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RESUMO

A producao de proteases por Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em um meio de cultura contendo soro de leite e agua de maceracao de
milho foi estudada. Além disso, a compatibilidade da enzima com detergentes comerciais foi também avaliada. A atividade maxima da
enzima (70 U/mg proteina) foi observada na fase estaciondaria de crescimento, com 32 h de incubacao. Estudos sobre a caracterizacao
da protease revelaram que a temperatura 6tima para atividade desta enzima foi 70 °C e que a mesma manteve 91% de sua atividade
quando incubada a 70 °C na presenca do calcio. O valor 6timo de pH encontrado para a protease foi 8,0, sendo que a enzima manteve
85% e 46% de sua atividade quando incubada por 1 h em pH 9 e pH 10 respectivamente. A protease manteve 64% e 50% de sua
atividade quando incubada a 70 °C por 30 min com os detergentes Cheer® e Tide® respectivamente. A utilizacao da glicina juntamente
com ions calcio resultou em um aumento da estabilidade enzimatica em todos os detergentes testados. Em presenca dos detergentes
Ultra bizz®, Cheer® e Tide®, a enzima manteve aproximadamente 100% de atividade, apés 30 min de incubacéao a 70 °C.
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SUMMARY

PRODUCTION OF PROTEASES BY Bacillus sp. SMIA-2 GROW ON WHEY AND CORN STEEP LIQUOR AND COMPATIBILITY OF THE
ENZYME WITH COMMERCIAL DETERGENTS. The production of protease by the thermophilic Bacillus sp. SMIA-2 cultivated in a
medium containing whey and corn steep liquor was studied. In addition, the compatibility of the enzyme with commercial detergents
was evaluated. The maximum activity of the enzyme (70 U/mg protein) was observed in the phase stationary of growth, with 32 h of
incubation.

Studies on the protease characterization revealed that the optimum temperature of this enzyme was 70 °C and that it maintained 91%
of its activity when incubated a 70 °C in the presence of calcium. The optimum pH of the enzyme was found to be 8.0 and the enzyme
maintained 85% and 46% of its original activity when incubated for 1 h at pH 9 and pH 10 respectively. Protease retained 64% and 50%
of its activity after 30 min incubation at 70 °C in presence of the detergents Cheer® and Tide® respectively. The addition of glycine and
calcium improved the stability of the enzyme in all detergents used. In the presence of the detergents Ultra bizz®, Cheer® and Tide®,

the enzyme maintained 100% of its activity after 30 min of incubation at 70 °C.
Keywords: proteases, milk whey, commercial detergents, Bacillus sp.

1 - INTRODUCAO

As proteases constituem um dos mais importantes gru-
pos de enzimas industriais e tém aplicacdo em diferentes
induastrias, como de alimentos, téxtil, farmacéutica e de
detergentes [23, 18, 12, 15]. Estas enzimas sao responsaveis
por 30% do total de enzimas produzidas no mundo [26].

As enzimas proteoliticas termoestaveis, produzidas
por microrganismos do género Bacillus, sao o grupo mais
importante de enzimas produzidas comercialmente [29],
sendo sua aplicagdo predominante (35%) na industria de
detergentes [3,4].

Proteases sao utilizadas em todos os tipos de detergen-
tes, inclusive naqueles utilizados em maquinas automaticas
de lavagem, e sua funcdo é a degradacdo de compostos
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tipicamente proteinaceos, como sangue, manchas de ovos
e leite. Até o presente momento, menos de 15 moléculas
diferentes de enzimas sao utilizadas em todo o mundo na
industria de detergentes. Essas enzimas sao originarias
de microrganismos, entre eles B. amyloliquefaciens, B.
licheniformis, B. clauseii, B. lentus, B. alkaliphilicus e B.
haloduram [19].

A utilizacao de proteases em formulacoes de detergen-
tes requer que estas enzimas possuam elevada atividade e
estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura, que
sejam efetivas em baixas quantidades (0,4-0,8%) e compa-
tiveis com varios detergentes comerciais [17].

Estima-se que por volta de 30-40% do custo envolvido
na producao de proteases esteja relacionado ao meio de
cultura utilizado para o crescimento do microrganismo.
Portanto, sua otimizacgao é de grande importancia para a
reducao dos custos de producao [14].

Recentemente, varios residuos agroindustriais tém sido
usados como substratos para a producao de enzimas, devido
a disponibilidade local e por representar uma fonte alter-
nativa de baixo valor comercial, principalmente quando se
visa a produgdo destas enzimas em larga escala. O soro de
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leite, por exemplo, € um residuo altamente rico em proteinas,
respondendo por 20% das proteinas encontradas no leite
[27]. A sua utilizacdo como substrato biotecnolégico para
producao de enzimas, poderia contribuir em muito para a
reducao do custo operacional da producao, bem como para
a preservacao do meio ambiente [17].

A agua de maceracao de milho também € considerada
uma fonte de nutrientes relativamente barata e satisfatéria
para a producao de varios compostos [25]. Além de beneficiar
o meio de crescimento pelo fornecimento de fonte de nitroge-
nio, este residuo fornece varios micronutrientes, vitaminas
e fatores estimulantes do crescimento microbiano [17].

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a uti-
lizagao do soro de leite e da agua de maceracao de milho
como substratos para a producao de proteases por um
microrganismo termofilico, Bacillus sp. SMIA-2. Algumas
propriedades bioquimicas da enzima e sua compatibilidade
com detergentes comerciais foram investigadas.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Microrganismo e condicoes da cultura

O microrganismo utilizado neste estudo foi uma bac-
téria termofilica, Bacillus sp. SMIA-2, isolada por NUNES
& MARTINS [21].

Para a producao da protease o seguinte meio de cultura
foi utilizado: Soro de leite em p6 (70% proteina, 15% lactose,
2% gordura, 10% sais minerais e 3% umidade) - 1,0 g; 4gua
de maceracao de milho (Sigma-Aldrich) - 5,0 g; MgSO, - 0,5 g;
K,HPO, - 0,9 g; KCl - 0,3 g; CaCl, - 0,3 g e tracos de metais
(ZnO-2,5x10°g; FeCl,.6H,0 - 2,7 x 10?g; MnCl,.4H,0 - 1,0 x
102g; CuCl,.2H,0 - 8,5 x 10*g; CoCl,.6H,0 - 2,4 x 107 g;
NiCl,.6H,0 - 2,5 x 10*g; H,BO, - 3,0 x 10*g; e Na,MoO, -
1,0 x 103 g), dissolvidos em 1 L de 4gua destilada. O pH foi
ajustado para 7,5 com 1,0 M NaOH e este meio foi esterili-
zado em autoclave a 121 = 2 °C por 15 min.

O meio de producao foi inoculado com 1mL de uma cul-
tura de véspera e incubada em um agitador Thermo Forma
Orbital Shaker (Ohio, USA) a 150 rpm em temperatura de
50 °C por 60 h. Os experimentos foram realizados com trés
repeticoes, sendo cada uma delas constituida por 50 mL de
meio de cultura em erlenmeyer de 250 mL. A intervalos de
tempo determinados, foram retirados frascos para medida
da densidade 6tica a 600 nm, com a utilizacdo de um es-
pectrofotometro Hitachi modelo U-2000, pH e dosagem da
atividade da enzima nos filtrados da cultura.

2.2 - Ensaio enzimatico

Para a remocéao das células, o meio de cultura foi cen-
trifugado a 4500 g por 15 min a 4 °C em uma centrifuga
modelo Hermle Z 382, e o sobrenadante livre de células,
utilizado para dosagem da atividade da enzima.

A atividade enzimaética foi determinada em triplicata pela
quantificacao de peptideos soltuveis em acido tricloroacético
(TCA) 15%. O substrato utilizado para essa determinacao
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foi uma solucdao de azocaseina 0,2% (p/v) preparada em
tampao TRIS/HCI (pH 8,5). Foi adicionado 0,5 mL do extrato
enzimatico em 1,0 mL do substrato e incubado em banho-
maria a 70 °C por 10 min. A reacao foi paralisada pela adicao
de 0,5 mL de TCA e a solugao, centrifugada a 15000 g por
5 min a 4 °C (Hermele Z 382K). O mesmo procedimento foi
realizado com o controle, exceto que o TCA foi adicionado
antes do extrato enzimatico [13].

Uma unidade foi definida como a quantidade da enzi-
ma requerida para produzir um aumento na absorvancia a
420 nm igual a 0,1 em 60 min.

A concentracao de proteinas foi determinada pelo método de
Lowry, com as modificacoes propostas por PETTERSON [22].

2.3 - Efeito do pH na atividade e estabilidade
da protease

A influéncia do pH sobre a atividade da protease foi ava-
liada na faixa de 6,0 a 10,0 com intervalo de 0,5 unidades.
Para o preparo do substrato, foi utilizada uma mistura tam-
ponante contendo tampéao acetato de sédio, pH 5,5; fosfato
de sédio, pH 6,0-8,0; e tampao Tris/HCI, pH 8,5 a 10,0. Os
valores de pH da mistura da reacao foram ajustados com
NaOH ou HCI 1IN.

O pH é6timo foi determinado preparando-se o substrato
(azocaseina 0,2%) nas solucdes tampoes com diferentes
valores de pH e incubando-o com 0,5 mL do extrato enzi-
matico em banho-maria a 70 °C por 10 min. Posteriormente,
a atividade enzimatica foi determinada conforme descrito
anteriormente.

A estabilidade da protease a diferentes valores de pH
foi avaliada incubando-se o extrato enzimatico nos tampées
anteriormente descritos, sem o substrato, por 2 h a tempera-
tura ambiente. Apés este tratamento, a atividade residual da
protease foi determinada conforme descrito anteriormente.

2.4 - Efeito da temperatura na atividade e
estabilidade da protease

A determinacao da temperatura 6tima para a atividade
enzimatica foi realizada incubando-se a mistura de reacao
(pH 8,5) em temperaturas que variaram de 30 a 100 °C, com
intervalos de 10 °C. Depois de 10 min de incubacao em cada
temperatura, a atividade enzimatica foi analisada.

A estabilidade térmica foi avaliada incubando-se a
enzima em temperaturas que variaram de 30 a 100 °C,
com intervalos de 10 °C. Ap6s duas horas de incubacao,
a atividade residual foi analisada a temperatura 6tima da
enzima, determinada anteriormente.

2.5 - Compatibilidade e estabilidade da
protease em varios detergentes comerciais

Os detergentes Ariel®, Ultra Biz®, Cheer®, Tide®, Cam-
peiro® e Omo® foram diluidos em agua destilada a uma
concentracao final de 7 mg/mL para simular condigoes
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de lavagem. Em seguida, foram tratados termicamente a
100 °C por 15 min, para inativar as enzimas que poderiam
fazer parte da formulagdo dos detergentes. A protease, na
concentracao de 0,55 mg/mL, foi adicionada na preparacao
do detergente e incubada a 70 °C por 1 h nesta solugao. A
cada 10 min, foram retiradas amostras para determinacao
da atividade residual, tanto nos tratamentos quanto no
controle (incubado sem detergente) [1, 23]. A influéncia do
célcio e da glicina, na estabilidade da protease junto aos
detergentes, foi estudada adicionando-os a solucao enzima -
detergente o CaCl, (10 mM), glicina (1 mM), CaCl, (10 mM) +
glicina (1 mM). Os frascos foram incubados a 70 °C por 1 h
e, em intervalos de 10 min, amostras foram retiradas para
determinacéo da atividade residual, que foi comparada com
o controle realizado na auséncia do detergente.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Perfil do crescimento do microrganismo e
atividade proteasica

Bacillus sp. SMIA-2 cresceu e secretou proteases quan-
do cultivado num meio de cultura contendo soro de leite,
um residuo das industrias de laticinios (Figura 1). De fato,
meios de cultura ricos em proteinas, como aqueles contendo
o soro de leite, possuem indutores que levam a producao
de proteases [24].

A atividade maxima da enzima (70 U/mg proteina) foi
alcancada ap6s 32 h de incubacao do microrganismo, quando
o crescimento ja havia cessado e a cultura se encontrava na
fase estacionaria de crescimento. De acordo com WARD [30],
os microrganismos do género Bacillus, geralmente, produzem
maior quantidade de protease ao final da fase exponencial
de crescimento e, embora a funcao destas enzimas ainda
nao seja bem conhecida, sua producao esta correlacionada
com uma elevada taxa de renovacao de proteinas durante
a esporulacio.

A enzima permaneceu estavel por 8 h e, apés 40 h de
crescimento, ocorreu uma queda drastica da sua ativida-
de, indicando que a enzima sofreu um rapido processo de
desativacao, que € caracteristico na producao de proteases
por microrganismos [13].

A atividade maxima da protease encontrada neste
trabalho foi superior aquela relatada por NASCIMENTO &
MARTINS [20] para o Bacillus sp. SMIA-2, cultivado num
meio contendo citrato trissédico como unica fonte de car-
bono. Além disso, o processo de desativacdo, que € tipico
da producao de proteases, foi retardado, em comparacgao
ao encontrado pelos referidos autores.

3.2 - Efeito do pH na atividade e estabilidade
da protease

A protease foi ativa em uma ampla faixa de pH, apre-
sentando méaxima atividade (70 U/mg proteina) em torno
de pH 8,0, como mostra a Figura 2. A atividade mais baixa
da protease foi encontrada em pH 6,0 e 10,0, que foram os
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FIGURA 1 - Crescimento e atividade da protease secretada por
Bacillus sp. SMIA-2, quando cultivado em soro de leite e agua
de maceracao de milho por 60 h a 50 °C.

valores mais extremos estudados. Resultados semelhantes
relacionados ao pH 6timo de proteases foram encontra-
dos por varios autores para diferentes microrganismos
estudados. SOOKKHEO et al. [28] encontraram valores de
pH 6timo de 8,5, 7,5 e 7,0, para trés proteases (S, N e B,
respectivamente) de Bacillus stearothermophilus TLS33.
A protease S foi ativa em uma ampla faixa de pH, sendo
detectada cerca de 60% de atividade em pH 6,0 e 10,0 na
presenca de 5 mM de CaCl,. Por outro lado, as proteases N
e B mantiveram, relativamente, pouca atividade em pH 9,0.
KIM et al. [16] encontraram, para a protease produzida por
Bacillus stearothermophilus, valor de pH 6timo igual a 7,5,
enquanto GERMANO et al. [8] encontraram um pH 6timo,
para protease produzida por Penicillium sp., na faixa de
6,0 a 8,0. Além disso, FAHMY, ALI & MOHAMED [5] encon-
traram pH 6timo igual a 4,0 para a protease produzida por
Triticum aestivum.
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FIGURA 2 - Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da protease
secretada por Bacillus sp. SMIA-2, em meio liquido contendo
soro de leite e 4gua de maceracao de milho, por 36 h a 50 °C
(100% de atividade = 69,97 U/mg proteina).

De acordo com BEG & GUPTA [3], as proteases comer-
ciais de origem microbiana, geralmente, possuem atividade
6tima na faixa de pH que varia de 8,0-12,0, o que as torna
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de grande interesse para a utilizacao em formulacoes de
detergentes, devido ao pH alcalino destes produtos.

O valor do pH da solucao detergente é um importante
parametro para determinar a viabilidade da aplicacao de
um determinado tipo de enzima. A atividade catalitica em
valores elevados de pH (10,0-11,0), ou mesmo moderada-
mente elevados (8,0-9,0), indica que a enzima € bastante
viavel para ser utilizada em detergentes. A Alcalase®, enzima
muito utilizada na industria de detergentes, possui pH 6timo
de atuac¢ao na faixa de 8,0-9,0 [10].

Em relacao a estabilidade ao pH, a enzima manteve 85%
e 46% de sua atividade quando incubada por 1 h em pH 9
e pH 10, respectivamente (Figura 2). GHORBEL, KAMOUN
& NASRI [9] encontraram valores semelhantes de estabili-
dade térmica para proteases de Bacillus cereus BG1, cuja
estabilidade maxima foi alcancada em pH 8,0.

3.3 - Temperatura 6tima e estabilidade térmica

A atividade da enzima aumentou com a elevacao
da temperatura, atingindo seu valor maximo a 70 °C
(72 U/mg proteina), conforme mostrado na Figura 3. Esta
temperatura foi superior aquela relatada por NASCIMENTO
& MARTINS [20] para o Bacillus sp. SMIA-2.

Nas temperaturas de 60 °C e 80 °C, a enzima apresen-
tou 72% e 67% de sua atividade, maxima, respectivamente.
KIM et al. [16] encontraram resultados semelhantes para
B. stearothermophilus, utilizando também a azocaseina
como substrato. Este valor foi similar aos encontrados para
outras proteases termoestaveis produzidas por Bacillus
sp. [11].

JOO & CHANG [13] encontraram temperatura étima de
60 a 65 °C para uma protease produzida por Bacillus sp.
I-312. De acordo com estes autores, a protease perdeu rapi-
damente a atividade quando incubada a 70 °C. Duas proteases
produzidas para a utilizacdo na indudstria de detergentes, a
Alcalase® e a Esperase®, possuem temperaturas 6timas de
atividade por volta de 60 °C, com rapida perda de atividade
em temperaturas maiores que 70 °C [10].

Na presenca do calcio, a protease secretada pelo mi-
crorganismo em estudo foi mais estavel. A contribuicao
deste ion, para a estabilidade da protease, foi mais efetiva
em temperaturas mais elevadas, ou seja, na faixa de 60 a
90 °C.

Quando incubada por 1 h a 40 °C na presenca e auséncia
deste ion, a enzima manteve 92% e 91% de sua atividade,
respectivamente. Na temperatura de 70 °C, a enzima manteve
91% de atividade em presenca de calcio e 76% de atividade
na sua auséncia. Na temperatura de 80 °C, a contribuicao
do calcio foi ainda mais pronunciada, e a enzima manteve
67% e 38% de sua atividade em presenca e auséncia deste
elemento, respectivamente. Estes resultados demonstram
que quanto mais elevada a temperatura, maior o efeito do
calcio na estabilidade da protease. Resultados similares
foram encontrados por GESSESSE et al. [7], que relataram
sobre a dependéncia do calcio para a estabilidade térmica
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de uma protease produzida por Bacillus pseudofirmis, em
temperaturas maiores que 50 °C. De acordo com estes auto-
res, a dependéncia do célcio pelas enzimas esta relacionada
a presenca deste metal como ligante do seu sitio ativo, levan-
do a maior estabilizacdo da enzima. Varios outros autores
demonstraram o efeito do calcio na estabilidade térmica de
proteases a elevada temperatura. Eles atribuem este fato
ao efeito protetor exercido pelo calcio na manutencao da
conformacio ativa da enzima em elevadas temperaturas [3].
Segundo GODFREY & WEST [10], mais de 75% de todas as
enzimas conhecidas requerem a presenca de ions metalicos
para ativar sua atividade catalitica, sendo que concentracoes
extremamente baixas destes compostos podem ser suficientes
para aumentar sua estabilidade térmica.
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FIGURA 3 - Temperatura 6tima e estabilidade térmica da protease
secretada por Bacillus sp. SMIA-2, crescido em meio liquido
contendo soro de leite e 4gua de maceracdo de milho, a 50 °C
por 36 h (100% de atividade = 72 U/mgProteina).

A atividade enziméatica em temperaturas elevadas fa-
vorece a utilizacao das enzimas em solucoes detergentes,
devido a utilizacdo de temperaturas elevadas nos processos
de limpeza. Entretanto, a elevada dependéncia do calcio para
a estabilidade térmica da protease nao é desejavel, quando
o objetivo é sua utilizacdo em solucgoes de detergentes, uma
vez que estes compostos possuem elevada concentracao de
agentes quelantes como EDTA, o que podera seqiiestrar o
calcio e reduzir drasticamente a atividade da enzima [7].

3.4 - Atividade da protease em detergentes
comerciais

A viabilidade da utilizagao da protease em formulacoes
de detergentes foi verificada testando a sua compatibilidade
com os seguintes detergentes comerciais: Ariel®, Ultra Biz®,
Cheer®, Tide®, Campeiro® e Omo®.

A protease manteve 64% e 50% de sua atividade quando
incubada a 70 °C por 30 min com os detergentes Cheer® e
Tide®, respectivamente. A utilizacdo da glicina, juntamente
com ions calcio, resultou em um aumento da estabilidade
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enzimatica em todos os detergentes testados. Em presenca
dos detergentes Ultra bizz®, Cheer® e Tide®, a enzima man-
teve aproximadamente 100% de atividade ap6s 30 min de
incubacao a 70 °C (Figura 4).

Uma protease produzida por Bacillus cereus apre-
sentou excelente estabilidade em detergentes, mantendo
cerca de 80% de estabilidade apdés 1 h de incubagao a 40
e 50 °C [2], enquanto que uma protease produzida por

Bacillus sp. SSR1 apresentou uma atividade residual de
70% na maioria dos detergentes estudados a 40 °C [26].
Em temperaturas maiores que 40 °C, esta enzima requereu
a adicao de agentes estabilizantes como cdlcio, para que a
enzima se mantivesse estavel.

Uma protease produzida por Bacillus brevis mostrou
compatibilidade com detergentes comerciais como Ariel,
Surf excels, Surf Ultra e Rin, em presenca de célcio e glicina
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FIGURA 4 - Estabilidade da protease produzida por Bacillus sp. SMIA-2, em detergentes comerciais. (O) detergente e enzima, (A)
detergente, enzima e calcio, (l) detergente, enzima, calcio e glicina. Os detergentes estudados foram a) Ariel; b) Cheer; ¢) Omo; d)
Tide®; e e) Ultra bizz. (100% de atividade = 64 U/mg de proteina). Abreviacdo de minuto = min.
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[1]. Esta enzima manteve mais de 50% de atividade com a
maioria dos detergentes testados ap6s 3 h de incubacao a
60 °C. De acordo com GODFREY & WEST [10], todas as
proteases adicionadas em detergentes podem ser estabili-
zadas pela adicao de certo nivel de calcio livre. Na maioria
das vezes, cerca de 100 a 1000 ppm de céalcio sdo adicio-
nados em detergentes liquidos que contém proteases, para
aumentar sua estabilidade. Ainda segundo estes autores,
uma das formas de aumentar a estabilidade da enzima na
presenca de detergentes € evitar sua autélise, o que pode
ser conseguido pela adicdo de inibidores reversiveis de
proteases. Esses agentes podem inibir parcialmente a ativi-
dade das proteases por se ligarem ao seu sitio ativo. Porém,
elas podem recuperar novamente sua atividade durante o
processo de lavagem, no qual sao utilizadas. A glicina, um
dos inibidores reversiveis de proteases, € utilizada nos
detergentes para esta finalidade.

4 - CONCLUSOES

* Soro de leite e 4gua de maceracao de milho podem ser
utilizados como substratos para a producao de proteases
por Bacillus sp. SMIA-2;

* A temperatura e o pH 6timo para a atividade da enzima
foram 70 °C e 8,0, respectivamente; e

* A enzima apresenta excelente atividade em presenca de
alguns detergentes como Ultra bizz, Cheer e Tide. Nestes
detergentes, a enzima mantém aproximadamente 100%
de atividade ap6s 30 min de incubacéo a 70 °C.
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