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RESUMO 

 

 

BARBOSA, João Batista; M.Sc. Produção Vegetal. Universidade Estadual 

do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro, 2011. APROVEITAMENTO DE 

SORO DE QUEIJO E FARINHA DA CASCA DE MARACUJÁ PARA PRODUÇÃO 

DE PROTEASES E α-AMILASES POR Bacillus sp. SMIA-2. Orientadora: Profa: 

Ph.D Meire Lelis Leal Martins. 

 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Tecnologia de 

Alimentos da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), 

em Campos dos Goytacazes-RJ, com o objetivo de estudar a produção de 

proteases e α-amilases pelo termofílico Bacillus sp. SMIA-2 e avaliar algumas de 

suas características. Bacillus sp. SMIA-2 produziu protease quando cultivado em 

solução (0,5% p/v) de soro de queijo em pó (SQP) suplementado com farinha da 

casca de maracujá (0,25% p/v) e atingiu um máximo em 72 horas, com níveis de 

11,40 U/mL. Estudos sobre a caracterização da protease demonstraram que a 

temperatura ótima desta enzima foi de 70ºC. Em relação à termoestabilidade, foi 

demonstrado que a enzima manteve 70% da atividade original após 30 minutos 

de incubação a 60ºC e a 70ºC, 65% da atividade original foi mantida após 15 

minutos. O pH ótimo da enzima foi 9,0 e a mesma foi estável em pH entre 6,0 e 

9,0, sendo maior estabilidade observada em pH 8,5 e 9,0. A produção simultânea 

de α-amilase e protease por Bacillus sp. SMIA-2 foi também investigada em 

culturas em batelada contendo soro de queijo em pó e farinha da casca de 
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maracujá. As maiores atividades de α-amilase e protease foram obtidas quando o 

micro-organismo foi cultivado no meio contendo 0,5% (p/v) de soro de queijo e 

0,15% (p/v) de farinha da casca de maracujá. A suplementação do meio de 

crescimento com metais aumentou a atividade de ambas as enzimas e o 

crescimento do micro-organismo. Estudos sobre a caracterização das enzimas 

revelaram que as características mais importantes foram a alta temperatura ótima 

para atividade da α-amilase (90ºC) e da protease (70ºC).  A α-amilase e protease 

mantiveram 21,17% e 65,98% de sua atividade máxima quando incubadas a 90ºC 

e 70ºC, respectivamente, por 15 minutos.  A atividade ótima da α-amilase foi 

encontrada em pH 8,0 enquanto a da protease em pH 9,0.  
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ABSTRAT 

 

 

BARBOSA, João Batista; M.Sc. Vegetal Production. Universidade 

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. February, 2011. UTILIZATION OF 

CHEESE WHEY AND FLOUR PASSION FRUIT PEEL FOR PRODUCTION OF 

PROTEASES AND α-AMYLASES BY Bacillus sp. SMIA-2. Profª. Adviser: Ph.D 

Meire Lelis Leal Martins. 

 

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

Alimentos of the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, 

(UENF), in Campos dos Goytacazes (RJ) city, with the objective of studying the 

production of α-amylase and protease by thermophilic Bacillus sp. SMIA-2 and 

evaluate some of its characteristics. Bacillus sp. SMIA-2 produced protease when 

cultivated in cheese whey powder (CWP) solutions (0.5%, w/v) supplemented with 

flour passion fruit peel (0.25%, w/v) and reached a maximum at 72 h, with levels of 

11,40 U/mL. Studies on the protease characterization revealed that the optimum 

temperature of this enzyme was 70ºC. Thermostability profile indicated that the 

enzyme retained 70% of the original activity after 30 min of heat treatment at 60ºC. 

At 70ºC, 65% of the original activity was retained after 15 min of heat treatment. 

The optimum pH of the enzyme was found to be 9.0. The enzyme was stable 

between pH 6.0 and 9.0 and higher stability was observed at pH 8.5 and 9.0. The 

simultaneous production of α-amylase and protease by the thermophilic Bacillus 

sp. SMIA-2 was also investigated in batch cultures using powder cheese whey and 
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passion fruit peel flour. The highest activities of α-amylase and proteases were 

reached when the micro-organism was cultivated in a medium containing 0.5% 

(w/v) powder cheese whey and 0.15% (w/v) passion fruit peel flour were found in 

the stationary phase. The supplementation of the culture medium with metals 

improved the production of both enzymes and the growth of the microorganism. 

Studies on the enzymes characterization revealed that the most important kinetic 

properties of the enzymes were the high temperature optima of α-amylase and 

protease (70ºC). The α-amylase and protease retained about  21.17% and 65.98% 

of its maximum activity when incubated at 90ºC and 70ºC, respectively, for 15 

minutes. The optimum activity of the α-amylase was found to be in pH 9.0 while 

the protease in pH 8.5.  

 

 



 

 

1 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A maioria das enzimas empregadas em processos industriais pertence ao 

grupo das hidrolases (Oliveira et al., 2006), dentre as quais se destacam as 

amilases e proteases (Ghorbel et al., 2003). Estas enzimas podem ser obtidas por 

meio de plantas, animais e micro-organismos. No entanto, apenas as enzimas 

produzidas por micro-organismos atendem às demandas industriais devido ao 

curto tempo de geração e alta velocidade específica de crescimento das bactérias 

e de produtividade e termoestabilidade da enzima, o que viabiliza seu uso 

(Buzzini e Martine, 2002). 

Bactérias do gênero Bacillus produzem uma variedade de enzimas 

extracelulares importantes tais como amilases e proteases, celulases, 

poligalacturonases dentre outras. Estas bactérias são capazes de multiplicar sob 

condições extremas de temperatura e pH e originar produtos estáveis em ampla 

faixa de ambientes adversos (Wang et al., 2007). Com exceção do grupo Bacillus 

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

produzem toxinas e são incluídas no grupo de organismos geralmente 

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

A descoberta de micro-organismos termofílicos abriu novas oportunidades 

para a descoberta de enzimas que possuem atividade em condições extremas de 

temperatura, possibilitando seu uso em muitos processos industriais onde esta 

condição é necessária (Hough e Danson, 1999). As enzimas termofílicas têm se 

mostrado tolerantes a agentes desnaturantes como detergentes e solventes 

orgânicos, sendo então, de interesse em vários processos industriais (Atomi, 

2005). 
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Entretanto, o maior empecilho ao uso de enzimas em processos 

industriais está relacionado ao alto custo desse catalisador. Tendo em vista que o 

substrato para o crescimento do micro-organismo responde por 30 a 40% do 

custo da produção de enzimas em escala industrial (Joo e Chang, 2005), o estudo 

de alternativas a fim de baratear o processo torna-se interessante. Os resíduos 

agroindustriais, tais como os derivados da indústria de laticínios são recursos 

baratos utilizados na geração de produtos de alto valor comercial. Além disso, a 

produção de mais de uma enzima em um só passo fermentativo aumenta 

significantemente a eficiência e a economia do processo. Isto é especialmente 

importante para a produção de amilases e proteases, que respondem por cerca 

de 30% e 60% do mercado industrial de enzimas, respectivamente (Merheb et al., 

2007; Van der Maarel et al., 2002; Siso, 1996). 

O Brasil importa a maior parte das enzimas que utiliza, embora apresente 

um enorme potencial para produzí-las, por dois motivos em especial: abundância 

de matéria orgânica (resíduos agrícolas, como palha de arroz, soro de leite, 

bagaço de cana, etc.), que constitui substrato de baixo custo para fermentações e 

a enorme diversidade biológica, ainda pouco explorada, para a descoberta de 

novos micro-organismos produtores de enzimas de interesse industrial (Do Canto 

e Menezes, 1995). 

Considerando as aplicações tecnológicas de enzimas nas condições que 

a indústria exige, o grupo de enzimas atualmente conhecido não é suficiente. 

Desta forma, a busca por fontes microbianas que produzem enzimas com novas 

propriedades é um tema de grande relevância para a comunidade científica. 

Neste contexto, a bactéria termofílica Bacillus sp. estirpe SMIA-2, utilizada neste 

trabalho, foi isolada de amostras de solo da região Norte Fluminense do estado 

do Rio de Janeiro (Souza e Martins, 2001) e sua capacidade em produzir α-

amilases, proteases e poligalacturonases estudada (Nascimento e Martins, 2004), 

Carvalho et al. (2008a), Carvalho et al. (2008b), Cordeiro e Martins (2009) e 

Ladeira et al. (2010). No presente trabalho, foi estudado a produção de proteases 

e α-amilases pelo termofílico Bacillus sp. SMIA-2, utilizando substratos orgânicos 

de baixo valor comercial.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. CLASSIFICAÇÃO E APLICAÇÃO DAS ENZIMAS 

 

Enzimas são proteínas que apresentam atividade catalítica (Lima et al., 

2001) e são biocatalisadores com excelentes propriedades, tais como elevada 

seletividade e especificidade, que lhes permitem realizar uma grande variedade 

de processos químicos sob diversas condições reacionais (Dixon e Webb, 1979). 

Sua função metabólica exerce influência específica sobre certas interações 

bioquímicas, usualmente em ambientes muito complexos - como no interior de 

células - e incluem transformações oxidativas e conjugativas, que ocorrem em 

altas velocidades catalíticas e com reações altamente seletivas e específicas 

(Markoglou e Wainer, 2003; Koeller e Wong, 2001). 

Segundo Lima et al. (2001), as enzimas são classificadas em seis grupos, 

de acordo com a reação catalisada: 

� Oxirredutases: Catalisam reações de oxido-redução; 

� Transferases: Catalisam reações de transferência de grupos de uma 

molécula a outra; 

� Hidrolases: Catalisam reações de hidrólise; 

� Liases: Catalisam reações de quebra de ligações, formando dupla ligação 

ou, ainda, catalisam a adição de grupos a duplas ligações; 

� Isomerases: Catalisam reações de mudança intramolecular em que um 

substrato é transformado em um produto isômero; 

� Ligases: Catalisam a ligação covalente de moléculas com simultânea 

quebra de uma ligação de alta energia; 
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As enzimas são ferramentas úteis devido a possíveis aplicações em 

diferentes setores, como nas indústrias alimentícia, têxtil, de papel e na 

agricultura, resultando em reduções significativas de custos (Hasan et al., 2006). 

A tecnologia de enzimas é um campo multidisciplinar sendo reconhecida pela 

Organização para a Cooperação Econômica e Desenvolvimento (OCED) como 

importante componente do desenvolvimento industrial sustentável (Cardoso, 

2009). 

Devido à sua vasta aplicação industrial, assim como no campo 

farmacêutico (Rao et al., 1998), as proteases formam o grupo mais estudado das 

hidrolases. Por outro lado, as amilases e celulases, comumente utilizadas nas 

indústrias de amido, têxtil e detergente, representam o segundo maior grupo de 

enzimas (Godfrey e West, 1996). Segundo Hartzell e Hsieh (1998) e Tzanov et al. 

(2001), as celulases, lipases, pectinases e proteases podem ser utilizadas 

eficientemente nos processos de limpeza de fibras de algodão. Nos últimos anos, 

as enzimas hidrolíticas vêm sendo mais utilizadas nos processos industriais, 

sendo aplicadas na degradação de várias substâncias naturais (Oliveira et al., 

2006). 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 e protease) (Kirk et al., 2002; Nielsen e Oxenbøll, 1998). 

As enzimas encontradas na natureza têm sido usadas desde os tempos 

antigos na produção de produtos alimentícios, tais como queijo, fermento, cerveja, 

vinho, vinagre e na fabricação de produtos, tais como couro e linho. Entretanto, a 

produção industrial de enzimas é o resultado de um desenvolvimento rápido, 

principalmente nas últimas quatro décadas, graças à evolução da biotecnologia 

moderna (Kirk et al., 2002). Portanto, existem muitas enzimas produzidas por 

micro-organismos que são potencialmente utilizadas no processo industrial devido 

às suas características específicas (Carmelo et al., 2002; Godfrey e West, 1996; 

Wiseman, 1985). 
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2.2. CARACTERÍSTICAS DOS MICRO-ORGANISMOS TERMOFÍLICOS E 

SUAS ENZIMAS 

 

O crescente interesse biotecnológico pelas enzimas produzidas por 

micror-organismos termofílicos é motivado por sua capacidade de atuar em 

condições em que as enzimas produzidas por micro-organismos mesofílicos são 

geralmente desnaturadas (Ferrer et al., 2007; Hough e Danson, 1999). 

Micro-organismos capazes de crescer em temperaturas altas são 

chamados micro-organismos termofílicos ou termófilos e são classificados em: 

termófilos moderados, em que a faixa de temperatura de crescimento está entre 

20ºC e 55ºC; termófilos extremos, cujo crescimento se dá em temperaturas de 

65ºC a 85ºC; ou ainda hipertermófilos, quando crescem entre 85°C até 110°C. Os 

micro-organismos termófilos moderados podem ser encontrados nos domínios 

Bacteria, Archaea e Eukarya (fungos filamentosos); os micro-organismos 

termófilos extremos são encontrados nos domínios Bacteria e Archaea; e os 

hipertermófilos apenas são encontrados no domínio Archaea (Madigan e Oren, 

1999). 

A adaptação de um determinado micro-organismo à termofilia envolve 

adaptação da membrana citoplasmática, do DNA e das proteínas às temperaturas 

acima da faixa mesofílica. Essa adaptação à termofilia tem despertado grande 

interesse na biotecnologia, considerando que os mecanismos de 

termorresistência das biomoléculas desses micro-organismos podem constituir 

modelos interessantes para a bioengenharia ou, ainda, considerando o uso direto 

das mesmas em bioprocessos (Gomes et al., 2007). 

Existe uma estreita relação entre o nicho ocupado por um micro-

organismo e as características de suas enzimas intra e extracelulares. Espera-se 

que micro-organismos termófilos produzam enzimas extracelulares capazes de 

tolerar uma temperatura correspondente, no mínimo, àquela ótima para seu 

crescimento. Estudos com enzimas de termófilos têm mostrado que essa relação 

é verdadeira, estimulando o isolamento de novas linhagens termófilas, assim 

como a caracterização das enzimas produzidas e o entendimento dos fatores que 

levam à sua termo-estabilidade (Gomes et al., 2007; Egorova e Antranikian, 

2005). 

A busca por essas enzimas baseia-se no fato de que a utilização de uma 
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temperatura mais elevada em um processo industrial faz com que a velocidade da 

reação seja aumentada, necessitando da utilização de uma menor quantidade de 

enzimas, já que a cada aumento de 10ºC na temperatura promove um aumento 

de, aproximadamente, duas vezes na velocidade de reação. Além disso, a 

utilização de temperaturas maiores do que 60ºC inibe o crescimento de micro-

organismos contaminantes, reduzindo a possibilidade de contaminação 

microbiana, o que favorece sua utilização em indústrias de alimentos (Zamost et 

al., 1991; Wiseman, 1985). 

As diferenças entre as membranas de termófilos e de mesófilos 

consistem, principalmente, na substituição de ácidos graxos insaturados por 

ácidos graxos saturados, de modo que a membrana adquira um equilíbrio entre 

densidade e fluidez, necessário para a manutenção de sua integridade física e 

funcional em temperaturas elevadas. Os ácidos graxos saturados geram ambiente 

mais fortemente hidrofóbico que os insaturados, auxiliando na estabilidade da 

membrana em altas temperaturas (Haki e Rakshit, 2003). 

A manutenção da estrutura do DNA é um fator imprescindível para a 

estabilidade de organismos termófilos, principalmente dos hipertermófilos. No 

citoplasma desses últimos, tem sido detectada grande quantidade de 2,3-

difosfoglicerato cíclico de potássio, cuja função é impedir danos químicos na 

molécula de DNA, como a perda de purina que pode ocorrer em altas 

temperaturas (Fields, 2001). Ainda, todos os hipertermófilos produzem uma única 

forma diferenciada de DNA topoisomerase chamada DNA Girase Reversa, a qual 

introduz superenovelamentos positivos no DNA, em contraste com os 

superenovelamentos negativos gerados pela DNA Girase convencional. O 

superenovelamento positivo promove maior resistência do DNA à desnaturação 

térmica (Haki e Rakshit, 2003; Stetter, 1999). Sequências codificantes de 

termófilos possuem altos teores de purinas, principalmente adenina (A), sugerindo 

que esse nucleotídeo exerce função adaptativa de estabilização da estrutura do 

RNA (Singer e Hickey, 2003). 

Dentre os fatores que afetam a estabilidade e cinética das proteínas, o 

calor é o que mais promove modificações das mesmas, dentro do contexto 

biológico. Enzimas estáveis em temperaturas elevadas são chamadas 

termozimas e hipertermozimas (Gomes et al., 2007). 
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As proteínas de micro-organismos termófilos apresentam sequências de 

aminoácidos, estrutura tridimensional e mecanismos catalíticos idênticos aos de 

suas similares mesofílicas. Algumas diferenças na composição de aminoácidos, 

nos mecanismos de manutenção do enovelamento e da estabilização da estrutura 

foram constatadas entre enzimas de mesófilos e termófilos, porém, os fatores de 

pressão seletiva (pressão, pH e temperatura) e as variações filogenéticas devem 

ser considerados (Niehaus et al., 1999). Evidências sugerem que organismos 

hipertermófilos foram as primeiras formas de vida na terra, e suas proteínas 

podem, portanto, servir como modelo para o entendimento da evolução das 

enzimas sob os pontos de vista biológico, químico e físico-químico (Gomes et al., 

2007). 

A proteína nativa é mantida por um delicado balanço de forças não co-

valentes, como ligações de hidrogênio, pareamento de íons, interações 

hidrofóbicas e força de van der Waals. Com o aumento da temperatura, essas 

interações são rompidas e a proteína se desdobra. Algumas proteínas recuperam 

sua conformação ativa após o resfriamento, porém, para a maioria, a 

desnaturação é irreversível (Gomes et al., 2007). 

A estrutura espacial das proteínas é determinada por forças eletrostáticas 

entre grupos polares e ionizados e por efeitos hidrofóbicos envolvendo resíduos 

apolares (Jaenicke e Bohm, 1998). O efeito hidrofóbico é o principal mecanismo 

de termoestabilidade intrínseca da proteína e direciona o enovelamento, que 

resulta na estrutura nativa da molécula e diminui sua tendência ao 

desdobramento, tornando a molécula menos flexível e menos exposta à 

degradação por altas temperaturas, além da diminuição da exposição de 

aminoácidos termolábeis (Egorova e Antranikian, 2005). A maioria das 

termoenzimas descritas apresenta altos teores de aminoácidos hidrofóbicos e 

com resíduos aromáticos. Os aminoácidos mais hidrofóbicos são Isoleucina (Ile), 

Valina (Val), Leucina (Leu), Fenilalanina (Phe), Cisteina (Cys) e Metionina (Met). 

Tanto a integridade dos aminoácidos formadores da proteína, quanto a formação 

do núcleo hidrofóbico são essenciais para a sua viabilidade (Jaenicke e Bohm, 

1998). 

A elevada rigidez intrínseca da proteína termofílica, decorrente da 

estabilidade do enovelamento, requer alta temperatura para atividade (maior que 

40°C) a fim de promover o movimento térmico e o aumento da flexibilidade 
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essencial para a atividade catalítica, ou seja, a adaptação da proteína às 

temperaturas extremas parece ser resultado de um equilíbrio entre o aumento da 

rigidez responsável pela estabilidade térmica e a flexibilidade requerida para 

exercer sua função fisiológica (Shiraki et al., 2001). Outra característica das 

enzimas termoestáveis é sua maior resistência à ação de proteases, uma vez 

que, quanto mais rígida for a molécula, menos expõe seu sítio de proteólise 

(Gomes et al., 2007). 

As enzimas termoestáveis, de maneira geral, apresentam vantagens para 

a aplicação industrial, visto que processos biotecnológicos conduzidos em 

elevadas temperaturas têm o risco de contaminação por micro-organismos 

mesófilos significativamente reduzidos (Haki e Rakshit, 2003). As temperaturas 

mais elevadas favorecem a solubilidade de substratos e produtos, e aumentam as 

taxas de reação por redução da viscosidade e por aumento do coeficiente de 

difusão dos substratos (Egorova e Antranikian, 2005). Adicionalmente, a utilização 

de temperaturas mais altas faz com que a velocidade da reação seja aumentada, 

necessitando de uma menor quantidade de enzima para atuação (Zamost et al., 

1991). 

Apesar das vantagens que as enzimas termofílicas oferecem para o uso 

rotineiro na indústria, a aplicação biotecnológica de micro-organismos termofílicos 

tem sido muito limitada até o momento. As razões para essa contradição são 

muitas, mas a principal delas está relacionada com o número escasso de 

linhagens termofílicas para a pesquisa de enzimas termoestáveis específicas, 

disponíveis em coleções de culturas (Aquino, 2000). 

As enzimas industriais são utilizadas como beneficiadoras e suas 

utilizações dependem do valor que agregam ao produto final. Apenas raramente, 

como ocorre no caso dos detergentes, o consumidor compra e utiliza as enzimas 

diretamente (Nascimento, 2004). 

Desta forma, a descoberta de micro-organismos termofílicos abriu novas 

oportunidades para descoberta de enzimas, que apresentam atividades em 

condições extremas de temperatura, possibilitando seu uso em muitos processos 

industriais nos quais essa condição é necessária (Hough e Danson, 1999). As 

enzimas termofílicas têm se mostrado tolerantes a desnaturantes como 

detergentes e solventes orgânicos, sendo, então, de interesse em síntese 

orgânica (Atomi, 2005). 
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2.3. APLICAÇÃO INDUSTRIAL DE ENZIMAS MICROBIANAS 

 

O papel das enzimas é conhecido em muitos processos, e através dos 

tempos, com o desenvolvimento de novas técnicas, como a purificação de 

enzimas, vem aumentado seu número de aplicações. Além disso, com a 

disponibilidade das enzimas termoestáveis um número de novas possibilidades 

para processos industriais tem emergido (Haki e Rakshit, 2003). 

Presentes em todos os sistemas biológicos, as enzimas são produzidas 

por todos os organismos vivos e têm a capacidade de atuar fora do meio celular. 

De acordo com Gacesa e Hubble (1990) e Wiseman (1985), as enzimas 

extracelulares possuem uma série de vantagens sobre as intracelulares. Por 

serem secretadas no meio de cultura, não requerem técnicas de ruptura celular, 

que são difíceis de aplicação em larga escala. Além disso, o número de enzimas 

secretadas é limitado, sendo relativamente fácil separar a enzima de interesse no 

meio de crescimento e, por fim, as enzimas extracelulares são mais compactas, 

sendo menos susceptíveis à desnaturação que as intracelulares. 

As enzimas 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 

(Sena et al., 2006; Do Canto e Menezes, 1995). 

Apesar do alto custo da utilização de enzimas, suas vantagens em 

diversos campos são tão óbvias que uma variada gama de indústrias as utiliza em 

seus processos, movimentando um mercado de aproximadamente U$ 2,3 bilhões 

(Mussato et al., 2007). As enzimas proteolíticas, principalmente as alcalinas, 

correspondem a 60% desse montante (Merheb et al., 2007), sendo que 40% 

deste valor são de fontes microbianas(Gupta et al., 2002a; Gupta et al., 2002b) e 

cerca de 35% respondem pelas proteases que são aplicadas na indústria de 

detergentes(Hadj-Ali, 2007). As amilases vêm logo em seguida movimentando 

30% deste mercado (Van der Maarel et al., 2002). Em relação ao mercado 

brasileiro, este é ainda pouco representativo, correspondendo a cerca de 2% do 

total mundial (Mussato et al., 2007). Os maiores consumidores são as indústrias 

de detergentes, alimentos e rações, papel e celulose, química fina e fármacos, 

seguidas pela indústria têxtil e de manufatura de couros (Pszczola, 2001). 

Embora, tradicionalmente, as enzimas mais estudadas sejam de origem 
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animal ou vegetal, as enzimas microbianas apresentam alto interesse do ponto de 

vista da sua aplicação industrial por serem mais facilmente produzidas em larga 

escala via fermentação, por serem mais facilmente expressas (clonagem) em 

micro-organismos de cultivo já estabelecido e pela enorme diversidade 

microbiana existente, que oferece infinitas possibilidades de modos de ação, nas 

mais diversas condições. Um bom exemplo disso é a produção de enzimas 

termorresistentes por micro-organismos extremófilos (Haki e Rakshit, 2003). A 

maioria das enzimas empregadas em processos industriais pertence ao grupo das 

hidrolases (Oliveira et al., 2006), dentre as quais se destacam as proteases e 

amilases (Ghorbel et al., 2003). 

 

2.4. PROTEASES 

 

Proteases são enzimas envolvidas na conversão de proteínas em 

aminoácidos e peptídeos. A sua produção é uma propriedade pertencente a todos 

os organismos e são geralmente constitutivas, embora com o tempo, passam a 

ser parcialmente induzidas (Beg et al., 2002). Kumar e Takagi (1999) citam as 

proteases como sendo constituintes essenciais em todas as formas de vida na 

terra, incluindo os procariotos, os fungos, as plantas e os animais. 

As proteases são classificadas em dois grupos principais, que são as 

exopeptidases e endopeptidases ou proteinases, dependendo do sitio de ação 

dessas enzimas na proteína. As exopeptidases iniciam o processo de degradação 

a partir das extremidades amino (N) ou carboxi-terminal (C) das proteínas, 

produzindo pequenos peptídios ou mesmo aminoácidos. As endopeptidases 

clivam a proteína alvo na sua parte interna, longe das extremidades amino e 

carboxi-terminal, gerando dessa forma, peptídeos maiores. Baseado no tipo do 

grupo funcional presente no sitio catalítico da enzima, as carboxipeptidases foram 

subdivididas em serina, metalo, e cisteína-carboxipeptidases e as endopeptidases 

são ainda classificadas em quatro relevantes grupos, que são: serina, cisteína, 

aspártico e metalo proteases. Sendo que as serina peptidases possuem um 

resíduo de serina em seu centro ativo, enquanto as aspártico peptidases têm 

duas unidades de ácido aspártico no seu centro catalítico. Cisteína-proteases 

apresentam um aminoácido cisteína e as metaloproteases usam um íon metal no 

seu mecanismo catalítico (Rao et al., 1998). 
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As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas 

industriais com aplicações em diferentes indústrias em todo o mundo (Rao et al., 

1998). As proteases alcalinas têm sido intensamente estudadas devido à 

possibilidade de uso em diversos ramos industriais tais como nas indústrias de 

alimentos, farmacêutica, couro, detergente, diagnósticos, manejo de resíduos e 

de recuperação de prata usada em filmes de raio X (Genckal e Tari, 2006). 

Os micro-organismos contribuem com dois terços da produção de 

proteases comercializadas no mundo. Existe uma longa lista de micro-organismos 

produtores de proteases, porém um pequeno número é explorado comercialmente 

devido ao fato de alguns possuírem características tóxicas e patogênicas. Um 

grande número de Bactérias, fungos e leveduras são conhecidos por produzir 

proteases alcalinas do tipo serina (Ladeira, 2009; Kumar e Takagi, 1999; Moon e 

Parulekar, 1992). Porém, poucos micro-organismos foram reconhecidos como 

produtores comerciais, sendo somente os micro-organismos que produzem 

quantidades substanciais de enzimas extracelulares os de maior importância 

industrial (Gupta et al., 2002a; Gupta et al., 2002b). Pesquisas conclusivas 

encontradas na literatura mostram que o gênero Bacillus sp. é significativamente 

a maior fonte comercial de proteases. Esse fato deve-se a uma relativa facilidade 

de isolamento dos micro-organismos desse gênero em diversas fontes, fazendo 

deles um foco de atenção na biotecnologia (Johnevelsy e Naik, 2001). 

Uma grande quantidade de espécies de Bacillus de ambientes exóticos foi 

explorada para a produção de proteases, podem ser citados como produtores 

potenciais B. licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquifaciens e B. mojanensis (Gupta 

et al., 2002a; Gupta et al., 2002b; Kumar e Takagi, 1999; Rao et al., 1998). Sendo 

assim, o gênero Bacillus contém um grande número de espécies industrialmente 

importantes e fornece, aproximadamente, a metade da produção comercial atual 

de enzimas. 

 

2.5. AMILASES 

 

As amilases, tanto nos eucariotos como nos procariotos, atuam como 

uma das principais enzimas responsáveis pela obtenção de energia para as 

funções metabólicas, a partir do amido como fonte de carbono. Porém, na maioria 

dos eucariotos, essas enzimas atuam em tecidos ou órgãos específicos, 
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relacionados à nutrição do organismo, o que inviabiliza, na maioria dos casos, a 

sua extração e purificação para o uso comercial (Joo e Chang, 2005). Assim, os 

micro-organismos surgem como uma alternativa simples e barata para a produção 

dessas enzimas, uma vez que requerem condições mínimas de nutrição e de 

manutenção, apresentam alta eficiência na produção, além de secretarem estas 

enzimas para o meio extracelular (Sajedi et al., 2005). 

Uma grande variedade de micro-organismos produz um ou mais tipos de 

amilases, e sabe-se que as amilases produzidas por micro-organismos 

termofílicos apresentam características mais termoestáveis do que as produzidas 

pelos micro-organismos mesofílicos. Essas amilases termoestáveis são de grande 

interesse na indústria de processamento do amido, uma vez que a temperatura de 

gelatinização do mesmo situa-se próximo de 70ºC (Goyal et al., 2005; Sarikaya, et 

al., 2000). 

As amilases microbianas são enzimas de natureza extracelular, uma vez 

que o amido, o substrato das amilases, possui alta massa molecular não podendo 

passar através da membrana da célula. Assim, as amilases são produzidas dentro 

da célula e posteriormente secretadas para o meio. Entretanto, para que o micro-

organismo acelere a síntese dessas enzimas, a célula recebe um sinal por meio 

de fragmentos de baixo peso molecular, formados pela ação de pequenas 

quantidades de enzimas produzidas constitutivamente (Nielsen e Borchert, 2000). 

As amilases são amplamente distribuídas na natureza e, além de serem 

as responsáveis pela reciclagem do carbono contido nos amiláceos em geral, 

exercem um importante papel na indústria de processamento de amido (Kiran e 

Chandra, 2008). Um dos processos que utiliza as amilases é o de conversão do 

amido em dextrinas, maltose, glicose e frutose. As dextrinas são utilizadas em 

formulações clínicas, como material para a sacarificação enzimática, 

estabilizadores, espessantes, etc. A maltose é usada em confeitarias, 

refrigerantes, cervejaria, fermentações para produção de etanol, fabricação de 

geléias e sorvetes. A glicose é usada em refrigerantes, na panificação, cervejarias 

e fermentações para produção de etanol e a frutose é usada em refrigerantes, 

geléias, iogurtes e frutas enlatadas (Konsula e Liakopoulou-Kyriakides, 2004).  
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2.6. APROVEITAMENTO DE RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA A 

PRODUÇÃO DE ENZIMAS 

 

A economia brasileira é uma das mais importantes do mundo baseadas 

na agricultura, produzindo e exportando café, cana-de-açúcar, soja, mandioca, 

frutas entre outros (Ladeira, 2009). Entretanto, o processamento da matéria-prima 

desses produtos agrícolas gera uma grande quantidade de resíduos, que quando 

acumulados promove a deterioração do meio ambiente e perda de recursos, com 

contribuição significativa para o problema da reciclagem e conservação da 

biomassa (Uenojo e Pastore, 2006). Portanto, nas últimas décadas há uma 

crescente busca da utilização dos resíduos agroindustriais, devido à incessante 

demanda das atividades agrícolas. Diversos processos são desenvolvidos para 

utilização desses materiais, transformando-os em compostos químicos e produtos 

com alto valor agregado como álcool, enzimas, ácidos orgânicos, aminoácidos, 

etc. (Pandey et al., 2000; Pandey et al., 1999; Pandey e Soccol, 1998). 

Na busca de soluções alternativas para o problema do descarte dos 

resíduos, muitas indústrias têm optado pelo uso de micro-organismos como 

agentes redutores de matéria orgânica ou para a eliminação ou redução de 

compostos tóxicos, sendo as enzimas termofílicas de grande aplicação nesses 

processos (Andrade et al., 1999; Tavares et al., 1998). 

A aplicação de resíduos agroindustriais em bioprocessos, por um lado 

fornece substratos alternativos e, por outro, ajuda a solucionar os problemas de 

poluição que sua disposição no meio ambiente poderia causar. Com o advento de 

inovações biotecnológicas, principalmente na área de tecnologia de enzimas e 

fermentações, muitos caminhos novos têm sido abertos para sua utilização 

(Pandey et al., 2000). 

Vários resíduos agroindustriais são usados como fontes alternativas de 

substratos para a produção de enzimas, devido à disponibilidade local e por 

representar uma fonte alternativa de baixo valor comercial, principalmente quando 

o objetivo é a produção destas enzimas em larga escala (Hernández et al., 2006). 

Aproximadamente 40% dos custos de produção de enzimas por 

fermentação correspondem ao meio de cultivo. O uso de meios de cultura 

alternativos para produção de proteases por Bacillus tem sido relatado em muitos 

trabalhos científicos (Ladeira, 2009). Esses meios podem ser obtidos a partir de 
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várias fontes tais como casca em pó de camarão e caranguejo (Yang et al., 2000), 

farinha de peixe (Ellouz et al., 2001), farelo de soja (Joo e Chang, 2005; Joo et al., 

2002), farinha de sementes de amaranto (Pastor et al., 2001), penas de frango 

(Gessesse et al., 2003), araruta (Kumar e Parrack, 2003), soro de queijo e água 

de maçeração de milho (Ladeira et al., 2010; Carvalho et al., 2008a; Carvalho et 

al., 2008b; Silva et al., 2007;  Nascimento et al., 2007). 

 

2.7. SORO DE QUEIJO 

 

A porção aquosa do leite, que se separa do coágulo, durante a fabricação 

convencional de queijos, é o soro de queijo; um fluido opaco e amarelo-

esverdeado, que retém cerca de 55% dos nutrientes do leite (Nicolau et al., 2004; 

Kosikowski, 1979). Aproximadamente 85-95% do volume de leite usado na 

fabricação de queijos resulta em soro, que contém cerca de metade dos sólidos 

totais do leite, representados por proteínas hidrossolúveis, principalmente 

albuminas e globulinas, sais, gordura e lactose (Nicolau et al., 2004), sendo 

encontrados nas seguintes proporções: 6,0-6,5% de sólidos totais, sendo cerca 

de 4,5-5,0% de lactose, 0,8-1,1% de proteína, 0,03-0,1% de gordura, 0,5-0,8% de 

matéria mineral e 0,2-0,8% de ácido lático (Revellion et al., 2000; Moresi, 1994). 

 Em termos de volume e em função das técnicas utilizadas na produção, 

pode-se produzir entre nove a doze litros de soro, com média de dez litros para 

cada quilo de queijo produzido (Giroto e Pawlowsky, 2001; Richards, 1997; 

Sottiez, 1985). 

Historicamente o soro de queijo foi considerado um produto residual de 

baixo valor econômico. Seu grande volume de obtenção representa um dos 

maiores problemas para a indústria de laticínios. Em toda a extensão territorial 

brasileira, a maioria dos pequenos e médios produtores de queijo não consegue 

dar um destino nobre ao soro de leite, havendo uma enorme deficiência de 

tecnologias que viabilizem o aproveitamento de suas proteínas. Por conter 

elevada quantidade de nutrientes, é considerado um material altamente poluente, 

com a demanda biológica de oxigênio (DBO) de 30.000 a 50.000 mL-1 (Borges et 

al., 2001). Desta forma, com a tendência de obter processos limpos e 

ambientalmente corretos na produção de alimentos, tem sido crescente a 

preocupação de encontrar aplicações econômicas para o soro obtido da produção 
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de queijo (Capitani et al., 2005).  

O soro lácteo possui alto valor funcional e nutritivo e, devidamente 

processado, seja como concentrado ou isolado proteico, constitui-se em um 

excelente ingrediente para a fabricação de vários alimentos industrializados. Uma 

quantidade substancial de soro de leite é descartada anualmente no Brasil, na 

forma de resíduo industrial, causando um grave problema ambiental (Yoshida e 

Antunes, 2009). 

A descarga de soro, além de trazer danos à natureza, corresponde 

também a um desperdício inaceitável diante de suas características nutricionais.  

Sendo que o soro é uma importante fonte de proteínas e lactose a um baixo custo 

que poderia ser melhor aproveitada gerando empregos diretos e indiretos, 

aumentando a renda dos empresários do ramo e criando maior circulação de 

capitais, além de diminuir os custos com tratamentos de efluentes e danos 

ambientais (Fornari, 2006; Oliveira, 2006). Além disso, segundo Richards (2002), 

descartar soro sem tratamento eficiente não é só um crime ambiental, mas é 

também rejeitar um ingrediente que possui alta qualidade. 

No Brasil, os dados sobre a disponibilidade do soro de leite são altamente 

imprecisos, mas boa parte do queijo é produzida por pequenas empresas, que 

evitando o custo do tratamento deste efluente e sem fiscalização efetiva das 

autoridades, optam pela utilização parcial deste subproduto como alimentação 

animal, descartando o excedente diretamente nos rios (Silva e Bolini, 2006; 

Antunes, 2003). 

A composição do soro de queijo confere várias aplicabilidades nas 

indústrias alimentícias, porém ainda não é totalmente explorado no país. Há a 

necessidade de maior incentivo de aproveitamento do soro em função do valor 

nutricional, enorme volume de produção devido à plena expansão das queijarias, 

além de gerar benefícios com a redução do volume de resíduos a ser tratado por 

essas indústrias (Viotto e Machado, 2007). 

Em alguns países desenvolvidos, o aproveitamento do soro lácteo chega 

a 100% do volume produzido. Entretanto, de acordo com pesquisas do “Programa 

Minas Leite” da Secretaria da Agricultura do Estado de Minas Gerais (Estadão de 

São Paulo, 2007), o Brasil busca aumentar o processamento do soro, para 

atender a demanda interna de soro em pó, nas indústrias de bebidas lácteas, 

panificação, biscoitos, fármacos e rações, e consequentemente, diminuir a sua 
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necessidade de importação do produto. Assim, a produção de soro em pó pode 

ser considerada uma alternativa econômica, geradora de emprego e também uma 

fonte de renda ao produtor (Bieger e Lima, 2008). 

O descarte do soro, além de trazer danos à natureza, corresponde 

também a um desperdício inaceitável devido à apreciável quantidade de 

proteínas, lactose, e demais compostos, tornando-se assim muito atrativo além de 

economicamente viável para processos fermentativos, onde poderá ser utilizado 

principalmente como fonte de carbono de baixo custo (Mesomo, 2007).  

O reaproveitamento de resíduos é uma alternativa de gerenciamento para 

as agroindústrias, e no caso do soro, gera resultados de vulto. Considerando o 

grande volume de soro produzido pelos laticínios, o custo para um tratamento que 

possibilite o seu descarte no meio ambiente se torna muito alto. Por outro lado, 

com o advento de novas tecnologias para secagem do soro, é possível aproveitar 

os seus componentes principais, ou seja, a lactose e as proteínas solúveis, e 

assim transformar um custo em geração de renda por meio da produção de 

insumos para outros ramos industriais (Bieger e Lima, 2008). 

A produção de enzimas microbianas utilizando soro de queijo como 

substrato para o cultivo de micro-organismos foi realizada por diversos 

pesquisadores (Romero et al., 2001; Feijoo et al., 1999; Kosikowski, 1979) e a 

produtividade enzimática aumentou com o uso deste substrato. Portanto, devido à 

sua rica composição, o soro de queijo é um substrato em potencial para a 

produção industrial de proteases microbianas. Desta forma, vários estudos têm 

sido desenvolvidos com a utilização de soro lácteo para produção de enzimas 

hidrolíticas com intuito de viabilizar a produção destas enzimas (Ladeira et al., 

2010; Nascimento et al., 2007; Silva et al., 2007). 

Atualmente, a legislação ambiental vem se tornando cada vez mais rígida 

e consequemente, as indústrias de laticínios procuram alternativas para 

aproveitamento do soro resultante da produção de queijo (Barbosa et al., 2010). 

Dentre as várias técnicas de aproveitamento do soro do queijo destaca-se como 

substrato para fermentação, sendo também matéria-prima bastante interessante 

na fabricação de diversos produtos como etanol (Taherzadeh e Karimi, 2008; 

Yang e Silva, 1995), extrato de levedura (Révillion et al., 2000), ácido lático 

(Skory, 2004; Shreve e Brink, 1977), bebidas lácteas (Capitani et al., 2005), entre 

outros. 
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Devido à sua rica composição o soro de leite é um ótimo substrato para a 

fermentação industrial e tem contribuído para bom crescimento microbiano (Lee et 

al., 2003). 

 

2.8. FARINHA DA CASCA DE MARACUJÁ 

 

O Brasil é o principal produtor mundial de maracujá (Passiflora edulis 

Sims), com produção de aproximadamente 172,3 mil toneladas por ano (Oliveira 

et al., 2002). Cerca de 90% das cascas e sementes de maracujá das indústrias de 

sucos e polpas são descartadas, embora apresentem grande quantidade de 

fibras, pectina e óleo, sendo o restante aproveitado para diversos fins como, por 

exemplo, na preparação de ração animal e na fabricação de doce (Oliveira et al., 

2002). 

O maracujá é uma fruta bastante consumida no mundo e no Brasil, sua 

polpa contém ácido ascórbico e carotenóides (Talcoot et al., 2003), sua casca 

contém pectina (21,5%), triptofano, ácidos graxos e aminoácidos (Guertzenstein e 

Srur, 2002). Em relação aos subprodutos da indústria de sucos, o principal é a 

casca do fruto, para a qual foi demonstrado grande potencial de substâncias em 

sua composição, especialmente fibras solúveis (Córdova et al., 2005; Ichimura et 

al., 2006). 

A casca do maracujá, que representa 52% da composição da massa do 

fruto já não pode ser considerada um resíduo industrial, uma vez que suas 

características e propriedades funcionais podem ser usadas para o 

desenvolvimento de novos produtos (Pinheiro et al., 2008; Ishimoto et al., 2007; 

Souza e Sandi, 2001; Medina, 1980). Devido à produção significativa de suco de 

maracujá, as cascas, tornam-se um problema ambiental. Por isso, torna-se 

necessário encontrar uma forma viável para transformar as cascas em produtos 

úteis ou para eliminá-los adequadamente, buscando um impacto ambiental 

positivo (Pinheiro et al., 2008; Liu et al., 2006). 

Farinha da casca de maracujá é um subproduto das fábricas de suco. É 

muito utilizada para produção de ração animal e descartada como resíduo 

industrial. Considerando-se que na fabricação de pectina pela indústria de 

alimentos, a casca é toda extraída (Kliemann et al., 2009), um aproveitamento 

racional e eficiente desse resíduo como substrato para a produção de proteínas 
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microbianas poderá gerar resultados satisfatórios na produção em escala 

industrial (Araújo et al., 2005; Oliveira et al., 2002), contribuindo também para 

minimizar os problemas de perdas na industrialização do maracujá (Oliveira et al., 

2006). 
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RESUMO 

 

Enzimas proteolíticas constituem o grupo mais importante de enzimas comerciais 

produzidas. Bacillus sp. SMIA-2 produziu protease quando cultivado em solução 

(0,5% p/v) de soro de queijo em pó (SQP) e farinha da casca de maracujá (0,25% 

p/v) e atingiu um máximo em 72 horas, com níveis de 11,40 U/mL. Estudos sobre 

a caracterização da protease demonstraram que a temperatura ótima desta 

enzima foi de 70ºC. Em relação a termostabilidade, a protease manteve 70% da 

atividade original após 30 minutos de incubação a 60ºC e a 70ºC, 65% da 

atividade original foi mantida após 15 minutos. O pH ótimo da enzima foi de 9,0, 

sendo esta estável em pH entre 6,0 e 9,0 e maior estabilidade foi observada em 

pH 8,5 e 9,0. 

Palavras-chave: Protease, soro de queijo, farinha de maracujá, Bacillus sp. 

 

ABSTRACT 

 

The proteolytic enzymes are the most important group of commercially produced 

enzymes. Bacillus sp. SMIA-2 produced protease when cultivated in cheese whey 

powder (CWP) solutions (0.5%, w/v) supplemented with flour passion fruit peel 

(0.25%, w/v) and reached a maximum at 72 h, with levels of 11.40 U/mL. Studies 

on the protease characterization revealed that the optimum temperature of this 

enzyme was 70oC. Thermostability profile indicated that the enzyme retained 70% 

of the original activity after 30 min of heat treatment at 60ºC. At 70ºC, 65% of the 

original activity was retained after 15 min of heat treatment. The optimum pH of 

the enzyme was found to be 9.0. The enzyme was stable between pH 6.0 and 9.0 

and higher stability was observed at pH 8.5 and 9.0.  

Key-words: Protease, cheese whey, passion fruit flour peel, Bacillus sp. 

 

3.1.1. INTRODUÇÃO 

 

A maioria das enzimas industriais utilizadas atualmente pertence ao grupo 

das hidrolases, que são ativas em vários substratos naturais. Os micro-

organismos constituem a principal fonte destas enzimas, as quais foram 

identificadas após uma extensa pesquisa, e atualmente são utilizadas em várias 
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aplicações industriais (Carvalho et al., 2008a; Carvalho et al., 2008b; Silva et al., 

2007; Mitidieri et al., 2006; Bon, 1995). 

O gênero Bacillus sp. contêm um grande número de espécies 

industrialmente importantes que são responsáveis por, aproximadamente, metade 

da produção comercial de enzimas (Zhang e Kim, 2010; Aguilar et al., 2008; Silva 

et al., 2007; Beg e Gupta, 2003; Singh et al., 2001; Sookkheo et al., 2000; Kumar 

et al., 1999; Ferrero et al., 1996; Sinha e Satyanarayana, 1991). 

Estes micro-organismos podem ser cultivados sob condições extremas de 

temperatura e pH dando origem a produtos que são estáveis em uma ampla faixa 

de ambientes hostis (Silva et al., 2007; Nascimento e Martins, 2006; Johnvesly et 

al., 2002; Han e Damodaran, 1997). Além disso, são capazes de utilizar 

substâncias orgânicas consistindo de misturas complexas típicas de resíduos e 

apresentam uma variedade de sistemas de enzimas hidrolíticas (Ghorbel et al., 

2003). Com exceção do grupo Bacillus cereus (que inclui Bacillus anthracis), são 

saprófitas inofensivos, que não produzem toxinas e são incluídos no grupo de 

organismos geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) (Silva et al., 2007; 

Mahmood et al., 1998). 

As proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas 

industriais com aplicações em diferentes indústrias em todo mundo, 

representando, aproximadamente, 60% do total de enzimas comercializadas 

(Vishwanatha e Rao, 2010), sendo as bactérias do gênero Bacillus sp. a maior 

fonte comercial destas enzimas usadas atualmente (Cheng et al., 2010; Akhtar et 

al., 2008; Schallmey et al., 2004). Bacillus licheniformis, Bacillus subitilis e Bacillus 

pumilis são as espécies mais usadas na indústria para a produção de proteases 

(Sabir e El-Bestawy, 2009; Guangrong et al., 2008; Adans e Kelly, 1998). 

Atualmente, o custo total de produção de enzimas microbianas é muito 

elevado, devido ao alto custo dos substratos e dos meios utilizados. Devido a 

isso, esforços têm sido direcionados para explorar meios alternativos para reduzir 

os custos de produção das proteases por meio da melhoria da produtividade, bem 

como a utilização de substratos de baixo custo como os subprodutos agrícolas na 

composição dos meios (Kuberan et al., 2010). 

Soro de queijo (SQ) é um produto obtido do processo de fabricação do 

queijo, cujos principais componentes são lactose (44-52 g/L), proteínas (6-8 g/L) e 

sais minerais (4-9 g/L). Devido à sua rica composição, o soro de leite é um ótimo 
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substrato para a produção de vários compostos industrialmente importantes, 

como as enzimas microbianas (Romero et al., 2001; Feijoo et al., 1999; 

Kosikowski, 1979).  

Um outro tipo de resíduo comum no Brasil são as cascas e sementes de 

maracujá geradas com a produção de suco. A casca, que representa 52% da 

composição da massa do fruto não pode ser considerada um resíduo industrial, 

uma vez que suas características e propriedades funcionais podem ser usadas 

para o desenvolvimento de novos produtos (Pinheiro et al., 2008; Ishimoto et al., 

2007; Souza e Sandi, 2001; Medina, 1980). Devido à produção significativa de 

suco, as cascas do maracujá, tornaram-se um problema ambiental. Portanto, 

torna-se necessário buscar uma forma viável para transformar as cascas em 

produtos úteis ou para eliminá-los adequadamente, buscando um impacto 

ambiental positivo (Pinheiro et al., 2008; Liu et al., 2006). 

Desta forma, o presente trabalho visa avaliar a utilização de soro de 

queijo em pó e da farinha da casca de maracujá para a produção de proteases 

pelo termofílico Bacillus sp. SMIA-2. Além disso, algumas características 

importantes da enzima como a estabilidade à temperatura e ao pH foram 

determinadas. 

 

3.1.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1.2.1. Micro-organismo 

  

O micro-organismo utilizado neste estudo foi o 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 (Souza e Martins, 

2001). Os resultados da comparação das seqüências de rRNA16S indicaram que 

o isolado possui 94% de similaridade com Bacillus caldoxylyticus e Bacillus sp. 

espécie AK1 (Souza e Martins, 2001). O micro-organismo foi conservado em ágar 

TSY (triptona 20 g.L-1; NaCl 10 g.L-1; extrato de levedura 10 g.L-1; ágar 20 g.L-1 e 

água 1 L), em placa de Petri a 4ºC.  
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3.1.2.2. Preparação do meio de cultura e condições de fermentação 

 

O meio de cultura base utilizado neste trabalho para a produção de 

proteases foi soro de queijo doce, fornecido pela empresa Alibra Ingredientes Ltda 

com a seguinte composição (g/100g): Carboidratos – 74, proteínas - 11, gorduras 

totais - 1,5 e minerais - 2,8. O meio de cultivo mensionado foi preparado utilizando 

água destilada como diluente e em seguida foi submetido à esterilização em 

autoclave. O pH final foi ajustado para 7,0-7,5 com NaOH 0,5 M antes da 

esterilização. 

Uma vez preparado o meio de cultura, este foi inoculado com 1 mL de 

pré-inóculo preparado no dia anterior. Os experimentos foram realizados em 

triplicata, em frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo 25 mL do meio, usando o 

shaker (Thermo Forma, Ohio, EUA) a 150 rpm e à temperatura de 50ºC/24 horas. 

Amostras em triplicata foram retiradas em intervalos regulares e analisadas para 

medida da turbidez do meio de crescimento, medindo-se a Densidade ótica (DO) 

através de espectrofotômetro Shimadzu modelo UVmini -1240 (Kyoto, Japão), pH 

e atividade da protease. 

 

3.1.2.3. Preparo do pré-inóculo 

 

O pré-inóculo foi preparado estriando o micro-organismo em placas de 

Petri contendo o meio TSY. As placas foram incubadas em estufa QUIMIS modelo 

Q 315 D26 a 50oC por 18 horas. Após este período, 5 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 respectivo meio 

de crescimento, incubadas por mais 18 horas a 50oC e posteriormente utilizadas 

para inocular o meio de produção.  

 

3.1.2.4. Efeito da composição do meio de cultura na produção da enzima 

  

A fim de determinar a melhor concentração do SQP para o crescimento e 

a atividade da protease a concentração no meio (descrito no item 3.1.2.2) variou 

de 0,25% a 1,5%. O efeito da suplementação do meio com diferentes resíduos 
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agroindustriais (0,5% p/v) como farelo de aveia, farinha de arroz, sabugo de 

milho, farinha de milho e farinha da casca do maracujá sobre o crescimento e a 

atividade da enzima também foi investigado. Os resíduos foram obtidos a partir do 

mercado local, com exceção da farinha da casca do maracujá, que foi fornecida 

pelo Setor de Engenharia do Frio em Alimentos do Laboratório de Tecnologia de 

Alimentos do Centro de Ciências e Tecnologias Agropecuárias, Universidade 

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Oliveira, 2009). 

 

3.1.2.5. Ensaio enzimático 

 

Alíquotas do meio de cultura foram centrifugadas a 4.500 g por 15 

minutos a 4ºC (HERMLE Z382K) e o sobrenadante livre de células foi utilizado 

para dosagem da atividade da enzima. A atividade de proteases foi determinada 

em triplicata nos filtrados da cultura, adicionando-se 0,5 mL do extrato enzimático 

bruto em 1 mL de substrato contendo azocaseína 0,2% dissolvida em  tampão 

Tris-HCL 0,2 M (pH 8,5) a 70ºC por 10 minutos. A reação foi paralisada com a 

adição de 0,5 mL de ácido tricloroacético 15% à mistura que foi, em seguida 

centrifugada a 15.000g por 5 minutos a 4ºC (HERMLE Z382K). O sobrenadante 

foi transferido para tubo de ensaio contendo 0,5 mL de solução de NaOH 1 M. 

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

enzima necessária para produzir um aumento da absorvância a 420 nm igual a 

0.1 em 60 minutos (Janssen et al., 1994). 

A coloração desenvolvida foi medida por meio de espectrofotômetro 

SHIMADZU UV-mini 1240, utilizando comprimento de onda de 420 nm. O mesmo 

procedimento foi realizado com o controle, exceto que o TCA foi adicionado antes 

do extrato enzimático. Uma unidade de protease foi definida como a quantidade 

de enzima necessária para produzir um aumento na absorbância, a 420 nm, igual 

a 0,1 em 60 minutos (Janssen et al., 1994). 

 

3.1.2.6. Efeito do pH sobre a atividade de proteases e estabilidade 

  

O pH ótimo para a atividade da protease foi determinado com azocaseína 

0,2% (p/v) como substrato, dissolvido em diferentes tampões (citrato de sódio, pH 

5,0-5,5, fosfato de sódio, pH 6,0-8,0, Tris-HCl, pH 8,5-9,0 e bórax, pH 9,5-10,0). O 
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efeito do pH na estabilidade da enzima foi determinado incubando-se o extrato 

enzimático bruto nos tampões anteriormente descritos, sem o substrato, por 2 

horas à temperatura ambiente. Após este tratamento, a atividade residual da 

protease foi determinada a 70ºC conforme descrito no item 3.1.2.5. 

 

3.1.2.7. Efeito da temperatura sobre a atividade proteolítica e estabilidade 

 

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimática foi determinada 

incubando-se a mistura da reação em temperaturas que variaram de 40-100ºC 

por 10 minutos em pH 9,0. Após 10 minutos de reação em cada temperatura a 

atividade enzimática foi determinada conforme descrito no item 3.1.2.5. A 

termoestabilidade foi determinada pela incubação do extrato enzimático bruto a 

temperaturas que variam de 40-100ºC por 0, 15, 30 e 60 minutos em banho-maria 

à temperatura constante. Após este tratamento, a atividade proteolítica residual foi 

analisada à temperatura ótima da enzima determinada anteriormente. 

 

3.1.2.8. Análises Estatísticas 

 

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

utilizando o programa GENES (Cruz, 2006). As médias dos tratamentos foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

3.1.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Diferentes concentrações de SQP foram testadas para determinar seu 

efeito na produção de proteases por Bacillus sp. SMIA-2. A concentração inicial 

do SQP tem uma grande influência sobre a produção de proteases por Bacillus 

sp. SMIA-2 (Figura 1).  

A concentração do SQP de 0,5% foi aquela que promoveu a máxima 

atividade da protease quando a população celular atingir seu pico (Figura 1). 

Entretanto, em concentrações maiores foi observado um declínio na atividade de 

proteases e no crescimento do micro-organismo. 
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A utilização do soro de queijo como meio de cultura para a produção de 

proteases microbianas foi relatada previamente em Bacillus subtilis NRRL 3411 

(Massuco et al., 1978), Bacillus sp. (Dias et al., 2008) e Serratia marcescens 

(Ustáriz et al., 2008). 
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Figura 1: Crescimento (A) e atividade da protease (B) de Bacillus sp. SMIA-2 

cultivado em diferentes concentrações de soro de queijo em pó a 50ºC por 48 

horas. 

 

De um modo geral não existe um meio definido para a produção de 

proteases para diferentes estirpes microbianas (Ladeira et al., 2010; Oskouie, et 

al., 2008; Rao et al., 2006). Uma vez que cada micro-organismo tem seu próprio 



 

 

27 

 
 

requerimento físico e nutricional para a produção de proteases. Considerando a 

grande importância comercial destas enzimas, a elaboração de um meio com 

nutrientes de baixo custo torna-se uma preocupação primária (Reddy et al., 2008; 

Chauhan e Gupta, 2004). 

Como Bacillus sp. SMIA-2 apresentou baixa atividade de protease quando 

cultivado apenas nas soluções do SQP em relação a resultados anteriormente 

obtidos para este micro-organismo (Silva, 2006; Nascimento, 2004), foi explorada 

a possibilidade de utilizar outros resíduos como co-substratos. Uma melhoria 

significativa na atividade de proteases (4,5 vezes) por Bacillus sp. SMIA-2 foi 

obtida quando o meio de cultura base (0,5% p/v de SQP), foi suplementado com 

(0,5% p/v) farelo de aveia, farinha de milho e farinha de casca de maracujá, 

embora a densidade de ótica diminuísse quando o farelo de aveia e farinha de 

arroz foram utilizados como co-substratos (Figura 2). 
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Figura 2: Crescimento (A) e atividade da protease (B) de Bacillus sp. SMIA-2 

cultivado em soro de queijo (0,5% p/v) e diferentes co-substratos a 50ºC por 48 

horas. 

 

Como a suplementação do meio (SQP 0,5%, p/v) com farinha da casca 

de maracujá, promoveu maior atividade da protease e permitiu uma melhor 

repetibilidade nos experimentos de produção da enzima. Por isso, este resíduo foi 

selecionado para os experimentos posteriores como um componente do meio de 

cultura. A fim de determinar melhor concentração deste resíduo, diferentes 

concentrações (0,15%, 0,25% e 0,5% p/v) foram utilizadas em combinação com 

soro de queijo (0,5%, p/v) e comparadas em relação à atividade de protease. 

Embora o crescimento do micro-organismo tenha sido maior em 0,5% (p/v) de 

farinha da casca de maracujá, os maiores níveis de atividade enzimática foram 

detectados em culturas cultivadas em 0,25% (p/v) (Figura 3). Logo, o meio 

contendo 0,5% (p/v) de soro de queijo e 0,25% (p/v) de farinha da casca de 

maracujá foi considerado o mais eficaz para a produção de proteases por Bacillus 

sp. SMIA-2. 
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Figura 3: Efeito da concentração de farinha da casca do maracujá sobre o 

crescimento (A) e atividade da protease (B) de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em 

0,5% p/v de soro de queijo a 50ºC por 48 horas. 

 

O perfil do crescimento de Bacillus sp. SMI-2 e da atividade de protease 

foi observado por 96 horas no meio de cultura contendo 0,5% p/v de soro de 

queijo e 0,25% p/v de farinha da casca de maracujá em frascos erlenmeyers de 

250 mL (Figura 4 ). 
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Figura 4: Crescimento (●), atividade de protease (▲) e alteração do pH do meio 

(■) em função do tempo de cultivo de Bacillus sp. SMIA-2 em soro de queijo 0,5% 

(p/v) e 0,25% (p/v) de farinha da casca de maracujá a 50ºC. 

 

Bacillus sp. SMIA-2 apresentou máxima atividade da protease após 72 

horas de incubação, quando a cultura se encontrava na fase estacionária do 

crescimento celular. A produção de proteases extracelulares durante a fase 

estacionária de crescimento é uma característica de muitas espécies bacterianas 

(Bhaskar et al., 2007). Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo 

confirmam as pesquisas realizadas até o momento. Geralmente, a síntese e 

secreção de proteases é iniciada durante a fase exponencial de crescimento, com 

um aumento substancial perto do final desta fase de crescimento e alcança a 

produção máxima na fase estacionária de crescimento (Bhaskar et al., 2007). 

O pH do meio de cultivo aumentou após 24 horas de incubação da cultura 

atingindo 8,5 em 48h e então quase não variou com o decorrer do crescimento. 

Segundo Ming Chu (1992), a acidificação ou alcalinização do meio de cultura 

reflete o consumo de substrato. Quando íons amônio estão sendo utilizados, o 

meio torna-se mais ácido e quando nitrogênio orgânico (aminoácidos e peptídeos) 

está sendo assimilado, o meio torna-se mais alcalino. A atividade máxima da 

enzima foi sinalizada por uma diminuição da variação do pH. Assim, o perfil do pH 

do meio de cultura fornece informações úteis sobre o processo de produção de 

proteases, como o início e o final de sua síntese. 
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Os efeitos da temperatura sobre a atividade da protease usando 

azocaseína como substrato foram examinados a temperaturas variando entre 

40ºC-100ºC em um pH constante de 9,0. A atividade da enzima aumentou com a 

elevação da temperatura atingindo seu valor máximo a 70ºC e a redução da 

atividade da enzima foi observada em valores acima de 70ºC (Figura 5A). A 

temperatura ideal da protease de 70ºC foi maior ou semelhante ao descrito para 

outras proteases de Bacillus (Johnvesly e Naike, 2001; Barnerjee et al., 1999; 

Horikoshi, 1990; Manachini et al., 1988). A estabilidade térmica da protease foi 

examinada pela medida das atividades residuais a 70ºC, após a incubação da 

enzima sem substrato em várias temperaturas entre 60-90ºC por 1 hora (Figura 

5b). 

O perfil da termoestabilidade indicou que a enzima manteve 70% da 

atividade máxima após 30 minutos de tratamento térmico a 60ºC. A 70ºC, 65% da 

atividade máxima foi mantida após 15 minutos. A protease de Bacillus 

licheniformis NH1 foi rapidamente inativada a 70ºC perdendo 56% da atividade 

inicial após 10 minutos de incubação na presença de CaCl2, enquanto que 

nenhuma atividade foi detectada na ausência de aditivos (Hadj-Ali et al., 2007). 

Além disso, a protease de Bacillus licheniformis SMI 4.C.1. reteu 60% da 

atividade original após 30 minutos de tratamento térmico a 70ºC (Manachini et al., 

1988). 

O interesse por enzimas termoestáveis produzidas especialmente por 

micro-organismos termofílicos e hipertermofílicos, que crescem na faixa de 

temperatura entre 45 e 110ºC, tem crescido a cada dia. Esta estabilidade é 

considerada como a preservação da estrutura tridimensional sobre diferentes 

condições físicas ou químicas. (Nascimento, 2005; Scandurra et al., 1998). 
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Figura 5: Temperatura ótima (A) e estabilidade térmica (B) da protease secretada 

por Bacillus sp. SMIA-2 quando cultivado a 50ºC por 72 horas sob temperaturas 

de 60ºC (■), 70ºC (●), 80ºC (▲) e 90ºC (▼). 100% da atividade da enzima = 

10,84 U/mL. 

 

Os efeitos do pH sobre a atividade da protease foram examinados em 

diversos valores de pH a 70ºC, sendo o pH ótimo da enzima 9,0 (Figura 6A). A 

atividade da protease em pH 7,0 e pH 8,5 foi 79,7% e 97,5% em relação ao 

encontrado em pH 9,0, respectivamente. A atividade da protease diminuiu 

significativamente acima de valores de pH 9,5 e foi 75% e 55,5% da atividade 

máxima da enzima em pH 9,5 e 10,0, respectivamente (Figura 6A). 
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Conforme mostrado na Figura 6B, a enzima foi estável em valores de pH 

entre 6,0 e 10,0 e maior estabilidade foi observada em pH 8,5 a 9,0. Resultados 

semelhantes são reportados por Phadatare et al. (1993) na avaliação de uma 

protease alcalina de Conidiobolus coronatus, onde esta enzima mostrou alta 

estabilidade em pH acima de 8,5. 
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Figura 6: pH ótimo (A) e estabilidade (B) da protease secretada por Bacillus sp. 

SMIA-2 quando cultivado a 50ºC por 72 horas. 100% da atividade da enzima = 

10,23 U/mL 
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3.1.4. CONCLUSÕES 

 

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, pode se concluir que o soro 

de queijo e a farinha da casca de maracujá podem ser utilizadas como substratos 

para o crescimento e a produção de proteases extracelulares por Bacillus sp. 

SMIA-2. As características apresentadas pela enzima como pH e temperatura 

ótima de 9,0 e 70º C e alta estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura, 

permitem sua utilização em diversos ramos industriais, dentre eles em 

formulações de detergentes. 
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3.2. UTILIZAÇÃO DO SORO DE QUEIJO E DA FARINHA DA CASCA DO 

MARACUJÁ COMO MEIO DE CULTURA PARA A PRODUÇÃO DE PROTEASE 

E α-AMILASE PELO TERMOFILICO Bacillus sp. 
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RESUMO 

 

A produção simultânea de α-amilase e proteases por Bacillus sp. SMIA-2 foi 

investigada em culturas em batelada contendo soro de queijo em pó e farinha da 

casca de maracujá. As maiores atividades de α-amilase e protease obtidas 
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quando o micro-organismo foi cultivado no meio contendo 0,5% (p/v) de soro de 

queijo e 0,15% (p/v) de farinha da casca de maracujá foram encontradas na fase 

estacionária de crescimento. A suplementação do meio de cultura com metais 

aumentou a atividade de ambas as enzimas e a multiplicação do micro-

organismo. Estudos sobre a caracterização das enzimas revelaram que as 

características mais importantes foram a elevada temperatura ótima para 

atividade da α-amilase (90ºC) e da protease (70°C).  A α-amilase e protease 

mantiveram 21,17% e 65,98% de sua atividade máxima quando incubadas a 90ºC 

e 70ºC, respectivamente, por 15 minutos.  A atividade ótima da α-amilase foi 

encontrada em pH 8,0 enquanto a da protease em pH 9,0. 

Palavras-chave: Protease, α-amilase, soro de queijo, farinha da casca de 

maracujá, Bacillus sp. 

 

ABSTRACT 

 

The simultaneous production of α-amylase and protease by thermophilic Bacillus 

sp. SMIA-2 was investigated in batch cultures using powder cheese whey and 

passion fruit peel flour. The high activities of α-amylase and proteases reached 

when the microorganism was cultivated in a medium containing 0.5% (w/v) powder 

cheese whey and 0.15% (p/v) passion fruit peel flour were found in the stationary 

phase. The supplementation of the culture medium with metals improved the 

production of both enzymes and the growth of the microorganism. Studies on the 

protease characterization revealed that the most important kinetic properties of the 

enzymes were the high temperature optima of α-amylase and protease (70°C). 

The α-amylase and protease retained about  21.17% and 65.98% of its maximum 

activity when incubated at 90ºC and 70ºC, respectively, for 15 minutes. The 

optimum activity of the α-amylase was found to be in pH 9.0 while the protease in 

pH 8.5. 

Key-words: Protease, α-amylase, cheese whey, passion fruit peel flour, Bacillus 

sp. 
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3.2.1. INTRODUÇÃO 

 

As amilases e proteases estão entre as mais importantes enzimas 

industriais e são de grande importância comercial. Além de serem usadas como 

aditivos em detergentes, elas podem ser empregadas nas indústrias de alimentos, 

farmacêutica, papel e têxtil (Soares et al., 2010; Pandey et al., 2005; Gupta et al., 

2002b). 

Amilases e proteases são produzidas principalmente por bactérias 

pertencentes ao gênero Bacillus sp. Este fato deve-se a uma relativa facilidade de 

isolamento dos micro-organismos deste gênero de fontes diversas, fazendo deles 

um foco de atenção na biotecnologia (Johnevelsy et al., 2001).  

Entre os vários parâmetros que estimulam a produção de amilases e 

proteases, as condições de crescimento microbiano e os substratos usados no 

meio de cultivo têm recebido atenção especial (Oliveira et al., 2007; Haq et al., 

2002). Tendo em vista que o substrato para o crescimento do micro-organismo 

responde por 30-40% do custo da produção de enzimas em escala industrial, o 

estudo de alternativas a fim de baratear este processo, como a utilização de 

subprodutos agroindustriais de baixo custo, torna-se interessante (Joo e Chang, 

2005). Além disso, a produção de mais de uma enzima em um só processo 

fermentativo aumenta significantemente a eficiência e a economia do processo 

(Corrêa, 2009). Considerando que o uso industrial de amilases e proteases é 

esperado aumentar na próxima década, as indústrias produtoras destas enzimas 

estão sempre na busca de novos e menos dispendiosos métodos para aumentar 

a produção destas enzimas. 

O soro de queijo, um subproduto, obtido da fabricação de queijo, 

representa cerca de 85-95% do volume de leite e retém 55% dos nutrientes do 

leite, tais como: lactose (4,5-5% p/v), proteínas solúveis (0,6-0,8% p/v), lipídeos 

(0,4-0,5% p/v) e sais minerais (8-10% de extrato seco). Devido à sua rica 

composição, o soro de queijo é um ótimo substrato para a produção de enzimas 

microbianas (Dias et al., 2008). Outro tipo de resíduo comum no Brasil são as 

cascas e sementes de maracujá geradas com a produção de suco. O Brasil 

detém o título de maior produtor e exportador do suco desta fruta e durante o 

processamento da mesma, as cascas e sementes correspondem de 65 a 70% da 

massa, o que faz com que este tipo de indústria gere toneladas de resíduos de 
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processo (Togashi et al., 2007). Neste trabalho, foi investigada a produção 

simultânea de proteases e α-amilase por Bacillus sp. SMIA-2, utilizando como 

meio de cultura o soro de queijo suplementado com farinha da casca do 

maracujá. Alem disso, investigou-se algumas propriedades das enzimas 

produzidas. 

 

3.2.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados no setor de Microbiologia Industrial e de 

Alimentos do Laboratório de Tecnologia de Alimentos (LTA) do Centro de 

Ciências e Tecnologias Agropecuárias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). 

 

3.2.2.1. Micro-organismo e condições da cultura 

 

O micro-organismo empregado neste estudo foi uma bactéria termofílica 

Bacillus sp. SMIA-2, isolada por Souza e Martins (2001), a partir de amostras do 

solo do município de Campos dos Goytacazes-RJ, no Laboratório de Tecnologia 

de Alimentos (LTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF). A 

comparação das seqüências de 16S rRNA indicou que o isolado possui 94% de 

similaridade com B. caldoxylyticus e Bacillus sp.. AK1 (Souza e Martins, 2001).  

O meio de cultura utilizado para a produção da α-amilase e protease 

continha (g/L): amido (batata, milho e mandioca) – 5,0 e soro de queijo em pó 

(g/100g: Carboidratos – 74, proteínas - 11, gorduras totais - 1,5 e minerais - 2,8) – 

5,0. Este meio foi modificado substituindo o amido por farinha da casca do 

maracujá (0,15% e 0,25%, p/v) sozinha e juntamente com o farelo de aveia 

(0,15% e 0,25%, p/v).  Posteriormente, os seguintes metais foram adicionados ao 

meio (g/L): KCl - 0,3; MgSO4 - 0,5; k2HPO4 - 0,87; CaCl2 - 0,29; ZnO - 2,03x10-3 ; 

FeCl3.6H2O - 2,7x10-2 ; MnCl2.4H2O - 1,0x 10-2 ; CuCl2.2H2O - 8,5x10-4 ; 

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

2004). 

O pH dos meios foi ajustado para 7,0 com NaOH 1,0M e estes meios 

foram esterilizados em autoclave a 121ºC + 2 por 15 minutos. 
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O inóculo foi preparado ao se germinar o microrganismo em placas de 

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

(modelo Q 315 D26), a 50ºC. Após 18 horas de incubação, 5 mL do meio de 

crescimento foram adicionados em cada placa e as células removidas utilizando-

se uma pipeta estéril. Estas células foram, então, inoculadas em frascos 

erlenmeyer de 250 mL contendo o respectivo meio de crescimento, com um 

volume de meio de 25 mL, e então, incubadas a 50ºC em agitador Thermo Forma 

Orbital Shaker (Ohio, USA) operando a 150 rpm. Em intervalos de tempo 

determinados foram retirados frascos em triplicata para medida do pH e da 

densidade ótica a 600 nm, com a utilização de espectrofotômetro Hitachi modelo 

U-2000.  

 

3.2.2.2. Ensaio enzimático 

 

Para a remoção das células, o meio de cultura foi centrifugado a 4.500g 

por 15 minutos à 4ºC em uma centrífuga modelo HERMLEZ 382K (Wehingen, 

Germany) e o sobrenadante livre de células utilizado para dosagem da atividade 

da enzima.  

 

3.2.2.2.1. Determinação da atividade da α-amilase 

 

A atividade amilolítica do micro-organismo foi determinada segundo a 

metodologia do ácido 3,5-dinitrossalicílico ou Reagente de Miller (DNS) (Miller, 

1959) que determina o incremento dos açúcares redutores na solução como 

resultado da ação da α-amilase sobre o amido. 

A reação continha 0,5 mL do extrato enzimático, 0,5 mL da solução de 

amido a 0,5% preparada em tampão Tris-HCl 0,05 M (pH 8,5) e 0,2 mL do mesmo 

tampão. Esta mistura foi incubada em banho-maria a 90ºC por 10 minutos. Em 

seguida, a reação foi paralisada pela adição de 1 mL da solução de DNS (Miller, 

1959) à mistura. Em seguida esta mistura foi colocada em água em ebulição 

durante 10 minutos. Transcorrido este tempo, as amostras foram resfriadas em 

banho de gelo durante 5 minutos e adicionadas de 4,8 mL de água destilada. A 

coloração desenvolvida foi determinada com espectrofotômetro modelo 

SHIMADZU UV-mini 1240, utilizando-se o comprimento de onda de 540 nm. O 
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mesmo procedimento foi realizado com o controle, exceto que o DNS foi 

adicionado antes do sobrenadante à solução de amido 0,5% e 0,2 mL de Tampão 

Tris-HCl 0,05 M  (pH 8,5) e todas as análises foram realizadas em triplicata. 

O teor de açúcares redutores foi determinado por meio de uma curva de 

glicose. Uma unidade de atividade da amilase foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para liberar 1µmol de açúcares redutores por minuto por mL 

da enzima a partir do amido solúvel.  

 
3.2.2.2.2. Determinação da atividade da protease 

 

A atividade de protease foi determinada em triplicata pela quantificação 

de peptídeos solúveis em ácido tricloroacético (TCA) 15% (p/v). O substrato 

utilizado para essa determinação foi uma solução de azocaseína 0,2% (p/v) 

preparada em tampão TRIS-HCl 0,2 M  (pH 8,5). 

Nesta análise, uma amostra de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada a 

1mL do substrato e, após a incubação em banho-maria a 70ºC por 10 minutos, a 

reação foi paralisada pela adição de 0,5 mL de TCA. A amostra foi então 

centrifugada a 15.000g durante 5 minutos a 4ºC (HERMLE Z382K) e o 

sobrenadante foi transferido para tubos de ensaio contendo 0,5 mL de NaOH 1M, 

conforme descrito por Janssen et al., (1994). O mesmo procedimento foi realizado 

com o controle, exceto que o TCA foi adicionado antes do extrato enzimático. A 

coloração desenvolvida foi medida em espectrofotômetro, utilizando-se o 

comprimento de onda de 420 nm. Uma unidade da enzima foi definida como a 

quantidade da enzima requerida para produzir um aumento na absorbância a 420 

nm igual a 0,1 em 60 minutos (Janssen et al., 1994). 

 

3.2.2.3. Caracterização parcial da α-amilase e protease 

 

3.2.2.3.1. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da α-amilase e 

protease 

 

O efeito da temperatura na atividade das enzimas foi determinado 

incubando-se a mistura de reação em temperaturas entre 50 e 100oC, com 

intervalos de 10ºC, em pH 8,5 para a protease e em pH 8,0 para α-amilase. Após 
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10 minutos de incubação em cada temperatura, a atividade enzimática foi 

determinada nas condições padrões descritas nos itens 3.2.2.2.1. e 3.2.2.2.2. 

A estabilidade térmica foi avaliada pela incubação do sobrenadante nas 

temperaturas de 60, 70 e 80ºC para protease e 80, 90 e 100oC para α-amilase por 

1 hora em banho-maria. Após a incubação, a atividade residual foi analisada nas 

temperaturas ótimas das enzimas e a atividade residual (%) foi obtida segundo 

descrito nos itens 3.2.2.2.1. e 3.2.2.2.2. 

 

3.2.2.3.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade da α-amilase e protease 

 

O efeito do pH na atividade da amilase e proteases foi avaliado na faixa 

de 6,0 a 10,0 com intervalos de 0,5 unidades. As soluções tamponantes utilizadas 

foram tampão fosfato (pH 6,0-8,0), tampão Tris-HCl (pH 8,5-9,0) e tampão Bórax 

(pH 9,5-10,0). 

O pH ótimo foi determinado preparando-se o substrato, amido 0,5% (p/v) 

e azocaseína 0,2% (p/v), nas soluções tampão com diferentes valores de pH. A 

partir daí, a reação foi executada conforme descrito nos itens 3.2.2.2.1. e 

3.2.2.2.2. 

A estabilidade da enzima em diferentes valores de pH foi avaliada 

incubando-se apenas o sobrenadante nas soluções tampão descritas 

anteriormente por 2 horas em temperatura ambiente. Após este tratamento, a 

atividade residual (%) de α-amilase e proteases foi determinada conforme descrito 

nos itens 3.2.2.2.1. e 3.2.2.2.2. 

 

3.2.2.4. Análises estatísticas 

 

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

utilizando o programa GENES (Cruz, 2006). As médias foram comparadas pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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3.2.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Bacillus sp. SMIA-2 cresceu e secretou alta atividade enzimática de α-

amilase quando cultivado em soro de leite em pó (0,5%, p/v) adicionado de amido 

(0,5%, p/v) de mandioca, batata e milho. A maior atividade desta enzima (1079,49 

U/mL) foi observada quando o amido de milho foi utilizado como substrato. Por 

outro lado, uma baixa atividade da protease foi encontrada nestes mesmos meios 

(Figura 1B).  
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Figura 1: Crescimento (A), atividade de protease (B) e α-amilase (C) de culturas 

submersas de Bacillus sp. SMIA-2 contendo soro de queijo (0,5%, p/v) e 

diferentes fontes de amido (0,5%, p/v) a 50ºC e 150 rpm por 72 horas. 

 

Amilases e proteases, como as demais enzimas extracelulares de 

hidrólise, são induzidas quando há a necessidade de serem secretadas pelos 

micro-organismos, para que estes cresçam em amido e em proteínas. Assim, 

estes resultados eram esperados uma vez que o amido presente no meio de 

fermentação (0,5%, p/v) é o indutor natural da amilase. Em relação à protease, a 

atividade encontrada foi baixa, provavelmente, devido à baixa concentração de 

proteínas presentes no meio de cultura (0,055%, p/v). 

A substituição do amido no meio de cultura por farinha de maracujá e 

farinha de maracujá acrescida de farelo de aveia (0,15% e 0,25%), promoveu um 

aumento da atividade da protease (Figura 2B). A maior atividade desta enzima foi 

encontrada quando 0,25% (p/v) de farinha de maracujá foi adicionada ao soro. 

Entretanto a atividade da α-amilase diminuiu para todos os meios, sendo esta 

redução mais pronunciada quando 0,25% (p/v) de farinha de maracujá foi 

adicionada ao soro (Figura 2C).  
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Figura 2: Crescimento (A), atividade de protease (B) e α-amilase (C) de culturas 

submersas de Bacillus sp. SMIA-2 contendo soro de queijo (0,5%, p/v) e farinha 

de maracujá e/ou farelo de aveia a 50ºC e 150 rpm por 72 horas. 

 

Vários pesquisadores têm relatado a utilização de resíduos agroindustriais 

como substratos para a produção de proteases e amilases, visando, 

principalmente, a produção desta enzima em larga escala. Dias et al. (2008) 

relataram a utilização do soro de queijo em pó como um bom indutor para a 

síntese de proteases por Bacillus sp. UFLA 817CF e Bacillus subtilis ATCC 6633. 

Entretanto, ao utilizar o soro de queijo como fonte de carbono para produção de 

uma protease alcalina por um isolado de Bacillus sp. L21, Tari et al. (2006) 

constataram que este resíduo proporcionou menor atividade específica da 

enzima. Cascas de maracujá e farelo de arroz foram utilizadas por Rodrigues et 

al. (2009), para a produção de amilases por Aspergillus níger cepas, ATCC 16404 

e 10577. Menezes et al. (2006) utilizaram resíduo de maracujá como substrato 

para produção de protease por Aspergillus niger. 

Considerando que a utilização de 0,5% (p/v) do soro juntamente com 

0,15% (p/v) de farinha de maracujá proporcionou bons níveis de atividade tanto 

da protease quanto da α-amilase, estas concentrações dos subprodutos foram 

escolhidas para estudos de produção simultânea das enzimas. 

A adição de metais ao meio soro de queijo (0,5%, p/v) suplementado com 

farinha de maracujá (0,15%, p/v) promoveu um aumento na multiplicação do 

micro-organismo e na atividade tanto de protease quanto de amilase (Figura 3). 

Resultados similares foram obtidos por Gupta et al. (2002b) e por Nascimento e 

Martins (2004) em que a suplementação do meio de cultura com uma solução de 

traços de metais aumentou a multiplicação do Bacillus sp. SMIA-2 e a produção 

de proteases. Segundo, estes autores, pequenas quantidades de elementos 

traços como ferro, Cobre, molibidênio e zinco são necessários para o crescimento 

microbiano, uma vez que participam como co-fatores essenciais para a atividade 

de algumas enzimas, sendo necessário em alguns casos, adicioná-los ao meio de 

crescimento. 
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Figura 3: Crescimento (A), atividade de protease (B) e α-amilase (C) de culturas 

submersas de Bacillus sp. SMIA-2 contendo soro de queijo (0,25%, p/v) e farinha 

de maracujá (0,15%, p/v) a 50ºC e 150 rpm. 

 

O crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 e a atividade das enzimas protease e 

α-amilase em função do tempo de fermentação, foram observados por 96 horas 

no meio soro de queijo (0,5%, p/v) suplementado com a farinha de maracujá 

(0,15%, p/v) e metais (Figura 4). O crescimento do micro-organismo foi iniciado 

imediatamente após a incubação do meio de cultura, sendo a fase exponencial de 

crescimento observada durante as primeiras 12 horas de cultivo. Após esse 

tempo, a velocidade de crescimento reduziu marcando assim a fase estacionária 

da cultura. 
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Figura 4: Crescimento (■), produção de amilase (▲), produção de protease (▼) e 

pH do meio de cultura (●) em função do tempo de cultivo de Bacillus sp. SMIA-2 

cultivado em 0,5% (p/v) soro de queijo, suplementados com 0,25% (p/v) de 

farinha da casca de maracujá e minerais. 

 

A atividade máxima da protease (16,2 U/mL) e da α-amilase (254,8 U/mL) 

foi observada com 48 horas de incubação, quando a cultura se encontrava na 

fase estacionária de crescimento. De acordo com Mehrotra et al. (1999), a 

secreção de proteases por micro-organismos é uma manifestação da escassez de 
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nutrientes no início da fase estacionária, estando dessa maneira fortemente 

influenciada pelos componentes do meio. Da mesma forma, os resultados 

sugerem que a indução efetiva da α-amilase não ocorre até que a fase 

estacionária seja alcançada e corroboram com os achados por Asgher et al. 

(2007) e Konsoula e Liakopoulou-Kyriakides (2007). A obtenção da protease e α-

amilase em um único passo fermentativo significa a simplificação do controle da 

produção simultânea destas enzimas. 

Após alcançarem o valor máximo a atividade das enzimas protease e α-

amilase decresceram, sendo este decréscimo mais pronunciado para a protease. 

Segundo Nascimento et al. (2007), esse processo de inativação é característico 

na produção de proteases por micro-organismos. 

O pH do meio aumentou com o início do desenvolvimento microbiano e 

da produção das enzimas protease e α-amilase, provavelmente devido ao 

consumo de nitrogênio orgânico, como aminoácidos e peptídeos, e estabilizou 

próximo a 9,0 após a enzima alcançar sua máxima atividade. Devido a essa 

relação entre pH e a síntese de proteases, a variação do pH pode ser utilizada 

para fornecer informações importantes sobre a produção das enzimas, como o 

início e o final de sua síntese. 

Para a determinação da temperatura ótima da α-amilase o micro-

organismo foi crescido no meio contendo os resíduos por 48 horas a 50oC e 

atividade da enzima determinada na faixa de temperatura de 60 a 100oC. Com o 

aumento da temperatura na faixa de 60ºC a 90ºC foi observado um aumento na 

atividade da α-amilase (Figura 5A). Uma redução na atividade desta enzima foi 

observada em valores acima de 90ºC. A temperatura ótima dessa α-amilase foi a 

90oC, que foi mais alta ou similar com outras α-amilases descritas por outras 

pesquisas com Bacillus (Corrêa, 2009; Carvalho et al., 2008a; Carvalho et al., 

2008b; Burhan et al., 2003). Em temperaturas mais elevadas a enzima teve sua 

atividade reduzida perdendo em torno de 8,5% de sua atividade na temperatura 

de 100ºC. Em relação à estabilidade térmica, α-amilase reteve 48,68%, 21,17% e 

17,71% de sua atividade após 15 minutos a 80, 90 e 100oC, respectivamente 

(Figura 5B). 
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Figura 5: Temperatura ótima (A) e estabilidade (B) de α-amilase [(■) 80ºC; (●) 

90ºC; (▲) 100ºC)] produzida por Bacillus sp. SMIA-2 cultivado no meio soro de 

queijo (0,5%, p/v) adicionado de 0,15% (p/v) de farinha de maracujá e metais a 

50ºC por 48 horas. A atividade relativa é expressa como uma porcentagem do 

máximo (100% da atividade da enzima = 178,82 U/mL). 

 

A atividade da protease aumentou com o acréscimo da temperatura, 

atingindo seu valor máximo a 70oC (Figura 6A). Nas temperaturas de 80ºC, 90oC 

e 100oC a enzima apresentou 39,40%, 37,61% e 15,74% de sua atividade, 

máxima, respectivamente. De acordo com Olajuyigbe e Ajele (2008), em estudos 

realizados com a cepa de Bacillus licheniformis LBBL-11 isolada de amostras de 

feijão africano e produtora desta enzima, a temperatura ótima para a atividade da 
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protease foi de 60ºC. A enzima mostrou-se estável em 95% a 60ºC após 60 

minutos de incubação, enquanto a 70ºC, foi de cerca de 60% estável. O pH ótimo 

da protease foi de 8,0 e a enzima foi estável em uma ampla faixa de pH (5,0-11,0) 

apesar de um decréscimo de cerca de 30% e 18%, quando sua atividade original 

foi observada em pH 5,0 e 6,0, respectivamente.  

Manachini e Fortina (1998) em estudos realizados com uma cepa de 

Bacillus licheniformis SMI 4.C.1. isolado de águas marinas e produtor de 

proteases alcalinas, citam que a melhor atividade da enzima foi observada na 

temperatura de 70ºC quando o ensaio foi realizado em pH 9 (pH ótimo). A enzima 

manteve 60% da sua atividade após 30 minutos de aquecimento a 70ºC.  

Os resultados observados neste trabalho para a estabilidade térmica 

mostraram que a protease reteve 72,10%, 65,98 e 7,54% de sua atividade após 

15 minutos a 60, 70 e 80oC, respectivamente (Figura 6B).  
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Figura 6: Temperatura ótima (A) e estabilidade (B) de protease [(■) 60ºC; (●) 

70ºC; (▲) 80ºC)] produzida por Bacillus sp. SMIA-2 cultivado no meio soro de 

queijo (0,5%, p/v) adicionado de 0,15% (p/v) de farinha da casca de maracujá e 

metais a 50ºC por 48 horas. A atividade relativa é expressa como uma 

porcentagem do máximo (100% da atividade da enzima = 14,24 U/mL). 

 

Para determinação do pH ótimo da protease e da α-amilase, as soluções 

dos substratos das respectivas enzimas foram preparadas em solução tampão a 

diferentes valores de pH.  

A α-amilase foi ativa em uma ampla faixa de pH variando de 6,5 a 9,5 

apresentando máxima atividade em pH 9,0 (Figura 7A). A atividade mais baixa da 

α-amilase foi encontrada em pH 6,0 e 10, que foram os valores mais extremos 

estudados. Em relação à estabilidade ao pH, a enzima foi incubada por 2 horas à 

temperatura ambiente, em solução tampão preparada com diferentes valores de 

pH (6,5 a 10,0). A enzima manteve 51,42% e 42,20% de sua atividade quando 

incubada por 2 horas em pH 8,0 e pH 9,0 respectivamente (Figura 7A).  
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Figura 7: pH ótimo (A) e estabilidade (B) de α-amilase produzida por Bacillus sp. 

SMIA-2 cultivado no meio soro de queijo (0,5%, p/v) adicionado de 0,15% (p/v) de 

farinha da casca de maracujá e metais a 50ºC por 48 horas. A atividade relativa é 

expressa como uma porcentagem do máximo (100% da atividade da enzima = 

129,71 U/mL).  

 

As proteases se mostraram ativas entre pH 6,0 a 10,0, sendo o pH ótimo 

para atividade da enzima 8,5. A atividade enzimática em 9,5 e 10,0 foi 62,38% e 

26,52%, respectivamente em relação à apresentada em pH 8,5 (Figura 8A). A 

atividade residual da protease incubada a diferentes valores de pH por um 

período de 2 horas foi também estimada. A enzima foi mais estável na faixa de pH 

de 8,5 a 9,0 enquanto que o pH 9,5 e 10,0, 58,28% e 67,40% da atividade original 
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foram perdidos, respectivamente, em relação à atividade máxima. 

Essa faixa de pH para atividade da protease de Bacillus sp. SMIA-2 

corrobora com várias citações da literatura que mostram um pH ótimo de 8-12 

para as proteases de Bacillus sp. Thermus aquaticus, Xanthomonas maltophila, 

Vibrio metschnikovii, dentre outros (Maal et al., 2009; Olajuyigbe e Ajele, 2008; 

Silva et al., 2007; Nascimento e Martins, 2006; Nascimento e Martins, 2004; 

Debette, 1991). 
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Figura 8: pH ótimo (A) e estabilidade (B) de protease produzida por Bacillus sp. 

cultivado em meio soro de queijo (0,5%, p/v) adicionado de 0,15% (p/v) de farinha 

da casca de maracujá e metais a 50ºC por 48 horas. A atividade relativa é 

expressa como uma porcentagem do máximo (100% da atividade da enzima = 

14,33 U/mL). 
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3.2.4. CONCLUSÕES 

 

Bacillus sp. SMIA-2 multiplicou-se e secretou simultaneamente α-amilase 

e proteases quando cultivado no meio soro de queijo (0,5%, p/v) e farinha da 

casca de maracujá (0,15%, p/v). A maior atividade da α-amilase (255,73 U/mL) e 

da protease (16,55 U/mL) foi encontrada durante a fase estacionária de 

crescimento. A adição de metais ao meio de cultivo, influenciou na multiplicação e 

na atividade das enzimas. 

A atividade ótima da α-amilase foi encontrada em pH 8,0 e 90ºC enquanto 

a das proteases em pH 8,5 e 70ºC. Quanto à termoestabilidade, a α-amilase e 

protease mantiveram 21,17% e 65,98% de sua atividade máxima quando 

incubadas a 90ºC e 70º, respectivamente, por 15 minutos.  Resultados obtidos 

neste trabalho permitem sugerir a utilização de proteases e α-amilases produzidas 

por Bacillus sp. SMIA-2 em vários setores industriais.  
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4. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

A maioria das enzimas empregadas em processos industriais pertence ao 

grupo das hidrolases, dentre as quais se destacam as amilases e proteases. O 

maior custo para a produção destas enzimas em escala industrial reside no meio 

de cultivo empregado para a obtenção das mesmas, principalmente em relação 

às fontes de carbono e nitrogênio. Este trabalho, visando buscar novas 

alternativas para tornar o custo de produção das enzimas proteases e α-amilase 

mais acessível, avaliou a produção destas enzimas por uma bactéria termofílica, 

Bacillus sp. SMIA-2, utilizando substratos de baixo custo. 

Bacillus sp. SMIA-2 produziu proteases quando cultivado em solução 

(0,5% p/v) de soro de queijo em pó (SQP) e farinha da casca de maracujá (0,25% 

p/v) e atingiu um máximo em 72 horas, com níveis de 11,40 U/mL. Estudos sobre 

a caracterização da protease demonstraram que a temperatura ótima desta 

enzima foi de 70ºC. Em relação à termoestabilidade da enzima, a protease 

manteve 70% da atividade original após 30 minutos de incubação a 60ºC e a 

70ºC, 65% da atividade original foi mantida após 15 minutos. O pH ótimo da 

enzima foi de 9,0 e a mesma enzima foi estável em pH entre 6,0 e 9,0, sendo 

constatada maior estabilidade em valores de pH entre 8,5 e 9,0. 

Bacillus sp. SMIA-2 produziu simultâneamente α-amilase e protease em 

culturas em batelada contendo soro de queijo em pó e farinha da casca de 

maracujá. As maiores atividades da α-amilase e protease obtidas quando o micro-

organismo foi cultivado no meio contendo 0,5% (p/v) de soro de queijo e 0,15% 

(p/v) de farinha da casca de maracujá foram encontradas na fase estacionária de 

crescimento. A suplementação do meio de crescimento com metais aumentou a 
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atividade de ambas as enzimas e o crescimento do micro-organismo. Estudos 

sobre a caracterização das enzimas revelaram que a característica mais 

importantes foi a alta temperatura ótima para atividade da α-amilase (90ºC) e da 

protease (70°C).  A α-amilase e protease mantiveram 21,17% e 65,98% de sua 

atividade máxima quando incubadas a 90ºC e 70ºC, respectivamente, por 15 

minutos. A atividade ótima da α-amilase foi em pH 8,0 enquanto que para a 

atividade da protease foi em pH 9,0. 

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, foi possível realizar a 

produção simultânea de α-amilase e proteases pelo termofílico Bacillus sp. SMIA-

2 utilizando soro de queijo e farinha da casca de maracujá como meio de cultivo.  

As características apresentadas pelas enzimas permitem sugerir que as mesmas 

possam ser utilizadas em vários setores industriais.  
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