


Gestão de Resíduos Solídos
2

Atena Editora 
2019

Leonardo Tullio
(Organizador)



2019 by Atena Editora 
Copyright  da Atena Editora 

Editora Chefe: Profª Drª Antonella Carvalho de Oliveira 
Diagramação e Edição de Arte: Lorena Prestes e Geraldo Alves  

Revisão: Os autores 
 

Conselho Editorial 
Prof. Dr. Alan Mario Zuffo – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 

Prof. Dr. Álvaro Augusto de Borba Barreto – Universidade Federal de Pelotas 
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson – Universidade Tecnológica Federal do Paraná 

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho – Universidade de Brasília 
Profª Drª Cristina Gaio – Universidade de Lisboa 

Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Profª Drª Daiane Garabeli Trojan – Universidade Norte do Paraná 

Prof. Dr. Darllan Collins da Cunha e Silva – Universidade Estadual Paulista 
Profª Drª Deusilene Souza Vieira Dall’Acqua – Universidade Federal de Rondônia 

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior – Universidade Tecnológica Federal do Paraná 
Prof. Dr. Fábio Steiner – Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul 

Prof. Dr. Gianfábio Pimentel Franco – Universidade Federal de Santa Maria 
Prof. Dr. Gilmei Fleck – Universidade Estadual do Oeste do Paraná 

Profª Drª Girlene Santos de Souza – Universidade Federal do Recôncavo da Bahia 
Profª Drª Ivone Goulart Lopes – Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice 

Profª Drª Juliane Sant’Ana Bento – Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior – Universidade Federal Fluminense 

Prof. Dr. Jorge González Aguilera – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 
Profª Drª Lina Maria Gonçalves – Universidade Federal do Tocantins 
Profª Drª Natiéli Piovesan – Instituto Federal do Rio Grande do Norte 

Profª Drª Paola Andressa Scortegagna – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Profª Drª Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos – Universidade Federal do Maranhão 

Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza – Universidade do Estado do Pará 
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa – Faculdade de Campo Limpo Paulista 

Prof. Dr. Urandi João Rodrigues Junior – Universidade Federal do Oeste do Pará 
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior – Universidade Federal de Alfenas 
Profª Drª Vanessa Bordin Viera – Universidade Federal de Campina Grande 

Profª Drª Vanessa Lima Gonçalves – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme – Universidade Federal do Tocantins 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG) 

G393 Gestão de resíduos solídos 2 [recurso eletrônico] / Organizador 
Leonardo Tullio. – Ponta Grossa (PR): Atena Editora, 2019. – 
(Gestão de Resíduos Solídos; v. 2) 

 
 Formato: PDF 

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader. 
Modo de acesso: World Wide Web. 
Inclui bibliografia 
ISBN 978-85-7247-188-6 
DOI 10.22533/at.ed.886191403

 
 1. Lixo – Eliminação – Aspectos econômicos. 2. Pesquisa 

científica – Reaproveitamento (Sobras, refugos, etc.). 
3.Sustentabilidade. I. Tullio, Leonardo. II. Série. 

CDD 363.728 
Elaborado por Maurício Amormino Júnior – CRB6/2422 

O conteúdo dos artigos e seus dados em sua forma, correção e confiabilidade são de 
responsabilidade exclusiva dos autores. 

 
2019 

Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuídos créditos aos 
autores, mas sem a possibilidade de alterá-la de nenhuma forma ou utilizá-la para fins comerciais. 

www.atenaeditora.com.br 



APRESENTAÇÃO

Neste Volume II, são apresentados 18 artigos que analisaram o potencial de uso 
de diversos materiais em vários setores, propondo destino correto a esses resíduos.

A construção civil apresenta-se como elevado potencial na incorporação desses 
resíduos industriais, que podem ser utilizados como matéria-prima alternativa, uma 
vez que disponíveis em grandes quantidades e sem destinação pela indústria que 
o produz, sua utilização pode levar a vantagens econômicas, técnicas e ecológicas, 
ademais solução de muitos problemas da indústria. 

Também se observa o potencial de utilização de resíduos da atividade agrícola 
no meio urbano, sendo assim o aproveitamento, além de minimizar os problemas 
ambientais, é visto como atividade complementar, que pode contribuir para a 
diversificação dos produtos e para a diminuição do custo final de produtos.

Todavia, a correta destinação de um resíduo deve ser estudada e tratada com 
cautela, pois o ‘’desleixo’’ causa impactos ambientais incalculáveis na sociedade.

Bons estudos.

Leonardo Tullio
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PRODUÇÃO DE CARBOXIMETILCELULASE E AVICELASE 
PELO BACILLUS SP SMIA-2 EM MEIO CONTENTO BAGAÇO 

DE CANA-DE-AÇÚCAR

CAPÍTULO 5

Andréia Boechat Delatorre
Universidade Estácio de Sá (UNESA), Campus 

Macaé
Macaé-RJ

Silvania Alves Ladeira
Instituto Federal de Alagoas

Piranhas, AL

Marcela Vicente Vieira Andrade Gonçalves
Universidade Estácio de Sá (UNESA), Campus 

Macaé
Macaé-RJ

Cristiane de Jesus Aguiar, 
Universidade Estácio de Sá (UNESA), Campus 

Macaé
Macaé - RJ

Thiago Freitas de Almeida, 
Universidade Estácio de Sá (UNESA), Campus 

Macaé
Macaé-RJ

Meire Lelis Leal Martins
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro, laboratório de tecnologia de alimentos
Campos dos Goytacazes - RJ

RESUMO: Os estudos foram realizados para 
investigar a produção de carboximetilcelulase 
e avicelase pelotermofílicoBacillussp SMIA-2 
utilizando substratos sintéticos puros (Avicel 
e Carboximetilcelulose) e bagaço de cana-de-
açúcar (tratados e não tratados). A produção 
de avicelas e carboximetilcelulase por Bacillus 
sp SMIA-2 cultivado em meio líquido contendo 

0,5% de avicel e 0,5% de carboximetilcelulose 
como fonte de carbono atingiu o máximo 
em 120 h (37,38 U/mL) e 144 h (124,84 U/
mL), respectivamente. O microrganismo 
também foi capaz de produzir avicelase e 
carboximetilcelulase quando cultivado em 
culturas contendo bagaço de cana. No entanto, 
menores atividades enzimáticas foram obtidas 
em comparação com a da celulose sintética. 
O tratamento do bagaço de cana com 4% de 
Ca(OH)2 + 4% NaOH eem conjunto com a 
autoclave,promoveu maior quebra na fibra e 
aumentou a atividade da carboximetilcelulase e 
da avicelase.
PALAVRAS-CHAVE: bagaço de cana, 
avicelase, carboximetilcelulase.

ABSTRACT: Studies were carried out to 
investigate the carboxymethylcelulase and 
avicelase production by thermophilic Bacillus 
sp SMIA-2 using pure synthetic substrates 
(Avicel and Carboxymethylcellulose) as 
well as sugarcane bagasse in two different 
statuses (i.e. treated and untreated).  Avicelase 
and carboxymethylcellulase production 
by Bacillus sp SMIA-2 cultivated in liquid 
cultures containing 0.5% avicel and 0.5% 
carboxymethylcellulose as a carbon source 
reached a maximum at 120 h, (37,38 U/mL) 
and 144 h (124.84 U/mL), respectively. The 
microorganism was also capable to produce 
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avicelase and carboxymethylcellulase when grown in cultures containing sugarcane 
bagasse. However, lower enzyme activities were obtained compared with that from 
synthetic cellulose. The treatment of the sugarcane bagasse in conjunction with 4% 
Ca(OH)2 + 4% NaOH + autoclave promoted more breakage in the fiber and increased 
the carboxymethylcellulase and avicelase activity.
KEYWORDS: Sugarcane bagasse, avicelase, carboxymethylcelulase.

INTRODUÇÃO

O Brasil ocupa um lugar de destaque tanto no setor produtivo quanto no 
aproveitamento dos resíduos de cana-de-açúcar. Este aproveitamento constitui-se em 
uma prática bastante generalizada, tanto para os efluentes, principalmente a vinhaça, 
como também para os descartes sólidos, como as tortas de filtro e o bagaço de cana. 
Esses resíduos se destacam pela abundância em determinadas regiões do país e 
pelo baixo custo. De acordo com Pereira (2006), cerca de 350 milhões de toneladas 
de resíduos agrícolas são produzidos anualmente no Brasil, sendo os resíduos 
provenientes da cana-de-açúcar os que apresentam o maior volume de geração. 

A utilização do resíduo de bagaço de cana como substratos para a produção 
de enzimas é uma alternativa racional, considerando o elevado teor de carboidratos 
presente nessa biomassa (Cunha et al., 2005; Pandey et al., 2000). O bagaço de cana 
contém cerca de 25 a 40% de celulose e o restante de hemicelulose (20 a 35%) e 
lignina (15 a 35%) (Cowling e Kirk, 1976).

Celulases são enzimas capazes de atuar sobre os materiais celulósicos 
promovendo sua hidrólise. Neste processo estão envolvidos três principais grupos 
de enzimas: β-1,4-endoglucanase (EC 3.2.1.4), β-1,4-exoglucanase, que são 
representadas pelas celobioidrolases (EC 3.2.1.91) e glucanohidrolases (EC 3.2.1.74) 
e o grupo representado pelas β-1,4-glucosidases (EC 3.2.1.21) (Lynd, et al., 2002) As 
carboximetilcelulases (β-1,4-endoglucanase) 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 β-glicosidases atuam nos resíduos de celobiose 
liberados e os hidrolisam a glicose (Bisaria e Ghose, 1981; Philippidis e Smith, 1995; 
Teeri, 1997; Zeilinger, et al., 2000; Lee, et al., 2002; Lynd, et al., 2002; Howard, et al., 
2003).

As celulases, juntamente com as hemicelulases constituem um dos mais 
importantes grupos de enzimas industriais e são amplamente utilizadas em diversos 
ramos da indústria. Na indústria de alimentos, são empregadas nos processos de 
extração e clarificação de sucos de frutas. As celulases são também empregadas 
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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 (Bhat, 2000). Também são empregadas em 
formulações de detergentes domésticos e industriais. Na área energética, as celulases 
vêm sendo empregadas em plantas piloto para obtenção de hidrolisado de celulose, 
que são utilizados na fermentação visando à fabricação de produtos de interesse, tal 
como etanol (Kubicek, et al., 1993). Celulases são responsáveis por aproximadamente 
20% do mercado mundial de enzimas. Em 2008, estas enzimas movimentaram um 
montante de USD 1,35 milhões (Pereira e Castro, 2010).

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que degradam 
biomassa, principalmente celulose, produzindo diferentes complexos de enzimas 
(Lynd, et al., 2002; Castro et al., 2010). A maior parte das bactérias pertencentes ao 
gênero Bacillus sp. apresenta uma variedade de sistemas de enzimas hidrolíticas, 
incluindo as celulases, e são capazes de utilizar substâncias orgânicas consistindo de 
misturas complexas típicas de resíduos.  Com exceção do grupo Bacilluscereus (que 
inclui o Bacillusanthracis), são saprófitas inofensivos que não produzem toxinas e são 
incluídos no grupo de organismos geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) 
(Mahmood, et al., 1998).

Atualmente a escolha de novos microrganismos produtores de enzimas é talvez 
o maior obstáculo na comercialização de novas enzimas. Sendo assim, à escolha 
de linhagens de microrganismos apropriados, a partir de fontes diversificadas e de 
baixo custo, como os resíduos agroindustriais, podem levar a uma melhor produção 
enzimática, além de reduzir os custos de produção. Neste contexto, a bactéria 
termofílica Bacillus sp. cepa SMIA-2, que foi utilizada neste trabalho, foi isolada por 
Nunes e Martins (2002) de amostras de solo da região norte fluminense do estado do 
Rio de Janeiro. Neste trabalho foi investigado a habilidade desta bactéria para produzir 
celulases em culturas submersas contendo celulose sintética e bagaço de cana de 
açúcar.

METODOLOGIA

O micro-organismo utilizado neste estudo foi Bacillus sp. SMIA-2, uma bactéria 
termofílica, isolada no Laboratório de Tecnologia de Alimentos (LTA) da Universidade 
Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) a partir de amostras de solo do 
município de Campos dos Goytacazes-RJ.  O meio de cultura utilizado para a produção 
das celulases continha (g/L): peptona 1,0; e traços de metais em várias concentrações. 
O pH foi ajustado para 7,5 com 1,0M NaOH e este meio foi esterilizado em autoclave 
a 121 + 2 0C por 15 minutos. A fonte de carbono (Avicel, Carboximetilcelulose e 
bagaço de cana de açúcar obtido localmente) na concentração de 0,5% foi esterilizada 
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separadamente e assepticamente adicionada aos erlenmeyers contendo o meio 
líquido, depois de resfriado. O meio de cultura (25mL em frascos Erlenmeyers de 
250 mL), foi inoculado com 0,5 mL de um pré-inóculo preparado no dia anterior e 
incubado a 50 ºC em um shaker orbital operando a 150 rpm. Frascos em triplicata foram 
retirados a intervalos de tempo pré-determinados para a determinação do crescimento 
do microrganismo e da atividade das celulases. 

Preparação do bagaço de cana

O bagaço de cana foi lavado com água destilada, seco a aproximadamente 
70°C por 48 horas e triturado em moinho de facas tipo Wily, peneira 30 mesh e 
posteriormente peneirado em peneira de 60 mesh.  Em seguida, 10g deste material 
foram suspendidos em uma solução contendo hidróxido de cálcio - 4% (p/v) e hidróxido 
de sódio – 4% (p/v) e posteriormente autoclavado a 121°C por 30 minutos. Após 12 
horas de incubação a temperatura ambiente, o bagaço foi separado por filtração em 
um funil de Bucnher usando papel de filtro Whatman no 1 e lavado com água destilada 
até atingir pH neutro. O controle consistiu no bagaço de cana adicionado apenas de 
água destilada. 

Microscopia eletrônica de varredura

A análise da morfologia do bagaço foi realizada em microscópio eletrônico de 
varredura 1450 V operando a 20  kW. As amostras foram metalizadas com ouro e 
as imagens geradas a partir de elétrons secundários a vácuo.  As amostras foram 
dispostas de forma que possibilitasse observar as modificações superficiais das fibras 
do bagaço depois do pré-tratamento.

Determinação da produção de celulases através de ensaio enzimático 

A produção das celulases foi determinada indiretamente através da avaliação da 
atividade celulásica de extratos brutos do caldo de fermentação. Quando concluídas 
as fermentações, os meios de cultura foram centrifugados a 4500 x g por 15 min a 4ºC, 
e o sobrenadante livre de células foi utilizado para dosagem da atividade das enzimas. 
As atividades da carboximetilcelulase (CMCase) e da avicelase foram determinadas 
baseando-se na técnica descrita por TANAKA et al. (1981) que consistiu em conduzir 
a hidrólise de uma solução de carboximetilcelulose 1,0% (p/v) em tampão Tris-HCl 
(0,05M e pH 8,0) para a atividade da fração CMCase e de uma suspensão a 1,0% (p/v) 
no mesmo tampão, de celulose microcristalina (avicel) para a avicelase. A quantidade 
de açúcares redutores foi determinada pelo método do DNS. A curva padrão foi feita a 
partir de glicose, nas concentrações de 0,2 a 1,0 g/L. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

O crescimento de Bacillus sp SMIA-2 e a atividade da CMCase foram observados 
por 192 horas em meio líquido contendo 0,5% de carboximetilcelulose como fonte de 
carbono (Figura 1). O crescimento exponencial do microrganismo foi observado por um 
período longo de tempo, iniciando logo após a incubação da cultura e finalizando após 
144 horas. A partir deste tempo, a cultura entrou na fase estacionária. A atividade da 
CMCase aumentou concomitantemente com a densidade ótica da cultura, alcançando 
a atividade máxima após 144 horas de incubação do microrganismo, com níveis de 
124,84 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 CMCase foi reduzida drasticamente, o que 
sugere que a produção desta enzima está associada ao crescimento e que a mesma 
foi produzida, quando a cultura estava metabolicamente ativa. 
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Figura 1. Crescimento (○) e atividadSe da carboximetilcelulase (■) secretada pelo Bacillus sp 
SMIA-2 cultivado em meio mineral contendo 0,5% de carboximetilcelulose por 192 horas a 50º 

C. As barras representam o desvio padrão. 

Uma das características interessantes de espécies do gênero Bacillus é a sua 
habilidade para degradar substratos amorfos tais como a carboximetilcelulase, apesar 
de sua incapacidade para degradar Avicel. Entretanto, Bacillus sp SMIA-2 também 
mostrou capacidade para sintetizar a avicelase, quando cultivado num meio de cultura 
contendo avicel como fonte de carbono. Como mostrado na Figura 2, a atividade desta 
enzima aumentou concomitantemente com a densidade ótica da cultura, alcançando 
a atividade máxima após 120 horas de incubação do microrganismo, com níveis de 
37,38 U/mL.
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Figura 2. Crescimento (o) e atividade da avicelase (■) secretada pelo Bacillus sp SMIA-
2 cultivado em meio mineral contendo 0,5% de avicel por 192 horas a 50º C. As barras 

representam o desvio padrão. A ausência de barras indica que o erro foi menor do que o 
símbolo.

Perfil da atividade da Avicelase, e CMCase secretada por Bacillus sp SMIA-2 

Um dos critérios importantes considerados na seleção de um microrganismo com 
potencial biotecnológico para uso industrial é sua habilidade para secretar enzimas, 
quando cultivado em substratos de baixo custo e localmente disponíveis. Neste 
sentido, Bacillus sp SMIA-2, foi cultivado em meio contendo bagaço de cana de açúcar 
e a atividade das enzimas CMCase e avicelase foram determinadas. A secreção da 
enzima CMCase iniciou logo após a incubação da cultura, alcançando o valor máximo 
na fase estacionária de crescimento, com níveis de 21,65 U/mL (Figura 3). A secreção 
da avicelase também foi iniciada logo após a incubação da cultura, entretanto a 
atividade máxima desta enzima (20 U/mL) foi mais tardiamente alcançada em relação 
à CMCase. 
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Figura 3. Atividade da carboximetilcelulase (o) e atividade da avicelase (▲), secretada pelo 
Bacillus sp SMIA-2 cultivado em meio mineral contendo 0,5% de bagaço de cana por 192 horas 

a 50º C. As barras representam o desvio padrão. 

O tratamento do bagaço de cana (BCT) com uma solução conjugada de 4% 
Ca(OH)2  e 4% de NaOH promoveu um aumento de cerca de 4 vezes na atividade 
máxima da CMCase, em relação ao bagaço de cana não tratado (BCNT). Ressaltá-
se, entretanto, que o valor da atividade obtida (79 U/mL) ainda foi inferior aquele 
encontrado quando a carboximetilcelulose foi utilizada como substrato (125 U/mL). 
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Em relação áavicelase, também foi observado um aumento na sua atividade, quando 
o bagaço de cana foi tratado com a solução alcalina, entretanto, este aumento foi bem 
menos pronunciado que o observado para a carboximetilcelulase (Figura 4). 

Figura 4. Influência do pré-tratamento do bagaço de cana sobre a atividade da avicelase e da 
carboximetilcelulase secretadas por Bacillus sp SMIA-2 cultivado por 120h a 50º C

A morfologia das fibras do bagaço de cana tratadas e não tratadas superficialmente 
com hidróxido de sódio e hidróxido de cálcio foram analisadas através da técnica 
de microscopia eletrônica de varredura. Como mostrado na Figura 5, as superfícies 
das fibras tratadas com a solução alcalina apresentaram características ligeiramente 
diferentes em relação às das superfícies das fibras não tratadas. 

    

Figura 5. Microscopia eletrônica de varredura para o bagaço de cana não tratado (a) bagaço de 
cana tratado (b).

No bagaço tratado foi observada uma pequena quebra na estrutura da fibra, 
indicando perda da consistência fibrilar e desestruturação da lignina. De acordo com 
Ferreira et al., (2006), o tratamento alcalino, além de remover impurezas e tornar a 
superfície da fibra mais rugosa, retira parcialmente a lignina da fibra e solubiliza a 
hemicelulose deixando a celulose mais exposta ao ataque enzimático. A solubilização 
da hemicelulose em meio alcalino também foi comprovada por Caraschi e Titã (1996).

CONCLUSÃO

Bacillus sp SMIA-2 secretou carboximetilcelulase e avicelase quando cultivado 
em um meio de cultura contendo como fonte de carbono carboximetilcelulose e avicel, 
respectivamente. A utilização do bagaço de cana de açúcar como substrato no meio de 
cultura (em substituição a carboximetilcelulose e avicel) induziu a síntese das enzimas 
carboximetilcelulase e avicelase. Os níveis de atividade das enzimas foram inferiores 
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aqueles observados quando carboximetilcelulose e a avicel foram utilizadas como fonte 
de carbono. O pré-tratamento do bagaço de cana com uma combinação dos álcalis 
Ca(OH)2 e NaOH causou uma quebra na estrutura da fibra como evidenciado pela 
microscopia eletrônica de varredura. Alem disso, promoveu um aumento na atividade 
da avicelase e carboximetilcelulase, sendo mais pronunciado para a última enzima.
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