 

produzidas no processo será maior ao fim da fermentação. Para a produção de enzimas, 

o meio HID se mostrou mais apropriado por apresentar todas as fases do crescimento 

bacteriano. Com base neste fato, as amostras selecionadas para os testes de atividade 

enzimática foram baseadas nos pontos da curva HID, que apresentou todas as fases de 

crescimento de B. subtilis ATCC 6633. Os pontos selecionados foram: tempos 0 (início 

do cultivo), 10 (antes do início da fase log), 24 (fase log), 48 (início da fase estacionária), 

58 (fase estacionária) e 72 (etapa de morte celular e fim do cultivo). 

 

4.3 Atividades enzimáticas 

 

4.3.1 Proteolítica 

 

 A atividade proteolítica dos extratos enzimáticos está mostrada na Figura 1. O 

teste de atividade proteolítica indicou presença de enzimas em todos os meios de cultivo. 

No meio H1:1, a maior atividade enzimática detectada no meio foi de 544,75 U/mgP às 10 

horas de cultivo, contudo a atividade foi similar ao tempo 0, sugerindo que os 

componentes dos meios formulados já apresentavam proteases. Outra hipótese sugere que 

o meio H1:1, por ser diluído, apresenta uma baixa concentração de seus componentes, 
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sendo o NaCl predominante após a diluição. Numerosos íons metálicos têm sido descritos 

como tendo um impacto na atividade de proteases. Mustefa et al. (2021) demonstraram 

que em concentrações baixas de NaCl (1 mM) a atividade proteolítica foi favorecida pela 

concentração do sal no meio. No entanto, em concentrações maiores (>2mM) a atividade 

proteolítica foi prejudicada e diminuiu acentuadamente. A baixa atividade proteolítica em 

relação aos outros meios de cultivo pode ser explicada pelo excesso de NaCl no meio.  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 No meio HID, o máximo de atividade enzimática ocorreu às 24 horas de cultivo, 

que corresponde a um dos pontos da fase de crescimento exponencial (fase log). A maior 

atividade proteolítica específica de 7.453,76 U/mgP observada nessa etapa da 

fermentação pode ser explicada pela alta taxa metabólica do microrganismo. Na fase log, 

a concentração de nutrientes presentes no meio é reduzida drasticamente diante das 

necessidades do microrganismo e as células estão todas se dividindo. Assim, B. subtilis 

aumenta o consumo dos substratos disponíveis no meio para dar continuidade ao 

crescimento, e as biomoléculas produzidas ao longo desse processo são secretadas para o 

meio. No ponto de início da fase estacionária, às 48 horas de cultivo, é demonstrada uma 

queda drástica na atividade enzimática específica para 1.470,74 U/mgP. Essa queda é 

explicada pela estabilização no crescimento do microrganismo, pois os nutrientes do meio 
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Figura 1 - Atividade proteolítica dos extratos enzimáticos provenientes do 

cultivo de B. subtilis em meios de cultura formulados com o hidrolisado de 

Solieria filiformis e com glicose 
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se tornam limitantes, algumas células começam a morrer e o microrganismo começa a 

esporular para sobreviver nas novas condições. Nessa fase é verificado um aumento da 

concentração de proteínas no meio, o que reduz a atividade enzimática específica. Na 

etapa de morte celular às 72 horas de cultivo, foi observado um novo aumento na 

atividade enzimática, porém acompanhado de aumento de 15 vezes na concentração de 

proteases no meio, o que pode ter ocorrido pela liberação de conteúdo intracelular pelas 

células mortas. Esse resultado provocou a redução da atividade específica das enzimas 

proteolíticas. 

 No meio CNglic, utilizado como controle, o pico de atividade enzimática específica 

foi de 1.470,74 U/mgP às 48 horas de cultivo (início da fase estacionária). O 

microrganismo cultivado em meio CNglic apresentou a maior atividade enzimática (43,9 

U/mL), porém não alcançou a atividade enzimática específica verificada no meio HID, 

sendo 5 vezes menor.  

 Moni et al. (2022) realizou o cultivo da cepa de B. subtilis RB14 por 24 h a 37 ºC 

em meio de pH 6.8 contendo peptona 3,0 %, D-glicose 1,0 %, KH2PO4 0,1 %, 

MgSO4.7H2O 0,05 %, e obteve uma atividade proteolítica de 233,25 U/mL ao fim da 

fermentação baseada em biofilme. 

 Ami Sayaniya e Prittesh Patel (2021) isolaram a cepa de B. subtilis APO-1 do solo 

de área industrial e a cultivaram em meio ágar sólido alcalino (glicose 5,0 g/L; extrato de 

levedura 3,0 g/L; peptona 5,0 g/L; ágar 20,0 g/L) para seu isolamento, cultivo e 

manutenção, e obtiveram uma atividade enzimática máxima de 48,27 U/mL a 37 ºC. 

 Hashmi et al. (2022) obteve uma produção máxima de 99,8 U/mL de protease de 

B. subtilis S1 isolado de sólido alcalino e cultivado em caldo nutritivo suplementado com 

caseína 1,0 % (p/v) a 37 ºC, pH 7.0, sob agitação de 120 rpm. 

 Dentre os três meios utilizados no presente trabalho, o meio HID apresentou a 

maior atividade enzimática máxima e se mostrou um meio promissor para a produção de 

enzimas proteolíticas. De acordo com os valores vistos na literatura, é possível otimizar 

o processo a partir da formulação do meio de forma que a produção enzimática seja 

favorecida, e seja possível obter uma maior produção enzimática em um menor período 

de tempo de fermentação. Com os resultados do presente trabalho, pode-se afirmar que o 

hidrolisado algáceo utilizado como fonte de carbono na composição do meio de cultivo 

de B. subtilis ATCC 6633 exerceu um papel melhor que a glicose no crescimento do 
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microrganismo e na produção de enzimas, o que o torna uma alternativa promissora na 

formulação de meios de cultivo. 

  

4.3.2 Celulolítica 

 

 A atividade celulolítica dos extratos enzimáticos provenientes do cultivo de 

Bacillus subtilis nos meios HID, H1:1 e CNglic estão representados na Figura 2. Os testes 

de atividade celulolítica com as amostras dos meios H1:1, HID e CNglic resultaram em um 

perfil semelhante de atividade celulolítica ao longo do cultivo. No entanto, só foi possível 

detectar atividade enzimática no meio CNglic após 48 horas de cultivo. 

 Os picos de atividade específica nos meios H1:1 e HID foram, respectivamente, 

2,98 U/mgP e 9,62 U/mgP, e ambos ocorreram no início do cultivo (t = 0). Para se adaptar 

ao meio e possibilitar o início ao crescimento, B. subtilis ATCC 6633 precisa ser capaz 

de consumir os nutrientes disponíveis. Com base nesses resultados, pode-se sugerir a 

presença de uma baixa concentração de celulose no hidrolisado. 

 Após as 24 horas de cultivo, percebe-se uma queda da atividade enzimática 

específica em ambos os meios. No meio H1:1, a atividade enzimática apresenta um 

declínio até as 58 horas de cultivo, atingindo um valor de 0,22 U/mgP, porém apresenta 

um novo aumento às 72 horas (0,30 U/mgP). Apesar da baixa atividade enzimática 

específica, ao fim do processo foi observada uma atividade enzimática de 0,017 U/mL no 

meio, o maior valor desde o início do cultivo. 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 No meio HID, a atividade celulolítica apresenta um padrão contínuo de declínio 

após as 24 horas de cultivo. No entanto, assim como foi observado para o meio H1:1, a 

maior atividade enzimática no meio foi detectada às 72 horas de cultivo, apresentando 

um valor de 0,050 U/mL. A produção de enzimas de B. subtilis está diretamente associada 

ao processo de esporulação. Uma grande quantidade de esporos no meio indica que as 

células-mãe onde foram formados foram lisadas, e o conteúdo intracelular foi liberado 

para o meio juntamente com o esporo (RILEY et al., 2020). Dessa forma, é esperado que 

uma maior produção de enzimas aconteça nos estágios onde as células começam a morrer 

e a serem lisadas, o que ocorre nas fases estacionárias e de morte celular, que representam 

o fim do crescimento microbiano. 

 No meio CNglic valor máximo de atividade enzimática foi de 0,019 U/mL. Uma 

baixa produção de enzimas celulolíticas era esperado devido ao meio de cultivo, que não 

apresenta celulose na sua composição. Uma alta produção de enzimas que não estão sendo 

demandadas seria energética e metabolicamente desvantajoso para o microrganismo, por 

isso o seu cultivo no meio CNglic apresentou a menor produção dentre os três meios 

utilizados no experimento. 
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 A partir dos dados obtidos, pode-se afirmar que o meio HID apresentou a maior 

atividade enzimática (0,050 U/mL) e a maior atividade enzimática específica (9,62 

U/mgP) dentre os três meios estudados. Desta forma, o meio HID foi comprovado como 

o melhor dentre os três meios para a produção de celulases e a biomassa hidrolisada de S. 

filiformis demonstrou ser uma fonte de carbono alternativa promissora para processos 

fermentativos.
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5 CONCLUSÃO 

 

 A hidrólise ácida da biomassa gerou um líquido rico em carboidratos 

fermentescíveis de concentração 24,943 ± 3,21 g/L capazes de promover a multiplicação 

de Bacillus subtilis ATCC 6633 em meio de cultivo HID formulado a partir do hidrolisado. 

Neste meio, a concentração máxima de células viáveis foi de 4,17 x 1013 UFC/mL e uma 

velocidade máxima de crescimento de 8,69 x 1011 UFC/mL.h. Esse meio apresentou o 

melhor perfil de produção de enzimas celulolíticas com uma atividade enzimática 

máxima de 0,050 U/mL às 72 h de cultivo e uma atividade enzimática específica máxima 

de 9,62 U/mgP no tempo 0, além de apresentar atividade proteolítica máxima de 28,05 

U/mL e atividade proteolítica específica máxima de 7.453,76 U/mgP às 24 h de cultivo. 

Dessa forma, o meio HID se mostrou um meio alternativo promissor para processos 

fermentativos e para a produção de enzimas proteolíticas e celulolíticas.
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ANEXO A – VALORES DE ATIVIDADE PROTEOLÍTICA DOS EXTRATOS 

ENZIMÁTICOS PROVENIENTES DO CULTIVO DE Bacillus subtilis EM 

MEIOS DE CULTURA FORMULADOS COM O HIDROLISADO DE Solieria 

filiformis E COM GLICOSE 

 

Amostra (t) Dosagem de Proteínas 

(mg/mL) 

Atividade Enzimática 

(U/mL) 

Atividade Enzimática 

Específica (U/mgP) 

H1:1 (0) 0,005 2,70 538,11 

H1:1 (10) 0,004 2,05 544,75 

H1:1 (24) 0,030 2,10 69,75 

H1:1 (48) 0,047 0,55 11,61 

H1:1 (58) 0,054 4,90 90,32 

H1:1 (72) 0,058 1,80 31,03 

HID (0) 0,004 8,10 1.844,93 

HID (10) 0,008 14,60 1.939,84 

HID (24) 0,004 28,05 7.453,76 

HID (48) 0,009 12,30 1.400,78 

HID (58) 0,024 7,05 295,80 

HID (72) 0,060 21,80 363,95 

CNglic (0) 0,003 0,43 155,79 

CNglic (10) 0,004 0,30 80,89 

CNglic (24) 0,022 2,90 130,32 

CNglic (48) 0,031 45,20 1470,74 

CNglic (58) 0,064 43,90 689,59 

CNglic (72) 0,057 9,10 158,57 

  Fonte: Elaborada pela autora. 
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ANEXO B – VALORES DE ATIVIDADE CELULOLÍTICA DOS EXTRATOS 

ENZIMÁTICOS PROVENIENTES DO CULTIVO DE Bacillus subtilis EM 

MEIOS DE CULTURA FORMULADOS COM O HIDROLISADO DE Solieria 

filiformis E COM GLICOSE 

 

Amostra (t) Dosagem de 

Proteínas (mg/mL) 

Atividade Enzimática 

(U/mL) 

Atividade Enzimática 

Específica (U/mgP) 

H1:1 (0) 0,005 0,015 2,98 

H1:1 (10) 0,004 0,006 1,67 

H1:1 (24) 0,030 0,013 0,43 

H1:1 (48) 0,047 0,011 0,23 

H1:1 (58) 0,054 0,012 0,22 

H1:1 (72) 0,058 0,017 0,30 

HID (0) 0,004 0,042 9,62 

HID (10) 0,008 0,034 4,56 

HID (24) 0,004 0,019 5,08 

HID (48) 0,009 0,019 2,13 

HID (58) 0,024 0,038 1,59 

HID (72) 0,060 0,050 0,83 

CNglic (0) 0,003 0,0 0,0 

CNglic (10) 0,004 0,001 0,0 

CNglic (24) 0,022 0,001 0,0 

CNglic (48) 0,031 0,019 0,61 

CNglic (58) 0,064 0,004 0,07 

CNglic (72) 0,057 0,004 0,08 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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