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RESUMO 

 

 

A aplicabilidade das celulases é muito relevante em diversos setores industriais, contudo, o 

seu alto custo de produção tem sido um dos principais desafios enfrentados pelo comércio de 

enzimas. O presente estudo teve por objetivo otimizar as condições de cultivo de Bacillus 

licheniformis BCLLNF-01, uma cepa associada ao muco do zoantídeo Palythoa caribaeorum 

(Cnidaria, Anthozoa) para produção de celulase. O microrganismo foi preservado por 

liofilização (células totais) e por secagem em discos de papel (esporos), sendo estes últimos 

utilizados como inóculo nos experimentos de fermentação. Para definir a melhor condição de 

cultivo do inóculo, foram realizados experimentos com o meio BLM (Basic Liquid Media) 

suplementado em três condições distintas: 0,5% de carboximetilcelulose (CMC), 1% de 

glicose e 1% de glicose + 1% de caseína. Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers de 

500 mL de capacidade contendo 150 mL do meio, sendo cada frasco semeado com um disco 

de papel contendo a cultura esporulada e incubado a 30 °C, pH 6,5 e agitação de 200 rpm. A 

melhor condição definida para a obtenção do inóculo foi a suplementação com CMC a 0,5%, 

que iniciou a fase exponencial de cultivo com 14 h. Com o objetivo de analisar o padrão de 

distribuição de celulases sintetizadas por B. licheniformis BCLLNF-01, as atividades de 

celulase total e de carboximetilcelulase (CMCase) foram investigadas em diferentes frações 

do cultivo (sobrenadante, conteúdo intracelular e conteúdo de parede), sendo este realizado 

em tubos de 50 mL de capacidade contendo 19 mL de meio BLM suplementado com 1,5% de 

CMC, 5,5% de inóculo, a 40 oC, pH 6,5, 500 rpm por 72 h. A maior atividade foi registrada 

no sobrenadante. Para os ensaios de otimização, foi utilizado um Delineamento Composto 

Central Rotacional (DCCR) 2³ para investigar a influência das variáveis concentração da fonte 

de carbono (CMC), concentração do inóculo e temperatura sobre a produção de CMCase. Os 

resultados demonstraram que a concentração de CMC e a temperatura foram significativas 

para 95% de confiança estatística, atingindo-se uma atividade enzimática máxima de 0,493 

UI/mL com 96 h de cultivo, concentração de CMC de 1,5 % e temperatura ótima de 40 oC.  

 

Palavras-Chave: Enzima. Planejamento Experimental. Carboximetilcelulase. 

Carboximetilcelulose. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

The applicability of cellulases is relevant in many industrial sectors; however, its high cost of 

production has been one of the main challenges faced by the enzyme trade. The objective of 

the present study was to optimize the culture conditions of Bacillus licheniformis BCLLNF-

01, a strain associated with mucus from the zoanthid Palythoa caribaeorum (Cnidaria, 

Anthozoa) for cellulase production. The microorganism was preserved by lyophilization (total 

cells) and by drying on paper disks (spores), the latter being used as inoculum in the 

fermentation experiments. In order to define the inoculum culture conditions, a BLM (Basic 

Liquid Media) media supplemented in three different conditions (0.5% 

carboxymethylcellulose - CMC, 1% glucose and 1% glucose + 1% of casein) were 

investigated. Cultures were carried out in 500 mL Erlenmeyer flasks containing 150 mL of the 

medium, and each flask was inoculated with a paper disc containing sporulated culture and 

incubated at 30 °C, pH 6.5 at 200 rpm. The best defined condition for obtaining the inoculum 

was the supplementation with 0.5% CMC, which initiated the exponential phase after 14 h. In 

order to analyze the cellulase distribution pattern synthesized by B. licheniformis BCLLNF-

01, total cellulase and carboxymethylcellulase (CMCase) activities were investigated in 

different culture fractions (supernatant, intracellular content and wall content). The assays 

were performed using BLM medium supplemented with 1.5% CMC, 5.5% inoculum, at 40 

oC, pH 6.5, 500 rpm for 72 h. The highest activity was recorded in the supernatant. For the 

optimization tests, a Rotational Central Compound Design (RCCD) 2³ was used to investigate 

the influence of the variables carbon concentration (CMC), concentration of inoculum and 

temperature on the production of CMCase. The results showed that the concentration of CMC 

and temperature were significant at 95% statistical confidence, reaching a maximum 

enzymatic activity of 0.493 IU/mL with 96 h of culture, CMC concentration of 1.5% and 

optimum temperature of 40 °C. 

 

Keywords: Enzyme. Experimental Planning. Carboxymethylcellulase. 

Carboxymethylcellulose. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As enzimas constituem um grupo de moléculas indispensáveis a vários setores 

industriais, onde as de origem microbiana destacam-se por se manterem funcionais sob 

diversas condições físicas e químicas. Como catalisadores, essas moléculas reduzem o tempo 

necessário para obtenção do produto desejado e conferem características que lhes agregam 

valor. O emprego de enzimas na indústria é considerado como uma tecnologia limpa, pois 

reduz o uso de energia, água e resíduos químicos, diminuindo os impactos ambientais 

causados por processos convencionais (LEHNINGER; NELSON, 2002, COTRINO; 

ORDONEZ, 2011, SINGH et al., 2016). 

 As enzimas celulolíticas têm ganhado destaque por sua participação na hidrólise da 

biomassa lignocelulósica, possibilitando a obtenção do etanol de segunda geração que 

atualmente é considerado como uma alternativa para a redução dos resíduos agroindustriais e 

substituição dos combustíveis fósseis. No bagaço de cana de açúcar, uma das principais 

matérias-primas para o etanol de segunda geração, a celulose representa cerca de 45 % de sua 

massa total, sendo a hidrólise enzimática uma importante etapa na obtenção de açúcares 

fermentescíveis (CATOLICO et al., 2015).  

Além da aplicabilidade no setor sucroalcooleiro, as celulases são importantes 

ferramentas para a indústria de polpa e papel, têxtil, farmacêutica, detergente e alimentícia. 

Na hidrólise da celulose, biopolímero mais abundante encontrado na natureza, o complexo 

enzimático formado pelas enzimas celulolíticas (endoglucanase, exoglucanase e ß-

glucosidase), seja individual ou em associação com outras enzimas como as xilanases, 

potencializa os processos de extração de sucos de fruta, metabólitos secundários, 

melhoramento de ração animal e extração de corantes de origem vegetal (SINGH et al., 

2016). 

 Apesar da relevância industrial das celulases, o custo de produção é um dos principais 

desafios enfrentados pela indústria. Assim, investigações voltadas à produção dessas enzimas 

são um processo contínuo, com ênfase tanto em bioprospecção, objetivando a triagem de 

microrganismos celulolíticos, quanto na análise de fatores que influenciam em sua síntese. 

Selecionar o microrganismo e a condição ideal para a síntese da enzima de interesse é 

indispensável, sendo a otimização do processo de cultivo uma das etapas para que parâmetros 

como temperatura, pH, tamanho de inóculo, aeração, agitação e composição do meio de 

crescimento possam ser definidos de forma a aumentar a quantidade de enzima produzida e 
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diminuir o custo de produção (ACHARYA; CHAUDHARY, 2012; KIIO et al., 2016; ROSA 

et al., 2017).  

Com o objetivo de superar o desafio de produção das celulases em escala comercial, 

pesquisadores têm focado cada vez mais na busca por microrganismos em diferentes habitat, 

considerando que as condições físico-químicas do ambiente conferem às enzimas 

propriedades como termoestabilidade e haloalcalinidade (AZADIAN et al., 2016). Diferentes 

substratos são investigados quanto à capacidade de indução da síntese das enzimas 

celulolíticas, a qual pode ser direcionada tanto para produção do complexo enzimático 

(endoglucanase, exoglucanase e ß-glucosidase) quanto para um grupo específico de celulases; 

além disso, também são avaliados os parâmetros físico-químicos e nutricionais (KARIM et 

al., 2015; NALLUSAMY et al., 2016).  

 Diversos microrganismos são relatados como produtores de celulases, dentre estes, 

representantes dos gêneros Trichoderma e Aspergillus, com celulases comercializadas pela 

Novozymes®, empresa que detém mais de 40% do mercado mundial de enzimas. O gênero 

Bacillus também é amplamente investigado e espécies como Bacillus subtilis e Bacillus 

cereus são notificadas como produtoras de celulases. Dentre os representantes do gênero, 

Bacillus licheniformis tem despertado o interesse biotecnológico por sintetizar enzimas 

empregadas em processos de panificação, fabricação de bebidas, detergentes, processamento 

de couro, hidrólise de resíduos lignocelulósicos (NEMA et al., 2015; KAZEEM et al., 2016; 

SINGH et al., 2016 a; SREENA et al., 2018). 

Melo (2017) isolou Bacillus spp. associados ao muco de diferentes colônias do 

zoantídeo Palythoa caribaeorum (Cnidaria, Anthozoa) na Praia de Porto de Galinhas-PE, 

identificando as cepas por meio de análise de caracteres microscópicos e técnicas da biologia 

molecular. Também investigou a capacidade de produção de enzimas hidrolíticas 

extracelulares por esses microrganismos e a cepa identificada como Bacillus licheniformis 

BCLLNF-01 destacou-se como uma boa produtora de celulase. Esta bactéria pertencente à 

família Bacillacea, é Gram-positiva, esporulada, e forma colônias que apresentam um aspecto 

de líquen. Atualmente, encontra-se conservada na forma liofilizada e em discos de papel no 

Laboratório de Bioprocessos da Universidade Federal de Pernambuco-Centro Acadêmico de 

Vitória (UFPE/CAV). Considerando o potencial biotecnológico da espécie B. licheniformis e 

a relevância das celulases, este trabalho se propôs a otimizar a produção de celulase por B. 

licheniformis BCLLNF-01.  
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1.1 Objetivos 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Estabelecer a condição ótima para produção de celulase por B. licheniformis 

BCLLNF-01. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Preservar a cepa por método de secagem em discos de papel e liofilização; 

 Determinar o meio de cultivo mais adequado para o desenvolvimento do inóculo; 

 Determinar a distribuição da atividade de celulases de B. licheniformis BCLLNF-01 

em diferentes frações do cultivo; 

 Analisar o efeito do tamanho do inóculo, da concentração da fonte de carbono (CMC) 

e da temperatura sobre a produção de CMCase por B. licheniformis BCLLNF-01. 

 

1.2 Revisão da Literatura 

 

1.2.1 Celulose 

 

A celulose é abundantemente encontrada na natureza como principal componente 

estrutural da parede celular dos vegetais. Seu percentual é variável, podendo corresponder a 

cerca de 85 % da biomassa de espécies lenhosas (CORALES et al., 2015). O papel 

desempenhado por esse polissacarídeo justifica sua importância tanto sobre aspectos 

ecológicos, uma vez que é a base da alimentação de herbívoros e participa do ciclo do 

carbono, quanto econômicos. Só em 2015 a indústria de celulose (polpa) teve movimentação 

mundial de cerca de 572,50 bilhões de dólares por tonelada exportada, onde o Brasil liderou o 

ranking exportando mais de 10,6 milhões de toneladas (MOURA et al., 2018). De acordo 

com o Ibá (Indústria brasileira de árvores), uma associação responsável pela representação 

institucional da cadeia produtiva de árvores plantadas, o Brasil é o segundo maior produtor de 

celulose do mundo, com 19,5 milhões de ton produzidas em 2018, dos quais 13,065 ton foram 

destinadas à exportação, um indicativo da expansão do mercado brasileiro neste segmento. 

A celulose é um polímero formado por uma cadeia linear com numerosas unidades de 

D-glicose unidas por ligações do tipo β-1,4 glicosídicas, onde a unidade repetida é a 
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celobiose. A fibra de celulose está estruturalmente organizada em macrofibrilas, as quais são 

compostas por microfibrilas que variam de 10 a 25 nn de diâmetro e que são resultantes do 

empacotamento de moléculas de celulose. As moléculas de celulose apresentam regiões 

ordenadas (micelas) e desordenadas ou amorfas (sem formação de micelas), sendo que as 

primeiras conferem à fibra de celulose maior resistência e impermeabilidade, até mesmo para 

moléculas pequenas como a água, sendo responsável por sua característica cristalina (RAVEN 

et al., 2008). Na Figura 1.1 é apresentada a organização estrutural da molécula e da fibra de 

celulose. 

 

Figura 1.1 - Representação esquemática da celulose 

 

Fonte: Adaptado de Raven et al. (2008). 

 

1.2.2. Celulases 

 

As celulases pertencem ao grupo das glicosil-hidrolases, atualmente formado por 162 

famílias (CAZy; http://www.cazy.org). Essas enzimas são responsáveis pela hidrólise das 

ligações β-1,4 glicosídicas da celulose, a qual requer pelo menos a atuação de três grupos 

enzimáticos, a saber, endoglucanases, exoglucanases e ß-glicosidases que agem em 

sinergismo rompendo estas ligações e liberando açúcares solúveis (VILELA, 2013). 

As endoglucanases (endo-1,4-ß-glucanase EC 3.2.1.14), também conhecidas como 

carboximetilcelulases, são as enzimas do complexo celulolítico que iniciam a hidrólise da 

celulose. Atuam na região interna da estrutura amorfa, e como resultado ocorre a liberação de 
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oligossacarídeos de tamanhos variados. As exoglucanases incluem as 1,4-ß-D-

glucanglucanohidrolases GHs (EC 3.2.1.74), responsáveis pela liberação de glicose, e as 1,4-

ß-D-glucancelobiohidrolases CBHs (EC 3.2.1.91), que ainda podem ser divididas em dois 

tipos: CBH I (atuam nos terminais redutores) e CBH II (atuam nos terminais não-redutores), 

sendo responsáveis pela liberação de celobiose. As ß-glicosidases (1,4 ß-D-glicosidase EC 

3.2.1.21) são responsáveis pelo rompimento das ligações da celodextrina e celobiose, tendo 

como produto final moléculas de glicose (LYND et al., 2002; CASTRO, 2010; DOBREV e 

ZHEKOVA, 2012; VILELA, 2013). A Figura 1.2 esquematiza o sistema de ação das celulases 

na hidrólise da celulose. 

 

Figura 1.2 - Modelo esquemático da atuação das enzimas celulolíticas 

 

Fonte: (CASTRO, 2010). 

 

1.2.3 O Gênero Bacillus 

 

O gênero Bacillus compreende microrganismos com características morfológicas e 

bioquímicas diversas. São bastonetes com extremidades retas ou arredondadas, esporulados, 

Gram-positivos ou Gram variáveis (coloração de Gram não é positiva nos cultivos jovens), 

com tamanhos entre 0,5 x 1,2 µm e 2,5 x 10 µm. Alguns representantes como B. anthracis, B. 

licheniformis, B. megaterium e B. subtilis são formadores de cápsula. Podem ser aeróbios ou 

anaeróbios, geralmente móveis, com exceções como B. anthracis e B. mycoides (GOMES, 

2013). 

A grande diversidade morfológica, bioquímica e a formação de esporos de resistência 

tem garantido ao gênero Bacillus uma ampla distribuição, com representantes encontrados nos 
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mais variados ambientes. Pindi et al. (2014) isolaram sete cepas de Bacillus a partir da 

rizosfera de plantas de algodão; Chantarasiri (2015) isolou B. cereus JD0404 a partir de 

sedimentos de mangue; El-Gayar (2017) isolou B.subtilis a partir de amostras de água de 

torneira, Yd et al. (2019) isolaram Bacillus a partir de fontes termais na Índia. Dentre os 

ambientes ocupados pelos Bacillus o meio marinho tem despertado interesse, visto que 

oferece condições físicas e químicas extremas (temperatura, pH, salinidade, densidade de luz, 

disponibilidade de nutrientes), tornando esses microrganismos fontes de moléculas bioativas 

com características distintas das suas homólogas terrestres (BAHARUM et al., 2010; WANG 

et al., 2016). 

Espécies marinhas têm sido isoladas e estudadas quanto à síntese de enzimas e outros 

metabólitos de importância industrial. Annamalai et al. (2012) purificaram e caracterizaram 

uma celulase produzida por B. licheniformis AU01 isolado de sedimentos marinhos, e a 

enzima demonstrou características termostáveis e estabilidade em pH alcalino, retendo sua 

atividade em mais de 80 % a 80 °C e pH 12, propriedades relevantes para o emprego na 

indústria de detergentes. Bastos et al. (2013) isolaram três cepas de Bacillus sp. a partir da 

esponja Petromica citrina, as quais demonstraram atividade antiviral, dando possibilidade do 

emprego desses microrganismos na indústria farmacêutica para a produção de drogas contra o 

vírus da hepatite C. Veras et al. (2018) estudaram a síntese multienzimática de protease, 

amilase, celulase e xilanase e observaram que dentre 12 cepas isoladas a partir de recifes de 

coral, a cepa identificada como B. subtillis SR60 conseguiu produzir todas as enzimas em 

condições de alta salinidade. O conjunto de características atribuídas aos metabólitos 

sintetizados por Bacillus marinhos os tornam uma fonte de novas moléculas para aplicação 

industrial. 

 

1.2.4 Bacillus licheniformis e a produção de enzimas 

 

Bacillus licheniformis é um microrganismo Gram-positivo, capsulado e produtor de 

estruturas de resistência denominadas endósporos. Suas colônias caracterizam-se pelo formato 

de líquen e por apresentarem um aspecto seco. Graças à disseminação dos seus endósporos, a 

espécie tem sido encontrada em diversos ambientes, sendo isolada a partir de amostras de 

solo, lagos, animais e vegetação (ACHARYA; CHAUDHARY, 2012; GOMES, 2013; 

MELO, 2017). O potencial biotecnológico da espécie baseia-se na capacidade de síntese de 

metabólitos com aplicações farmacêutica, agrícola, em processos de biorremediação e de 
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várias enzimas de importância industrial (ALVAREZ- ORDOÑEZ et al., 2013; SEO et al., 

2014; LEÃO et al., 2016; LIU et al., 2016). 

Um dos principais objetivos dos estudos de isolamento e caracterização de cepas de B. 

licheniformis é a prospecção de enzimas que atendam às necessidades industriais. Em 

experimentos conduzidos com B. licheniformis P11(c) por Bajaj e Manhas (2012), observou-

se que o isolado conseguiu metabolizar diversos tipos de resíduos agrícolas como fonte de 

carbono (farelo de trigo, cevada, farelo de arroz, casca de arroz, farinha de milho) e diferentes 

fontes de nitrogênio (extrato de levedura, caseína, peptona) produzindo xilanase, enzima com 

potencial aplicação na indústria de bebidas. 

Seo et al. (2014) conduziram um experimento no qual B. licheniformis foi cultivado 

em frascos com volume de 100 mL de meio de cultura à base de sais acrescido de 1% de 

distintos resíduos agrícolas (grãos secos de destilaria com solúveis, farelo de trigo, farelo de 

palmeira e farelo de coco) durante um período de quatro dias a 37 °C. Sob estas condições, foi 

observado que o microrganismo foi capaz de produzir concomitantemente xilanase, 

endoglucanase e ß-glucosidase, enzimas envolvidas na hidrólise da celulose e da 

hemicelulose. 

A produção de lacase por B. licheniformis também tem sido notificada. Lu et al. 

(2013) realizaram uma triagem, onde cinco microrganismos demonstraram alta capacidade de 

síntese de lacase. Dentre estes, a cepa identificada como B. licheniformis LSO4 foi 

selecionada para as demais etapas do estudo, com registro de uma lacase com tolerância a 

NaCl, solventes orgânicos como metanol, etanol e propriedades termostáveis e alcalino 

tolerantes. 

Ghani et al. (2013) isolaram e caracterizaram 35 cepas do gênero Bacillus, 

identificando dentre estas cinco isolados como B. licheniformis. Os resultados dos ensaios 

constataram que as cinco cepas foram capazes de produzir, dentre outras enzimas, α-amilase e 

glucoamilase. Deljou e Arezi (2017) realizaram uma triagem com três cepas bacterianas 

isoladas de uma fonte termal localizada em Quinarje (Província de Ardebil, Irã) e B. 

licheniformis-AZ2 apresentou a mais alta produção de amilase, sendo assim selecionada para 

a etapa de otimização da atividade amilolítica. Recentemente, Ali et al. (2018) isolaram e 

identificaram quatro sub-cepas de B. licheniformis a partir de amostras de solo. Em seus 

achados, os microrganismos demonstraram atividade amilolítica ao serem cultivados em 

placas com Ágar-Amido, sintetizando uma α-amilase com características termostáveis e 

alcalina. 
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As pectinases são outro grupo de enzimas sintetizadas por B. licheniformis. Hehman et 

al. (2015) conduziram um ensaio de triagem com 23 cepas isoladas de vegetais estragados, 

solo e outras fontes a fim de selecionar microrganismos com potencial pectinolítico. Dentre 

estes, apenas três foram capazes de sintetizar pectinase, sendo a maior atividade de produção 

desempenhada pela cepa identificada como B. licheniformis KIBGE-IB21. Madu (2016) 

trabalhou com foco na purificação e caracterização de uma pectinase proveniente de uma cepa 

de B. licheniformis isolada de resíduos de mandioca, investigando, dentre outros fatores, a 

temperatura de estabilidade, pH e inibidores. Bib et al. (2018) realizaram o isolamento de 

microrganismos provenientes de amostras de solo, resíduo têxtil, frutas e vegetais estragados 

e ao executar o ensaio para atividade de pectinase, apenas uma cepa demonstrou maior 

produção, sendo esta posteriormente identificada como B. licheniformis. 

 A síntese de proteases por B. licheniformis também tem sido relatada. Inca-Torre et al. 

(2018) trabalharam com a cepa B. licheniformis 21415 utilizando um meio formulado com 

lodo de esgoto e registraram, além da atividade de lipases e celulases, a presença de proteases. 

Hashem et al. (2018) realizaram ensaios com a cepa identificada como B. licheniformis 

ALW1, e obtiveram atividade de queratinase, a qual foi melhorada após otimização das 

variáveis pH, temperatura e concentração do substrato. Sonune e Garobe (2018) isolaram 34 

microrganismos provenientes de amostras de águas residuais e lodo, dentre os quais cinco 

foram selecionados para as etapas de identificação e potencial uso em processos de 

biorremediação. Em seus achados, B. licheniformis NW6, além de produzir protease, 

destacou-se na síntese de lípase, com formação de um halo de 41 mm após 72 h de incubação. 

 B. licheniformis também são notificados como produtores de quitinase, enzima 

envolvida na degradação de quitina. Larib Habich et al. (2015) realizaram uma triagem a 

partir de amostras de águas residuais provenientes de uma indústria de alimentos aquáticos, 

onde várias cepas demonstraram atividade de quitinase, com destaque para a cepa B. 

licheniformis LHH100.A diversidade de enzimas sintetizadas pela espécie B. licheniformis 

tem justificado as pesquisas voltadas para prospecção e otimização de parâmetros de produção 

dessas moléculas. 

 

1.2.5 Produção de celulases por B. licheniformis 

 

Há uma ampla gama de pesquisas que relatam a produção de celulases por diversos 

microrganismos. Fungos pertencentes aos gêneros Trichoderma, Streptomyces e Aspergillus 
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tem sido reportados como produtores de enzimas do complexo celulolítico. O gênero Bacillus 

também é bastante relevante, com destaque para B. licheniformis (BANSAL et al., 2012; 

VILELA, 2013; KARIM et al., 2015; NEMA et al., 2015; BISCHOF et al., 2016). 

Acharya e Chaudhary (2012) analisaram os efeitos de fatores nutricionais (fonte de 

nitrogênio) e ambientais (pH, temperatura, período de incubação) sobre a produção de 

celulase por Bacillus sp. MVS3 e B. licheniformis MVS1 isolados a partir de amostras de 

água coletadas em uma fonte termal em Maharashtra, India e constataram que B. licheniformis 

MVS1 apresentou melhor desempenho na produção da referida enzima. 

Karim et al. (2015) analisaram a produção da endo-1,4-ß-D-glucanase por B. 

licheniformis KIBEG-IB2 com ênfase em fatores físicos (pH, tempo, temperatura), químicos 

(macro e micronutrientes) e diferentes fontes de carbono e de nitrogênio. A produção máxima 

da referida enzima foi encontrada após um período de 48 h de incubação, sendo a temperatura 

de 37 °C e o pH 6,0 considerados como ótimos e o meio de cultura composto por (g.L-1) 

carboximetilcelulose, 5,0; peptona, 15,0; extrato de levedura, 15,0; CaCl2.2H2O, 0,001; 

FeSO4.7H2O, 0,001; K2HPO4, 5,0; NaH2PO4, 5,0 e MgSO4.7H2O, 1,0, como o mais indicado 

para potencializar a produção da endo-1,4-ß-glucanase. 

Gupta et al. (2015) realizaram uma triagem de microrganismos produtores de celulases 

com 14 isolados. Dentre estes, apenas cinco demonstraram potencial celulolítico, sendo a 

maior atividade atribuída à cepa identificada como B. licheniformis K-3, com produção de 1,1 

UI/mL-1 quando o substrato utilizado foi o farelo de trigo. Os autores ressaltam que as 

celulases sintetizadas pela cepa apresentaram características desejáveis pela indústria, como 

estabilidade a uma ampla faixa de pH (4-10) e temperatura (50-100 °C). 

Shajahan et al. (2017), ao investigarem a otimização da produção de celulase pela cepa 

identificada como B. licheniformis NCIM 5556, isolada de uma fonte termal em Maharashtra 

(India), observaram que a condição ótima para a produção da enzima foi alcançada mediante a 

utilização de um meio de cultura composto por 19,21 g/L de carboximetilcelulose, 25,06 

mg/L de CaCl2.6H2O, 2,96 mL/L de tween-20, sendo a temperatura ideal de 43,3 °C. Os 

autores ressaltaram que o meio otimizado proporcionou uma produção três vezes maior 

quando comparado com o meio basal. 

Melo (2017) conduziu um experimento com várias espécies do gênero Bacillus 

isoladas a partir do muco de diferentes colônias do zoantídeo Palythoa caribaeorum 

(Cnidaria, Anthozoa) e identificou quatro cepas como B. licheniformis. Estas foram cultivadas 

em meio sólido com adição de filtro de papel como substrato específico para celulase, e 
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demonstraram forte atividade enzimática de acordo com o índice de Pz (cálculo da zona de 

precipitação), o qual foi utilizado para calcular a razão entre o diâmetro da colônia e o 

diâmetro do halo de hidrólise. Diante dos resultados, os isolados foram classificados pelo 

autor como bons produtores de celulase.  

Chen et al. (2017) conduziram um estudo com B. licheniformis CGMCC 2876 

produtora de β-glucosidase, enzima do complexo celulolítico. Os autores focaram na 

caracterização da enzima e sua relação com a hidrólise de um polissacarídeo biofloculante 

também sintetizado pela cepa. 

Tariq et al. (2018) isolaram microrganismos a partir de amostras de solo de jardim, 

onde restos de grama e outros vegetais eram queimados, com o objetivo de avaliar a 

capacidade de produção de celulases termostáveis. Sete cepas identificadas como B. 

licheniformis demonstraram atividade celulolítica, dentre as quais, B. licheniformis RT-17 se 

destacou com produção promissora a 50 °C. Diante do exposto, a síntese de celulases por B. 

licheniformis é inquestionável tornando a espécie uma importante fonte de enzimas 

celulolíticas.  

 

1.2.6 Parâmetros que influenciam a síntese e atividade de celulases 

 

 A síntese e a atividade das celulases microbianas são influenciadas por diversos fatores. 

Uma ampla faixa de temperatura tem sido descrita para a síntese de celulases por bactérias do 

gênero Bacillus. Nirmala e Sindhum (2011) conduziram um estudo com B. circulans e 

registraram 45 °C como a temperatura ótima para a síntese de endoglucanase. Para a cepa 

identificada como B. licheniformis AU01 e estudada por Annamalai et al. (2012), a 

temperatura ótima nos ensaios foi de 50 °C, enquanto Deka et al. (2013) observaram que para 

B. subtillis AS3 a temperatura ideal para síntese enzimática foi de 39 °C. Nandimath et al. 

(2016) relataram a condição ótima para a celulase produzida por Bacillus sp. na temperatura 

de 30 °C. Recentemente, Sreena et al. (2018) realizaram um experimento de otimização 

conduzido com B. subtillis UM S1 e concluíram que o cultivo realizado a 40 °C foi a 

condição ótima para síntese de CMCase. 

O pH ótimo para produção de celulases também varia, sendo observados valores entre 5 

e 9. Para B. licheniformis, os valores ótimos de pH inicial registrados são 5, 6, 6,5 e 9 

(ACHARYA; CHAUDHARY, 2012; ALI MOHAMED et al., 2015; DAVE et al., 2015; 

KIIO et al., 2016), enquanto que para B. subtilis e B. amyloliquefaciens a maior produção de 

celulases tem sido registrada a pH 7.0 (YE et al., 2017; SREENA et al., 2018). 
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A atividade de celulases pode ser induzida ou inibida na presença de certos íons, como 

relatado por Nema et al. (2015), que conduziram um estudo com B. cereus e observaram que 

íons metálicos como Co2+ e Mn2+ são agentes ativadores da atividade enzimática, enquanto o 

íon Fe3+ (independente da concentração utilizada) mostrou-se como agente inibidor. Padilha et 

al. (2015) analisaram a atividade de celulase produzida por Bacillus sp. C1AC5507 na 

presença dos íons Co2+, Mn2+, Ca2+, Fe3+e Cu2+, e observaram que todos os íons induziram a 

atividade enzimática, exceto Cu2+. Chantarasiri (2015) também relataram melhora na 

atividade de celulases sintetizadas por B. cereus JDO404 na presença de Mn2+. 

O tamanho do inóculo também é um dos fatores que influencia a produção de celulases. 

Diversos tamanhos de inóculo têm sido empregados, contudo os relatos são de que as 

melhores concentrações estão na faixa de 1 a 5% (ACHARYA; CHAUDHARY, 2012; ALI 

MOHAMED et al. 2015; KAZEEM et al. 2016; SHAJAHAN et al. 2017). 

A influência das fontes de carbono e nitrogênio sobre a síntese de celulases é um 

importante fator a ser analisado, uma vez que essas enzimas são induzíveis e que na maioria 

dos casos a produção enzimática está atrelada ao crescimento microbiano (HO; KU, 2017). 

Substratos como glicose, sacarose, frutose, lactose e resíduos agrícolas (bagaço de cana de 

açúcar, casca de batata, farelo de trigo) são utilizados como fonte de carbono na síntese de 

celulases (PADILHA et al., 2015; LUGANI et al., 2015; IRFAN et al., 2017). As fontes de 

carbono com melhores resultados sobre a síntese de enzimas do complexo celulolítico são 

CMC, frutose e lactose (SREEJA et al., 2013; DIAS et al., 2014; MARRA et al., 2015; 

MARCO et al., 2017; THOMAS et al., 2018). Em relação às fontes de nitrogênio, extrato de 

levedura e peptona são as que têm demonstrado maior influência (KUMAR et al., 2012; 

SINGH, 2014; LUGANI et al., 2015; ABU-GARBIA et al., 2018). 
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2.1 Resumo 

 

Carboximetilcelulases (CMCases) são enzimas do complexo celulolítico que atuam na 

hidrólise interna das ligações 1,4-ß-D-glicosídicas da celulose. O objetivo deste estudo foi 

otimizar a produção de CMCase por Bacillus licheniformis BCLLNF-01, uma cepa associada 

ao muco do zoantídeo Palythoa caribaeorum (Cnidária, Anthozoa). Para definir a melhor 

condição de cultivo do inóculo, foram realizados experimentos com o meio BLM-Basic 

Liquid Media (composição, em g/L: KH2PO4, 1.36; (NH4)2SO4, 1.0; MgSO47H2O, 0.2; 

FeSO4, 0.01; NaCl, 2.0; extrato de levedura 1,0) suplementado em três condições distintas: 

0,5% de carboximetilcelulose (CMC), 1% de glicose e 1% de glicose + 1% de caseína. A 

melhor condição encontrada foi com suplementação de CMC a 0,5%. Para analisar o padrão 

de distribuição das celulases de B. licheniformis BCLLNF-01, as atividades de celulase total e 

CMCase foram investigadas no sobrenadante, conteúdo intracelular e conteúdo de parede. O 

cultivo foi realizado em meio BLM suplementado com 1,5% de CMC, 5,5% de inóculo, 40 

oC, pH 6,5, 500 rpm por 72 h. A maior atividade foi registrada no sobrenadante. Para otimizar 

a produção de CMCase, foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional 

(DCCR) 2³ para investigar a influência das variáveis concentração da fonte de carbono 

(CMC-0.5 a 1.5%), concentração do inóculo (1 a 10%) e temperatura (35 a 45 °C) sobre a 

produção de CMCase. Os resultados demonstraram que a concentração de CMC e a 

temperatura foram significativas a 95% de confiança, com atividade enzimática máxima de 

0,493 UI/mL com 96 h de cultivo, concentração de CMC de 1,5 % e temperatura ótima de 40 

°C. 

 

Palavras-chave: Enzima, Planejamento experimental, Carboximetilcelulase, 

Carboximetilcelulose.  
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2.2 Abstract 

 

Carboxymethylcellulases (CMCases) are enzymes of the cellulolytic complex that act on the 

internal hydrolysis of 1,4-β-D-glycosidic bonds of cellulose. The objective of this study was 

to optimize the production of CMCase by Bacillus licheniformis BCLLNF-01, a strain 

associated with mucus from the zoanthid Palythoa caribaeorum (Cnidária, Anthozoa). In 

order to define the best inoculum cultivation condition, experiments were performed with 

BLM-Basic Liquid Media (composition in g/L: KH2PO4, 1.36, (NH4)2SO4, 1.0, MgSO47H2O, 

0.2, FeSO4, 0.01, NaCl, 2.0, yeast extract 1.0) supplemented under three different conditions: 

0.5% carboxymethylcellulose (CMC), 1% glucose and 1% glucose + 1% casein. The best 

condition found was with 0.5% CMC supplementation. To analyze the distribution pattern of 

B. licheniformis BCLLNF-01 cellulases, the activities of total cellulase and CMCase were 

investigated in the supernatant, intracellular content and wall content. Cultivation was 

performed in BLM medium supplemented with 1.5% CMC, 5.5% inoculum, 40 °C, pH 6.5, 

500 rpm for 72 h. The highest activity was recorded in the supernatant. To optimize the 

production of CMCase, a Rotational Compound Design (DCCR) 2³ was used to investigate 

the influence of the variables carbon concentration (CMC-0.5 to 1.5%), inoculum 

concentration (1 to 10%) and temperature (35 to 45 °C) on the production of CMCase. The 

results demonstrated that the CMC concentration and temperature were significant at 95% 

confidence, with maximal enzymatic activity of 0.493 IU/mL with 96 h of culture, 

concentration of CMC of 1.5% and optimum temperature of 40 °C. 

 

Keywords: Enzyme, Experimental Planning, Carboxymethylcellulase, 

Carboxymethylcellulose. 
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2.3 Introdução 

 

As celulases desempenham um importante papel na degradação da biomassa 

lignocelulósica, clivando as ligações 1,4-ß-D-glicosídicas da celulose, biopolímero 

abundantemente encontrado na natureza. O termo celulase é comumente utilizado para 

descrever o complexo enzimático formado pelas seguintes enzimas: endoglucanases (endo-

1,4-ß-glucanase EC 3.2.1.14), também conhecidas como carboximetilcelulases (CMCase), 

que atuam na região interna da fibra de celulose liberando oligossacarídeos de tamanhos 

variados; exoglucanases (exo-1,4-ß-D-glucanase EC 3.2.1.91), enzimas que agem nas 

extremidades da fibra de celulose resultando na liberação de celobiose, e as ß-glicosidases 

(1,4 ß-D-glicosidase EC 3.2.1.21), responsáveis pelo rompimento das ligações da celobiose, o 

que resulta em moléculas de glicose livre (Lynd et al. 2002). 

Na indústria, as celulases são aplicadas em processos de extração de sucos, 

metabólitos secundários, melhoramento de ração animal, extração de corantes de origem 

vegetal e na obtenção de açúcares fermentescíveis empregados na produção de 

biocombustíveis, o que as tornam cada vez mais requeridas no mercado de enzimas (Catolico 

et al. 2015; Singh et al. 2016). Celulases microbianas têm ganho destaque do ponto de vista 

industrial por se manterem estáveis em diversas condições físicas e químicas (Singh et al. 

2016). Representantes dos gêneros Trichoderma, Aspergillus e Bacillus já são utilizados na 

produção comercial dessas enzimas por empresas como a Novozymes® e DuPont®, no 

entanto, em virtude do alto custo de produção, há uma busca constante por novos produtores 

de celulases e melhoramento das condições de cultivo para maximizar a síntese enzimática 

(Abdul-hadi et al. 2016; J. Abdullah et al. 2016; Sreena e Sebastian 2018). 

O gênero Bacillus demonstra bastante eficiência em relação à produção de celulases, 

tendo como alguns de seus representantes as cepas Bacillus licheniformis KIBEG-IB2 (Karim 

et al. 2015), B. licheniformis K-3 (Gupta et al. 2015), B. licheniformis NCIM 5556 (Shajahan 

et al. 2017) e B. licheniformis CGMCC 2876, que tem sido avaliadas quanto à síntese de 

enzimas do complexo celulolítico e com resultados que confirmam o potencial biotecnológico 

dessa espécie. A busca por celulases com características desejáveis do ponto de vista 

industrial é contínua, requerendo microrganismos cuja tendência seja sintetizar enzimas 

termotolerantes, salinotolerantes, ativas em ampla faixa de pH. Nesse contexto, 

microrganismos provenientes dos ecossistemas marinhos são bons candidatos, dadas suas 
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condições ambientais extremas (temperatura, pH, salinidade, densidade) (Wang 2016; de 

Veras et al. 2018). 

O presente estudo objetivou otimizar a produção de CMCase pela cepa marinha 

Bacillus licheniformis BCLLNF-01, analisando a influência das variáveis fonte de carbono 

(Carboximetilcelulose-CMC), inóculo e temperatura sobre a produção da enzima. 

 

2.4 Materiais e Métodos 

 

2.4.1 Microrganismo e condições de cultivo para preservação 

 

A cepa B. licheniformis BCLLNF-01 foi isolada a partir do muco de diferentes 

colônias sadias (sem sinais aparentes de necrose, infecções, ressecamento ou branqueamento) do 

zoantídeo Palythoa caribaeorum (Cnidaria, Anthozoa) na praia de Porto de Galinhas, 

município de Ipojuca, litoral sul de Pernambuco, em trabalho prévio realizado por Melo 

(2017). O microrganismo foi cultivado em meio de esporulação MBS (composição, em g/L: 

peptona de carne 10,0; extrato de levedura 1,0; KH2PO4 1,0; MgSO4.7H2O 0,1; CaCl2.2H2O 

0,1; FeSO4.7H2O 0,01; MnSO4.H2O 0,01; ZnSO4.7H2O 0,01), a pH 7.2, em shaker 

(MARCONI®) a 200 rpm, 30 °C e período de incubação de 5 dias. 

 

2.4.1.1 Preservação dos esporos em disco de papel 

 

A preservação dos esporos em discos de papel foi realizada de acordo com a 

metodologia adaptada de Chitte (2015) Um volume de 30 mL do cultivo descrito na etapa 

anterior foi centrifugado a 6000 rpm (VISION®) por 20 min e o sobrenadante foi desprezado. 

Na sequência, a amostra foi ressuspendida em 3 mL de solução salina 0,85 % (m/v) 

(suspensão 10x concentrada) e incubada em banho-maria a 80 °C durante 12 min, sendo 

posteriormente submetida a um banho de gelo por 5 min para eliminação das células 

vegetativas. A suspensão celular foi submetida à contagem de esporos viáveis por meio de 

plaqueamento em meio AN após diluições decimais seriadas e incubação a 30 °C por 24-48h. 

Para o preparo dos discos, foi utilizado papel mata borrão com gramatura de 250 g/m2 

e um furador de 7,0 mm. Foram distribuídos 20 discos por placa de Petri (90 × 15 mm), sendo 

estas embaladas individualmente, levadas à autoclave a 121 °C em três ciclos de 1 h com 

intervalos de 24 h e posteriormente secas em estufa a 60 °C. Após o processo de esterilização 

e secagem, os discos foram impregnados com alíquotas de 20 µL da suspensão celular (5,8 × 

109 esporos/mL), secos em estufa a 35 °C por 24 h e armazenados em geladeira a 4 °C. 
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2.4.1.2 Preservação de células totais por liofilização 

 

Na preservação das células totais por liofilização foi utilizado o meio crioprotetor 

composto por 10 % de sacarose e 1 % de gelatina (Kupletskaya e Netrusov 2011), o qual foi 

preparado e autoclavado a 121 °C por 15 min. Um volume de 120 mL de suspensão celular de 

B. licheniformis BCLLNF- 01, obtida a partir das condições de cultivo descritas no item 

2.4.1.1, foi centrifugado a 6000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi 

ressuspenso em 12 mL do meio crioprotetor. Frascos de vidro estéreis com capacidade de 10 

mL foram utilizados para o procedimento de liofilização, sendo estes devidamente 

identificados com o código da cepa.  

A suspensão foi homogeneizada e uma alíquota de 1 mL foi transferida para cada 

frasco, que recebeu uma tampa de liofilização deixando-se um espaço para evaporação do 

líquido. As amostras foram congeladas a -80 °C e após 16 h, o sistema foi transferido para o 

liofilizador (Sentry 2.0, VirTis, SP Scientific), no qual se realizou a secagem por 48 h a -50 

°C, com vácuo a 300 mT. Os frascos foram fechados a vácuo, lacrados e armazenados à 

temperatura ambiente. 

 

2.4.2 Triagem do meio de cultivo para o desenvolvimento do inóculo 

 

Com o objetivo de redução do tempo necessário para que o microrganismo atingisse a 

fase de crescimento exponencial no inóculo, foi testado o meio Basic Liquid Media (BLM), 

que apresenta a seguinte composição (g/L): KH2PO4, 1,36; (NH4)2SO4, 1,0; MgSO47H2O, 0,2; 

FeSO4, 0,01; NaCl, 2,0; extrato de levedura, 1,0, conforme Shajahan et al. (2017). O meio foi 

suplementado em três condições distintas: 0.5% de carboximetilcelulose-CMC de alta 

viscosidade (Sigma-Aldrich®), 1% de glicose e 1% glicose + 1% caseína. Foram utilizados 

Erlenmeyers de 500 mL de capacidade contendo 150 mL do meio em cada condição testada, a 

pH 6,5. Cada frasco foi semeado com um disco de papel contendo a cultura esporulada (1,16 

× 109 esporos/disco) e incubado em shaker (MARCONI®) a 200 rpm e 30 °C.  Durante o 

período de 24 h alíquotas de cada cultivo foram retiradas a cada 30 minutos e a densidade 

óptica foi determinada por espectrofotometria a 600 nm. A curva de crescimento celular foi 

plotada como absorbância versus tempo, empregando-se como branco para as análises o meio 

de cultura livre de células. 
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2.4.3 Determinação da distribuição da atividade de celulases de B. licheniformis BCLLNF-01 

 

As atividades de celulases totais e CMCase foram analisadas a partir de três frações 

distintas do cultivo (sobrenadante conteúdo intracelular e conteúdo de parede celular). O meio 

utilizado foi o BLM com suplementação de 1,5% de CMC, pH 6.5, temperatura de 40 °C e 

inóculo de 5,5 %. Tubos de 50 mL receberam um volume de 18,9 mL do meio de cultivo e 

foram semeados com 1,1 mL de inóculo, sendo incubados por 72 h a 500 rpm. A cada 24 h, 

alíquotas foram coletadas e centrifugadas a 6000 rpm por 20 minutos a 4 °C.  

Para a análise da atividade das enzimas extracelulares foi utilizado o sobrenadante 

obtido da etapa de centrifugação. Para a obtenção do conteúdo intracelular foi utilizada a 

metodologia descrita por Medeiros et al. (2008), com algumas modificações. O pellet foi 

ressuspendido em tampão citrato de sódio 0,05 M (pH 4,8). Em seguida, as amostras foram 

submetidas à abrasão com pérolas de vidro, sendo agitadas em ciclos de cinco minutos em 

agitador tipo vórtex (BIOMIXER QL - 901) com intervalos de dois minutos em banho de 

gelo, a fim de evitar a desnaturação enzimática. Ao término de 30 minutos, as amostras foram 

centrifugadas nas mesmas condições anteriores, sendo o novo sobrenadante utilizado na 

análise da porção intracelular e o pellet ressuspendido em tampão citrato de sódio e utilizado 

na análise do conteúdo de parede celular. Os ensaios foram realizados em duplicata. 

 

2.4.3.1 Ensaio de celulase total 

 

A atividade celulolítica total foi avaliada pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico 

(DNS) (Miller 1959). Um volume de 0,5 mL do extrato enzimático bruto foi incubado com 20 

mg de papel de filtro Whatman No. 1 (Whatman Inc., Florham Park, NJ, USA) e 1 mL de 

tampão citrato de sódio 0,05 M (pH 4,8) a 50 °C por 60 min. Como controle, preparou-se uma 

amostra nas mesmas condições descritas exceto pela substituição do extrato enzimático por 

água destilada. Para o branco de calibração do espectrofotômetro foi utilizado apenas tampão 

citrato de sódio. Após incubação, um volume de 0,5 mL de cada amostra foi transferido para 

tubos com a mesma proporção de DNS e a mistura levada à ebulição por 5 min. Em seguida, 

as amostras foram resfriadas em banho de gelo e tiveram seu volume ajustado para 5 mL pela 

adição de água destilada.  

Os açúcares redutores liberados foram quantificados por espectrofotometria UV-Vis a 

540 nm utilizando-se como padrão glicose (2 g/L). Uma Unidade Internacional (UI) de 

atividade celulolítica foi expressa como a quantidade de enzima requerida para liberar 1 µmol 
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de glicose por minuto sob as condições padronizadas da reação (Ghose, 1987). Curvas padrão 

com glicose foram realizadas para cada análise. 

 

2.4.3.2 Ensaio de CMCase 

 

Para a determinação da atividade de CMCase foi utilizado como substrato CMC 

solubilizado a 2 % m/v em tampão citrato de sódio 50 mM (pH 4,8). O ensaio consistiu na 

incubação de 0,5 mL do extrato enzimático bruto diluído em 0,5 mL de tampão citrato de 

sódio e 0,5 mL do substrato (m/v). Para a amostra controle, a enzima foi substituída por água 

destilada e para o branco de calibração foi utilizado o tampão citrato de sódio. Todas as 

amostras foram incubadas a temperatura de 50 °C por 30 min, como descrito por Ghose 

(1987). A atividade da enzima foi mensurada pelo método de Miller (1959), que utiliza o 

DNS como reagente para quantificação dos açúcares redutores, conforme descrito 

anteriormente. Curvas padrão com glicose foram realizadas para cada análise. 

A atividade enzimática (A) nos ensaios de celulase total e CMCase foi determinada de 

acordo com a Equação 1: (Inforsato e Porto 2016). 

 

𝐀 =
DxC (µmol. mL−1) x Vt (mL)

T (min)x Ve (mL)
 (𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 1) 

 

Onde: 

D – fator de diluição 

C – concentração de glicose liberada na reação enzimática  

Vt – Volume total da reação 

T – Tempo de reação 

Ve – Volume da solução enzimática 

 

2.4.4 Otimização dos parâmetros para produção enzimática 
 

Para análise dos parâmetros que influenciam na produção de CMCase foi empregado 

um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23 com três pontos centrais (nível 0) 

e seis axiais (níveis ± α), totalizando 17 experimentos. As variáveis investigadas neste estudo 

foram a concentração da fonte de carbono (CMC), concentração do inóculo e temperatura. Na 

Tabela 2.1 são apresentados os valores das variáveis e seus respectivos níveis do 

planejamento experimental. Os intervalos testados foram definidos com base em dados 

obtidos na literatura (Ali Mohamed et al. 2015; Karim et al. 2015; Shajahan et al. 2017). A 
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Tabela 2.2 mostra a matriz completa do planejamento experimental. Para a análise dos dados, 

foi utilizado o programa Statistica® (versão 7.0). 

 

Tabela 2.1 – Valores das variáveis concentração da fonte de carbono (Carboximetilcelulose-

CMC), temperatura e concentração do inóculo no planejamento composto central rotacional 

23 

Variável -α -1 0 +1 +α 

Concentração de CMC (%) 

 

0,5 0,7 1,0 1,3 1,5 

Temperatura (°C) 35 

 

37 40 43 45 

Concentração do Inóculo (%) 1,0 2,8 5,5 8,2 10,0 

 

 

O meio utilizado no inóculo e nos ensaios de otimização foi o meio BLM a pH 6,5. 

Para o inóculo foram utilizados Erlenmeyers com capacidade de 500 mL, os quais receberam 

100 mL do meio de cultivo suplementado com 0,5%de CMC (m/v), sendo cada frasco 

inoculado com um disco de papel contendo a cultura esporulada e incubado a 150 rpm, 30 °C 

por 16 h. Nos ensaios de otimização as concentrações de CMC variaram conforme o 

planejamento experimental. Frascos tipo tubo Falcon com capacidade de 50 mL foram 

utilizados nos cultivos realizados em shaker de bancada com agitação a 500 rpm por um 

período de incubação de 96 h. Amostras foram coletadas com 24, 48, 72 e 96 h e 

centrifugadas a 6000 rpm por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante livre de células (enzima 

bruta) foi utilizado nos ensaios da atividade enzimática. Todos os testes de atividade 

enzimática foram realizados em duplicata e as análises efetuadas no dia da coleta, sendo 

realizadas curvas-padrão de glicose a cada análise. 

 

Tabela 2.2 – Matriz do planejamento composto central rotacional 23 com três pontos centrais 

(nível 0) e seis axiais (níveis ± α) 

Ensaio Concentração de CMC 

(%) 

Temperatura 

(°C) 

Concentração de 

inóculo (%) 

1 -1 (0,7) -1(37) -1 (2,8) 

2 +1 (1,3) -1 (37) -1 (2,8) 

3 -1 (0,7) +1 (43) -1 (2,8) 

4 +1 (1,3) +1 (43) -1 (2,8) 
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Ensaio Concentração de CMC 

(%) 

Temperatura 

(°C) 

Concentração de 

inóculo (%) 

5 -1 (0,7) -1 (37) +1 (8,2) 

6 +1 (1,3) -1 (37) +1 (8,2) 

7 -1 (0,7) +1 (43) +1 (8,2) 

8 +1 (1,3) +1 (43) +1 (8,2) 

9 0 (1,0) 0 (40) 0 (5,5) 

10 0 (1,0) 0 (40) 0 (5,5) 

11 0 (1,0) 0 (40) 0 (5,5) 

12 -α (0,5) 0 (40) 0 (5,5) 

13 +α (1,5) 0 (40) 0 (5,5) 

14 0 (1,0) -α (35) 0 (5,5) 

15 0 (1,0) +α (45) 0 (5,5) 

16 0 (1,0) 0 (40) -α (1,0) 

17 0 (1,0) 0 (40) +α (10,0) 

 

 

2.5 Resultados e Discussão 

 

2.5.1 Triagem do meio de cultivo para o desenvolvimento do inóculo 

 

As cinéticas de crescimento de B. licheniformis BCLLNF-01 nos três meios de cultivo 

testados para o desenvolvimento do inóculo é apresentada na Figura 2.1. Os resultados 

mostram que quando B. licheniformis BCLLNF-01 foi cultivado no meio suplementado com 

0,5 % de CMC, a fase de crescimento exponencial foi iniciada após 14 h de cultivo, diferindo 

das demais condições (glicose e glicose+caseína), onde a fase log foi iniciada após 

aproximadamente 17 h. Por outro lado, nos meios suplementados com glicose e glicose 

+caseína o microrganismo apresentou maior velocidade específica de crescimento celular. 

Os fatores nutricionais exercem grande influência sobre o crescimento microbiano, 

especialmente as preferências relativas ao consumo das fontes de carbono e nitrogênio, as 

quais variam de acordo com o microrganismo e a complexidade do substrato (Anderson e 

Jayaraman 2003; Mazmira et al. 2012; Khani et al. 2016).  
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Figura 2.1 - Cinética de crescimento celular de B. licheniformis BCLLNF-01 nos meios BLM 

+ 0,5% CMC (), BLM + 1% de glicose () e BLM + 1% de glicose + 1% de caseína () 

(µ= máxima velocidade específica de crescimento). 

 

O meio utilizado no inóculo e nos ensaios de otimização foi o meio BLM a pH 6,5. 

Para o inóculo foram utilizados Erlenmeyers com capacidade de 500 mL, os quais receberam 

100 mL do meio de cultivo suplementado com 0,5% de CMC (m/v), sendo cada frasco 

inoculado com um disco de papel contendo a cultura esporulada e incubado a 200 rpm, 30 °C 

por 16 h. Nos ensaios de otimização as concentrações de CMC variaram conforme o 

planejamento experimental. Frascos tipo tubo Falcon com capacidade de 50 mL foram 

utilizados nos cultivos realizados em shaker de bancada com agitação a 500 rpm por um 

período de incubação de 96 h. Amostras foram coletadas com 24, 48, 72 e 96 h e 

centrifugadas a 6000 rpm por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante livre de células (enzima 

bruta) foi utilizado nos ensaios da atividade enzimática. Todos os testes de atividade 

enzimática foram realizados em duplicata e as análises efetuadas no dia da coleta, sendo 

realizadas curvas-padrão de glicose a cada análise. 

Embora nos meios suplementados com glicose e glicose+caseína B. licheniformis 

BCLLNF-01 tenha apresentado uma maior velocidade específica de crescimento, o meio 

BLM + 0,5% CMC foi selecionado para o desenvolvimento do inóculo, baseando-se no fato 

de que nesta condição o tempo necessário para o início da fase log foi reduzido, fator de 

grande relevância quando se considera a relação custo-benefício para produção enzimática. 

Além disso, CMC tem sido amplamente relatada como um bom indutor na síntese de enzimas 
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do complexo celulolítico (Shajahan et al. 2017; Listyaningrum et al. 2018), podendo sua 

utilização ser vantajosa desde o preparo do inóculo, uma vez que esta funcionaria tanto como 

fonte de carbono, para o crescimento microbiano, quanto como indutor na produção de 

celulases nos ensaios de otimização. 

 

2.5.2 Determinação da distribuição da atividade de celulases de B. licheniformis BCLLNF-01 

 

Com o objetivo de analisar o padrão de distribuição de celulases sintetizadas por B. 

licheniformis BCLLNF-01, a atividade de celulase total e CMCase foram investigadas no 

sobrenadante, conteúdo intracelular e conteúdo de parede ao longo de 72 h de cultivo (Figura 

2.2). As maiores atividades enzimáticas foram observadas com 72 h de cultivo nas amostras 

do sobrenadante, revelando que as celulases sintetizadas por B. licheniformis BCLLNF-01 são 

principalmente excretadas no meio extracelular.  

A atividade de celulases tem sido comumente registrada a partir do conteúdo 

extracelular, cujas amostras são provenientes do processo de centrifugação do meio de cultivo 

onde se obtêm um sobrenadante livre de células e debris celulares (Bai 2012; Ali Mohamed et 

al. 2015; Dave 2015; Bedade et al. 2017). Poucos são os relatos de celulases intracelulares e 

associadas à parede (Wood et al. 1982; Begum e Absan 2009). Embora CMC seja utilizada 

como indutor de celulases totais e CMCase (Sadhu et al. 2013; Jimenez-Leyva et al. 2016; 

Shajahan et al. 2017), os resultados sugerem que CMC favoreceu principalmente a síntese de 

CMCase. Esses resultados estão de acordo com aqueles observados por Abu-Gharbia et al. 

(2018), que avaliaram, dentre outros fatores, o efeito da suplementação do meio de cultivo 

com várias fontes de carbono (glicose, frutose, sacarose, lactose e CMC). Os autores 

observaram que a atividade de CMCase foi superior a de celulase total, celobiase e 

hemicelulases quando CMC foi incorporada ao cultivo. 
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(A) 

(B) 

Figura 2.2 - Distribuição da atividade de carboximetrilcelulase- CMCase (A) e de celulase 

total (B) de B. licheniformis BCLLNF-01 (inóculo 5,5%; CMC 1,5%; 40 °C; 500 rpm) de 

acordo com o tempo de cultivo 

 
 

2.5.3 Otimização da condição de cultivo para produção de CMCase 

 

A Figura 2.3 apresenta a atividade de CMCase para todos os ensaios realizados no 

planejamento experimental após 24,48, 72 e 96 h de cultivo. O maior valor de atividade foi 

registrado no ensaio 13 (inóculo de 5,5%, temperatura de 40 °C e CMC a 1,5%), atingindo 

0,493 UI/mL. As mais altas atividades da enzima foram observadas às 96 h, contudo, não 

podemos afirmar que CMCase tenha atingido seu pico de produção, visto que trata-se de uma 

cepa nova e este foi o maior período de cultivo analisado no presente estudo. Além disso, o 
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tempo ótimo para a síntese enzimática pode variar em função da espécie e das condições de 

cultivo (Kim et al. 2012; Seo et al. 2014; Lugani et al. 2015). Os resultados de atividade de 

CMCase para todos os ensaios do planejamento são apresentados no Apêndice. 

A influência das variáveis concentração de CMC, concentração de inóculo e 

temperatura sobre a síntese de CMCase é apresentada no Diagrama de Pareto (Figura 2.4). A 

concentração do inóculo tem sido relatada como um dos fatores que influenciam na síntese de 

celulase. Diferentes tamanhos de inóculo são avaliados em estudos de otimização e os relatos 

são de que as concentrações ótimas estão na faixa de 1 a 5%, o que sugere que altas 

concentrações acabam por reduzir a síntese enzimática (Acharya e Chaudhary 2012; Ali 

Mohamed et al. 2015; Kazeem et al. 2016; Shajahan et al. 2017). Entretanto, para B. 

licheniformis BCLLNF-01 os resultados mostram que esta variável não influenciou de 

maneira significativa a síntese de CMCase. 

A partir da análise estatística dos dados experimentais obteve-se o modelo para 

atividade da enzima, o qual apresenta a atividade de CMCase em função dos efeitos de 

interação das variáveis significativas (CMC e temperatura). Os coeficientes em negrito são os 

estatisticamente significativos ao nível de 95% de confiança (Equação 2).  

 

z = -10,496 - 0,171*x - 0,040*x2 + 0,528*y - 0,007*y2 + 0,011*x*y + 0,021*5,5*x - 

0,002*5,5*y + 0,471 (Equação 2) 

 

Onde:  z = Atividade de CMCase 

            x = CMC 

            y = temperatura 
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Figura 2.3 - Atividade de CMCase para todos os ensaios realizados no planejamento 

experimental após 24,48 72 e 96 h de cultivo 

 

p = 0,05
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Figura 2.4 - Diagrama de Pareto para atividade de CMCase. Termo linear (L) e Termo 

quadrático (Q) das variáveis independentes (CMC, Temperatura e Inóculo)  

 

Neste estudo, a temperatura e a concentração de CMC foram as variáveis que 

influenciaram a produção da enzima, sendo esta última responsável pelo efeito de maior 
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importância no processo, exercendo um efeito positivo (valor absoluto de 9,7045), ou seja, 

quanto maior a concentração de CMC, maior a produção da enzima. Por outro lado, a 

temperatura exerceu um efeito negativo (-5,9585) sobre a produção da enzima, o que indica 

que temperaturas maiores tendem a influenciar de forma negativa a produção de CMCase. 

Para melhor representar os resultados do planejamento DCCR, foram plotadas as 

curvas de superfície de resposta (Figura 2.5A) e curvas de contorno (Figura 2.5B) para a 

variável resposta concentração de CMCase em função das variáveis temperatura e 

concentração de CMC após 96 h de cultivo, para uma concentração de inóculo de 5,5 % 

(ponto central do planejamento). Na faixa experimental estudada (0,5% -1,5%) observou-se 

que a produção de CMCase aumentou proporcionalmente com a concentração de CMC. 

Dentre fontes de carbono como glicose, lactose, farelo de arroz, bagaço de cana de açúcar e 

papel de filtro, a CMC tem se destacado como substrato eficiente na síntese de enzimas do 

complexo celulolítico (Sadhu et al. 2013; Lugani et al. 2015). Entretanto, é utilizada 

principalmente como substrato específico para CMCase (Emmyrafedziawati e Stella 2015). 

Uma explicação plausível para que esta seja considerada como um bom indutor na síntese 

desse grupo enzimático pode estar relacionada ao fato de que as CMCases atuam 

especificamente nas regiões amorfas da molécula da celulose e a CMC é um substrato cuja 

complexidade é inferior à celulose, sendo referido como celulose amorfa (Dobrev e Zhekova 

2012, Jimenez-Leyva et al. 2016). 

Ao contrário do que foi observado neste trabalho, Karim et al. (2015), ao analisarem a 

influência da concentração de CMC na síntese de endo-1,4-β-D-glucanase por B. 

licheniformis KIBGE-IB2, observaram que o valor ótimo foi de 5,0 g/L (0,5%) em um cultivo 

a 37 °C, e que maiores concentrações de CMC resultaram na diminuição da produção da 

enzima. De acordo com os autores, este fato pode ser atribuído ao aumento da viscosidade do 

meio de cultivo provocada por altas concentrações de CMC, tendo como efeito a má 

distribuição de nutrientes e oxigênio. Embora altas concentrações de CMC possam ser um 

fator limitante, Shajahan et al. (2017) otimizaram as condições de cultivo de B. licheniformis 

NCIM 5556 para produção de celulase e não relataram redução na produção da enzima, 

encontrando como valor ótimo de CMC 19,21 g/L em um cultivo a 43,35 °C. Desta forma, a 

concentração ideal de CMC pode variar em função do microrganismo estudado, temperatura e 

sua própria natureza, considerando que o mercado oferece este substrato em diferentes graus 

de viscosidade, ressaltando-se ainda que esta informação nem sempre é relatada na literatura. 
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Figura 2.5 - Superfície de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a variável resposta 

concentração de carboximetilcelulase (CMCase) em função das variáveis temperatura e 

concentração de carboximetilcelulose (CMC) após 96 h de cultivo e inóculo de 5,5 % 

 

A temperatura é um fator que exerce grande influência sobre a produção enzimática. 

Microrganismos pertencentes ao gênero Bacillus geralmente são relatados produzindo 

celulases em uma ampla faixa de temperatura, a qual varia de 30 a 60 °C (Karim et al. 2015; 

Nandimath et al. 2016; Kazeem et al. 2016). No presente estudo a temperatura ótima para 

produção de CMCase por B. licheniformis BCLLNF-01 foi de 40 °C, não sendo observado 

efeito de interação significativo entre esta variável e a concentração de CMC; sendo assim, 

temperaturas inferiores ou superiores a esta, independente da concentração de CMC, tendem a 

reduzir a produção de CMCase por B.licheniformis BCLLNF-01 (Figura 2.5B). Essa mesma 
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temperatura tem sido relatada como ótima na síntese de CMCase para Bacillus sp. JS14 

(Singh e Kaur 2012), B. thuringiensis ABS 125A (Lokahande e Pethe 2017) e B. subtillis UM 

S1 (Sreena et al. 2018). 

O delineamento composto central e a metodologia de superfície de resposta são 

ferramentas estatísticas amplamente utilizadas em diversas áreas do conhecimento, 

possibilitando o planejamento e análise da interação entre variáveis que influenciam diversos 

tipos de processos, tais como produção de enzimas, surfactantes, bicombustíveis (Dave et al. 

2015; Corrêa et al. 2015; Shajahan et al. 2017; Hashen et al. 2018, Yesilyurt et al. 2018). No 

presente estudo, a condição de cultivo de B. licheniformis BCLLNF-01 foi melhorada, sendo 

possível estabelecer a temperatura ótima para produção de CMCase. Embora a maior 

atividade registrada seja inferior aos valores disponíveis na literatura (Tariq et al. 2018, Afzal 

et al. 2019), vale considerar que este é o primeiro estudo de otimização da produção de 

CMCase por B. licheniformis BCLLNF-01 isolado a partir do muco do cnidário Palythoa 

caribaeorum, sendo assim, outros parâmetros (pH, fontes de nitrogênio, taxa de aeração.) 

devem ser investigados a fim de se alcançar a condição ótima em termos de produtividade. 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A preservação de B. licheniformis BCLLNF-01 foi realizada através de dois métodos 

(esporos em discos de papel e liofilização) garantindo material para o desenvolvimento do 

presente estudo, bem como de outros a serem realizados. 

A triagem do meio de cultivo (BLM) em três suplementações distintas possibilitou a 

escolha da condição ideal tanto para o desenvolvimento do inóculo quanto para os ensaios de 

otimização, sendo considerada a redução do tempo necessário para início da fase log e o fato 

da CMC ser utilizada tanto como fonte de carbono para o crescimento do microrganismo 

quanto para a indução da síntese de celulase.  

A distribuição de celulases de B. licheniformis BCLLNF-01 foi analisada em três 

frações do cultivo (sobrenadante, conteúdo intracelular e conteúdo de parede) com CMC 

como indutor, possibilitando a escolha da fração adequada e do grupo de enzimas celulolíticas 

a ser investigado nos ensaios de otimização. 

O planejamento experimental DCCR e a metodologia de superfície de resposta 

possibilitaram a análise da influência das variáveis investigadas (concentração de CMC, 

concentração do inóculo e temperatura) e seus efeitos de interação sobre a produção de 

CMCase por B. licheniformis BCLLNF-01. Das três variáveis investigadas, apenas a 

temperatura e a concentração de CMC demonstraram efeito significativo sobre a síntese 

enzimática, sendo esta última a de maior importância. Nesse estudo, não foi possível alcançar 

a condição ótima para validação do modelo experimental, mas foi estabelecida a temperatura 

ótima para síntese de CMCase por B. licheniformis BCLLNF-01. Sendo assim, nossos 

achados contribuem para análises futuras empregando-se maiores concentrações de CMC e 

investigando-se outros parâmetros (pH, fontes de nitrogênio, taxa de aeração, proporção C/N, 

inibidores) para a produção de CMCase. 
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APÊNDICE A – TABELA E GRÁFICOS 

 

 

Resultados do planejamento experimental com os valores reais das variáveis e atividade 

de CMCase ao longo de 96 h de cultivo 

Ensaio Concentração 

de CMC  

(%) 

Temperatur

a (oC) 

Concentração 

do inóculo 

(%)  

Atividade de CMCase (UI/mL) 

    24 h 48 h 72 h 96 h 

01 0,7 37 2,8 0,054 0,051 0,128 0,142 

02 1,3 37 2,8 0,073 0,208 0,218 0,231 

03 0,7 43 2,8 0,175 0,099 0,157 0,138 

04 1,3 43 2,8 0,267 0,310 0,307 0,321 

05 0,7 37 8,2 0,007 0,040 0,128 0,165 

06 1,3 37 8,2 0,029 0,045 0,128 0,195 

07 0,7 43 8,2 0,169 0,136 0,153 0,146 

08 1,3 43 8,2 0,204 0,214 0,283 0,342 

09 1,0 40 5,5 0,126 0,162 0,222 0,361 

10 1,0 40 5,5 0,181 0,216 0,241 0,309 

11 1,0 40 5,5 0,121 0,176 0,193 0,299 

12 0,5 40 5,5 0,084 0,067 0,131 0,188 

13 1,5 40 5,5 0,169 0,290 0,427 0,493 

14 1,0 35 5,5 0,096 0,207 0,225 0,248 

15 1,0 45 5,5 0,102 0,105 0,115 0,121 

16 1,0 40 1,0 0,092 0,158 0,225 0,268 

17 1,0 40 10,0 0,131 0,258 0,269 0,357 
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Exemplos de curvas-padrão de glicose utilizadas nos ensaios de distribuição da atividade 

de celulases de B. licheniformis BCLLNF-01 
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