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RESUMO

ALVES, Thalita Cristyne de Oliveira. 2023. Estudo da produc¢do e caracterizacao
parcial de avicelase e carboximetilcelulase de Bacillus licheniformis CCMA -
1674 em meio de cultivo contendo casca de café Conilon tratada com NaOH e
ultrassom. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre - ES. Orientadora: Prof2. DSc.
Raquel Vieira de Carvalho. Coorientadora: Prof2. DSc. Jussara Moreira Coelho.

Processos biotecnoldgicos permitem a producdo de grandes quantidades de
metabdlitos com alto valor agregado e de aplicagdo industrial, como, por exemplo,
as enzimas celuloliticas. Estas enzimas podem ser produzidas por microrganismos
em meios de cultivo contendo residuos agroindustriais, 0s quais podem ser
encontrados em abundancia por todo o territdrio brasileiro. Neste contexto, o
objetivo desse trabalho foi estudar as condi¢cdes 6timas de cultivo e producéo de
celulases pela bactéria Bacillus licheniformis CCMA-1674, em meio contendo casca
de café Conilon. As mesmas foram tratadas com solucéo alcalina de NaOH a 1%
(m/v) e posteriormente com ultrassom por 20 min a 30 °C e 40 KHz. Bacillus
licheniformis CCMA-1674 foi capaz de produzir avicelase e carboximetilcelulase em
meio com 1,0% de casca de café Conilon tratado com NaOH e US e 0,3% de whey
protein (ISOFORT® Vitafor), durante 120 h a 37 °C e 150 rpm. A avicelase
apresentou atividade otima em pH 5,0 e temperatura de 40 °C (2,296 U/mL),
enquanto a carboximetilcelulase apresentou atividade 6tima em pH 7,0 e
temperatura de 90 °C (12,640 U/mL). Houve aumento de mais de 100% na
atividade de avicelase na presenca do ion Mn?* em temperaturas de 50, 70 e 90 °C
durante 120 min. E atividade de carboximetilcelulase 25 vezes maior quando a

enzima foi incubada a 50 °C e na presenca de Fe?*.

Palavras chave: Celulases, Bacillus, residuo lignocelulésico, café conilon,

tratamentos de residuos



ABSTRACT

ALVES, Thalita Cristyne de Oliveira. 2023. Study of the production and partial
characterization of avicelase and carboxymethylcellulase from Bacillus
licheniformis CCMA — 1674 in a culture medium containing conilon coffee
husk treated with NaOH and ultrasound. Dissertation (Master's in Food Science
and Technology) - Federal University of Espirito Santo, Alegre - ES. Advisor: Profa.

DSc. Raquel Vieira de Carvalho. Co- Advisor: Prof2. DSc. Jussara Moreira Coelho.

Biotechnological processes allow the production of large amounts of metabolites
with high added value and industrial application, such as, for example, cellulolytic
enzymes. These enzymes can be produced by microorganisms in culture media
containing agro-industrial residues, which can be found in abundance throughout
Brazil. In this context, the objective of this work was to study the optimal conditions
for the cultivation and production of cellulases by the bacteria Bacillus licheniformis
CCMA-1674, in medium containing conilon coffee husks. They were treated with an
alkaline solution of NaOH at 1% (w/v) and subsequently with ultrasound for 20 min
at 30°C and 40 KHz. Bacillus licheniformis CCMA-1674 was able to produce
avicelase and carboxymethylcellulase in a medium with 1.0% Conilon coffee hulls
treated with NaOH and US and 0.3% Whey protein (ISOFORT® Vitafor), during 120h
at 37 °C and 150 rpm. Avicellase showed optimal activity at pH 5.0 and temperature
of 40 °C (2.296 U/mL), while carboxymethylcellulase showed optimal activity at pH
7.0 and temperature of 90 °C (12.640 U/mL). There was an increase of more than
100% in the avicelase activity in the presence of the Mn?* ion at temperatures of 50,
70 and 90 °C during 120 min. And carboxymethylcellulase activity was 25 times
greater when the enzyme was incubated at 50 °C and in the presence of Fe?*.

Keywords: Cellulases, Bacillus, lignocellulosic waste, Conilon coffee, waste

treatments



1. INTRODUCAO

Celulase é um grupo de enzimas que atuam nos materiais celuldsicos,
hidrolisando-os e decompondo-os, para converté-los em uma forma mais
simples e soluvel de acucares (BINOD et al., 2012; CASTRO; PEREIRA JR.,
2010). Este grupo de enzimas compreendem as endo-B-1,4 glucanases (EC
3.2.1.4), exo-B-1,4 glucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e B-1,4-
glicosidases (EC 3.2.1.21), responsaveis pela hidrélise das ligacbes da celobiose
em moléculas de acucares livres (LYND, et al., 2002).

Segundo Papadaki et al. (2020), o mercado global de enzimas foi avaliado
em média, com um valor de US$ 7,1 bilhdes em 2017 e muito provavelmente
devera chegar a US$ 10,5 bilhdes no ano de 2024, a uma taxa de crescimento
anual de 5,7% de 2018 a 2024. A Europa foi responsavel por 1/3 da producéo
global de enzimas em 2017 e, estima-se que cerca de 70% da quota de mercado
de enzimas era produzida por microrganismos. Grande parte dessas enzimas
vém sendo usadas, em larga escala, pelas industrias de alimentos e bebidas,
como as amilases, pectinases, proteases, celulases, entre outras (GRIEBELER
et al., 2015; MEHTA et al., 2021; MURUGAN et al., 2020; RIGO et al., 2021;
SURIYA et al., 2016).

Celulases comerciais tém sido obtidas, principalmente, de fungos
filamentosos como Trichoderma, Humicola, Aspergillus e Penicillium, porém, as
celulases bacterianas vém despertado atencdo em funcdo da sua alta
diversidade na natureza, alta taxa de crescimento, facilidade na recuperacédo de
seus produtos e habilidade de produzir enzimas que resistem a condi¢cdes
ambientais severas como temperaturas e pHs (DEKA et al, 2011; MAKI, LEUNG,
QIN, 2009).

Bactérias do género Bacillus, em geral sdo sapréfitas inofensivas, ou seja,
gue nao produzem toxinas e sao incluidas no grupo de organismos geralmente
reconhecidos como seguros (MAHMOOD et al., 1998) ou ainda chamadas de
GRAS (Generally Recognized as Safe) (ALCARAZ et al., 2010). Portanto
estudos para a producdo de celulases pelo género tém sido muito investigada e
reportada como os das culturas de Bacillus licheniformis, como cepas KIBEG-
IB2 (SILVA, MELO FINKLER, 2021), NCIM 5556 (SHAJAHAM, et al., 2017) e
CGMCC 2876 (CHEN et al., 2017). As caracteristicas do género Bacillus, como
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desenvolvimento em ampla faixa de pH, resisténcia a condi¢des acidas, neutras
e alcalinas, além de certos microrganismos do género possuirem caracteristicas
termofilicas, tornam essas espécies capazes de utilizacdo na industria e no meio
cientifico. Além disso, essas bactérias possuem taxas de reacdo mais rapidas e
sd0 menos propensas a contaminacao (SINGH; KUMAR, 1998; SINGH et al.,
2004; SHABEB et al., 2010; AYGAN et al., 2011; SAJAHAN et al., 2017).

A casca de café é um residuo industrial que apresenta altos teores de
matéria organica e boa quantidade de acucares fermentesciveis. Sua
composi¢do quimica varia de acordo com varios fatores, tais como variedade de
café, tipo de solo, plantio, condi¢cdes climaticas, tipo de processamento entre
outros (SOCOOL, 2002; ADAMS; GHALY, 2007; CLEVES, 2009; PANDEY, et
al., 2017). Conforme SANTOS (2018) a composigao consiste aproximadamente
de 32,5% de celulose, 20,8% de hemicelulose, 27,1% de Lignina. A presenca de
lignina impede o0 acesso de enzimas microbianas, por isso, pré-tratamentos da
biomassa lignocelulolitica sdo necessarios previamente a sua aplicacdo nos
processos seguintes (EJAZ; SOHAIL, 2020).

A utilizacdo de pré-tratamentos para a remocao da lignina de biomassas
celulésicas como o uso de agentes alcalinos diluidos sdo comumente
empregados para a deslignificacdo dessas biomassas, no entanto pode resultar
em um aumento substancial da area superficial das fibras devido a celulose
(ALVIRA, et al., 2010). Assim, ha varios tratamentos que podem ser empregados
na etapa de pré-tratamento desses residuos e cada um podera contribuir de
forma diferente sobre as fracdes de celulose, hemicelulose e lignina. Dentre eles,
destacam-se os tratamentos fisicos como a aplicacdo do ultrassom (US), que
tem como finalidade aumentar a area superficial a ser hidratada e reduzir a
polimerizacdo da celulose, ndo havendo remocao da lignina, apenas alterando
sua estrutura e podendo solubilizar a hemicelulose. A utilizagdo de banho
ultrassénico (US) promove intensa vibracdo de moléculas, gerando calor e
causando alteragbes estruturais das fibras celulosicas (TAHERZADEH e
KARIMI, 2008; ALVIRA et al., 2010).

Assim, o presente trabalho realizou o estudo do uso da casca de café
Conilon tratada com NaOH e US em meios de cultivo, para producao de
celulases pela bactéria Bacillus licheniformis CCMA-1674, e avaliou algumas

caracteristicas das enzimas produzidas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a producdo de celulases pela bactéria Bacillus licheniformis
CCMA-1674, em meios de cultivo contendo casca de café Conilon tratada com
NaOH e ultrassom (US).

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar o residuo, casca de café Conilon sem tratamento e tratado
com NaOH e US simultaneamente;

Avaliar a suplementacéo do meio com whey protein ISOFORT® Vitafor;

Avaliar o crescimento do microrganismo B. licheniformis CCMA-1674 em
meios contendo, casca de café tratada com NaOH e US simultaneamente;

Avaliar a producéo de celulases pelo microrganismo em meio contendo,
casca de café tratada com NaOH e US;

Avaliar a atividade e estabilidade de celulases produzidas em relacéo ao

pH, temperatura e ions metélicos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Enzimas celulases

Nos ultimos anos, o crescente interesse industrial pela implementacéo de
processos sustentaveis e eficientes tem aumentado significativamente. A
substituicdo de catalisadores quimicos por catalisadores bioquimicos levou a um
aumento na quantidade de pesquisas e a producéo de enzimas com atividades
industrialmente relevantes que foram identificadas e aplicadas em processos
industriais e biotecnolégicos (SANTOS, 2022; EJAZ, et al., 2023).

As celulases séo enzimas industriais altamente demandadas no mercado
comercial global devido a sua ampla utilidade em diferentes setores industriais
(EJAZ et al., 2021; REHMAN et al., 2014).

A celulase é a enzima mais comumente aplicada no tratamento de
biomassa lignocelulosica (KOUPAIE et al., 2019), mas também & amplamente
utilizada nas industrias de alimentos, detergentes, bebidas como sucos, vinhos
e cervejas, papel, tecidos (jeans), produtos farmacéuticos, quimica fina,
biocombustiveis como etanol e biogas, no tratamento de efluentes e para fins de
biorremediacdo (MAHATO et al., 2021; SHAH et al.,, 2019; GURUNG et al.,
2013).

Entre as vantagens da utilizagéo dessas enzimas, destaca-se o fato de
ser um produto natural, que apresenta um alto grau de especificidade nas
reacodes, contribuindo para a eficiéncia do processo, e ainda, por apresentar a
atividade que pode ser regulada, atuando em baixas concentracbes e sob
condi¢cbes brandas de pH e temperatura (BON; FERRARA; CROVO, 2008).

3.1.1 Caracteristicas

As celulases desempenham um papel importante na degradacéo da
biomassa lignoceluldsica, hidrolisando as ligacdes 1,4-B-D-glicosidicas da
celulose.

Trés grupos principais de enzimas compdem esse complexo celulolitico,
e sua classificacéo se baseia no grau de despolimerizacao do substrato em que

atuam. Assim, as (1) endoglucanases (endo-1,4-B-glucanase ou 1,4-B-D-



glucano-4-glucanohidrolase), conhecidas como carboximetilcelulases (E.C.
3.2.1.4), sdo enzimas que hidrolisam aleatoriamente ligacfes glicosidicas nas
regides amorfas da celulose, produzindo oligbmeros com varios graus de
polimerizacdo, ou seja, atuam na regido interna da fibra de celulose; (2)
exoglucanases (exo-1,4-B-D-glucanase) enzimas que atuam nas extremidades
da fibra celulésica resultando na liberacéo de celobiose, como a celodextrinase
(1,4-B-D-glucano-glucanohidrolase) hidrolisam ligacdes B-1,4-glicosidicas dos
oligbmeros nas extremidades redutora (E.C.3.2.1.176), ou celo-biohidrolase
(1,4-B-D-glucano celobiohidrolase) hidrolisam ligagbes B-1,4-glicosidicas dos
oligbmeros nas extremidades néo redutoras (E.C. 3.2.1.91); (3) B-glicosidases
(1,4-B-D-glicosidase), também conhecidas como celobiases (E.C.3.2.1.21)
responsaveis pela quebra das ligacbes da celobiose, resultando em moléculas
livres de glicose (LYND, et al., 2002; ZHANG; LYND, 2004; MAEDA;
BARCELOS; HASUNUMA et al., 2013; PEREIRA, 2013; JUTURU; WU, 2014;
IUBMB, 2022; ZHOU et al., 2021).

As enzimas celuloliticas atuam sinergisticamente, utilizando o mesmo
mecanismo quimico de acéo, e 0 processo de bioconversdo da celulose em
glicose ocorre em duas etapas (Figura 1).

As exoglucanases e endoglucanases sao responsaveis pela primeira
etapa, que leva a reducdo do grau de polimerizacdo da celulose na etapa de
liquefacdo, liberando a celobiose e a segunda etapa é realizada pela (-
glicosidase que cliva a celobiose em glicose (ZHANG; LYND, 2004; MAEDA,
BARCELOS; PEREIRA, 2013).



Figura 1: Agéo sinergistica das celulases
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Fonte: FLORENCIO, 2011

3.1.2. Microrganismos produtores de celulase

As enzimas celuloliticas podem ser secretadas por varios
microrganismos, como fungos, bactérias e actinomicetos, sendo os fungos as
espécies dominantes, capazes de produzir celulases (SANTOS, et al., 2022;
MESA et al., 2016).

Segundo Kuhad et al. (2016) e Rathinam et al. (2017), com base em sua
adaptacdo ambiental, os grupos de microrganismos, produtores de enzimas,
podem ser ainda categorizados como aerébios e anaerdbios, mesdfilos,
termdfilos e extreméfilos e em sistemas microbianos complexos e nao
complexos.

Embora muitas espécies bacterianas e fungicas sejam bem relatadas para
a producao potencial de celulase (FARIQ, 2016; MESA et al., 2016; SETHI et al.,
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2016), os fungos aerdbicos, bem como as espécies bacterianas, produzem
enzimas livres em formas ndo complexas (ACHARYA E CHAUDHARY, 2012;
GUSAKOQV, 2011). Portanto, para fins comerciais, 0s microrganismos aerébicos
séo preferidos aos anaerobicos, porque as celulases livres tém maior atividade,
além de facilitar no processo de sua recuperacao.

Os microrganismos sao geralmente cultivados em grandes camaras de
fermentacao sob condicfes controladas para maximizar a producao de enzimas.
As enzimas se acumulam dentro das células ou segregam no meio do
fermentador. Nas etapas subsequentes, varias técnicas quimicas, mecéanicas e
térmicas sdo usadas para recuperar as células danificadas ou o meio contendo
a enzima (VIGNESWARAN et al., 2014).

A celulase pode ser produzida por muitos microrganismos quando a
fermentacao ocorre em estado solido (FES), onde os substratos lignocelulésicos,
sao ideias para o crescimento, principalmente de fungos filamentosos (MAEDA
et al., 2013). Entre os fungos filamentosos, os fungos endofiticos sé&o
proeminentes porque tém o potencial de produzir enzimas degradantes a partir
de materiais vegetais, incluindo celulase (ZHENG et al., 2015).

Porém, nos ultimos anos, tem havido maior interesse por bactérias
produtoras de celulase, pois tém a capacidade de suportar condicbes adversas,
como altas temperaturas e valores extremos de pH, o que tornam essas enzimas
estaveis as condi¢cdes geralmente utilizadas durante os processos industriais
(EJAZ et al., 2023; SHAH, et al, 2021; SILVA; MELO; FINKLER, 2021; HUANG,
2004).

3.2. Aplicacao das celulases

As celulases contribuem com a demanda mundial de enzimas industriais
e segundo as avalia¢cdes (GRAND VIEW RESEARCH, 2022), o mercado global
de enzimas foi avaliado em em US$ 10,69 bilhdes em 2020 e deve se expandir
a uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 6,5% de 2021 a 2028.
Neste contexto, aproximadamente 70% se referem as enzimas proteases e
carboidrases, grupo no qual se encontram, as celulases (ARBIGE et al., 2019).
A elevada procura por este grupo de enzimas esta associada aos varios setores

em que sdo aplicadas, destacando-se a producdo de biocombustiveis, com a
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obtencado de energia limpa e renovavel, processamento de alimentos e bebidas,
indUstrias téxteis para polimento de tecidos de algodao, industrias de
detergentes e branqueamento de polpa de papel (DADWAL; SHARMA,
SATYANARAYANA, 2019; ACHARYA; CHAUDHARY, 2012).

As celulases tém sido consideradas fundamentais ha décadas, para a
producdo de bioetanol, utilizando a biomassa lignocelulolitica como substrato,
como processo alternativo aos combustiveis fésseis, além de ser um processo
limpo e sustentavel (SINGHANIA, et al, 2021). Diversos estudos vém
investigando a produgao de celulases por microrganismos distintos, como
termofilicos, além de otimizacdo de meios de cultivo que possibilitem a maior
produtividade dessas enzimas com caracteristicas para esse seguimento
(CHANDEL, et al., 2019).

Na industria de bebidas, as enzimas celulase séo utilizadas na producéo
de sucos porque tém a capacidade de destruir a rede de celulose e, como a rede
de celulose ajuda a reter liquido nas células vegetais, a celulase pode promover
a extracdo e maceracao do suco para produzir néctar. Para a producao de vinho,
essas enzimas ajudam a extrair as substancias aromatizantes presentes na
casca, e também podem liberar substancias aromatizantes para degradar
compostos que causam sabor e aroma desagradaveis (ONGARATTO, 2015).

As celulases também sao utilizadas na industria de detergentes, onde sédo
adicionadas a formulacdo dos detergentes, juntamente com outras enzimas,
incluindo proteases, lipases, amilases, oxidases e peroxidases. Essas enzimas
ajudam a quebrar diferentes tipos de ligacdes quimicas presentes nas sujidades
dos tecidos, ou superficies onde sdo apicadas (LADEIRA, et al., 2015).

As celulases sdo conhecidas ainda por catalisar a sintese de celo-
oligossacarideos (COS) a partir da fracdo de celulose da biomassa (BARBOSA,
et al., 2020). Os COS tém outras aplicagbes, sdo usados como prebidticos,
adocantes e agentes anti-higroscopicos na industria de alimentos, além de
produtos cosmeéticos, produtos farmacéuticos e produtos agricolas (PATEL;
GOYAL, 2011). Os hidrolisados ricos em celobiose foram usados como
substratos fermentativos para diferentes bactérias laticas e foi observado que
pode estimular eficientemente o crescimento de duas cepas probibticas de

Lactobacillus (Lactobacilli e Bifidobacteria), sugerindo sua potencial utilidade



como prebidticos (KARNAOURI, et al, 2019). No entanto, ainda ha informacdes
limitadas sobre a producéo em larga escala de COS (CHU et al., 2014).

Na industria de papel, a celulose é utilizada no processo de melhoria da
resisténcia mecanica da polpa e aumento da capacidade de branqueamento da
polpa, reduzindo assim o referido desperdicio. Além disso, neste campo
industrial, o uso de celulase e outras enzimas (como a xilanase) ajuda a tornar o
papel e o papeldao mais facilmente degradaveis (ACHARYA E CHAUDHARY,
2012).

3.3. Utilizac&o de residuos agroindustriais nos processos fermentativos

para a producao de enzimas microbianas

O alto custo de producdo de celulase, assim como outras enzimas
microbianas, é o principal obstaculo a sua aplicacdo industrial. Os fatores que
afetam a producéo econémica de celulase incluem: o meio ou substrato usado,
a complexidade da estrutura da celulose, a pequena quantidade de celulase
produzida pelos microrganismos que decompdem a celulose, devido a inibicdo
do catabolismo, o estagio de purificacdo, entre outros (SRIDEVI, et al., 2009).

A selecdo de componentes do meio de cultivo e microrganismos € critica
para 0 sucesso do processo de fermentacdo e sua viabilidade econémica. No
entanto, um meio que permite o desenvolvimento ideal da cultura nem sempre
conduz & formacdo de enzimas. E necessario avaliar o rendimento ideal e os
parametros que afetam a sintese de enzimas, porgue as condicdes ideais para
diferentes microrganismos e diferentes enzimas irdo variar (SANTOS et al.,
2005).

Estima-se que cerca de 30% a 40% do custo envolvido na producédo da
enzima esteja relacionado ao meio utilizado para o crescimento dos
microrganismos. No entanto, na maioria dos casos, com a adogdo de métodos
simples, como o0 uso de um meio especifico e otimizado, o rendimento das
enzimas pode ser significativamente aumentado e os custos de producédo podem
ser reduzidos (KUMAR; TAKAGI, 1999; JOO; CHANG, 2005).

De um modo geral, os residuos industriais agricolas incluem os
subprodutos produzidos durante o processamento industrial de produtos

agricolas ou de origem animal ou obtidos a partir de atividades agricolas.
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Normalmente, como esses residuos geralmente ndo sao aplicados diretamente,
ha pouco ou nenhum valor econémico atribuivel a eles, como palha, caules,
folhas, cascas, vegetais e graos (arroz, trigo, milho, sorgo, batata e cevada) e
muitos mais. No entanto, acUcar, fibras, proteinas e minerais sdo compostos
comuns na composicao desses residuos, o que os torna uma fonte alternativa
de carboidratos e nitrogénio, substituindo as fontes sintéticas desses nutrientes
utilizadas nos processos biolégicos (PANESAR et al., 2016).

De modo que a sua estrutura abundante em agucares fermentaveis e
nutrientes vindo de residuos industriais agricolas, estes microrganismos tém a
habilidade de utilizar esses substratos e converté-los em diversos produtos
industrialmente importantes, como as enzimas (RAFATULLAH et al. 2010;
MOREIRA et al., 2012; PANDA et al., 2016). Nesse sentido, novas rotas técnicas
tém sido desenvolvidas para utilizar biomassa de residuos agricolas industriais
em substituicdo a substratos convencionais e nao renovaveis utilizados em
processos biolégicos (TAMANINI e HAULY, 2004).

A matéria-prima derivada da lignocelulose contém de 20% a 60% de
celulose, que pode ser totalmente convertida em glicose por acdo enziméatica.
Na proxima etapa, esse monossacarideo pode ser utilizado como matéria-prima
para a obtencdo de diversos produtos, desde biocombustiveis a polimeros,
sendo o etanol uma das moléculas mais interessantes recentemente (CASTRO
e PERREIRA JR., 2010).

Embora haja uma grande diversidade metabdlica em varios
microrganismos existentes, esses residuos nem sempre séo faceis de usar.
Essas matérias-primas sdo altamente resistentes em grande parte e ndo sao tao
sensiveis a acdo das enzimas. Portanto, geralmente é necessario pré-tratar
esses residuos, incluindo propriedades fisicas (trituracdo, térmica), quimicas
(tratamento alcalino) ou enzimaticas. Esses tratamentos podem ser necessarios
para aumentar a utilizacdo desses nutrientes, que serdo aproveitados pelos
microrganismos presentes nos residuos a serem utilizados (DE ARAUJO et al.,
2019).
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3.3.1 Cafe

Segundo dados da CONAB (2022) a producéo cafeeira do Brasil encerra
a sua safra de 2022 com um volume de 50,92 milhes de sacas de café
beneficiado, sendo assim 6,7% acima da safra 2021.

No Brasil, as duas espécies de café cultivadas sdo: café arabica (Coffea
arabica L.) e café robusta (Coffea canéfora). Do primeiro, séo feitas misturas de
alta qualidade e o segundo, também conhecido como conilon, é utilizado na
industria de café solavel (CECAFE, 2019).

O café (Coffea sp.) é originario do continente africano e no Brasil tem-se
os cafés arabica e conilon as espécies mais cultivadas. S&o mais de 124
espécies listadas tornando-os também as mais consumidas em todo o mundo
(FERRAO et al., 2022).

Os frutos do café sdo formados pelo exocarpo (pele/casca), mesocarpo
(polpa/mucilagem), endocarpo (pergaminho) e endosperma (grdo), apés o
beneficiamento do grdo cru pode ser visualizada uma pelicula prateada
(perisperma), como exposto na Figura 2 (DURAN et al., 2016).

Figura 2: (A) Fruto de café com partes. Café em: (B) diferentes estagios de
maturagéo, (C) corte transversal do fruto com a casca removida, (D) gr&o com
mucilagem, (E, F) gréos apos secagem com o pergaminho e (G) grédo cru com a
pelicula prateada

Casca/Polpa

Mucilagem.

Pergaminho

Grs Pelicula prateada

A

&%

“w

Fonte: (Duran et al., 2016)
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A casca de café é um dos residuos que apresentam altos teores de
matéria organica e uma boa quantidade de acUcares fermentaveis. A
composicdo quimica da casca de café ira variar de acordo com alguns fatores,
entre eles esta a variedade de café, o tipo de solo, o plantio, as condi¢cdes
climaticas, o tipo de processamento, entre alguns outros (SOCOOL, 2002;
ADAMS; GHALY, 2007; CLEVES, 2009; PANDEY, et al., 2017).

A casca de café se torna um residuo de grande potencial para ser utilizado
como subproduto na obtenc¢éo de produtos com valor agregado tento na industria
farmacéutica, como de cosméticos, de alimentos ou na agricultura (DIAS, 2016).
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4. MATERIAL DE METODOS

4.1 Microrganismo e meio de manutengao

Para o estudo foi utilizada uma cultura bacteriana de Bacillus licheniformis
CCMA-1674, isolada por Pereira (2018) durante a secagem via natural de frutos
de café Conilon do sul do Estado do Espirito Santo, identificada pelo Laboratoério
de Fisiologia e Genética de Microrganismos do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. A cultura encontra-se armazenada
no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do CCAE/UFES, Alegre, ES, em
ultrafreezer a - 80 °C.

Para o preparo do inéculo, o microrganismo foi ativado por meio de estrias
em placas de Petri contendo meio TSY, composto por (g.L* de dgua destilada):
triptona, 20; NaCl, 10; extrato de levedura, 10 e agar, 20, incubado em BOD a
37 °C por 24 horas. Apoés este tempo, as placas foram levadas para refrigeracédo
em BOD a 4 °C, até os experimentos iniciarem, e entdo novas ativacdées do

microrganismo.

Figura 3 — Fluxograma da conduc¢ao dos experimentos

Pré tratamento com

Casca de Café NaOH e US Ativagdo do Bacillus
Andlises de
Produgdo de Celulases temperatura, pH e Cultivo
tempo
Avicelase e Andlise de atividade e pH; Temperatura; ions
Carboximetilcelulase estabilidades
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4.2. Obtencao e conservacgao da casca de café conilon

A casca de café conilon variedade Vitoria, foi obtida no distrito de Boa
Vista, Municipio de Cachoeiro de Itapemirim, ES, a uma altitude de
aproximadamente 550 metros. O material foi previamente seco, triturado em
moinho de facas da marca SOLAB tipo Willy e peneiradas para obtencéo de
particulas com 0,42 mm (40 mesh) de espessura. As amostras foram
esterilizadas em autoclave (121 °C) por 1 hora e ap6s o pré-tratamento, os
sélidos foram filtrados, utilizando filtro de papel Whatman N° 1, com auxilio da
bomba a vacuo, e entdo secos em estufa a 105 °C até obtencdo do peso
constante, com umidade de 4,5 % e armazenadas sob refrigeracéo (6 — 10 °C)
em embalagens hermeticamente fechadas, até realizacdo das analises e
preparos necessarios, seguindo a metodologia proposta por Shajahan et al.
(2017).

O tratamento simultdneo com NaOH e US utilizado, foi realizado utilizando
30 g de amostra de casca seca em 1% (m/v) de NaOH relacdo 1:10 (m/v)
(casca/solvente) em banho ultrassbnico de 40 KHz (lavadora ultrassonica
Soniclean 2PS, Sanders) por 20 minutos e temperatura de 30 °C. Em seguida,
os solidos foram lavados com 3 volumes de agua, filtrados a vacuo, em funil de
Buchner, utilizando papel de filtro qualitativo, secos em estufa a 105 °C até peso

constante e armazenado a 4 °C para posterior utilizacdo nos meios de cultivo.

4.2.1 Caracterizagdo quimica e fisica da casca de café Conilon

A caracterizacdo da casca de café moida foi realizada em amostras sem
tratamento e submetidas aos tratamentos com NaOH e US. Foram realizadas as
analises de umidade, teor de cinzas, lipidios totais e determinacao de proteinas,
as quais foram realizadas pelo laboratério Agrolab Andlise e controle de
qualidade, segundo Métodos Fisico-Quimicos do Instituto Adolfo Luz (IAL,
2008). As analises de celulose, hemicelulose, lignina foram realizadas segundo
as normas do Laboratorio de Ciéncias Florestais localizado no departamento de
Ciéncias Florestais de da Madeira/ CCAE/ UFES no municipio de Jerdnimo

Monteiro.
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4.2.1.1. Umidade

Pesou-se 10 g de cada amostra (com e sem tratamento) em triplicata em
capsulas de porcelana, previamente limpas secas e pesadas. Aqueceu-se a 105
°C em estufa, durante 3 horas. Resfriou-se em dessecador até que chegasse a
temperatura ambiente. Logo apoés, foram pesados e repetiu-se o0 aquecimento e

resfriamento até atingirem peso constante (IAL, 2008).

4.2.1.2 Teor de cinzas (residuo mineral fixo)

Pesou-se 10 g da amostra em uma capsula, previamente aquecida em
mufla a 550 °C, resfriada em dessecador até a temperatura ambiente e pesada.
Foi seca em chapa elétrica, carbonizada em temperatura baixa e incinerada em
mufla a 550 °C, até eliminacdo completa do carvao. Logo apds foi resfriada em
dessecador até a temperatura ambiente e pesada. Foi repetida as operagdes de

aguecimento e resfriamento até que fosse obtido o peso constante (IAL, 2008).

4.2.1.3 Lipidios Totais

Pesou-se 2 a 5 g da amostra em cartucho de Soxhlet e amarrou com fio
de la previamente desengordurado. Transferiu-se o cartucho amarrado para o
aparelho extrator tipo Soxhlet. Acoplou-se o extrator ao baldo de fundo chato
previamente limpo, seco e pesado, a 105 °C.

Adicionou éter em quantidade suficiente para um Soxhlet e meio.
Manteve-se, sob aquecimento em chapa elétrica, a extracdo continua por quatro
a cinco gotas por segundo. Retirou-se o cartucho, destilou o éter e transferiu o
baldo com o residuo extraido para uma estufa a 105 °C, manteve por cerca de
uma hora.

Resfriou em um dessecador até a temperatura ambiente. Pesou e repetiu
as operacdes de aquecimento por 30 minutos na estufa e resfriou até peso
constante (no maximo 2 h) (IAL, 2008).

4.2.1.4 Determinagéo de proteinas

Pesou-se 1 g das amostras em papel de seda e foi transferido para o balao
de Kjeldahl (papel + amostra). Adicionou 25 mL de &cido sulfarico e 6 g da
mistura catalitica (dioxido de titanio anidro, sulfato de cobre anidro e sulfato de
potassio anidro, na proporc¢éao 0,3:0,3:6).
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Levou-se ao aquecimento em chapa elétrica, na capela, até a solucdo se
tornar azul-esverdeada e livre de material ndo digerido. Aqueceu por mais uma
hora e deixou esfriar. Conectou imediatamente o baldo ao conjunto de destilacdo
e mergulhou a extremidade afilada do refrigerante em 25 mL de &cido sulfdrico
0,05 M, contido em frasco erlenmeyer de 500 mL com 3 gotas do indicador
vermelho de metila.

Adicionou ao frasco que continha a amostra digerida, por meio de um funil
com torneira, a solucdo de hidroxido de sédio a 30% até garantir um ligeiro
excesso de base. Aqueceu até ebulicao e destilou até obter cerca de 250 a 300
mL do destilado. Titulou o excesso de acido sulfarico 0,05 M com solucéo de
hidroxido de sédio 0,1 M, usando vermelho de metila (IAL, 2008).

4.2.1.5. Determinacgéo de lignina

As amostras (300 mg) foram transferidas quantitativamente para um tubo
de ensaio de cerca de 60 mm de comprimento e 15 mm de diametro. Em seguida,
foi adicionado acido sulfarico 72 % (3 mL; resfriado a 10-15 °C), e o conjunto foi
mantido em banho-maria a 30 £ 0,2 °C por 1 hora, mantendo-se frequentemente
a agitacdo com bastéo de vidro.

ApoOs esse tempo, transferiu-se quantitativamente a mistura para um
frasco de vidro e esse foi fechado hermeticamente, com tampa de borracha e
lacre de aluminio. Colocou-se o frasco numa autoclave calibrada para 118 °C e
27 psi, mantida a temperatura maxima por 1 hora.

A mistura foi filtrada em cadinho de vidro sinterizado, previamente
preparado com uma camada de Oxido de aluminio (2-3 mm) e pesado. A lignina
retida no cadinho foi lavada com agua destilada quente até a completa remocéo
do &cido. O cadinho foi acondicionado em estufa a 105 + 3 °C para a remocao
da agua residual até peso constante, sendo em seguida determinado o peso da

lignina e, finalmente, o teor de lignina do material.

4.2.1.6. Determinacéo de celulose
Para determinacdo da celulose foi inicialmente pesado 3 g da matéria
prima em um erlenmeyer (500 mL) onde foram adicionados 120 mL de agua

destilada. O erlenmeyer permaneceu em banho-maria, a 70 °C e adicionou-se
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1,5 mL de acido acético e 3 g de hipoclorito de sddio. Apds 1 hora, adicionou-se
mais 1,5 mL de acido acético e 3 g de hipoclorito de sodio.

Este procedimento foi repetido por mais uma vez. Logo apds, o
erlenmeyer foi levado ao resfriamento e em seguida pesado em um funil de placa
porosa numero 1. Ao ser resfriada, a amostra foi filtrada a vacuo, lavada com
agua destilada gelada e colocada na estufa para secar por aproximadamente 6
horas.

Apbs esse tempo, por diferenca entre a massa do funil e a massa do funil
mais a amostra, o resultado obtido foi da holocelulose (celulose + hemicelulose)
para posterior extracao alcalina da celulose por hidréxido de sédio 4% por mais
1 hora. O procedimento foi realizado segundo metodologia com modificacdes de
BROWNING, (1963).

Da holocelulose seca obtida, foi pesada cerca de 1 g e colocada em um
almofariz, a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 15 mL de uma
solucdo de NaOH a 17,5%, e entdo, macerou-se 0 material até apresentar
aspecto homogéneo e em seguida foi lavado com 4 mL de &gua destilada e
transferido quantitativamente para um funil para filtragem a vacuo.

O precipitado recolhido no funil foi lavado até pH préximo ao da agua
utilizada e seco em estufa em temperatura acima de 100 °C e depois pesado
para verificacdo final da quantidade de holocelulose presente (EMBRAPA,
2010).

4.3 Meio de crescimento do microrganismo e atividade da celulase

Foi preparado o seguinte meio de cultivo (Tabela 1) para avaliar o
crescimento do microrganismo e a producao de celulases.

O pH do meio de cultivo foi ajustado para 7,0 = 0,2 com NaOH (1,0 M), e
o mesmo foi distribuido em frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL do
respectivo meio, e em seguida, os frascos foram esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 minutos.
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Tabela 1: Meios de crescimento

Composicao Meio 1 (g.L?)
CaCl2.2H20 0,29
K2HPO4 0,87
KH2POa4 1,36
Extrato de Levedura 1,00
NaCl 1,00
KCI 0,29
MgS0Oa4.7H20 0,20
(NH4)2S04 1,00
FeSO4 0,01

Solucgéo tragos metais” 1,00 mL
Casca de café tratada com NaOH e US 5,00

Solucéo tracos de metais (g.L1): ZnO — 2,5x1073; FeCl;.6H.0 — 2,7x102; MnCl,.4H,0 —
1,0x10%%; CuCl,.2H,0 — 8,5%x10* CoCl».6H,0 — 2,4x103: NiCl3.6H,0O — 2,5%x10*%*: HsBO3
— 3,0x10% NaMoO4 — 1,0x1073,

4.3.1 Preparo do pré-inéculo

O meio para o pré-indculo foi preparado em frascos erlenmeyers de 500
mL contendo 100 mL do meio de crescimento, conforme apresentado na Tabela
1, seguido de esterilizacdo a 121 °C por 15 min em autoclave. Apds este periodo,
10 mL desse meio foi transferido para as placas de Petri contendo o
microrganismo ativo (em meio TSY em estufa a 37 °C, conforme descrito no item
4.1) com a finalidade de ressuspender as células que foram transferidas com
auxilio de uma pipeta estéril para o cultivo do pré-inéculo. Os frascos foram
entdo incubados por 18 horas em shaker rotatorio, marca CIENLAB (modelo CE
—720) a 37 °C sob agitacao de 150 rpm, e posteriormente utilizadas para inocular

0S meios de cultivo.

4.3.2. Meios de cultivo e medidas do crescimento

Os meios de cultivo preparados conforme a Tabela 1, foram inoculados

com 10% do preé-inoculo e incubados a 37 °C em shaker rotatério a 150 rpm. Em
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intervalos de tempo de 0, 72, 120, 144 e 168 horas, foram retiradas amostras
para determinacao do crescimento do microrganismo e medida da atividade de
celulases.

O crescimento do microrganismo foi determinado pela medida da turbidez
do meio, medindo-se a densidade otica (D.O.) a 600 nm com utilizacdo de um
espectrofotometro (THERMO FISHER SCIENTIFIC, modelo: EVO300 PC,
Estados Unidos). Foi medido o pH do meio, de acordo com as Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005). Os ensaios foram realizados em frascos
erlenmeyers em duplicata sendo realizadas trés medidas de cada frasco.

4.3.3. Ensaios enzimaticos

Nos tempos determinados (0, 72, 120, 144 e 168 horas) as amostras dos
meios de cultivo foram centrifugadas (centrifuga HERMLEZ 382K, Wehingen,
Alemanha), a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C para obtencdo do sobrenadante
livre de células que foi entdo utilizado para a medida da atividade enzimatica,
baseado nos trabalhos de Janssen et al., (1994), com modificacoes.

4.3.3.1. Atividade enzimatica da avicelase (EC 3.2.1.74 ou exo B -1,4
glicanase)

A atividade da avicelase foi determinada por meio de uma mistura
contendo 0,5 mL do extrato bruto enzimético e 0,5 mL de uma solucdo de
celulose microcristalina (avicel) 1,0 % (m/v) em tampao fosfato de sédio (0,05 M
e pH 7,0), incubada em banho-maria a 60 °C durante 10 minutos. ApoOs este
periodo, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 1,0 mL de acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) a mistura. Em seguida, esta mistura foi colocada em agua
em ebulicdo por 10 minutos e ap0ds esse periodo foi resfriada em banho de gelo
por 5 minutos e completada o volume até 7 mL com agua destilada (GHOSE,
1987). A coloracdo desenvolvida foi medida por meio de espectrofotdmetro,
utilizando comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959). O mesmo
procedimento foi realizado com o controle, diferindo apenas na ordem do
reagente de Miller (DNS) que foi adicionado juntamente com a solucéo de
celulose microcristalina e apds o tempo de 10 min, adicionado o sobrenadante

livre de células. Uma unidade de avicelase foi definida como a quantidade de

19



enzima necessaria para produzir 1 pumol de agucar redutor por minuto por mL da

enzima.

4.2.3.2 Atividade enzimatica da carboximetilcelulase (EC 3.2.1.4
endoglicanase ou B-1,4-endoglicanase

Para medir a atividade de carboximetilcelulase foi utilizada uma mistura
de 1,0 mL do extrato bruto enziméatico (sobrenadante livre de células) e 0,5 mL
de uma solucéo de carboximetilcelulose 1,0% (m/v) em tampé&o de fosfato de
sédio (0,05 M) e pH 7,0. Em seguida essa mistura foi incubada por 30 minutos
em banho-maria a 60 °C (GHOSE, 1987). Apés esse periodo de tempo, 1,0 mL
de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi adicionado a mistura para interromper a
reacdo. Em seguida, a mistura foi colocada em agua fervente por 10 minutos e
apos este tempo foi resfriada em banho de gelo por 5 minutos e completada o
volume até 7 mL com &gua destilada, ap6s este procedimento foi realizada a
medida dos acucares redutores (MILLER, 1959) utilizando um espectrofotémetro
com comprimento de onda de 540 nm para a medida da absorvancia.

O controle foi realizado com modificagdo. O reagente de Miller (DNS) foi
adicionado juntamente com a solucdo de carboximetilcelulose, e ap6s o tempo
de incubacédo, adicionado o extrato bruto (sobrenadante). Os demais passos
seguiram a analise conforme descrita anteriormente. Uma unidade de
carboximetilcelulase foi definida como a quantidade de enzima necesséria para

produzir 1 umol de aglcar redutor por minuto.

4.3.3.3 Curva de acuUcares redutores
Para a construcdo da curva de calibracdo de acucares redutores, foi
utilizada solucédo de glicose em concentracdes variando de (0 a 90 pmol. mL™?)

seguindo a metodologia de Miller (1959).

4.4. Avaliacdo da concentracdo da casca de café Conilon tratada com NaOH

e ultrassom e suplementag&o com whey protein (Vitafor ®)

No intuito de aumentar a producdo das celulases pelo microrganismo,
foram preparados meios de cultivo contendo diferentes concentragdes da casca

de café tratada e a suplementacdo com 3 g.L! de whey protein ISOFORT®
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Vitafor, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo dos meios de cultivo contendo casca de café Conilon e
whey protein

Composicao Meio 1 (g/L?) Meio 2 (g/L™Y) Meio 3 (g/L?)
CaCl2.2H20 0,29 g 0,29 ¢ 0,299
K2HPOs4 0,87g 0,879 0,87 g
KH2PO4 1,369 1,36 g 1,36 g
Extrato de Levedura 1,009 1,00 g 1,00 g
NacCl 1,009 1,009 1,00 g
KCI 0,29 g 0,299 0,29 g
MgS04.7H20 0,20 g 0,20 g 0,20 g
(NH4)2S04 1,009 1,009 1,009
FeSOs 0,0lg 0,0lg 0,01g
Solucéo tracos
. 1,00 mL 1,00 mL 1,00 mL
metais
Casca de café
ratada 5,009 10,00 g 5,009
Whey protein - - 3,009

*Solucéo tragos de metais (g.L™?): ZnO — 2,5x1073; FeCls.6H.0 — 2,7x10?; MnCl,.4H,0O
—1,0x 10'2; CuCl,.2H,0 — 8,5x10'4; CoCl».6H,0 — 2,4X10'3; NiCl3.6H,0 — 2,5x10'4; H3zBO3
— 3,0x10% NazMoO4 — 1,0x10°3,

O pH dos meios de cultivo foi ajustado para 7,0 + 0,2 com NaOH (1,0 M)
e 0os mesmos foram distribuidos (50 mL) em frascos erlenmeyers de 250 mL, e
em seguida, os frascos foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 20
minutos.

Foram preparados o0s pré-indéculos dos respectivos meios, e as

avaliacdes, seguiram aos procedimentos descritos no item 4.3.

4.5. Caracterizagcéo parcial da enzima

Para a caracterizacdo parcial da enzima, foi utilizado o meio de cultivo
contendo casca de café tratada com NaOH e US e suplementado com whey

protein. O meio foi entdo preparado, inoculando o microrganismo e incubando a
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37 °C, a 150 rpm durante o periodo de 120 h conforme os resultados dos
experimentos anteriores. Apos este tempo, foram realizadas as medidas de
densidade Gtica para avaliar o crescimento do microrganismo, pH e atividade de

celulases conforme os itens 4.3.3., 4.3.3.1. € 4.3.3.2.

4.5.1. Avaliacéo do efeito do pH na atividade e estabilidade das enzimas

O efeito do pH na atividade enzimatica foi avaliado na faixa de 5,0 a 9,5
com intervalo de 0,5 unidades. O pH 6timo das enzimas foi determinado
preparando-se cada substrato (avicel e carboximeticelulose) nas solucdes
tampéo com diferentes valores de pH e incubando os mesmos em banho-maria
a 60 °C, de acordo com as metodologias descritas anteriormente 4.3.3.1 e
4.3.3.2. Foram utilizadas as solu¢des tampao de diferentes valores de pH (citrato
de sodio pH 5,0-5,5; fosfato de sédio pH 6,0-7,0; tris/HCI pH 7,5-8,5 e glicina-
NaOH pH 9,0-9,5), todos na concentracao final de 50 mM.

A estabilidade das enzimas em diferentes valores de pH foi avaliada
incubando-se o extrato bruto enzimético, nos tampdes anteriormente descritos,
por 3 horas a temperatura ambiente (25 £ 2 °C). Apds este tempo, a atividade
das enzimas foi determinada, utilizando o tampé&o no qual foi encontrado o pH
otimo. A atividade relativa das enzimas foi determinada conforme descrito nos
itens 4.3.3., 4.3.3.2., 4.3.3.2.

4.5.2. Avaliacdo do efeito da temperatura na atividade estabilidade das

enzimas

A temperatura 6tima das enzimas foi determinada incubando o extrato
enzimatico no pH 6timo (encontrado no item 4.5.1), variando de 30 a 100 °C em
intervalos de 10 °C. A atividade da enzima foi determinada conforme os itens
4.3.2.,4.3.3.1.€4.3.3.2.

A estabilidade térmica das enzimas foi avaliada incubando-se o extrato
bruto enziméatico em temperaturas variando de 40 a 90 °C, com intervalos de 10
°C por 2 horas. A cada 30 minutos de intervalo foi dosada a atividade relativa
das enzimas na temperatura 6tima determinada anteriormente.

A termoestabilidade das enzimas foi medida a 90 °C, durante 1 hora a
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cada 10 minutos conforme os itens 4.2.2.,4.2.3.1. e 4.2.3.2.
4.5.3. Efeito dos ions metalicos na atividade das enzimas

Para avaliar o efeito dos ions metalicos na atividade das enzimas,
incubou-se o extrato bruto enzimatico com o0s ions correspondentes e as
atividades foram medidas nos pHs e temperaturas 6timos encontrados nos itens
4.5.1. e 4.5.2. Foram utilizados ions cloretos: Ca?*, Zn?*, Mn?*, Ni** e Ba®* e
sulfatos: Mg?*, Fe?*, Co?* e Cu?* a uma concentracdo de 5 mM por 2 horas de
incubacédo. O controle foi realizado, incubando-se o extrato bruto enzimatico na
auséncia de ions, e sua atividade que foi considerada como 100% de atividade
relativa e foi determinada nas condicbes conforme descritas nos itens 4.3.3.,
4.3.3.1.€4.3.3.2.

4.6. Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticbes. Em cada repeticdo, foram realizadas em
triplicatas das medidas de cada frasco cultivado. Os resultados foram avaliados
pela analise média, desvio padrdo e construcdo de graficos utilizando Microsoft
Excel®2016.

o txi o t(xi—M)?
== Equagéo 2: D), = ==* ( )

Equacdo 1: M = "

n-1
M= média;
Xi= valor individual;

n= numero de amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo quimica e fisica da casca de café Conilon com e sem

tratamento com NaOH e US

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para a caracterizagdo quimica
e fisica das amostras de casca de café Conilon com tratamento (CT), utilizando
NaOH e US e sem tratamento (ST).

Tabela 3: Composicdo centesimal das amostras de casca de café com

tratamento com NaOH e sem tratamento

_ ST CT LQ
Andlise
(g/100 g) (9/100 g)
Proteina 7,79 2,35 -
Lipidios Totais 0,84 1,21 0,50
Residuo Mineral Fixo (Cinzas) 7,61 45,99 0,50
Umidade 7,90 <0,50 0,50

LQ: Limite de Quantificagcdo; ST: Sem Tratamento; CT: Com Tratamento

Observou-se uma perda significativa de proteinas para a amostra que
passou pelo tratamento com NaOH e US e um aumento no teor de lipidios e
cinzas. No entanto, houve uma diminui¢cdo no valor de umidade.

Analisando a composicdo quimica da casca de café com tratamento de
US, Brand et al. (2000) obtiveram os seguintes percentuais massicos: 11,98%
de umidade, 1,5% de lipideos, 6,03% de cinzas, 11,7% de proteina. Em outro
estudo, segundo Soccol (2002), a casca de café em base seca, é composta pelos
percentuais de 9,2% de proteinas, 2% de lipideos.

A casca sem tratamento analisada no presente estudo passou por um
processo de secagem o que levou a diminuicdo de lipidios totais, proteinas e
umidade em relagcéo aos autores citados anteriormente.

Na Tabela 4 a aplicagcdo do tratamento aumentou a quantidade de
extrativos totais em 7,4% e celulose em 12,7%, com valores pouco variaveis

apenas para a hemicelulose com 0,54% e lignina com 9%.
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Tabela 4: Andlises de extrativos totais, celulose, hemicelulose e lignina nas

amostras de casca de café tratadas com NaOH e US (CT) e sem tratamento (ST)

Teor (%)
COMPONENTE
ST CT
Extrativos Totais 35,00 42.46
Celulose 17,31 29,03
Hemicelulose 13,54 13,10
Lignina 23,47 14,46

Observa-se um aumento na quantidade de celulose o que pode ser
explicado pelo fato de o pré-tratamento alterar ou remover os componentes
estruturais existentes na biomassa vegetal e isso levar a um aumento na sua
area de superficie, tornando acessivel para a hidrélise enzimatica, aumentando
desta forma o rendimento de acUcares fermentaveis presentes na celulose
(MOSIER et al., 2005).

De acordo com o trabalho de Freitas (2016), foram obtidos valores de
24,53%, 19,86% e 13,68% referentes a composicdo da casca de café tratada
com NaOH, considerando as fragdes constituidas por celulose, hemicelulose e
lignina, respectivamente. Canilha et al. (2011), relataram cerca de 45% de
celulose, 25,8% de hemicelulose e 19,1% de lignina em bagaco de cana de
acucar tratado com agua e etanol. Da mesma forma, Gouveia et al. (2009),
obtiveram valores de 42,8% de celulose; 25,8% de hemicelulose e 22,1% de
lignina para o bagaco de cana de acucar. O aumento de teor de celulose se torna
favoravel, pois a partir disso ocorre uma liberacdo maior de actcares no meio de
cultivo favorecendo assim a acdo das enzimas.

Perrone (2015) verificou em seu trabalho que ao utilizar ultrassom como
pré-tratamento no bagaco de cana-de-acucar, aumentou os rendimentos em
acucares durante a hidrolise enzimatica e diminuindo a quantidade de
compostos inibidores, como a hemicelulose. Soares (2020) constatou em sua
pesquisa que a utilizacdo do ultrassom como pré-tratamento € um meétodo
considerado positivo, de modo que apresentou bons resultados em relacédo a
melhoria de desempenho de enzimas comerciais quando comparado com

métodos convencionais.
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O propdsito do pré-tratamento utilizado nos residuos lignoceluloliticos
consiste na remocao de parte da lignina e hemicelulose, além de reduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dos materiais
lignocelulésicos, tornando-os mais facilmente metabolizaveis (SINGH et al.,

2009).

5.2. Crescimento do microrganismo e producdo de celulases em meios

contendo casca de café tratada com NaOH e US

ApOs experimentos realizados, observou-se que as enzimas avicelase
(AVCase) e carboximetilcelulase (CMCase) foram secretadas a partir de 72
horas de cultivo utilizando fontes de carbono. Assim, os experimentos foram
conduzidos durante 168 h, e avaliados apds 72 horas de fermentacdo. O meio
de cultivo continha 0,5% de casca de café Conilon tratada com NaOH e US
(conforme item 4.3.2) e os resultados encontrados estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5: Avaliacdo do crescimento, pH e atividade de celulases secretadas pelo
microrganismo Bacillus licheniformis CCMA 1674 em meio contendo casca de

café tratada com NaOH 1% e Ultrassom.

Tempo Ativi.dade de Ati\./idao-le de

) D.O. (600nm) pH Avicelase Carboximetilcelulase
(U/mL) (U/mL)

0 0,270+0,170 7,850+ 0,022 0,000 * 0,000 0,000 £ 0,000

72 0,929 + 0,054 7,620+ 0,045 9,307 +1,318 2,707 + 0,085

120 1,035+0,105 7,830+0,028 6,307 +2,087 2,907+ 0,170

144 0,963 £0,056 8,370+ 0,095 4,773 +1,965 2,573 £0,245

168 1,021 + 0,079 8,405+0,030 7,040 +1,413 2,573 £ 0,389

Os resultados encontrados mostraram que o microrganismo foi capaz de
crescer em meio contendo 0,5% de casca de café tratada com NaOH e US e
secretar celulases (AVCase e CMCase) durante as 168 h de cultivo, com uma
producdo superior de AVAcase em comparagdo com a CMCase. Observa-se

gue os valores de pH do meio ficaram acima de 7,5 durante toda a producao das
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enzimas, onde a maior producdo de avicelase encontrada nos experimentos, no
tempo de 72 horas, alcancou um valor maximo de 9,307 U/mL e de 2,907 U/mL
para CMCase em 120 horas. Isso indica que os métodos de pré-tratamento
aumentam a disponibilidade da celulase e como consequéncia, melhoram a
atividade das enzimas.

Fernandes (2016), ao utilizar Bacillus sp. SMIA-2 em meios de cultivo
contendo residuos agroindustriais tratados com hidroxido de potassio, como
farinha de casca de maracuja, bagaco de cana e 4gua de maceracado de milho,
encontrou um valor maximo de producdo de 3,931 U/mL para avicelase e de

1,032 U/mL para carboximetilcelulase.

5.3. Efeito da concentracdo de casca de café Conilon tratadas com NaOH e
US e suplementacdo do meio de cultivo com whey protein no crescimento

do microrganismo e atividade de celulases

Nas tabelas de 6 a 8, a seguir, mostram os resultados encontrados para
0 crescimento do microrganismo, pH e atividades enzimaticas das celulases,
durante as fermentacdes em diferentes meios de cultivos.

Observou-se em todos os meios testados uma tendéncia ao aumento de
pH durante todos os experimentos e um valor constante de densidade 6tica,
indicando que o microrganismo estaria na sua fase estacionaria a partir de 72

horas.

Tabela 6: Resultados obtidos para o crescimento celular (D.O), pH e atividade
das enzimas durante 168 h de cultivo a 37 °C e 150 rpm de agitagdo em meio

de cultivo contendo 0,5% de casca de café tratada com NaOH e US (Meio 1).

AVCase CMCase
Tempo (h) DO pH
(U/mL) (U/mL)
0 0,205 +0,031 7,005+0,025 0,000 0,000 0,000=0,000
72 0,910+0,025 7,830+0,335 3,707 +£0,743 2,373+0,817
120 0,831 +0,09 8,425+0,048 4,840+ 3,312 9,107 £0,225
144 1,002 +0,016 8,275+0,301 6,031 +1,494 0,000 + 0,696
168 0,999 +0,028 8,390+0,086 5,507 +1,111 2,440+0,298
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Verificou-se no meio 1, Tabela 6, que ao utilizar 0,5% de casca de café
tratada com NaOH e US, um crescimento maior no tempo de 144 horas e com
pH de 8,275, indicando assim que compostos de nitrogénio organico presentes
séo assimilados, tornando assim o pH do meio mais alcalino. Ao mesmo tempo
gue esses compostos sao assimilados pode-se observar uma maior producéo
de avicelase no meio, atingindo 5,507 U/mL no tempo de 168 horas e nenhuma
producao para carboximetilcelulase no tempo de 144 horas. Entretanto, verifica-

se sua maior producdo em 120 horas, atingindo valores de 9,107 U/mL.

Tabela 7: Resultados obtidos para o crescimento celular (D.O), pH e atividade
das enzimas durante 168 h de cultivo a 37 °C e 150 rpm de agitacdo em meio

de cultivo contendo 1,0% de casca de café tratada com NaOH e US (Meio 2)

Tempo (h) DO pH AVCase CMCase
(U/mL) (U/mL)
0 0,074 +0,079 7,01+0,024 0,000+ 0,000 0,000 + 0,000
72 1,516 £ 0,085 7,620 + 0,158 9,240 +1,446 3,707 £0,428
120 1,582 £ 0,032 8,405 0,137 8,907 +0,895 8,907 + 0,895
144 1,504 £ 0,059 8,065+0,217 3,240+1,521 2,907 +0,696
168 1,714 £ 0,046 8,505 + 0,066 0,000 + 0,000 2,640 + 0,808

Quando a concentracdo do residuo foi aumentada em 50% (Tabela 7),
(concentracéo de 1% de casca de café tratada com NaOH e US) verifica-se que
0 microrganismo permanece por mais tempo na fase estaciondaria pois tem mais
fonte de carbono disponivel. A maior producdo de avicelase foi verificada no
tempo de 72 horas com 14,640 U/mL, onde ocorreu um aumento gradativo do
pH mostrando assim sua influéncia na producdo da enzima. Ja a
carboximetilcelulase apresentou maior produ¢cdo em 120 horas com um pH de
7,740.

Pode-se perceber que a suplementagédo do meio 3 com o whey protein,
favoreceu o crescimento do microrganismo, mostrando maiores valores de D.O.
durante os tempos de fermentacéo (Tabela 8). Observou-se que a atividade da
avicelase foi maior que nos meios anteriores, atingindo o maior valor de 14,640

U/mL, ao ser utilizado 0,5% da casca de café e 0,3% de whey protein. Para a
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producdo de carboximetilcelulase também se observou um aumento, atingindo

valor de 12,640 U/mL, em 120 h de cultivo e faixas de pH acima de 7,5.

Tabela 8: Resultados obtidos para o crescimento celular (D.O), pH e atividade
das enzimas durante 168 h de cultivo a 37 °C e 150 rpm de agitagdo em meio
de cultivo contendo 0,5% de casca de café tratada com NaOH e US e 0,3% de

whey protein (Meio 3)

Tempo (h) AVCase CMCase
DO pH
(U/mL) (U/mL)
0 0,102 + 0,016 7,065 + 0,045 0,000 +0,000 0,000 £ 0,000
72 1,854 £0,015 7,620 +0,045 14,640+2,161 2,573 0,345

120 2,296 0,603 7,740 +0,400 8,840+0,049 12,640 + 2,340
144 2,210 +0,020 8,160 +0,378 6,840 +1,979 5,907 £ 0,419

168 1,687 +0,659 8,265+0,924 0,040+4,531 2,640+0,177

Freitas (2020) observou em seu trabalho, maior atividade de celulases em
144 horas de fermentacédo (12,93 U/mL) em meio contendo residuo de casca de
café Conilon, tratada com NaOH.

A composicdo do meio de cultivo pode influenciar na producdo das
enzimas. Segundo Abdel-Fattah (2007), as concentracdes maiores existentes de
avicel, extrato de levedura e o sulfato de amonio foram os fatores que mais
influenciaram na producgéo da enzima avicelase, com dados que corroboram com
0 presente estudo que apresentou maior atividade durante o tempo de 72 h em
meio contendo 0,5% de residuo e 0,3% de whey protein.

Oliveira et al., (2014) encontraram valor de atividade maxima da avicelase
(1,5 U/mL) no tempo de 120 horas. Shajahan et al., (2017), encontraram valores
maximos de atividade de celulases de 42,99 Ul/mL apds 72 horas de incubacao

em condi¢des otimizadas de processo.
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5.4. Caracterizacao parcial das celulases

A partir dos resultados encontrados anteriormente, foi preparado o meio
de cultivo 3 contendo 0,5% de casca de café Conilon tratada com NaOH e US
durante 120 horas de fermentacao a 37 °C e 150 rpm de agitagdo. Apos o tempo
de incubacéo as amostras foram retiradas e avaliada as caracteristicas de cada

enzima.

5.4.1. Efeito do pH na atividade e estabilidade da Avicelase (AVCase) e
Carboximetilcelulase (CMCase)

A avicelase produzida pelo Bacillus licheniformis CCMA-1674 foi avaliada
na faixa de pH entre 5 e 9,5 (Figura 4). A atividade Gtima para a avicelase foi
encontrada em pH 5,0. Observando-se que no intervalo de pH entre 7,0 e 8,5 a

enzima manteve cerca de 65% de sua atividade relativa.
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Figura 4. Efeito do pH (—#— ) e estabilidade (—e— ) ao pH da avicelase produzida
por Bacillus licheniformis CCMA1674 cultivado a 37 °C e 150 rpm por 120 horas
em meio liquido contendo casca de café Conilon tratado com NaOH e US. A
atividade relativa foi expressa em porcentagem (100% da atividade da enzima =
33,573 U/mL). (As barras representam o desvio padrdo. A auséncia de barras
indica que o erro foi menor que o simbolo).
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Em relagdo a estabilidade da enzima, a avicelase manteve 100% de
atividade relativa, quando incubada em pH 8,0. Porém, entre os valores de pH
6,0; 6,5; 9,0 e 9,5 foram mantidos apenas 20% de sua atividade relativa.

No estudo da Ladeira et al. (2015) pdde-se verificar o mesmo efeito, onde
mesmo a AVCase e a CMCase apresentaram atividade 6tima quando o pH se
encontrava em torno de 7,5 e 8,0 utilizando Bacillus sp. SMIA-2 suplementado
com bagaco de cana-de-acucar.

Freitas (2020) caracterizou a avicelase produzida pelo B. licheniformis
N378 (identificado e classificado como B. licheniformis CCMA 1673) em meio
contendo casca de café Conilon tratada com NaOH e encontrou pH 6timo de 7,0.
E observou que no intervalo de pH 6,5 a 7,5 a enzima manteve cerca de 80 %
da sua atividade relativa.

A carboximetilcelulase foi avaliada quanto ao pH no intervalo de 5,0 a 9,5
encontrando pH 6timo em 7,0 (Figura 5). Em intervalo de pH de 5,0 a 6,5 a
enzima mantém atividade enzimética acima de 80% e entre 7,5 a 9,0 acima de

67% de atividade. Em pH 9,5 a atividade mantém acima de 90%.

100,00
80,00
60,00
40,00

20,00

Atividade Relativa (%)

0,00

Figura 5: Efeito do pH ( - ) e estabilidade ao pH ( &-) da carboximetilcelulase
produzida por Bacillus licheniformis CCMA1674 cultivado a 37 °C e 150 rpm por
120 horas em meio liquido contendo casca de café Conilon tratado com NaOH
e US. A atividade relativa foi expressa em porcentagem (100% da atividade da
enzima = 0,618 U/mL). As barras representam o desvio padrdo. A auséncia de
barras indica que o erro foi menor que o simbolo.
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Segundo os dados obtidos, a carboximetilcelulase foi estavel durante 3

horas em pH 5,0, mantendo 100% de atividade.

5.4.2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade de AVCase e
CMCase

As enzimas foram produzidas em cultivo de 120 horas de fermentacao a
37 °C e 150 rpm de agitacdo. Os experimentos do efeito de temperatura tiveram
abrangéncia de 30 °C a 100 °C em pH 7,0.

Observa-se na Figura 6 que a maior atividade de avicelase foi obtida na
temperatura de 40 °C. Em temperaturas de 70, 80 e 90 °C a enzima mantém

cerca de 80% de atividade enzimatica.

120,00
100,00
80,00
60,00

40,00

Atividade Relativa (%)

20,00

0,00
30 50 70 90

Temperatura (°C)

Figura 6: Efeito da temperatura ( —*— ) e estabilidade a temperatura durante 60
minutos ( ~® ), da avicelase produzida por Bacillus licheniformis CCMA1674
cultivado a 37 °C e 150 rpm por 120 horas em meio liquido contendo casca de
café Conilon tratado com NaOH e US. A atividade relativa foi expressa em
porcentagem (100% da atividade da enzima = 5,240 U/mL). (As barras
representam o desvio padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor
que o simbolo).

Makky (2009) e Oliveira et al.,, (2014), encontraram valores de
temperatura 6tima para avicelase de 50 °C e 70 °C, respectivamente, 0os dois

autores utilizaram nos seus trabalhos o género Bacillus que foram caracterizados
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como terméfilos. Em comparacdo com o presente trabalho, verificou-se que a
enzima manteve cerca de 80% de atividade a partir de 60 °C. Acharya e
Chaudhary (2012) encontratam valores de temperatura 6tima para a atividade
da carboximetilcelulase de 50 °C.

A temperatura 6tima encontrada para a atividade de carboximetilcelulase
foi de 90 °C. A enzima ainda manteve atividade enzimatica acima de 60% em

temperaturas acima de 50 °C.
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Figura 7: Efeito da temperatura (-e— ) e estabilidade a temperatura durante 60

min (& ) da CMCase produzida por Bacillus licheniformis CCMA1674 cultivado
a 37 °C e 150 rpm por 120 horas em meio liquido contendo casca de café Conilon
tratado com NaOH e US. A atividade relativa foi expressa em porcentagem
(100% da atividade da enzima = 0,673 U/mL). (As barras representam o desvio
padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o simbolo).

Verificou-se no presente estudo que a carboximetilcelulase foi estavel em
temperaturas altas, mantendo praticamente 100% de atividade em temperaturas
de 70 e 80 °C durante 60 minutos de incubag&o. Huang e Monk, (2004) relataram
em seus trabalhos que a termoestabilidade de uma determinada enzima esta
ligada a complexas interagbes de fatores extrinsecos, isso evidencia a
necessidade de estudos para confirmar que fatores influenciam a
termoestabilidade das enzimas, como as do presente estudo.

No trabalho de Ladeira et al. (2015), foi encontrado valor de temperatura

Otima para atividade da AVCase e da CMCase de 70 °C, secretadas por Bacillus
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sp. SMIA-2 em meio contendo bagacgo de cana-de-agucar. Também pdde ser
observado no estudo de Kazeem (2016), que a temperatura 6tima para atividade
da CMCase foi de 65 °C utilizando Bacillus licheniformis 2D55 em meio também
contendo bagaco de cana-de-acuUcar.

As celulases produzidas pela bactéria termofilica e celulolitica
Anoxybacillus sp. 527 apresentaram uma elevada atividade entre temperaturas
de 50 a 70 °C e com maxima atividade em 70 °C. Mesmo que essas atividades
tenham sido drasticamente reduzidas a 80 °C, 25% do potencial maximo
celulolitico foi mantido até 100 °C, tornando assim essas enzimas promissoras
para a engenharia genética de proteinas, com intuito de melhoramento de sua
tolerancia para a degradacao de celulose em altas temperaturas (LIANG et al.,
2010).

5.4.3. Efeito dos ions metalicos na atividade e estabilidade da AVCase e
CMCase

Pode-se observar na Figura 8, os resultados encontrados quando foi
estudado o efeito dos ions metalicos na atividade e estabilidade de avicelases
secretadas por Bacillus licheniformis CCMA-1674.

Verifica-se que os ions Zn?* Mn?* aumentaram a atividade da avicelase
em 51,40 %, 150% respectivamente.

Mukherjee et al., (2011), ao avaliarem o efeito de Mn*?, Fe*?, Cu*? e Hg*?,
constataram que Mn*? e Fe*2, foram capazes de aumentar a atividade enzimatica

da avicelase, ao passo que o Cu*? e Hg*? diminuiram a atividade.
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Figura 8: Efeito dos ions metalicos na atividade da avicelase produzida por
Bacillus licheniformis CCMA1674 cultivado a 37 °C e 150 rpm por 120 horas em
meio liquido contendo casca de café Conilon tratado com NaOH e US. A
atividade relativa foi expressa em porcentagem (100% da atividade da enzima
na auséncia de ion metélico = 9,373 U/mL). (As barras representam o desvio
padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o simbolo).

As enzimas microbianas extracelulares sdo geralmente reconhecidas por
exigir cations divalentes para a sua atividade e estabilizacdo, e, a enzima
avicelase do presente estudo apresentou resultados semelhantes a varios outros
autores (MAKKY, 2009; MUKHERJEE et al., 2011; LIN, 2012; OLIVEIRA et al.,
2014).

Ao avaliar o ion Mn?* na estabilidade de avicelase secretada pelo
microrganismo durante 120 minutos em temperaturas de 50, 70 e 90 °C (Figura
9), observou-se que em menores temperaturas, a avicelase na auséncia do ion
manteve 100% de atividade durante 30 min de incubacdo a 50 °C e diminui a
atividade com o passar do tempo. E na presenca do ion, a atividade da avicelase
praticamente dobrou durante 30 min a 50 °C.

De acordo com Aygan e Arikan (2008), alguns ions metalicos na sua forma
de sal, interagem com a enzima evitando a desnaturacdo térmica,
desempenhando assim, um importante papel na estabilidade de enzimas a altas

temperaturas.
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Figura 9: Estabilidade da avicelase na auséncia do ion (), e presenca de Mn?*
(—*), da avicelase produzida por Bacillus licheniformis CCMA1674 cultivado a 37
°C e 150 rpm por 120 horas em meio liquido contendo casca de café Conilon
tratado com NaOH e US. A atividade relativa foi expressa em porcentagem
(100% da atividade da enzima = 9,373 U/mL). (A) incubagdo a 50 °C, (B)
incubacéo a 70 °C e (C) incubagéo a 90 °C.
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Nota-se 0 mesmo efeito no que diz respeito ao aumento da atividade da
avicelase, na presenca do ion Mn?* nas temperaturas de 70 e 90 °C durante 120
min (Figura 9).

Na Figura 10, pode-se observar que os ions Fe?*, Zn?*, Mn%*e Cu?*
contribuiram para aumentar atividade da carboximetilcelulase produzida. A
presenca do fon Fe?* foi marcante no aumento da atividade da enzima, chegando
a valores quase 5 vezes maiores do que na auséncia de ions. Por outro lado, os

fons Ca?* e Mg?*, diminuiram a atividade enzimatica.
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Figura 10: Efeito dos ions metalicos na atividade da carboximetilcelulase
produzida por Bacillus licheniformis CCMA1674 cultivado a 37 °C e 150 rpm por
120 horas em meio liquido contendo casca de café Conilon tratado com NaOH
e US. A atividade relativa foi expressa em porcentagem (100% da atividade da
enzima na auséncia de ion metalico = 0,484 U/mL). (As barras representam o
desvio padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o simbolo).

A partir dos resultados encontrados, a carboximetilcelulase foi incubada
durante 120 minutos em temperaturas de 50, 70 e 90 °C, na auséncia e presenca
do ion Fe?*. Verificou-se que a enzima, incubada a temperatura de 50 °C (Figura
11) foi estavel na presenca do ion durante todo o tempo investigado (120 min)
atingindo valores de atividade relativa cerca de 25 vezes maior que na auséncia

do ion.
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Figura 11: Estabilidade da carboximetilcelulase na auséncia de ion (-©—) e na
presenca de Fe?* ((8-), produzida por Bacillus licheniformis CCMA1674 cultivado
a 37 °C e 150 rpm por 120 horas em meio liquido contendo casca de café Conilon
tratado com NaOH e US e whey protein. A atividade relativa foi expressa em
porcentagem (100% da atividade da enzima = 0,484 U/mL).

Foi investigado o efeito das temperaturas de 70 °C e 90 °C na estabilidade
da carboximetilcelulase, entretanto, ndo foi observada atividade enzimatica
durante os tempos estudados, verificando-se assim a inativacdo dessa enzima,

na auséncia e presenca de Fe?* nas temperaturas citadas.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que quando aplicado
um pré-tratamento na casca de café, como NaOH e US, ocorreu uma influéncia
positiva na producdo enzimatica, tornando o residuo estudado uma fonte
alternativa nos cultivos submersos, de forma a aumentar a producéo de
celulases, além de diminuir o impacto ambiental oriundo da geracdo do
respectivo residuo. Além disso, o efeito de uma fonte proteica como o whey
protein no meio de cultivo possibilitou um aumento na secregéo das enzimas
estudadas.

Foi demonstrado que a bactéria Bacillus licheniformis CCMA 1674, foi
capaz de produzir avicelase e carboximetilcelulase com valores de pH 6timos de
5,0 e 7,0 e temperaturas 6timas de 40 °C e 90 °C respectivamente. As enzimas
foram estaveis em temperaturas altas durante 60 min, mantendo cerca de 100%
de atividade a 90 °C (avicelase) e 70 e 80 °C (carboximetilcelulase). As enzimas
secretadas pelo microrganismo demonstraram aumentar a estabilidade térmica
na presenca de ions metdlicos, Mn?* e Fe?* (avicelase e carboximetilcelulase,

respectivamente).
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