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RESUMO 

 

 

 

MANSUR, Luciana Ribeiro Coutinho de Oliveira; DSc.; Universidade Estadual do 
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; fevereiro de 2011; Produção de avicelases pelo 
termofílico Bacillus sp. SMIA-2; Professora orientadora: Meire Lélis Leal Martins. 
 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Tecnologia de 

Alimentos da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), em Campos 

dos Goytacazes – RJ, com o objetivo de estudar a secreção de avicelase por um 

microrganismo termofílico, Bacillus sp. SMIA-2, em um meio de cultura constituído 

de celulose e água de maceração de milho.  

O primeiro trabalho foi realizado com o objetivo de otimizar a produção de 

avicelase pelo termofílico, Bacillus sp. SMIA-2 quando cultivado num meio de 

cultura constituído de celulose microcristalina (0,5%, p/v) como principal fonte de 

carbono e suplementado com água de maceração de milho (0,5% p/v). O estudo 

do perfil da síntese da avicelase com o tempo de fermentação revelou que a 

atividade máxima da enzima foi alcançada 120 horas após a inoculação do 

microrganismo com níveis de 85,64 U/mL.  

A concentração da celulose que proporcionou melhor atividade da 

avicelase foi 0,5% (p/v). Em concentrações maiores que 0,5% a atividade da 

enzima foi comparativamente mais baixa. Em relação à concentração da água de 

maceração de milho no meio de cultura foi encontrado que a atividade da enzima 

aumentou nas concentrações de 0,4% e 0,5% (p/v) e decresceu acima deste 

ponto. 
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Estudos sobre a caracterização da avicelase revelaram que a enzima 

mostrou uma atividade crescente entre 40 oC e 70 oC, onde a atividade atingiu o 

seu valor máximo. Acima de 70 oC ocorreu uma redução na atividade da enzima e 

a 80 ºC e 90o C a avicelase perdeu cerca de 28% e 72% de sua atividade, 

respectivamente. Quanto à estabilidade térmica da avicelase foi observado que 

esta enzima reduziu sua estabilidade em temperaturas maiores que 70 ºC. O 

cálcio aumentou estabilidade da enzima em ambas as temperaturas estudadas 

(70 e 80 °C), sendo este aumento mais pronunciado para a temperatura de 70 ºC. 

A atividade da avicelase após 20 minutos de incubação a 70 ºC e a 80º C na 

presença do cálcio foi 34% e 13% maior que na ausência deste íon, 

respectivamente. 

O pH ótimo da enzima foi 8,5. Em valores de pH maiores que 8,5 a 

atividade da enzima decresceu. A atividade da enzima a pH 9,5 foi reduzida em 

42%. Após a incubação do extrato enzimático a temperature ambiente por 2 h a 

pH 6,0-9,0, foi observado um decréscimo de entorno 13% de sua atividade 

original a pH 9,0. 

A produção de Avicelase (EC 3.2.1.74.) pelo termofílico Bacillus sp. cepa 

SMIA-2 cultivado em meios líquidos contendo avicel como principal fonte de 

carbono e suplementado com água de maceração de milho atingiu um máximo 

com 120 h de fermentação, apresentando níveis de 94,67 U / mL. A influência de 

diferentes fontes de celulose sobre a atividade enzimática foi investigada 

substituindo o avicel do meio por carboximetilcelulose, xilana e bagaço de cana. 

Verificou-se que carboximetilcelulose e xilana foram bons indutores para a síntese 

de avicelase, uma vez que altos níveis de atividade dessa enzima foram obtidos. 

Foram realizados estudos sobre a produção de enzima avicelase por Bacillus sp 

SMIA-2 utilizando bagaço de cana em dois estados diferentes (tratado e não 

tratado com Ca (OH)2 a 50 º C. De acordo com os resultados obtidos a atividade 

máxima da enzima foi exibida com bagaço de cana tratado em comparação com 

os resultados obtidos a partir de bagaço de cana não tratado. Assim, o bagaço de’ 

cana tratado, utilizado como fonte de carbono, aumentou a produção da avicelase 

pelo Bacillus sp SMIA-2. Dentre as fontes nitrogenadas utilizadas, a atividade 

enzimática máxima foi obtida quando foi utilizado Peptona 0,5% (p / v) no meio.
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ABSTRACT 

 

 

 

MANSUR, Luciana Ribeiro Coutinho de Oliveira; D. Sc.; Universidade Estadual do 
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; February de 2011; Avicelase production by 
thermophilic Bacillus sp. SMIA-2; Professora orientadora: Meire Lelis Leal Martins. 

 

The present work was carried out at the Laboratório de Tecnologia de 

Alimentos of the Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), Campos 

dos Goytacazes-RJ with the objective of study the secretion of avicelase by 

thermophilic bacterium, Bacillus sp. SMIA-2, when growth in a medium containing 

cellulose and corn steep liquor.  

The objective of optimized the production of avicelase by thermophilic 

bacterium, Bacillus sp. SMIA-2, when growth in a medium containing 

microcrystalline cellulose (0.5%, w/w) as a main carbon source and supplemented 

with corn steep liquor (0.5%, w/v). Studies on the profile of synthesis of avicelase 

with the time revealed that the enzyme reached maximum activity after 120 hours 

of growth with levels of 85,64 U/mL. 

The microcrystalline cellulose concentration which provided better activity of 

the protease was 0.5% (w/v). At higher cellulose concentrations, enzyme 

production was comparatively lower. Regarding the corn steep liquor 

concentration in the medium it was found that the activity of the enzyme increased 

between 0.1% and 0.5% corn steep liquor concentration and then fell beyond this 

point.  



 

 xiv 

Studies on the avicelase characterization revealed that the enzyme 

increased the activity at temperatures between 40 oC and 70 oC, where the activity 

reached its maximum. Above 70 oC occurred a reduction in the activity of the 

enzyme and at 80o C and 90 oC the avicelase lost about 28% and 72% of its 

activity, respectively. Regarding the thermal stability of protease was observed 

that this enzyme reduced its stability at temperatures higher than 70 o C. 

The optimum pH of protease was found to be 8.5. At values of pH higher 

than 8.5 the activity of the enzyme decreased and at pH 9.5 the activity was 

reduced in 42%. After incubation of crude enzyme solution at room temperature 

for 2 h at pH 6.5-9.0, a decreased of about 20% of its original activity at pH 9.0 

was observed. 

Avicelase (EC 3.2.1.74) production by thermophilic Bacillus sp strain SMIA-

2 cultivated in liquid media containing avicel as main carbon source and 

supplemented with corn steep liquor reached a maximum at 120 h, with levels of 

94,67 U/mL. The influence of the different cellulose sources on enzyme activity 

was investigated replacing the avicel in the medium by carboxymethylcelulose, 

xylan and sugarcane bagasse. It was found that carboxymethycellulose and xylan 

were good inductor of the synthesis of avicelase, since higher levels of activity of 

this enzyme were obtained. Studies were carried out on the comparative study of 

the production of avicelase enzyme using sugarcane bagasse in two different 

statuses (i.e. treated and untreated  with Ca(OH)2 by thermophilic Bacillus sp 

SMIA-2 at 50ºC. According to the results obtained the maximal enzyme activity 

was exhibited with treated sugarcane bagasse (TSCB) in comparison with the 

results obtained from untreated sugarcane bagasse (NTSCB). So, the TSCB was 

enhancing the Avicelase production. Among the various nitrogen sources used, 

the maximum enzyme activity was obtained when 0,5% (p/v) peptone was used in 

the medium. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

A celulose é um polímero linear formado por subunidades de glicose, 

unidas por ligações �-1-4 e cada resíduo de glicose é rotacionado 180º em 

relação ao resíduo vizinho. Durante a biossíntese de celulose, as cadeias 

individuais de glicose são unidas por pontes de hidrogênio intra e intermoleculares 

e força de van der Walls, o que lhes confere uma forma rígida com microfibrilas 

insolúveis. As cadeias de microfibrilas são orientadas em paralelo com uma 

extremidade redutora e outra não redutora. Esta estrutura resulta em regiões 

altamente ordenadas e cristalinas intercaladas por regiões amorfas. A celulose 

tem função estritamente estrutural e é o principal componente da parede primária 

das plantas (Béguin e Aubert, 1990; Schwarz, 2001; Mansfield e Meder, 2000). 

As celulases constituem um grupo de enzimas responsáveis pela hidrólise 

da celulose em açúcares fermentáveis. A classificação das celulases, de acordo 

com seu local de atuação no substrato celulósico, divide-se em três grandes 

grupos: as endoglicanases, que clivam ligações internas da fibra celulósica; as 

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

hidrolisam oligossacarídeos solúveis em glicose (Lynd et al., 2002). As celulases 

possuem uma ampla faixa de aplicação. A utilização das celulases e 

hemicelulases teve seu uso mais intenso nos primeiros anos da década de 80, 

primeiro na indústria de alimentação animal, seguido na aplicação na indústria de 

alimentos. Subseqüentemente, essas enzimas foram aplicadas na indústria têxtil 

e de detergentes. O grupo de enzimas formado por celulases, pectinases e 
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hemicelulases, é responsável por aproximadamente 20% do mercado mundial de 

enzimas (Bhat, 2000). 

As celulases termoestáveis são consideradas ideais para aplicações 

biotecnológicas. Na conversão da celulose do bagaço, por exemplo, geralmente 

se utiliza temperaturas entre 45 e 70 °C. Para a degradação de celulose cristalina, 

que é insolúvel em água devido à sua estrutura altamente compacta, é 

interessante a utilização de celulases termoestáveis ativas a altas temperaturas 

(Haki & Rakshit, 2003). 

Bactérias do gênero Bacillus são conhecidas por produzir uma variedade 

de enzimas extracelulares importantes tais como amilases, proteases, pectinases 

e celulases. Estas bactérias são capazes de crescer sob condições extremas de 

temperatura e pH e originar produtos estáveis em uma ampla faixa de ambientes 

adversos (Wang et al., 2007). A maior parte das bactérias pertencentes ao gênero 

Bacillus sp. apresenta uma variedade de sistemas de enzimas hidrolíticas e são 

capazes de utilizar substâncias orgânicas consistindo de misturas complexas 

típicas de resíduos. Além disso, com exceção do grupo Bacillus cereus (que inclui 

o Bacillus anthracis), são saprófitos inofensivos que não produzem toxinas e são 

incluídos no grupo de organismos geralmente reconhecidos como seguros 

(GRAS) (Mahmood et al., 1998). 

Bacillus sp SMIA-2, uma bactéria termofílica isolada de amostras 

provenientes do solo do município de Campos dos Goytacazes (Sousa e Martins, 

2001), foi capaz de secretar amilases, proteases e pectinases. Este trabalho, 

investigou a produção de avicelase pelo termofílico Bacillus sp SMIA-2.
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

2.1. Enzimas 

Enzimas são proteínas com atividade catalítica, isto é, exercem a função 

de acelerar ou mesmo possibilitar reações entre componentes químicos. 

Presentes em todos os sistemas biológicos, elas são produzidas por todos os 

organismos vivos e têm a capacidade de atuar fora do meio celular. Constituem o 

principal alvo da pesquisa em Biotecnologia, não apenas por seu papel crucial 

nos mecanismos celulares, mas também por seu potencial de aplicação na 

substituição de processos químicos convencionais (Do Canto e Menezes, 1995). 

As enzimas, também denominadas de biocatalisadores, possuem 

características particulares pela sua alta eficiência em condições fisiológicas e 

alta especificidade, sendo inclusive capazes de catalisar reações 

estereoespecíficas. Este potencial catalítico é utilizado industrialmente não só nos 

clássicos processos fermentativos, mas também em processos de 

biotransformações microbianas para a catálise de reações químicas de difícil 

ocorrência e de grande importância na indústria farmacêutica (Madigan et al., 

1996). 

As enzimas têm sido utilizadas pelo homem há vários séculos. O emprego 

dessas substâncias começou bem antes de se conhecer a sua natureza e 

propriedades. Em 1783, Spallanzani observou, pela primeira vez, a reação de 

degradação enzimática da carne pelo suco gástrico. A denominação “enzima” foi 

utilizada pela primeira vez por Kühne, em 1878. Naquela época acreditava-se que 
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as enzimas só eram ativas em células vivas, conceito que perdurou até 1878, 

quando Büchner observou que o extrato obtido por prensagem de células de 

leveduras ainda possuía a propriedade de fermentar sacarose. Foi a partir das 

primeiras décadas do século XX que o desenvolvimento da tecnologia de enzimas 

se intensificou. A descoberta de novas enzimas integrantes das vias metabólicas, 

o aumento do conhecimento das propriedades das enzimas e a constatação de 

que quase todas as enzimas de interesse industrial podem ser produzidas por 

microrganismos, foram alguns dos fatores responsáveis para a evolução da 

tecnologia enzimática (Coelho et al., 2008). 

As enzimas podem ser classificadas quanto à (ao) (Coelho, 2008): 

1 – Forma de uso: as preparações enzimáticas podem ser divididas, quanto 

à sua forma de uso, em três grupos. Os dois primeiros grupos têm como 

semelhança o fato das preparações participarem do processo produtivo; são 

insumos. A diferença reside na modificação que será catalisada. 

1° Grupo - A enzima catalisa a reação principal, ou seja: 

Matéria-prima � enzima � Produtos. 

2° Grupo - As enzimas são importantes em reações que complementam as 

devidas características do produto (reações laterais). 

3° Grupo – A enzima é o produto, sendo vendida normalmente, combinada a 

outros componentes. Não é ativada no processo produtivo. 

 2 – Origem: as enzimas, quanto à sua origem, podem ser intracelulares, 

sendo produzidas dentro da célula, necessitando de uma etapa de rompimento 

celular para serem liberadas; ou extracelulares, quando são produzidas e 

secretadas para o meio externo à célula. 

 3 – Modo de ação: quanto ao modo de ação, as enzimas podem ser 

classificadas como endoenzimas ou exoenzimas. As endoenzimas atuam clivando 

aleatoriamente as ligações químicas das regiões internas da molécula ou 

polímero alvo. Já as exoenzimas atuam clivando as ligações químicas das 

extremidades da molécula ou polímero alvo, gerando dímeros ou trímeros. 

 4 – Reação química catalisada: a Comissão de Enzimas (E.C.) da União 

Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB) estabeleceu, em 1961, 

as normas de classificação e nomenclatura de enzimas e coenzimas, com suas 
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unidades de atividades e métodos padrões de análise, junto com símbolos usados 

na descrição da cinética enzimática. As enzimas foram, então, classificadas em 

(Do Canto e Menezes, 1995): 

 �Oxidorredutases: são enzimas que oxidam ou reduzem substratos pela 

transferência de hidrogênio ou elétrons, ou pelo uso de grupos aceptores, como 

oxigênio, NAD+ e citocromo. No processo biológico estão relacionadas à 

respiração e fermentação; que usam como agente oxidante o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), oxigênio (O2) ou grupos hidroxilas (OH).                      

 �Transferases: são as que fazem reações de transferência de grupamento.   

 �Hidrolases: que fazem hidrólises (transferências de grupamento por água).              

  �Liases: removem o grupamento formando dupla ligação ou adição à dupla 

ligação.       

  �Isomerases: transformações de isômeros entre si, cis e trans. 

 �Ligases: ligação de dois substratos a custa de hidrólise de ATP ou outro NTP.                                                                                                         

As enzimas hidrolíticas são as mais utilizadas nos processos industriais, 

sendo aplicadas na degradação de várias substâncias naturais. De forma geral, 

elas são usadas em grande escala nas indústrias têxteis (amilase, celulase, 

pectinase, oxidorredutase), de detergentes (celulase, lipase, protease, 

oxidorredutase), alimentícia (celulase, lactase, lipase, pectinase, protease, 

oxidorredutase), de papel (lipase, oxidorredutase, xilanase), e de couro (lipase, 

protease) (Kirk et al., 2002; Nielsen e Oxenboll, 1998). 

As enzimas podem ser secretadas por reações de dentro (intracelulares) 

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

existem em maior quantidade (Bourgaize et al., 2000). As enzimas intracelulares 

que são secretadas dentro das células e permanecem no citoplasma, são 

utilizadas quando não há outra forma de síntese, principalmente quando se 

necessita de replicação do DNA. Porém, as mais utilizadas industrialmente são as 

extracelulares, que são secretadas no ribossomo próximo à membrana celular e 

transferidas para fora. Assim, são retiradas do meio do cultivo, tendo como 

principal vantagem a de não haver risco de contaminação por outras moléculas 

(Kohan, 2009). 
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As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as 

equivalentes de origem animal ou vegetal, como o menor custo de produção, a 

possibilidade de produção em larga escala em fermentadores industriais, além de 

oferecer um amplo espectro de características físico-químicas. Apesar disso, 

enzimas com o mesmo perfil de atuação sobre o substrato podem apresentar 

funcionamento ótimo em pH, temperatura e concentração iônica diferentes, o que 

requer a triagem de enzimas adequadas às condições nas quais serão utilizadas. 

Portanto, a identificação de novas fontes microbianas, principalmente não tóxicas 

ao organismo humano, é de grande interesse estratégico, pois além de garantir o 

suprimento de enzimas aos mais variados processos industriais, torna possível o 

desenvolvimento de novos sistemas enzimáticos que não podem ser obtidos de 

plantas ou animais (Oliveira et al., 2006). 

Depois dos antibióticos, as enzimas constituem o mais importante grupo de 

produtos biológicos de necessidade humana. Inúmeros processos industriais, 

sobretudo nas áreas da biotecnologia industrial, ambiental e de alimentos, utilizam 

a tecnologia das enzimas em várias de suas etapas (Pandey et al., 1999). 

O maior empecilho ao uso de enzimas em processos industriais está 

relacionado ao alto custo deste catalisador (Gandhi, 1997). Apesar do alto custo 

das enzimas, elas possuem vantagens em diversos campos (Van Beilen e Li, 

2002). 

 

2.2. Alicações industriais das enzimas 

O desenvolvimento da tecnologia enzimática reveste-se no Brasil de 

importância singular devido à sua disponibilidade única de recursos renováveis 

em quantidade e  variedade e à necessidade vital da preservação ambiental e da 

qualidade da água. No entanto, o uso de enzimas industriais no país é ainda 

pequeno. Estima-se que o mercado mundial de biocatalisadores seja superior a 4 

bilhões de dólares, enquanto o mercado brasileiro está em torno de  200 milhões, 

prevalecendo as importações (Enzitec, 2010). 

Diversas aplicações têm sido atribuídas às enzimas, tais como: enzima 

como fitoterápicos, que agem em seus alvos com grande afinidade e 

especificidade (Vellard, 2003); na agricultura, a medida específica da atividade de 

proteases, lipases e esterases (atividade hidrolítica) serve como parâmetro 
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adequado da qualidade do solo (Barak e Chet, 1986; Ghini et al., 1998); enzimas 

associadas ou livres podem se comportar como poderosos catalisadores na 

biodegradação de poluentes prejudiciais (Gianfreda e Rao, 2004).  

O mercado se encontra dividido em três segmentos, o de enzimas técnicas 

(constituído pelas indústrias de detergente, amido, têxtil, álcool combustível, polpa 

de papel e celulose e couro), alimentação e bebidas e alimentação animal (Kirk, et 

al., 2002; Mussatto et al., 2007). 

Dentre as enzimas mais utilizadas estão as proteases, utilizadas na 

indústria de detergentes, processamento de carne e soja e tratamento do couro 

(Cherry e Fidantsef, 2003). As lipases utilizadas como catalisadores na produção 

de biodiesel e para aumentar o poder de limpeza em detergentes (Hasan et 

al.,2006). As amilases utilizadas também na formulação de detergentes, no 

processo de panificação e na fermentação da cerveja (Mitidieri et al.,2006). As 

pectinases utilizadas na extração e clarificação de sucos de frutas (Jayani et 

al.,2005). A tabela 1 mostra as principais utilizações industriais de enzimas. 

 

Tabela 1. Principais utilizações industriais de enzimas 
 

Indústria Consumo em % 

Detergentes 40-45 

Processamento de amido 20-25 

Laticínios 12-15 

Cervejarias 2-4 

Suco de frutas e vinho 3-5 

Panificação 1-2 

Têxtil e papel 4-6 

Couro 1-2 

Outras 6-10 
Fonte: Lima et al., 2001. 

 

A variedade de enzimas microbianas e seus ramos de aplicação somada 

com a necessidade de utilização de processos industriais menos agressivos para 

o meio ambiente, justificam a pesquisa e produção de enzimas (Mussatto et al., 

2007).  
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Nas indústrias de papel e celulose, xilanase é a hemicelulase que tem 

maior importância. Esta enzima pode atuar no processo de branqueamento do 

papel auxiliando no desligamento da lignina da fibra. Isso faz com que o material 

fique mais suscetível ao tratamento químico, diminuindo assim, a utilização de 

cloro durante o tratamento. Estudos apontam que a utilização de extratos 

contendo atividade de mananase juntamente com a de xilanase é mais eficiente 

para o branqueamento do papel (Bhat, 2000). Devido ao pH alcalino e às altas 

temperaturas (55 - 70 °C) aos quais a polpa é submetida, é necessário que as 

enzimas utilizadas neste processo sejam resistentes em tais condições (Collins, et 

al., 2005). 

Hemicelulases podem ser utilizadas também no processo de polpação 

biomecânica, onde as lascas de madeira são tratadas enzimaticamente e a 

polpação mecânica subseqüente resulta na utilização reduzida de energia, 

resistência melhorada, e tempo de cozimento reduzido (Bhat, 2000). 

 

2.3. Celulose e celulases 

Na natureza a celulose não ocorre na forma pura. Em qualquer fonte 

natural, mesmo as fibras de algodão que são a forma mais pura de celulose 

prontamente disponível, contêm cerca de 10% de materiais não celulósicos, 

proteínas e elementos minerais. Este polímero encontra-se associado com uma 

variedade de outros polissacarídeos como amido, pectina, lignina e hemicelulose 

(Bisaria e Ghose, 1981). 

A celulose, dentre os materiais naturais, é o biopolímero renovável mais 

abundante do mundo. Como a amilose e as cadeias principais da amilopectina e 

do glicogênio, a molécula de celulose é um homopolissacarídeo linear e não-

ramificado, de 10 a 15 mil unidades de D-glicose. Todavia, há uma diferença 

significativa na molécula de celulose, que tem a configuração ß, enquanto na 

amilose, na amilopectina e no glicogênio a glicose está disposta na configuração 

�. Os polímeros de ß-D-glicose, como a celulose, podem ser representados por 

uma série de anéis piranosídicos rígidos conectados por um átomo de oxigênio 

que faz ponte entre dois átomos de carbono (ligação glicosídica). Existe rotação 

livre para a ligação C-O que liga as duas unidades. A conformação mais estável 

para o polímero é aquela na qual a “cadeia” é rodada 180° em relação às 
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subunidades vizinhas, formando uma cadeia reta e estendida. Com várias cadeias 

estendidas lado a lado, uma rede estabilizadora de ligações de hidrogênio inter e 

intracadeias produz fibras supramoleculares retas, estáveis e de grande 

resistência à tensão (Abraão, 2006). 

Na celulose sólida, regiões cristalinas se alternam com regiões amorfas. A 

celulose possui polimorfismo, ou seja, dependendo da origem ou das condições 

de isolamento ou conversão, a molécula pode adquirir uma conformação de 

cristais reticulados. A estrutura básica elementar das fibras de celulose é 

denominada fibrila elementar. A reatividade química da celulose é determinada 

em grande parte pela estrutura molecular em estado sólido. Muitas das reações 

naturais que ocorrem com a celulose são heterogêneas. Algumas reações se 

iniciam a partir das fibras menos ordenadas na superfície das fibrilas elementares 

ou de suas agregações (Peixoto, 2006). A figura 1 ilustra a estrutura convencional 

da molécula de celulose. 

O conjunto de enzimas envolvidas na degradação da celulose é 

denominado complexo celulase. A maioria dos estudos do complexo celulase 

refere-se a enzimas microbianas devido ao potencial de converter material 

celulósico insolúvel em glicose (Peixoto, 2006).  

                                             

 

Figura 1. Representação da molécula de celulose: estrutura convencional com 

destaque para as posições das ligações glicosídicas ß(1-4) (Peixoto, 2006). 

 

O grau de cristalinidade depende da origem e do pré-tratamento e pode 

variar de 0% (amorfa) até próximo de 100%. O grau de cristalinidade da maioria 
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das celuloses comerciais varia de 30 – 70%. A celulose pura é comercialmente 

disponível em várias formas (algodão, papel-filtro, avicel). Estas celuloses são 

geralmente empregadas para avaliar os sistemas de celulases, mas não são 

adequadas para os estudos de componentes celulolíticos individuais, que são 

fracamente ativos nestes substratos. As formas amorfas e solúveis são 

freqüentemente empregadas por sua rápida taxa de hidrólise, como a 

carboximetilcelulose (CMC) e a hidroximetilcelulose (Bisaria e Ghose, 1981; 

Béguin e Aubert, 1990). A diversidade e a heterogeneidade de substratos de 

celulose contribuem para fomentar a ampliação de estudos enzimológicos 

(Rabinovich et al., 2002a). 

A celulose é o composto orgânico mais abundante da Terra e a maior parte 

utilizada na indústria provém da madeira (40% a 50% de celulose) e das fibras de 

algodão (98% de celulose) (Medve, 1997). É o principal elemento estrutural da 

parede celular das plantas superiores e ocorre em forte associação com os outros 

dois principais componentes da parede celular, a hemicelulose e a lignina. Essa 

forte associação faz com que sejam limitadas as aplicações de materiais 

lignocelulósicos como fonte renovável para a produção de biomoléculas e 

produtos químicos (Ramos, 2003).  

A bioconversão de resíduos de celulose até glicose é catalisada por um 

grupo de enzimas denominadas celulases. Este processo é de crucial importância 

para a reciclagem de nutrientes, uma vez que a celulose representa cerca de 40% 

do material de origem vegetal. Para que ocorra a hidrólise enzimática da celulose 

é necessário que ocorra a adsorção da enzima ao substrato, com a formação de 

um complexo - enzima e celulose. A adsorção das celulases sobre o substrato 

promove, não somente um contato físico entre estes componentes, mas em 

muitos casos pode desempenhar um importante papel na eficiência da hidrólise 

de celulose (Klyosov, 1990). 

A conversão enzimática da celulose em glicose é uma árdua tarefa, devido 

à natureza física do substrato. Na sua forma nativa, a celulose é composta 

principalmente de fibras cristalinas insolúveis, nas quais as pontes de hidrogênio 

mantêm as móleculas unidas. Adicionalmente, as fibras são embebidas em uma 

matriz de hemicelulose e lignina, a qual reduz a acessibilidade às enzimas 
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celulolíticas (Béguin, 1997). As celulases são algumas vezes descritas como um 

grupo complexo de enzimas com ação sinérgica.  

A classificação das hidrolases O-glicosídicas (EC. 3.2.1), conforme a 

nomenclatura enzimática clássica é feita com base na seqüência de aminoácidos, 

nas propriedades estruturais e sua especificidade (Gilkes et al., 1991). As 

celulases apresentam diferentes especificidades para hidrolisar as ligações 

glicosídicas �-1-4 na celulose sendo, assim, divididas em três classes (Dillon, 

2004): endoglicanases, exoglicanases e �-glicosidases.  

A figura 2 ilustra a ação sinérgica entre exoglicanases, endoglicanase e �-

glicosidase na hidrólise da fibra celulósica. 

 

 

Figura 2. Modo de ação das enzimas do complexo celulolítico (Castro e Pereira, 

2010). 

 

As endoglicanases (EC 3.2.1.4) são enzimas que catalisam a hidrólise 

interna de ligações �-1,4-D-glicosídicas da celulose, atuando aleatoriamente 

sobre regiões amorfas e sobre substratos solúveis de celulose, liberando 

celoligossacarídeos. A degradação da celulose insolúvel ou microcristalina até 

celulose solúvel ainda é pouco entendida. Considera-se que a endo-ß(1-4) 

glicanase modifica a parte amorfa da celulose e produz celodextrinas de variadas 

massas moleculares. Ocorre redução rápida da viscosidade e aumento do poder 

redutor.  



 

 

12 

As exoglicanases (EC 3.2.1.91), conhecidas também como 

celobiohidrolases, �-1,4–celobiohidrolases ou avicelases hidrolisam as ligações 

glicosídicas da celulose a partir das extremidades redutora e não redutora, 

liberando celobiose. Elas atuam sobre celulose cristalina, produzindo uma 

redução lenta e gradual do seu grau de polimerização. 

A completa hidrólise é realizada pela ação das �-glicosidases (EC 

3.2.1.21), conhecidas também como celobiases, que convertem celobiose em 

glicose e catalisam a hidrólise de resíduos de �-D-glicose terminais não redutores 

liberando �-D-glicose (Gilkes et al., 1991; Perez - Pons, 1995; Bhat e Bhat, 1997; 

Cao e Tan, 2002; Lynd et al., 2002; Howard et al., 2003). Elas não são 

consideradas celulases legítimas, uma vez que elas agem sobre substratos 

solúveis, mas sua contribuição é muito importante para a eficiência da hidrólise da 

celulose pela remoção da celobiose do meio reacional (Medve, 1997). 

A ação sinérgica dos componentes individuais do sistema de celulases, 

especialmente endo e exoglicanases sobre a celulose insolúvel tem sido relatada 

por diversos trabalhos (Béguin e Aubert, 1990; Bhat e Bhat, 1997; Mansfield e 

Meder, 2000). Endoglicanases e celobiohidrolases podem causar dispersão da 

celulose, seja por ação hidrolítica ou mecânica. A ação de dois ou mais 

componentes celulolíticos individuais é maior do que a soma de cada ação 

individual. Embora estas ações aumentem a taxa de hidrólise dos substratos, a 

complexibilidade para estudos de mecanismos de ação torna-se dificultada, pois o 

efeito sinérgico varia em relação às múltiplas formas dos componentes 

celulolíticos (diferentes celulases e isoformas), as fontes de celulases e as 

amostras de celulose (Klyosov, 1990).  

O grupo das exoglicanases (ExG) é constituído por celobiohidrolase (CBH) 

e glucanohidrolase (GH). A GH (EC 3.2.1.74), cujo nome sistemático é 1,4-ß-D-

glucana-glucano-hidrolase, é pouco reportada, mas possui estratégia de hidrólise 

da fibra celulósica de elevada importância, pois é capaz de liberar glicose 

diretamente do polímero (Lynd et al., 2002). 

As enzimas endoglicanase e celobiohidrolase mostram diferentes tipos de 

sinergia na hidrólise da celulose cristalina (Henrissat et al., 1985). A ação 

sinérgica entre GH e CBH na degradação da celulose cristalina foi demonstrada 

(Creuzet et al., 1993). 
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A ação da celulase em determinado substrato depende, 

preponderantemente, da origem do substrato e da composição ou, ainda, de pré-

tratamentos químicos ou físicos em ação sinergética com outras classes de 

enzimas como xilanases, pectinases, peroxidases, lactases, fenoloxidases, dentre 

outros. A celulose nativa é mais facilmente hidrolisada pela ação combinada de 

endo e exo-ß (1-4) glicanases que pela ação individual dessas enzimas. Bactérias 

são reconhecidamente produtores de endoglicanases intra e extracelulares, 

enquanto fungos produzem endoglicanases predominantemente extracelulares 

(Peixoto, 2006).  

As celulases, assim como as demais enzimas extracelulares de hidrólise, 

são induzidas quando há a necessidade de serem secretadas pelos 

microrganismos para que estes cresçam em celulose (Kubicek et al., 1993). A 

produção de celulases por microrganismos é dependente do controle de 

regulação por mecanismos genéticos e bioquímicos. Os açúcares agiriam como 

verdadeiros indutores, direta ou indiretamente, influenciando a ligação de 

proteínas ao DNA, promovendo, assim, a expressão dos genes para celulases. A 

presença de substratos facilmente assimiláveis, a repressão do catabólito, o 

acúmulo do produto final ou fontes de carbono restritas podem inibir a síntese 

destas enzimas (Ilmén et al., 1997).    

Segundo Béguin e Aubert (1990), na maioria dos organismos, a produção 

de celulase é reprimida na presença de altas concentrações de fonte de carbono 

prontamente metabolizáveis. Adicionalmente, em diversos sistemas, a síntese de 

celulase é regulada por celobiose, que é gerada a partir da degradação da 

celulose por pequenas quantidades de celulases constitutivas. 

Embora as enzimas celulolíticas possuam especificidades para ligações �-

1,4, celulases isoladas de várias fontes, bem como de um mesmo microrganismo, 

apresentam importantes diferenças funcionais em seu modo de ação, em relação 

ao substrato (grau de pureza, cristalinidade, tamanho das partículas), quanto às 

suas características moleculares (massa molecular, composição e seqüência de 

aminoácidos, ponto isoelétrico) na adsortividade sobre celulose, em sua atividade 

catalítica e especificidade ao substrato (Klyosov, 1990; Mansfield e Meder, 2000).  

As duas principais estratégias para a produção de celulases por 

microrganismos são: a fermentação no estado sólido (FES) e a fermentação 
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submersa (FS). Indubitavelmente, um dos parâmetros mais exaltados na dife-

renciação desses dois tipos de processos é o teor de água presente no meio 

reacional. Na FES há ausência ou quase ausência de água livre (Pandey, 2003; 

Raghavarao et al., 2003). A água presente nesses sistemas encontra-se 

complexada com a matriz sólida de substrato ou como uma fina camada absorvi-

da pela superfície das partículas. Em geral, nesses processos o teor de umidade 

varia entre 30-85% e a atividade de água típica vai de 40-90%, mimetizando 

condições encontradas na natureza e permitindo até que sejam conduzidos sem 

prévia esterilização, visto que a contaminação é pouco provável (Robinson, 2003). 

De forma geral, na maior parte dos trabalhos reportados na literatura, os 

materiais utilizados para a produção de celulases são de origem lignocelulósica 

ou celulósica pura. Entretanto, o efeito indutor de espécies de menores massas 

moleculares tem sido rastreado há muito tempo. Mandels e colaboradores 

compararam o efeito de diversos oligo e polissacarídeos na indução de celulases 

de T. viride, expressas por suas atividades em carboximetilcelulose, obtendo 

como os de maior potencial: lactose, glucana de cevada, e principalmente 

soforose, que apresentou um poder indutor cerca de 2500 vezes maior que o 

observado anteriormente utilizando-se celobiose (Mandels, 1962).  

Segundo Lynd et al. (2002), a natureza insolúvel e recalcitrante da celulose 

representa um desafio aos sistemas de celulases. Um aspecto geral de várias 

celulases é a estrutura modular que inclui freqüentemente domínios catalíticos e 

módulos de ligação a carboidratos (CBM). O CBM se liga à superfície do 

carboidrato para facilitar a sua hidrólise, colocando o domínio catalítico em íntima 

associação com o substrato. De acordo com Stahlberg et al. (1991), a presença 

de CBMs é particularmente importante para dar início e continuidade à atividade 

de exoglucanases. Além do modelo original de degradação da celulose sugerido 

por Reese et al. (1950), uma função adicional não catalítica do CBM foi proposta 

por Cysneiros (2009): o desprendimento de fragmentos das superfícies de 

celulose, aumentando a hidrólise do carboidrato.  

O sistema de enzimas celulolíticas é o somatório de atividades de enzimas 

individuais, fenômeno conhecido como sinergismo. São relatadas quatro formas 

de ação sinérgica: endo-exo, que ocorre entre endo e exoglucanases; exoexo, 

atividades de exoglucanases que atuam na porção redutora e não redutora da 
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cadeia de celulose; exoglucanases e �-glucosidases que removem celobiose e 

celodextrinas e sinergismo intramolecular entre domínios catalíticos e CBMs 

(Teeri, 1997). 

Lynd et al. (2002) relataram que os sistemas de celulases são conjunto de 

enzimas, representado por endoglucanases, exoglucanases e �-glucosidase, com 

ou sem CBMs, que hidrolisam de maneira coordenada e eficiente a celulose. Os 

fungos filamentosos celulolíticos são hábeis em penetrar substratos celulósicos 

por meio de extensões das hifas, colocando freqüentemente seus sistemas de 

celulases em regiões restritas da celulose. As celulases livres, com ou sem 

CBMs, podem clivar a celulose sob essas condições. Nesses sistemas, as 

enzimas não formam um complexo estável de alto peso molecular e são 

designadas de sistemas não complexados. Em oposição, as bactérias 

anaeróbicas não penetram de forma efetiva o polímero e por isso, na presença de 

microrganismos competitivos e com baixa disponibilidade de ATP para síntese de 

celulases, desenvolveram mecanismos alternativos de degradação e de acesso 

aos produtos da hidrólise, conhecidos como celulossoma. São sistemas 

complexos que posicionam as células produtoras de celulases no sítio de 

hidrólise, observado em clostrídio e bactéria ruminal (Lynd et al., 2002). De 

acordo com White et al. (1993), as diferenças entre os modelos se baseiam na 

ordem de ação das enzimas e no seu requerimento cinético. Marsden e Gray 

(1986) descreveram um tipo alternativo, o mecanismo paralelo, que exibe 

maneiras diferentes de hidrólise da celulose amorfa e cristalina. 

 
 
2.4. Exoglicanases (EC 3.2.1.91) ou avicelases 

As avicelases (exoglicanases) agem de maneira progressiva em 

extremidades redutoras ou nao-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, encurtando cadeias 

do polissacarídeo. Duas classificações são utilizadas para definir este tipo de 

enzima. As 1,4- �-D-glicana glicanohidrolases, também podendo ser chamadas 

de glicana-1,4- � - glicohidrolase ou exo-ß-glicosidase (E.C. 3.2.1.74), são 

responsáveis pela remoção sucessiva de unidades de D-glicose. Já as 1-4-�-
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celobiohidrolase (EC 3.2.1.91), denominadas também por exo-glicanase ou 

celobiohidrolase, catalisam a hidrólise de ligações �-1,4-D glicosídicas na 

celulose, liberando celobiose das extremidades não redutoras e redutoras das 

cadeias (Bhat & Bhat, 1997, Lynd et al., 2002).  

As exoglicanases principais são a CBH I e CBH II, que hidrolisam a cadeia 

de celulose a partir das extremidades redutora e não-redutora, respectivamente. 

O sítio ativo das celobioidrolases possui uma forma de um túnel por onde a 

cadeia de celulose penetra e sofrem hidrólise de suas ligações glicosídicas 

terminais, liberando majoritariamente celobiose (Hui; White; Thibault, 2002).  

As exoglicanases não atuam sobre celuloses solúveis por haver um 

impedimento estereoquímico causado pelos grupos. As exoglicanases atuam 

sobre celulose cristalina (Avicel), produzindo uma redução lenta e gradual do seu 

grau de polimerização. Deste modo, ensaios de atividade sobre Avicel 

caracterizam as exoglicanases (Martins, 2005), enquanto que para a atividade de 

endoglicanases usa-se CMC (Sánchez, 2009), tornando possível a diferenciação 

entre essas enzimas. 

A CBH (EC 3.2.1.91) possui o nome sistemático 1,4-ß-D-glucana-celobio-

hidrolase. Embora a IUBMB defina a CBH como catalisadora da hidrólise apenas 

dos terminais não-redutores da fibra celulósica e oligossacarídeos, há relatos do 

ataque de terminais redutores por essa enzima (Lynd et al., 2002). A CBH 

participa da hidrólise primária da fibra e é responsável pela amorfogênese, que é 

um fenômeno ainda não elucidado completamente, porém sabe-se que envolve 

uma ruptura física do substrato. A amorfogênese promove aumento na taxa de 

hidrólise da celulose, por tornar amorfas as regiões cristalinas do polímero, 

deixando-o mais exposto às celulases (Zhang e Lynd, 2004). 

Makky (2010) investigou a produção de celulases (avicelase) pelo 

termofílico Geobacillus stearothermophilus quando cultivado no bagaço de cana-

de-açúcar. Esta enzima apresentou pH e temperatura ótima para atividade a 7,0 e 

50 °C, respectivamente. Além disso, mostrou boa estabilidade entre temperaturas 

variando de 30-80 °C. 
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2.5. Microrganismos celulolíticos  

Os microrganismos celulolíticos são encontrados em grupos taxonômicos 

extremamente variados, sendo a maioria pertencente às eubactérias e aos 

fungos. Os organismos celulolíticos ocorrem em todas as biotas onde há acúmulo 

de resíduos de celulose. Usualmente, ocorrem em populações mistas, 

compreendendo espécies celulolíticas e não celulolíticas que interagem 

sinergicamente. Estas interações levam à completa hidrólise da celulose que é 

convertida em glicose, e esta em dióxido de carbono e água, em condições 

aeróbicas, e em dióxido de carbono, metano e água em condições de 

anaerobiose (Béguin & Aubert, 1994).     

Embora microrganismos capazes de degradar celulose sejam distribuídos 

em diferentes grupos, os sistemas de celulases de bactérias e fungos têm sido 

estudados mais detalhadamente. Bactérias aeróbias e anaeróbias, mesofílicas e 

termofílicas (Acetobacter xylinium , Bacillus spp., Cellulomonas spp., Clostridium 

spp.) produzem celulases individuais ou associadas à parede (celulossomo) 

(Bisaria & Ghose, 1981; Belaich et al., 1997; Samejima et al., 1998; Schwarz, 

2001). 

Em bactérias, existe a presença de microrganismos decompositores da 

celulose tanto aeróbios como anaeróbios. Em bactérias aeróbias, são descritos 

como produtores de celulases o gênero Cellulomonas, espécies de Bacillus, como 

B. subtilis, B. polymyxa, B. brevis, B. licheniformis e B. cereus. Entre as bactérias 

anaeróbias estão os gêneros Acetivibrio, Clostridium, e Ruminococcus. As 

espécies pertencentes ao gênero Bacillus produzem celulases e 

carboximetilcelulases (CMCase) na presença de celulose microcristalina. Alguns 

genes que codificam celulases nestes microrganismos já foram clonados e 

seqüenciados (Mawadza et al., 2000).  

Alguns microrganismos são hábeis para produzir sistema enzimático. Por 

exemplo, C. cellulolyticum  e C.  thermocellum , que são bactérias termofílicas 

capazes de produzir um complexo multienzimático (celulossoma), quando 

cultivadas em celulose como substrato. As espécies do gênero Bacillus são 

industrialmente importantes, pois eles têm uma elevada taxa de crescimento, são 

capazes de secretar proteínas extracelulares e são considerados relativamente 

seguros para uso com relação à saúde e aos aspectos ambientais. Uma 
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característica interessante do gênero é sua capacidade bem caracterizada para 

degradar substratos amorfos, tais como carboximetilcelulose (Makky, 2000). 

Alguns microrganismos são conhecidos por produzirem um completo 

sistema de celulases, no entanto, outros produzem um sistema incompleto ou 

carecem de estudos. Cellulomonas fimi secreta pelo menos duas distintas 

celobiohidrolases e quatro endoglicanases com diferentes especificidade e 

atividade sobre o substrato (Mansfield & Meder, 2000).  

A degradação anaeróbia da celulose pode ocorrer em uma variedade de 

biotas, incluindo esterco, lagoas de tratamento de resíduos, em sedimentos 

marinhos, entre outros. Microrganismos como Fibrobacter spp., Butyvibrio 

fibriosolvens, Rumonococcus albus, R. flavefaciens, no rúmen e no trato 

gastrointestinal desempenham um importante papel na nutrição de animais 

herbívoros (Bisaria & Ghose, 1981; Weimer et al., 1991). 

Em bactérias aeróbias e fungos, as várias enzimas que constituem as 

celulases, ocorrem como unidades separadas, cada qual tendo uma ação 

específica diferentemente das bactérias anaeróbias, como Clostridium 

thermocellum , C. cellulolyticum e Fibrobacter succinogenes, que apresentam 

complexos celulolíticos extracelulares multienzimáticos, os chamados 

celulossomos. Estes complexos apresentam-se como protuberâncias na parede 

bacteriana com uma variedade de enzimas, não somente celulolíticas, mas 

xilanases, manases e quitinases também estão presentes. Devido à interface 

célula/substrato, a celobiose não se acumula nem se dissipa no meio, podendo 

ser mantida em concentrações apropriadas para uma utilização mais eficiente 

pela célula. Celulossomos são encontrados principalmente em sistemas 

anaeróbios onde a economia metabólica é crucial (Biosset et al., 1999; Shoham et 

al., 1999; Schwarz, 2001).  

Assim como as bactérias, fungos também hidrolisam polímeros de 

celulose. Trichoderma reesei, um fungo aeróbio altamente celulolítico, é 

provavelmente o microrganismo cujo sistema de celulases tem sido mais 

amplamente estudado. Este microrganismo produz pelo menos seis 

endoglucanases e duas celobiohidrolases ativas em diferentes fontes de celulose, 

solúveis ou não, amorfas e cristalinas (Lee et al., 1993; Karlsson et al., 2002).  
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Muitas das enzimas produzidas por este fungo foram clonadas e expressas 

(Gama e Mota, 1998). Outros fungos celulolíticos incluem as espécies 

Arthrographis cellulolyticum, Fusarium solani, Mucor circinelloides, Penicillium 

funiculosum, Sinortizobium fredii (simbionte), Sporotrichium pruinosum (Bisaria e 

Ghose, 1981; Okeke, 1995; Jacobus e Wyk, 1997; Rabinovich et al., 2002a; Saha, 

2004). 

 

2.6. Celulases termoestáveis 

As enzimas produzidas por microrganimos termofílicos são conhecidas 

como termoenzimas ou enzimas termoestáveis e possuem uma temperatura 

ótima de atividade por volta de 60 oC (Vieille et al., 1996; Andrade et al., 1999). 

Estas enzimas apresentam como características a estabilidade à temperatura e 

ao pH, podendo ser por isso, usadas em diversos processos industriais, nos 

quais, substituem as enzimas produzidas por microrganismos mesofílicos ou 

produtos químicos. As principais vantagens do uso dessas enzimas em processos 

conduzidos a altas temperaturas são: redução do risco de contaminação 

microbiana, menor viscosidade – a maior parte dos reagentes torna-se mais 

solúvel, difundindo-se mais rapidamente e assim permitindo que concentrações 

maiores desses compostos possam ser utilizadas, aumento da taxa de 

transferência de massa e da solubilidade dos substratos (Lee et al., 2001). 

Estudos com enzimas purificadas desses microrganismos têm 

demonstrado que uma variedade de substituições de aminoácidos pode 

estabilizar a proteína evitando a desnaturação térmica via uma modificação sutil 

de sua estrutura secundária (Jaenicke e Böhm, 1998). Além disso, proteínas 

especializadas conhecidas como chaperonas são produzidas por esses 

organismos, que auxiliam depois da sua desnaturação no re-enovelamento da 

proteína para sua forma nativa e restaurando assim sua função (Everly e Alberto, 

2000). 

Outra característica das enzimas termoestáveis é sua maior resistência à 

ação de proteases, uma vez que, quanto mais rígida for a molécula, menor 

exposição do seu sítio de proteólise (Asghari et al., 2004). A maior resistência à 

desnaturação por alguns solventes orgânicos também tem sido relatada como 

uma propriedade das proteínas termoestáveis (Cowan, 1997). 
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A pesquisa por celulases termoestáveis tem se intensificado nos últimos 

anos e o domínio Archae tem sido pesquisado com maior ênfase. Genes 

codificadores de enzimas celulásicas de microrganismos termófilos degradadores 

de celulose foram clonados e as enzimas correspondentes purificadas e 

caracterizadas (Haki e Rakshit, 2003).  

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que 

degradam biomassa, principalmente celulose, produzindo diferentes complexos 

de enzimas (Castro et al., 2010; Lynd et al., 2002). Para a degradação da celulose 

microcristalina, que é insolúvel em água devido à sua estrutura altamente 

compacta, é interessante a utilização de celulases termoestáveis ativas a altas 

temperaturas (Haki e Rakshit, 2003). Devido a este fato, as celulases 

termoestáveis de microrganismos termofílicos passaram a ser mais estudadas e 

caracterizadas (Maheshwari et al., 2000). Dentre estas, destacam-se as bactérias 

Clostridium thermocellum , Thermonospora fusca e Microbispora bispora (Wilson, 

1992; Bhat & Bhat, 1997) e os fungos Chaetomium thermophile, Thermoascus 

aurantiacus, Sporotrichum thermophile e Humicola grisea var. thermoidea (Bhat & 

Bhat, 1997; Maheshwari et al., 2000). 

As celulases termoestáveis são consideradas ideais para aplicações 

biotecnológicas. Na conversão da celulose do bagaço, por exemplo, geralmente 

se utiliza temperaturas entre 45 e 70 °C (Haki & Rakshit, 2003). 

Entre os microrganismos do domínio Archae que produzem endoglicanases 

e exoglicanases, incluem-se Pyrococcus furiosus e Pyrococcus horikoshi, 

espécies do gênero Sulfolobus como produtores de ß-glicosidases e o gênero 

Thermotoga (Niehaus et al., 1999; Haki & Rakshit, 2003). 

Além de serem novas opções para a produção de celulases termoestáveis, 

os microrganismos termofílicos, sintetizam celulases resistentes a valores de pH 

alcalino e ácido. Também conseguem desenvolver-se em uma variedade de 

substratos com menores riscos de contaminação por outros microrganismos.  

Celulases produzidas pela bactéria termofilica e celulolítica Anoxybacillus 

sp. 527 demonstraram boa atividade entre temperaturas de 50 a 70 °C com 

máxima atividade a 70 °C. Embora as atividades tenham sido drasticamente 

reduzidas a 80 °C, 25% do potencial máximo celulolítico foi ainda retido até 

mesmo a 100 °C, tornando estas enzimas muito promissoras para a engenharia 
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genética de proteínas, a fim de melhorar sua tolerância para a degradação de 

celulose em altas temperaturas (Liang et al., 2010). 

 

2.7. Aplicações industriais das celulases 

A variedade de enzimas microbianas e seus ramos de aplicação somada 

com a necessidade de utilização de processos industriais menos agressivos para 

o meio ambiente, justificam a pesquisa e produção de enzimas (Mussatto et al., 

2007). Na Tabela 2 são mostradas as enzimas mais utilizadas em diferentes 

segmentos industriais (Kirk et al., 2002). Nas indústrias de papel e celulose, 

xilanase é a hemicelulase que tem maior importância. A celulase pode atuar no 

processo de branqueamento do papel auxiliando no desligamento da lignina da 

fibra. Isso faz com que o material fique mais suscetível ao tratamento químico, 

diminuindo assim, a utilização de cloro durante o tratamento. Estudos apontam 

que a utilização de extratos contendo atividade de mananase juntamente com a 

de xilanase são mais eficientes para o biobranqueamento do papel (Bhat, 2000).  

 

Tabela 2. Enzimas utilizadas em diferentes segmentos industriais 

Segmento 
Industrial 

Enzima Aplicação 

Detergentes Proteases, amilases, 
celulases, lipases 

Remoção de manchas, lavagem 
e clarificação de cores. 

Álcool 
combustível 

Amilase, Amidoglucosidase, 
Glucose isomerase 

Liquefação do amido, 
sacarificação, conversão da 
glicose a frutose. 

Alimentos Proteases, amilases, lactases, 
transglutaminase, lipoxigenase 

Coagulação do leite 
(formulação de queijo, remoção 
da lactose, branqueamento e 
amolecimento do pão, etc. 

Higiene 
pessoal e 
beleza 

Amiloglicosidase, Glicose 
oxidase, Peroxidase 

Atividade bactericida. 

Fonte: Kirk et al., 2002. 
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As celulases possuem uma grande área de aplicação, como na indústria de 

alimentos, cervejas e vinhos, alimentação de animais, têxtil, polpa e papel, assim 

como na agricultura e em pesquisas (Bhat, 2000). 

A produção de celulases em escala industrial começou em meados da 

década de 80, visando sua aplicação como um aditivo para ração animal, de 

forma a aumentar a digestibilidade de rações por ruminantes e monogástricos. 

Em seguida, essas enzimas começaram a ser utilizadas como um insumo para a 

indústria de alimentos, cujo objetivo era de melhorar propriedades sensoriais de 

massas. 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. Posteriormente, 

as enzimas celulolíticas começaram a ser utilizadas em larga escala nas 

seguintes indústrias: têxtil, nos processos de biopolimento (desfibrilação de 

tecidos como algodão, linho, lã e viscose) e bioestonagem (amaciamento e 

desbotamento do brim); de polpa e papel, para a modificação controlada de 

propriedades mecânicas da polpa e liberação de tintas da superfície das fibras a 

serem recicladas; e em lavanderia, de forma a aumentar o brilho, a remoção de 

sujeiras e a maciez dos tecidos, além de amenizar o desgaste das peças, notado 

pela formação de fiapos após sucessivas lavagens (Coelho et al., 2008). 

As celulases foram introduzidas na indústria têxtil e de detergentes, a partir 

da década de 80, passando a ser um importante componente do mercado 

mundial de enzimas; vêm sendo usadas também, muito eficientemente em 

detergentes enzimáticos biodegradáveis (Mitidieri et al., 2002). As celulases estão 

sendo produzidas comercialmente em cultivos submersos, contendo, como fonte 

de carbono e de indução, a celulose. (Bitencourt et al.,2002). 

As enzimas mais utilizadas em formulações de detergentes são as 

amilases, proteases, lipases e celulases. As enzimas como princípios ativos dos 

detergentes apresentam a grande vantagem de ser 100% biodegradaveis 

(Mitidieri et al., 2002). 

Na indústria têxtil as celulases são utilizadas principalmente no 

descoramento e amaciamento de tecidos. Na lavagem de roupas em lavanderias, 

as celulases degradam o tecido das roupas que contém algodão. O efeito neste 

caso é a remoção de fibrilas de celulose que com o tempo passam a aparecer 
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como penugem no exterior da fibra principal. O efeito das celulases sobre os 

tecidos é então o de melhorar a aparência quanto ao brilho, à maciez e facilitar a 

remoção de partículas sólidas do tecido. As celulases também são utilizadas para 

a remoção do excesso de corante dos tecidos jeans, processo denominado 

bioestonagem. Este processo faz com que os jeans adquiram uma aparência 

“lavada”, danificando menos as fibras dos tecidos do que as pedras-pomes 

utilizadas nesse processo (Mussatto et al., 2007).  

Durante o processo de bioestonagem, as celulases atuam hidrolisando as 

pequenas fibras da superfície do tecido, proporcionando a perda do índigo. As 

vantagens de substituir as pedras pelas enzimas são: redução do desgaste das 

máquinas; aumento da produtividade das máquinas devido à maior quantidade de 

tecido tratado em menos tempo; é um processo não poluente e gera efluentes 

tratáveis; flexibilidade para criar e reproduzir novos produtos (Bhat, 2000; 

Belghith, et al., 2001). Uma desvantagem da biestonagem é a redeposição do 

índigo, que gera um desbotamento ineficiente. Este processo acontece quando as 

celulases utilizadas no processo possuem afinidade pelo índigo, logo este não é 

excluído durante a lavagem. Normalmente as enzimas de caráter ácido possuem 

maior afinidade pelo índigo e por isso as enzimas neutras e básicas são 

preferidas para utilização da indústria têxtil. Para diminuir o efeito de redeposição, 

proteases têm sido utilizadas após a lavagem com as celulases (Miettinen-

Oinonen, 2004). 

As celulases são também empregadas na extração de óleos, pigmentos, 

essências, alcalóides e amido; preparação de alimentos infantis, produtos 

dermatológicos, produtos estimulantes de digestão, rações animais, produtos 

estimuladores de ensilagem, adjuvante para o malte da cerveja e no tratamento 

de lixo orgânico (Kubicek et al., 1993). Ainda, é importante destacar o uso 

potencial das celulases na hidrólise de material lignocelulósico para produção de 

xarope de glicose. 

Na indústria de alimentação animal são utilizadas nas rações dos animais 

monogástricos e ruminantes. Em animais monogástricos as celulases atuam em 

conjunto com as xilanases, na hidrólise de polissacarídeos não amiláveis (Bhat e 

Bhat, 1997; Bhat, 2000). Em animais ruminantes, a utilização de celulases em 

conjunto com pectinases e hemicelulases, vêm da necessidade de aumentar a 
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digestão das plantas forrageiras, base da alimentação dos animais, e assim poder 

incrementar a qualidade e digestibilidade da ração (Bhat, 2000). 

Celulases e hemicelulases têm uma ampla aplicação nas indústrias 

alimentícias. Essas enzimas melhoram a textura, qualidade e vida útil de produtos 

de padaria. As celulases e hemicelulases (xilosidases, xilanases, mananases e 

arabinases), juntamente com as pectinases são denominadas enzimas de 

maceração, utilizadas para a extração e clarificação de sucos de frutas e vegetais. 

Durante a produção de sucos, as frutas são totalmente maceradas em polpa, que 

depois de processos físicos (prensagem, centrifugação e filtração) resulta em uma 

fase líquida de suco e uma fase sólida que não é aproveitada. O uso das enzimas 

de maceração permite a utilização desta fase sólida aumentando o rendimento do 

processo e o valor nutricional do suco (Bhat, 2000; Haros, 2002). 

As celulases podem ser adicionadas a amaciantes de roupas para “aparar” 

microfibrilas de roupas, que após várias lavagens tendem a se desprender. Na 

indústria têxtil são empregadas para remover o excesso de cor, para estonação 

de jeans e para o amaciamento das fibras (Bhat & Bhat, 1997; Lynd et al., 2002).  

As celulases também são usadas em vários processos, principalmente, na 

extração de: componentes do chá verde, proteína de soja, óleos essenciais, 

aromatizantes e do amido da batata-doce. Essas enzimas participam, ainda, dos 

processos de produção do vinagre de laranja e do ágar e na extração e 

clarificação de sucos de frutas cítricas (Orberg 1981). 

Também são empregadas em formulações de detergentes domésticos e 

industriais. As celulases usadas em detergentes são produzidas ou por espécies 

de Bacillus ou por fungos do gênero Humicola. Essas celulases possuem pH 

ótimo de ação próximo a 7,0, apesar de apresentar certa tolerância a valores de 

pH mais elevados. 

Os produtores de detergentes são hoje os maiores consumidores de 

enzimas. Por isso, constantemente, estão sendo desenvolvidos novos produtos 

contendo novas enzimas e novas formulações. As enzimas mais utilizadas em 

formulações de detergentes são as amilases, proteases, lipases e celulases.  

A bioconversão da celulose à glicose abre caminhos para aplicações de 

processos enzimáticos microbianos para obtenção de etanol ou para produção de 

proteínas de células únicas para alimentos (Rabinovich et al., 2002b).  



 

 

25 

Outra importante área é o tratamento de resíduos de celulose, municipais 

ou agrícolas. A biomassa destes resíduos acumula-se em grandes quantidades a 

cada ano, resultando na deterioração do ambiente e uma perda de recursos 

potencialmente valiosos. A bioconversão destes poderia ser uma solução prática 

para estes problemas. Apesar das inúmeras aplicações, parece que a maior 

utilização destas enzimas é para conversão à glicose e posterior fermentação na 

produção de solventes e combustíveis (Bhat & Bhat, 1997; Howard et al., 2003). 

Na tabela 3 apresenta-se um resumo do uso das celulases de acordo com 

suas funções e aplicações. 
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Tabela 3. Características das celulases em diferentes indústrias 
 

Indústria Função Aplicação 

 

 

 

 

Alimentos 

Hidrólise da celulose, 

diminuição da viscosidade 

mantendo a textura de sucos 

de frutas.  

 

Hidrólise parcial ou completa 

de celulose substituída. 

  

Liberação de antioxidantes de 

frutas e cascas de vegetais.  

Melhoramento na prensagem 

e extração de suco de frutas e 

óleos de olivas, realçando o 

sabor. Melhoramento na 

eficiência de molhagem, 

absorção homogênea da 

água pelo cereal, qualidade 

nutritiva de alimentos 

fermentados, produção de 

oligossacarídeos como 

alimentos funcionais e 

conversão de biomassa, re-

hidratação de vegetais secos 

e sopas;  

 

 

Têxtil e 

Lavanderia 

 

Remoção do excesso de 

corantes do tecido; amaciar a 

tela de algodão sem danificar 

a fibra. Remoção do excesso 

de microfibrilas da superfície 

do algodão e tecidos. 

Bioestonagem do tecido; 

produção de sabão em pó de 

alta qualidade e não-poluente. 

Biopolimento de algodão e 

tecidos. 

 

Papel e Celulose 

 

Modificação mecânica da 

polpa grossa e das 

propriedades da força da 

folha de mão; hidrólise parcial 

de carboidratos. 

Polpagem biomecânica; 

modificação das propriedades 

das fibras; descoloramento de 

fibras recicladas.  

Fonte: Nascimento, 2006. 

 

 

Segundo Onar et al. (2004), enzimas de bactérias têm a desvantagem de 

ser irreversíveis, entretanto são melhores na limpeza de microfibrilas das fibras 

celulósicas e ainda têm mais afinidade ao detergente. O uso de combinações de 
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diversas celulases pode ser uma alternativa para além de melhorar as atividades 

catalíticas resolver a questão da reversibilidade. 

No processo de fabricação da polpa de celulose, é realizado o refino da 

mesma, sendo removidos materiais lenhosos que prejudicam a qualidade da 

polpa. A utilização de celulases de Trichoderma no processo permitiu uma 

economia de energia em 20%, mas podendo chegar até 40%, de acordo com o 

momento e tipo da enzima aplicada. A utilização das celulases se faz presente na 

modificação das propriedades das fibras, permitindo o enxague das fibras, o que 

aumenta a velocidade da fabricação do papel (Bhat, 2000). 

Nesta indústria as celulases estão presentes na fabricação de papel 

reciclado, pois sua ação enzimática colabora no processo de despigmentação da 

matriz celulósica, permitindo o aumento da drenagem da água presente na polpa 

de papel para a formação de folhas de papel (Bhat e Bhat, 1997; Lima et al., 

2001). 

Existe uma tendência mundial para a hidrólise enzimática de materiais 

lignocelulósicos, buscando açúcares fermentáveis para a produção de bioetanol 

em larga escala (Zhang et al., 2006). O uso de celulases para este fim, tem como 

entraves o custo de produção, que pode ser superado utilizando organismos 

geneticamente modificados (bactérias, leveduras e plantas) para a produção das 

enzimas e a necessidade de produzir enzimas mais eficientes (Suns e Cheng, 

2002). A expectativa é de que o mercado de celulases seja superior a 400 

milhões de dólares por ano com a possível utilização das enzimas na hidrólise de 

palha de milho nos Estados Unidos da América para a produção de etanol de 

biomassa (Zhang et al., 2006).  

 

2.8. Aproveitamento de resíduos agroindustriais para a produção de 

celulases 

Nas últimas décadas há uma crescente busca na utilização dos resíduos 

agroindustriais. O acúmulo destes resíduos gera a deterioração do meio ambiente 

e perda de recursos, com contribuição significante para o problema da reciclagem 

e conservação da biomassa. Diversos processos foram desenvolvidos para 

utilização desses materiais, transformando-os em fonte para produção de 

enzimas lignocelulolíticas. 
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Não há dúvidas de que o Brasil dispõe, em face de suas inúmeras 

atividades agroindustriais, de uma grande disponibilidade de fitobiomassa nativa 

e/ou residual que representa um enorme potencial energético. Nela figuram 

alternativas como o bagaço de laranja, os resíduos de fecularias (bagaço de 

mandioca), o bagaço de cana, as palhas de aveia, de cana, de trigo e de milho, as 

cascas de arroz e de aveia, a serragem de madeira e outros resíduos da natureza 

agro-florestal (Pitarelo,2007). 

Os resíduos agrícolas, florestais e agroindustriais, sendo, na sua maioria, 

biomassa lignocelulósica, representam uma fonte abundante e renovável de 

substratos que podem ser biologicamente convertidos em biomassa microbiana 

de elevado valor nutricional. Segundo Doelle, (1996) uma tecnologia de 

fermentação desenvolvida a partir de materiais lignocelulósicos resultando em 

múltiplos produtos, sem efluentes poluentes no solo, na água e no ar, é 

caracterizada como uma “tecnologia integrada”. 

A biodegradação de materiais ligninocelulósicos constitui um dos mais 

importantes ciclos de carbono na natureza e o entendimento desse processo 

representa contribuição significativa às ciências naturais (Kirk & Cullen, 1998).  

O desenvolvimento de tecnologias que permitam a produção das enzimas 

a um custo competitivo é de grande importância não só para a área de 

biocombustíveis, mas para diversas aplicações biotecnológicas e de outros 

setores, incluindo o de produtos químicos, alimentos, bebidas, rações para 

animais, têxteis, papel e celulose e agricultura (Bhat, 2000). De acordo com 

Demain (2000), 60% do total do abastecimento mundial de enzimas industriais 

são produzidos na Europa, e os restantes 40% nos Estados Unidos e Japão.  

Os resíduos lignocelulósicos são uma grande alternativa para a geração de 

energia, devido à sua grande disponibilidade na natureza. Os maiores usos da 

lignocelulose concentram-se nas polpas e indústrias de papéis, proteína para 

ração, em meios tecnológicos de alimentação, além de poder gerar energia 

através da produção de etanol (Ballesteros, 2001). A Tabela 4 apresenta a 

composição de alguns resíduos agroindustriais utilizados para a produção de 

celulases (Farinas et al.; 2008). Tal composição é de grande importância na 

avaliação do desempenho desses materiais como substrato para produção de 

enzimas. 
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Estes resíduos agroindustriais são, em sua maioria, de natureza 

lignocelulósica (Kerem et al.,1992) e de acordo com Sermanni & Porri (1989), a 

utilização de material lignocelulósico para a obtenção de compostos de alto valor 

econômico, por biotransformação, é um dos mais interessantes campos da 

pesquisa biotecnológica. Os principais componentes dos resíduos lignocelulósicos 

são a celulose, a hemicelulose e a lignina. O teor de nitrogênio é, geralmente, 

muito baixo. A proporção percentual dos componentes celulose, hemicelulose e 

lignina, assim como do teor de nitrogênio, depende do tipo de material, idade e 

estágio vegetativo (Rajarathnam et al., 1992). 

Diversos substratos são utilizados com o objetivo de se obter grandes 

quantidades de enzimas celulolíticas por microrganismos (Vitti, 1988; Silva & 

Dillon, 1988). Os resíduos agrícolas podem ser devidamente moídos ou triturados 

para servir como fonte de nutrientes, principalmente de carbono, em fermentação 

submersa (Da Silva et al., 1994). Na maioria dos casos, o simples enriquecimento 

destes compostos com fonte de nitrogênio, minerais ou vitaminas é suficiente 

para produção de elevada atividade enzimática (Bisaria & Ghose, 1981; 

Elisashvili, 1993). 

Dos resíduos agrícolas de maior importância no território nacional, o 

bagaço de cana-de-açúcar certamente ocupa uma posição de grande destaque, e 

este contém um elevado teor de celulose. Bagaço de cana é o resíduo obtido 

após o esmagamento da cana-de-açúcar durante a produção de açúcar e contém 

principalmente lignocelulose. No ano de 2006, a agorindústria sucroalcooleira 

brasileira, composta aproximadamente por 300 usinas, processou 3,84 x 108 

toneladas de cana para produzir 1,6x107 m3 de álcool. A quantidade de cana 

processada gerou cerca de 108 toneladas de bagaço e 8,9x107 toneladas de 

palha (base úmida) (UDOP, 2009). 

 

 

 

 

 

 



 

 

30 

Tabela 4. Composição (%) de alguns resíduos agroindustriais 

Componente 
 

Bagaço 
de cana 
 

Bagaço 
de laranja 
 

Bagaço 
de soja 
 

Casca 
de arroz 
 

Celulose 
 

36 
 

16 
 

03 
 

36 

Hemicelulose 
 

28 
 

14 
 

04 
 

20 

Lignina 
 

20 
 

01 
 

03 
 

19 

Cinzas 
 

05 02 
 

05 20 

Proteínas 04 
 

08 43 03 

Fonte: Farinas et al.; 2008. 

 

 

De acordo com Pal et al. (1995), o bagaço de cana-de-açúcar é um resíduo 

agroindustrial abundante em vários países e pode ser utilizado como matéria-

prima para o desenvolvimento de vários processos biotecnológicos de interesse 

industrial. 

O bagaço de cana-de-açúcar tem sido utilizado como indutor para a 

produção de celulases. Esse resíduo tem sido utilizado para produção de energia 

pela queima em caldeiras além de ser exportado. Outra aplicação desse resíduo é 

a utilização como matéria-prima na fabricação de papel. Apesar do 

reaproveitamento do bagaço de cana-de-açúcar, às vezes, o excesso é 

desperdiçado nos pátios das destilarias (Pandey e Soccol, 1998). 

A reciclagem de resíduos agroindustriais vem ganhando espaço cada vez 

maior, não simplesmente porque os resíduos representam “matérias-primas” de 

baixo custo, mas, também, porque os efeitos da degradação ambiental decorrente 

de atividades industriais e urbanas estão atingindo níveis cada vez mais 

alarmantes (Costa Neto et al., 2000). 

Na industrialização do maracujá para extração do suco obtêm-se como 

principais resíduos as cascas e as sementes. Os frutos utilizados na indústria de 

sucos devem apresentar um peso superior a 200 g, o que gera um rendimento 

aproximado de 38% de suco, 12% de semente e 50% de cascas. Soma-se, a 

esses resíduos, os frutos que são descartados devido à baixa qualidade dos 
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mesmos, que inviabiliza a sua utilização para o processamento industrial, por já 

apresentarem sinais de deterioração como a mudança na coloração e firmeza da 

casca. Esses resíduos na maioria das vezes não são aproveitados e se 

transformam em um grande problema ambiental. No Brasil, cerca de 90% das 

cascas e sementes do maracujá viram toneladas de lixo. A casca do maracujá é 

rica em pectina, vitamina B3, ferro, cálcio, fósforo e sódio (Borguini et al., 2008), e 

portanto pode ser uma fonte de baixo custo para a produção de celulases por 

microrganismos . 

O processo industrial de moagem úmida é o segundo maior setor de 

consumo de grãos de milho após a alimentação animal, utilizando 12% do total 

produzido (Abimilho, 2006). Este envolve transformações químicas, bioquímicas e 

operações mecânicas com o objetivo de separar o grão do milho em suas frações 

relativamente puras: germe, fibra, amido (Singh et al., 1997). 

Os produtos primários de moagem úmida são amidos alimentícios e 

industriais, os quais podem ser convertidos em xaropes e etanol. Os co-produtos 

incluem o óleo de milho e os produtos destinados à produção de rações animais, 

tais como, farelo do glúten de milho, farelo do germe de milho, fibras e licor de 

maceração, sendo os últimos, sólidos solúveis removidos durante a maceração e 

concentrados por evaporação. O licor resultante da maceração, usualmente 

vendido na base de 50% de sólidos, é rico em vitaminas, especialmente do 

complexo B. Além de ser usado em rações, o licor também é aplicado na 

produção de antibióticos e produtos farmacêuticos e fermentos. Combinados com 

outros ingredientes esses itens são usados na formulação de rações específicas 

de acordo com a destinação dos animais (Abimilho, 2006).  

As matérias-primas lignocelulósicas são as fontes renováveis mais 

abundantemente encontradas na natureza, sendo compreendidas, 

majoritariamente, pelos materiais agroindustriais, pelos resíduos urbanos e pelas 

madeiras de angiospermas e gimnospermas. Dentre essas, os materiais 

agroindustriais se destacam pelo caráter de resíduo, conferido por sua obtenção 

após o processamento de matérias-primas que apresentam maior valor agregado, 

e pela vocação natural que o Brasil possui para sua geração. O bagaço de cana-

de-açúcar é a biomassa predominante, com uma geração em 2007 de 147 

milhões de toneladas (Sidra, 2009). 
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As biomassas lignocelulósicas são constituídas por três principais frações 

poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, que são unidas entre si por ligações 

co-valentes (Jeffries, 1990) 

Kona et al. (2001), Burkert et al. (2004) e Lee et al. (2001) sugerem a 

utilização da água de maceração de milho para a redução do custo do meio de 

cultura utilizado para o crescimento e produção de enzimas por microrganismos. 

Segundo Menezes et al. (1976), a atividade celulolítica de linhagens 

fúngicas, como Aspergillus niger, desenvolvidas em bagaço de cana foi superior 

às cultivadas em carboximetilcelulose e papel de filtro. Sugeriram que estas 

linhagens produzem a fração exoglicanase, uma vez que o bagaço é uma 

celulose in natura e não havia recebido qualquer tratamento químico, o que 

exigiria ação da fração pré-hidrolítica da exoglicanase antes de ser hidrolisada 

pelas outras frações endoglicanase e �-glicosidase.  

Segundo Gupta e Madamwar (1997), resíduos lignocelulósicos disponíveis 

em abundância podem ser excelentes substratos para a produção enzimática por 

fermentação em estado sólido. Cultura mista de Aspergillus ellipticus e Aspergillus 

fumigatus desenvolvida em bagaço de cana pré-tratado com solução de hidróxido 

de cálcio a 2% foi favorável à produção de celulase e �-glicosidase, após oito dias 

de fermentação. 

Abdelnasser et al. (1997) testaram três fungos: Phanerochaete 

chrysosporium NRRL 6359, Phanerochaete chrysosporium NRRL 6361 e Coriolus 

versicolor NRRL 6102, quanto às suas capacidades de produzir xilanase e 

celulase, em resíduos agrícolas (bagaço de cana tratado e não tratado, palha de 

trigo, espigas de milho, cascas de arroz e celulose em pó). Espigas de milho, 

palha de trigo e bagaço de cana tratado promoveram maior indução enzimática. 

Segundo Umikalson et al. (1997), uma linhagem de Chaetomium globosum 

apresentou bom crescimento e substancial quantidade de celulase em fibras 

deslignificadas de palma, produzindo extrato.  

Para Vlaev et al. (1997) a máxima produção de celulase total foi percebida 

com 72 horas de fermentação e de xilanase com 96 horas, obtendo-se menor 

atividade em fibras de sabugo de milho do que em Avicel, possivelmente, devido 

à presença de inibidores. A atividade de celulase total alcançou somente 30% de 
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valor medido com Avicel, possivelmente, devido ao maior teor de lignina naquele 

substrato. 
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3.1. OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE CULTIVO PARA A PRODUÇÃO DE 

AVICELASES PELO TERMOFÍLICO Bacillus sp. SMIA-2 E 

CARACTERIZAÇÃO DA ENZIMA 

 
 
 
 

RESUMO 
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(LTA). Av. Alberto Lamego, 2000, Pq. Califórnia, Campos dos Goytacazes, RJ-
Brasil, 28013-602.  

 

Este trabalho foi realizado com o objetivo de otimizar a produção de 

avicelase pelo termofílico, Bacillus sp. SMIA-2 quando cultivado em um meio de 

cultura constituído de avicel (0,5%, p/v) como principal fonte de carbono e 

suplementado com água de maceração de milho (0,5% p/v). O estudo do perfil da 

síntese da avicelase com o tempo de fermentação revelou que a atividade máxima 

da enzima foi alcançada 120 horas após a inoculação do microrganismo com 

níveis de 85,64 U/mL.  

A concentração da celulose que proporcionou melhor atividade da 

avicelase foi 0,5% (p/v). Em concentrações maiores que 0,5% a atividade da 

enzima foi mais baixa. Em relação à concentração da água de maceração de 
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milho no meio de cultura foi encontrado que a atividade da enzima aumentou nas 

concentrações de 0,4% e 0,5% (p/v) e decresceu a partir destes valores. 

Estudos sobre a caracterização da temperatura ótima da avicelase 

revelaram que a enzima mostrou uma atividade crescente entre 40 oC e 70 oC, 

onde a atividade atingiu o seu valor máximo. Acima de 70 oC ocorreu uma 

redução na atividade da enzima e a 80 ºC e 90o C a avicelase perdeu cerca de 

28% e 72% de sua atividade, respectivamente. Quanto à estabilidade térmica da 

avicelase foi observado que esta enzima reduziu sua atividade em temperaturas 

maiores que 70 ºC. Ao adicionar o cálcio ao meio reacional, verificou que a 

estabilidade da enzima aumentou em ambas as temperaturas estudadas (70 e 80 

°C), sendo este aumento mais pronunciado para a temperatura de 70 ºC. A 

atividade da avicelase após 20 minutos de incubação a 70 ºC e a 80º C na 

presença do cálcio foi 34% e 13% maior que na ausência deste íon, 

respectivamente. 

O pH ótimo da enzima foi 8,5. Em valores de pHs maiores que 8,5 a 

atividade da enzima decresceu. A atividade da enzima em pH 9,5 foi reduzida em 

42%. Após a incubação do extrato enzimático à temperatura ambiente por 2 horas 

a uma faixa de pH 6,0-9,0, foi observado um decréscimo de aproximadamente 

13% de sua atividade original em pH 9,0. 

Palavras-chave: Avicelases; Bacillus; água de maceração de milho; avicel, xilana, 

carboximetilcelulose. 
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(LTA). Av. Alberto Lamego, 2000, Pq. Califórnia, Campos dos Goytacazes, RJ-

Brasil, 28013-602. 

 
This work was carried out with the objective of optimize the production of 

avicelase by thermophilic bacterium, Bacillus sp. SMIA-2, when growth in a 

medium containing microcrystalline cellulose (0.5%, w/v) as a main carbon source 

and supplemented with corn steep liquor (0.5%, w/v). Studies on the profile of 

synthesis of avicelase with the time revealed that the enzyme reached maximum 

activity after 120 hours of growth with levels of 85,64 U/mL. 

The microcrystalline cellulose concentration which provided better activity of 

the avicelase was 0.5% (w/v). At higher cellulose concentrations, enzyme 

production was comparatively lower. Regarding the corn steep liquor 

concentration in the medium it was found that the activity of the enzyme increased 

between 0.4% and 0.5% corn steep liquor concentration and then fell beyond this 

point.  

Studies on the avicelase characterization revealed that the enzyme 

increased the activity at temperatures between 40 oC and 70 oC, where the activity 

reached its maximum. Above 70 oC occurred a reduction in the activity of the 

enzyme and at 80o C and 90 oC the avicelase lost about 28% and 72% of its 

activity, respectively. Regarding the thermal stability of protease was observed 

that this enzyme reduced its stability at temperatures higher than 70 o C. 

The optimum pH of protease was found to be 8.5. At values of pH higher 

than 8.5 the activity of the enzyme decreased and at pH 9.5 the activity was 

reduced in 42%. After incubation of crude enzyme solution at room temperature 

for 2 h at pH 6.0 -9.0, a  decreased of about 13% of its original activity at pH 9.0 

was observed. 

Author Key-words: Bacillus; corn steep liquor; avicel, xylan, 

carboxymethylcellulose. 
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A celulose, dentre os materiais naturais, é o biopolímero renovável mais 

abundante do mundo. Como a amilose e as cadeias principais da amilopectina e 

do glicogênio, a molécula de celulose é um homopolissacarídeo linear e não-

ramificado, de 10 a 15 mil unidades de D-glicose (Abraão, 2006). A degradação 

microbiana da celulose envolve a ação sinérgica de três enzimas principais: endo-

�-1,4-glicanase (avicelase, EC 3.2.1.4), exo-�-1,4-glicanase (EC 3.2.1.91) e �-

glicosidase (EC 3.2.1.21). Este complexo enzimático pode hidrolisar a celulose 

até atingir oligossacarídeos e pequenas moléculas de glicose (Lynd et al., 2002). 

Dentre as aplicações relatadas na literatura para a avicelase citam-se sua 

utilização na bioconversão de resíduos agrícolas em combustíveis e produtos 

químicos. Uma diversidade de microrganismos são relatados por possuírem 

sistemas enzimáticos capazes de degradar materiais celulósicos (Costa Neto et 

al., 2000; Howard et al., 2003).  

 As espécies do gênero Bacillus são bactérias que produzem diversas 

enzimas extracelulares incluindo celulases (Wang et al., 2007). Espécies 

pertencentes ao gênero Bacillus como B. sphaericus e B. subtilis expressam 

atividades altas de degradação da celulose (Takami e Horokoshi, 2000; Sing et al, 

2004). As bactérias deste gênero são industrialmente importantes, pois têm uma 

alta taxa de crescimento e são capazes de secretar proteínas extracelulares. Em 

alguns casos utilizam matéria orgânica constituída por misturas complexas típicas 

da maioria dos resíduos. Além disso, com exceção do grupo de Bacillus cereus 

(que inclui o Bacillus anthracis), são saprófitas inofensivos e que não produzem 

toxinas, sendo incluídos no grupo de organismos geralmente reconhecidos como 

seguros (GRAS) (Mahmood et al., 1998).  

O objetivo do presente trabalho foi identificar as melhores condições para a 

produção de uma avicelase termoestável extracelular por Bacillus sp cepa SMIA-

2, utilizando materiais de baixo custo. Algumas propriedades da enzima produzida 

também foram determinadas. 

 

 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
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2.1. Microrganismo: O microrganismo usado nesse estudo foi uma bactéria 

termofílica, Bacillus sp cepa SMIA-2 (Souza e Martins, 2001), previamente isolada 

de amostras de solo coletadas na cidade de Campos dos Goytacazes, no 

Laboratório de Tecnologia de Alimentos (LTA) da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense (UENF) Rio de Janeiro, Brasil.   

 

2.2. Manutenção do microrganismo: O microrganismo foi mantido em tubos de 

ensaio contendo meio TSY (triptona 20 g/L; NaCl 10 g/L; extrato  de levedura 10 

g/L; ágar 20 g/L e água 1 L), sob temperatura de refrigeração (7 °C). 

 

2.3. Meio de crescimento: O meio de cultura usado para o crescimento e 

produção de avicelase continha (g/L): Avicel (Celulose microcristalina - Sigma) 

5,0; água de maceração de milho 5,0; peptona 1,0; KCl 0,3; MgSO4 0,5; K2HPO4 

0,87; CaCl2 0,29; ZnO-2,03x10-3; FeCl3.6H2O-2,7x10-2; MnCl2.4H2O-1,0x10-2; 

CuCl2.2H2O-8,5x10-5; CoCl2.6H2O-2,4x10-3; NiCl3.6H2O-2,5x10-4 e H3BO3-3,0x10-

4.  

O meio acima foi preparado utilizando água destilada e esterilizado em 

autoclave a 121 0C por 15 minutos. O pH final foi ajustado para 7,5 com NaOH 1,0 

M, antes da esterilização.  

 

2.4. Crescimento do microrganismo: Para o preparo do inóculo o 

microrganismo foi semeado em placas de petri contendo o meio TSY. As placas 

foram incubadas em estufa QUIMIS modelo Q 315 D26 a 50 oC por 18 horas. 

Após este período, 10 mL do meio de crescimento foram transferidos para as 

placas para ressuspender as células que foram posteriormente sugadas com o 

auxílio de uma pipeta estéril. Estas células foram inoculadas em frascos 

erlenmeyers de 250mL contendo 25mL do meio de cultura descrito anteriormente 

no item 2.3, incubadas por mais 18 horas a 50 oC em “shaker” rotatório (Thermo 

forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm, e posteriormente 

utilizadas para inocular o meio de crescimento. Esta cultura foi considerada o 

inóculo. 
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O meio de cultura foi inoculado com 2mL de uma cultura de véspera 

(inóculo) e incubado a 50 oC em um “shaker” rotatório (Thermo forma Orbital 

Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm. A intervalos de tempos pre- 

determinados foram retiradas amostras para determinação do crescimento, pH e 

da atividade enzimática. Todos os experimentos foram realizados com três 

repetições. 

 

2.5. Medida do crescimento: A concentração celular foi medida pela turbidez do 

meio de crescimento. A turbidez foi medida em espectrofotômetro SHIMADZU 

UV-mini 1240, utilizando comprimento de onda de 600 nm. Foi subtraído do valor 

obtido o valor de densidade ótica do meio puro (branco) e o resultado foi 

considerado o valor de densidade ótica relativo ao crescimento. 

 

2.6. Determinação do pH: As variações dos valores de pH durante o crescimento 

celular foram determinadas utilizando-se o pHmetro da marca WTW pH 330.  

 

2.7. Ensaio enzimático  

2.7.1. Atividade da avicelase: Amostras em triplicata (8 mL) foram centrifugadas 

em centrífuga CENTRIFUGE 5415 C a 4.500 rpm a 5 ºC por 15 minutos para 

obtenção do extrato livre de células (sobrenadante). A atividade da avicelase foi 

determinada segundo técnica descrita por Ghose (1987), que consiste em 

conduzir a hidrólise de 1% (p/v) de celulose microcristalina (Avicel - Sigma) 

preparada em tampão Tris-HCl, pH 8,5. A reação foi iniciada pela adição de 0,5 

mL do extrato enzimático a 0,5 mL do substrato 1% (p/v) de celulose 

microcristalina (Avicel - Sigma) preparada em tampão Tris-HCl, pH 8,5 e 

procedendo a reação a 70 °C em banho-maria por 10 minutos. Após a incubação 

foi adicionado à mistura de reação 1 mL de DNS, e posteriormente colodado em 

água em ebulição por 10 minutos.  A reação foi paralisada pela imersão das 

amostras em banho de gelo pela imersão dos tubos em banho de gelo. Uma 

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

capaz de liberar 1 µmol de glicose, por minuto, por mL a 50 ºC. A quantidade de 

açúcares redutores foi determinada pelo método descrito por Miller (1959). A 

coloração desenvolvida foi medida por espectrofotômetro SHIMADZU UV-mini 
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1240, utilizando comprimento de onda de 540 nm. A curva padrão foi feita 

utilizando uma solução de glicose (Merck), nas concentrações de 0,2 a 1,0 g/L.) 

 O mesmo procedimento foi realizado com o controle, exceto que o 

reagente de Miller (DNS) foi adicionado juntamente com o sobrenadante e a 

solução de Avicel e esta mistura foi colocada em água em ebulição como descrito 

anteriormente.  

 

2.8. Efeito da fonte de carbono sobre o crescimento do microrganismo e a 

atividade da avicelase: Para este estudo o microrganismo foi cultivado no meio 

de cultura descrito anteriormente substituindo a avicel pelas seguintes fontes de 

carbono a 0,5% (p/v): amido, pectina, lactose, sacarose, glicose e frutose. As 

soluções de açúcares foram esterilizadas separadamente em autoclave a 121 0C 

por 15 minutos e adicionadas posteriormente ao meio de crescimento de forma 

asséptica em capela de fluxo laminar. As culturas foram incubadas  por 192 horas 

a 50 °C em um “shaker” rotatório (Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) 

operando a 150 rpm. Após este período, a densidade ótica da cultura, o pH e a 

atividade da avicelase foram determinados conforme descrito nos itens 2.5, 2.6 e 

2.7.  

 

2.9. Efeito da concentração de avicel sobre o crescimento do microrganismo 

e a atividade da avicelase: Após a verificação da eficiência de utilização de 

avicel pelo microrganismo para a secreção da avicelase, foi avaliada qual a 

melhor concentração desta fonte para a atividade da enzima. As seguintes 

concentrações de avicel foram utilizadas: 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0% (p/v). As culturas 

foram incubadas  por 120 horas a 50 °C em um “shaker” rotatório (Thermo Forma 

Orbital Shaker, Ohio, EUA) operando a 150 rpm. Após este período, a densidade 

ótica da cultura, o pH e a atividade da avicelase foram determinados conforme 

descrito nos itens 2.5, 2.6 e 2.7.  

 

2.10. Efeito da concentração de água de maceração de milho sobre o 

crescimento do microrganismo e a atividade da avicelase: O efeito da 

concentração da água de maceração de milho sobre a atividade da enzima foi 

avaliado variando sua concentração no meio de 0,1 a 0,7% (p/v). As culturas 
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foram incubadas  por 120 horas a 50 °C em um “shaker” rotatório (Thermo Forma 

Orbital Shaker, Ohio, EUA) operando a 150 rpm. Após este período, a densidade 

ótica da cultura, o pH e a atividade da avicelase foram determinados conforme 

descrito nos itens 2.5, 2.6 e 2.7.  

 

2.11. Influência do pH inicial do meio e temperatura de incubação sobre o 

crescimento do microrganismo e a atividade da avicelase: o efeito da 

temperatura de incubação do meio de cultura sobre a atividade da avicelase foi 

investigado cultivando-se o microrganismo em 25 mL do meio definido 

anteriormente, nas seguintes temperaturas: 42 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C e 60 °C. 

Os frascos contendo os meios de cultura foram inoculados com 2 mL do pré-

inóculo e incubados por um período de 120 horas. Após este período, a 

densidade ótica da cultura, o pH e a atividade da avicelase foram determinados 

conforme descrito nos itens 2.5, 2.6 e 2.7.  

 Para avaliar a influência do pH inicial do meio de cultivo sobre a atividade 

da avicelase, o meio de crescimento foi preparado ajustando-se o pH para que, 

após a esterilização os valores fossem 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 e 9,5. 

Posteriormente, 25 mL dos meios ajustados com diferentes valores de pH foram 

inoculados com 2,0 mL do pré-inóculo e incubados a 50 °C e 180 rpm, por um 

período de 120 horas. Após este período, a densidade ótica da cultura, o pH e a 

atividade da avicelase foram determinados conforme descrito nos itens 2.5, 2.6 e 

2.7.  

 

2.12. Caracterização parcial da enzima 

2.12.1. Efeito do pH na atividade e na estabilidade da avicelase: A influência 

do pH sobre a atividade da avicelase foi avaliada na faixa de valores de 6,0 a 10,0 

com intervalo de 0,5 unidades. Para o preparo do substrato foi utilizada uma 

mistura tamponante, os tampões preparados consistiam de acetato de sódio (pH 

5,0-5,5), fosfato (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. Os valores de pH da mistura de reação 

foram ajustados com NaOH ou HCl 1N. 
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O pH ótimo foi determinado dissolvendo o substrato (avicel 0,5%) nas 

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

com 0,5 mL do extrato enzimático em banho-maria a 50 oC por 10 minutos. Após 

este período, a densidade ótica da cultura, o pH e a atividade da avicelase foram 

determinados conforme descrito nos itens 2.5, 2.6 e 2.7.  

A estabilidade da avicelase a diferentes valores de pH foi avaliada incubando-se o 

extrato enzimático sem substrato, nos tampões anteriormente descritos, por 2 

horas à temperatura ambiente. Após este período, a densidade ótica da cultura, o 

pH e a atividade da avicelase foram determinados conforme descrito nos itens 

2.5, 2.6 e 2.7.  

 

2.12.2. Efeito da temperatura na atividade e na estabilidade da avicelase: A 

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

reação (pH 8,5) em temperaturas que variaram de 40 a 100 oC, com intervalos de 

10 oC. Depois de 10 minutos de incubação em cada temperatura a atividade 

enzimática foi analisada, conforme item 2.7. 

A estabilidade térmica foi avaliada incubando-se a enzima em temperaturas que 

variaram de 70 a 90 °C, com intervalos de 10 oC por duas horas. Após a 

incubação, a atividade residual foi analisada na temperatura ótima da enzima 

determinada, conforme descrito no item 2.7. 

 

2.13. Efeito do íon cálcio na estabilidade da avicelase: O efeito do íon Ca+2 

sobre a estabilidade térmica da avicelase foi verificado incubando o extrato 

enzimático na presença de CaCl2 (10mM) nas temperaturas de 70 oC e 80 oC por 

2 horas. Após intervalos de 15 minutos por um período de duas horas a atividade 

enzimática residual foi determinada nas condições preestabelecidas. Amostras 

controle também foram medidas para ambas as temperaturas estudadas, 

incubando-se o extrato na ausência do metal. Após a incubação, a atividade 

residual foi analisada na temperatura ótima da enzima determinada, conforme 

descrito no item 2.7. 

 

2.14. Delineamento experimental: Os experimentos foram conduzidos em 

delineamento inteiramente casualizado com três repetições. Em cada repetição, 
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foram feitas triplicatas de cada frasco cultivado. Os resultados foram avaliados 

pela análise de variância (ANOVA) utilizando o programa SAS 8.0 para Windows 

pacote estatístico. O teste de Tukey (�=0,05) foi utilizado para a comparação 

entre as médias do experimento.  

 

 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

A Figura 1 mostra o crescimento, pH do meio e a atividade de avicelase em 

culturas líquidas de Bacillus sp. SMIA-2 contendo avicel (0,5% p /v) como 

principal fonte de carbono e suplementada com água de maceração de milho 

(0,5% p/v). A máxima atividade da avicelase foi atingida no tempo de 120 horas 

de incubação da cultura, com níveis de 85,64 U/mL e em seguida começou a cair. 

Isto sugere que a produção da avicelase está diretamente ligada à cultura 

metabolicamente ativa. O crescimento exponencial do microrganismo foi iniciado 

logo após a incubação da cultura, finalizando após aproximadamente 36h de 

incubação. A partir deste tempo a velocidade de crescimento foi reduzida e a 

cultura entrou na fase estacionária. 
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Figura 1. Crescimento, pH e atividade de avicelase em função do tempo de 

cultivo de Bacillus sp. SMIA-2 em avicel (0,5% p/v) e água de maceração de milho 

(0,5% p/v) com pH inicial de 7,5 a 50 °C e 150 rpm. 

 

O pH do meio aumentou com o início do crescimento microbiano e atingiu 

cerca de 8,9 no final da fermentação. Devido à relação entre a síntese de 

avicelase e a utilização de compostos nitrogenados a variação do pH é útil para a 

monitorização da secreção da  avicelase durante a fermentação.  

Bacillus sp SMIA-2 foi capaz de usar uma variedade de fontes de carbono, 

mas a atividade da avicelase variou de acordo com cada fonte (Figura 2). A 

avicel, carboximetilcelulose e xilana foram as melhores fontes de carbono no 

presente estudo para a secreção da avicelase, enquanto que em hidratos de 

carbono facilmente metabolizáveis como a glicose, frutose, lactose e sacarose 

foram produzidos apenas níveis constitutivos de avicelase. Uma boa quantidade 

de avicelase foi produzida na presença de amido e pectina.  
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Figura 2. Crescimento (a) de Bacillus sp. e atividade (b) da avicelase usando 

diferentes fontes de carbono. A densidade ótica da cultura e a atividade da 

avicelase foram determinadas com 120 h de incubação a 50 °C e em pH inicial 

7,5. Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey em 

nível de 5% de probabilidade. 
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As espécies pertencentes ao gênero Bacillus produzem celulases e 

carboximetilcelulases (CMCase) na presença de avicel, variando a atividade de 

7,3 a 9,1 UI/mL. Alguns genes que codificam celulases nestes microrganismos já 

foram clonados e seqüenciados (Mawadza et al., 2000).  

Walter e Schrempf (1996) mostraram que entre as fontes de carbono 

testadas, só a celulose cristalina induziu a síntese de avicelase. Glicose e outras 

fontes de carbono, facilmente metabolizáveis, reprimiram a síntese avicelase. 

Além disso, foi encontrado que a Carboximetilcelulose foi uma boa fonte de 

carbono para estimular a produção de celulases por Streptomyces transformantes 

T3-1, enquanto que a glicose não teve efeito significativo estimulante.  

Por outro lado, de acordo com Susumu (1997), espécies do gênero Bacillus 

normalmente requerem carboximetilcelulose para a produção de celulases, mas a 

celulase de Bacillus sp. KSM-635 foi produzida quase constitutivamente, em 

termos de quantidade, em hidratos de carbono diferentes, e aparentemente 

nenhum padrão foi observado em relação à estrutura ou composição da fonte de 

carbono utilizada. Segundo Arijit-Das (2010), a melhor fonte de carbono para 

induzir a produção de celulases por uma cepa de Bacillus sp. termofílico foi a 

carboximetilcelulase. 

O  aumento da concentração de avicel no meio de cultura até 0,5% (p/v) 

estimulou o crescimento do microrganismo e a atividade da enzima. Em 

concentrações mais altas de avicel, a atividade da enzima foi comparativamente 

menor (Figura 3). 

 



 

 

47 

Celulose (%)

0,25 0,5 0,75 1

A
vi

ce
la

se
 (

U
/m

L
)

0

20

40

60

80

100

120

D
O

 6
0

0n
m

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

1,1

1,2

p
H

8,4

8,5

8,6

8,7

8,8

8,9

9,0

9,1

a

b

c

d

 

Figura 3. Efeito da concentração de celulose (a) e da concentração da água de 

maceração de milho (b) sobre o crescimento (�), o pH (�) do meio e da atividade 

(�) da avicelase de Bacillus sp SMIA-2, que foram cultivados em meio líquido em 

frascos agitados em pH inicial de 7,5 e 50 °C por 120h. Médias seguidas por 

letras distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de 5% de 

probabilidade. 

 

 

A fim de encontrar o nível ideal da concentração da água de maceração de 

milho, para a secreção da avicelase, suas concentrações foram variadas no meio 

de cultura. A atividade da enzima, o pH do meio e o crescimento do 

microrganismo aumentou à medida que a concentração da água de maceração 

de milho foi também aumentada até 0,5% (p/v). A partir desta concentração a 

atividade da avicelase foi reprimida e o pH do meio decresceu (Figura 4). 

O aumento da disponibilidade de nitrogênio no meio, geralmente por meio 

da adição de extrato de levedura, aumentou a produção de celulases por outras 

estirpes, incluindo espécies de Bacillus (Yasser et al., 2007). No presente 

experimento, a suplementação do meio de cultura com água de maceração de 

milho, estimulou a formação de compostos prontamente metabolizáveis, que 

podem ser utilizados para o crescimento do microrganismo e formação de 

avicelase.  
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A água de maceração do milho, resultante do processamento dos grãos de 

milho, é um subproduto rico em aminoácidos, peptídeos, em vitaminas, 

especialmente do complexo B e minerais, além de ser de baixo custo. Kona et al. 

(2001); Burkert et al. (2004) e Lee et al. (2001); sugerem a utilização da água de 

maceração de milho para a redução do custo do meio de cultura utilizado para o 

crescimento e produção de enzimas por microrganismos.  

Portanto, a utilização de avicel e a suplementação com água de maceração 

de milho, é uma alternativa interessante para a produção de avicelase por Bacillus 

sp.SMIA-2. 
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Figura 4. Efeito da concentração de celulose (a) e da concentração da água de 

maceração de milho (b) sobre o crescimento (�), o pH (�) do meio e da atividade 

(�) da avicelase de Bacillus sp SMIA-2, que foram cultivados em meio líquido em 

frascos agitados em pH inicial de 7,5 e 50 °C por 120h. Médias seguidas por 

letras distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de 5% de 

probabilidade. 

 

 

A atividade da avicelase variou de acordo com pH inicial do meio de cultura 

(Figura 5a). Os maiores níveis de crescimento e atividade enzimática foram 

encontrados em culturas cultivadas em pH 7,5-8,0. A secreção desta enzima foi 

máxima a 50 °C (Figura 5b) e foi menor nas temperaturas de 60 °C e 42 °C, que 

foram as temperaturas extremas estudadas. Zhang (2004) e colaboradores 
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encontraram valores de pH 10,5 para a produção de celulases para linhagem de 

Bacillus sp.  
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Figura 5. Efeito do pH inicial do meio (a) e da temperatura de incubação (b) sobre 

o crescimento (�), o pH (�) do meio e da atividade (�) da avicelase de Bacillus sp, 

que foram cultivados por 120 horas em frascos agitados contendo meio de 

crescimento. Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste de 

Tukey em nível de 5% de probabilidade. 
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O efeito do pH inicial na atividade e na estabilidade da avicelase foi 

avaliado na faixa de pH entre 6,0 e 10,0 (Figura 6). O pH ótimo encontrado foi  

8,5. A partir deste valor a atividade reduziu. A atividade da enzima em pH 6,0 e 

pH 9,5 foi de 43% e 58% do valor observado em pH 8,5, respectivamente. 
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Figura 6. pH ótimo (�) e estabilidade (�) da avicelase produzida por Bacillus sp, 

cultivado a 50 °C por 120 horas em frascos agitados contendo meio de 

crescimento. A atividade relativa é expressa como uma porcentagem do valor 

máximo (100% da atividade da enzima U / mL= 89,95). 

 

 
A estabilidade da avicelase aumentou à medida que os valores do pH 

também aumentaram, sendo que em pH 8,0 a enzima manteve 92% de sua 

atividade após 2 horas de incubação. Já em pH 10 cerca de 84% da atividade 

enzimática foi perdida. Assim, a avicelase de Bacillus sp. cepa SMIA-2 parece ser 

ativa em uma ampla faixa de pH.  

A avicelase produzida por um Bacillus sp. CH43 apresentou atividade ótima 

na faixa de pH de 5-7, enquanto que a enzima da cepa HR68 foi em pH 5-6,5, 

com a maior atividade em pH 6,5 para ambas as enzimas em tampão fosfato 

(Mawadza et al., 2000). A avicelase de Geobacillus stearothermophilus mostrou 

um pH ótimo de 7,0 e exibiu boa estabilidade na faixa de pH entre 5-8 (Makky, 

2010). As celulases usadas em detergentes são produzidas ou por espécies de 
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Bacillus ou por fungos do gênero Humicola. Essas celulases possuem pH ótimo 

de ação próximo a 7,0, apesar de apresentar certa tolerância a valores de pH 

mais elevados. Segundo trabalho realizado por Silva (2009) com o microrganismo 

Scytalidium thermophilummaior o pH ótimo para a atividade da avicelase foi 6,0. 

A temperatura ótima da avicelase foi determinada medindo-se a atividade 

desta enzima em temperaturas variando de 40 -100 ºC e a pH 8,5 (Figura 7a). A 

atividade enzimática aumentou até temperaturas entre 50 °C e 70 ºC. A redução 

da atividade da enzima foi observada em valores acima de 70 °C. A temperatura 

ótima desta enzima foi 70 °C, que foi maior ou semelhante ao descrito para outras 

avicelases de Bacillus (Mawadza, 2000). Segundo trabalho realizado por Silva 

(2009) com o microrganismo Scytalidium thermophilum maior a temperatura ótima 

foi de 60 °C.  

A termoestabilidade da avicelase foi determinada incubando-se a enzima 

na ausência de substrato, nas temperaturas de 70 oC, 80 ºC e 90 oC por 2 horas e 

medindo-se a atividade residual a 70 oC. A enzima manteve 59% e 40% da 

atividade original após 20 minutos de incubação a 80 ºC e 90 oC, respectivamente 

(Figura 7b). 
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Figura 7. Temperatura ótima (a) e a estabilidade (b), da avicelase produzida por 

Bacillus sp SMIA-2 cultivado a 50 °C por 120 h (100% da atividade da enzima 

95,39 = U / mL). 

 
 

A avicelase produzida pelo Geobacillus stearothermophilus teve atividade 

máxima a 50 º C, quando este microrganismo foi cultivado em bagaço de cana. 
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Além disso, a enzima apresentou boa estabilidade na faixa de temperatura de 30 

a 80 º C, quando foi utilizado o bagaço de cana. Um Bacillus sp. isolado de fontes 

de água quente tem sido utilizado para produzir celulases termoestáveis, no 

entanto, a celulase secretada por essa bactéria perdeu 30% de atividade dentro 

de 30 minutos de incubação a 70 °C (Li et al. 2008). Outro estudo mostrou que 

Bacillus sp. reteve apenas 30% da atividade da celulase quando incubada a 100 º 

C por 10 min (Makky, 2009). 

Celulases produzidas pela bactéria termofílica e celulolítica Anoxybacillus 

sp. 527 demonstraram boa atividade entre temperaturas de 50 a 70 °C com 

máxima atividade a 70 °C. Embora as atividades tenham sido drasticamente 

reduzidas a 80 °C, 25% do potencial máximo celulolítico foi ainda retido até 

mesmo a 100 °C, tornando estas enzimas muito promissoras para a engenharia 

genética de proteínas, a fim de melhorar sua tolerância para a degradação de 

celulose a altas temperaturas (Liang et al., 2010). 

O efeito do cálcio na atividade da avicelase foi determinado incubando-se a 

enzima a 70 oC e a 80 oC por 2 horas na presença deste íon na concentração de 

10mM, seguido da determinação da atividade enzimática residual (%) na 

temperatura ótima (70 ºC). Um controle, conduzido na ausência do cálcio, foi 

também feito e considerado como sendo 100% da atividade da enzima. De 

acordo com os resultados mostrados na Figura 8, o cálcio aumentou a 

estabilidade da enzima em ambas as temperaturas estudadas, sendo este 

aumento mais pronunciado para a temperatura de 70 ºC. A atividade da avicelase 

após 20 minutos de incubação a 70 ºC e a 80º C na presença do cálcio foi 34% e 

13% maior que na ausência deste íon, respectivamente.  

 Trabalhos realizados sobre o efeito de metais na atividade de celulases são 

encontrados com muita freqüência na literatura. Jonvesly e Naik (2001) 

observaram que a avicelase produzida por Bacillus JB-99 foi estimulada na 

presença de Ca+2, Mn+2 e Mg+2. Avicelases de Bacillus brevis também foram 

estimuladas por acetato de cálcio, CaCl2 e MnSO4 (Virupakshi et al., 2005).  
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Figura 8. Estabilidade da avicelase produzida por Bacillus sp SMIA-2 a 70 °C (a) 

e a 80 °C (b), na presença (�) e ausência (�) de cálcio (10mM), cultivado a 50 oC 

por 120h (100% da atividade enzimática = 98,97 U/mL). 

 

 

De acordo com Gupta et al. (2003), os ions cálcio têm sido reconhecidos 

como estabilizadores de enzimas em elevadas temperaturas, além de 
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contribuírem para o aumento da estabilidade térmica de algumas enzimas. De 

acordo com os autores, o papel do cálcio na estabilização enzimática está ligado 

à manutenção da conformação do sítio ativo da enzima em elevadas 

temperaturas. Vários pesquisadores (Ghorbel et al., 2003; Gupta, 2003; Singh et 

al., 2001) têm demonstrado que a adição de metais ao extrato bruto de algumas 

enzimas, promove o aumento da termoestabilidade das mesmas. Geralmente 

ligantes de Ca+2 se ligam aos grupos carboxílicos de asparagina e glutamina e 

essas ligações aumentam a termoestabilidade das cadeias polipeptidicas por 

redução de sua flexibilidade (Ward e Young, 1998). 

 
 
 
 

4. CONCLUSÕES 
 
 
 

Bacillus sp. SMIA-2 secretou avicelase quando cultivado em um meio 

contendo avicel como principal fonte de carbono e suplementado com a água de 

maceração de milho. A maior atividade da enzima foi observada com 120 h de 

incubação da cultura.  

A concentração da celulose microcristalina e da água de maceração de 

milho que proporcionaram a obtenção de maiores níveis de atividade da avicelase 

foi 0,5 e 0,5% (p/v), respectivamente. 

As maiores atividades da avicelase foram obtidas quando o pH inicial do 

meio e da temperatura de incubação foi 7,5 – 8,0 e 50º C, respectivamente. 

Os estudos de caracterização da avicelase revelaram que a enzima possui 

temperatura e pH para atividade ótima de 70º C e 8,5, respectivamente. A enzima 

manteve 98% e 74% de atividade quando incubada a 70 e 80 ºC por 20 min, 

respectivamente. A incubação da enzima na presença do íon cálcio aumentou a 

atividade da enzima.  
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3.2. INFLUÊNCIA DA FONTE DE CELULOSE, DO BAGAÇO DE CANA-DE-

AÇÚCAR E DA FONTE DE NITROGÊNIO NA SÍNTESE DE AVICELASE PELO 

TERMOFÍLICO Bacillus sp. SMIA-2 

 
 
 
 

RESUMO 
 
 
 
Luciana Ribeiro Coutinho de Oliveira Mansur, Meire Lelis Leal Martins  

Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF)/ Centro de Ciências e 

Tecnologias Agropecuárias (CCTA)/ Laboratório de Tecnologia de Alimentos 

(LTA). Av. Alberto Lamego, 2000, Pq. Califórnia, Campos dos Goytacazes, RJ-

Brasil, 28013-602.  

 

A atividade Avicelase pelo termofílico Bacillus sp. cepa SMIA-2 cultivado 

em meios líquidos contendo avicel como principal fonte de carbono e 

suplementado com água de maceração de milho atingiu um máximo com 120 h 

de fermentação, apresentando níveis de 94,67 U / mL. A influência de diferentes 

fontes de celulose sobre a atividade enzimática foi investigada substituindo o 

avicel do meio por carboximetilcelulose, xilana e bagaço de cana. Verificou-se que 

carboximetilcelulose e xilana foram bons indutores para a síntese de avicelase. 

Foram realizados estudos sobre a secreção da avicelase por Bacillus sp SMIA-2 

utilizando bagaço de cana tratado e não tratado com Ca (OH)2 a 50 º C. De 

acordo com os resultados obtidos a atividade máxima da enzima foi exibida com 
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bagaço de cana tratado. Dentre as fontes nitrogenadas utilizadas, a atividade 

enzimática máxima foi obtida com peptona 0,5% (p / v) no meio. 

Palavras-chave: Avicelase, bactéria termofílica, Bacillus sp, bagaço de cana-de-
açúcar. 

 
 
 
 

ABSTRACT 

 

INFLUENCE OF CELLULOSE SOURCE, SUGAR-CANE BAGASSE, AND 

NITROGEN SUPPLY IN SYNTHESIS AVICELASE BY THERMOPHILIC Bacillus 

sp. SMIA-2 

 

Luciana Ribeiro Coutinho de Oliveira Mansur, Meire Lelis Leal Martins  

Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF)/ Centro de Ciências e 

Tecnologias Agropecuárias (CCTA)/ Laboratório de Tecnologia de Alimentos 

(LTA). Av. Alberto Lamego, 2000, Pq. Califórnia, Campos dos Goytacazes, RJ-

Brasil, 28013-602.  

 

Avicelase production by thermophilic Bacillus sp strain SMIA-2 cultivated in 

containing avicel as main carbon source and supplemented with corn steep liquor 

reached a maximum at 120 h, with levels of 94,67 U/mL. The influence of the 

different cellulose sources on enzyme activity was investigated replacing the avicel 

in the medium by carboxymethylcelulose, xylan and sugar-cane bagasse. It was 

found that carboxymethycellulose and xylan were good inductor of the synthesis of 

avicelase, since higher levels of activity of this enzyme were obtained. Studies 

were carried out on the comparative study of the production of avicelase enzyme 

using sugar-cane bagasse in two different statuses (i.e. treated and untreated with 

Ca(OH)2 by thermophilic Bacillus sp SMIA-2 at 50ºC. According to the results 

obtained the maximal enzyme activity was exhibited with treated sugar-cane 

bagasse (TSCB) in comparison with the results obtained from untreated sugar-

cane bagasse (NTSCB). So, the TSCB was enhancing the Avicelase production. 

Among the various nitrogen sources used, the maximum enzyme activity was 

obtained when 0.5% (p/v) peptone was used in the medium. 
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Key-words: Avicelase, thermophilic bacterium, Bacillus sp, sugar-cane bagasse. 
 
 
 

 
1. INTRODUÇÃO 

 
 
 

 Celulases constituem um grupo de enzimas hidrolíticas capazes de 

hidrolisar celulose microcristalina. Essas enzimas são produzidas por 

microrganismos, plantas e animais e são usualmente referidas como complexo 

celulase constituído de várias enzimas distintas: �-1,4-endoglicanase (EC 

3.2.1.4), �-1,4-exoglicanase, que são representadas pelas celobioidrolases (EC 

3.2.1.91) e glucanohidrolases (EC 3.2.1.74) e o grupo representado pelas �-1,4-

glicosidases (EC 3.2.1.21) (Lynd et al., 2002).  As carboximetilcelulases (�-1,4-

endoglicanase) clivam as ligações das regiões menos compactadas (amorfa) da 

celulose, diminuindo o comprimento da fibra e gerando novas extremidades livres. 

Já as avicelases (exoglicanases) 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. Por outro lado, as �-glicosidases atuam nos resíduos de celobiose 

liberados e os hidrolisam a glicose (Phillipidis e Smith, 1995; Teeri, 1997; Bisaria e 

Ghose, 1981; Zeilinger et al., 2000; Lee et al., 2002; Lynd et al. 2002; Howard et 

al., 2003).  

 A produção de celulases por microrganismos é dependente da regulação 

por mecanismos genéticos e bioquímicos. Os baixos níveis de celulases são 

produzidos constitutivamente, mas sua síntese pode ser induzida por celulose e 

seus derivados (Sreenath et al., 2001). Tem sido verificado que os verdadeiros 

indutores de celulases são os produtos da hidrólise inicial. Estes açúcares 

resultantes agiriam como verdadeiros indutores, direta ou indiretamente, 

influenciando a ligação de proteínas ao DNA promovendo assim, a expressão dos 

genes para celulases. A presença de substratos facilmente assimiláveis, a 

repressão catabólica, o acúmulo do produto final ou fontes de carbono restritas 

podem inibir a síntese dessas enzimas (Huang e Forsberg, 1987).  
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As celulases possuem uma grande área de aplicação, como na indústria de 

alimentos, cervejas e vinhos, alimentação de animais, têxtil, polpa e papel, assim 

como na agricultura e em pesquisas (Bhat, 1997). 

 Bactérias pertencentes ao gênero Bacillus produzem celulases e 

carboximetilcelulases na presença de celulose microcristalina. Alguns genes que 

codificam celulases nestes microrganismos já foram clonados e seqüenciados 

(Mawadza et al., 2000). Essas bactérias são capazes de utilizar substâncias 

orgânicas consistindo de misturas complexas típicas de resíduos.  Com exceção 

do grupo Bacillus cereus (que inclui o Bacillus anthracis), são saprófitas 

inofensivos que não produzem toxinas e são incluídos no grupo de organismos 

geralmente reconhecidos como seguros (GRAS). (Mahmood et al.,1998). 

 A escolha de um substrato apropriado, geralmente, constitui o primeiro 

passo na otimização de um processo fermentativo, além de ser, de grande 

importância para obtenção de elevada produção enzimática. O substrato, além de 

ser fonte de carbono, fornece para o microrganismo diversos compostos indutores 

de crescimento e enzimático que agem por um prolongado período, propiciando 

uma extensão da fase de formação de produtos, que pode resultar em um 

aumento da produtividade do processo fermentativo (Haltrich et al., 1996; Kulkarni 

et al., 1999).  

 O custo das enzimas é o principal fator que determina a viabilidade 

econômica de um processo biocatalítico. Assim, o conhecimento dos mecanismos 

regulatórios de produção enzimática e das condições ótimas para obtenção do 

produto é necessário para que se possa dar um enfoque racional na produção, 

com redução de custos (Bajpai, 1997). 

 O objetivo deste trabalho foi estabelecer a melhor fonte de celulose para a 

indução da avicelase pelo termofílico Bacillus sp SMIA-2. Foram avaliadas fontes 

de celulose puras e também resíduos agrícolas ou agroindustriais. 

 
 
 
 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 
2.1. Microrganismo: O microrganismo usado nesse estudo foi uma bactéria 

termofílica, Bacillus sp cepa SMIA-2 (Souza e Martins, 2001), previamente isolada 
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de amostras de solo coletadas na cidade de Campos dos Goytacazes, no 

Laboratório de Tecnologia de Alimentos (LTA) da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense (UENF) Rio de Janeiro, Brasil.   

 

2.2. Manutenção do microrganismo: O microrganismo foi mantido em tubos de 

ensaio contendo meio TSY (triptona 20 g/L; NaCl 10 g/L; extrato  de levedura 10 

g/L; ágar 20 g/L e água 1 L), sob temperatura de refrigeração (7 °C). 

 

2.3. Meio de crescimento: O meio de cultura usado para o crescimento e 

produção de avicelase continha (g/L): Avicel (Celulose microcristalina - Sigma) 

5,0; água de maceração de milho 5,0; peptona 1,0; KCl 0,3; MgSO4 0,5; K2HPO4  

0,87; CaCl2 0,29; ZnO-2,03x10-3; FeCl3.6H2O-2,7x10-2; MnCl2.4H2O-1,0x10-2; 

CuCl2.2H2O-8,5x10-5; CoCl2.6H2O-2,4x10-3; NiCl3.6H2O-2,5x10-4 e H3BO3-3,0x10-

4.  

O meio acima foi preparado utilizando água destilada e esterilizado em 

autoclave a 121 0C por 15 minutos. O pH final foi ajustado para 7,5 com NaOH 1,0 

M, antes da esterilização.  

 

2.4. Crescimento do microrganismo: Para o preparo do inóculo o 

microrganismo foi semeado em placas de petri contendo o meio TSY. As placas 

foram incubadas em estufa QUIMIS modelo Q 315 D26 a 50 oC por 18 horas. 

Após este período, 10 mL do meio de crescimento foram transferidos para as 

placas para ressuspender as células que foram posteriormente sugadas com o 

auxílio de uma pipeta estéril. Estas células foram inoculadas em frascos 

erlenmeyers de 250mL contendo 25mL do meio de cultura descrito anteriormente 

no item 2.3, incubadas por mais 18 horas a 50 oC em “shaker” rotatório (Thermo 

forma Orbital Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm, e posteriormente 

utilizadas para inocular o meio de crescimento. Esta cultura foi considerada o 

inóculo. 

O meio de cultura foi inoculado com 2mL de uma cultura de véspera 

(inóculo) e incubado a 50 oC em um “shaker” rotatório (Thermo forma Orbital 

Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm. A intervalos de tempos pre- 

determinados foram retiradas amostras para determinação do crescimento, pH e 
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da atividade enzimática. Todos os experimentos foram realizados com três 

repetições. 

 

2.5. Medida do crescimento: A concentração celular foi medida pela turbidez do 

meio de crescimento. A turbidez foi medida em espectrofotômetro SHIMADZU 

UV-mini 1240, utilizando comprimento de onda de 600 nm. Foi subtraído do valor 

obtido o valor de densidade ótica do meio puro (branco) e o resultado foi 

considerado o valor de densidade ótica relativo ao crescimento. 

 

2.6. Determinação do pH: As variações dos valores de pH durante o crescimento 

celular foram determinadas utilizando-se o pHmetro da marca WTW pH 330.  

 

2.7. Ensaio enzimático  

2.7.1. Atividade da avicelase: Amostras em triplicata (8 mL) foram centrifugadas 

em centrífuga CENTRIFUGE 5415 C à 4.500 rpm a 5 ºC por 15 minutos para 

obtenção do extrato livre de células (sobrenadante). A atividade da avicelase foi 

determinada segundo técnica descrita por Ghose (1987), que consiste em 

conduzir a hidrólise de 1% (p/v) de celulose microcristalina (Avicel - Sigma) 

preparada em tampão Tris-HCl, pH 8,5. A reação foi iniciada pela adição de 0,5 

mL do extrato enzimático a 0,5 mL do substrato 1% (p/v) de celulose 

microcristalina (Avicel - Sigma) preparada em tampão Tris-HCl, pH 8,5 e 

procedendo a reação a 70 °C em banho-maria por 10 minutos. Após a incubação 

foi adicionado à mistura de reação 1 mL de DNS, e posteriormente colodado em 

água em ebulição por 10 minutos.  A reação foi paralisada pela imersão das 

amostras em banho de gelo pela imersão dos tubos em banho de gelo. Uma 

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

capaz de liberar 1 µmol de glicose, por minuto, por mL a 50 ºC. A quantidade de 

açúcares redutores foi determinada pelo método descrito por Miller (1959). A 

coloração desenvolvida foi medida por espectrofotômetro SHIMADZU UV-mini 

1240, utilizando comprimento de onda de 540 nm. A curva padrão foi feita 

utilizando uma solução de glicose (Merck), nas concentrações de 0,2 a 1,0 g/L. 

 O mesmo procedimento foi realizado com o controle, exceto que o 

reagente de Miller (DNS) foi adicionado juntamente com o sobrenadante e a 

solução de Avicel e esta mistura foi colocada em água em ebulição como descrito 
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anteriormente. 

 

2.8. Efeito de diferentes fontes de celulose no crescimento de Bacillus sp. 

SMIA-2 e na atividade de avicelase: A influência de diferentes fontes de 

celulose sobre o crescimento do microrganismo e sobre a atividade da avicelase 

foi estudada. O experimento foi desenvolvido, substituindo a avicel no meio de 

cultura pelas seguintes fontes 0,5%: carboximetilcelulose (Sigma), xilana (Sigma), 

bagaço de cana-de-açúcar e glicose.  

 O bagaço de cana utilizado neste trabalho foi fornecido pelos ambulantes 

da cidade de Campos dos Goytacazes, e em seguida foi levado ao laboratório 

onde foi primeiramente lavado com água destilada. Após a retirada da última água 

de lavagem, foi seco em desidratador marca Pardal em bandejas de tela à 

aproximadamente 70 °C por 48 horas. Em seguida foi triturado em moinho de 

facas tipo Wily, peneira 30 mesh, e peneirado em peneira de 60 mesh e estocado 

em saco plástico, sob refrigeração até o uso. Para facilitar o acesso das enzimas 

celulolíticas nas frações da celulose e hemicelulose, a farinha do bagaço foi 

submetida a um pré-tratamento com solução de hidróxido de cálcio (Ca(OH)2) 4%. 

Após o tratamento, o bagaço foi autoclavado a 121 °C por 30 minutos e após 12 

horas de incubação do bagaço em presença do hdróxido de cálcio na temperatura 

ambiente, este foi filtrado e lavado com água destilada previamente à sua 

esterilização até pH neutro e seco em estufa (Fasanella. 2008). 

 As soluções contendo as fontes de carbono foram esterelizadas 

separadamente em autoclave a 121 0C por 15 minutos e adicionadas 

assepticamente ao meio de cultura. As culturas foram incubadas por um período 

de 168 horas a 50 °C em um “shaker” rotatório (Thermo forma Orbital Shaker, 

Ohio, USA) operando a 150 rpm. Em intervalos de tempo determinados a 

densidade ótica, o pH e a atividade de avicelase foram determinados conforme 

descrito nos itens 2.5, 2.6 e 2.7. Foram feitas triplicatas para cada experimento. 

 

2.9. Efeito da glicose na síntese da avicelase: O microrganismo foi cultivado 

por um período de 168 horas a 50 °C em um “shaker” rotatório (Thermo forma 

Orbital Shaker, Ohio, USA) operando a 150 rpm no meio de cultura contendo 

0,5% (p/v) de avicel e suplementado com 0,5% (p/v) de água de maceração de 
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milho. Após 72 horas de incubação da cultura 0,5% (p/v) de glicose foi 

adicionada.  A densidade ótica e o pH da cultura foram determinados em 

intervalos de tempo definidos, bem como determinada a atividade da avicelase 

nos filtrados da cultura, conforme descrito nos itens 2.5, 2.6 e 2.7. 

   

2.10. Efeito das diferentes fontes de nitrogênio no crescimento de Bacillus 

sp. SMIA-2 e na atividade de avicelase: A influência das fontes de nitrogênio 

sobre o crescimento e a atividade da enzima também foi avaliada. O experimento 

foi conduzido cultivando o microrganismo no melhor meio de cultivo contendo 

como principal fonte de carbono a avicel, acrescido individualmente as seguintes 

fontes de nitrogênio: peptona (0; 0,1 e 0,5%), extrato de levedura (0,5%), extrato 

de carne (0,5%), citrato de amônio (1%), KNO3 (1%), (NH4)2SO4 (1%), NH4Cl (1%) 

e NH4NO3 (1%) . Os meios foram esterilizados em autoclave a 121oC por 15 

minutos, então foram inoculados com 2 mL do pré-inóculo e incubados a 50  oC 

por um período de 120 horas. Após este tempo a densidade ótica, pH e a 

atividade de avicelase foram dosados nos filtrados da cultura, conforme descrito 

nos itens 2.5, 2.6 e 2.7. 

 
 
 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
 

 O crescimento e a produção de avicelases por Bacillus sp SMIA-2 foram 

realizados utilizando-se inicialmente três diferentes fontes de celulose: Avicel, 

carboximetilcelulose e xilana.  A atividade da avicelase, assim como a turbidez da 

cultura e o pH do meio foram avaliados em intervalos de tempo de 24 horas. A 

máxima atividade da avicelase foi observada após 120 horas de incubação da 

cultura, para todas as três fontes de celulose utilizadas. Quando foi utilizada avicel 

como fonte de celulose a máxima atividade da avicelase foi 94,67 U/mL (Figura 

1).  Bacillus sp foi inoculado no meio de cultura contendo as diferentes fontes 

de celulose com pH inicial de 7,5. Após 72h de incubação da cultura, os meios 

tornaram-se alcalinos, atingindo valores de pH de 9,0-9,5, no final do período de 

fermentação (Figura 1).  
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Figura 1. Crescimento (�), pH (�) do meio e atividade de avicelase (�) em função 

do tempo de cultivo de Bacillus sp SMIA-2 em frascos erlenmeyers contendo 

0,5% (p/v) de água de maceração de milho e 0,5% (p/v) de avicel a 50 ºC. Médias 

seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de 5% 

de probabilidade. 

 

 

Quando foi utilizada carboximetilcelulose como a principal fonte de celulose 

a máxima atividade da avicelase foi 91,39 U/mL (Figura 2), podendo ser 

considerada também um bom indutor da síntese de avicelase por Bacillus sp 

SMIA-2. 
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Figura 2. Crescimento (�), pH (�) do meio e atividade de avicelase (�) em função 

do tempo de cultivo de Bacillus sp SMIA-2 em frascos erlenmeyers contendo 

0,5% (p/v) de água de maceração de milho e 0,5% (p/v) carboximetilcelulose a 50 

ºC. Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey em 

nível de 5% de probabilidade. 

 

 

Quando foi utilizada xilana como a principal fonte de celulose a máxima 

atividade da avicelase foi 91,32 U /mL (Figura 3), podendo ser considerada 

também um bom indutor da síntese de avicelase por Bacillus sp SMIA-2. 
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Figura 3. Crescimento (�), pH (�) do meio e atividade de avicelase (�) em função 

do tempo de cultivo de Bacillus sp SMIA-2 em frascos erlenmeyers contendo 

0,5% (p/v) de água de maceração de milho e 0,5% (p/v) de avicel (a), 

carboximetilcelulose (b) e xilana (c) a 50 ºC. Médias seguidas por letras distintas, 

diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade. 

 

 

O aumento do pH pode ser atribuído à presença de altos níveis de 

compostos orgânicos (aminoácidos e peptídeos) desaminados (Ogel et al., 2001). 

Um aumento nos valores do pH do meio de 7,0 para 9,0, foi também observado 

em culturas de Bacillus licheniformis SVD1 contendo xilana. Este microrganismo 

secretou além de xilanase, avicelase, carboximetilcelulase, pectinase e manase 

no meio de cultura (Dyk et al., 2009). Mudanças no pH do meio também foram 

observadas durante o crescimento de Scytalidium thermophilum em materiais 

lignocelulósicos. O pH aumentou de 6,5 para cerca de 8,5-9,0 no final da 

fermentação. Entretanto, este aumento não foi observado quando a avicel foi 

utilizada como fonte de celulose, onde o pH sofreu uma ligeira flutuação, mas 

permaneceu em torno da neutralidade (Ogel et al., 2001). Estudos realizados com 

meios de cultura com diferentes valores de pH, revelaram que a síntese de 

avicelase é fortemente reprimida a valores baixos de pH (Walter e Schrempf, 

1996). 
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 O crescimento celular aumentou logo após a incubação do meio de cultura.  

A atividade máxima da avicelase foi alcançada no final da fase exponencial 

(cultura contendo xilana) e na fase estacionária de crescimento (cultura contendo 

avicel e carboximetilcelulose), sugerindo que a produção desta enzima está 

associada ao crescimento do microrganismo e que a mesma foi produzida, 

quando a cultura estava metabolicamente ativa.  

 A fim de avaliar os efeitos de repressão e indução de outras fontes não 

celulósicas sobre a atividade da avicelase, Bacillus sp SMIA-2 foi cultivado em 

glicose na mesma concentração inicial de 0,5% (p/v). Como mostrado na Figura 

2, embora o microrganismo tenha crescido satisfatoriamente em glicose, baixos 

níveis de atividade da avicelase foram encontrados. Resultados similares foram 

encontrados para Bacillus sp. VG1 em que glicose inibiu fortemente a síntese de 

celulases (Singh et al., 2001). Por outro lado para a bactéria termofílica e 

celulolítica Anoxybacillus sp. 527, além da celulose, glicose também induziu a 

síntese de celulases (Liang et al., 2010). Segundo Pavle (2010), as celulases são 

fortemente inibidas pelos produtos intermediários e finais da sua hidrólise, como a 

celobiose e glicose. De acordo com estudos realizados por Sukumaran et al. 

(2005), a síntese de celulase pode ser suspensa pela influência da glicose, 

quando a geração de glicose é mais rápida que seu consumo.  

 Para estudar a repressão da síntese de avicelase por glicose em Bacillus 

sp SMIA-2, este foi cultivado em avicel e a glicose foi adicionada após 72 h de 

incubação da cultura. Como mostrado na Figura 4, 24 h após a adição da glicose 

foi observado um decréscimo de aproximadamente 45% na atividade da 

avicelase. A produção de celulases é controlada por mecanismos envolvendo 

indução e repressão catabólica como reportado para Bacillus sp. 1139, Bacillus 

sp. KSM-19, KAM-64 e KSM-520 (Fukumori et al., 1985; Shikata et al., 1990). 

Segundo Aguiar e Menezes (2000), açúcares como glicose, sacarose, 

maltose e arabinose não induzem a formação de celulase total por Aspergillus 

fumigatus. Altos níveis da enzima celulolítica foram observados quando celulose 

insolúvel foi utilizada como fonte de carbono. A regulação por glicose da produção 

de enzimas extracelulares tem sido muito estudada, e existe um efeito repressor 

deste açúcar na produção de várias enzimas como celulases, amilases e 

invertase.  
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Figura 4. Crescimento (a) e atividade de avicelase (b) em função do tempo de 

cultivo de Bacillus sp SMIA-2 em frascos erlenmeyers contendo 0,5% (p/v) de 

água de maceração de milho e 0,5% (p/v) de avicel e/ou 0,5% (p/v) de glicose a 

50 ºC. A glicose foi adicionada após 72h de incubação (�). 
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A produção de enzimas pelos microrganismos depende da disponibilidade 

da fonte de carbono e também da de nitrogênio no meio de cultura. O tipo da 

fonte de nitrogênio também afeta a produção de enzimas e para estudar este 

efeito sobre a atividade da avicelase, a fonte de nitrogênio, tanto orgânica quanto 

inorgânica, do meio de cultura foi variada.  

Silva (1998) realizou um estudo com Aspergillus phoenicis para a produção 

de avicelase, quando a concentração de peptona, variando entre 2,5 a 7,5 g/L fez 

com que a atividade enzimática aumentasse. Entretanto, quando a concentração 

de peptona diminuiu para 1,5 g/L e aumentou para 8,5 g/L, ocorreu uma baixa na 

atividade enzimática. No mesmo estudo o efeito combinado do resíduo de uva 

com a peptona promoveu o aumento da atividade enzimática. 

Segundo Ikeda et al. (2007), outras fontes de nitrogênio podem ser 

utilizadas na busca de meios de cultivo para a produção de celulases. Em 

Acremonium cellulolyticus, a utilização de uréia e (NH4)2SO4 como fontes de 

nitrogênio foram mais efetivas para o aumento da atividade de celulases totais no 

sobrenadante do cultivo do que a utilização de milhocina. 

 De acordo com trabalho realizado por Silva (2009) com o microrganismo 

Scytalidium thermophilummaior, a adição de fontes de nitrogênio inorgânicas 

favoreceu a síntese da avicelase. 

Arijit-Das (2010) a melhor fonte de nitrogênio para a produção de celulases 

por uma cepa de Bacillus sp. termofílica foi a peptona, quando comparado com 

extrato de levedura e triptona. 

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 1, a maior atividade da 

avicelase foi alcançada quando 0,5% de peptona foi utilizada dentre as várias 

fontes de nitrogênio estudadas, no meio de cultura. 
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Tabela 1. Atividade da avicelase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado a 50 oC por 120 
horas em diferentes fontes de celulose e nitrogênio. Colunas de mesma legenda 
seguidas das mesmas letras não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey 
em nível de 5% de probabilidade 
 

   
 

Avicelase (U/mL) 

 

Fonte de Nitrogênio Avicel Carboximetilcelulose Xilana 

0% Peptona 31,8647 f 32,8538 f 36,5210 g  

0,1% Peptona 55,6412 c 53,9310 b 50,1360 d 

0,5% Peptona 90,5636 a 78,4180 a 87,6230 a 

0,5% E. levedura 59,8721 b 51,3410 c 62,7510 b 

0,5% E. carne 61,2358 b 47,7510 d 57,4692 c 

1% Citrato de amônio 38,5712 e 37,5460 e 33,5210 h 

1% KNO3 32,5478 f 27,9310 g  38,7260 f 

1% NH4NO3 15,6742 g  12,7260 h 19,4080 i 

1% NH4Cl 13,4510 g  13,5360 h 14,5970 j 

1% (NH4)SO4 8,7512 h 5,4180 i 9,4310 k 

 
 

 

Resultados satisfatórios foram também encontrados quando outras fontes 

orgânicas de nitrogênio como extrato de levedura e extrato de carne foram 

utilizadas. Além disso, de uma forma geral, as fontes orgânicas de nitrogênio 

estimularam mais o crescimento do microrganismo e promoveram a obtenção de 

maiores atividades da avicelase que as fontes inorgânicas (Tabela 2). 
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Tabela 2. Densidade ótica e pH da cultura de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado a 50 
oC por 120 horas em diferentes fontes de celulose e nitrogênio. Colunas de 
mesma legenda seguidas das mesmas letras não diferem estatisticamente pelo 
Teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade 
 

 Avicel Carboximetilcelulose Xilana 

Fonte de 
Nitrogênio 

D.O 
(600nm) 

pH D.O (600nm) pH D.O 
(600nm) 

pH 

0% Peptona 1,30 c 8,98 1,41 d 8,86 1,05 d 9,07 

0,1% Peptona 1,47 b 9,13 1,47 d 8,79 1,15 c 9,57 

0,5% Peptona 1,64 a 9,34 1,66 c 8,33 1,23 b 9,49 

0,5% E. levedura 1,48 b 9,30 1,74 b 9,02 1,12 c 9,56 

0,5% E. carne 1,48 b 9,32 1,83 a 8,87 1,43 a 9,27 

1% Citrato de 
amônio 1,15 d 8,26 0,70 g  8,37 0,76 f 7,1 

1% KNO3 1,02 e 7,64 1,18 e 7,75 0,86 e 7,32 

1% NH4NO3 1,19 d 7,51 1,24 e 7,64 0,86 e 7,19 

1% NH4Cl 0,92 f 7,42 1,05 f 7,46 0,83 e 7,04 

1% (NH4)SO4 0,95 f 7,79 0,72 g  7,73 1,14 c 6,99 

 

  

 

Singh et al. (2001) também encontraram maiores atividades de celulases 

secretadas por Bacillus sp. VG1, quando peptona e triptona foram utilizadas como 

fontes de nitrogênio no meio de cultura. 

Bacillus sp SMIA-2 cresceu e sintetizou avicelase quando cultivado no 

bagaço de cana-de-açúcar como mostrado na Figura 5. A maior atividade da 

enzima (56,7 U/mL) e da densidade ótica da cultura (D.O. 600nm 1,7) foi 

encontrada quando o microrganismo foi cultivado no meio contendo 0,25% (p/v) 

de bagaço não tratado.  
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Figura 5. Efeito da concentração do bagaço de cana não tratado no crescimento 

(�) e na atividade da avicelase (�) de Bacillus sp. SMIA-2 após 120 horas de 

incubação a 50 °C e pH inicial de 7,5. Médias seguidas por letras distintas, 

diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade. 

 

 

Diversas fontes naturais complexas, como resíduos agrícolas e 

agroindustriais, têm sido utilizadas na indução de celulases, mesmo quando 

produzem níveis menores de atividade, pois possuem a vantagem de serem 

encontradas abundantemente e em baixo custo (Lee et al., 2010). De acordo com 

trabalho realizado por Aguiar e Menezes (2000), a atividade celulolítica de 

linhagens fúngicas, como A. niger, desenvolvidas em bagaço de cana-de-açúcar 

foi superior às cultivadas em carboximetilcelulose e papel de filtro. Eles também 

testaram Phanerochaete chrysosporium e Coriolus versicolor quanto à sua 

capacidade de produzir xilanase e celulase em resíduos agrícolas: bagaço de 

cana-de-açúcar tratado e não tratado, palha de trigo, espigas de milho, cascas de 

arroz e celulose em pó. Observaram que bagaço de cana-de-açúcar tratado, 

palha de trigo e espigas de milho promoveram maior indução enzimática. 

O tratamento do bagaço de cana (BCT) com uma solução de Ca(OH)2 

promoveu um aumento na atividade da avicelase, em relação ao bagaço de cana 

não tratado (BCNT) (Figura 6). Este aumento foi mais pronunciado quando 0,5% 

(p/v) de bagaço de cana tratado foi utilizado. Ressalta-se, ainda que os níveis de 

atividade da enzima obtidos (92,73 U/mL) foram similares àqueles encontrados 

quando a avicel, carboximetilcelulose e xilana foram utilizadas como substrato 

(em torno de 94 U/mL).  
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Figura 6. Efeito da concentração do bagaço de cana tratado com Ca(OH)2 no 

crescimento (�) e na atividade da avicelase (�) de Bacillus sp. SMIA-2 após 120 

horas de incubação a 50 °C e pH inicial de 7,5. Médias seguidas por letras 

distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade. 

 

 

O efeito do pré-tratamento alcalino sobre a produção de celulases por 

Penicillium reesei QM9414 foi estudada por Aiello et al. (1996) usando bagaço de 

cana-de-açúcar. A atividade das enzimas foi maior no bagaço de cana tratado. 

Entretanto, quando a avicel foi utilizada como fonte de carbono, as atividades das 

enzimas foram comparativamente maiores. A produção de avicelase pelo 

termofílico Geobacillus stearothermophilus usando bagaço de cana-de-açúcar 

tratado com uma solução de NaOH foi maior que no bagaço de cana não tratado. 

A atividade da enzima no bagaço de cana tratado alcançou níveis de até 5 vezes 

mais que no bagaço não tratado (Makky, 2009).  

Castro (2006) comparou a produção de celulases por Trichoderma reesei e 

Humicola grisea, quando cultivadas em substratos insolúveis (bagaço de cana-de-

açúcar e avicel) e solúveis (CMC e celobiose). Foi observada síntese mais lenta 

das enzimas quando fontes insolúveis foram utilizadas, especialmente a de 

origem lignocelulósica, devido a um período inicial de aclimatação das células a 
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essa matéria-prima. Já quando CMC e celobiose foram consideradas, os tempos 

correspondentes à produção enzimática máxima foram antecipados em cerca de 

50 h. Ainda, nesse estudo pode-se concluir que na síntese das enzimas do 

complexo celulolítico pelos fungos T. reesei Rut C30 e Humicola grisea var. 

thermoidea, não há correlação direta com a fonte de carbono utilizada para a 

indução, visto que mesmo quando as linhagens foram cultivadas na presença 

apenas de celobiose como substrato, Endo e Exoglicanase também foram 

excretadas pelas células, e que essa síntese não se enquadrava em caráter 

constitutivo. 

O crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 e a atividade da avicelase foram 

observados por 192 horas em meio líquido contendo 0,5% de BCT como fonte de 

carbono (Figura 7). O crescimento exponencial do microrganismo foi observado 

por um período longo de tempo, iniciando logo após a incubação da cultura e 

finalizando após 96 horas. A partir deste tempo, a cultura entrou na fase 

estacionária.  
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Figura 7: Crescimento (�), pH (�) e atividade da avicelase (�) secretada pelo 

Bacillus sp SMIA-2 cultivado em meio mineral contendo 0,5% (p/v) de BCT por 

192 horas a 50º C.  

 

 

A atividade da avicelase aumentou concomitantemente com a densidade 

ótica da cultura, alcançando a atividade máxima após 120 horas de incubação do 
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microrganismo, com níveis de 88,34 U/mL, quando o crescimento já havia sido 

cessado e a cultura se encontrava na fase estacionária. Durante esta fase, 

quando a cultura já havia alcançado a máxima produtividade enzimática, a 

atividade da avicelase foi reduzida, o que sugere que a produção desta enzima 

está associada ao crescimento e que a mesma foi produzida, quando a cultura 

estava metabolicamente ativa. 

 
 
 
 

4. CONCLUSÕES 
 
 
 

Bacillus sp. SMIA-2 foi cultivado em meio líquido contendo diferentes fontes 

de celulose. A máxima atividade da avicelase foi observada após 120 horas de 

incubação da cultura, para todas as fontes de celulose utilizadas. As máximas 

atividades das avicelases foram 94,67 U/mL (avicel), 91,39 U/mL 

(carboximetilcelulose) e 91,32 U /mL (xilana). Portanto, as três fontes de celulose 

podem ser consideradas como bons indutores da síntese de avicelase por esse 

microrganismo. 

A fim de avaliar os efeitos de repressão e indução de outras fontes não 

celulósicas sobre a atividade da avicelase, o Bacillus sp SMIA-2 foi cultivado em 

glicose na concentração inicial de 0,5% (p/v). Embora o microrganismo tenha 

crescido satisfatoriamente em glicose, baixa atividade da avicelase foi 

encontrada. Quando o microrganismo foi cultivado em meios contendo bagaço de 

cana tratado e não tratado, a avicelase alcançou atividade máxima após 120 

horas de incubação do microrganismo em meio contendo 0,5% de bagaço 

tratado, com níveis de 88,34 U/mL. 

De acordo com os resultados foi observado que dentre as várias fontes de 

nitrogênio estudadas, a maior atividade da avicelase foi alcançada com 0,5% de 

peptona no meio de cultura.  
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4. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

A influência das condições de cultivo sobre produção da avicelase pelo 

termofílico Bacillus sp. SMIA-2, e algumas propriedades da enzima foram 

estudadas. 

Bacillus sp. SMIA-2 produziu avicelase quando cultivado em um meio 

contendo celulose microcristalina e água de maceração de milho. A maior 

atividade da enzima foi observada com 120 h de incubação da cultura.  

A concentração da celulose microcristalina e da água de maceração de 

milho que proporcionaram a obtenção de maiores níveis de atividade da avicelase 

foi 0,5 e 0,5% (p/v), respectivamente. 

As maiores atividades da avicelase foram obtidas quando o pH inicial do 

meio e da temperatura de incubação foram 7,5 – 8,0 e 50º C, respectivamente. 

Os estudos de caracterização da avicelase revelaram que a enzima possui 

temperatura e pH para atividade ótima de 70º C e 8,5, respectivamente. A enzima 

manteve 98% e 74% de atividade quando incubada a 70 e 80 ºC por 20 min, 

respectivamente. A incubação da enzima na presença do íon cálcio aumentou a 

atividade da enzima.  

No segundo trabalho Bacillus sp. SMIA-2 foi cultivado em meio líquido 

contendo diferentes fontes de celulose, a máxima atividade da avicelase foi 

observada após 120 horas de incubação da cultura, para todas as três fontes de 

celulose utilizadas. As máximas atividades das avicelases foram 94,67 U/mL 

(avicel), 91,39 U/mL (carboximetilcelulose) e 91,32 U /mL (xilana). Portanto, as 
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três fontes de celulose podem ser consideradas como bons indutores da síntese 

de avicelase por esse microrganismo. 

A fim de avaliar os efeitos de repressão e indução de outras fontes não 

celulósicas sobre a atividade da avicelase, Bacillus sp SMIA-2 foi cultivado em 

glicose na mesma concentração inicial de 0,5% (p/v). Embora o microrganismo 

tenha crescido satisfatoriamente em glicose, baixos níveis de atividade da 

avicelase foram encontrados.  

Quando o microrganismo foi cultivado em meios contendo bagaço de cana 

tratado e não tratado, a avicelase alcançou atividade máxima após 120 horas de 

incubação do microrganismo em meio contendo 0,5% de bagaço tratado, com 

níveis de 88,34 U/mL. 

De acordo com os resultados foi observado que dentre as várias fontes de 

nitrogênio estudadas, a maior atividade da avicelase foi alcançada quando 0,5% 

de peptona foi utilizada no meio de cultura.
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