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Resumo
Bacillus sp. SMIA-2 cresceu e secretou proteases quando cultivado em culturas líquidas contendo citrato trissódico como fonte de carbono 
e nitrato de amônio como fonte de nitrogênio. A atividade máxima da enzima foi alcançada após 8 horas de incubação do microrganismo, 
com níveis de 7,2 U.mg -1 proteína. A suplementação do meio com 2,0 mM de CaCl2 não proporcionou um aumento da atividade da protease, 
porém aumentou a sua estabilidade de 2 para 4 horas. A redução da concentração do fosfato de potássio no meio de cultura de 11,0 para 
5,0 mM promoveu um acréscimo de 82% (13 U.mg -1 proteína) na atividade da protease. A substituição do nitrato de amônio presente no meio 
de cultura por 0,1% de soro de queijo aumentou a atividade da protease para 25 U.mg -1 proteína. Nestas condições, o tempo requerido para 
que a enzima atingisse seu pico de atividade máxima, que antes era de 9 horas, passou para 16 horas. A substituição do citrato trissódico 
do meio de cultura pela água de maceração de milho (0,5%) não só aumentou a atividade da enzima como também retardou o processo de 
desativação que é típico da produção de proteases. A atividade máxima da enzima obtida quando estes dois resíduos foram utilizados no 
meio foi 59,5 U.mg -1 proteína. Após alcançar este valor a enzima se manteve estável por mais de 20 horas o que favorece a sua produção 
em larga escala. 
Palavras-chave: proteases; Bacillus sp.; água de maceração de milho; soro de queijo. 

Abstract
Bacillus sp. SMIA-2 grew and produced proteases when cultivated in liquid cultures containing trisodium citrate as a carbon source and 
ammonium nitrate as a nitrogen source. The maximum activity of the enzyme was reached after incubating the microorganism for 9 hours, 
with levels of 7.2 U.mg -1 protein. The supplementation of the medium with 2.0 mM of CaCl2 did not improve the activity of the protease, but 
increased its stability from 2 to 4 hours. The reduction in the amount of inorganic phosphate in the medium from 11.0 to 5.0 mM resulted in 
an improvement of 82% (13 U.mg -1 protein) in the protease activity. Replacing ammonium nitrate in the medium by 0.1% milk whey increased 
the protease activity to 25 U.mg -1 protein. In these conditions, the time required for the enzyme to reach a maximum activity increased from 
9 to 16 hours. Replacing citrate trissodium in the medium by corn steep liquor (0.5%) not only produced much better enzyme activity, but 
also delayed the deactivation process which is typical for the production of proteases. The maximum activity reached when these wastes 
were used in the medium was 59.5 U.mg -1 protein. In addition, the enzyme maintained stable for more than 20 hours, which is favorable 
for its production on a large scale. 
Keywords: proteases; Bacillus sp.; corn steep liquor; cheese whey.
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1 Introdução
Proteases constituem um dos mais importantes grupos de 

enzimas industriais27 representando aproximadamente 60% 
do total de enzimas comercializadas no mundo3. As proteases 
termoestáveis produzidas por microrganismos do gênero 
Bacillus são o grupo mais importante de enzimas produzidas 
industrialmente e representam cerca de 20% do total de enzi-
mas comercializadas no mundo4,5.

As proteases microbianas têm sua aplicação predomi-
nante nas indústrias de alimentos, têxtil, farmacêutica e de 
detergentes10,13,15,22.

Alguns microrganismos produzem uma quantidade baixa 
de enzimas dificultando sua aplicação industrial, porém, na 
maioria dos casos, adotando-se métodos simples como a utili-
zação de um meio de cultura específico e otimizado, é possível 
aumentar significativamente o rendimento enzimático16. 

A produção industrial de enzimas é freqüentemente limi-
tada devido aos custos dos substratos utilizados para o cultivo 
dos microrganismos. 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 microrganismos, 
portanto, sua otimização é de grande importância para a re-
dução dos custos produtivos12. 

O uso de substratos de baixo custo, como resíduos agroin-
dustriais, é uma alternativa para reduzir os custos de produ-
ção6. Dentre estes resíduos incluem-se o soro de queijo28 e a 
água de maceração de milho14.

A produção de enzimas microbianas utilizando soro de 
queijo foi realizada por diversos pesquisadores8,15,25, que ob-
servaram um aumento da produtividade enzimática com o uso 
deste resíduo como substrato. A água de maceração de milho 
(Corn steep liquor), um subproduto rico em carboidratos, 
aminoácidos, peptídeos, minerais, metais vitaminas e fosfato23, 
foi também utilizada por vários autores para reduzir o custo 
do meio de cultura utilizado para a produção de enzimas por 
microrganismos7,14,16,17. 
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Recentemente, uma bactéria termofílica capaz de produzir 
proteases extracelulares foi isolada por NUNES e MARTINS20 
a partir de amostras de solo do município de Campos dos 
Goytacazes - RJ. Esta bactéria foi caracterizada fisiológica e 
bioquimicamente através da taxonomia clássica convencional e 
também através da análise filogenética de seqüências parciais 
de DNA ribossomal 16S (rDNA 16 S). De acordo com os resulta-
dos desta análise, o isolado possui 94% de similaridade com B. 
caldoxylyticus e Bacillus sp. espécie AK1, sendo denominado 
Bacillus sp. cepa SMIA-2. O presente trabalho teve como obje-
tivo otimizar a produção de proteases por este microrganismo, 
utilizando um meio de cultura de baixo custo, contendo os 
resíduos água de maceração de milho e soro de queijo. 

2 Material e métodos

2.1 Microrganismo e condições da cultura

O microrganismo utilizado neste estudo foi uma bactéria 
termofílica, Bacillus sp. SMIA-2, isolada do solo20.

Para a produção da protease foi utilizado, inicialmente 
o seguinte meio de cultura (gL-1 de água destilada): citrato 
trissódico 10; NH4NO3 10; peptona 1; KCl 0,3; MgSO4 0,5; 
K2HPO4 2,0; CaCl2 2,2 x 10-3; ZnO 2,0 x 10-3; FeCl3.6H2O 2,7 x 
10-2; MnCl2.4H2O 1.0 x 10-2; CuCl2.2H2O 8,5 x 10-5; CoCl2.6H2O 
2,4 x 10-3; NiCl3.6H2O 2,5 x 10-4 e H3BO3 3,0 x 10-4 20. Posterior-
mente, as seguintes modificações foram realizadas no meio de 
cultura: 1) aumento da concentração do CaCl2 para 2,0 mM; 2) 
redução da concentração do K2HPO4 para 5,0 mM; 3) substitui-
ção do nitrato de amônio do meio de cultura por 0,1% de soro 
de queijo (70% proteína, 15% lactose, 2% gordura, 10% sais 
minerais e 3% umidade); e 4) substituição do citrato trissódico 
do meio de cultura por 0,5% de água de maceração de milho 
(Corn steep liquor - Sigma-Aldrich).

Com o pH ajustado para 7,5 com solução de NaOH 1,0 M, 
os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 mi-
nutos. 

Os meios foram inoculados com 1 mL de uma cultura de 
véspera e incubados em um agitador Thermo Forma Orbital 
Shaker (Ohio, USA) a 150 rpm em temperatura de 50 °C por 
60 horas. Os experimentos foram realizados com três repeti-
ções, sendo cada uma delas constituída por 50 mL de meio 
de cultura em erlenmeyer de 250 mL. A intervalos de tempo 
determinados foram retirados frascos para medida da densida-
de ótica a 600 nm, com a utilização de um espectrofotômetro 
Hitachi modelo UVmini -1240 (Kyoto, Japão), pH e dosagem 
da atividade da enzima nos filtrados da cultura.

2.2 Ensaio enzimático

Para a remoção das células, o meio de cultura foi centrifuga-
do a 15.500 g por 15 minutos a 4 °C em uma centrífuga modelo 
Hermle Z 382K (Wehingen, Alemanha) e o sobrenadante livre 
de células, utilizado para dosagem da atividade da enzima. 

A atividade enzimática foi determinada em triplicata pela 
quantificação de peptídeos solúveis em ácido tricloroacético 
(TCA) 15%. O substrato utilizado para essa determinação foi 

uma solução de azocaseína 0,2% (p.v -1) preparada em tampão 
TRIS/HCl (pH 8,5). Adicionou-se 0,5 mL de extrato enzimático 
em 1,0 mL do substrato que foi incubado em banho-maria a 
70 °C por 10 minutos. A reação foi paralisada pela adição de 
0,5 mL de TCA e a solução centrifugada a 20.600 g por 5 mi-
nutos a 4 °C (Hermle Z 382K, Wehingen, Alemanha). O mesmo 
procedimento foi realizado com o controle, exceto que a adição 
do TCA se deu antes do extrato enzimático11. 

Uma unidade foi definida como a quantidade da enzima 
requerida para produzir um aumento na absorvância a 420 nm 
igual a 0,1 em 60 minutos. 

A concentração de proteínas foi determinada de acordo 
com o método descrito por PETTERSON21.

3 Resultados e discussão

3.1 Perfil do crescimento do microrganismo  
e da atividade proteásica

O perfil do crescimento do Bacillus sp. SMIA-2 e da ativi-
dade da protease em função do tempo de fermentação foram 
observados em meio líquido contendo 1% de citrato trissódico 
como fonte de carbono e 1% de nitrato de amônio como fonte de 
nitrogênio (Figura 1). O crescimento foi iniciado imediatamente 
após a incubação do meio de cultura. Entretanto, a secreção da 
protease foi iniciada somente após 5 horas de crescimento. De 
acordo com SINGH, VOHRA e SAHOO27, possivelmente isto se 
deve ao requerimento de uma massa mínima de células, para 
iniciar a síntese da protease.

O crescimento exponencial do microrganismo foi observa-
do por um período de tempo relativamente curto, em torno de 
5 horas, iniciando-se após 2 horas de incubação com finaliza-
ção após 7 horas. A partir deste tempo, a velocidade do cresci-
mento foi reduzida e a cultura entrou na fase estacionária.

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (horas)

D
en

si
d

ad
e 

d
a 

cu
lt

u
ra

 (
4

7
0

 n
m

)

0

2

4

6

8

Pr
ot

ea
se

 (
U

.m
g -

1
 p

ro
te

ín
a)

Crescimento
Atividade da protease

Figura 1. Crescimento e atividade da protease secretada por Bacillus 
sp. SMIA-2 crescido a 50 °C em meio de cultura contendo 1% de citrato 
trissódico como fonte de carbono e 1% de nitrato de amônio como 
fonte de nitrogênio.
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A produção enzimática aumentou no final da fase exponen-
cial e início da fase estacionária de crescimento. A atividade 
máxima da protease foi alcançada após 8 horas de incubação 
do microrganismo, com níveis de 7,2 U.mg -1 proteína, quando o 
crescimento já havia sido cessado e a cultura se encontrava na 
fase estacionária. Durante esta fase, quando a cultura já havia 
alcançado a máxima produtividade enzimática, a atividade da 
protease foi reduzida, o que sugere que a produção da enzima 
está associada ao crescimento e que foi produzida quando a 
cultura estava metabolicamente ativa. 

De acordo com WARD30, os microrganismos do gênero 
Bacillus geralmente produzem maior quantidade de protease 
ao final da fase exponencial de crescimento. A função destas 
enzimas ainda não é bem conhecida, mas sua produção está 
correlacionada com uma elevada taxa de renovação de proteínas 
durante a esporulação. Uma vez que a síntese de proteases está 
intimamente ligada ao processo de esporulação, fatores que 
afetam a esporulação como condições de estresse, seja pela 
redução da concentração de nutrientes, tensão de oxigênio 
ou composição do meio, podem ter um profundo efeito na 
produção destas enzimas19. 

Após alcançar o valor máximo, a protease sofreu um rápido 
processo de desativação, o que torna difícil a sua produção em 
larga escala, devido à dificuldade de se isolá-la em sua atividade 
máxima. Portanto, foi necessário identificar caminhos que au-
mentassem a estabilidade da enzima sem, contudo, prejudicar 
o crescimento do microrganismo.

3.2 Influência do K2HPO4 e do CaCl2 sobre o 
crescimento e atividade da protease 

O íon cálcio possui importante efeito estabilizador de 
proteases, como já demonstrado previamente por muitos 
pesquisadores1,2,9. Neste sentido, a suplementação do meio de 
crescimento com 2,0 mM de CaCl2 (Figura 2) não proporcionou 
um aumento da atividade da protease, porém levou ao aumento 
da sua estabilidade de 2 para 4 horas. Posteriormente, a con-
centração do fosfato de potássio no meio de cultura foi reduzida 
de 11,0 para 2,0 mM, promovendo um acréscimo de 82% na 
atividade da protease, que era inicialmente de 7,2 e passou 
para 13,1 U.mL-1. Além disso, a enzima manteve-se estável por 
um período de 4 horas, o que é de grande importância para a 
sua produção em larga escala. Esses resultados são similares 
àqueles encontrados por JANSSEN, PEEK e MORGAN11 que 
mostraram que a remoção de agentes quelantes, a substituição 
de fosfato inorgânico por β-glicerolfosfato de sódio e o aumento 
da concentração de cálcio no meio de crescimento, aumentou 
a atividade da protease produzida por Thermus sp. Rt41A. De 
acordo com estes autores, o aumento na atividade da protease 
se deve ao aumento de cálcio disponível para o crescimento 
microbiano.

De acordo com KUMAR e TAKAGI16, o fosfato de potássio 
tem sido muito utilizado nos meios de cultura devido à sua 
capacidade tamponante. Porém, elevadas concentrações deste 
componente podem ocasionar uma precipitação do meio de 
cultura durante o processo de esterilização em autoclave, 

reduzindo as concentrações de metais disponíveis para o cres-
cimento do microrganismo. 

O cálcio solúvel, como o cloreto de cálcio e acetato de 
cálcio, é precipitado quando uma elevada concentração de 
fosfato é utilizada no meio de fermentação e assim os produtos 
de síntese, como as enzimas, são altamente inibidos por este 
composto24.

3.3 Utilização do soro de queijo e água de 
maceração de milho para a produção de proteases 

Atualmente, resíduos agroindustriais têm sido utilizados 
como substratos para a produção de várias enzimas devido à 
disponibilidade local e por representarem uma fonte alterna-
tiva de baixo valor comercial6,8,29. Neste sentido, foi avaliada 
a atividade da protease secretada pelo microrganismo em 
estudo, quando cultivado em um meio contendo soro de quei-
jo e água de maceração de milho. A substituição do nitrato 
de amônio presente no meio de cultura por 0,1% de soro de 
queijo levou a enzima a apresentar uma atividade máxima 
de 25 U.mg -1 proteína (Figura 3), o que correspondeu a um 
aumento de cerca de três vezes na atividade da protease. En-
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Figura 2. Crescimento e atividade da protease secretada por Bacillus 
sp. SMIA-2 crescido a 50 °C em meio de cultura contendo 1% de citrato 
trissódico como fonte de carbono, 1% de nitrato de amônio como fonte 
de nitrogênio e suplementado com a) 2 mM de CaCl2; e b) 5 mM de 
K2HPO4 e 2 mM de CaCl2.
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tretanto, o tempo requerido para que a enzima atingisse seu 
pico de atividade máxima, que antes era de 9 horas, passou 
para 16 horas.

tes ambientais, favorece também a redução dos custos do meio 
de cultura utilizados para a produção das proteases. 

De acordo com MAURER18, o meio de cultura utilizado 
para a fermentação industrial contribui muito no custo de 
produção de enzimas em larga escala, devido à utilização de 
grandes volumes, sendo necessário aliar elevada produtividade 
enzimática com os custos das fontes de carbono e de nitrogênio, 
para que a produção seja mais viável.

4 Conclusões
A redução de 11,0 para 5,0 mM da concentração de fosfato 

de potássio no meio de cultura promoveu um acréscimo de 82% 
na atividade da protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2. 

A substituição do nitrato de amônio e do citrato trissó-
dico presentes no meio de cultura pelo soro de queijo e água 
de maceração de milho, respectivamente, proporcionou um 
aumento da atividade da protease e retardou o processo de 
desativação que é típico da produção desta enzima. Portanto, 
os resíduos, soro de queijo e água de maceração de milho po-
dem ser utilizados como uma fonte alternativa de baixo valor 
comercial para a produção de proteases extracelulares por 
Bacillus sp. SMIA-2.
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Figura 3. Crescimento e atividade da protease secretada por Bacillus 
sp. SMIA-2 em meio de cultura contendo 1% de citrato trissódico, a) 
0,1% de soro de leite, 0,5% água de maceração de milho; e b) 0,1% 
soro de queijo.

A alteração no meio de cultura, substituindo-se o citrato 
trissódico pela água de maceração de milho (0,5%), não só 
levou ao aumento surpreendente da atividade da enzima, como 
também retardou o processo de desativação que é típico da 
produção de proteases. A atividade máxima da enzima obtida 
nestas condições foi de 59,5 U.mg -1 proteína. Após alcançar 
este valor, a enzima se manteve estável por mais de 20 horas, 
o que favorece a sua produção em larga escala. 

Meios de cultura ricos em proteínas, como aqueles conten-
do o soro de leite, possuem indutores que levam à produção de 
proteases, o que justifica as grandes quantidades desta enzima 
produzidas utilizando-se o soro de queijo, um resíduo comum 
das indústrias de laticínios25. Assim, conclui-se que a utilização 
do soro de queijo, além de contribuir para a redução de poluen-
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