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RESUMO 

 

Enzimas microbianas são atualmente utilizadas em larga escala e as bactérias são 

preferencialmente utilizadas devido ao seu menor tempo de replicação e facilidade de 

manipulação genética. Uma das principais espécies utilizadas mundialmente na produção 

enzimática é Bacillus subtilis, que tem se destacado em diversas áreas. Diante disso, este 

trabalho teve como objetivo selecionar diferentes cepas de Bacillus subtillis para produção de 

enzimas de interesse industrial, tais como: celulase, xilanase, amilase, lacase e manganês 

peroxidase. Foram utilizadas 10 cepas de Bacillus subtilis (CCMA: 0081, 0051, 0054, 0087, 

0136, 0401, 0658, 1228, 1287 e 1340) pertencentes à Coleção de Cultura de Microbiologia 

Agrícola (CCMA). Os inóculos foram padronizados de acordo com a escala de McFarland e o 

cultivo foi realizado pelo método de microgota, em meio Ágar Nutriente, acrescido dos 

seguintes marcadores enzimáticos (0,1%): guaiacol (lacase), xilana (xilanase), 

carboximetilcelulose (celulase) e amido (amilase) e dois tratamentos foram utilizados: com e 

sem adição de glicose (0,1%) ao meio. Este teste semiquantitativo demonstrou CCMA 0658 

obteve os melhores resultados para índices enzimáticos. A fermentação submersa foi realizada 

para essa cepa, à 35°C por 24h em erlenmeyers com 10 ml de inóculo e 90ml de caldo nutriente, 

acrescido dos respectivos indutores (0,1%) com e sem glicose (0,1%) e foram mantidos sob 

agitação à 120 rpm. para obtenção dos extratos brutos enzimáticos, nos intervalos de tempo T0 

(0 h), T1 (12 h), T2 (36 h), T3 (60 h), T4 (84 h), foram retiradas alíquotas de 1 mL referentes a 

cada amostra, centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado para 

determinação das atividades enzimáticas em espectrofotômetro com leitor de microplacas 

ELISA. As reações para leitura, seguiram metodologia específica para cada enzima. Os 

experimentos foram realizados em triplicata. Todas as enzimas apresentaram atividade, se 

destacando, no entanto, celulase e manganês peroxidase. Celulase apresentou seu pico de 

atividade no fator sem glicose as 36h com 0,4271 U/L e com glicose as 12h com 0,2583 U/L Já 

manganês peroxidase sem glicose a atividade máxima ocorreu às 84 h com 19,35 U/L.  No fator 

com glicose o único tempo que apresentou atividade enzimática foi as 36h com 4,44 U/L. 

Possivelmente valores baixos das demais enzimas traduzem-se uma baixa concentração dos 

indutores utilizados. Dessa forma entende-se que seja necessário realizar tais análises com 

concentrações maiores como por exemplo a 1%. 

 

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Produção enzimática. Enzimas lignocelulíticas 

 



 

ABSTRACT 

 

Microbial enzymes are currently used on a large scale and as bacteria they are preferentially 

used due to their shorter replication time and ease of genetic manipulation. One of the main 

ones used worldwide in enzymatic production is Bacillus subtilis, which has stood out in several 

areas. Therefore, this work aimed to select different strains of Bacillus for the production of 

enzymes of industrial interest, such as: cellulase, xylanase, amylase, laccase and manganese 

peroxidase. Ten strains of Bacillus subtilis (CCMA: 0081, 0051, 0054, 0087, 0136, 0401, 0658, 

1228, 1287 and 1340) belonging to the Agricultural Microbiology Culture Collection (CCMA) 

were used. Inoculums were changed according to the McFarland scale and the enzyme marker 

nutrition method (0.1%). ) and amidoam (ilase) and two treatments were used: with and without 

addition of glucose (0.1%) to the medium. This semi-quantitative CC 065 enzymatic test 

obtained the best results indices for results. Submerged fermentation was carried out for this 

strain at 35°C for 24h in erlenmeyers with 10 ml of inoculum and 90 ml of nutrient broth, plus 

the respective inducers (0.1%) with and without glucose (0.1%) and were solution at 120 rpm 

to remove the crude enzymatic extracts, at time intervals T0 (0 h), T1 (12 h), T2 (36 h), T3 (60 

h T4 (84 h), aliquots of 1 mL references were taken centrifuged at 10,000 rpm for 5 minutes for 

each sample. The supernatant was removed for determination of enzymatic activities in a 

spectrophotometer with an ELISA microplate reader. As reactions for reading, they followed 

specific methodology for each enzyme. The experiments were performed in triplicate. All 

enzymes show activity, however, cellulase and manganese peroxidase stand out. glucose, the 

only time that showed enzymatic activity was at 36h with 4.44 U/L. Possibly low values of the 

other enzymes translate into a low concentration of the used inducers. Thus, it is understood 

that it is necessary to carry out such examples with 1%, which can be important. 

 

Keywords: Bacillus subtilis. Glucose. Enzyme production. Quantification. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Enzimas são proteínas muito utilizadas na indústria, devido a sua alta especificidade 

com o substrato bem como a sua capacidade de acelerar reações, sendo os microrganismos 

preferencialmente utilizados para obtê-las (RIBEIRO et al., 2018). Elas podem ser obtidas de 

vegetais, vegetais e de fonte microbiana (MONTEIRO, 2009). 

As enzimas microbianas têm sido vastamente utilizadas na indústria, como na produção 

de papel, indústria alimentícia, têxtil, em produtos como detergentes dentre outros. Os 

microrganismos são uma boa fonte de enzimas, pois possuem uma grande produção 

extracelular. Os principais produtores são bactérias e fungos, dentre os quais as bactérias são 

representadas principalmente por: Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e várias espécies de 

Streptomyces Já os fungos são frequentemente representados por: Aspergillus, Mucor e 

Rhizopus (SANCHES & DEMAIN, 2017). 

Bacillus sp. se destaca na produção enzimática devido ao seu fácil cultivo, por ser 

suscetível a transformações genéticas e a sua grande distribuição. Esse gênero, apesar de ser 

bem conhecido e pesquisado, continua apresentando novas aplicações industriais e servindo 

como alicerce para o surgimento de novas biotecnologias (DANILOVA & SHARIPOVA, 

2020; MIENDA et al, 2014; CUI et al, 2014, SHATEAVA et al 1973). Esses organismos 

apresentam uma distribuição por diferentes nichos com uma ampla aplicabilidade para controle 

biológico (DE MELO et al., 2021; ROMEIRO, 2007).  

Bacillus subtilis é usada em escala mundial na produção de enzimas, é uma bactéria não 

patogênica, gram-positiva, com o status GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA 

(Food and Drug Administration) - EUA, (ALVES et al., 2018). É a espécie mais estudada do 

gênero Bacilllus sp., a princípio devido a sua propensão natural de captar DNA extracelular o 

que facilita modificações genética e a sua esporulação. Ela pode ser usada em diversas 

aplicações dentre as quais produções de enzimas, fermentação de alimentos e controle biológico 

para plantas (KOVÁCS, 2019). 

Enzimas como amilases, celulases, lacases, xilanases e manganês peroxidases apresentam 

uma enorme aplicabilidade na indústria. Diante disso, este trabalho teve como objetivo 

selecionar diferentes cepas de Bacillus subtilis para produção dessas enzimas, através de teste 

semiquantitativo e quantificar a produção das mesmas, para o melhor organismo produtor. 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Enzimas de origem microbiana 

 

 As enzimas podem ter diferentes origens:  animal, vegetal e microbiana, sendo a última 

a obtenção mais vantajosa, devido a sua velocidade de crescimento, facilitando a alta produção 

enzimática e um curto espaço de tempo (CERQUEIRA, 2022; DE SOUZA, 2019). 

A extração de enzimas por microrganismos não sofre influência por fatores sazonais, pode 

ser obtida por resíduos agroindustriais – sendo uma fonte barata de carbono - o rendimento 

pode ser elevado utilizando de otimizações nos processos fermentativos, através de mutações 

dos microrganismos, uso da tecnologia de DNA recombinante, temperatura e pH e tamanho do 

inóculo por exemplo (MUNHOZ, 2020; VILELA, 2015; BARBOSA et al, 2014).  Essa 

extração, corre de duas formas principais: fermentação do estado sólido e fermentação 

submersa (OLIVEIRA et al, 2013). 

Essas proteínas de origem microbiana apresentam características particulares para seu 

emprego em biotecnologias, em especial as conversões enzimáticas na indústria. Entretanto o 

seu uso ainda é considerado economicamente dispendioso, sendo necessário a obtenção de 

organismos que apresentem melhores potenciais de produção enzimática (MARTINS et al., 

2014). 

Elas são consideradas biocatalizadores e apresentam uma melhor performance quando 

comparado aos catalizadores químicos. Para sua produção são utilizados dois tipos de 

fermentação a submersa e a de estado sólido. (CARVALHO et al., 2020). 

 

2.1.1 Amilase (E.C. 3.2.1.1) 

 

As amilases são enzimas que catalisam a hidrólise (quebra por adição de água) do amido. 

O amido é um polissacarídeo, presente em grande quantidade na natureza. Nas plantas ele que 

desenvolve o papel de reserva energética, se encontrado na forma de glicogênio. Ele é 

encontrado em batatas trigo, mandioca, cereais e farinhas (CARVALHO, 2020). 

O amido como demonstrado na Figura 1, é um polímero semicristalino, constituído por 

dois polissacarídeos a amilose e a amilopectina. A amilose e uma cadeia principalmente linear, 

consistida normalmente em até 3000 moléculas de glicose interligadas por ligações glicosídicas 

1,4 e é relatado para conter algumas redes ramificadas. A amilopectina já é um polímero 
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ramificado com ligações 1,4 que servem como pontes 1,6 nos pontos de ramificações 

(BENINCA et al, 2013).  

As amilases podem ser divididas em dois grupos endoamilases e as exoamilases. As 

endoamilases catalizam a hidrólise do amido de forma aleatória, resultando em 

oligossaccarídeos lineares e ramificados de vários comprimentos. As exoamilases catalizam 

pela extremidade não redutora resultando em produtos finais curtos (GUPTA, 2003). 

 

Figura 1: Representação da constituição do amido. Amilose (A) Amilopectina (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Silva Neto (2020). 

 

As formas mais usadas para engomar o algodão na indústria têxtil são através do amido. 

Ele pode ser removido por amilases bacterianas, ou com processo químico combinado com um 

detergente alcalino e um produto de oxidação. Esse processo com a enzima vem sendo aplicado 

desde 1912. (PETERS, 1963; CAVACO- PAULO,1968; MARROQUES et al, 2020). 

As amilases provenientes de fungos e bactérias, também vêm sendo amplamente 

utilizadas na indústria da panificação, são uma alternativa natural ao uso de emulsificantes 

sintéticos e ajudam a manter as características de frescor do produto por mais tempo 

(VENANCIO, 2022). 

Essa enzima tem sido utilizada também como complemento de extratos (Aspergillus 

oryza e alfa-amilase – Amaize®, Alltech, Inc), utilizados na alimentação de ruminantes com 
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alto teor de amido. O uso de extrato aumenta a digestibilidade, assim como o peso do animal e 

características de qualidade da carne (DO NASCIMENTO, 2018). 

 

 

 

2.1.2 Celulase (EC 3.2.1.4) 

 

A celulose (C6H10O5), como demonstrado na figura 2, é um dos três constituintes do 

complexo lignocelulolítico, juntamente com a xilose e lignina. Ela é um polímero de glicoses 

quimicamente simples, mas fisicamente complexa, devido as ligações β-1,4 conforme 

demostrado na Figura 3. É o biopolímero mais abundante no mundo com uma produção 

estimada de 1410 toneladas por ano e de grande importância econômica, ela pode ser encontrada 

em diferentes formas de vida como em plantas verdes, fungos, protozoários e procariontes. As 

celulases possuem o papel de quebra das ligações β-1,4 glicosídicas, através da hidrólise. Elas 

são divididas em três classes, endoglucanases, exoglucanases e β glicosidases. Todas as classes 

clivam as ligações da mesma forma, a diferença na hidrólise se dá, a atuação no substrato 

(KNOWLES et al, 1987; DONINI et al, 2010). 

 

Figura 2: Estrutura linear da celulose. 

 

Fonte: Donini et al (2010)  

 

A hidrólise da celulose ocorre de forma sinérgica e exige a participação dos três tipos de 

celulase (CHAN et al, 2018). As endoglucanases atuam em regiões de ataque de baixa 



13 
 
cristalinidade na fibra de celulose e criam extremidades de cadeia livre, exoglucanases ou que 

degradam ainda mais a molécula removendo as unidades de celobiose nas extremidades da 

cadeia livre geradas pelas endoglucanases e β-glicosidases que realizam a hidrólise da celobiose 

para produzir glucose livre, conforme demonstrado na Figura 3 (BEHERA et al, 2017). 

 

Figura 3: Mecanismo de ação do complexo enzimático sobre a molécula de celulose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Moretti (2013) 

 

A carboximetilcelulose é um produto industrial hidrossolúvel, que é formado a partir da 

suspensão da celulose, hidróxido de sódio e ácido monocloroacético, assim, sendo obtido 

através de transformações da celulose (CARACHI; CAMPANA FILHO, 1999). Esse produto 

é comumente utilizado como substrato para endoglucanases, devido ao seu grande potencial de 

polimerização e baixa cristalinidade, portanto essa enzima atua na clivagem do da 

carboximetilcelulose (CAO E TAN, 2002; ZHANG et al., 2006; SÁ et al, 2007). 

A busca por celulases mais adequadas para aplicação nas indústrias tem aumentado nos 

últimos anos. Na indústria de panificação estas enzimas agem sobre a massa alterando 

características físico-químicas e sensoriais, assim melhorando o produto final (RIBEIRO et al, 

2020). 
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Elas são empregadas na indústria têxtil, sendo usadas para criar por exemplo uma 

aparência desbotada no jeans (bioestonagem) e remover microfibrilas salientes na superfície de 

tecidos para reduzir a formação de pilling (LIMA et al, 2020).  

Apresentam uma ampla gama de aplicações nas indústrias de produção de   

biocombustíveis, produção de ração animal, fermentação de álcool de grãos, malte e fabricação 

de cerveja (SRIVASTAVA, 2018; VERMA, 2018; KARMACAR,2011; SULYMAN et al., 

2020). 

 

2.1.3 Lacase (E.C. 1.10.3.2) 

 

As lacases fazem parte do grupo de enzimas multicobre. Essa enzima foi descrita pela 

primeira vez por Yoshida em 1883 e caracterizada como oxidase contendo metal em 1985 por 

Bertrand. Elas possuem uma vasta área de ataque a substratos, não tendo um em específico 

(MAYER, 2002). São glicoproteínas diméricas ou tetraméricas com quatro átomos de cobre 

por monômero. A sua função catalítica é controlada pelos átomos deste metal distribuídos em 

três centros diferentes. Tipo1 - centro de cobre azul; Tipo 2 – cobre; Tipo 3 – cobre bi nuclear, 

como demonstrado na Figura 4 em seu sítio ativo (DWIVEDI, 2011).   

 

Figura 4: Representação do sítio ativo da lacase.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Duran et al (2022). 

 

O mecanismo geral de atuação das lacases é a oxidação do substrato com a eliminação de 

um elétron de um composto fenólico formando um radical fenoxila (HIGUCHI,1990). Esse 

mecanismo compreende em três etapas principais: a) redução do cobre tipo I por ação do 

substrato, b) transferência interna de elétrons do cobre tipo I para os do tipo II e III, c) redução 
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do oxigênio molecular da água através da sua interação para os tipos II e III (GIANFREDA et 

al, 1999). 

O uso industrial de lacases para tratamento de efluentes (degradação de corantes e 

pigmentos), bem como para a clarificação de sucos de laranja e maçã é muito difundido. Ela 

também vem sendo usada para a remoção seletiva de compostos fenólicos e aromáticos 

indesejados, principalmente os taninos dos vinhos brancos. Sendo assim, também são uma 

alternativa para clarificação de vinhos base para espumantes (MARTINI et al., 2020). 

Lacases foram testadas para o uso em curativos, devido as suas atividades antibacterianas. 

Para gram-positivas o efeito antibacteriano foi de 92% e gram-negativas 26%, com citocicidade 

aceitável para tal aplicação (SAMPAIO et al., 2016). 

Essa enzima também pode ser utilizada para a produção de café descafeinado, a forma 

tradicional utilizada pela maioria das indústrias é por meio do uso de solventes, como 

diclorometano que afeta as características sensoriais do produto, além de ser danoso ao meio 

ambiente. O uso de enzimas, como a lacase no processo de descafeinização é uma alternativa 

viável por ser um processo natural, onde se utiliza enzimas de alta atividade, estabilidade e com 

possibilidade recuperação (TORRES et al., 2021). 

 

2.1.4 Manganês Peroxidase (E.C 1.11.1.13)  

 

A manganês peroxidase (MnP) constitui juntamente com a Lignina Peroxidase (LiP) o 

grupo das peroxidases. São enzimas oxidativas extracelulares degradadoras de lignina, 

necessitando do peróxido de hidrogênio para oxidar. Para a manganês peroxidase Mn (II) é o 

melhor substrato redutor (TIEN & KIRK, 1983; LEISOLA et al., 1987; BORGAN & LAMAR 

1995; JOHANSSON et al, 2002; TEM HAVE & TEUNISSEN, 2001). A manganês peroxidase 

atua como uma fenoloxidase em substratos fenólicos, oxidando Mn2+ em Mn3+ 

(PASZCZYNSKI, 1985). A atuação da Mnp é demonstrada na figura 5. 

 

Figura 5: Ilustração da reação enzimática reversível mediada pela MnP 

 

 

 

 

 

Fonte: Reação Kegg 00011 
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São capazes de catalisar reações redox para muitos substratos, por esse motivo são 

consideradas importantes catalisadores para diversas aplicações industriais, medicinais e 

biotecnológicas, principalmente como remediadoras de solos e águas residuais e ainda podem 

apresentar função de controle biológico, como bioherbicidas. (COPINI, 2022). 

Essas enzimas são eficientes na biorremediação de resíduos têxtis como com as tintas; na 

polpação de branqueamento da celulose para produção de papel; na fabricação de cosméticos 

para a produção de cremes clareadores; na degradação de resíduos lignocelulósicos para 

produção de etanol, na indústria alimentícia com potencial para a produção de flavorizantes 

entre outras aplicações ((BARBOSA et al., 2008; FALADE et al., 2017; KUMAR; 

CHANDRA, 2020; PERALTA-ZAMORA et al., 1997). 

 

2.1.5 Xilanase (E.C. 3.2.1.8) 

 

A xilana é um polímero heterogêneo, altamente ramificado e de estrutura amorfa, 

portanto, mais fácil de ser hidrolisada que a celulose que possuí estrutura cristalina. A xilana 

(Figura 6) é o principal polissacarídeo estrutural constituinte da hemicelulose, principalmente 

em gramíneas, e o segundo polissacarídeo mais abundante da natureza (PRADE,1996). 

 

Figura 6: Estrutura química  da xilana 

 

Fonte: Silva (1998) 

 

A enzima xilanase (endo-1,4-β-xilanase) atua na hidrólise da xilana, são enzimas que 

quebram as ligações β-1,4-xilosídicas entre dois resíduos D-xilopiranosídeo. Elas formam o 

maior grupo de enzimas hidrolíticas envolvidas na degradação da cadeia principal da xilana, 
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reduzindo o seu grau de polimerização e liberando oligossacarídeos solúveis e β-D-xilosidases 

(EC 3.2.1.37), que são responsáveis pela liberação de monômeros de xilose originários da parte 

não redutora de xilo-oligossacarídeos. (MEAGHER et al., 1988; Li et al., 2000; COLLINS et 

al, 2005; POLIZELI et al, 2005).  

Endo-1,4-β-xilanases, são subdivididas em dois grupos principais: família 10 e família 11 

que são os mais estudados. As diferenças se encontram em diferenças físico – químicas e 

estrutura, tendo a família 10 uma conformação na forma de um barril e a família 11 uma 

conformação globular (KOLENOVÁ, 2006, DUMON et al., 2011). 

As xilanases de origem bacteriana se destacam devido a característica de serem 

termoestáveis-alcalinas com um pH ótimo um pouco maior do que a enzima de origem fúngica, 

essa característica é relevante para a maioria das aplicações industriais, principalmente na 

indústria de papel e celulose, onde é usada como agente de branqueamento, sendo uma forma 

biologicamente correta (MOTTA et al, 2013; ALBAR et al., 2022). Por serem termoestáveis e 

por terrem o pH alcalino, participam de processos exotérmicos onde não há a necessidade de 

resfriamento, o que é um fator benéfico quando levado em conta processos industriais. 

O uso de xilanases em industrias começou em 1980, e cresceu consideravelmente com o 

passar dos anos. Suas aplicações são na preparação de ração animal, na indústria alimentícia, 

indústria têxtil, em biorrefinarias e na indústria de papel e celulose e (BHARDWAJ et al 2019). 

A enzima xilanase quando adicionada nas dietas para suínos, promove melhor aproveitamento 

da fibra bruta (ABREU et al., 2018). 

 

2.2 Métodos de produção de enzimas microbianas  

 

As enzimas microbianas podem ser obtidas por 2 principais meios: por fermentação 

submersa e estado sólido. A principal forma de obtenção de enzimas, em escala industrial, no 

entanto, é a fermentação submersa. Ela apresenta vantagens como: maior controle do processo 

fermentativo e consequente reprodução da cinética microbiana, além de maiores rendimentos 

(WANDERLEY et al, 2011). 

A fermentação em estado sólido é considerada uma ferramenta relevante na produção de 

enzimas de origem microbiana (CHAVES, 2018). Ela consiste em um método de produção de 

microrganismos sobre substratos sólidos, na ausência de água livre (RODRIGUES, 2022). 

A fermentação submersa ocorre com o meio fermentativo líquido, com os nutrientes 

dissolvidos, havendo a ocorrência de água livre. Em laboratório geralmente são realizadas em 

erlenmeyers e em escala industrial, grandes fermentadores (FEITOSA, 2009; 
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WOICIECHOWSI, 2009; RODRIGUES, 2001; ELLAIAH et al, 2004; ORLANDEI et al, 

2012). Esse tipo promove a fácil recuperação de enzimas extracelulares micélios ou esporos. 

(PANDEY et al., 2000b; ELLAIAH et al., 2002; SANDHYA et al., 2005). Envolve um sistema 

homogêneo e certos parâmetros podem ser controlados facilmente como pH, trocas de calor e 

oxigênio dissolvido ( VINIEGRA-GONZÁLEZ et al., 2002). 

 

2.3 Bacillus subtilis 

 

Ferdinand Cohn na década de 1970, isolou uma pequena bactéria móvel e aeróbica através 

de feno. Ele a chamou de Bacillus subtilis, que significa “vara fina’’ em referência a sua 

morfologia, concedendo a ela a primeira descrição do seu ciclo de vida além de destacado a 

resistência ao calor, germinação e a formação de esporos (GOLDMAN & GREEN, 2008). 

É um modelo para estudos de bactérias gram-positivas (ERRINGTON et al., 2020).  Essa 

sua capacidade de formar esporos de resistência e a grande quantidade de compostos 

antimicrobianos que produzem, geram grande interesse industrial por exemplo para produção 

de biopesticidas, conservantes de alimentos e agentes terapêuticos (CAULIER, 2019). Os 

esporos também vêm sendo usados na fabricação de bioconcretos. São incluídos em cápsulas, 

e ao entrarem em contato com água, secretam carbonato de cálcio, que preenchem fissuras que 

naturalmente surgem pela dilatação do material (ZAKRZEVSKI, 2022). 

 

Figura 7: Representação da formação de esporos em Bacillus subtilis. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Silvaggi et al. (2004).  

 

Essa espécie também tem sido utilizada para produção de biofilmes, processo pelo qual 

células microbianas se agregam e formam aglomerados incorporados a uma matriz extracelular 

autoproduzida. Devido a sua maquinaria amilóide, ela vem quebrando uma das dificuldades 

neste campo, a limitação da secreção de proteínas. Esse novo uso promove aplicações potencias 
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para biomateriais, biotecnologia e biomedicina (HUANG et al., 2019; ARNAOUTELI et al., 

2021). 

Também são comumente utilizadas para a produção de biossurfactantes, usando óleo 

residual como substrato para sua produção por exemplo. Essas substancias podem ser utilizadas 

para reduzir a viscosidade e como biodispersor implicando a sua utilização para biorremediação 

ou indústria do petróleo (MAIA et al., 2022).  

Dessa forma, Bacillus subtilis se apresenta como uma espécie promissora para aplicação em 

diferentes setores industriais. 

 

2.4 Produção de enzimas por Bacillus subtilis  

 

HECK et al (2022) relata a produção de celulases e xilanases por Bacillus subtilis, no 

entanto entre a produção das duas enzimas, esta espécie já foi apontada como melhor produtora 

para celulase. Neste estudo foi realizado a fermentação em estado semi sólido, utilizando como 

fonte de carbono subprodutos do processo de produção da proteína de soja. 

Também já foi relatada sua produção positiva para amilases por SANTOS (2021), em um 

estudo com oito isolados de Bacillus subtilis na influência do crescimento em plantas de milho, 

onde todos oito produziam. Foi utilizado testes em placa com cultivo em meio acrescido de 

amido e revelação feita com lugol, observando-se a mudança da coloração do meio de opaco 

para azul e a formação de um halo ao redor da colônia. Também foi analisada a produção de 

celulase, com revelação de halo por lugol, na qual também, apresentou-se positiva. 

Lacases originárias desta espécie foram estudadas na formação de corantes azo por 

BAPTISTA (2018), por meio da oxidação de aminas aromáticas selecionadas da sua estrutura 

e do uso de ABTS como mediador para substratos que não são oxidados pela enzima. A lacase 

neste estudo desenvolveu-se bem como um catalizador, sendo apontada como uma boa 

substituta para oxidantes químicos.  

Até onde sabemos não existem literaturas que tratem da produção de manganês 

peroxidase pela espécie em questão, no entanto existem trabalhos relacionados a Bacillus 

pumilus, que foi estudada na ausência e presença de indutores. As MnP obtidas em fermentação 

submersa foram purificadas eluídas em duas frações, onde as primeiras apresentaram atividade 

para essa enzima (OLIVEIRA, 2008). 
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3. METODOLOGIA  

 

3.1 Reativação dos microrganismos e condições de cultivo 

 

Foram selecionadas 10 cepas de Bacillus subtilis pertencentes à Coleção de Culturas da 

Microbiologia Agrícola (CCMA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), cujos códigos 

correspondentes são: CCMA 0081, CCMA 0051, CCMA 0054, CCMA 0087, CCMA 0136, 

CCMA 401, CCMA 0658, CCMA 1228, CCMA 1287, CCMA 1340. 

Todas as cepas foram reativadas em meio Ágar Nutriente (3 g L-1 de extrato de carne, 5 

L-1 de peptona e 15 L-1 de ágar) a 35 °C por 24 horas. 

 

3.2 Teste semiquantitativo para seleção do melhor microrganismos produtor de 

enzimas 

 

Todas as cepas foram cultivadas em meio sólido indicativo para produção de celulase, 

xilanase, lacase, amilase e manganês peroxidase. O meio base para cada enzima foi o Ágar 

Nutriente acrescido dos respectivos indutores (0,1%) de cada enzima: guaiacol (lacase), 

carboximetilcelulose (celulase), xilana (xilanase), amido (amilase) e vermelho de fenol 

(manganês peroxidase). Foram considerados dois tratamentos: meio com adição de glicose 

(0,1%) e meio sem adição de glicose. Também foram estabelecido um controle para cada meio 

de cultivo, acrescido de cada indutor com e sem glicose. 

Para padronização dos inóculos (1x106 UFC/ml), porções celulares foram transferidos 

com o auxílio de uma alça de inoculação para tubos contendo 10 mL de solução salina (0,85%), 

homogeneizados e diluídos – conforme necessidade – até atingir a turbidez padrão de acordo 

com o padrão número 1 da escala de McFarland (Biomérieux®). Posteriormente, o 

plaqueamento foi realizado através da técnica de microgota (10 µL), em três pontos 

equidistantes da placa. Todas as placas foram incubadas em BOD a 35 °C durante 24 horas. 

Para revelação do halo enzimático, as placas de amido, xilana e carboximetilcelulose 

foram inundadas com uma solução de lugol. A presença de um halo hialino ao redor das 

colônias confirma a produção enzimática. Para lacase e manganês peroxidase, a presença de 

um halo marrom e avermelhado ao redor das colônias confirmam a produção enzimática, 

respectivamente (HANKING, 1975; BERNAL, 2020).  
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Figura 8: Exemplificação do uso do padrão segundo o protocolo McFarland. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor (2022) 

 

Para o cálculo do índice enzimático (IE), o diâmetro da colônia e o halo enzimático foram 

medidos com o auxílio de um paquímetro (HANKIN, L.; ANAGNOSTAKIS ,1975). O cálculo 

foi realizado seguindo a Equação 1. Foi considerado então os valores dos índices enzimáticos 

para a cepa a ser quantificada. 

 

(IE) = diâmetro do halo     (1) 

         diâmetro da colônia       

 

3.3 Quantificação enzimática para CCMA 0658 

 

Os microrganismos foram inoculados (10 mL do inóculo), em caldo nutriente (90 mL) 

cuja a constituição foi de 3 g L-1 de extrato de carne, 5 L-1 de peptona, acrescidos dos respectivos 

indutores (0,1 %) de cada enzima: guaiacol (lacase), carboximetilcelulose (celulase), xilana 

(xilanase), amido (amilase) e vermelho de fenol (manganês peroxidase). Foram considerados 

dois tratamentos: meio com adição de glicose (0,1%) e meio sem adição de glicose. A 
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fermentação ocorreu em Erlenmeyers de 250 mL e os frascos foram incubados a 35 °C sob 

agitação constante a 120 rpm. Os extratos foram congelados para posterior análise e quando 

necessário descongelados em banho de gelo para minimizar a perda da atividade enzimática. 

Para cada enzima foi construída uma curva padrão específica. 

 

3.4 Determinação da atividade enzimática  

 

Para obtenção dos extratos brutos enzimáticos, nos intervalos de tempo T0 (0 h), T1 (12 

h), T2 (36 h), T3 (60 h), T4 (84 h), foram retiradas alíquotas de 1 mL referentes a cada amostra, 

centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado para determinação das 

atividades enzimáticas em espectrofotômetro com leitor de microplacas ELISA.  

Todos os valores obtidos para atividade enzimática foram obtidos de T 0h, no momento 

da montagem do experimento, pois apresentavam atividades diferentes de 0, que foram 

atribuídas a extremidades redutoras já presentes.  

 

 

3.4.1 Amilase 

A dosagem enzimática foi realizada com 100 µL de amido a 1% tampão acetato de sódio 

50 mM pH 5,5 com 50 µL da enzima. A solução foi incubada a 37º C por 30 minutos. A reação 

foi interrompida com 150 µL de DNS e fervida por 5 minutos a 100ºC. Depois adicionou-se 

100 µL de H2O destilada. A leitura foi no comprimento de onda de λ540 nm. Para o branco foi 

usada a mesma solução sem a solução enzimática (COMPTON; JONES, 1985). 

Para a curva padrão foi utilizado o método de dosagem para açúcares redutores segundo 

Soccol,1992. Para dosagem, as amostras foram diluídas de modo a se obter um teor equivalente 

em maltose inferior a 1 g/l em, sendo utilizado 6 pontos. Adicionou-se 0,5 ml da amostra 

convenientemente diluída a 0,5 ml do reativo DNS e posteriormente 2 ml de água destilada. As 

incubações foram realizadas como nas amostras. A mistura foi homogeneizada e uma reta 

padrão elaborada a partir de uma leitura à 540 nm. Os teores de maltose – equivalente (g/l) são 

obtidos por projeção sobre a reta padrão. 

 

3.4.2 Carboximetilcelulase 

A dosagem enzimática foi feita com 50 µL de CMC a 1% com tampão acetato de sódio 

50 mM pH 5,0 e 50 µL de extrato enzimático pH 6,0. A solução foi incubada a 50 ºC por 30 
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minutos. A reação foi interrompida com 100 µL de ácido dinitrosalicílico (DNS) (MILLER,                                                                                                                               

1959). Em seguida foi fervida por 5 minutos a 100 ºC. Adicionou-se 750 µL de H2O destilada. 

O branco da análise continha 50 µL do substrato, 100 µL de DNS e 750 µL de água destilada. 

A leitura foi realizada em espectrofotômetro comprimento de onda de λ540 nm (GHOSE, 

1987). 

A curva padrão foi realizada seguindo a metodologia proposta por Miller,1959. Foram 

utilizados 0,5 ml de DNS, em conjunto com diferentes volumes (0ml à 0,5ml) de glicose 10 

mM.  Essas misturas eram agitadas e levadas em banho maria por 100°C por 5 min. Deixou-se 

esfriar a temperatura ambiente e completou-se o volume para 5ml com água destilada.A leitura 

foi realizada a λ 540 nm. 

3.4.3 Manganês peroxidase   

A atividade de manganês peroxidase foi determinada pela oxidação de 0,5 mL de 

vermelho de fenol 0,1 % (a dissolução do vermelho de fenol em água foi feita pelo ajuste 

continuado do pH em 7,4) em 1,5 mL de tampão succinato de sódio 20 mM (pH 4,5), 1,5 mL 

de lactato de sódio 50 mM, 0,25 mL de albumina 1%, 0,5 mL de MnSO4 1 mM, 0,5 mL de 

extrato e 0,25 mL de peróxido de hidrogênio 2 mM.  Após 5 minutos, 1 mL da mistura contida 

no tubo de ensaio foi removida e a esse volume foi feita a adição de 65 L de hidróxido de 

sódio 6,5 M para interromper a reação. A atividade de MnP foi calculada com base na 

absortividade molar do vermelho de fenol oxidado (λ nm). Uma unidade de atividade 

enzimática foi definida como 1 µmol do produto formado por minuto, segundo equação 2 

(KHINDARIA; GROVER; AUST, 1994; LUNDELL et al., 1990). 

 

𝑈/𝐿 =
 106

Ɛ    
  (2) , onde  

 

Ɛ= coeficiente de absorção molar  

R= quantidade da solução 

         abs= absorbância 

         t= tempo 
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3.4.4 Xilanase 

A quantificação das enzimas xilanolíticas com o substrato 75 µL de xilose 1% (tampão 

acetato de sódio pH 5,0 a 50 mM) com 50 µL da enzima. A solução foi incubada por 10 minutos 

a 50 ºC. Interrompeu-se a reação com 125 µL de DNS. Após, a mistura foi fervida por 5 minutos 

a 100 ºC. Adicionou-se 500 µL de H2O, e leu-se a λ540 nm. Foi usado como branco o substrato 

sem a enzima. O branco foi uma solução preparada com o intuito de medir a quantidade de 

açúcares redutores já presentes, para assim determinar a atividade exata da enzima através da 

quebra da xilose.  

Para a curva padrão foi utilizado o método de dosagem para açúcares redutores segundo 

Soccol,1992. Para dosagem, as amostras foram diluídas de modo a se obter um teor equivalente 

em xilose inferior a 1 g/l em, sendo utilizado 6 pontos. Adicionou-se 0,5 ml da amostra 

convenientemente diluída a 0,5 ml do reativo DNS e posteriormente 2 ml de água destilada. As 

incubações foram realizadas como as amostras. A mistura foi homogeneizada e uma reta padrão 

elaborada a partir de uma leitura à 540 nm. Os teores de maltose – equivalente (g/l) são obtidos 

por projeção sobre a reta padrão. 

 

 

3.5 Análises estatísticas  

 

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os 

dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), utilizando o software 

SISVAR (Ferreira, 2000). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Scott-Knott 

a 5% de probabilidade. A normalidade dos resíduos foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk a 

5% de significância e a homogeneidade da variância avaliada pelo teste de Bartlett a mesma 

significância.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Teste semiquantitativo para a seleção dos melhores microrganismos 

produtores de enzimas 

 

Foi observado a capacidade ou não das dez cepas produzirem as cinco enzimas: 

amilase, lacase, celulase, manganês peroxidase e xilanase.  

 Nenhum isolado produziu lacase nas condições testadas. Contudo, para as demais 

enzimas, foi observada a capacidade de produção por todas as cepas testadas. 

 

Tabela 1. Produção de amilase por diferentes cepas de Bacillus subtilis, em meio 

sem/com adição de glicose, avaliada por índice enzimático (IE). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  * Teste Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam diferenças estatística 

entre as cepas em cada tratamento. **CV= Coeficiente de variação, mede a dispersão dos dados em relação a 

média aritmética, quanto menor melhor a precisão dos dados. ***Teste de Shapiro-Wilk a 5%, teste para 

determinação de normalidade resíduos, se p>0,05 os dados seguem uma distribuição normal. **** Teste de Bartlett 

a 5% para avaliação da homogeneidade das variâncias, se p> 0,05, as variâncias são consideradas homogêneas. 

Cepa/CCMA IE sem 

glicose 

IE com  

glicose 

51 1,90 a* 1,30 c* 

54 1,73 a 1,30 c 

81 1,33 c 1,16 c 

87 1,26 c 1,16 c 

136 1,23 c 0,00 d 

401 1,60 b 2,00 a 

658 1,40 c 1,56 b 

1228 1,56 b 1,60 b 

1287 1,53 b 1,23 c 

1340 1,36 c 1,36 c 

** CV (%) = 9,78     

 *** p= 0,2758   resíduos  

**** p= 0 homogeneidade 
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Abaixo na Figura 9, estão ilustradas duas cepas estudadas, no fator com ausência de 

glicose e na Figura 10, estão ilustradas três cepas com o com a presença de glicose (0,1%): 

 

Figura 9.   Teste semiquantitativo de produção para enzima amilase, após revelação com 

lugol, pelos microrganismos: A) CCMA 0051 B) CCMA 0054. As setas indicam os halos 

formados, inferindo a produção da enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor (2022) 

 

Figura 10.  Teste semiquantitativo de produção para enzima amilase na presença de glicose 

(0,1%), após revelação com lugol, pelos microrganismos: A) CCMA 0401 B) CCMA 1228 e 

C) CCMA 0136. As setas indicam os halos formados, inferindo a produção da enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BA 

A B C 
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Fonte: Do autor (2022) 

 

Conforme os resultados da Tabela 1, as cepas apresentam variação quanto ao potencial 

de produção da enzima amilase se destacando CCMA 0051(IE = 1,90), CCMA 0054 (IE = 1,73) 

no fator sem glicose e CCMA 0401 (IE= 2,0), CCMA 1228 (IE= 1,60) no fator com glicose. 

Segundo Fernandes (2009), IE≥2 são indicativos de bom potencial de produção enzimática. 

Assim, CCMA 0401 com glicose apresentou-se como melhor produtora, devido ao índice 

enzimático (IE =2,0). 

Foi constatado que, para o fator sem glicose, CCMA 0054 (IE=1,73), CCMA 0401 

(IE=1,60) CCMA 1228 (IE=1,56), CCMA 1287 (IE=1,53) e para o fator com glicose CCMA 

0658 (IE=1,56) e 1228 (IE=1,60) apresentaram-se com produção intermediária, apesar de não 

possuírem IE≥2, seus valores se aproximam deste parâmetro. Assim, CCMA1228 apresentou 

para ambos os fatores produção intermediária. Para as demais cepas considerou-se uma 

produção enzimática inferior.  

Para a cepa CCMA 0136 não houve formação de halo enzimático (IE = 0), ocorrendo, no 

entanto, a formação de exsudato.  Segundo Lee (2000), quando há suprimento de carbono 

suficiente, mas o meio se torna pobre em nutriente, Bacillus subtilis se torna capaz de secretar 

tais compostos orgânicos, sendo que a fonte de carbono provavelmente se torna células 

bacterianas mortas. Esses compostos são formados na maior parte por polissacarídeos e ácidos 

orgânicos. 

De Jesus (2013), relata a produção de amilases por uma cepa de Bacillus subtilis oriunda 

de cacau (2c). Essa cepa foi avaliada para índice enzimático em diferentes intervalos de tempo 

e em 24 h apresentou IE=1,3. Tal estudo não foi realizado com o acréscimo de glicose, no 

entanto percebe-se uma proximidade com os dados apresentados na Tabela 1, para ambos os 

fatores. 

Tabela 2. Produção de celulase por diferentes cepas de Bacillus subtilis, em meio 

sem/com adição de glicose, avaliada por índice enzimático (IE). 

        Cepa/CCMA IE sem 

glicose  

IE com 

glicose 

51 1,6 c* 1,2 d* 

54 1,5 c 1,5 c 

81 1,3 c 1,3 d 
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Legenda:  * Teste Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam diferenças estatística 

entre as cepas em cada tratamento. **CV= Coeficiente de variação, mede a dispersão dos dados em relação a 

média aritmética, quanto menor melhor a precisão dos dados. ***Teste de Shapiro-Wilk a 5%, teste para 

determinação de normalidade resíduos, se p>0,05 os dados seguem uma distribuição normal. **** Teste de Bartlett 

a 5% para avaliação da homogeneidade das variâncias, se p> 0,05, as variâncias são consideradas homogêneas. 

 

Abaixo na Figura 11 estão ilustradas duas das cepas estudadas, para o fator sem glicose e na 

Figura 12, estão ilustradas duas das cepas estudadas para o fator com glicose. 

 

Figura 11. Teste semiquantitativo de produção para enzima amilase na presença de glicose 

(0,1%), após revelação com lugol, pelos microrganismos: A) CCMA 0401, B) CCMA 0087. 

As setas indicam os halos formados 

 

 

 

 

  

 

 

Fonte: Do autor (2022) 

 

 

87 2,0 b 1,5 c  

136 0,4 d 1,3 d 

401 2,6 a 2,2 a 

658 1,5 c 1,6 c 

1228 1,4 c 1,6 c 

1287 1,3 c 1,8 b 

1340 1,3 c 1,5 c 

** CV (%) = 19,02 

 *** p= 0,005 resíduos  

**** p= 0 homogeneidade 

  

A B 
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Figura 12. Teste semiquantitativo de produção para enzima amilase na presença de glicose 

(0,1%), após revelação com lugol, pelos microrganismos. A) cepa CCMA 0401, B) cepa CCMA 

1287. As setas indicam os halos formados, inferindo a produção da enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor (2022) 

 

Conforme os resultados da Tabela 2, somente duas cepas apresentaram bons potenciais 

de produtividade para enzima celulase. A CCMA 0401 no fator sem glicose apresenta o melhor 

índice enzimático (IE=2,6), seguida por esta mesma cepa, entretanto na ausência de glicose 

(IE= 2,2) e por último CCMA 0087 na ausência de glicose (IE=2,0). 

 Na presença de glicose CCMA 0051 (IE=1,2) e CCMA81 (IE=1,3) não se apresentam 

como boas produtoras, as demais enzimas encaixam-se em um padrão de produção 

intermediário. Na ausência de glicose a cepa CCMA 0051(IE=1,6), CCMA 0054 (IE=1,5), 

CCMA 0658 (IE=1,5) apresentaram produção intermediária e demais cepas baixa 

produtividade. 

Cotta (2021), relata a atividade positiva de celulase para três isolados de Bacillus subtilis 

9C1 (IE=5,66), 16C2 (IE= 5,84) e 19C2 (IE=5,88), em um estudo de microrganismos termo 

resistentes isolados de compostagem. Esses resultados apresentam-se em um padrão muito 

acima dos índices enzimáticos obtidos pelas 10 cepas como demonstrado na Tabela 2, como já 

citado o maior índice foi A CCMA 0401 no fator sem glicose IE= 2,6. Tal discrepância pode 

estar relacionada ao a uma adaptação na metodologia para a quantidade de indutor utilizada 

(0,1%), o que normalmente se utiliza à 1%. 

 

Tabela 3. Produção de manganês peroxidase por diferentes cepas de Bacillus subtillis, 

em meio sem/com adição de glicose, avaliada por índice enzimático IE. 

A B 
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Legenda:  * Teste Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam diferenças estatística 

entre as cepas em cada tratamento. **CV= Coeficiente de variação, mede a dispersão dos dados em relação a 

média aritmética, quanto menor melhor a precisão dos dados. ***Teste de Shapiro- Wilk a 5%, teste para 

determinação de normalidade resíduos, se p>0,05 os dados seguem uma distribuição normal. **** Teste de Bartlett 

a 5% para avaliação da homogeneidade das variâncias, se p> 0,05, as variâncias são consideradas homogêneas. 

Abaixo na Figura 12 estão ilustradas três das cepas estudadas para o fator sem glicose e 

na Figura 13 três cepas estudadas, para o fator com glicose. 

 

Figura 13.  Teste semiquantitativo de produção para enzima manganês peroxidase na ausência 

de glicose (0,1%),  pelos microrganismos. A) CCMA 87, B) CCMA 136 e C) CCMA 658, as 

setas indicam os halos formados, inferindo a produção da enzima. 

        Cepa/CCMA IE sem 

glicose 

IE com 

glicose 

51 0,0 e* 0,0 b* 

54 0,0 e 0,7 b 

81 1,5 d 2,0 a 

87 2,6 a 1,7 a 

136 2,3 b 2,1 a 

401 0,0 e 0,0 b 

658 2,0 c 2,2 a 

1228 1,6 d 1,5 a 

1287 1,5 d 1,8 a 

1340 1,6 d 1,9 a 

** CV (%) = 9,51 

 *** p= 2,584 resíduos  

**** p=0 homogeneidade 
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Fonte: Do autor (2022) 

 

Figura 14.  Teste semiquantitativo de produção para enzima manganês peroxidase na presença 

de glicose (0,1%), pelos microrganismos. A) CCMA 658, B) CCMA 136 e C) CCMA 81, as 

setas indicam os halos formados, inferindo a produção da enzima. 

 

 

Fonte: Do autor (2022) 

 

Conforme a tabela 5 CCMA 0051 e CCMA 0401 não apresentaram produtividade para 

manganês peroxidase em ambos os fatores, além de CCMA 0054 não ter apresentado 

produtividade para o fator se glicose. 

Os maiores produtores no fator sem glicose foram CCMA0087 (IE=2,6) CCMA 0136 

(IE=2,3) seguidas por CCMA 0658 (IE=2,0), as demais cepas que apresentaram produtividade, 

demonstraram um padrão de produção intermediário. 

Para o fator com glicose CCMA 0658(IE=2,2) apresentou a melhor produtividade seguida 

por CCMA 136 (IE=2,1), CCMA 0081 (IE=2,0). A demais cepas apresentaram-se como 

A B C 

A B C 
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produtoras intermediárias, exceto CCMA 0054 (IE= 0,7), que se apresenta como uma má 

produtora. 

Não foram encontrados na literatura, relatos de estudos envolvendo testes 

semiquantitativos para Bacillus sp. ou Bacillus subtilis para a atividade enzimática de manganês 

peroxidase.  

 

Tabela 4. Produção de xilanase por diferentes cepas de Bacillus subtilis, em meio 

sem/com adição de glicose, avaliada por índice enzimático IE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  * Teste Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam diferenças estatística 

entre as cepas em cada tratamento. **CV= Coeficiente de variação, mede a dispersão dos dados em relação a 

média aritmética, quanto menor melhor a precisão dos dados. ***Teste de Shapiro wilk a 5%, teste para 

determinação de normalidade resíduos, se p>0,05 os dados seguem uma distribuição normal. **** Teste de Bartlett 

a 5% para avaliação da homogeneidade das variâncias, se p> 0,05, as variâncias são consideradas homogêneas. 

 

Abaixo na Figura 14 estão ilustradas três das cepas estudadas para o fator sem glicose e 

na Figura 15, estão ilustradas três cepas com o fator glicose: 

 

Cepa/CCMA IE sem 

glicose 

IE com 

glicose  

51 2,1 a* 1,3 c* 

54 1,7 a 1,2 c 

81 1,4 a 1,1 c 

87 1,5 a 1,2 c 

136 1,5 a 1,3 c 

401 1,3 a 1,4 b 

658 1,7 a 1,6 a 

1228 1,3 a 1,2 c 

1287 1,6 a 1,3 c 

1340 1,8 a 1,4 b 

** CV (%) = 14,63 

 *** p=0,4332 resíduos  

**** p= 0,1661 homogeneidade 
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Figura 15: Teste semiquantitativo de produção para enzima xilanase na ausência de glicose 

(0,1%), após revelação com lugol, pelos microrganismos A) CCMA 51, B) CCMA 658 e C) 

CCMA 81, as setas indicam os halos formados, inferindo a produção da enzima.                          

 

 

 

Fonte: Do autor (2022) 

 

Figura 16: Teste semiquantitativo de produção para enzima xilanase na presença de glicose 

(0,1%), após revelação com lugol, pelos microrganismos. A) CCMA 658, B) CCMA 401 e C) 

CCMA 81, as setas indicam os halos formados, inferindo a produção da enzima. 

 

 

Fonte: Do autor (2022) 

 

 

CCMA 0051 (IE=2,1) sem glicose se apresentou como a melhor cepa produtora, quando 

comparado ambos os fatores. Para o fator sem glicose, CCMA0081(IE=1,4) 

CCMA0401(IE=1,3) e CCMA1228(IE=1,3) apresentaram produtividade intermediária sendo 

todas outras boas produtoras, pois possuem valores próximos de IE=2. 

A B C 

A B C 
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No fator com glicose a melhor cepa produtora foi a CCMA 0658 (IE= 1,6), sendo 

classificada como uma produtora intermediaria. Todas outras cepas apresentaram valores de 

índices enzimáticos distantes de IE=2, portanto foram classificadas como más produtoras. 

Alves et al (2017), relata a produção em testes semiquantitativos para produção de 

xilanase em bactérias e leveduras oriundas do coco verde, dentre as quais está Bacillus sp. 

(código: B2). Apesar de ser produtora, ele retrata que não houve uma produtividade acentuada. 

O que condiz com os dados da Tabela 4, uma vez que grande parte das cepas para ambos os 

tratamentos não se apresentaram como boas produtoras. 
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4. Determinação das atividades enzimáticas após fermentação submersa 

 

A cepa cuja produção se deu melhor, de uma forma geral para todas as enzimas, foi a 

CCMA 0658. Foi realizado o cultivo em meio liquido e retirado as alíquotas (1 mL) referentes 

a cada amostra, nos tempos de T0 (0 h), T1 (12 h), T2 (36 h), T3 (60 h), T4 (84 h). Então 

centrifugadas e o sobrenadante retirado para determinação das atividades enzimáticas em 

espectrofotômetro com leitor de microplacas ELISA, para cada enzima com metodologia 

específica.  

Para a enzima lacase não houve quantificação, uma vez que nenhuma cepa foi produtora 

desta enzima nas condições testadas.  

 

Tabela 9. Atividade da amilase em U/L por tempo, na ausência e presença de 

glicose.  

 

 

 

  

   

Legenda:  A: meio acrescido de amido 0,1%; AG: Meio acrescido de glicose e amido ambos 0,1%  

 

Para amilase, a curva padrão apresentou o valor de R² = 0,9749 e a equação 3.  

 y= 0,0014x - 0,0163      (3)  

Para a enzima amilase, ambos os fatores apresentaram produção. Na ausência de 

glicose o pico de produtividade (fase log) ocorre as 36h e segue por uma fase de 

estabilização até as 60 h com 0,00027 U/L. No fator com glicose o pico também ocorre às 

36 h com 0,000243U/L, no entanto há um declínio na atividade enzimática até as 60h.  

Silva (2012) relata a produção de amilase oriundas de Bacillus amyloliquefaciens por 

fermentação submersa em um estudo utilizando as tortas de macaúba, torta de dendê, 

farinha de pupunha, torta de tremoço e torta de mamona como substrato.  Os valores 

quando comparados com os da Tabela 9, são muito maiores comparando todos os 

substratos.  

Tempo (h) A(U/L) AG (U/L) 
12 0,00005 0,000216 
36 0,00027 0,000243 
60 0,00027 0,000039 
84 0,00009 0,000055 
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Essa discrepância nos resultados pode estar relacionada a quantidade de indutor 

utilizado assim como nos testes semiquantitativos. 

 Tabela 10.  Atividade da celulase em U/L por tempo, na ausência e presença de 

glicose.  

 

 

 

                              

 

 

Legenda:  CMC: meio acrescido de carboximetilcelulose 0,1%; CMCG: Meio acrescido de glicose e 

carboximetilcelulose ambos 0,1%. 

 

Para celulase a curva padrão apresentou o valor de R2= 0,985 e a equação conforme a 

equação 4. 

 

y = 1,672x - 0,0178 (4) 

 

As atividades para celulase foram positivas, e apresentaram um padrão de produção. 

Para o fator sem glicose, a CCMA 0658 obteve um pico de produção as 36h (fase log) com 

0,4271 U/L e rápida reprodução bacteriana e intensa atividade bacteriana, seguido por um 

declínio. A queda pode ter sido provocada pelo decréscimo de organismos, originando um 

processo de feedback negativo (TORTORA et al., 2012; CASTRO et al., 2010; 

INFORSATO,2010). 

Quando considerado o fator com glicose o pico de produtividade ocorre às 12 h com 

0,2583 U/L e após a atividade enzimática sofre um grande declínio. Possivelmente isso se 

deve ao mesmo motivo do declínio no fator sem glicose, entretanto ocorrendo de uma 

forma mais brusca. 

Scherer (2020), conduziu um estudo com Bacillus subtilis utilizando isolada do pó do 

tabaco, seguindo também metodologia de Miller, 1959 para açúcares redutores. Os valores 

da Tabela 10, no entanto se encontram maiores. Isso pode ser explicado devido a diferença 

do substrato, a pesquisa realizada por Scherer não utiliza carboximetilcelulose como 

Tempo (h) CMC(U/L) CMCG(U/L) 
12 0,19144 0,258308 
36 0,427196 -0,289590 
60 0,243777 -0,404120 
84 0,105336 -0,42335 
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substrato, podendo ser um fator da discrepância dos dados, uma vez que interação entre 

enzima e substrato é um fator determinante na atividade enzimática. 

Santos (2020), apresenta um estudo da otimização da produção e modelagem in silico 

de celulase de uma linhagem marinha de Bacillus subtilis halotolerante em que um dos 

microrganismos identificados como Bacillus subtilis SR22 apresenta uma atividade 

enzimática para celulase sem glicose de 0,31880 U/L, em que condiz com os dados deste 

estudo. O substrato para SR22, neste estudo foi utilizado carboximetilcelulose, o que 

reforça a hipótese para as discrepâncias dos dados com Scherer (2020). 

 

Tabela 11. Atividade da xilanase em U/L por tempo, na ausência e presença de 

glicose.  

 

 

 

 

 

 

Legenda: X: meio acrescido de xilana 0,1%; XG: Meio acrescido de glicose e xilana ambos 0,1%. 

 

Para xilanase a curva padrão apresentou o valor de R2= 0,986 e a equação conforme a 

equação 5. 

 

y = 0,0036x - 0,4379 (5) 

 

Para o fator sem glicose o máximo de produtividade ocorreu às 12 h com 0,000230 

U/L e para o fator com glicose o máximo foi em 84h com 0,00012 U/L, como demonstrado 

na Tabela 11. Assim, para xilanase foi considerado que houve produção enzimática para 

ambos fatores, sendo o fator sem glicose um produtor melhor. Como citado anteriormente 

HECK et al (2022) relata a produção de celulases e xilanases por Bacillus subtillis, no 

entanto ressaltando que são melhores produtoras para celulase. O que é percebido, de forma 

parecida, para a CCMA 0658 é uma boa produtora para celulase, mas não apresenta 

atividades tão semelhantes para xilanase.  

Segundo Deschamps et al. (1882) duas espécies de Bacillus sp. apresentam padrões de 

atividades enzimáticas de acordo com: Bacillus coagulans (250 U/L) e Bacillus pumilus 

Tempo (h) X(U/L) XG(U/L) 
12 0,000230 -0,00040 
36 -0,000139 -0,00046 
60 -0,000146 -0,00034 
84 0,000156 0,00012 
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(1250 U/L). Quando comparado com os valores para as atividades de xilanases oriundas 

de Bacillus subtilis conforme na Tabela 11, é possível observar uma enorme discrepância. 

Esse estudo apresentou valores cerca de 106 vezes menores, do que retratado na literatura. 

Algum fator desconhecido pode ter ocasionado inibição da atividade enzimática, a 

fisiologia do microrganismo pode ter influenciado ou até mesmo a concentração do indutor 

ter sido muito baixa. 

 

Tabela 12. Atividade da manganês peroxidase em U/L por tempo, na ausência e 

presença de glicose. 

 

 

 

 

 

 

Legenda: V: meio acrescido de vermelho de fenol 0,1%; VG: Meio acrescido de glicose e vermelho de 

fenol ambos 0,1%. 

 

Para a manganês peroxidase foram obtidas as atividades presentes na Tabela 12. Para o 

fator sem glicose a atividade máxima para enzima manganês peroxidase ocorreu as 84 h com 

19,35 U/L, tendo anteriormente baixos valores ou valores negativos. É possível que algum fator 

desconhecido possa ter influenciado a inibição da enzima em questão. 

No fator com glicose o único tempo que apresentou atividade enzimática foi as 36h com 

4,44 U/L. Para manganês peroxidase, não existe curva padrão sendo considerado a atividade de 

MnP foi calculada com base na absortividade molar do vermelho de fenol oxidado (λ nm). 

Uma unidade de atividade enzimática foi definida como 1 µmol do produto formado por 

minuto, segundo equação 2 (KHINDARIA; GROVER; AUST, 1994; LUNDELL et al., 1990). 

Oliveira (2008), retrata a atividade de B. pumilus e apresenta sua máxima atividade em 

29,9 U/L, considerando que o experimento foi conduzido sem adição de glicose, os valores 

desta quantificação para MnP não se encontram discrepantes. Vale ressaltar que pela 

concentração do indutor utilizada ter sido baixa, valores menores para as atividades já são 

esperados. 

 

 

Tempo (h) V(U/L) VG(U/L) 
12 3,38 -18,65 
36 0,16 4,44 
60 -2,65 -30,51 
84 19,35 -30,55 
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4 CONCLUSÃO 

 

Considerando todas as cepas e suas capacidades de produção enzimática, foi possível 

observar que CCMA 0658, apresentou uma melhor produção geral de enzimas em teste 

semiquantitativo realizado. Dessa forma, buscou-se então quantificar a suas produções 

enzimáticas, para uma análise mais exata do seu potencial industrial e biotecnológico.  

Para quantificação dessa cepa, para a enzima a celulase foram observadas atividades 

enzimáticas, sendo o seu pico de produtividade no fator sem glicose as 36h com 0,4271 U/L e 

no fator com glicose as 12h com 0,2583 U/L. Para amilase ambos os fatores apresentaram 

produção. Na ausência de glicose o pico de produtividade ocorre as 36h com 0,00027 U/L e 

segue por uma fase de estabilização até as 60 h. No fator com glicose o pico também ocorre às 

36 h com 0,00024 U/L, no entanto há um declínio na atividade enzimática até as 60h. 

Para xilanase o fator sem glicose o máximo de produtividade ocorreu às 12 h com 

0,000230 U/L e para o fator com glicose o máximo foi em 84h com 0,00012 U/L, sendo os 

valores não entrando em consenso do encontrado na literatura. Para manganês peroxidase com 

o fator sem glicose a atividade máxima para enzima ocorreu às 84 h com 19,35 U/L, tendo 

anteriormente baixos valores ou valores negativos. No fator com glicose o único tempo que 

apresentou atividade enzimática foi as 36h com 4,44 U/L. 

Possivelmente valores baixos e em   desconformidade com a literatura traduzem em uma 

baixa concentração de indutores utilizados. Dessa forma entende-se que seja necessário realizar 

tais análises com concentrações maiores como por exemplo de 1%. 
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