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RESUMO 

 

FREITAS, Leonardo da Silva. Utilização do resíduo do processamento de café 
Conilon na produção de avicelase por Bacillus licheniformis N378. 2020. 
Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) – Universidade Federal 
do Espírito Santo, Alegre – ES. Orientadora: Profª. DSc. Raquel Vieira de Carvalho. 
Coorientadora: Profª. DSc. Jussara Moreira Coelho. 

 

O emprego de bioprocessos permite a produção de um grande número de metabólitos 
de interesse industrial, dentre eles, destacam-se as enzimas microbianas, que podem 
ser obtidas, inclusive, a partir do emprego de resíduos agroindustriais. A utilização 
destes, como fonte de substrato, tem garantido boa produção enzimática e redução 
dos custos do processo. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo 
estudar o crescimento de bactérias Bacillus licheniformis, isoladas durante a secagem 
natural de frutos de café Conilon, no sul do Estado do Espírito Santo, bem como 
avaliar o potencial de síntese de avicelase em cultivos contendo casca de café 
Conilon. As cepas selecionadas foram avaliadas quanto a sua capacidade de 
crescimento e produção de celulases em meio contendo carboximetilcelulose. A cepa 
N378 foi selecionada para avaliar o efeito do meio e do tratamento da casca de café 
na síntese enzimática, por apresentar maior produção de celulases. A casca de café 
foi utilizada na forma “in natura” e tratada com solução alcalina NaOH 1 % (m/V). Foi 
observado que a bactéria apresentou bom crescimento ao longo de todo o processo 
fermentativo quando incubada em meio contendo casca de café tratada, pH 7,0, 
temperatura de 37 °C a 150 rpm, apresentando maior densidade ótica de 1,0 e maior 
atividade enzimática (12,93 U/mL) encontrada no tempo de 144 horas de incubação. 
Estudos sobre a caracterização parcial da avicelase revelaram que a enzima possui 
pH ótimo em 7,0 e temperatura ótima de 90 °C, quando incubada pelo período de 10 
minutos. No estudo de estabilidade da enzima, observou-se que a enzima manteve 
cerca de 80% de sua atividade após 3 horas de incubação em pH 6,5 e 7,5, ou seja, 
em pH próximos ao ótimo. A termoestabilidade da avicelase revelou que nas 
temperaturas de 50 °C e 60 °C a enzima manteve cerca de 100 % da atividade e cerca 
de 50% da atividade quanto exposta a 70 °C e 80 °C por 1 hora. Durante 2 horas de 
incubação, a enzima manteve cerca de 15 % de atividade nas temperaturas de 50 °C 
e 60 °C. A presença de íons cloretos de Ca2+, Zn2+, Mn2+, Co2+ e Ba2+ e sulfatos de 
Mg2+, Fe2+ e Cu2+, mostrou redução na atividade relativa da enzima, assim como nas 
concentrações de NaCl testadas (1 – 5%). Assim, o microrganismo, Bacillus 
licheniformis N378, foi capaz de crescer e produzir avicelase em meio de cultivo 
contendo casca de café Conilon, sendo observado também, que o pré-tratamento no 
resíduo proporcionou maior produção de enzimas pelo microrganismo. 

 

Palavras – chave: resíduos lignocelulolíticos, Bacillus licheniformis, celulases 
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ABSTRACT 

 

FREITAS, Leonardo da Silva. Use of the residue from Conilon coffee processing 
in the production of avicelase by Bacillus licheniformis N378. 2020. Dissertation 
(Master’s degree in Food Science and Technology) - Federal University of Espírito 
Santo, Alegre - ES. Advisor: Profª. DSc. Raquel Vieira de Carvalho. Co-supervisor: 
Profª. DSc. Jussara Moreira Coelho. 

 

The use of bioprocesses allows the production of a large number of metabolites of 
industrial interest, including microbial enzymes, which can be obtained, even, from the 
use of agro-industrial residues. The use of these, as a source of substrate, has ensured 
good enzymatic production and reduced process costs. In this context, the present 
work aimed to study the growth of Bacillus licheniformis bacteria, isolated during the 
natural drying of Conilon coffee fruits, in the south of the State of Espírito Santo, as 
well as to evaluate the potential of avicelase synthesis in crops containing bark of 
Conilon coffee. The selected strains were evaluated for their ability to grow and 
produce cellulases in medium containing carboxymethylcellulose. The N378 strain was 
selected to evaluate the effect of the medium and the treatment of the coffee husk on 
the enzymatic synthesis, due to its higher production of cellulases. The coffee husk 
was used in the “in natura” form and treated with 1% NaOH alkaline solution (m / V). It 
was observed that the bacteria showed good growth throughout the fermentation 
process when incubated in a medium containing treated coffee husk, pH 7.0, 
temperature of 37 ° C at 150 rpm, presenting a higher optical density of 1.0 and greater 
activity enzyme (12.93 U / mL) found at 144 hours of incubation. Studies on the partial 
characterization of avicelase revealed that the enzyme has an optimum pH of 7.0 and 
an optimum temperature of 90 ° C, when incubated for 10 minutes. In the stability study 
of the enzyme, it was observed that the enzyme maintained about 80% of its activity 
after 3 hours of incubation at pH 6.5 and 7.5, that is, at pH close to optimum. The 
thermostability of avicelase revealed that at temperatures of 50 ° C and 60 ° C, the 
enzyme maintained about 100% of the activity and about 50% of the activity when 
exposed to 70 ° C and 80 ° C for 1 hour. During 2 hours of incubation, the enzyme 
maintained about 15% activity at temperatures of 50 ° C and 60 ° C. The presence of 
chloride ions of Ca2 +, Zn2 +, Mn2 +, Co2 + and Ba2 + and sulfates of Mg2 +, Fe2 + 
and Cu2 +, showed a reduction in the relative activity of the enzyme, as well as in the 
tested NaCl concentrations (1 - 5%). Thus, the microorganism, Bacillus licheniformis 
N378, was able to grow and produce avicelase in a culture medium containing Conilon 
coffee husk, and it was also observed that the pre-treatment in the residue provided 
greater production of enzymes by the microorganism. 

 

Keywords: lignocellulolytic residues, Bacillus licheniformis, cellulases 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os resíduos agroindustriais, em geral, incluem os subprodutos gerados durante 

processos industriais obtidos de atividades, e, ou produtos agrícolas. No entanto, 

pouco ou nenhum valor é atribuído a esses resíduos devido à falta de aplicação direta 

para os mesmos. Ressalta-se que constituintes naturais como açúcares, fibras, 

proteínas e minerais fazem parte da composição da maioria desses resíduos, 

possibilitando sua aplicação em bioprocessos, como substitutos de fontes sintéticas 

de substratos (PANESAR et al., 2016). Dentre os resíduos produzidos, destacam-se 

as matérias-primas lignocelulósicas, que são consideradas resíduos, tanto 

agroindustriais quanto urbanos (CASTRO et al., 2010).  

No processo de beneficiamento do café, pós colheita, são gerados toneladas 

de resíduos orgânicos agroindustriais dado que é necessário cerca de 5,5 kg de café 

em frutos para obter 1 kg de grãos beneficiados no processamento úmido, ou seja, 

aproximadamente 82 % do fruto pode ser considerado resíduo e apenas 18 % 

constituirá o grão beneficiado (ADAMS; GHALY, 2007; CLEVES, 2009). No entanto, 

um grande excedente desse resíduo permanece inutilizado (GOUVEA et al., 2009; 

MURTHY; MADHAVA, 2012), favorecendo a deposição destes em locais 

inapropriados, assim como o destino incorreto, gerando problemas de cunho 

ambiental. 

A tecnologia enzimática é um dos campos mais promissores dentro das novas 

tecnologias para síntese de compostos de alto valor agregado (FERNANDES et al., 

2004). Embora as enzimas ocorram amplamente em plantas e animais, as de origem 

microbiana representam cerca de 90% do mercado, uma vez que possuem muitas 

vantagens sobre as equivalentes de origem animal ou vegetal, como ampla 

diversidade bioquímica, suscetibilidade à manipulação genética, menor tempo e custo 

de produção (LIMA, 2001). 

A capacidade de hidrolisar celulose é encontrada entre inúmeros gêneros do 

domínio Bacteria (LYND; ZHANG, 2002). As características do gênero Bacillus, como 

crescimento celular em ampla faixa de pH, tolerando condições ácidas, neutras e 

alcalinas, somado ao fato de alguns microrganismos desse gênero terem 

características de termófilos, fazem com que essas espécies conquistem espaço no 



 

12 
 

mercado. Assim, entre algumas dessas espécies com potencial celulolítico, destacam-

se o Bacillus brevis (SINGH; KUMAR, 1998), Bacillus subtilis (SHABEB et al., 2010), 

Bacillus sphaericus (SINGH et al., 2004) e Bacillus licheniformis (AYGAN et al., 2011; 

SAJAHAN et al., 2017). 

As enzimas celulolíticas podem ser produzidas por microrganismos, como 

fungos e bactérias, sendo divididas de acordo com seu local de atuação no substrato 

celulósico, em: endoglicanases que clivam ligações internas da fibra celulósica; 

exoglicanases, que atuam na região externa da celulose; e as β-glicosidases que 

hidrolisam oligossacarídeos solúveis, como a celulose e o amido, em glicose, ou seja, 

atuam sobre as ligações glicosídicas que formam os oligossacarídeos (LYND; 

ZHANG, 2002; DE CASTRO; SATO, 2015). 

As exoglicanases (avicelase) agem de maneira progressiva em extremidades 

redutoras ou não redutoras da celulose, com maior afinidade por celulose insolúvel ou 

microcristalina, liberando glicose e principalmente celobiose como produtos. São 

capazes de atuar sobre a celulose microcristalina (avicel), encurtando as cadeias do 

polissacarídeo, por meio de uma redução lenta e gradual do seu grau de polimerização 

(LYND et al., 2002). 

As celulases são enzimas de grande importância industrial, dado o fato de que 

são empregadas em diversos segmentos industriais, tais como: indústria têxtil e de 

detergente, indústria de polpa de celulose e papel, indústria de alimentação animal, 

indústria de biocombustíveis, indústria de sucos e na indústria de vinhos (BATH, 2000; 

CASTRO et al., 2010; LIMAYEN; RICK, 2012; MARCO, 2012; ORLANDELLI et al., 

2012; YOON et al., 2014; CHOI et al., 2015; ONGARATTO; VIOTTO, 2015; WANG; 

XUE, 2016). 

Entretanto, o elevado custo de produção das celulases e demais enzimas se 

caracteriza como o maior fator limitante para sua aplicação industrial. O meio ou o 

substrato utilizado, a complexidade da estrutura da celulose, etapas de tratamento no 

substrato, as baixas produtividades da celulase e as etapas de purificação, estão entre 

os principais fatores que influenciam na produção econômica das celulases (SRIDEVI, 

et al., 2009). 
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Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar o crescimento 

das bactérias Bacillus licheniformis, isoladas durante a secagem natural de frutos de 

café Conilon, no sul do Estado do Espírito Santo, bem como avaliar o potencial de 

síntese de avicelase em cultivos contendo casca de café Conilon.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Resíduos agroindustriais 

 

Os resíduos agroindustriais, em geral, incluem os subprodutos gerados durante 

processos industriais obtidos de atividades, e, ou produtos agrícolas. No entanto, 

pouco ou nenhum valor é atribuído a esses resíduos devido à falta de aplicação direta 

para os mesmos. Ressalta-se que constituintes naturais como açúcares, fibras, 

proteínas e minerais fazem parte da composição da maioria desses resíduos, 

possibilitando sua aplicação em bioprocessos, como substitutos de fontes sintéticas 

de substratos (PANESAR et al., 2016). Dentre os resíduos produzidos, destacam-se 

as matérias-primas lignocelulósicas, que são consideradas as fontes renováveis mais 

abundantes encontradas na natureza (CASTRO et al., 2010).  

Os materiais lignocelulolíticos representam uma grande parcela da biomassa 

vegetal de toda a biosfera. O complexo lignocelulolítico (Figura 1) compreende três 

tipos de polímeros, a celulose, hemicelulose e lignina que são fortemente ligadas 

quimicamente por meio de forças não covalentes e por ligações cruzadas covalentes 

(SÁNCHEZ, 2009). 

 

Figura 1. Representação da fibra de celulose e seus componentes, celulose, hemicelulose e lignina 

(Fonte: MURPHY; MCCARTHY, 2005). 
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A celulose se destaca como um dos constituintes de maior interesse dos 

resíduos lignocelulolíticos, sendo um polímero linear de glicose de alto peso 

molecular, podendo ter de 15 a 15.000 unidades de glicose, unidas por ligações β-

1,4-glicosídicas que formam o dímero celobiose. Estes formam longas cadeias ligadas 

entre si por ligações de hidrogênio e forças de van der Waals. A celulose está presente 

geralmente na forma cristalina e uma pequena quantidade de suas cadeias está 

presente na forma amorfa. A conformação amorfa da celulose a torna mais suscetível 

à degradação enzimática (PÉREZ et al., 2002; BRODEUR et al., 2011). 

A hemicelulose consiste num grupo de polissacarídeos heterogêneo formado 

por unidades de açúcares, como pentoses e hexoses, ácidos urônicos e radicais 

acetila, e atua como elo entre a lignina e a celulose. Os açúcares são ligados por 

ligações β-1,4-glicosídicas e também por ligações β-1,3-glicosídicas. A principal 

diferença entre a celulose e a hemicelulose é que esta possui ramificações com 

cadeias laterais curtas constituídas por diferentes açúcares e a celulose consiste em 

oligômeros que podem ser facilmente hidrolisados (SÁNCHEZ, 2009; BRODEUR et 

al., 2011). 

A lignina está ligada à hemicelulose e à celulose, formando uma barreira 

impermeável na parede celular da planta. Sua presença na parece celular, confere 

suporte estrutural, impermeabilidade e resistência a ataques microbianos e ao 

estresse oxidativo. É um heteropolímero amorfo, não solúvel em água e oticamente 

inativo, formado por unidade de fenilpropano unidos por ligações fortes, além disso, é 

considerado um dos materiais mais resistentes da natureza (SÁNCHEZ, 2009; 

BRODEUR et al., 2011). 

Algumas pesquisas têm sido desenvolvidas, com o intuito de agregar valor aos 

produtos e subprodutos da agricultura, visando contornar o aumento da geração de 

resíduos agroindustriais. Aliado ao fato de que a matéria-prima, comumente, 

representa um custo elevado aos bioprocessos, a utilização de resíduos 

lignocelulósicos como matéria-prima para bioprocessos industriais representa uma 

forma de agregar valor aos resíduos agroindustriais, assim como, redução de custos 

de processo (PANDEY et al., 2000; CANAKI, 2007; FERREIRA, 2009; MANERA, et 

al., 2011; NGUYEN, et al., 2017; BARROS, et al., 2019). 
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A utilização de resíduos agroindustriais como um substrato alternativo para os 

processos fermentativos, ajuda a reduzir custos de fabricação de produtos com alto 

valor agregado, além de contribuir para a redução de problemas de poluição ambiental 

relacionados ao acúmulo ou má disposição desses resíduos (BOTELLA et al., 2007; 

KAMMOUN et al., 2008). 

 

2.1.1. Resíduos de café 

 

O café é uma das bebidas mais consumidas do mundo, sendo a cultura 

comercial mais importante e a segunda commodity internacional mais valiosa, 

perdendo somente para o petróleo (ICO, 2019). O Brasil destaca-se como maior 

produtor e exportador de café do mundo, exportando cerca de 38,721 milhões de 

sacas no período de 2018/2019 resultando na receita cambial de US$ 5.384.903 

(EMBRAPA, 2019; ICO, 2019). A produção brasileira de café do tipo Conilon no ano 

de 2019 foi de 13,94 milhões de sacas, e o estado do Espírito Santo foi responsável 

por 9,419 milhões de sacas, valor correspondente a 67% da produção nacional 

(CONAB, 2019). 

A produção de café no Brasil ocorre basicamente por via seca, gerando 

aproximadamente 30 milhões de sacas de cascas por ano. Quanto ao processo de 

beneficiamento pós-colheita do café, são geradas toneladas de resíduos orgânicos 

agroindustriais, dado que é necessário cerca de 5,5 kg de fruto de café, para obter 1 

kg de grãos beneficiados no processamento úmido, ou seja, aproximadamente 82 % 

do fruto pode ser considerado resíduo e apenas 18 % constituirá o grão beneficiado 

(SOCCOL, 2002; ADAMS; GHALY, 2007; CLEVES, 2009). 

Os resíduos mais importantes do pré processamento dos frutos de café são a 

polpa na via úmida e a casca na via seca (SOCCOL, 2002). Outros subprodutos, como 

mucilagem e pergaminho, são fontes potenciais de constituintes como carboidratos, 

proteínas, fibras e minerais. A polpa de café pode ser facilmente utilizada por 

leveduras ou metabolizada por bactérias acidoláticas, produzindo bebidas alcoólicas 

e vinagres (ESQUIVEL; JIMÉNEZ, 2012). Além da possibilidade desses resíduos 
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serem utilizados como substratos em bioprocessos para a produção de enzimas 

(SAMPAIO et al., 2013). 

Em geral, a casca de café apresenta altos teores de matéria orgânica e boa 

quantidade de açúcares fermentescíveis, conforme a Tabela 1. A composição química 

da casca de café varia de acordo com vários fatores, tais como variedade de café, tipo 

de solo, plantio, condições climáticas, tipo de processamento entre outros (SOCOOL, 

2002; ADAMS; GHALY, 2007; CLEVES, 2009; PANDEY, et al., 2017). 

 

Tabela 1. Composição da casca de café em base seca. 

Autores Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) 

Andrade (2009) 32,15 13,23 

Gouvea et al. (2009) 16 11 9 

Ayele; Reinhardt (2010) 24,5 29,7 23,7 

Albuquerque; Araújo (2016) 24 19 

Baêta et al. (2017) 29,17 28,96 22,35 

Santos et al. (2018) 32,5 20,8 27,1 

 

Devido ao elevado teor de fontes de carbono e sua disponibilidade como 

resíduo agroindustrial, a casca de café pode ser empregada como alternativa, além 

de promissora para o cultivo de microrganismos em bioprocessos (PANDEY et al., 

2007) e para a produção de enzimas (SAMPAIO et al., 2013; GUSMÃO et al., 2014). 
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2.2. Bioprocessos na produção de enzimas 

 

2.2.1. Fermentação submersa e semi sólida 

 

Bioprocesso é uma das formas mais antigas de produção de enzimas, nele os 

microrganismos utilizam substratos presentes no meio como fonte de energia 

necessária para a sua subsistência. Na maioria desses processos de produção, esses 

compostos essenciais não estão disponíveis na forma que permita aos 

microrganismos utilizá-los diretamente, fazendo com que os mesmos tenham que 

sintetizar enzimas, com o objetivo de degradar esses compostos a substâncias 

disponíveis para o uso metabólico (FEITOSA, 2009). 

Os bioprocessos para a produção de enzimas podem ser classificados como 

sólido e submerso; e a diferença principal entre eles é a quantidade de água livre em 

cada sistema. Os processos submersos são os mais utilizados para a síntese da 

maioria das celulases comercializadas e podem ser definidos como os processos em 

que os microrganismos se desenvolvem em meio de cultura com agitação e o 

crescimento ocorre com uma suspensão em meio líquido, no qual vários nutrientes 

são dissolvidos (DASARI et al., 2019). 

No bioprocesso submerso, os constituintes estão diluídos no meio fermentativo, 

e são geralmente utilizadas bactérias, enquanto no bioprocesso sólido, o substrato é 

apenas umedecido, e o emprego de microrganismos se restringe basicamente aos 

fungos filamentosos (MITCHEL, 2000; VINIEGRA-GONZÁLEZ et al., 2003). 

 A fermentação submersa apresenta algumas vantagens, frente à fermentação 

sólida, como maior facilidade de controles do processo e maiores possibilidades de 

recuperação do produto final, visto que as enzimas excretadas ficam dispostas no 

meio líquido, já na fermentação sólida grande parte das celulases ficam confinadas 

dentro do material sólido devido à grande afinidade como o substrato. Além disso, na 

fermentação submersa o sistema enzimático encontra-se prontamente dissolvido no 

meio líquido, promovendo menores perdas de metabólitos e menos etapas para 

extração da enzima (DASARI et al., 2019). A maior parte das indústrias produtoras de 
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enzimas utiliza o sistema submerso, por possibilitar maiores controles do processo 

(MITCHEL, 2000; VINIEGRA-GONZÁLEZ et al., 2003). 

Para a seleção do tipo de bioprocesso a ser utilizado deve ser considerado 

inúmeros fatores, tais como: complexidade do meio, custo do meio, atividade de água, 

concentração de substrato, aeração, temperatura, controle de parâmetros do 

processo, purificação dos produtos e o comportamento do microrganismo. Cada tipo 

de bioprocesso tem suas particularidades, que impactam diretamente no tipo e na 

quantidade de produto que será formado (MITCHEL, et al., 2000; GARZON, 2018). 

Os processos biotecnológicos apresentam vantagens e desvantagens, devido 

à forma como alguns parâmetros afetam e ou influenciam em cada sistema, como por 

exemplo, temperatura, pH, fonte de carbono, fonte de nitrogênio, presença de íons 

metálicos, presença de sais, inibidores, cofatores, concentração de substratos, 

quantidade de oxigênio, entre outras condições específicas para cada bioprocesso, 

microrganismo e produto de metabolismo desejado (SABAT; GUPTA, 2010; LEI, et 

al., 2012; TAKAHASHI, et al., 2013). 

A temperatura afeta o crescimento do microrganismo, assim como sua 

produção de metabólitos. Os microrganismos têm uma temperatura ótima de 

crescimento e quando esta encontra-se fora da temperatura ótima, seja com 

temperaturas maiores ou menores, o crescimento do microrganismo tende a 

acontecer de maneira mais lenta, sendo que em condições extremas de temperatura 

pode-se ocorrer a morte celular (BHUNIA, et al., 2012; ADAV, et al., 2013). 

O pH é o principal fator que influencia as vias metabólicas, afetando a eficiência 

da síntese e da produção enzimática dos microrganismos (ADAV et al., 2011). Além 

disso, alterações de pH extracelular podem induzir estresse sobre funções celulares, 

como função de proteínas e potencial de membrana, que afetam diretamente na 

disponibilidade de micronutriente para a célula. Para contornar essas alterações de 

pH, a célula ativa suas vias de sinalização de controle de pH extracelular, que 

sintetizam compostos com o objetivo de realizar a regulação de pH, mecanismo que 

faz com que a célula possa evitar o estresse ácido e desempenhar suas funções 

celulares. Essa regulação da célula acontece em condições amenas de mudança de 
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pH e varia conforme a resistência ácida de cada microrganismo (SELVIG; 

ALSPAUGH, 2001). 

A utilização de fontes de carbono pelos microrganismos se baseia em dois 

processos principais: indução ou repressão catabólica de carbono, que tem o objetivo 

de evitar o gasto desnecessário de energia com a produção de enzimas extracelulares 

e com vias metabólicas, que não serão utilizadas. Portanto, no processo de 

crescimento de um microrganismo, as fontes de carbono, seja orgânica ou inorgânica 

visam manter as condições mínimas necessárias para que atendam às exigências 

nutricionais de cada célula específica (BENOCCI et al., 2017). 

A via de indução ou repressão catabólica de nitrogênio consiste no mecanismo 

utilizado pelos microrganismos para selecionar a quantidade e o tipo de fonte de 

nitrogênio que será utilizado, dentro do metabolismo global de nitrogênio, 

influenciando diretamente no crescimento, síntese e produção de metabólitos 

(KRAPPMANN; BRAUS, 2005; TUDZYNSKI, 2014).  

 

2.3. Microrganismos produtores de enzimas 

 

A obtenção de microrganismos com a capacidade de produção de enzimas 

para aplicação industrial poder ser realizada de várias formas, tais como o isolamento 

a partir de recursos naturais, obtenção de microrganismos mutantes naturais, 

aquisição de mutantes induzidos por métodos convencionais e obtenção de 

recombinantes por técnicas da engenharia genética (MONTEIRO; SILVA, 2009). 

  O custo da produção de enzimas microbianas pode ser fortemente 

influenciado pela produtividade do organismo empregado, mostrando como a seleção 

de um microrganismo para um processo de produção de enzimas é importante 

(KUMAR et al., 2014). Após a seleção, o microrganismo é cultivado em reatores para 

a produção do biocatalisador. Fatores como meio de cultivo, pH, temperatura, aeração 

e agitação devem ser otimizados com o objetivo de potencializar a produção da 

enzima em questão (MONTEIRO; SILVA, 2009). 
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2.3.1. Gênero Bacillus na produção de enzimas 

 

Dentre os microrganismos envolvidos na degradação de materiais celulósicos, 

as bactérias do gênero Bacillus têm merecido destaque em muitos estudos. Suas 

características como tolerância a altas temperaturas, crescimento rápido e alta 

atividade enzimática fazem com que espécies deste gênero tenham alcançado espaço 

no mercado, principalmente nos processos de biorremediação e uso em detergentes. 

Entre algumas dessas espécies com potencial celulolítico, destacam-se o Bacillus 

brevis (SINGH; KUMAR, 1998), Bacillus subtilis (SHABEB et al., 2010), Bacillus 

sphaericus (SINGH et al., 2004) e Bacillus licheniformis (AYGAN et al., 2011; 

SAJAHAN et al., 2017).  

O gênero Bacillus é composto por bactérias gram positivas, membros do filo 

Firmicutes que possuem forma de bastonete, são formadoras de endósporos, podem 

estar isoladas, em pares ou filamentos de tamanhos variados e a maioria é aeróbica, 

podendo apresentar motilidade por flagelos peritríquios, ou serem imóveis (YOUSEF; 

JUNEJA, 2002). 

Por serem habitantes comuns de solos e de sedimentos aquáticos, espécies 

dentro do gênero são difundidas na natureza e encontradas em praticamente todos 

os ambientes. Crescem em temperaturas entre 25 °C e 37 °C, apesar de existirem 

espécies com crescimento em temperaturas muito altas ou muito baixas. Algumas 

espécies ainda toleram condições de pH extremas, podendo crescer entre pH 2 e 10. 

Essa grande heterogeneidade de ambientes e condições de crescimento reflete na 

variedade de nichos ecológicos em que podem ser encontrados a espécie Bacillus, 

assim como a quantidade de substratos que esta espécie pode utilizar no crescimento 

e também ao grande complexo enzimático produzido pela mesma (YOUSEF; 

JUNEJA, 2002; ROONEY et al., 2009). 

O grupo de B. subtilis sensu lato compreende as espécies: B. subtilis sensu 

stricto, B. licheniformis, B. amyloquefaciens, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. 

vallismortis e B. sonorensis (WANG et al., 2007). As espécies desse grupo não são 

patogênicas e apresentam grande potencial biotecnológico (STRESHINSKAYA et al., 

2011). As principais aplicações na indústria são: a produção de enzimas (proteases, 
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amilases e celulases, dentre outras hidrolases), antibióticos, fermentação de 

alimentos, vitaminas, entre outras (WANG et al., 2007; JEYARAM et al., 2011).  

A espécie Bacillus licheniformis é caracterizada por organismos anaeróbios 

facultativos, gram-positivos, possuem motilidade, formam esporos elipsoidais a 

cilíndricos. As células cultivadas em ágar glicose possuem coloração uniforme, 

medindo de 0,6-0,8 por 1,5-3,0 µm, ocorrem isoladamente ou em pares, e cadeias. A 

morfologia colonial é variável, dentro e entre as cepas, e, como ocorre com B. subtilis, 

pode dar a aparência de uma cultura mista (YOUSEF; JUNEJA, 2002). 

A colônia tem forma arredondada a irregular e diâmetro moderado (2-4 mm), 

com margens variando entre ondulada para fimbriada; a cor é esbranquiçada, e pode 

se tornar cremosa ou marrom e até vermelha em meios contendo ferro em quantidade 

suficiente; as texturas variam de úmido e brilhante ou mucoide, até membranoso com 

aspecto áspero e duro conforme elas secam; as colônias de B. licheniformis tendem 

a ser bastante aderentes ao ágar. As condições médias de crescimento são 15 °C a 

50 °C, e pH entre 5,7 e 6,8, apesar de algumas subespécies tolerarem condições mais 

extremas tanto de temperatura como de pH (LLARCH et al., 1997; YOUSEF; JUNEJA, 

2002). 

Heck et al., (2002), realizaram um estudo para avaliar a produção de celulase 

e xilanase por cepas de Bacillus isoladas da Amazônia no cultivo semi sólido, tendo 

como fonte de substrato o resíduo da indústria da soja, e concluíram que apesar da 

utilização de bactérias como microrganismos no cultivo semi sólido ser bem incomum, 

as cepas de Bacillus foram capazes de sintetizar as enzimas celulases, xilanases e 

algumas proteases. 

Rehman et al., (2012), propuseram um estudo para produção de 

poligalacturonase a partir de Bacillus licheniformis em cultivo submerso, no qual 

variaram parâmetros como fonte e concentração de substrato, temperatura, pH e fonte 

de nitrogênio, concluindo que o microrganismo foi capaz de produzir 1015 U / mg de 

poligalacturonase em pH 7,0, temperatura de 37 ° C, usando a pectina de maçã (1,0 

%) como fonte de substrato e o extrato de levedura (0,3 %) como fonte de nitrogênio. 

Parrado et al., (2014), avaliaram a produção de enzimas por Bacillus 

licheniformis usando diferentes resíduos de penas de aves como substrato para 
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fermentação submersa e concluíram que o microrganismo foi capaz de produzir 

enzimas hidrolíticas como, queratinase, gama-glutamil transpeptidase, quitosanases 

e glicosidases. 

Lakshmi e Hemalatha, (2016), estudaram a produção de protease alcalina de 

Bacillus licheniformis usando a otimização estatística, concluíram que ao selecionar 

as variáveis mais significativas do meio, conseguiram um aumento de 40 % na 

produção de protease em relação ao meio basal não otimizado. 

 

2.4. Enzimas 

 

As enzimas são proteínas de alto peso molecular que desempenham funções 

catalíticas em processos bioquímicos e são responsáveis por inúmeros processos 

metabólicos de um organismo vivo. Esses biocatalisadores são extremamente 

eficientes, pois apresentam grande especificidade por seus substratos, e são 

altamente exigentes quanto às condições de processos, presença de substratos, 

atividade de água, temperatura, pH, presença de íons metálicos, cofatores, entre 

outros. Essas particularidades das enzimas, quando bem conhecidas e controladas, 

asseguram uma alta eficiência catalítica (PORTER et al., 2016; SINDHU et al., 2017).  

Em função da sua forma de atuação, a utilização de enzimas em processos 

industriais, em substituição a catalisadores inorgânicos, como ácidos, bases, metais 

pesados e óxidos metálicos, torna o processo mais eficiente, já que reduz a formação 

de subprodutos e consequentemente reduz os custos operacionais. Devido a isso, a 

aplicação de enzimas como catalisadores torna-se cada vez mais atrativa em diversos 

setores industriais (SHELDON; PELT, 2013; ADRIO; DEMAIN, 2014). 

Segundo a Comissão de Enzimas (EC) da União Internacional de Bioquímica e 

Biologia Molecular (IUBMB), as enzimas estão classificadas em seis grandes grupos 

de acordo com o tipo de reação em que atuam (SHULER, 1992).  

No Quadro 1, estão apresentadas as classes das enzimas e suas respectivas 

funções. 
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QUADRO 1 - Classes e funções das enzimas 
 

Classes Funções  

1. Oxirredutases 
Catalisam reações de oxidação-redução 

ou transferência de elétrons.  

2. Transferases 
Transferem grupos funcionais como 

amina, fosfato, acil e carboxil.  

3. Hidrolases 
Catalisam reações de hidrólise de 

ligação covalente.  

4. Liases 

Catalisam reações de remoção de 

moléculas de água, amônia e gás 

carbônico.  

5. Isomerases 
Catalisam reações de interconversão 

entre isômeros óticos ou geométricos.  

6. Ligases 

Catalisam reações de formação de 

novas moléculas a partir da ligação entre 

duas pré-existentes.  

Fonte: Lima et al. (2001) 

 
As enzimas podem ser secretadas por reações que ocorrem dentro 

(intracelulares) ou fora das células (extracelulares), sendo que as de natureza 

extracelular existem em maior quantidade. As enzimas intracelulares que são 

secretadas dentro das células e permanecem no citoplasma, são utilizadas quando 

não há outra forma de síntese, principalmente quando a replicação do DNA é 

necessária. Portanto, as mais utilizadas industrialmente são as extracelulares, que 

são secretadas no ribossomo próximo à membrana celular e transferidas para fora da 

célula (BOURGAIZE et al., 2000). 

O mercado mundial de enzimas foi avaliado no valor de 10,5 bilhões de dólares 

no ano de 2018 e estima-se que o setor irá obter um valor de mercado superior a 19 

bilhões de dólares até o ano de 2025 (GRAND VIEW RESEARCH, 2019). Enzimas 
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destinadas às indústrias dos segmentos têxteis, papel, amido, couro, produtos de 

limpeza e de higiene representam 65% das vendas. Enzimas para as indústrias de 

alimentos correspondem a 25% do mercado e enzimas destinadas a ração animal 

completam as estatísticas com uma parcela de 10% do mercado (KUMAR e SINGH, 

2013). 

 

2.4.1. Celulases 

 

As celulases são um grupo de enzimas que catalisam reações de hidrólise em 

celulose e celooligosacarídeos. Composta por uma mistura complexa de proteínas 

enzimáticas com diferentes especificidades para realizar a hidrólise das ligações β-

1,4-glicosídicas. A ação sinérgica de hidrólise desse complexo enzimático ocorre pela 

ação conjunta de pelo menos três grupos de enzimas: endo-(1,4)-β-D-glicanase (EC 

3.2.1.4), exo-(1,4)-β-D-glicanase (EC 3.2.1.91) e β-glicosidases (EC 3.2.1.21), 

conforme ilustrado na Figura 2. As endoglicanases têm ação randômica, causando 

rápida mudança no grau de polimerização, por meio da hidrólise das ligações 

glicosídicas β- 1,4 intramoleculares da cadeia de celulose, expondo as extremidades 

redutoras e não redutoras da molécula. A exoglicanase é ativa sobre a celulose 

cristalina, agindo sobre os terminais redutores e não redutores da cadeia. Já a β-

glicosidase hidrolisa ligações glicosídicas β- 1,4 da molécula de celobiose e de 

pequenos oligossacarídeos, liberando monômeros de glicose (SÁNCHEZ, 2009; 

KUHAD et al., 2011; NARRA et al., 2012; VALENCIA; CHAMBERGO, 2013). 
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Figura 2. Atuação sinérgica entre endoglicanases, exoglicanases e β -glicosidases na degradação da 

estrutura da celulose (FARINAS, 2011). 

As celulases são enzimas altamente específicas. O processo de ação dessas 

enzimas ocorre em três etapas subsequentes: primeiro ocorre a adsorção da celulase 

na superfície celulósica, depois a hidrólise da celulose em glicose e por fim a 

dessorção da celulase da superfície do substrato (SWIATEK et al., 2014). 

Para a utilização das celulases em processos industriais sob condições ótimas 

de atividade, é necessário que suas propriedades sejam conhecidas e determinadas, 

principalmente no que se refere aos fatores cinéticos e físico-químicos. De forma 

geral, as celulases produzidas por fungos filamentosos apresentam valores ótimos de 

pH na faixa ácida (3,6 – 5,0), enquanto que bactérias chegam a tolerar valores de pH 

alcalinos e ainda produzir enzimas, além de as temperaturas ótimas para atuação 

serem encontradas em sua maioria acima de 40 ºC (CASTRO et al., 2010). 

Como exemplo, Zhang e colaboradores (2004) trabalharam com uma linhagem 

de Bacillus sp., cultivando-a, para a produção de celulases, em pH 10,5. Em relação 

às celulases de actinomicetos (especialmente do gênero Streptomyces), os resultados 

obtidos indicam que elas possuem melhor atuação em valores de pH entre neutros e 
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moderadamente ácidos e temperaturas por volta de 50 ºC (JANG; CHEN, 2003; LIMA, 

et al., 2005). 

Quanto as propriedades cinéticas, os valores das constantes Km e Vmáx 

geralmente variam na ordem de grandeza, possivelmente devido à forma de 

apresentação de seus valores, ao substrato utilizado, à heterogeneidade das 

metodologias de quantificação e, principalmente, à origem do extrato enzimático 

utilizado (TUOHY, et al., 2002; HUANG; MONK, 2004). 

Outra propriedade das enzimas celulolíticas é sua capacidade de ser 

influenciada por outras moléculas, especialmente metais, seja sofrendo efeito indutor 

ou inibidor. Dentre os íons metálicos estudados, os que inibem mais frequentemente 

as celulases são Hg+2, Cu+2, Ag+ e Zn2+, que podem provocar total inibição da atividade 

enzimática, mesmo em pequenas concentrações como 2 mM (AKIBA et al., 1995; 

YAZDI, et al., 2003; HUANG; MONK, 2004; LIMA, et al., 2005). 

Embora grande parte da produção comercial de celulases seja veiculada por 

fungos, as celulases bacterianas têm sido estudadas devido à alta velocidade de 

crescimento, termoestabilidade e propriedades alcalinas (SADHU; MAITI, 2013). Entre 

as celulases de bactérias, o complexo denominado celulossoma, tal como o 

encontrado na bactéria termofílica Clostridium thermocellulam, tem despertado 

interesse (ZHANG; XING, 2004). 

Entre as bactérias celulolíticas, destaca-se: Anoxybacillus sp. (LIANG et al., 

2010), Bacillus sp. (LADEIRA, 2013; FERNANDES, 2016), Bacillus subtilis (HACK et 

al., 2002; DEKA et al., 2013), Bacillus amyoliquefaciens (LEE et al, 2008), 

Pseudomonas fluorescens (BEKARE et al, 2005), Nocardiopsis sp. (SARATALE; OH, 

2011) e Bacillus licheniformis (KAZEEM et al., 2016; SHAJAHAN et al., 2017; WANG 

et al., 2018). 

 

2.4.2. Aplicação das celulases 

 

A produção de celulases em escala industrial começou visando sua aplicação 

como um aditivo para ração animal, em meados da década de 80, com o objetivo de 
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aumentar a digestibilidade de rações por ruminantes e monogástricos. Em seguida, 

sua utilização começou a ganhar espaço e passou a ser empregada como um insumo 

para a indústria de alimentos, com o objetivo de melhorar propriedades sensoriais das 

massas em geral. Nesse setor, as celulases também começaram a atuar no 

processamento de bebidas, promovendo a clarificação de sucos de frutas e vinhos e 

a manutenção de uma reologia estável do produto final (CASTRO et al., 2010). 

Na indústria de biocombustíveis, as celulases são usadas durante a hidrólise 

da celulose, proporcionando a liberação dos açúcares e facilitando o processo de 

fermentação e posterior formação do bioetanol (LIMAYEN; RICK, 2012). O emprego 

da celulase no processo de sacarificação gera menos transtornos ambientais, 

evitando-se o uso do ácido sulfúrico, tornando o processo mais eficiente e menos 

corrosivo, já que a enzima apresenta maior eficiência na catálise da celulose em 

glicose, comparada aos processos químicos (LANGARO et al., 2015). 

Na indústria de detergentes, são empregadas as celulases de caráter alcalino. 

Quando utilizadas melhoram o desempenho dos detergentes, pois permitem a 

remoção de pequenas fibrilas difusas do tecido, conferindo assim brilho e maciez ao 

tecido (MARCO, 2012). 

Na indústria de sucos, as celulases auxiliam no processo de extração, 

maceração e clarificação do suco da fruta, devido a capacidade de romper a rede de 

celulose que auxilia na retenção de líquido nas células vegetais, alterando assim a 

viscosidade e aumentando a taxa de filtração, estabilidade e rendimento do produto 

final. Na produção da cerveja a ativação das hidrolases ocorre durante a maltagem e 

a fermentação (BATH, 2000; ONGARATTO; VIOTTO, 2015). 

Na indústria de vinhos, os principais benefícios dessas enzimas ocorrem em 

três etapas da produção: na maceração da pele da uva, na filtração e na clarificação 

da bebida, pois ajudam na extração de substâncias aromatizantes presentes na casca 

da fruta e também degradam compostos que provocam sabores e aromas 

desagradáveis pela liberação de substâncias flavorizantes (BATH, 2000; 

ONGARATTO; VIOTTO, 2015). 

Na indústria de polpa e papel, as celulases estão presentes na fabricação de 

papel reciclado, pois sua ação enzimática colabora no processo de despigmentação 
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da matriz celulósica, permitindo o aumento da drenagem da água presente na polpa 

de papel para a formação de folhas de papel (ORLANDELLI et al., 2012). Já no caso 

de tratamento de efluentes da indústria de papel, a aplicação direta do microrganismo 

demonstrou resultados satisfatórios, além de um custo menor (MARCO, 2012). 

Na indústria têxtil, as celulases são utilizadas nos processos de lavagens de 

tecido para dar aparência de desbotado. As enzimas atuam quebrando as fibras dos 

fios de algodão, permitindo um afrouxamento entre os fios restantes, impedindo a 

retenção dos corantes utilizados, sendo facilmente removidos na lavagem (WANG; 

XUE, 2016).  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Microrganismos e meio de manutenção 

 

Para realização do presente estudo, foram utilizadas 04 cepas bacterianas de 

Bacillus licheniformis (N301, N378, S349 e S355), isolada por Pereira (2018) durante 

a secagem via natural de frutos de café Conilon do sul do Estado do Espírito Santo, 

armazenada no Laboratório de Microbiologia de Alimentos do CCAE/UFES, e 

identificada no Laboratório de Fisiologia e Genética de Microrganismos do 

Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.  

 Os microrganismos foram mantidos em tubos em ágar inclinado em meio TSY, 

composto por (g.L-1 de água destilada): triptona - 20; NaCl - 10; extrato de levedura - 

10; ágar - 20; sob refrigeração a 4 °C. 

 

3.2. Meios de cultivos para a seleção da cepa produtora de avicelase 

 

O crescimento do microrganismo foi avaliado semeando o microrganismo em 

placas de Petri contendo o meio TSY. As placas semeadas foram incubadas em estufa 

a 37 °C por 24 horas. Após este período, 10 mL do meio de crescimento estéril (g.L-1: 

KH2PO4, 1,36; (NH4)2SO4, 1; NaCl, 2; MgSO4.7H2O, 0,2; FeSO4, 0,01; extrato de 

levedura, 1; ágar, 20; carboximetilcelulose, 2) foram transferidos para as placas para 

ressuspender as células que foram posteriormente sugadas com auxílio de uma pipeta 

estéril. Estas células foram inoculadas em frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo 

50 mL do respectivo meio de crescimento e incubadas por 24 horas em skaker 

rotatório da marca CIENLAB (modelo CE – 720) a 37 °C sob agitação de 150 rpm. 

Após este tempo, foi medido o crescimento celular, por turbidimetria em 

espectrofotômetro marca Thermo Fisher Scientific e a densidade ótica determinada a 

600 nm de comprimento de onda. Os microrganismos que apresentaram maiores 

valores de densidade ótica foram utilizados para a avaliação qualitativa da atividade 

enzimática. 
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3.3. Avaliação qualitativa da atividade enzimática 

 

 

 A análise qualitativa da atividade celulolítica do microrganismo Bacillus 

licheniformis foi realizada em placas de Petri. O meio TSY foi suplementado, 

separadamente, com carboximetilcelulose 0,5 % (m/v) e celulose microcristalina a 0,5 

% (m/v). Com o auxílio de uma agulha estéril, o microrganismo foi inoculado nas 

placas e incubado a 37 °C por 24 horas. Após o crescimento, as placas foram coradas 

com 10 mL de lugol 1 % (v/v) por 15 minutos. Em seguida, a solução foi descartada e 

adicionada 10 mL de solução de NaCl 1 M por 30 minutos. Após este tempo, o excesso 

de solução salina foi removido e realizada a observação das zonas de hidrólise em 

torno das colônias. A presença do halo foi considerada como teste positivo para a 

atividade enzimática (SHAJAHAN et al. 2017). 

 

3.4. Preparo do pré-inóculo 

 

 Após a seleção do microrganismo, conforme a avaliação qualitativa, o pré-

inóculo foi preparado semeando o microrganismo em placas de Petri contendo o meio 

TSY. As placas semeadas foram incubadas em incubadora marca LIMATEC, modelo 

LT 320 T, a 37 °C durante 24 horas. Após este período, 10 mL do meio de cultivo 

foram transferidos para as placas para ressuspender as células que foram sugadas 

com auxílio de uma pipeta estéril, inoculadas em frascos erlenmeyers de 250 mL 

contendo 50 mL do respectivo meio de crescimento, incubadas por 24 horas em 

shaker rotatório a 37 °C sob agitação de 150 rpm. Posteriormente este pré-inoculo foi 

utilizado para inocular os meios de cultivo. 

Todos os experimentos foram conduzidos em frascos erlenmeyers de 250 mL 

com volume de trabalho de 50 mL com 1 mL do pré-inóculo. 

 

3.5. Determinação do crescimento microbiano 

 

O crescimento do microrganismo foi determinado pela medida da turbidez do 

meio, medindo-se a densidade ótica a 600 nm em espectrofotômetro marca Thermo 

Fisher Scientific em intervalos de tempo determinados. Foi utilizada também a medida 
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do pH do meio, de acordo com as Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz, para 

acompanhar o crescimento celular (IAL, 2005). 

 

3.6. Determinação da atividade enzimática da avicelase (EC 3.2.1.74 ou exo β 

-1,4 glicanase) 

 

Amostras dos meios de cultivo foram centrifugadas em centrífuga (HERMLEZ 

383K, Wehingen, Alemanha), a 12000 g por 15 minutos a 4 °C para obtenção do 

sobrenadante livre de células. Este extrato bruto foi utilizado para a dosagem da 

atividade enzimática. 

A atividade da avicelase foi determinada por meio de uma mistura contendo 0,5 

mL da preparação enzimática e 0,5 mL de uma solução de avicel 1,0 % (m/v) em 

tampão fosfato de sódio (0,05 M e pH 7,0), incubada em banho-maria à 60 ºC durante 

10 minutos. Após este período, a reação foi paralisada com adição de 1,0 mL de ácido 

3,5-dinitrossalicílico (DNS) à mistura. Em seguida, esta mistura foi colocada em água 

em ebulição por 10 minutos, resfriada em banho de gelo por 5 minutos e volume 

completado para 7 mL com água destilada (GHOSE, 1987). A coloração desenvolvida 

foi medida por meio de espectrofotômetro, utilizando comprimento de onda de 540 

nm. O mesmo procedimento foi realizado com o controle, porém a adição de 0,5 mL 

do extrato bruto enzimático foi realizada após a paralisação da reação com a adição 

do DNS e esta mistura incubada nas mesmas condições descritas para as amostras. 

Uma unidade de avicelase foi definida como a quantidade de enzima necessária para 

produzir 1 µmol de açúcar redutor por minuto por mL da enzima nas condições de 

ensaio acima descritos, usando uma curva padrão de açúcar redutor. 

 

3.7. Curva de açúcares redutores  

 

Para a construção da curva de calibração, foi utilizada solução de glicose em 

concentrações variando de (0 a 90 µmol.mL-1) (MILLER, 1959). 
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3.8. Influência do resíduo da casca de café no crescimento e secreção de 

celulases de Bacillus licheniformis N378 

 

 

3.8.1. Preparo da casca de café 

 

A casca de café Conilon variedade Vitória, da safra 2017/2018, foi obtida no 

distrito de Boa Vista, Município de Cachoeiro de Itapemirim, ES, à uma altitude de 

aproximadamente 550 metros. O material foi previamente seco e armazenado sob 

refrigeração (6 – 10 °C) em embalagens hermeticamente fechadas, até realização das 

análises e experimentos. 

 

3.8.2. Pré-tratamento da casca 

 

As cascas foram trituradas em moinho de facas da marca SOLAB tipo Willy e 

peneiradas para obtenção de partículas com 0,42 mm (malha com 40 mesh) de 

espessura. Em seguida, parte da amostra foi submetida ao tratamento alcalino e outra 

armazenada até utilização. As amostras foram pré tratadas com solução alcalina 1 % 

(m/v) de NaOH em autoclave (121 °C) por 1 hora, com a razão de 1:10 de substrato e 

solução alcalina, seguindo a metodologia proposta por Shajahan et al. (2017). 

Após o pré-tratamento, os sólidos foram filtrados, utilizando filtro de papel 

Whatman N° 1, com auxílio da bomba a vácuo, e então secos em estufa a 105 °C até 

obtenção do peso constante, com umidade de 4,5 % e armazenados sobre 

refrigeração (6 – 10 °C) até a realização das análises. 

As cascas de café (Tabela 2), caracterizada por Barreto, (2018), foram 

empregadas separadamente para avaliar o crescimento do microrganismo e a 

secreção da enzima, da seguinte forma: 

 - Casca “in natura” ou não tratada – CNT; 

 - Casca tratada com solução alcalina (NaOH 1%, m/v) – CT. 

 

Tabela 2. Caracterização celulolíticas da casca de café Conilon. 

Composição (%) Hemicelulose Celulose Lignina 

Casca de café Conilon 13,21 36,78 19,87 
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3.8.3. Preparo dos meios 

 

Em experimentos preliminares e baseados em dados da literatura, foram 

testados diferentes meios de cultivo, para avaliar a influência das cascas de café no 

crescimento do Bacillus licheniformis N378 (conforme item 3.5) e produção de 

celulases (item 3.6), selecionando-se três meios, descritos a seguir (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Composição dos diferentes meios de cultivo contendo casca e café in natura e tratada com 

solução de NaOH 1 % (m/v). 

Composição (g.L-1) Meio 1 Meio 2 Meio 3 

Extrato de levedura 2 1 1 

MgSO4.7H2O 0,6 0,2 0,2 

KH2PO4 6,4 1,36 1,36 

(NH4)2SO4 4 1 1 

NaCl - 1 1 

KCl - 0,29 0,29 

K2HPO4 5,32 0,87 0,87 

CaCl2 0,003 0,29 0,29 

Citrato de sódio 10 - - 

MnCl2 0,005 - - 

FeSO4 0,003 0,01 0,01 

Solução traços de metal* 1 mL 1 mL 1 mL 

Casca não tratada 5 5 - 

Casca tratada** - - 5 

*Solução traços de metais (g.L-1): ZnO – 2,5×10-3; FeCl3.6H2O – 2,7×10-2; MnCl2.4H2O – 1,0×10-2; 

CuCl2.2H2O – 8,5×10-4; CoCl2.6H2O – 2,4×10-3; NiCl3.6H2O – 2,5×10-4; H3BO3 – 3,0×10-4; Na2MoO4 – 

1,0×10-3. 

** Casca de café tratada com solução de NaOH 1% (m/v). 

 

3.9. Caracterização parcial da enzima 

 

Para a caracterização parcial da enzima, foi utilizado o meio de cultivo em que 

o microrganismo produziu maior atividade enzimática. O meio foi então preparado, 

inoculado com o microrganismo e incubado a 37 °C, 150 rpm durante o período 

determinado previamente nos experimentos anteriores. Após este tempo foram 
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realizadas as medidas de densidade ótica para avaliar o crescimento do 

microrganismo, pH e atividade de avicelase conforme os itens 3.5 e 3.6. 

 

3.9.1. Efeito do pH na atividade e na estabilidade da enzima 

 

A influência do pH sobre a atividade da avicelase foi avaliada na faixa de 4,0 a 

10,0 com intervalo de 0,5 unidades. Para o preparo dos substratos foi utilizada uma 

mistura tamponante contendo acetato de sódio (pH 4,0-5,5), fosfato de sódio (pH 6,0-

8,0), tris/HCl (pH 8,5-9,5) e tampão glicina-NaOH (pH 10,0) na concentração final de 

50 mM. 

O pH ótimo foi determinado preparando-se o substrato (avicel 0,5%) nas 

soluções tampão com diferentes valores de pH e incubando o mesmo com 0,5 mL do 

extrato enzimático em banho-maria a 60 oC, por 10 minutos, de acordo com a 

metodologia descrita anteriormente. As atividades enzimáticas foram determinadas 

conforme item 3.6. 

A estabilidade da enzima em diferentes valores de pH foi avaliada incubando-

se o extrato bruto enzimático, nos tampões anteriormente descritos, por 3 horas à 

temperatura ambiente (25 °C ± 2). Após este tratamento, a atividade relativa das 

enzimas foi determinada conforme descrito no item 3.6. 

 

3.9.2. Efeito da temperatura na atividade e na estabilidade da enzima 

 

A determinação da temperatura ótima foi realizada incubando-se a mistura de 

reação, contendo o extrato bruto, no melhor pH (encontrado no item 3.9.1) em 

temperaturas variando de 30 a 100 oC, com intervalos de 10 oC. Após 10 minutos de 

incubação, a atividade da enzima foi dosada conforme item 3.6. 

A estabilidade térmica foi avaliada incubando-se o extrato bruto enzimático em 

temperaturas variando de 40 a 90 °C, com intervalos de 10 oC por 1 e 2 horas. A cada 

hora foi dosada a atividade relativa das enzimas na temperatura ótima determinada 

anteriormente. Foi verificado também a termoestabilidade da avicelase à 90 °C, 

durante 1 hora a cada 10 minutos conforme item 3.6. 
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3.9.3. Efeito da concentração salina na atividade da enzima 

 

O efeito da concentração salina na atividade enzimática foi avaliado incubando-

se o extrato bruto enzimático com solução salina variando a concentração de NaCl de 

0 a 5 % por 60 minutos a temperatura ambiente (25 °C ± 2) no pH que apresentou 

atividade ótima (item 3.9.1.). Após este tempo, a atividade da enzima foi determinada 

conforme mencionada no item 3.6, no melhor pH e temperatura encontrados 

anteriormente. 

 

3.9.4. Efeito dos íons metálicos na atividade da enzima 

 

Para avaliar a influência dos íons metálicos na atividade da avicelase, o extrato 

bruto enzimático foi incubado na temperatura e no pH ótimos encontrados (itens 3.9.1. 

e 3.9.2.) com o íon correspondente, na concentração de 5 mM durante 20 minutos. 

Foram utilizados os íons cloretos de Ca2+, Zn2+, Mn2+, Co2+ e Ba2+ e sulfatos de Mg2+, 

Fe2+ e Cu2+. O controle consistiu na incubação do extrato bruto na ausência dos íons 

e considerado como 100% de atividade. A atividade enzimática relativa foi 

determinada nas condições descritas anteriormente no item 3.6, como padrão. 

 

 

3.10. Delineamento experimental 

 

Os experimentos foram conduzidos em Delineamento Inteiramente 

Casualizado com três repetições. Em cada repetição, foram realizadas duplicatas de 

cada frasco cultivado. Os resultados foram avaliados por meio de média (Equação 1), 

desvio padrão (Equação 2) e construção de gráficos utilizando o Microsoft Excel® 

2016 e Oring Pro 8.0. 

 

Equação 1: 𝑀 =
∑ 𝑋𝑖

𝑛
     Equação 2: 𝐷𝑝 =  

∑(𝑋𝑖 − 𝑀)2

𝑛−1
 

 

M = média  

Xi = valor individual 

n = número de amostras 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Seleção da cultura bacteriana 

 

As cepas bacterianas de Bacillus licheniformis utilizadas no estudo foram 

capazes de crescer em meio de cultivo contendo carboximetilcelulose (Figura 3). 

 

Figura 3. - Crescimento celular das cepas N378, N301, S355 e S349 a 37 °C a 150 rpm por 24 h de 

fermentação em meio contendo carboximetilcelulose como substrato. 

Observa-se que as cepas avaliadas cresceram no meio de cultivo, com 

destaque para as cepas N378 e N301. O termo N indica “Face Noruega”, refere-se as 

cepas isoladas de lavouras de café que recebem menor incidência de radiação solar 

direta ao longo do ano, sendo mais sombreadas, úmidas e menos aquecidas, com 

temperaturas médias anuais mais baixas. Já o termo S, indica “Face Soalheira”, 

refere-se a cepas isolada de lavouras que recebem maior incidência de radiação solar 

direta ao longo do ano, sendo mais aquecida, o que faz com que a umidade relativa 

seja menor quando comparada à “Face Noruega” (SEDIYAMA et al., 2001). 

A microbiota presente nos frutos do café é densa e diversa e inclui leveduras, 

fungos filamentosos e bactérias. A população de cada grupo microbiano depende do 
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método de processamento e da extensão da perda de água dos frutos durante o 

processo natural de secagem do café (SILVA et al., 2000; SILVA et al., 2008). 

Pelos resultados obtidos, as cepas isoladas da “Face Noruega” apresentaram 

maiores crescimentos, com maiores valores de densidade ótica (D.O.), 2,06 para a 

cepa N301 e 1,99 para a cepa N378, quando comparadas aos valores encontrados 

para as cepas da “Face Soalheira”, 1,40 (S349) e 1,25 (S355) como mostrado na 

Figura 3. Indicando que as condições de cultivo da lavoura da “Face Noruega”, 

favoreceram o crescimento das cepas N301 e N378. Entretanto, são necessários mais 

estudos para avaliar como os fatores extrínsecos do ambiente contribuem para o 

crescimento das cepas estudadas. 

Cepas de Bacillus isoladas da água e solo da região Amazônica por Heck e 

colaboradores, (2002), demostraram a capacidade de Bacillus de degradar compostos 

complexos, em que foram usados resíduos lignocelulolíticos oriundos do 

beneficiamento de soja, para promover o crescimento e a síntese de celulases. 

De acordo com Makky, (2009), uma das características interessantes, que a 

espécie do gênero Bacillus apresenta, é a habilidade de degradar substratos amorfos, 

tais como a carboximetilcelulose. Shajahan et al., (2017), estudaram a produção de 

celulases por Bacillus licheniformis NCIM 5556 isolado de fontes termais na Índia, em 

meio contendo carboximetilcelulose e concluíram que o microrganismo possui 

capacidade de crescer e sintetizar celulases quando incubado em meio contendo 

fonte de carbono complexa. 

As cepas avaliadas apresentaram bom crescimento quando inoculadas no meio 

de crescimento, contendo fonte de carbono complexa, carboximetilcelulose, isso 

revela a capacidade do microrganismo de sintetizar enzimas que degradam esses 

substratos em monômeros menores, para que possam ser metabolizados, assim 

como nos trabalhos citados. 

 

4.2. Avaliação qualitativa da atividade enzimática 

 

As cepas da face Noruega (N378 e N301), por terem apresentado maiores 

valores de crescimento foram avaliadas qualitativamente quanto a sua produtividade 
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enzimática. Ocorreu a formação de halos para ambos as cepas testadas, entretanto 

os halos observados para a cepa N378 foram mais evidentes (Figura 4). 

 

Figura 4. Halo de inibição formado pela cepa N378 

A formação dos halos é observada pela interação do lugol com os 

polissacarídeos, tais como a celulose, e ao fato de não interagir com dissacarídeos e 

monossacarídeos. Sendo assim, a formação dos halos se dá pela hidrólise dos 

polissacarídeos do meio, liberando dissacarídeos e monossacarídeos, os quais não 

reagem com o lugol, levando a formação dos halos translúcidos ao redor da colônia, 

que corresponde à zona de hidrólise dos substratos celulósicos (JANG; CHEN, 2003; 

SADHU; MAITI, 2013). 

A cepa N378 foi selecionada por ser capaz de degradar a celulose 

microcristalina, usando-a como fonte de carbono para seu crescimento, indicando 

assim, sua capacidade de sintetizar enzimas celulolíticas. 

 

4.3. Influência da composição do meio de cultura sobre o crescimento do 

microrganismo e atividade celulolítica 

 

Ao avaliar o crescimento do microrganismo utilizando fontes complexas de 

carbono, foram utilizados tempos de incubação de até 192 horas. O meio 1 apresentou 

maior crescimento com valores de D.O. de 2,19, já em relação ao pH foi observado 

um aumento quase que contínuo até o valor de 8,54 (Figura 5), indicando que o 
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microrganismo cresce ao passo que compostos de nitrogênio orgânico são 

assimilados, tornando o pH do meio mais alcalino. 

 

Figura 5 - Curva de crescimento, pH e atividade de avicelase em função do tempo de cultivo de Bacillus 

licheniformis N378 em diferentes meios, pH inicial 7,0 a 37 °C a 150 rpm. D.O. meio 1 (■), D.O. meio 2 

(□), pH meio 1 (●), pH meio 2 (○), A. E. meio 1 (▲) e A. E. meio 2 (Δ). 

O microrganismo mostrou maior crescimento no meio 1 quando comparado ao 

meio 2, como era esperado já que o meio 1 era mais rico, com maiores porcentagens 

de extrato de levedura, MgSO4.7H2O, KH2PO4, (NH4)2SO4, K2HPO4, citrato de sódio e 

MnCl2. 

Em relação ao pH, o microrganismo incubado no meio 1, mostrou um aumento 

no pH durante todo o tempo do cultivo, chegando a valores de pH de 8,54. Diferente 

comportamento foi observado no meio 2, em que ocorreu uma ligeira queda no 

crescimento nas primeiras 12 horas, seguida de um aumento até valores de 7,15. 
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Comparando-se o meio 1 com o meio 2, percebe-se que a quantidade de 

extrato de levedura é duas vezes menor no meio 2 e a concentração de sulfato de 

amônio é quatro vezes menor, mostrando que o meio favoreceu o crescimento. 

Segundo relatado por Ming Chu (1992), a acidificação ou a alcalinização do 

meio de cultivo é reflexo do consumo de substrato por parte dos microrganismos, por 

exemplo, quando íons amônio estão sendo utilizados nas vias metabólicas, o meio 

torna-se mais ácido e quando o nitrogênio orgânico está sendo assimilado, o meio 

torna-se mais alcalino.  

Sendo assim, no presente estudo era de se esperar que o meio 1 apresentasse 

maiores valores de pH, já que continha em sua composição maior concentração de 

extrato de levedura, sendo uma fonte orgânica de nitrogênio, que quando 

metabolizada favorece a alcalinização do meio, além da presença do citrato de sódio 

que por meio da dissociação dos íons de sódio pode ter influenciado também na 

alcalinização do meio.  

Oliveira e colaboradores, (2014) estudaram a produção de avicelase por 

Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em meio líquido contendo 0,5% de avicel como fonte de 

carbono e suplementado com 0,5% de água de maceração de milho, incubado em pH 

7,0 a 50 °C por 192 horas e encontraram valores de D.O. (600 nm) de 1,0 e pH de 

9,0. Podendo ser observado ligeira semelhança de comportamento com a cepa N378 

no meio 2, que apresentou valores de D.O. próximos de 1 e pH tendendo ao alcalino. 

No presente experimento, verificou-se que apesar do meio 1 ter permitido um 

crescimento praticamente duas vezes maior que o meio 2, o mesmo apresentou 

atividade enzimática para a avicelase ligeiramente menor, com valor máximo de 

atividade de 1,32 U/mL no tempo de 192 horas de incubação. 

O microrganismo apresentou um menor crescimento no meio 2, no entanto 

maior atividade enzimática de avicelase, 4,17 U/mL com 48 horas de incubação. 

A composição do meio pode influenciar na produção da enzima. Segundo 

Abdel-Fattah (2007) as concentrações de avicel, extrato de levedura e sulfato de 

amônio foram os fatores que mais influenciaram na produtividade da enzima, como 

também ficou evidenciado nesse estudo.  
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Como o objetivo do trabalho foi a produção de avicelase, o meio 2 foi 

selecionado por apresentar maior produção da enzima. Assim, a utilização da casca 

de café sem tratamento (meio 2) e com tratamento alcalino (meio 3), foi avaliada. 

Observa-se que o microrganismo (Figura 6) apresentou um crescimento bem 

semelhante quando incubado nos meios 2 e 3. As curvas de crescimento, assim como 

os valores de pH foram bem semelhantes, nos meios, mostrando que o microrganismo 

foi capaz de crescer. Entretanto, percebe-se que no meio 3, contendo casca de café 

tratada com solução alcalina, proporcionou um maior crescimento inicial. 

 

Figura 6 - Curva de crescimento, pH e atividade de avicelase em função do tempo de cultivo de Bacillus 

licheniformis N378 em meio contendo casca não tratada (meio 2) e casca tratada com NaOH 1% (m/v) 

(meio 3), pH inicial 7,0 a 37 °C a 150 rpm. D.O. meio 2 (■), D.O. meio 3 (□), pH meio 2 (●), pH meio 3 

(○), A. E. meio 2 (▲) e A. E. meio 3 (Δ). 

O propósito do pré-tratamento utilizado nos resíduos lignocelulolíticos consiste 

na remoção de parte da lignina e hemicelulose, além de reduzir a cristalinidade da 

celulose e aumentar a porosidade dos materiais lignocelulósicos, tornando-os mais 

facilmente metabolizáveis (SINGH et al., 2009). Assim, o pré-tratamento de alguns 
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resíduos lignocelulósicos torna a celulose mais disponível e com maior potencial de 

utilização por parte dos microrganismos (HUANG; MONK, 2004). 

A maior atividade enzimática foi encontrada com 144 horas de fermentação 

(12,93 U/mL). Observa-se ainda, que em um tempo menor de cultivo (48 horas), 

também havia produção da enzima com aproximadamente metade da atividade (6,32 

U/mL). 

Abdel-Fattah e colaboradores (2007) descreveram a produção de avicelase por 

um isolado termofílico de Geobacillus crescendo em meio otimizado e encontraram 

atividade máxima de 0,8 U/mL no tempo de 12 horas. Oliveira e colaboradores (2014) 

encontraram valor de atividade máxima da avicelase (1,5 U/mL) no tempo de 120 

horas. Valores bem abaixo do encontrado no presente trabalho.   

Shajahan e colaboradores (2017), encontraram valores máximos de atividade 

de celulases de 42,99 UI/mL após 72 horas de incubação em condições otimizadas 

de processo. 

Esses estudos mostram que a cepa N378, tem potencial para produção de 

avicelase, e que se otimizados os parâmetros de processos e mais elucidados os 

mecanismos que influenciam na síntese da enzima, o referido microrganismo tende a 

aumentar sua atividade. 
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4.4. Caracterização da avicelase 

 

O meio contendo (g.L-1: extrato de levedura, 1; MgSO4.7H2O, 0,2; KH2PO4, 

1,36; (NH4)2SO4, 1; NaCl, 1; KCl. 0,29; K2HPO4, 0,87; CaCl2, 0,29; FeSO4, 0,01; 

solução traços de metal, 1 mL; casca tratada, 5), foi utilizado para a caracterização 

parcial da avicelase, a 37 °C, 150 rpm em intervalos de tempo com produção de 

enzima. 

 

4.4.1. Efeito do pH na atividade e estabilidade da avicelase 

 

A avicelase produzida pelo Bacillus licheniformis N378 foi avaliada na faixa de 

pH entre 4,0 e 10,0 (Figura 7). O pH ótimo encontrado foi de 7,0. Observa-se que no 

intervalo de pH 6,5 a 7,5 a enzima manteve cerca de 80 % da sua atividade relativa, 

e em valores de pH de 6,0 e 8,0 a atividade permaneceu em torno de 55 %, quase 

metade da atividade máxima relativa encontrada no pH 7,0. 

 

Figura 7. pH ótimo (■) e estabilidade (▲) da avicelase produzida por Bacillus licheniformis N378, 

cultivado à 37 °C por 120 horas em frascos agitados contendo em meio líquido. A atividade relativa foi 

expressa em porcentagem (100% da atividade da enzima = 3,06 U/mL). 
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Alguns trabalhos, avaliando a caracterização de celulases microbianas, 

mostraram valores de pH ótimo semelhantes ao presente estudo. Avicelases 

produzidas por Geobacillus stearothermophilus mostraram pH ótimo em 7,0 (MAKKY, 

2009), celulases de Bacillus licheniformis com pH ótimo de 6,5 (SHAJAHAN, et al., 

2017), avicelase de Bacillus sp. com pH ótimo de 8,5 (OLIVEIRA, et al., 2014). Esses 

dados mostram que cada microrganismo possui condições específicas para a síntese 

de enzimas. 

Em relação à estabilidade da enzima do presente estudo, verificou-se que a 

avicelase manteve cerca de 80 % de atividade após 3 horas de incubação em pH 6,5 

e 7,5, ou seja, em pH próximos ao ótimo. Em pH 6, 8, 8,5 e 9, foi capaz de manter 

apenas 40% de atividade relativa e para os demais perdeu aproximadamente 80% de 

atividade. De acordo com Ravindran e Jaiswal, (2016), é comum que enzimas sejam 

mais estáveis em valor de pH igual ao seu pH ótimo de atividade, o que pode ser 

observado no presente estudo. 

No estudo de Makky (2009), a avicelase manteve cerca de 80% da atividade 

relativa nos intervalos de pH próximos ao ótimo 6,0 – 8,0, quando incubada por 4 

horas em temperatura ambiente. Oliveira et al. (2014) obtiveram resultados que 

mostram que a enzima manteve cerca de 80 % da sua atividade em pH próximos ao 

ótimo 6,5 – 8,5, quando incubada por 2 horas em temperatura ambiente. 

 

4.4.2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da avicelase 

 

A enzima obtida durante o cultivo de 120 horas de fermentação a 37 °C e 150 

rpm de agitação, foi analisada em diferentes temperaturas, abrangendo uma faixa de 

30 °C a 100 °C em pH 7,0. Observa-se na Figura 8 que a atividade da enzima 

aumentou com o aumento da temperatura, até atingir 90 °C (temperatura ótima), e 

depois diminuiu, com perda completa da atividade em temperatura de 100 °C. 
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Figura 8. Temperatura ótima (■), estabilidade por 1 h (●) e 2 h (▲) da avicelase produzida pelo Bacillus 

licheniformis N378 cultivado a 37 °C por 120 horas (100% da atividade da enzima = 3,38 U/mL). 

Makky (2009) e Oliveira et al., (2014), encontraram valores de temperatura 

ótima para a enzima avicelase de 50 °C e 70 °C, respectivamente, ambos os autores 

trabalharam com o gênero Bacillus caracterizados como termófilos Comparando-se 

os estudos com o presente trabalho, verificou-se que o Bacillus licheniformis cepa 

N378, apresentou melhores atividades da avicelase em temperaturas mais altas de 

incubação, apesar de não ser classificado como termofílico. 

A termoestabilidade da avicelase foi determinada incubando-se o extrato bruto 

enzimático na ausência de substrato, nas temperaturas de 40 a 100 oC, por 1 e 2 

horas, medindo a atividade residual a 90 oC, (conforme o item 3.6). Foi observado que 

nas temperaturas de 50 °C e 60 °C a enzima manteve cerca de 50 % da atividade 

enzimática e cerca de 25 % da atividade quanto exposta a 70 °C e 80 °C por 1 hora. 

Durante 2 horas de incubação, nota-se que a enzima manteve cerca de 20 % de 

atividade nas temperaturas de 50 °C e 60 °C, e que nos demais intervalos de 

temperatura a atividade foi completamente perdida (Figura 8). 

Aygan e Arikan, (2008) ao estudarem celulases termoestáveis de Bacillus sp. 

C14, encontraram a temperatura de 50 °C como ótima e que a atividade enzimática 
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foi de 88 %, no intervalo de temperatura de 20 °C a 60 °C, 85 % de atividade, no 

intervalo de temperatura de 20 °C a 80 °C, e atividade de 65 %, quando no intervalo 

de 90 °C a 100 °C, quando incubados por 30 minutos. 

Liang et al., (2009), ao estudarem celulases de Brevibacillus sp. termofílico, 

estirpe JXL, encontraram a temperatura de 50 °C como ótima e a enzima manteve 50 

% da sua atividade ao ser incubada por 1 hora a temperatura de 100 °C. A enzima 

encontrada no presente estudo, apresentou baixa estabilidade quando incubada por 

1 hora nas temperaturas de 70 °C e 80 °C, mantendo cerca de 25 % da sua atividade, 

e total perda da atividade na temperatura de 90 °C, quando incubada por 1 hora. 

Para avaliar o efeito da temperatura de 90 °C na atividade da enzima durante 

60 minutos, foi obtido o extrato bruto enzimático, em fermentação a 37 °C / 150 rpm 

durante 72 horas de cultivo. A atividade foi medida conforme o item 3.6. O extrato 

bruto enzimático foi incubado a 90 °C por 60 minutos e avaliados em intervalos de 

tempo de 10 minutos (Figura 9). O tempo 0 foi considerado como 100 % da atividade. 

 

Figura 9. Estabilidade da avicelase produzida por Bacillus licheniformis N378 a 90 °C durante 60 

minutos, cultivado a 37 oC/150 rpm for 72 horas de fermentação (100% da atividade da enzima = 1,26 

U/mL). 
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A atividade foi mantida por 10 minutos, e nos demais intervalos ocorreu uma 

perda de 73 % no tempo de 20 minutos e a partir de 30 minutos a enzima perdeu toda 

atividade. 

Rastogi et al., (2010), ao estudarem a caracterização de celulases 

termoestáveis produzidas por Bacillus e Geobacillus, relataram que os isolados 

WSUCF1 e DUSELR13 mantiveram 89 % e 78 % das atividades enzimáticas iniciais, 

após um dia de incubação à 70 °C.  

Huang e Monk, (2004) relataram que a termoestabilidade de uma enzima está 

ligada a complexas interações dos fatores extrínsecos do meio onde a enzima está 

inserida, o que evidencia a necessidade de estudos para elucidar quais fatores 

influenciam a termoestabilidade da avicelase encontrado no presente estudo. 

Certas regiões instáveis denominadas de pontos fracos, ou seja, regiões mais 

propensas a desdobramentos, são determinantes na estabilidade enzimática e estão 

localizadas normalmente perto da superfície da molécula de proteína. A estabilidade 

térmica das enzimas pode ser atribuída de uma maneira geral a sua maior 

hidrofobicidade, maior capacidade de enovelamento, redução dos pontos de 

ramificação, substituição de resíduos de aminoácidos, aumento dos resíduos de 

prolina, entre outros fatores (KUMAR, 2003). Mostrando a grande variedade de fatores 

que podem influenciar a estabilidade térmica de uma enzima. 

 

4.4.3. Efeito da concentração salina na atividade da avicelase 

 

Para avaliar o efeito da concentração salina na atividade enzimática, o extrato 

bruto foi incubado em concentrações de 1% a 5% de NaCl por 60 minutos em 

temperatura ambiente e em pH 7. Conforme ilustrado na Figura 10, a enzima perdeu 

cerca de 80 % da sua atividade com as concentrações de 1%, 2% e 3%, e cerca de 

90% da sua atividade nas concentrações de 4% e 5%. Mostrando que a enzima não 

tem características halofílicas, perdendo grande parte da atividade em ambientes com 

presença de sal. 
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Figura 10. Efeito da concentração salina na atividade da avicelase produzida pelo Bacillus licheniformis 

N378 a 37 oC/150 rpm durante 144 horas de fermentação (100% de atividade relativa = 5,66 /mL). 

Aygan e Arikan, (2008) ao estudarem celulases termoestáveis de Bacillus sp. 

C14, caracterizado como moderadamente halofílico, encontraram que a celulase 

produzida teve atividade ótima em concentração de NaCl de 20 %, e ainda manteve 

75 % e 70 % da sua atividade quando incubada por 1 e 6 horas respectivamente nessa 

mesma concentração salina. 

Valores bem diferentes do encontrado no presente estudo, onde a enzima 

perdeu grande parte de sua atividade relativa quando exposta à pequenas 

concentrações de NaCl. No entanto, as características do microrganismo, quanto a 

sua tolerância osmótica, assim como, do local onde o mesmo foi isolado, podem estar 

associados com o fato do microrganismo possuir ou não, a capacidade de sintetizar 

enzimas com maior atividade em altas concentrações salinas.  

Como exemplo, Cabrera et al., (2013) ao estudarem diversas bactérias 

celulolíticas isoladas dos solos de chinampas, encontraram 14 isolados de Bacillus 

produtores de celulases e avaliaram a capacidade das enzimas em degradar 

compostos quando incubada em ambiente com concentração salina de 1, 3, 5, 7 e 9 

% de NaCl. Concluíram que as celulases produzidas por todos os isolados tiveram 
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atividade enzimática em 1 % NaCl, porém, nenhuma enzima produzida apresentou 

atividade em 9 % de NaCl. 

 

4.4.4. Efeito dos íons metálicos na atividade da avicelase 

 

A Figura 11 apresenta os resultados encontrados para o efeito dos íons 

metálicos na atividade da avicelase e mostram que todos os íons estudados reduziram 

drasticamente a atividade da enzima. 

 

Figura 11. Atividade da avicelase produzida pelo Bacillus licheniformis N378 após 144 horas de 

incubação a 37 °C/150 rpm. A enzima incubada na presença de íons metálicos na concentração de 5 

mM por 20 minutos em temperatura ambiente (25 °C ± 2) (100% da atividade relativa = 5,66 U/mL). 

Mukherjee et al., (2011), ao avaliarem o efeito de Mn+2, Fe+2, Cu+2 e Hg+2, 

constataram que Mn+2 e Fe+2, foram capazes de aumentar a atividade enzimática, ao 

passo que o Cu+2 e Hg+2 diminuíram a atividade. 

Shajahan et al., (2017), encontraram efeitos positivo na atividade enzimática 

para os íons CaCl2.6H20, NiSO4.7H2O, CuSO4.5H2O e para o FeSO4.7H2O, relatando 

efeito não positivo na atividade enzimática somente para o íons MnCl2.4H2O. 
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Enzimas microbianas extracelulares são geralmente conhecidas por exigir 

cátions divalentes para a atividade e sua estabilização, entretanto, a enzima avicelase 

estudada apresentou redução da atividade para todos os íons testados, resultado que 

difere de vários autores (MAKKY, 2009; MUKHERJEE et al., 2011; LIN, 2012; 

OLIVEIRA et al., 2014). De acordo com Aygan e Arikan, (2008), alguns íons metálicos 

na sua forma de sal, interagem com a enzima evitando a desnaturação térmica, 

desempenhando papel importante na estabilidade de enzimas à altas temperaturas. 

No entanto, a presença de íons metálicos pode também levar à oxidação dos 

grupamentos tiol, podendo levar a formação de complexos com grupamentos 

específicos, ocasionando em redução na viabilidade da enzima, e consequentemente, 

na sua atividade (RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).  
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5. CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho demonstrou que a bactéria Bacillus licheniformis cepa 

N378, isolada durante a secagem natural de frutos de café Conilon, do sul do Estado 

do Espírito Santo, foi capaz de produzir avicelase em fermentação submersa a partir 

de resíduos do beneficiamento de café in natura e com tratamento alcalino. Uma 

alternativa viável que pode favorecer a produção dessa enzima com menor custo, 

além de reduzir o impacto ambiental negativo.  

Inúmeras pesquisas têm sido desenvolvidas com sucesso, visando a 

produção de celulases por microrganismos do gênero Bacillus, mostrando sua grande 

aplicação no trabalho, assim como seu potencial para aplicações futuras. 

Como perspectivas para novos trabalhos, sugerem-se estudos para 

otimização do meio de cultivo para produção de enzimas e estudos para avaliar quais 

são os principais fatores indutores e repressores da secreção de avicelase, além de 

estudos da aplicação da enzima comparando-a com as enzimas de uso comercial.  
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