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RESUMO 

Gentil, Natiele Oliveira, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. Julho de 2014. Purificação parcial de proteases 

termorresistentes secretadas por Bacillus sp SMIA-2 em culturas submersas 

contendo substratos de baixo custo. Orientador: Profª. Meire Lelis Leal Martins. 

 

Algumas enzimas são encontradas facilmente em diferentes micro-

organismos do ambiente e estas requerem um destaque especial devido a seu 

grande valor econômico. As proteases apresentam grande diversidade 

bioquímica, sendo facilmente manipuláveis, favorecendo dessa maneira suas 

aplicações biotecnológicas. A cepa Bacillus sp SMIA-2 foi cultivada em meio de 

cultura líquido complementado com proteína do soro de leite e água de 

maceração de milho a 50ºC, onde o melhor tempo para a produção de 

proteases foi de 36 horas (27,94 U/mg-¹). Após a fermentação o extrato 

fermentado passou por etapas de pré-purificação que consistiu na 

centrifugação, adição de sulfato de amônio (60% de saturação) e diálise. Essas 

etapas resultaram em um aumento de aproximadamente nove vezes mais a 

atividade específica de proteases (256,72 U/mg-¹). Para obter uma protease 

mais pura essa amostra foi usada em uma cromatografia de afinidade, da qual 

foram coletados dois picos que apresentaram atividade proteásica. Esses picos 

foram submetidos a teste com inibidores de proteases, que verificou a 

existência das quatro classes de protease. Foi também feito um SDS-PAGE e 

um zimograma com os picos coletados, nos quais observou-se bandas 

proteicas com atividade proteásica de tamanho variando de 24 kDa a 45 kDa. 



Para um maior grau de pureza, o pico eluído da resina de afinidade foi 

submetido à cromatografia de fase reversa em sistema de HPLC, que resultou 

em sete picos coletados, nos quais cinco deles apresentaram atividade 

enzimática. Porém, um dos picos coletados foi mais representativo em relação 

à atividade proteica, pois apresentou uma atividade enzimática de 116,4 U/mL 

e dosagem de proteína de 0,095 mg/mL. Estes resultados mostraram uma 

relativa purificação da enzima de interesse, com um fator de purificação de 

43,87 vezes. Entretanto, para obter a protease pura, ainda será necessário a 

repetição de experimentos e continuidade de outros passos de purificação.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

Gentil, Natiele Oliveira, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. July, 2014. Partial purification of heat resistant proteases 

secreted by Bacillus sp SMIA-2 in submerged cultures containing low-cost 

substrates. Advisor: Profª. Meire Lelis Leal Martins. 

 

Some enzymes are easily found in different microorganisms from the 

environment and a special mention due to its high economic value. Proteases 

present great biochemical diversity, being easily manipulated, thus favoring their 

biotechnological applications. The strain Bacillus sp SMIA-2 was grown in liquid 

medium supplemented with whey protein and water corn steep liquor at 50°C, 

where the best time for the production of proteases was 36 h (27.94 U/mg-¹). 

After fermentation the fermented extract underwent pre-purification steps which 

consisted of centrifugation, addition of ammonium sulfate (60% saturation) and 

dialysis. These steps resulted in an increase of approximately nine times more 

specific protease activity (256.72 U/ mg-¹). For a more pure protease that 

sample was used an affinity chromatography, from which were collected two 

peaks showed that protease activity. These peaks were subjected to protease 

inhibitor test, which confirmed the existence of four proteases classes. It was 

and also made a SDS-PAGE and zymogram with the collected peaks, in which 

there was observed protein bands with protease activity ranging from 24 kDa 

and 45 kDa . For higher purity, the retained peak eluted from the affinity resin 

was subjected to chromatography on a reversed phase HPLC system, which 

resulted in seven peaks collected, in which five of them showed enzymatic 



activity. However one of the most representative peak, in regard to protease 

activity, showed an enzyme activity of 116.4 U / ml and dosage of 0.095 mg 

protein/mL. These results showed the relative purification of the enzyme of 

interest, with a purification factor of 43.87 times. However in order to obtain 

pure protease, repetition of experiments and continuity of other purification 

steps will be needed. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.0 INTRODUÇÃO 

Proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas 

industriais (Singh et al., 2000) e são responsáveis por aproximadamente 60% 

do mercado mundial de enzimas (Ng e Kenealy, 1986; Kalisz, 1988; Rao et al., 

1998). Indústrias nas quais as proteases são utilizadas incluem a indústria 

farmacêutica, de couro, de manufatura de hidrolisados de proteínas, na 

produção de combustíveis e agentes químicos, produção de biogás, indústria 

de alimentos, indústria de detergentes entre outros (Pastor et al., 2001). 

Entre as várias proteases, as de origem bacterianas são as mais 

significantes, se comparadas com as proteases de fungos e animais (Ward, 

1985). Dentre as bactérias, o gênero Bacillus sp. se destacam como os 

produtores específicos de proteases extracelulares (Priest, 1977). 

Atualmente a escolha de novos micro-organismos produtores de 

proteases é talvez o maior obstáculo na comercialização destas enzimas. 

Sendo assim, a escolha de linhagens de micro-organismos apropriados, 

juntamente com a escolha de substratos diversificados e de baixo custo, como 

os resíduos agroindustriais, podem levar a uma melhor produção enzimática, 

além de reduzir os custos de produção. 

A indústria de alimentos produz ao longo de sua cadeia uma grande 

quantidade de resíduos agroindustriais, o que gera perda de divisas, além de 

inúmeros problemas ambientais. No entanto, o aproveitamento integral desses 

resíduos como matéria-prima para a formulação de rações, dentre outras 



finalidades, tem como objetivo principal agregar valor aos subprodutos (Sena e 

Nunes, 2006). 

A bactéria termofílica Bacillus sp cepa SMIA-2, que foi utilizada neste 

trabalho, produziu proteases em diferentes condições de crescimento 

(Nascimento e Martins, 2004). 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 (Joo e Chang, 2005), Ladeira et al. (2010) e 

Ladeira et al. (2012) estudaram alternativas a fim de baratear o processo de 

produção desta enzima como a utilização de resíduos agroindustriais. Corrêa et 

al. (2011), verificaram que as proteínas do soro de queijo e a água de 

maceração de milho foram excelentes substratos para a produção de proteases 

por Bacillus sp SMIA-2. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.0 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Micro-organismos Termofílicos 

O crescente interesse biotecnológico pelas enzimas produzidas por 

termofílicos é motivado pela capacidade destas trabalhar em condições em que 

as enzimas produzidas por micro-organismos mesofílicos são geralmente 

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

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 20° e 25°C; termófilos extremos, cujo crescimento se dá em temperaturas 

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

Os micro-organismos termófilos moderados podem ser encontrados dentro dos 

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

organismos termófilos extremos são encontrados dentro dos domínios 

Bacteriae Archaea; e os hipertermófilos apenas são encontrados dentre o 

domínio Archaea (Madigan e Oren, 1999). 

A adaptação de um determinado micro-organismo à termofilia envolve a 

adaptação da membrana citoplasmática, das proteínas e do DNA às 

temperaturas acima da faixa mesofílica. Essa adaptação 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, o uso direto das 

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

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 (Stetter, 1999; Haki e Rakshit, 2003). 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). 

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 termoestabilidade (Egorova e Antranikian, 2005; 

Gomes et al., 2007). 



 

2.1.1. Gênero Bacillus 

Segundo o Manual Bergey’s de Bacteriologia Sistemática (Sneat et al., 

1986), os Bacillus são bactérias em forma de bastonetes, Gram-positivas, 

formadoras de esporos, aeróbias ou anaeróbias facultativas e a maioria é 

catalase positiva. São agrupadas de acordo com as exigências físicas, 

químicas, nutricionais ou genéticas. Dentro do gênero Bacillus, o grupo Bacillus 

subtilis é reconhecido por englobar cinco espécies fisiologicamente similares 

(Gordon et al., 1973): B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. licheniformis, B. 

pumilus e B. subtilis. Embora essas bactérias sejam fenotipicamente muito 

similares, elas podem facilmente ser distinguidas por estudos do DNA (Sekiand 

Oshima, 1989). 

O gênero Bacillus é um dos maiores da microbiologia. Suas 

características são muito variadas, sendo encontradas espécies com 

importância industrial e agrícola e espécies patogênicas produtoras de toxinas 

(Paiket al., 1997). 

Bacillus são organismos com atrativo industrial por possuírem diversas 

características vantajosas, tais como: sua alta taxa de crescimento, levando a 

um curto tempo para a fermentação; sua capacidade de secretar proteínas 

para um meio extracelular e o estado GRAS (do inglês, Generally Recognized 

As Safe), considerado pelo FDA (do inglês, Food and Drug Administration) de 

algumas espécies como Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Schallmey et 

al., 2004), as quais são muito próximas, filogeneticamente, de Bacillus 

amyloliquefaciens. Estes organismos são uma fonte muito importante de 

enzimas extracelulares utilizadas industrialmente, incluindo proteases e 

amilases. 

Este gênero é atualmente considerado como um dos maiores produtores 

de enzimas industriais, incluindo espécies encontradas na natureza (solo, água 

e ar), e algumas como participante da biota intestinal (Chantawannakul et al., 

2002).  



2.2. Enzimas 

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

função de acelerar ou mesmo possibilitar reações entre componentes 

químicos. Estão presentes em todos os sistemas biológicos e são produzidas 

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

celular. Constituem o principal alvo da pesquisa em Biotecnologia, não apenas 

por seu papel crucial nos mecanismos celulares, mas também por seu 

potencial de aplicação na substituição de processos químicos convencionais 

(Do Canto e Menezes, 1995). 

As enzimas, também denominadas de biocatalisadores, possuem 

características particulares pela sua alta eficiência em condições fisiológicas e 

alta especificidade, sendo inclusive capazes de catalisar reações estéreo-

específicas. Este potencial catalítico é utilizado industrialmente não só nos 

clássicos processos fermentativos, mas também em processos de 

biotransformações microbianas para a catálise de reações químicas de difícil 

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

1999). 

As enzimas podem ser classificadas em intracelulares ou 

extracelulares. As intracelulares são produzidas dentro das células e 

permanecem no citoplasma, são utilizadas quando não há outra forma de 

síntese, principalmente quando se necessita de replicação do DNA. Porém, as 

mais utilizadas industrialmente são as extracelulares, que são sintetizadas no 

ribossomo próximo à membrana celular e transferidas para o meio extracelular. 

Assim, são retiradas do meio do cultivo, tendo como principal vantagem de não 

haver risco de contaminação por outras moléculas (Bourgaize et al., 2000). 

As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as 

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

possibilidade de produção em larga escala em fermentadores industriais, além 

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

disso, enzimas com o mesmo perfil de atuação sobre o substrato podem 

apresentar funcionamento ótimo em pH, temperatura e concentração iônica 



diferentes, o que requer a triagem de enzimas adequadas às condições nas 

quais serão utilizadas. Portanto, a identificação de novas fontes microbianas, 

principalmente não tóxicas ao organismo humano, é de grande interesse 

estratégico, pois além de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados 

processos industriais, tornam possível o desenvolvimento de novos sistemas 

enzimáticos que não podem ser obtidos de plantas ou animais (Oliveira et al., 

2005). 

A variedade de enzimas microbianas e seus ramos de aplicação 

somada com a necessidade de utilização de processos industriais menos 

agressivos para o meio ambiente, justificam a pesquisa e produção de enzimas 

(Mussatto et al., 2007). 

 

Figura 1: Ilustração do mecanismo de ação das enzimas 

2.2.1. Termoenzimas 

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

temperatura é o que mais exige modificações das proteínas, dentro do contexto 

biológico. Enzimas estáveis em temperaturas elevadas são chamadas 

termozimas e hipertermozimas (Gomes et al., 2007). 

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, temperatura) e 

as variações filogenéticas devem ser considerados (Niehaus et al., 1999).  



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

valentes, como pontes 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 termozimas 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 de atividade (maior que 

40°C) para promover o movimento térmico e o aumento da flexibilidade 

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 na indústria, 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, pois um 

aumento de 10°C na temperatura promove um aumento de aproximadamente 

duas vezes na velocidade da reação (Zamost et al., 1991). 

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). 

Apesar dessas vantagens que as enzimas termofílicas oferecem para o 

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

termofílicos tem sido muito limitada até agora. 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 (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). 

2.2.2 Enzimas proteolíticas 

Proteases (proteinases, peptidases ou enzimas proteolíticas) são 

enzimas que quebram ligações peptídicas entre os aminoácidos das proteínas. 

O processo é chamado de clivagem proteolítica, e é um mecanismo comum de 



ativação ou inativação de enzimas envolvidas principalmente na digestão e na 

coagulação sanguínea. Como uma molécula de água é utilizada no processo, 

as proteases são classificadas como hidrolases (Santos, 2007). 

Com base na sequência de aminoácidos, as proteases são 

classificadas em diferentes famílias, subdivididas em clãs, que reúnem grupos 

de proteases que divergiram de um ancestral comum. Proteases que atuam 

restritamente em peptídeos intermediários são conhecidas como “peptidases” e 

as que agem diretamente em proteínas ou cadeias polipeptídicas longas, como 

“proteinases” (Grassmann e Dyckerhoff, 1928). 

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

exopeptidases (EC 3.4.11-19) e endopeptidases ou proteinases (EC 3.4.21-99), 

dependendo do sítio 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 peptídeos 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 sítio 

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 (EC 3.4.21), 

cisteína (EC 3.4.22), aspártico (EC 3.4.23) e metalo (EC 3.4.24) 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 metalo-proteases usam um íon metal no seu mecanismo 

catalítico.  

Ainda que presentes em uma variedade de organismos vegetais e 

animais são os micro-organismos a fonte atrativa potencial de proteases, 

devido ao seu rápido crescimento, ao espaço limitado exigido para o seu 

cultivo, à diversidade bioquímica e à facilidade de manipulação genética (Rao 

et al., 1998; Haki e Rakshit, 2003). Portanto, as proteases de maior valor 

industrial são aquelas obtidas principalmente de micro-organismos (Joo e 



Chang, 2005). As enzimas proteolíticas termoestáveis produzidas por micro-

organismos do gênero Bacillus são o grupo mais importante de enzimas 

produzidas comercialmente e representam cerca de 20% do total de proteases  

comercializadas no mundo, sendo sua aplicação predominante (35%) na 

indústria de detergentes (Beget al., 2002). 

As proteases intracelulares são importantes para vários processos 

metabólicos e celulares, como na esporulação, diferenciação e manutenção do 

“pool” de proteínas intracelulares, enquanto que as proteases extracelulares 

são importantes para a hidrólise de proteínas no meio externo, permitindo a 

absorção dos nutrientes pelos micro-organismos (Gupta et al., 2002). 

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

extracelulares possuem uma série de vantagens sobre as intracelulares. 

Primeiro por serem secretadas no meio de cultura, não requerem técnicas de 

ruptura celular que são difíceis de aplicação em larga escala. Segundo, porque 

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. 

2.2.3. Aplicações de proteases 

O papel das enzimas é conhecido ao longo dos anos 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). 

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 (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 (Banerjee et al., 1999; Merheb 

et al., 2007), sendo que 40% deste valor são de fontes microbianas (Gupta et 

al., 2002) e cerca de 35% respondem pelas proteases que são aplicadas na 

indústria de detergentes (Hadj-Ali, 2007). 

Tabela 1: Aplicações industriais das enzimas microbianas. 

Fonte Enzima Aplicação Industrial 

Aspergillus níger 
Proteases ácidas e 

neutras 

 
Queijo, carnes, pescado, cereais, 
bebidas 

Aspergillu soryzae 
 
 
 
 

Proteases ácidas e 
neutras 

 
 
 

 
Hidrólise proteica, processamento de 
carne e pescado, indústria de 
cervejeira e de panificação 
 
 
 

Aspergillus melleus Proteases alcalinas Manufatura de queijo 

 
Bacillus licheniformis e 
Bacillus subtilis 
 

Proteases alcalinas 
 
 

 
Fabricação de detergentes e indústria 
de couro, processamento de carnes, 
pescados e derivados lácteos 
 

Bacillus subtilis e 
Bacillus cereus Protease neutra  Produção de bebidas e panificação 

Fonte: Wiseman (1991) 

 

As proteases têm uma grande variedade de aplicações, principalmente 

nas indústrias de detergentes e alimentos. Em vista da recente tendência do 

desenvolvimento de tecnologias ambientais, as proteases são utilizadas no 

tratamento de couro e em vários processos de biorremediação. As proteases 

são um dos ingredientes padrão adicionado a todos os detergentes devido, 

principalmente, à especificidade em relação a alguns substratos constituintes 

do material a ser removido. Na indústria de alimentos são amplamente 

utilizadas em laticínios, massas e na produção de hidrolisados proteicos. Na 

indústria farmacêutica, as proteases são utilizadas em formulações como 



auxiliares digestivos, combinações com antibióticos e para tratamentos de 

lesões. No entanto, essas proteases são produzidas em pequenas quantidades 

e requerem alto grau de pureza (Rao et al., 1998). Na tabela 1 são 

apresentadas algumas proteases de origem microbiana, bem como suas 

aplicações industriais. 

2.3. Utilização de Resíduos Agroindustriais como substratos  

A economia brasileira é uma das mais importantes do mundo baseada 

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

frutas entre outros. Entretanto, a grande produção desses produtos agrícolas 

gera uma grande quantidade de resíduos, que quando acumulados gera a 

deterioração do meio ambiente e perda de recursos, com contribuição 

significante para o problema da reciclagem e conservação da biomassa 

(Uenojo e Pastore, 2006).  

Segundo PNRS (Política Nacional de Resíduos Sólidos), no Brasil as 

estimativas da geração de resíduos oriundos das agroindústrias associadas à 

agricultura representaram cerca de 291,1milhões de toneladas de resíduos no 

ano de 2009. Umas das estratégias deste órgão é a estimulação de pesquisas 

e o desenvolvimento de tecnologias de aproveitamento de resíduos, além de 

propor metas de redução, reutilização e reciclagem desses resíduos. 

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, entre outros. (Pandey e 

Soccol, 1998; Pandey et al., 1999; Pandey et al., 2000). 

Segundo Demajorivic (1995), resíduos sólidos diferenciam-se do termo 

lixo, pois enquanto este último não possui nenhum tipo de valor, já que é aquilo 

que deve apenas ser descartado, os resíduos possuem valor econômico 

agregado por possibilitarem o reaproveitamento no próprio processo produtivo.  



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 desses materiais ou para a eliminação 

ou redução de compostos tóxicos, sendo as enzimas termofílicas de grande 

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

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 fermentação, 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). 

A produção industrial de enzimas é frequentemente limitada devido aos 

custos dos substratos utilizados para o cultivo dos micro-organismos. Estima-

se que por volta de 30-40% do custo envolvido na produção de proteases seja 

devido ao meio de cultura utilizado para o crescimento dos micro-organismos. 

Portanto, sua otimização é de grande importância para a redução dos custos 

produtivos (Joo e Chang, 2005).  

O uso de meios de cultura alternativos para produção de proteases por 

Bacillus tem sido relatado em muitos trabalhos científicos. Esses meios podem 

ser obtidos a partir de 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 et al., 2002; Joo e Chang, 2005), 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 maceração de milho (Ladeira et al., 

2010; Carvalho et al., 2008; Silva et al.,2007; Nascimento e Martins, 2007). 



 

Figura 2: Exemplos de resíduos agroindustriais (a) farinha da casca de 

camarão; (b) farinha de soja; (c) penas de frango que são utilizados como 

suplementos de meio de cerscimento microbiólogico para produção de 

enzimas.  

2.4. Separação e purificação de enzimas 

Macromoléculas de uma forma geral e independente da fonte que as 

originam, podem ser extraídas e purificadas por métodos que sofrem 

adaptações dependendo do grau de separação e purificação desejados. O grau 

de purificação necessário de uma preparação enzimática vai depender de sua 

aplicação, assim produtos destinados a usos terapêuticos, por exemplo, são 

obviamente os que requerem maior grau de pureza e, portanto, a complexidade 

do processo de purificação é elevada. Para a utilização de enzimas em outros 

processos de biocatálise, desde que as impurezas presentes no extrato 

enzimático não interfiram na reação catalisada e na utilização do produto final, 

processos parciais de purificação podem ser suficientes (Said e Pietro, 2004). 

As enzimas são purificadas pelo emprego sucessivo de métodos do 

fracionamento químicos ou físicos. O objetivo de cada etapa é reter o máximo 

possível da enzima que se quer purificar e eliminar, também o máximo 

possível, outras proteínas, ácidos nucleicos e outras substâncias. Uma das 

primeiras considerações a serem feitas quando se inicia um processo de 

recuperação e purificação de um metabólito celular é a sua localização, que 

pode ser extracelular, não necessitando de um processo de extração, 

intracelular ou ainda ligada à membrana. A maioria das proteases bacterianas é 

extracelular, embora exista um considerável número de proteases 

(a) (b) (c) 



intracelulares (Trevan et al., 1990). 

A primeira etapa de um processo de recuperação de proteases 

extracelulares é a separação da biomassa celular e das substâncias insolúveis 

do sobrenadante, que normalmente é efetuado através de processos de 

floculação, filtração, flotação ou centrifugação (Crueger e Crueger, 1993).  Após 

este passo, normalmente se dispõe de um grande volume de extrato e por isso 

é conveniente adotar uma etapa que forneça sua concentração, que irá obter 

uma melhor adaptação às etapas subsequentes de purificação, que 

normalmente são limitadas a pequenos volumes de amostra. Alguns exemplos 

de procedimentos que poderiam ser adotados neste segundo passo do 

processo de purificação são: precipitação com sais, cromatografia de troca 

iônica ou precipitação isoelétrica (Beynon e Bond, 1996).  

A precipitação pode ser do tipo positivo ou negativo, isto é, precipitação 

das impurezas ou da enzima respectivamente, embora a última seja preferida, 

pois a enzima precipitada pode ser ressuspendida em um pequeno volume de 

líquido, obtendo desta maneira a concentração. A precipitação utilizando sulfato 

de amônio é a mais comum, pois é um procedimento simples e barato que 

produz graus consideráveis de recuperação e purificação, além do fato de que 

altas concentrações deste sal podem aumentar consideravelmente a 

estabilidade de muitas enzimas (Trevan et al., 1990).  

As etapas subsequentes de um processo de purificação, normalmente 

são realizadas através de processos de cromatografia em coluna e consistem 

nas etapas mais caras do procedimento (Crueger e Crueger, 1993). Estes 

processos podem ser realizados através de diversos tipos de cromatografia, 

que irá separar as proteínas por diferentes gradientes (tabela 2). Muitas 

proteases podem e são purificadas com uma combinação destas etapas 

convencionais (Beynon e Bond, 1996).  

 

 



Tabela 2: Classificação das técnicas de cromatografia líquida de acordo com a 
característica físico-química que é explorada das proteínas. 
 

Tipo de 
Cromatografia 

Característica 
da proteína 

Condição Inicial 
da Amostra 

Eluentes 
Condição Final 

da Amostra 
Custo 

Gel Filtração 
Volume 

molecular 

Volume da 
amostra 

<5%  do volume 
da coluna 

Qualquer solução 
aquosa 

Amostra diluída 
em eluente 

+ 

Troca Iônica Carga 
Baixa 

concentração 
Iônica 

Soluções salinas 
ou com pHs 
distintos da 

condição inicial 

Amostra 
concentrada em 
solução salina 

++ 

Interação 
Hidrofóbica 

Hidrofobicidade 
Alta concentração 

de sal 

Soluções com 
baixa 

concentração 
salina 

Amostra 
concentrada em 
solução salina 

++ 

Fase 
Reversa 

Hidrofobicidade 
Pode conter altas 
concentrações de 

sais 
Solvente orgânico 

Amostra sem 
sais em 

solventes 
voláteis 

+++ 

Afinidade 
Especificidade 

a ligantes 

Condições 
específicas 
para ligação 

Alta concentração 
de ligante ou sais 

Amostra 
concentrada 

contendo ou não 
ligante 

+++ 

  
Fonte: Almeida e Kurtenbach (2002). 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.0 OBJETIVOS 

 Este trabalho teve como objetivo principal a produção de proteases 

pela fermentação submersa do micro-organismo termofílico Bacillus sp SMIA-2 

em meio de crescimento suplementado com resíduos agroindustriais de baixo 

custo. Bem como a parcial purificação da enzima com a finalidade de 

concentrá-la para futuros testes de sua aplicação em formulações de 

detergentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.0 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Micro-organismo e condições da cultura 

O micro-organismo empregado neste estudo foi uma bactéria termofílica 

Bacillus sp. SMIA-2, isolada por Nunes 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). Segundo estes autores, os resultados da comparação das sequências 

de 16S rRNA indicaram que o isolado possui 94% de similaridade com B. 

caldoxylyticus e Bacillus sp. espécie AK1. 

As culturas foram mantidas em estoques constituídos do cultivo em meio 

TSY [triptona 20 g.L-1; NaCl 10 g.L-1; extrato de levedura 10 g.L-1 e água 

destilada] pH 7,5, contendo 20% de glicerol (v/v) e armazenado na temperatura 

de -20 °C. 

4.2. Obtenção da enzima 

4.2.1 Meio de crescimento 

 O meio de crescimento da bactéria foi constituído de ((g.L-1), KCl, 0,3; 

K2HPO4, 0,87; CaCl2, 0,29; MgSO4, 0,5;  proteínas do soro de leite, 1,0; água de 

maceração de milho, 3 mL.L-1; amido solúvel, 2,5 e traços de metais, 1 mL.L-1). 

Seu pH foi ajustado para 7,5 com NaOH 2 M e, posteriormente esterilizado em 

autoclave a 121ºC durante 15 min).  



4.2.2. Preparo do pré-inóculo de Bacillus sp. SMIA-2  

O pré-inóculo foi preparado a partir do micro-organismo armazenado a   

-20 ºC estriando-o em placas de Petri contendo meio TSY (adicionado ágar-

ágar 20 g.L-1) . As placas foram incubadas em estufa (modelo Q 315 D26, 

QUIMIS) a 50°C por 18 horas. Após este período, 5 mL do meio de 

crescimento, descrito no item 4.2.1, foram transferidos para as placas afim de 

ressuspender as células, que foram posteriormente sugadas com o auxílio de 

uma pipeta estéril.  

Estas células foram transferidas para um frasco erlenmeyer de 250 mL 

contendo 50 mL de meio de crescimento (descrito no item 4.2.1), incubados por 

mais 18 horas a 50°C em agitador rotatório (Thermo Forma Orbital Shaker, 

Ohio, EUA) operando a 150 rpm. 

4.2.3. Fermentação 

O meio de crescimento (50 mL em erlenmeyer de 250 mL) foi inoculado 

com 1 mL do pré-inóculo e incubado em um agitador rotatório a 150 rpm em 

temperatura de 50°C por 36 horas.  

Para a realização de uma curva de crescimento desta bactéria a fim de 

avaliar as fases de crescimento (medido em espectrofotômetro a 600nm), pH e 

atividade enzimática (descrito no item 4.3), foram retiradas alíquotas a cada 6 

horas, externando o período da madrugada. 

4.3 Determinação da atividade proteásica 

A atividade proteásica foi verificada em todas as etapas pela 

quantificação de peptídeos solúveis em ácido tricloroacético (TCA) 15% 

(Johnvesly e Naik, 2001). O substrato utilizado para essa determinação foi uma 

solução de azocaseína 0,2% (p/v) preparada em tampão Tris/HCl 0,05 M (pH 

8,5). Nesta análise, a solução enzimática foi adicionada ao substrato e 

incubado em banho-maria a 70oC por 10 minutos. A reação foi paralisada pela 

adição de TCA, centrifugada (Hermele Z 382K) a 15.000g por 5 minutos a 4oC 

e o sobrenadante colocado em tubos de ensaio contendo uma solução de 



NaOH 1 N. Paralelamente, foi feito um tubo branco que continha todos os 

reagentes do ensaio, exceto que o TCA foi adicionado antes do extrato 

enzimático. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade da 

enzima requerida para produzir um aumento na absorbância a 420 nm igual a 

0,1 em 60 minutos. 

4.4 Determinação da concentração de proteínas solúveis  

Para determinar o conteúdo de proteína solúvel das amostras utilizou-se 

o método descrito por Lowry et al. (1951) modificado por Peterson (1977),  com 

o emprego de reagente de Folin-Ciocalteu. Trabalhou-se com dois reagentes: o 

reagente combinado (RC), preparado com 0,5 mL de 0,5% de CuSO4.5H2O, 

0,5 mL de 1% de tartarato de Na/K e 2% de solução de Na2CO3 em 0,1 N de 

NaOH  até o volume de 50 mL; e o reagente de Folin-Ciocalteu (FC). Para a 

reação misturou-se 40 μL de amostra e adicionou-se 2,0 mL de RC, deixou-se 

15 minutos à temperatura ambiente. Adicionou-se 200 μL do reagente de FC e 

deixou-se à temperatura ambiente por mais 30 minutos. Às determinações de 

proteína solúvel de cada ponto foi medida a absorbância (750 nm) em 

espectrofotômetro Shimadzu modelo UVmini-1240. Paralelamente, foi 

preparado um controle com 40 μL de água destilada mais reagentes. A 

concentração de proteína foi determinada através de comparação com curva 

padrão preparada com albumina sérica bovina (Sigma). 

4.5 Purificação da enzima  

4.5.1 Precipitação com sulfato de amônio 

Após o período de fermentação, a cultura foi centrifugada a 4.500g por 

30 minutos. Ao sobrenadante livre de células foi adicionado (NH4)2SO4 (60% de 

saturação) e após 18 horas de repouso a 4°C foi novamente centrifugado a 

15.000g por 15 minutos. Posteriormente, o precipitado, foi ressuspendido em 

tampão Fosfato 0,01 M (pH 7,5) e dialisado contra o mesmo tampão a 4°C por 

18 horas. As amostras dialisadas foram secas através de liofilização (K105, 

Liotop) para concentração da mesma e para armazenamento sem que haja 

perda de atividade. 



4.5.2 Cromatografia de afinidade 

 Para a purificação foi utilizada a técnica de cromatografia de afinidade, 

empregando-se uma resina de Benzamidina Sepharose 4 Fast Flow  (GE 

Healthcare) que foi empacotada em uma coluna (20 x 2,5 cm), lavada 

primeiramente com água ultrapura e posteriormente equilibrada com  tampão 

de ligação (Tris-HCl 0,05 M, NaCl 0,5 M, pH 7,4). Após aplicação da amostra, o 

material foi lavado com o tampão de ligação (3 vezes o volume da coluna) para 

coletar substâncias que não tiveram interação com a resina. E utilizado o 

tampão de eluição (Glicina 0,05 M, pH 3,0) para fazer com que a amostra que 

interagiu com a resina se soltasse e fosse coletada. Pelo tampão de eluição ser 

muito ácido, a enzima perdia sua atividade, então logo após ser coletadas as 

amostras, foi adicionado 1 mL de tampão Tris-HCl 1 M pH 9,0, o que fazia a 

enzima retornar sua atividade com pouca perda da mesma. O padrão de 

eluição da proteína foi determinado pela medida da absorbância a 220 nm. 

Adicionalmente cada fração obtida (não retida e retida) foi dialisada em tampão 

Fosfato 0,01 M por 24 horas. 

4.5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 As frações coletadas da cromatografia de afinidade foram monitoradas  

por eletroforese em gel de tricina segundo a metodologia descrita por Schägger 

e Von Jagow (1987) e segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) em 

sistema de eletroforese Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad). Após cada etapa 

de purificação as amostras foram diluídas em tampão de amostra (Tris 0,125 

M, SDS 2,5 %, azul de bromefenol 0,25 % e sacarose 15 %) e aplicadas em gel 

de poliacrilamida 12% contendo SDS segundo metodologia descrita por 

Laemmli (1970). As amostras foram analisadas na ausência de β-

mercaptoetanol, como descrito acima ou na presença de 0,5% de β- 

mercaptoetanol. A separação de proteínas foi realizada através da aplicação de 

campo elétrico (120 V e 400 mA), e a observação de bandas foi possível após 

coloração do gel com nitrato de prata. 

 



4.5.4 Zimograma 

 As mesmas amostras também foram analisadas por zimografia, que foi 

desenvolvida em gel de poliacrilamida contendo SDS e copolimerizado com  

0,5% (v/v) de gelatina (Merck). As amostras foram diluídas no tampão de 

amostra exceto a adição de agente redutor e desnaturação por calor e a corrida 

ocorreu refrigerada a 4°C. Após a eletroforese, o gel foi lavado duas vezes com 

tampão Tris-HCl (0,05 M pH 8,0) contendo 2,5% de Triton X-100 por 40 

minutos. Após, o gel foi incubado com Tris-HCl (0,05 M pH 8,0) contendo CaCl2 

0,01 M e MgCl2 0,01 M a 70 °C durante 1 hora. Em seguida, o gel foi fixado 

com 50% de metanol contendo 10% de ácido acético e corado com Comassie 

Blue. 

4.5.5 Determinação da classe de proteases 

 Foram utilizados quatro inibidores de classes de proteases, PMFS 

(serino), EDTA (metalo), pepstatina (aspártico) e iodoacetamida (cisteína) em 

concentrações de 2 mM, 25 mM, 0,1 mM e 0,1 mM, respectivamente para 

analisar quais classes de proteases estavam presentes nas amostras eluídas 

da etapa 3.2.5. Todas as soluções de inibidores foram incubadas com as 

amostras por 60 minutos em temperatura ambiente e posteriormente feita a 

determinação da atividade proteásica. 

4.5.6 Cromatografia de fase reversa 

 A fração retida obtida a partir da cromatografia de afinidade foi aplicada 

em CLAE (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência), (Promenence, Shimadzu) 

utilizando coluna de fase reversa C18 (Shim-pak VP-ODS, 250 x 4,6 mm, 

Shimadzu) acoplada a uma coluna guarda C8 (Pelliguard, 20 x 4,6 mm, 

Sigma). Após aplicação da amostra, a coluna foi lavada com Solvente A (TFA 

0,1% e água ultrapura) por 5 minutos, nos 78 minutos seguintes houve um 

gradiente de 0 – 50% de Solvente B (2-propanol 100% e TFA 0,1%). Nos 6 

minutos restantes o gradiante de solvente B voltou a 0%. Todos os picos 

revelados foram coletados, liofilizados e posteriormente analisados. 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

5.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Perfil do crescimento e atividade da protease secretada pelo Bacillus 

sp. SMIA-2 

 O perfil do crescimento microbiano, do pH do meio e da atividade da 

protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2 em meio de cultivo contendo amido 

solúvel, proteínas do soro de leite e água de maceração de milho é mostrado 

na Figura 3.  

 A atividade da protease, em 6 horas de fermentação, era de 12,67 U/mg 

de proteína. Atingiu seu máximo (27,94 U/mg proteína) em 36 horas e, a partir 

daí, decresceu. Portanto, o período de 36 horas foi definido como o melhor 

tempo de incubação da cultura para a obtenção de amostras (proteases) para 

serem usadas nos processos de semipurificação e demais testes de aplicação 

da enzima. 

 



 

Figura 3: Visualização gráfica mostrando o crescimento (▲), pH (●) e a 

atividade da protease (■) secretada pelo Bacillus sp SMIA-2 cultivado em meio 

líquido contendo 2,5 (g.L-1) amido solúvel, 1,0 (g.L-1) proteínas do soro de leite 

e 3,0 (g.L-1) água de maceração de milho a 50º C e 150 rpm, ao longo de 72h.  

 Os resultados do perfil do crescimento do micro-organismo e a atividade 

da protease em função do tempo de fermentação sugerem que a indução 

efetiva desta enzima não ocorre até que a fase estacionária seja alcançada e 

corroboram com os achados por Gupta et al. (2002), que relataram que 

espécies de Bacillus produzem proteases extracelulares durante o final da fase 

logarítmica e início da fase estacionária.  A produção máxima de proteases em 

Bacillus subtilis correspondeu com o ponto máximo de esporulação do micro-

organismo e que a síntese de proteases em espécies de Bacillus é necessária 

para que o processo de esporulação ocorra (Mukhtar e Haq, 2012).  

 Ainda de acordo com a Fig.3, o pH do meio aumentou gradativamente, 

atingindo o valor de 8,0 em 48 horas, indicando que compostos orgânicos de 

nitrogênio tais como aminoácidos e peptídeos, foram consumidos (Silva et al. 

2007). 
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5.2. Purificação parcial da protease secretada por Bacillus sp SMIA-2 

5.2.1 Precipitação com Sulfato de Amônio 

 O processo de pré-purificação das proteases secretadas por Bacillus sp 

SMIA-2 consistiu de 2 etapas: precipitação do extrato bruto (sobrenadante da 

cultura livre de células) com sulfato de amônio seguida da diálise. O resumo do 

processo de purificação parcial está apresentado na tabela 3. Ao final deste 

processo a amostra foi chamada de fração 0-60 (F0-60). 

 

Tabela 3: Quadro de purificação parcial da protease extracelular produzida 

por Bacillus sp. SMIA-2 

  

Atividade 
Total (U/mL) 

Proteína 
(mg/mL) 

Atividade Específica 
(U/mgPtn) 

Extrato Fermentado 13,88 0,497 27,93 

Precipitado 26,34 0,574 45,89 

Dialisado 73,68 0,287 256,72 

  

 A atividade da protease no extrato bruto após a precipitação com sulfato 

de amônio seguida da diálise obteve um aumento considerável quando 

comparada à atividade dessas enzimas no extrato bruto. Este aumento era 

esperado, uma vez que estes processos têm a finalidade de remover 

contaminantes não proteicos e a remoção de proteínas que não sejam de 

interesse de forma a se obter o máximo de atividade específica e da atividade 

inicial (Fedatto, 2004). Portanto, como primeiro passo da etapa de purificação, 

a precipitação fracionada foi eficiente além de rápida. Para fins comerciais a 

enzima não necessita de uma pureza absoluta, por isso essas etapas podem 

ser empregadas com sucesso.  

5.2.2. Cromatografia de Afinidade 

 A amostra resultante da etapa de pré-purificação (F0-60) foi liofilizada 

para ser estocada seca, diminuindo assim a perda de atividade enzimática. 

Uma fração de 0,04 g da amostra liofilizada foi ressuspendida em 2 mL de 50 



mM Tris-HCl, pH 7,4 e aplicada em uma coluna de cromatografia de afinidade 

(Benzamidina Sepharose, GE). O tampão de ligação utilizado faz com que as 

enzimas que possuem afinidade com a resina, se liguem a ela e por outro lado, 

faz eluir as substâncias que não possuem afinidade à benzamidina. Além 

disso, um outro tampão de eluição, 500mM Glicina, pH 3,0 foi utilizado para 

fazer com que as enzimas que estivessem ligadas à resina desacoplar e serem 

eluídas. A figura 4 apresenta o perfil da F0-60 na cromatografia de afinidade. Um 

total de 36 tubos de 2 mL cada foram coletados e aqueles que apresentaram 

um pico de absorbância a 220 nm foram submetidos à análise da atividade 

enzimática. No cromatograma pode ser observado um pico na fração não-

retida e um outro pico na fração retida. 

 

Figura 4: Cromatograma da F0-60 em coluna de cromatografia de afinidade com 

resina de Benzamidina Sepharose. Absorbância a 220 nm (■) e atividade 

proteásica (U/mgPtn). NR, pico não retido eluído com tampão Tris-HCl e R, 

pico retido eluído com tampão Glicina. 

 As amostras dos tubos que apresentaram os picos foram coletadas, 

dialisadas, concentradas por liofilização e posteriormente utilizadas para a 

dosagem da atividade proteásica e da proteína. Em ambas as frações foi 

encontrada atividade enzimática, sendo a fração não-retida um pouco mais 
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baixa (100,24 U/mg proteína) que a fração retida (159,66 U/mg proteína). A 

resina utilizada possui afinidade com serino-proteases, indicando que outras 

classes de proteases existentes na amostra não se ligaram à resina, sendo 

eluídas na fração não-retida. A classe que ligou à resina foi eluída apenas 

quando utilizado o tampão de eluição.  

5.2.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 Os géis de eletroforese da amostra F0-60 e dos picos coletados da coluna 

de benzamidina estão mostrados na Fig.5. Foram aplicados nos poços do gel, 

tanto amostras do extrato bruto, do pico não-retido como do pico retido na 

coluna de afinidade. Além disso, em cada uma das amostras foi adicionado o 

tampão de amostra com o agente β-mercaptoetanol que foram posteriormente 

aquecidas a 100°C por 10 minutos.  

 

Figura 5: Visualização eletroforética em gel SDS-PAGE de amostras das 

diferentes etapas de purificação de protease do Bacillus sp SMIA-2. Poço 1- 



marcador alto peso molecular. Poço 2- F0-60 com β-mercaptoetanol. Poço 3- F0-

60 sem β-mercaptoetanol. Poço 4- NR com β-mercaptoetanol. Poço 5- NR sem 

β-mercaptoetanol. Poço 6- R com β-mercaptoetanol. Poço 7- R sem β-

mercaptoetanol. Gel corado com prata. 

 Nas amostras sem a presença do β-mercapetanol foi observado uma 

maior quantidade de bandas proteicas mais fortes. O β-mercaptoetanol é 

utilizado como redutor de pontes de dissulfeto em ensaios de eletroforese de 

proteínas. Este composto ao quebrar estas ligações faz com que as proteínas 

se decomponham em suas subunidades menores, não sendo reveladas no gel. 

Portanto, através da realização deste gel foi possível demonstrar a diminuição 

de proteínas do extrato bruto na fração retida da cromatografia de afinidade. 

 Ainda através da Fig.5, foi possível verificar a existência de proteínas de 

pesos moleculares distintos em todas as amostras, mais especificamente 

proteínas de tamanhos variando de 45 kDa a 24 kDa. Geralmente o peso 

molecular de proteases oriundas de espécies de Bacillus está entre 15 e 40 

kDa, mas há relatos de proteases alcalinas de Bacillus que possuem peso 

molecular entre 48 a 62 kDa   (Kazan et al., 2005). 

5.2.4. Zimograma 

A fim de avaliar quais bandas reveladas no SDS-PAGE possuem 

atividade proteásica foi feito um zimograma contendo gelatina. Todas as 

amostras não continham o agente redutor β-mercaptoetanol.  

De acordo com o resultado mostrado na Fig. 6, pode-se observar 

bandas fortes correspondendo a atividade proteolítica nas três amostras no 

topo do gel (aproximadamente 65 kDa), e outras duas bandas 

aproximadamente de 29 e 24 KDa que foram reveladas tanto no extrato 

semipurificado, que não passaram pela cromatografia,  quanto na fração retida 

da coluna, respectivamente. Provavelmente, as possíveis enzimas possuem 

características diferentes e a atividade proteolítica não ocorreu devido a uma 

única proteína.   

 



 

Figura 6: Zimograma.  Poço 1- Extrato semipurificado; Poço 2- Fração não 

retida e poço 3- Fração retida. 

5.2.5. Efeito de inibidores de protease na atividade enzimática  

 Um teste com inibidores de proteases foi realizado para verificar quais 

classes estavam presentes em cada fração. Os inibidores testados foram o 

Etilenodiaminotetracetato (EDTA), inibidor para metaloprotease;  

iodoacetamida, inibidor para cisteíno proteases; pesptatina, inibidor de ácido 

aspártico proteinases e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMFS), inibidor para 

serino protease. A comparação foi feita com um controle, que foi a enzima 

incubada com tampão na mesma proporção que as soluções dos inibidores.  

 



 

Figura 7: Visualização gráfica do teste com inibidores de classes de proteases 

tanto na fração Não-Retida quanto na fração Retida da cromatografia de 

Afinidade. 

 De acordo com os resultados apresentados na Fig. 7, a iodoacetamida e 

o PMFS inibiram drasticamente a enzima presente na fração retida (100% e 

95% de inibição) no pico Retido, sugerindo que as proteases extracelulares de 

Bacillus sp SMIA-2 podem pertencer tanto à classe das cisteínas como das 

serino proteases. Os outros inibidores testados, embora em menor intensidade, 

promoveram uma redução na atividade das proteases tanto na fração retida 

quanto na fração não retida, o que mostrou a existência das quatro classes de 

proteases nas amostras fermentadas pelo micro-organismo termofílico 

utilizado. 

5.2.6. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 Considerando que a fração retida da cromatografia de afinidade foi a de 

maior interesse no trabalho, uma vez que apresentou uma protease serínica, 

ela foi submetida à cromatografia líquida de alta eficiência utilizando uma 
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coluna de fase reversa (C18), com um gradiente de propanol de 50%. O perfil 

de eluição é mostrado na Fig. 8. 

Figura 8: Cromatografia do pico R da coluna de afinidade em coluna de fase 

reversa C18. Foram coletados 7 picos retidos e eluídos em gradiente de 

propanol. 

 De acordo com o cromatograma mostrado na Fig. 8 pode-se observar 

que a partir dos 5 minutos de corrida os picos começaram a ser visualizados 

(220 nm), e então foram coletados separadamente. Ao final da corrida, foram 

coletados sete picos individuais, e também os vales entre os picos, que foram 

liofilizados para dosagem da atividade enzimática e quantificação da proteína 

na amostra (Tab. 4). Em todos os vales e nos dois primeiros picos não foi 

encontrada nenhuma atividade proteásica, enquanto nos outros picos (3,4,5,6 e 

7) foram detectadas atividades de proteases. Ressalta-se que o pico 6 foi o que 

chamou maior atenção, devido à sua atividade proteolítica extremamente alta 

(116,4 U/mL) com uma baixa quantidade de proteína (0,095 mg/mL).  

 



Tabela 4: Atividade proteásica dos picos do CLAE 

Picos U/mL Ptn U/mgPtn 

1 0 0,848 0,00 

2 0 0,000 0,00 

3 33,6 0,290 115,93 

4 37,8 0,396 95,36 

5 48 0,085 564,71 

6 116,4 0,095 1225,26 

7 24 0,177 135,68 

 

 Dessa maneira, o pico 6 levou a uma fração de protease 

significativamente pura, levando em consideração a diminuição da proteína, 

sem perda da atividade proteásica. A atividade aumentou quando comparada a 

todas as etapas em que essa amostra foi submetida. Portanto, as etapas 

usadas neste trabalho para a purificação da enzima de interesse resultaram em 

uma fração enriquecida de protease.   

5.3. Rendimento da purificação 

Os passos utilizados para a purificação da protease, mostrando o 

rendimento e o fator de purificação que foi encontrado nas amostras de cada 

etapa estão apresentados na Tab. 5. 

Tabela 5: Resumo das etapas de purificação de protease de Bacillus sp SMIA-2 

Etapas de Purificação 
Volume Total 

(mL) 
Atividade 
Total (U) 

Proteína 
(mg) 

Atividade Específica 
(U/mgPtn) 

FP 
 

Extrato Fermentado 2500 34700 1242,5 27,93 1 

Precipitado + Dialisado 185 13630,8 53,095 256,72 9,19 

Cromatografia de Afinidade 12 645,12 4,040 159,68 5,72 

HPLC - pico 6 0,5 58,2 0,047 1238,30 44,34 

FP: Fator de Purificação 

 De acordo com os resultados encontrados foi possível purificar 

parcialmente a enzima, com uma pureza de 44 vezes. Outros investigadores 

também relataram o isolamento de proteases com pesos moleculares baixos a 

partir de isolados de Bacillus, adotando métodos diferentes de purificação. 



Gessesse et al. (2013) purificaram uma protease alcalina de Bacillus 

pseudofirmus AL-8924 obtendo uma pureza de 22,6 vezes. Adinarayana et al. 

(2013) purificaram uma protease alcalina de 15 kDa a partir de B. subtilis PE-11 

e uma protease alcalina de 28 kDa foi purificada a partir de Bacillus clausii I-52 

por Joo e Chang (2005a). Além disso, Gupta et al. (2005) purificaram uma 

protease alcalina a partir de B. pseudofirmus de pureza de 10 vezes. 

Finalmente, Sareen e Mishra (2008) purificaram uma protease alcalina de 55 

kDa a partir de Bacillus licheniformis PSR-09-37 que resultou uma purificação 

de 85 vezes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.0 CONCLUSÃO 

Com os resultados encontrados neste trabalho pode-se concluir que: 

 A cepa Bacillus sp SMIA-2 utilizada neste estudo é capaz de crescer e 

utilizar os resíduos agroindustriais adicionados ao meio de cultura como 

fonte de energia, produzindo proteases e excretando-as para o meio 

extracelular; 

 A melhor condição de fermentação para produção de proteases é de 36 

horas, a 50ºC em rotação orbital de 150 rpm; 

 O processo adotado como pré-purificação da enzima de interesse, 

precipitação com sulfato de amônio e posterior diálise, já é amplamente 

utilizado e mostrou alta eficiência na limpeza de substâncias 

indesejáveis na amostra;  

 Com os métodos adotados para alcançar um grau de pureza maior da 

enzima, obteve sucesso com a cromatografia de afinidade seguida de 

cromatografia de fase reversa em HPLC; 

 Ao final da purificação parcial da protease reduziu a concentração de 

proteína em mais de 5 vezes, obtendo um fator de purificação de quase 

50 vezes. 
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