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RESUMO 

 

Enzimas proteolíticas representam a maior parcela do mercado global de enzimas. 

Aplicadas em diversos setores industriais, há a preferência por proteases microbianas, 

considerando tanto a maior facilidade de sua obtenção quanto aspectos da 

diversidade de processos em que podem ser utilizadas. Neste sentido, há contínuos 

esforços no sentido de obter essas enzimas a custos menores. Este trabalho objetivou 

avaliar e otimizar a produção de proteases por Bacillus sp. CL18 em cultivos em 

estado sólido (SSF) utilizando subprodutos agroindustriais como substratos, bem 

como averiguar potenciais aplicações da protease recuperada dos cultivos. Observou-

se que os substratos fornecidos ao microrganismo, o agente umidificante, os níveis 

de umidade e de inóculo, bem como a presença de cosubstratos e a temperatura de 

cultivo, afetaram marcadamente o rendimento enzimático. Dentre as aplicações da 

protease, a enzima bruta foi capaz de coagular leite, apresentou compatibilidade com 

um detergente comercial, demonstrou habilidade de remover manchas de sangue em 

tecido de algodão e de incrementar a capacidade de remoção de manchas do 

detergente comercial. A protease também exibiu eficiência na remoção da camada de 

emulsão prata-gelatina de filmes fotográficos e de raios-X. Ainda, foi utilizada com 

sucesso na produção de hidrolisados proteicos antioxidantes a partir de subprodutos 

da indústria da carne. Deste modo, os resultados obtidos reforçam a relevância da 

biotecnologia para o desenvolvimento de processos produtivos alinhados à 

sustentabilidade, bem como o potencial de enzimas microbianas não-comerciais neste 

cenário. 

Palavras-chave: Proteases microbianas; Subprodutos agroindustriais; Fermentação 

em estado sólido; Biocatálise; Aplicações de enzimas; Hidrolisados antioxidantes. 

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Proteolytic enzymes represent the largest share of the global enzyme market. Applied 

in various industrial sectors, there is a preference for microbial proteases, considering 

both the ease of obtaining them and aspects of the diversity of processes in which they 

can be used. In this sense, there are continuous efforts to obtain these enzymes at 

lower costs. This work aimed to evaluate and optimize the production of proteases by 

Bacillus sp. CL18 in solid state cultivations (SSF) using agro-industrial byproducts as 

substrates, as well as to investigate potential applications of the protease recovered 

from the cultures. It was observed that the substrates provided to the microorganism, 

the moisturizing agent, the moisture and inoculum levels, as well as the presence of 

co-substrates and the cultivation temperature, markedly affected the enzyme yield. 

Among protease applications, the crude enzyme was capable of clotting milk, 

displayed compatibility with a commercial detergent, demonstrated the ability to 

remove blood stains from cotton fabric and to increase the stain-removing capacity of 

the detergents. The protease was also efficient in removing the silver-gelatin emulsion 

layer from photographic and X-ray films. Furthermore, it has been successfully used in 

the production of antioxidant protein hydrolysates from meat industry by-products. 

Therefore, the obtained results reinforce the relevance of biotechnology for the 

development of production processes aligned to sustainability, as well as the potential 

of non-commercial microbial enzymes in this scenario. 

Keywords: Microbial proteases; Agro-industrial by-products; Solid state fermentation; 

Biocatalysis; Enzyme applications; Antioxidant hydrolysates. 
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1 INTRODUÇÃO 

A crescente preocupação mundial com os problemas ambientais demanda a 

utilização de tecnologias mais limpas e, consequentemente, abordagens 

biotecnológicas surgem como alternativas promissoras, a fim de encontrar novas 

soluções para tais desafios. Neste sentido, microrganismos e suas enzimas vêm 

sendo explorados na bioconversão de biomassas residuais (OLIVEIRA et al., 2017; 

RIEGER et al., 2017). 

O uso do potencial microbiano pode resultar tanto no manejo quanto na 

agregação de valor a estas biomassas, usualmente representando estratégias 

eficientes, de baixo custo e ecologicamente seguras. Dessa forma, diversos 

subprodutos agroindustriais ambientalmente problemáticos podem ser considerados 

como matérias-primas e não mais como resíduos (WANG et al., 2021). 

Enzimas microbianas estão entre os produtos úteis produzidos em tais 

bioprocessos. Normalmente, o custo elevado dos substratos utilizados nos meios de 

cultura para a produção comercial de enzimas microbianas é um fator limitante 

(SINGH; BAJAJ, 2016; SOBUCKI; RAMOS; DAROIT, 2017). Portanto, a busca por 

substratos alternativos pode contribuir para diminuir o custo final da produção de 

enzimas e, consequentemente, reduzir os custos dos processos em que as enzimas 

são empregadas. Resíduos de atividades agroindustriais podem ser utilizados como 

potenciais substratos, por sua ampla disponibilidade e baixo valor (SALIM et al., 2019). 

A fermentação em estado sólido (SSF) vem ganhando espaço na produção de 

enzimas, uma vez que é um processo de baixo custo, bem como apresenta como 

vantagem o uso dos resíduos e subprodutos agroindustriais como potenciais 

substratos para o crescimento microbiano (SALIM et al. 2017). Além disso, geralmente 

resulta em alta produtividade enzimática, menos mão-de-obra, menor produção de 

efluentes, entre outros (SINGH; BAJAJ, 2016). 

Dentre as enzimas microbianas de interesse tecnológico, as proteases têm 

lugar de destaque. Estes biocatalisadores, que atuam na hidrólise de ligações 

peptídicas em proteínas, vêm sendo aplicadas em diversas áreas industriais, como na 

indústria de detergentes, couros e alimentos (CONTESINI; MELO; SATO, 2018; 

KANDASAMY et al., 2016).  
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Neste cenário, Bacillus sp. CL18, bactéria isolada de solo no município de Cerro 

Largo, região noroeste do estado do Rio Grande do Sul, foi previamente descrita como 

sendo capaz de degradar penas de frango (OLIVEIRA et al., 2017). Estudos 

subsequentes indicaram que este isolado é capaz de produzir proteases 

extracelulares durante cultivos submersos. A protease bruta desta linhagem de 

Bacillus já foi caracterizada, e sua aplicação demonstrada especialmente na hidrólise 

de caseína e proteína de soja (RIEGER et al., 2017). 

Assim, este estudo justifica-se pela (i) avaliação da capacidade de Bacillus sp. 

CL18 em produzir proteases extracelulares durante SSF, (ii) a otimização da produção 

de proteases, e (ii) a proposição de uma protease microbiana não-comercial como 

biocatalisador em potencial para aplicações tecnológicas.  
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1.1 OBJETIVOS  

1.1.1 Objetivo Geral  

Otimizar a produção de protease por Bacillus sp. CL18 via SSF e averiguar 

aplicações da protease bruta. 

1.1.2 Objetivos Específicos   

• Avaliar diferentes resíduos e subprodutos agroindustriais como 

substratos para a produção de proteases;  

• Investigar o efeito de diferentes cosubstratos, agentes umidificantes, 

teores de umidade, volumes de inóculo e temperaturas de cultivo sobre 

o rendimento enzimático; 

• Investigar a protease bruta como agente de coagulação de leite; 

• Averiguar a compatibilidade da protease bruta com detergentes 

comerciais e sua eficiência na remoção de manchas em tecido de 

algodão; 

• Avaliar a protease bruta na hidrólise de gelatina em filmes fotográficos e 

de raios-X; 

• Investigar o uso da protease bruta na obtenção de hidrolisados proteicos 

antioxidantes a partir de subprodutos de abatedouros de suínos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 PROTEASES  

Enzimas são biocatalisadores, ou seja, aceleram reações químicas em 

sistemas biológicos, sendo que enzimas diferentes usualmente catalisam reações 

distintas e atuam sobre substratos específicos (THAPA et al., 2019). As proteases, 

neste sentido, hidrolisam proteínas e peptídeos, liberando peptídeos de menor 

tamanho e mesmo aminoácidos livres. Além de sua produção por todos os seres vivos, 

desempenhando diferentes funções, as proteases representam parcela significativa 

das enzimas industriais, alcançando cerca de 60% do mercado global de enzimas 

(SHARMA et al., 2017).  

As proteases podem ser classificadas em exopeptidases e endopeptidases, 

com base em sua ação nas regiões amino ou carboxi terminais do substrato proteico, 

ou nas regiões internas (distantes das regiões terminais) de cadeias polipeptídicas 

(SONG et al., 2023). Estas enzimas também são classificadas como serino proteases, 

proteases aspárticas, cisteíno proteases, metaloproteases, dentre outras, 

dependendo da natureza dos grupos funcionais no sítio ativo (NAVEED et al. 2021).  

Além destas, as proteases possuem ainda outras classificações, de acordo com 

relações evolutivas, onde são classificadas em famílias e subdivididas em clãs, de 

acordo com a divergência ou convergência com um ancestral comum. Elas ainda 

podem ser segregadas conforme o substrato que hidrolisam, como colágeno 

(colagenase), elastina (elastase), queratina (queratinase), e dependendo das 

condições de pH no qual apresentam atividade, sendo classificadas como proteases 

ácidas, neutras ou alcalinas (MATKAWALA et al., 2021; SOLANKI et al., 2021).    

2.2 PROTEASES MICROBIANAS NA PERSPECTIVA TECNOLÓGICA 

Embora proteases sejam produzidas por vegetais, animais e microrganismos, 

estes últimos são as fontes preferenciais destas enzimas vislumbrando aplicações 

tecnológicas. Isso pois a obtenção de proteases de origem vegetal requer um maior 

tempo, disponibilidade de área para cultivo e condições climáticas adequadas. Já para 
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as proteases de origem animal, depende-se da disponibilidade de rebanho para abate 

e, ainda, o processo de obtenção das proteases torna-se dispendioso, podendo-se 

enfrentar aspectos éticos (SOLANKI et al., 2021). 

De fato, proteases microbianas representam cerca de metade da produção 

comercial mundial de enzimas (KANDASAMY et al., 2016). Isso se deve à 

possibilidade de cultivar microrganismos em grandes quantidades, em tempos 

relativamente curtos, por métodos de fermentação estabelecidos, produzindo um 

suprimento abundante e regular do produto desejado. Também considera-se a 

elevada diversidade microbiana, que pode prover enzimas mais adequadas para 

diferentes processos. Além disso, as proteínas microbianas têm uma vida útil maior, 

podendo ser armazenadas em condições abaixo das ideais por semanas, sem perder 

as funções de modo significativo (SHARMA et al., 2017). 

As proteases produzidas por microrganismos podem ser extracelulares ou 

intracelulares, sendo as extracelulares as principais do ponto de vista de sua 

aplicação, já que são facilmente recuperadas após os cultivos microbianos. A 

produção de proteases é influenciada por alguns fatores, como a concentração do 

inóculo, nutrientes e fatores físico-químicos, tais como temperatura, pH, fontes de 

nitrogênio e carbono, sais inorgânicos, homogeneização e concentração de oxigênio 

dissolvido. Estas enzimas são detectadas através de vários métodos usando 

diferentes substratos, naturais ou sintéticos, sendo os mais comuns a caseína e a 

azocaseína (KASANA; SALWAN; YADAV, 2011). 

Proteases microbianas extracelulares são amplamente utilizadas em diversos 

processos e produtos na indústria de detergentes, alimentos, produtos farmacêuticos, 

químicos, couros, seda, além do tratamento de resíduos (VIJAYARAGHAVAN; 

LAZARUS; VINCENT, 2013). A performance da protease é influenciada por diferentes 

fatores, como pH, força iônica e temperatura. Sendo assim, enzimas com novas 

propriedades que possam otimizar processos industriais estão sempre em demanda 

(SHARMA et al., 2017). 

2.3 GÊNERO BACILLUS  

As bactérias do gênero Bacillus são Gram-positivas, em forma de bastonete, 

formadoras de endósporos, aeróbias ou anaeróbias. Bactérias deste gênero são 
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agrupadas conforme suas exigências físico-químicas, nutricionais, genéticas e, 

embora sejam fenotipicamente similares entre si, podem ser facilmente identificadas 

e diferenciadas por estudos de DNA (CONTESINI; MELO; SATO, 2018).   

A maioria das proteases comerciais, principalmente neutras e alcalinas, são 

produzidas por organismos pertencentes ao gênero Bacillus (XU et al., 2023)  Isso se 

dá pelo fato de que os organismos deste gênero possuírem diversas características 

apropriadas, como altas taxas de crescimento, a habilidade de secretar grandes 

quantidades de proteínas (incluindo enzimas) para o meio extracelular e a capacidade 

de utilizar diversos substratos como fontes de carbono, nitrogênio e energia 

(GOVARTHANAN et al., 2013). Além disso, diversos benefícios podem ser citados no 

uso de Bacillus spp., como a não patogenicidade da vasta maioria das linhagens, bem 

como a facilidade de manipulação e cultivo (LAKOWITZ et al., 2018). 

A produção de proteases por Bacillus sp. é intensamente influenciada por 

fatores físicos tais como o pH, temperatura e tempo de incubação, além de fatores 

como os constituintes dos meios de cultura, sendo sugerido que a produção de 

proteases extracelulares seja uma manifestação da limitação de nutrientes. O meio 

de cultura, no caso destes microrganismos, deve conter pelo menos fonte(s) de 

carbono e fonte(s) de nitrogênio, além de outros nutrientes, como o fósforo (DAROIT; 

BRANDELLI, 2014).  

2.4 FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO 

Processos de fermentação são vastamente utilizados na produção de diversos 

compostos importantes que têm aplicações na indústria farmacêutica, química, 

alimentícia, entre outras. A necessidade de obtenção sustentável de produtos, 

buscando atender às exigências do mercado de maneira econômica e 

ambientalmente adequada, tem representado uma demanda desafiadora no intuito de 

investigar e otimizar os processos fermentativos (SINGH et al., 2017). 

As proteases e outras enzimas microbianas podem ser obtidas através de dois 

processos distintos: fermentação submersa (SmF) e fermentação em estado sólido 

(SSF). Apesar de as SmF frequentemente resultarem em rendimentos enzimáticos 

inferiores, são responsáveis pela produção de cerca de 90% das enzimas comerciais. 

Nesse método, o crescimento microbiano ocorre em um meio líquido, caracterizado 
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por uma alta proporção de água onde os nutrientes estão dissolvidos e/ou em 

suspensão (CONTESINI; MELO; SATO, 2018).   

Já as SSF são processos que ocorrem em uma matriz sólida, ou seja, são 

conduzidos na (quase) ausência de água livre. No entanto, o substrato utilizado deve 

conter quantidade adequada de umidade para sustentar o crescimento e a atividade 

metabólica dos microrganismos (KANDASAMY et al., 2016). Inicialmente, acreditava-

se que a SSF não seria apropriada ao metabolismo bacteriano, devido à 

disponibilidade limitada de água. A SSF ainda vem sendo mais explorada para a 

produção de enzimas fúngicas; no entanto, várias enzimas bacterianas, como 

amilases, cutinases, celulases, proteases, queratinases e xilanases, vêm sendo 

produzidas com sucesso através de SSF (GOVARTHANAN et al., 2013). 

A SSF é caracterizada por sua simplicidade, exigindo investimentos mínimos e 

dispensando equipamentos complexos. Além disso, requer pouco espaço para sua 

realização e consome menos energia em comparação com a SmF. Outra vantagem 

da SSF é a facilidade de controle da contaminação devido aos baixos níveis de 

umidade presentes no processo. Adicionalmente, a SSF resulta em uma menor 

produção de águas residuais e possibilita uma melhor recuperação do produto final 

(AL FARRAJ et al., 2020, CONTESINI; MELO; SATO, 2018; ESAKKIRAJ et al., 2011; 

KANDASAMY et al., 2016). 

A SSF é uma abordagem atraente para a produção de proteases microbianas. 

Um dos fatores-chave para essa produção via SSF é a seleção cuidadosa do 

microrganismo, que deve ser capaz de se desenvolver em condições de umidade 

reduzida. Para otimizar a produção de proteases através da SSF, é crucial avaliar as 

condições de fermentação mais adequadas, incluindo a escolha dos substratos, a 

temperatura, teores de umidade, dentre outros parâmetros. Essas considerações são 

essenciais para maximizar o rendimento e a eficiência do processo de fermentação 

em estado sólido (CONTESINI; MELO; SATO, 2018; SINGH et al., 2017). 

2.4.1 Substratos e outros parâmetros em SSF 

A seleção de substratos orgânicos adequados é ponto de elevada relevância 

buscando obter proteases microbianas, visto que atuam como fontes de carbono e 

energia, além de outros macronutrientes, para os microrganismos. Considerando a 
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ampla diversidade microbiana, não é esperado que um mesmo substrato resulte em 

máxima produção destas enzimas por microrganismos distintos. Assim, a triagem de 

substratos é, comumente, a primeira etapa para a otimização da produção de 

proteases microbianas (SALIM et al., 2017). A seleção de substratos ideais depende 

de vários fatores que, além de sustentar a produção das enzimas de interesse pelo 

microrganismo, estão relacionados ao custo e à disponibilidade do material 

(KANDASAMY et al., 2016). 

Geralmente, matérias-primas não (ou moderadamente) processadas e 

resíduos agrícolas são empregados como substratos. Estes materiais são gerados em 

grandes quantidades ao longo do ano, são recursos renováveis abundantes, e 

possuem baixo valor comercial. Usualmente apresentam elevadas concentrações de 

carboidratos (GOVARTHANAN et al., 2014) e, além disso, podem fornecer, de modo 

parcial ou total, outros nutrientes necessários ao crescimento microbiano (DAROIT; 

BRANDELLI, 2014). 

O uso de subprodutos ou resíduos orgânicos provenientes de atividades 

agroindustriais como substratos também representa uma alternativa interessante para 

o manejo de resíduos e com vistas à sustentabilidade. Assim, produtos de elevado 

potencial comercial, como é o caso das enzimas, podem ser obtidos por meio de 

processos microbianos utilizando biomassas potencialmente problemáticas na 

perspectiva ambiental (GOVARTHANAN et al., 2014).  

Em alguns casos, o uso combinado de dois ou mais substratos diferentes pode 

elevar os rendimentos enzimáticos, em comparação ao uso de substratos 

separadamente. Ainda, pode ser relevante submeter os resíduos a pré-tratamentos, 

que frequentemente envolvem uma etapa de moagem para diminuição do tamanho 

de partícula dos substratos (SHARMA et al., 2017).  

Resíduos de leguminosas vêm sendo averiguados, por exemplo, como 

substratos adequados à produção de proteases por Bacillus, pelo fato de possuírem 

teores mais elevados de nitrogênio orgânico (PRAKASHAM; RAO; SARMA, 2006). 

Diversos outros estudos também reportam a produção de proteases por Bacillus spp. 

por meio de SSF utilizando subprodutos agroindustriais como substratos. Algumas 

destas investigações estão compiladas na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Produção de proteases por Bacillus spp. através de SSF usando diferentes 

substratos. 

Microrganismo Origem do 
microrganismo 

Substrato(s) Parâmetros de 
cultivo avaliados 

Referência 

Bacillus 
halodurans 

Sedimentos 
marinhos 

Casca, farelo e 
palha de arroz; 

resíduos de 
frutas; resíduos 
vegetais; farelo 

de trigo e 
serragem 

pH, temperatura, 
fontes de carbono e 
nitrogênio, cloreto de 

sódio, umidade 
 

Balachandran et al. 
(2021) 

Bacillus 
siamensis YC-9 

Ninho de cupins Farelo de soja, 
girassol e de 

trigo; pericarpo de 
milho; farelo de 
arroz e palha de 

trigo 

Tempo de incubação, 
pH, temperatura e 
volume de inóculo 

Wang et al. (2021) 

Bacillus sp. Descartes de 
resíduos 
agrícolas 

Polpa de café e 
espigas de milho; 

Tempo de incubação, 
pH e temperatura 

Kandasamy et al. 
(2016) 

Bacillus sp. Solo Farelo de trigo e 
casca de lentilha 

Tempo de incubação, 
teor de umidade, 
concentração de 

inóculo 

Uyar e Baysal 
(2004) 

Bacillus sp. 
TMF-1 

Alimentos, solo e 
resíduos 

coletados de 
fontes distintas, 

bem como 
alguns 

microrganismos 
disponíveis 

comercialmente; 

Farelo de soja, 
milhos, trigo e 

girassol; 
pericarpo de 

milho; bagaço de 
azeitona 

Umidade Salim et al. (2017) 

Bacillus subtilis Leite bovino Farelo de soja Umidade; Salim et al. (2019) 

Bacillus cereus 
AT 

Arroz 
fermentado 

Cascas de maçã 
e banana; esterco 
bovino; palha de 
arroz e farelo de 

trigo; 

Tempo, umidade, 
inóculo, tamanho de 
partícula, fontes de 

carbono e nitrogênio 
 

Vijayaraghavan, 
Lazarus e Vincent 

(2013) 

Bacillus subtilis 
NCIMB-10144 

 Farelo de soja Tempo, umidade, 
inóculo, temperatura, 

fontes de carbono, pH; 

Abdullah et al. 
(2022) 

Bacillus subtilis 
lwo 

Massa 
fermentada 

Grão de bico Tempo de incubação; Li e Wang (2020) 

Bacillus subtilis 
DB100 

 Penas de frango Tempo, umidade, 
inóculo, tamanho de 

partícula 

El Salamony et al. 
(2024) 

Fonte: autora (2024) 

 

A área superficial disponível no substrato desempenha papel importante na 

fixação microbiana, na transferência de massa e na disponibilidade de nutrientes, com 

efeitos sobre o crescimento microbiano e produção de enzimas (PRAKASHAM; RAO; 

SARMA, 2006). Partículas menores oferecem uma área superficial maior para o 
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ataque microbiano, mas podem resultar em aglomeração do substrato, prejudicando 

a aeração. Já partículas maiores proporcionam melhor aeração, mas têm uma 

superfície limitada para o ataque microbiano (SHARMA et al., 2017). 

O teor de umidade no meio também influencia a SSF para a produção de 

enzimas. A elevação da umidade reduz a porosidade do substrato, limitando, por 

exemplo, a transferência de oxigênio e a difusão dos nutrientes. Por outro lado, teores 

de umidade mais baixos podem resultar em menor solubilidade dos nutrientes do 

substrato (SHARMA et al., 2017). 

Na SSF, o teor de água do substrato é influenciado pela capacidade de 

absorção, pelas forças capilares do substrato, pela temperatura de incubação do meio 

e pela quantidade de calor metabólico gerado. Assim, o nível de umidade nas SSF, 

além do impacto sobre as propriedades do substrato, também afeta direta e 

indiretamente o crescimento microbiano. Logo, é essencial fornecer teores de 

umidade que favoreçam a fermentação para alcançar a máxima produção de 

proteases (PRAKASHAM; RAO; SARMA, 2006). 

Há grande variação no teor ótimo de umidade requerido por diferentes 

linhagens de Bacillus. Balachandran et al. (2021) relataram que 85% de umidade 

inicial resultou em máxima produção de proteases por Bacillus halodurans, enquanto 

que 78% de umidade foi reportado para Bacillus subtilis ACCC 01746 (YIN; JIA; 

HUANG, 2019). Umidade de 75% foi indicada para B. subtilis DB100 (EL SALAMONY 

et al., 2024) e 54% para Bacillus cereus AT (VIJAYARAGHAVAN; LAZARUS; 

VINCENT, 2013). Já Abdullah et al. (2022) reportaram 30% como teor ótimo de 

umidade para Bacillus subtilis NCIMB-10144. 

Ainda, a produção de proteases é influenciada por variáveis como pH e 

temperatura, por seus efeitos sobre a fisiologia e metabolismo microbianos. Para 

microrganismos neutrofílicos, o pH inicial dos cultivos usualmente varia de pH 7,0 a 

9,0. Para microrganismos mesofílicos, a temperatura ideal para a produção de 

proteases situa-se geralmente entre 30 e 40 °C (VIJAYARAGHAVAN et al., 2012; 

POURYAFAR et al., 2015). Em relação à temperatura, estudos descrevem máxima 

produção de proteases, por exemplo, a 30 °C para Bacillus halodurans 

(BALACHANDRAN et al., 2021), a 40 °C para Bacillus subtilis NCIMB-10144 

(ABDULLAH et al. 2022) e a 50 °C para Bacillus cereus AT (VIJAYARAGHAVAN; 

LAZARUS; VINCENT, 2013). 
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A carga de inóculo microbiano também pode afetar a produção de proteases, 

visto que influencia, por exemplo, o tempo necessário para que seja atingido o 

rendimento enzimático máximo. Outro fator relevante é o tempo de cultivo. 

Geralmente, o tempo necessário para a produção máxima de protease por 

microrganismos pode variar de 2 a 9 dias (SHARMA et al., 2017). Estudos com 

Bacillus subtilis lwo indicaram uma maior produção de protease em 48 horas (LI; 

WANG, 2020), usando como substrato grão de bico; já na investigação de El 

Salamony et al. (2024), 5 dias de incubação foram necessários para B. subtilis DB100, 

tendo como substrato resíduos de penas de frango. 

2.5 APLICAÇÕES DAS PROTEASES MICROBIANAS 

As proteases microbianas são importantes biocatalisadores industriais, úteis 

em vasta gama de aplicações (Tabela 2). Estas enzimas, por exemplo, desempenham 

um papel fundamental na produção de queijos por sua atuação na coagulação do leite 

através da rápida clivagem das principais proteínas do leite, as caseínas. O coalho de 

bezerro é tradicionalmente usado; no entanto, a escassez global de coalho, 

preocupações com o bem-estar animal e o aumento da produção de queijo levaram à 

busca por enzimas alternativas de coagulação do leite. Particular interesse está 

focado em fontes microbianas, que podem fornecer um fornecimento regular de 

enzimas proteolíticas a custos mais baixos, evitando também preocupações de cunho 

ético, dietético e culturais relacionadas ao uso de enzimas de origem animal 

(ALJAMMAS et al., 2022; GULERIA et al., 2016; WANG et al., 2023). 

Também são utilizadas no processo de amaciamento de carnes. A maciez da 

carne é destacada como uma característica altamente valorizada pelos consumidores, 

enfatizando assim a relevância das proteases na indústria alimentícia para atender às 

preferências dos consumidores em relação à textura. As proteases atuam 

especificamente nas proteínas do tecido conjuntivo, como colágeno e elastina, 

proporcionando os incrementos na maciez da carne (BUREROS et al., 2020; 

GERELT; IKEUCHI; SUZUKI, 2000; POOJA et al., 2022). 

Na panificação, as proteases são aplicadas especialmente na modificação das 

propriedades do glúten. Esta modulação resulta em um aumento na capacidade de 

absorção de água e óleo do produto final (RAZZAQ et al., 2019). Ao mesmo tempo, 
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essas enzimas melhoram a extensibilidade da massa e sua maleabilidade (HEREDIA-

SANDOVAL et. al. 2016). Assim, as proteases contribuem para a produção de uma 

variedade de produtos, como waffles, pães e outros produtos assados (SHAIKH et al., 

2023). Ainda, enzimas microbianas podem contribuir para a melhoria da qualidade de 

pães sem glúten (HAMADA et al., 2013). 

 

 

Tabela 2 - Aplicações de proteases microbianas. 

Origem Aplicações  Referência 

Bacillus halodurans  Remoção de manchas proteicas em 

tecidos 

(BALACHANDRAN et al., 

2021) 

Bacillus pumilus Suplementação com protease para o 

crescimento de tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus) 

(HASSAAN et al., 2021) 

Rhizomucor miehei Coagulação de leite (ALJAMMAS et al., 2022) 

Bacillus velezensis YH-1 Coagulação de leite (WANG et al., 2023) 

Bacillus licheniformis 

ALW1 

Compatibilidade com detergentes e 

remoção de manchas. 

(EMRAN et al., 2020) 

Bacillus subtilis KT004404 Depilação de couro, remoção de 

manhas e compatibilidade com 

detergentes. 

(REHMAN et al., 2017) 

Anoxybacillus 

caldiproteolyticus 

1A02591 

Produção de peptídeos 

(antioxidantes). 

(CHENG et al., 2021) 

Bacillus subtilis Amaciante de carne. (BUREROS et al., 2020) 

Laceyella sacchari YNDH Depilação de couro e remoção de 

manchas. 

(GODA et al., 2020) 

Bacillus subtilis ZMS-2 Depilação de couro. (KHAN et al., 2023) 

Bacillus cereus Depilação de couro (VIJAYARAGHAVAN; 

LAZARUS; VINCENT, 2013). 

Bacillus nakamurai PL4 Remoção de manchas, degradação de 

penas e depilação de couro. 

(SHAIKH et al., 2023) 

Bacillus subtilis subsp. 

subtilis. 

Recuperação de prata de filme de 

raios X 

(AL-ABDALAL; AL-KHALDI, 

2016) 

  Continua 
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Tabela 2 - Continuação. 

Origem Aplicações  Referência 

Bacillus sp. SB12 Depilação de couro (BRIKI; HAMDI; 

LANDOULSI, 2016) 

Saccharomonospora 

viridis Hw G550 

Atividade nematicida (DARWESH et al., 2019) 

Stenotrophomonas 

maltophilia N4 

Atividade nematicida (JANKIEWICZ; 

LARKOWSKA; 

BRZEZINSKA, 2016) 

Aspergillus niger Instabilidade proteica e prevenção de 

turbidez em vinho. 

(BENUCCI et al., 2022) 

Aspergillus niger WA 

2017 

Estabilidade e compatibilidade de 

solventes orgânicos e detergentes e 

recuperação de prata de filme de raios 

X 

(WAHAB; AHMED, 2018) 

Aspergillus oryzae Melhoria na qualidade de pão sem 

glúten 

(HAMADA et al., 2013) 

Hidrolase Pré-tratamento de resíduos de lodo 

ativado 

(PANG et al., 2020) 

Bacillus sp. SP II-4 Limpeza de lentes de contato (REJISHA; MURUGAN, 

2021) 

Aspergillus kawachi Produção de etanol (TIEN et al., 2022) 

Bacillus safensis FO-

36bMZ836779 

Desgomagem de seda (EL-SAYED et al., 2022) 

Bacillus flexus Agente fibrinolítico (AL FARRAJ et al., 2020) 

Serratia marcescens sp. Compostagem de carcaças suínas (ZHAI et al., 2022) 

Talaromyces leycettanus 

JCM12802 

Clarificação de sucos (GUO et al., 2019) 

Staphylococcus carnosus Melhoramento da qualidade e 

desenvolvimento de sabor de linguiça 

(WANG et al., 2022) 

Fonte: Autora. 

 

As proteases são usadas na produção de bebidas. Nas indústrias de cerveja e 

vinho branco, são empregadas com o objetivo de aprimorar o sabor, cor e aparência 

dos produtos. Na vinificação, são utilizadas para remover complexos polifenóis-

proteínas, prevenindo a turvação e possibilitando um armazenamento prolongado do 

vinho (BENUCCI et al., 2022). Em sucos, como os de maçã, laranja e uva, a presença 

de proteínas das frutas pode causar turvação nas bebidas, reduzindo seu valor 
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comercial e vida de prateleira. Uma alternativa proposta para superar esse problema 

é a hidrólise enzimática destas proteínas (GUO et al., 2019). 

A hidrólise enzimática de proteínas alimentares também é relevante quanto a 

aspectos do sabor dos alimentos. A atuação de endopeptidases pode liberar 

oligopeptídeos que exibem uma variedade de sabores, incluindo doce, amargo, azedo 

ou salgado, que depende da composição e tamanho dos peptídeos (WANG et al., 

2022). 

Proteases vem sendo aplicadas na melhoria das propriedades funcionais de 

proteínas alimentares, tais como a solubilidade, capacidade de retenção de água e 

gordura, formação de géis e espumas, contribuindo para propriedades sensoriais de 

alimentos processados. Mais recentemente, proteases têm sido avaliadas na hidrólise 

de proteínas alimentares considerando que hidrolisados proteicos podem exercer 

diferentes atividades biológicas, como atividades antioxidante, anti-hipertensiva, 

antidiabética, dentre outras, atribuídas aos peptídeos liberados durante a hidrólise 

(SOUZA et al., 2023). 

Para além da indústria de alimentos, proteases vêm sendo empregadas na 

aquicultura. Neste caso, a aplicação de proteases pode ser separada em duas 

categorias. Primeiramente, como aditivo alimentar, e em segundo lugar, para o pré-

tratamento de fontes alimentares alternativas à farinha de peixe. Em ambos os casos, 

um dos principais objetivos é a melhoria da digestibilidade dos nutrientes pelos 

animais aquáticos, com ênfase nas proteínas. Além disso, a quebra de grandes 

moléculas proteicas estimula a formação de peptídeos bioativos e a degradação de 

antinutrientes proteicos específicos. Esses efeitos não apenas têm impactos positivos 

na saúde e no crescimento dos peixes cultivados, mas também proporcionam 

benefícios econômicos (CHEN et al., 2024). 

As proteases são usadas em larga escala na indústria de detergentes. O uso 

de proteases por este setor representa 20% das vendas globais de enzimas. Enzimas 

proteolíticas são incorporadas em diversos produtos destinados à limpeza e lavagem 

de roupas, louças e lentes de contato. Estas enzimas, utilizadas como aditivos em 

detergentes para lavagem de roupas, são eficientes na remoção de sujidades em 

períodos mais curtos de agitação (SONG et al., 2023). Além disso, enzimas 

proteolíticas são relevantes como alternativas renováveis para mitigar os efeitos 

ecológicos prejudiciais relacionados à ampla utilização de detergentes de base 

química (RAZZAQ et al., 2019; SOLANKI et al., 2021). 
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No contexto do processamento de couros, uma parcela substancial da carga 

poluente provém dos resíduos gerados durante as operações de depilação. O método 

tradicional emprega cal e sulfeto de sódio, resultando na gelatinização dos pelos. 

Assim, além da presença de compostos químicos nos efluentes, há elevada carga 

orgânica facilmente decomponível, o que eleva a demanda bioquímica de oxigênio, 

contribuindo de maneira significativa para o potencial poluente dos efluentes. A 

substituição da depilação química pelo uso de proteases tem apresentado resultados 

promissores, reduzindo a carga poluente e originando couros de qualidade similar ou 

superior àquela obtida pelos métodos tradicionais (AKRAM; HAQ; JABBAR, 2020; 

PILLAI; MANDGE; ARCHANA, 2011; SINGHAL; NIGAM; VIDYARTHI, 2012) TIAN et 

al., 2019). Dada a crescente demanda, há a necessidade premente de proteases 

capazes de atender às exigências específicas do processo, ao mesmo tempo em que 

mitigam os impactos ambientais adversos associados às práticas convencionais 

(BRIKI; HAMDI;  LANDOULSI, 2016). 

A degomagem da seda, tradicionalmente associada ao alto consumo de 

energia, água e produtos químicos, com a liberação de efluentes altamente alcalinos, 

pode ser mais sustentável por meio da aplicação de proteases. Essa estratégia não 

apenas conserva recursos, mas também realiza a remoção eficaz da sericina, uma 

proteína aderida à fibroína, que é a proteína de interesse. O processamento 

enzimático da seda bruta pode, inclusive, resultar em fibras com características (como 

brilho e elasticidade) mais adequadas quando comparadas aos métodos químicos 

(EL-SAYED et al., 2022). 

Também na indústria têxtil, a aplicação de proteases microbianas pode auxiliar 

no controle do encolhimento de fibras de lã, substituindo a utilização de produtos 

químicos que causam impactos negativos ao meio ambiente. Estas enzimas ainda 

auxiliam em outros processos, tais como, o acabamento que incluiu a limpeza, 

branqueamento ou tingimento da lã, processos estes que também causam a descarga 

de uma variedade de produtos químicos tóxicos. Assim o uso de enzimas é 

considerado como uma alternativa ecologicamente segura que vem sendo explorada 

em vários processos de acabamentos têxteis (GUPTA et al., 2013).  

As proteases podem ser empregadas no controle de fitoparasitas, como é o 

caso dos fitonematóides. Estes parasitas causam consideráveis perdas em diversas 

culturas agrícolas. Atualmente, seu controle é realizado por meio de nematicidas 

químicos que, além de apresentarem riscos ambientais, são também tóxicos para os 
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seres humanos. Na busca por abordagens alternativas e sustentáveis para o manejo 

dessas infecções, estudos indicam que a atividade nematicida de metabólitos 

microbianos está relacionada às enzimas, especialmente quitinases e proteases. 

Essas enzimas desempenham um papel crucial na degradação da cutícula ou casca 

do ovo do nematoide, compostas principalmente por quitina e proteínas (DARWESH 

et al., 2019; JANKIEWICZ; LARKOWSKA;  BRZEZINSKA, 2016). 

A variedade de aplicações das proteases inclui também a saúde humana, 

especialmente nos ramos médico e farmacêutico. Enzimas proteolíticas microbianas 

podem ser utilizadas como agentes fibrinolíticos na dissolução de coágulos 

sanguíneos (AL FARRAJ et al., 2020).  

Em viés distinto, as proteases podem ser empregadas na produção de etanol. 

Neste caso, a utilização dessas enzimas visa hidrolisar fontes orgânicas de nitrogênio 

disponíveis na matéria-prima, resultando na redução do tempo de fermentação e na 

melhoria do rendimento de etanol (TIEN et al., 2022). 

Como apresentado acima, embora o foco da aplicação de proteases 

microbianas seja o aumento da eficiência de processos/produtos nos níveis industrial 

e comercial, há outras vantagens concomitantes, especialmente no que se refere à 

diminuição de impactos aos ambientes. Entretanto, em determinadas situações, o uso 

das enzimas proteolíticas tem como finalidade o tratamento de efluentes e o manejo 

de subprodutos e resíduos agroindustriais (SOLANKI et al., 2021). 

Neste contexto, as proteases podem ser usadas na solubilização de resíduos 

proteicos, acelerando a diminuição da demanda biológica de oxigênio em sistemas de 

tratamento de efluentes (MATKAWALA et al., 2021). Segundo Pang et al. (2020), as 

proteases podem ser empregadas no pré-tratamento de lodo ativado residual, 

facilitando sua bioconversão anaeróbia para obter ácidos graxos de cadeia curta. 

Além disso, as enzimas desempenham papel significativo na recuperação de 

prata de filmes fotográficos e de raios-X descartados. Estes filmes são comumente 

compostos de uma base polimérica sobre a qual é depositada uma emulsão de 

gelatina e haletos de prata. O teor de prata nesses filmes é de cerca de 0,5-1,5% 

(m/m), e sua reciclagem supre 18-20% da demanda mundial por este metal. No 

entanto, as principais estratégias para a recuperação da prata envolvem a queima ou 

a hidrólise química, que são dispendiosas e levantam preocupações ambientais 

(NAKİBOĞLU; TOSCALI; NİSLİ, 2003; SINGHAL; NIGAM; VIDYARTHI, 2012). 

Consequentemente, a hidrólise enzimática da gelatina se destaca como uma 
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alternativa mais sustentável (AL-ABDALAL; AL-KHALDI, 2016), e vem ganhando 

importância como um processo ecologicamente correto e econômico para 

recuperação de prata (e do filme polimérico), exigindo também menos mão de obra 

(ASGHER; BASHIR; IQBAL, 2018; BHAVIKATTI et al., 2020; JOSHI; 

SATYANARAYANA, 2013). 

Proteases microbianas vêm sendo investigadas na degradação de resíduos de 

origem animal. Esta abordagem caracteriza-se como uma prática sustentável que 

objetiva a gestão eficiente de recursos, redução de desperdícios e minimização de 

impactos ambientais (SHAIKH et al., 2023). A degradação enzimática de penas de 

frango, resíduos abundantes da indústria avícola, é um dos exemplos. Cerca de 24 

bilhões de frangos são abatidos anualmente em escala global, gerando cerca de 8,5 

bilhões de toneladas de penas. Ricas em queratinas, proteínas de difícil degradação, 

o descarte das penas contribui para a poluição ambiental e no desperdício de uma 

fonte valiosa de proteínas. Assim, a degradação enzimática das penas vem sendo 

proposta como uma estratégia interessante no intuito de converter as penas em 

ingredientes de rações e fertilizantes (SINGH; BAJAJ, 2017). 

Além das penas, abatedouros e frigoríficos geram enormes quantidades de 

outros subprodutos, como peles, sangue, vísceras e órgãos internos. Estima-se que 

os subprodutos gerados pelo abate e processamento de animais de açougue para a 

produção de carne representem cerca de 35-45% do peso vivo (MARTÍNEZ-

ALVAREZ; CHAMORRO; BRENES, 2015). Estes subprodutos, por seu elevado teor 

de proteínas, podem ser interessantes substratos para processos de hidrólise 

enzimática visando obter hidrolisados bioativos. A produção de hidrolisados proteicos 

antioxidantes tem sido particularmente investigada, considerando a sua potencial 

relevância para a saúde humana e animal. Este tipo de estratégia de manejo vem 

ganhando importância para reduzir os impactos causados ao meio ambiente, bem 

como uma abordagem pertinente de biorrefinaria para a valorização destes 

subprodutos (BORRAJO et al., 2019). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Os resultados deste trabalho estão apresentados na seção 3.1, na forma de um 

artigo científico. Neste estudo, realizou-se a otimização da produção de proteases 

pelo isolado bacteriano Bacillus sp. CL18 através de SSF. Foram explorados 

diferentes substratos e cosubstratos, bem como foram investigadas outras condições 

dos cultivos. Além disso, o artigo aborda as aplicações em potencial da protease bruta 

recuperada dos SSF. 
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3.1 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Otimização da produção de protease por Bacillus sp. CL18 em cultivos em 

estado sólido e aplicações da enzima bruta 

 

RESUMO 

 

Proteases microbianas são ferramentas biotecnológicas relevantes. A sua produção 

utilizando meios de baixo custo é um importante tópico, e os cultivos em estado sólido 

(SSF) representam uma abordagem simples e econômica para este fim. Assim, 

parâmetros dos SSF foram investigados para incrementar a produção de proteases 

por Bacillus sp. CL18 e, em seguida, foram avaliadas aplicações potenciais da enzima 

bruta. Entre os substratos usados nos SSF (5 g), a maior produção de proteases foi 

alcançada utilizando descartes de silagem de milho, em comparação com outros cinco 

subprodutos agroindustriais. Os rendimentos foram maiores com 80% de umidade 

inicial, utilizando um agente umidificante à base de sais, e 1 mL de inóculo. A 

substituição parcial do descarte de silagem por farelo de soja (80:20%) elevou a 

produção de protease, que atingiu rendimento máximo em SSF realizados a 30 °C. A 

protease bruta exibiu capacidade de coagular leite, com atividade ótima a 55 °C. A 

preparação enzimática foi compatível com um detergente em pó para lavagem de 

roupas (86-96% de atividade residual), removendo manchas de sangue de tecido de 

algodão e melhorando o desempenho de lavagem do detergente. Também foi capaz 

de remover, em 15 min, a camada de gelatina de filmes fotográficos e de raios-X 

usados. A protease bruta hidrolisou fígado e baço suínos, e os hidrolisados proteicos 

demonstraram capacidades superiores de eliminação de radicais e quelação de Fe2+. 

Em suma, uma protease bacteriana versátil foi obtida através de SSF utilizando um 

resíduo pouco explorado como substrato. Além de suas aplicações mais tradicionais, 

a protease bruta pode ser particularmente promissora na obtenção de hidrolisados 

bioativos a partir de subprodutos abundantes e subvalorizados de abatedouros. 

 

Palavras-chave: Proteases microbianas; Subprodutos agroindustriais; Fermentação 

em estado sólido; Biocatálise; Aplicações de enzimas; Hidrolisados antioxidantes. 
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ABSTRACT 

 

Microbial proteases are relevant biotechnological tools. Its production using cost-

effective media is an important topic, and solid-state cultivation (SSF) represents a 

simple and economical approach to this end. Thus, SSF parameters were investigated 

to increase protease production by Bacillus sp. CL18, and then potential applications 

of the crude enzyme were evaluated. Among SSF substrates (5 g), enhanced protease 

production was achieved using corn silage discards, as compared to five other agro-

industrial by-products. Yields were higher at 80% initial moisture, using a salts-based 

moistening agent, and 1 mL inoculum. Partial replacement of silage discards with 

soybean meal (80:20%) further augmented protease production, reaching maximal 

yields at 30 °C. The crude protease exhibited milk-clotting activity, which was optimal 

at 55 °C. The enzyme preparation was compatible with a laundry detergent (86-96% 

of residual activity), removing blood stains and enhancing the detergent washing 

performance. It was also able to remove the gelatin layer from used X-ray and 

photographic films within 15 min. The crude protease hydrolyzed porcine liver and 

spleen, and the obtained hydrolysates showed increased radical-scavenging and Fe2+-

chelating activities. Therefore, a versatile bacterial protease was obtained through SSF 

using an underexplored waste as substrate. Besides its more traditional applications, 

the crude protease might be particularly promising in the expanding field of bioactive 

hydrolysates produced from abundant and undervalued slaughterhouse by-products. 

 

Keywords: Microbial proteases; Agro-industrial by-products; Solid-state fermentation; 

Biocatalysis; Enzyme applications; Antioxidant hydrolysates. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Enzimas são biocatalisadores eficientes e específicos empregados em muitos 

processos e produtos industriais, incluindo seu uso como alternativas à catálise 

química. Nessa perspectiva, aproximadamente 80% das enzimas industriais derivam 

de microrganismos, com destaque especial para as hidrolases, como celulases, 

amilases e proteases (THAPA et al., 2019). Tal predominância está relacionada, por 

exemplo, às rápidas taxas de crescimento microbiano, altos rendimentos de produção, 

menor necessidade de espaço e maior estabilidade enzimática, em comparação com 

enzimas de animais e plantas (SOUZA et al., 2023). 

 A produção de enzimas microbianas é realizada através de cultivos submersos 

(SmF) ou em estado sólido (SSF). A primeira técnica, onde o crescimento microbiano 

ocorre em meio com elevado teor de água livre, é responsável pela produção de 90% 

das enzimas industriais. Nos SSF, o desenvolvimento dos microrganismos ocorre na 

(quase) ausência de água livre, com umidade adequada para sustentar suas 

atividades (SOLANKI et al., 2021). Em comparação com os SmF, os SSF podem ser 

vantajosos devido às maiores concentrações de produto (enzima), uso de 

equipamentos mais simples e menor demanda energética (MATKAWALA et al., 2021). 

 Ademais, os SSF expandem a possibilidade de exploração de subprodutos 

agroalimentares como substratos para o crescimento microbiano. O uso destas 

biomassas, além de diminuir as preocupações e problemas ambientais relacionados 

ao seu descarte inadequado, reduzem os custos de produção de enzimas, 

beneficiando a sustentabilidade industrial na perspectiva de uma economia circular. 

Os SSF apresentam particular interesse econômico e estratégico em países que 

geram grandes quantidades de resíduos agroindustriais (MATKAWALA et al., 2021), 

como é o caso do Brasil (SIQUEIRA et al., 2022). 

 As proteases microbianas são biocatalisadores importantes, representando 

cerca de 40% do mercado global de enzimas. Tais enzimas são utilizadas, por 

exemplo, em formulações de detergentes para remoção de sujidades proteicas e, na 

indústria do couro, as proteases são aplicadas em processos de depilação (SOLANKI 

et al., 2021). Nas indústrias de alimentos, enzimas proteolíticas são empregadas na 

coagulação do leite, amaciamento de carnes, modulação de propriedades funcionais 

de proteínas, redução da alergenicidade proteica, produção de hidrolisados proteicos 

bioativos, entre outros usos (SOUZA et al., 2023). As proteases de origem microbiana 
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podem ser úteis na degomagem da seda bruta, processamento de lã, recuperação de 

prata a partir de filmes fotográficos e de raios-X, encontrando também aplicações nas 

indústrias farmacêutica, biomédica e cosmética (NAVEED et al., 2021). 

 A partir das várias aplicações de tais enzimas, a notável diversidade microbiana 

é continuamente prospectada para obter proteases biotecnologicamente importantes 

e versáteis. As bactérias do gênero Bacillus são amplamente distribuídas, seguras 

para o trabalho, fáceis de cultivar e notáveis produtoras de enzimas proteolíticas 

(DANILOVA; SHARIPOVA, 2020). A produção de proteases por Bacillus é realizada 

principalmente através de SmF. Embora os SSF aparentem ser mais adequados ao 

crescimento de fungos, esta técnica vem sendo investigada para a obtenção de 

proteases bacterianas, incluindo aquelas produzidas por linhagens de Bacillus 

(BALACHANDRAN et al., 2021; SALIM et al., 2017; WANG et al., 2021). 

 Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a produção de proteases por 

Bacillus sp. CL18 através de SSF, explorando biomassas subutilizadas e de baixo 

custo como substratos. Após investigar diversos parâmetros dos SSF visando 

aumentar os rendimentos de protease, a protease bruta foi examinada em relação às 

suas potenciais aplicações. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Microrganismo e preparo do inóculo 

 

 Bacillus sp. CL18, isolado de solo (RIEGER et al., 2017), foi utilizado como 

produtor de protease. A linhagem foi mantida rotineiramente em placas de Ágar 

Padrão para Contagem (PCA) a 7 °C. Para a preparação do inóculo, o isolado foi 

inicialmente semeado em placas de PCA e incubado a 30 °C durante 24 h. Em 

seguida, a biomassa bacteriana foi coletada assepticamente, adicionada a solução 

salina estéril (8,5 g/L NaCl) e a absorbância (Abs) das suspensões celulares 

resultantes foi ajustada para ~1,0 unidade a 600 nm. 

 

2.2 Triagem de substratos orgânicos para produção de proteases em SSF 

 

 Os substratos avaliados foram penas de frango, escamas de peixe, uma 

mistura de subprodutos de peixe (pele, espinhaço e nadadeiras), farelo de soja, 
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subproduto de cervejaria, e descartes de silagem de milho (planta inteira). Esses 

substratos foram secos em estufa (60 °C) até massa constante e, depois, processados 

para obtenção de tamanhos de partícula de ~2-5 mm. 

 Os substratos (5 g, base seca) foram introduzidos em Erlenmeyers (250 mL) e 

adicionados de água destilada. Após esterilização em autoclave (121 °C, 30 min) e 

resfriamento, os frascos foram inoculados com a suspensão bacteriana (1 mL). A 

umidade inicial foi fixada em 80% (m/mtotal; substrato:líquido = 1:4), considerando os 

volumes de água destilada e inóculo. Os SSF foram realizados em triplicatas. Após 

inoculação, os frascos foram incubados a 30 °C, por 4 dias, em condição estática. 

Subsequentemente, procedeu-se à extração da enzima. O substrato que resultou na 

maior produção de protease foi selecionado para experimentos subsequentes de SSF. 

 

2.3 Extração da protease e atividade proteolítica 

 

 A extração enzimática foi realizada adicionando 50 mL de tampão Tris-HCl (100 

mM, pH 8,0) aos frascos dos SSF. Após agitação (150 rpm, 30 min), o conteúdo foi 

centrifugado (10.000 × g, 30 min) e os sobrenadantes coletados como protease bruta. 

 A atividade proteolítica foi determinada usando 300 µL de azocaseína (10 g/L, 

em tampão Tris-HCl, 100 mM, pH 8,0), 190 µL do tampão e 10 µL dos extratos 

enzimáticos. Após incubação (55 °C, 15 min), as reações foram encerradas com 600 

µL de ácido tricloroacético (TCA; 100 g/L). Seguindo-se centrifugação (10.000 × g, 5 

min), 800 µL dos sobrenadantes da reação foram misturados a 200 µL de NaOH 1,8 

M e a absorbância (Abs) mensurada a 420 nm. Uma unidade de atividade proteolítica 

(U) foi definida como a quantidade de enzima necessária para elevar 0,1 unidade de 

Abs nas condições de ensaio. Os ensaios foram realizados em triplicata e os 

resultados apresentados como U por g de substrato utilizado nos SSF (U/gds). 

 

2.4 Efeito de parâmetros dos SSF na produção de protease 

 

 O substrato orgânico que resultou em maior produção de protease foi utilizado 

nestes experimentos. Para verificar o efeito do agente umidificante na produção de 

protease, a água destilada foi substituída por uma solução mineral (K2HPO4, 0,3 g/L; 

KH2PO4, 0,4 g/L; NaCl, 0,5 g/L), e os cultivos foram realizados por 0- 6 dias. 



35 

 

 O melhor agente umidificante foi selecionado para avaliar o efeito da umidade 

inicial (60, 70 e 80%, m/mtotal) em cultivos realizados por 1-5 dias. A influência dos 

volumes de inóculo (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mL) foi avaliada no melhor nível de umidade, 

em SSF realizados por 2-4 dias. Os volumes de inóculo foram considerados no ajuste 

da umidade inicial. 

 Posteriormente, o substrato orgânico foi parcialmente substituído (20%, m/m) 

por diferentes subprodutos (cosubstratos). O cosubstrato que resultou em maior 

produção de protease foi então adicionado em níveis crescentes (30, 40 e 50%) e os 

SSF foram realizados por 2-4 dias. Todos os SSF acima elencados foram realizados 

a 30 °C. A melhor combinação de substrato e cosubstrato foi então mantida para 

avaliar os efeitos das temperaturas de cultivo (30, 35 e 40 °C) na produção de protease 

durante os SSF realizados durante 2-4 dias. 

 Nos períodos pré-definidos, frascos foram sacrificados em triplicata para 

extração e determinação da atividade proteolítica, conforme seção anterior. 

 

2.5 Aplicações da protease bruta 

 

 A produção da enzima ocorreu em condições ótimas (relação 

substrato:cosubstrato, agente umidificante, nível de umidade, volume de inóculo, 

temperatura e tempo de incubação). A protease bruta foi extraída dos SSF e então 

avaliada para algumas aplicações. 

 

2.5.1 Atividade de coagulação de leite (MCA) 

 

 Tubos de ensaio contendo 5 mL de leite desnatado reconstituído (10 g de leite 

desnatado em pó/100 mL, adicionado de 10 mM CaCl2) foram pré-incubados em 

diferentes temperaturas (40, 45, 50 e 55 °C) por 10 min. Em seguida, 0,5 mL de 

protease diluída (2,5 vezes) foi adicionado, homogeneizado, e o tempo desde a adição 

da protease até o primeiro aparecimento de coágulos foi registrado. A MCA (U) foi 

calculada como: U = (2400 × 5 × D) / (T × 0,5), onde D é a diluição da enzima bruta e 

T é o tempo de coagulação (s) (MAMO et al., 2020). A protease inativada 

termicamente (100 °C, 10 min) foi usada nos controles. 
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2.5.2 Compatibilidade com detergentes comerciais e desempenho de lavagem 

 

 A compatibilidade da protease bruta foi investigada com cinco detergentes 

comerciais para lavagem de roupas: Omo® (Unilever Brasil Ltda., Brasil), Tixan Ypê® 

(Química Amparo Ltda., Brasil), Brilhante® (Unilever Brasil Ltda., Brasil), Surf® 

(Unilever Brasil Ltda., Brasil) e Girando Sol Optical Wash® (Girando Sol Ltda., Brasil). 

Cada detergente foi diluído em água da torneira e aquecido (65 °C, 1 h) para inativar 

potenciais enzimas constituintes. Após resfriamento, os detergentes ou água da 

torneira (800 µL) foram adicionados da protease bruta (200 µL). A concentração final 

dos detergentes foi ajustada para 10 g/L. Estas misturas, com ou sem 5 mM Ca2+, 

foram incubadas a 25 °C por 60 min, ou a 40 °C por 30 min e 60 min. Os controles 

foram preparados incubando a protease bruta em tampão Tris-HCl (100 mM, pH 8,0). 

A atividade proteolítica residual (%) foi mensurada por meio do ensaio padrão de 

azocaseína, usando os controles como referência (100%). 

 Para os testes de lavagem, foram utilizados a enzima bruta e o detergente no 

qual a protease apresentou maior estabilidade. Inicialmente, pedaços de pano de 

algodão (~23 cm2) foram adicionados de 1 mL de sangue bovino (gentilmente cedido 

por abatedouro local) e depois submetidos a secagem (40 °C, 6 h). Posteriormente, 

os panos foram imersos em 25 mL das seguintes soluções: (a) água da torneira; (b) 

detergente aquecido (8 g/L), em água da torneira; (c) protease bruta inativada 

termicamente, diluída com água da torneira (1:4); (d) protease bruta, diluída com água 

da torneira (1:4); (e) protease bruta, diluída (1:4) em detergente (8 g/L, concentração 

final); ou (f) protease bruta, diluída com água da torneira (1:2,5). Os experimentos 

foram realizados a 40 ° C, durante 30 min, com agitação recíproca. Em seguida, os 

panos foram enxaguados com água da torneira (2 min), submetidos à secagem (40 

°C) e então inspecionados visualmente quanto à remoção das manchas de sangue. 

 

2.5.3 Hidrólise de gelatina em filmes fotográficos e de raios-X 

 

 Filmes usados foram lavados com água destilada, limpos com algodão 

impregnado com etanol, e submetidos à secagem a 40 °C por 30 min. Posteriormente, 

dois pedaços de filme (~2 cm2) foram imersos em 10 mL da protease bruta e 

incubados a 52,5 °C sob agitação contínua. Os pedaços de filme foram inspecionados 

visualmente (KOTB et al., 2023) durante 15 min para verificar a degradação da 
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camada de gelatina. Controles foram realizados substituindo a enzima bruta por 

tampão Tris-HCl ou pela protease bruta inativada termicamente (100 °C, 10 min). 

 

2.5.4 Produção de hidrolisados antioxidantes a partir de baço e fígado suíno 

 

 Fígado e baço suínos foram moídos separadamente em água destilada (1:1) e 

aquecidos (90 °C, 20 min) para inativar enzimas endógenas. O material foi resfriado e 

então congelado para facilitar a remoção de gordura. Os subprodutos foram 

descongelados em temperatura ambiente e utilizados para a hidrólise enzimática. 

 Os subprodutos moídos (2,5 g) foram adicionados de 21 mL de tampão Tris-

HCl (100 mM, pH 8,0, 5 mM Ca2+) e esta mistura foi incubada a 52,5 °C por 20 min. A 

protease bruta foi adicionada (1,5 mL, 1.350 U/mL) e as reações realizadas a 52,5 °C, 

com agitação recíproca. Frascos de hidrólise foram retirados, em triplicatas, após 0 e 

4 h de incubação. O conteúdo dos frascos foi fervido (20 min) para encerrar as 

reações. Após resfriamento e centrifugação (10.000 × g, 30 min), os sobrenadantes 

coletados foram denominados de hidrolisados. Os controles foram realizados da 

mesma maneira, utilizando a protease inativa (100 °C, 10 min). 

 A concentração de proteínas solúveis nos hidrolisados/controles foi 

mensurada, em triplicata, pelo método Folin-fenol (LOWRY et al., 1951). Inicialmente 

preparou-se as soluções “A” (carbonato de sódio, 20 g/L; tartarato de sódio e potássio, 

0,2 g/L; e NaOH 2 M, 50 mL/L) e “B” (sulfato de cobre, 5 g/L), para então obter a 

solução “C” (50 mL de “A” e 1 mL de “B”). Para os ensaios, usou-se 2,5 mL da solução 

“C” e 100 µL dos hidrolisados/ou controles. Após incubação (15 min, no escuro), foram 

adicionados 300 µL do reagente de Folin-Ciocalteu (1 N) e, seguindo-se nova 

incubação (30 min), a Abs foi determinada a 750 nm. Brancos foram realizados usando 

água destilada (100 µL) no lugar das amostras. Curva padrão de albumina sérica 

bovina (1 mg/mL) foi preparada para interpretação dos resultados de Abs. 

 Em relação à atividade antioxidante, os hidrolisados/controles foram 

inicialmente submetidos a ensaios in vitro de captura do radical 2,2’-azinobis-(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS). O radical foi preparado por meio da 

reação de 5 mL de solução de ABTS (7 mM) com 88 µL de solução de K2S2O8 (140 

mM). Esta solução permaneceu no escuro, em temperatura ambiente, por 12-16 h 

antes do uso. Subsequentemente, diluiu-se a solução do radical ativado em tampão 

fosfato salino (5 mM; pH 7,4) até atingir Abs de 0,70 ± 0,02 a 734 nm. Amostras dos 
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hidrolisados/controles (10 µL) foram adicionadas a 1 mL da solução do radical ativado 

e a Abs a 734 nm foi mensurada após 10 min (RE et al., 1999). Nos brancos, utilizou-

se água destilada no lugar das amostras. Os resultados foram expressos como: 

Captura do radical (%) = [(Absbranco – Absamostra) / Absbranco] × 100. 

 A atividade antioxidante também foi avaliada através da capacidade de 

quelação de Fe2+. Os hidrolisados/controles (100 µL) foram adicionados de 3,7 mL de 

água destilada e 100 µL de FeSO4 (2 mM). Após 5 min, adicionou-se 200 µL de 

ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-bis-(4-ácido fenil sulfônico)-1,2,4-triazina; 5 mM). A Abs foi 

mensurada a 562 nm após 10 min (CHANG et al., 2007). Brancos foram preparados 

com água destilada no lugar das amostras. Os resultados foram expressos como: 

Atividade quelante (%) = [(Absbranco – Absamostra) / Absbranco] × 100. 

 

2.6 Análise estatística 

 

 Os resultados das replicatas são apresentados como média ± desvio padrão. 

Após análise de variância, comparações entre médias foram realizadas pelo teste de 

Tukey e consideradas distintas se p < 0,05. 

 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Produção de proteases via SSF usando subprodutos agroindustriais 

 

 Bacillus sp. CL18 produziu diferentes níveis de protease após 4 dias de SSF 

com distintos subprodutos agroindustriais (Fig. 1). 
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Figura 1 - Produção de protease por Bacillus sp. CL18 após 4 dias de SSF usando 

diferentes subprodutos como substratos. Letras distintas indicam diferenças 

significativas (p < 0,05). 

 

 Os menores rendimentos enzimáticos foram obtidos usando resíduos de 

cervejaria (812 U/gds) e resíduos de pescado (1.141 U/gds) (Fig. 1). Em estudo prévio, 

o uso de resíduos de cervejaria resultou em produção de protease por Bacillus 

velezensis K8 (ZENG et al., 2021). No entanto, nove espécies de fungos produziram 

lacase e lignina peroxidase, mas não enzimas proteolíticas e celulolíticas durante SSF 

com este substrato (KHIDZIR et al., 2010). 

 A aplicação de resíduos de pescado como substratos para SSF também vem 

sendo explorada. Particularmente, Lazim et al. (2009) reportaram a produção de 

proteases por Streptomyces sp. CN902 utilizando peixes secos picados, enquanto 

Esakkiraj et al. (2013) indicaram o uso de farinhas de subprodutos de peixes para a 

produção de proteases por Bacillus thuringiensis AP-CMST. 

 Comparativamente, maior produção de proteases por Bacillus sp. CL18 ocorreu 

usando penas de frango (4.051 U/gds) e escamas de peixe (4.319 U/gds) como 

substratos (Fig. 1). Penas de frango, que correspondem a cerca de 10% do peso 

destas aves, são subprodutos ricos em proteínas recalcitrantes (queratinas), 
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ocasionando dificuldades para seu manejo. Assim, seu uso em processos microbianos 

para a obtenção de bioprodutos úteis torna-se atrativo. Linhagens de Bacillus estão 

entre os microrganismos queratinolíticos mais eficientes, e o uso de penas para 

produção de proteases em SSF foi demonstrado, por exemplo, para Bacillus cereus 

IIPK35 (JANA et al., 2022) e Bacillus tequilensis hsTKB2 (PAUL et al., 2014a). 

 Em relação às escamas, que representam cerca de 5% dos descartes do 

processamento de peixes, seu uso em bioprocessos para a produção de enzimas 

microbianas é pouco reportado. Neste sentido, Gaonkar; Furtado (2021) 

demonstraram a produção de proteases por Haloferax lucentensis GUBF-2 

MG076078 através de SmF com este substrato, enquanto que Rebecca et al. (2012) 

indicaram o uso de escamas de peixe como substratos em potencial para a produção 

de proteases por Aspergillus niger através de SSF. 

 O uso de farelo de soja resultou em produção de protease de 6.342 U/gds (Fig. 

1). Este substrato é amplamente explorado para a obtenção de proteases 

microbianas. Similarmente ao presente estudo, a produção de enzimas proteolíticas 

durante SSF utilizando farelo de soja como substrato abundante e de reduzido custo, 

foi relatada, por exemplo, para Bacillus sp. TMF-1 (SALIM et al., 2017), Bacillus 

siamensis YC-9 (WANG et al., 2021) e Bacillus subtilis K-1 (SINGH; BAJAJ, 2016). 

 Dentre os substratos avaliados, a maior produção de proteases foi observada 

com descarte de silagem. Após 4 dias de SSF, o rendimento enzimático atingiu 11.449 

U/gds (Fig. 1). A silagem deteriorada, resultante da biodegradação aeróbia durante o 

armazenamento e desabastecimento dos silos, pode representar 1-7% da silagem 

total, sendo geralmente descartada (AMARAL et al., 2014; BORREANI; TABACCO, 

2014). Além dos inconvenientes econômicos relacionados às perdas de silagem, o 

descarte do material deteriorado também envolve mão de obra e os custos 

relacionados (BORREANI; TABACCO, 2014). 

 Além da utilização da silagem como forragem para vacas leiteiras e bovinos de 

corte, ela tem sido aplicada para geração de biogás em regiões temperadas. 

Entretanto, a produção de enzimas microbianas usando silagem como substrato é 

pouco explorada. Em estudos prévios, três linhagens de Trichoderma produziram 

glucanases, celulases e xilanases durante SmF usando silagem de milho como 

substrato (IANNACCONE et al., 2022). A silagem de milho também foi utilizada em 

SSF para a produção de lignocelulases por Trichoderma harzianum (BAKRI, 2022) e 

Pleurotus ostreatus (GANASH et al., 2021). Entretanto, não há relatos na literatura 
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científica acerca de bioprocessos microbianos onde silagem descartada tenha sido 

utilizada a obtenção de enzimas microbianas. 

 

3.2 Influência de parâmetros dos SSF na produção de proteases 

 

 O descarte de silagem foi selecionado e então avaliou-se o efeito do agente 

umidificante na produção de protease. A substituição da água destilada por uma 

solução mineral aumentou os rendimentos de protease (p < 0,05) nos dias 2-6. A 

produção máxima foi observada no 4º dia (17.030 U/gds), ou seja, cerca de 50% 

superior àquela obtida com água destilada (Fig. 2). Outras investigações encontraram 

resultados análogos, indicando que os sais da solução mineral podem ter atuado 

como nutrientes, favorecendo assim o crescimento microbiano e a produção de 

enzimas (JANA et al., 2022; QURESHI et al., 2016;). 

 

 

Figura  2 - Produção de protease por Bacillus sp. CL18 durante SSF usando descarte 

de silagem como substrato e diferentes agentes umidificantes. Letras distintas indicam 

diferenças significativas (p < 0,05) entre tempos de cultivo para cada um dos agentes 

umidificantes; os asteriscos representam diferenças significativas (p < 0,05) entre 

agentes umidificantes para o mesmo tempo de cultivo. 
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 Posteriormente, foram avaliados três níveis de umidade utilizando a solução 

mineral como agente umidificante. O maior teor de umidade testado foi de 80%, uma 

vez que água livre tornou-se visível em níveis mais elevados. As umidades mais 

baixas (60 e 70%) diminuíram a produção de protease em 75-85% (p < 0,05) em 

comparação com aquela detectada com 80% de umidade (Fig. 3). Os efeitos 

negativos nos menores teores de umidade podem ser atribuídos à menor 

disponibilidade de água para o crescimento microbiano e limitações na solubilidade e 

acessibilidade de nutrientes (RAJKUMAR et al., 2011; SALIM et al., 2017). 

 

 

Figura  3 - Produção de protease durante SSF em diferentes níveis de umidade, 

usando descarte de silagem como substrato e solução mineral como agente 

umidificante. Letras distintas indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre tempos 

de cultivo para cada um dos níveis de umidade; os asteriscos representam diferenças 

significativas (p < 0,05) entre níveis de umidade para o mesmo tempo de cultivo. 

 

 De maneira similar, Madhuri et al. (2022) relataram que 80% de umidade 

rendeu máxima produção de proteases durante SSF com Bacillus altitudinis GVC11 

em cascas de mamona. A produção ótima de queratinases por Paenibacillus 

woosongensis TKB2 em SSF, usando penas de frango como substrato, foi alcançada 

com 83% de umidade (PAUL et al., 2014b), e 85% de umidade resultou em maior 

produção de protease por Bacillus thuringiensis AP-CMST em SSF usando farinha de 
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subprodutos de peixe (ESAKKIRAJ et al., 2013). No entanto, 50% foi considerado o 

nível ideal de umidade para a produção de proteases por algumas linhagens de 

Bacillus (MUKHERJEE et al., 2008; PAUL et al., 2014a). 

 O efeito de volumes de inóculo na produção de protease foi avaliado 

subsequentemente. O uso de 1,0 e 1,5 mL de inóculo resultou em produção 

semelhante de proteases (p > 0,05). No entanto, foi observada diminuição na 

produção de enzimas (p < 0,05) com o menor volume (0,5 mL) e, especialmente, o 

maior volume de inóculo (2,0 mL) (Fig. 4). 

 

 

Figura  4 - Efeito do volume de inóculo sobre a produção de proteases por Bacillus sp. 

CL18 usando descarte de silagem como substrato, solução mineral (agente 

umidificante) e umidade de 80%. Letras minúsculas distintas indicam diferenças 

significativas (p < 0,05) entre tempos de cultivo para cada volume de inóculo; letras 

maiúsculas distintas indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre volume de 

inóculo para o mesmo tempo de cultivo. 

 

 Tais fenômenos também foram relatados anteriormente (RAJKUMAR et al., 

2011; PAUL et al., 2014b). De um lado, a produção de protease pode ser retardada 

com inóculos menores, até que uma população microbiana mais elevada seja 

alcançada, aumentando assim o tempo de cultivo para obter maiores rendimentos 

enzimáticos. Por outro lado, grandes cargas de inóculo podem reduzir a produção de 
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enzimas devido ao rápido esgotamento de nutrientes nos meios de cultivo 

(CHATTERJEE et al., 2015; SINGH; BAJAJ, 2016; TULY et al., 2022). 

 Em seguida, avaliou-se a substituição parcial (20%, m/m) do descarte de 

silagem por outros subprodutos agroindustriais. A substituição por escamas de peixe 

reduziu a produção de enzimas no dia 4 (p < 0,05), enquanto que a substituição por 

penas não afetou o rendimento de protease nos dias 2-4 (p > 0,05), quando 

comparados aos SSF realizados com descarte de silagem. A substituição do substrato 

principal por farelo de soja (20%, m/m) aumentou a produção de protease, atingindo 

19.590 U/gds no 4º dia de cultivo (Fig. 5), ou seja, um incremento de 12% em relação 

aos SSF onde o descarte de silagem foi utilizado como único substrato (p < 0,05). 

 

 

Figura  5 - Efeito da substituição parcial do descarte de silagem por cosubstratos 

(subprodutos agroindustriais) sobre a produção de proteases por Bacillus sp. CL18. 

Letras minúsculas distintas indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre tempos 

de cultivo para cada substrato/mistura; letras maiúsculas distintas indicam diferenças 

significativas (p < 0,05) entre substratos/misturas para o mesmo tempo de cultivo. 

 

 Considerando o farelo de soja como mais vantajoso à obtenção de proteases, 

adicionou-se concentrações crescentes deste cosubstrato ao descarte de silagem. No 

entanto, observou-se diminuição da produção de proteases após 4 dias de cultivo com 

o incremento das proporções de farelo de soja (Fig. 6). 
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Figura  6 - Efeito da substituição de descartes de silagem por concentrações 

crescentes de farelo de soja sobre a produção de proteases por Bacillus sp. CL18 

durante SSF. Letras minúsculas distintas indicam diferenças significativas (p < 0,05) 

entre tempos de cultivo para cada mistura de substratos; letras maiúsculas distintas 

indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre misturas de substratos para o mesmo 

tempo de cultivo. 

 

 Diversos estudos também demonstraram efeitos positivos de misturas de 

subprodutos na produção de proteases bacterianas (LAZIM et al., 2009; SHATA; 

FARID, 2013) e fúngicas (ALJAMMAS et al., 2022; COSTA et al., 2022). 

Especificamente, Tuly et al. (2022) detectaram maior produção de queratinase por 

Bacillus licheniformis PWD-1 em SSF com uma mistura de farinha de penas e okara 

(subproduto do processamento do extrato hidrossolúvel da soja), em comparação com 

os substratos separadamente. A produção de protease por Bacillus amyloliquefaciens 

BS-20 usando farelo de trigo foi menor quando comparada com uma mistura de farelo 

de trigo (60%), farelo de milho (20%) e farelo de soja (20%) (SU et al., 2019). Bacillus 

subtilis DM-04 produziu níveis mais elevados de protease durante SSF com a 

gramínea Imperata cylindrica e casca de batata na proporção de 50:50%, seguida por 

80:20%, 90:10% e finalmente os substratos individuais (MUKHERJEE et al., 2008). 
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 Deste modo, os cosubstratos podem incrementar a produção de proteases 

atuando no fornecimento de nutrientes, superando assim as possíveis limitações 

nutricionais relacionadas com cultivos do tipo monosubstrato (POURYAFAR et al., 

2015; SOUSA et al., 2023). Embora algumas investigações avaliem fontes de carbono 

(como glicose e maltose) e fontes orgânicas de nitrogênio (como peptonas e extrato 

de levedura) relativamente onerosas para a obtenção de maiores rendimentos de 

proteases, apenas subprodutos agroindustriais foram avaliados no presente estudo 

visando não elevar os custos de produção da enzima (RAO et al., 2017). 

 Em relação às temperaturas dos SSF, produção similar de proteases (p > 0,05) 

foi observada a 30 e 35 °C em cultivos de 2-3 dias; entretanto, nesse período, os 

rendimentos a 30 °C foram superiores àqueles detectados a 40 °C (p < 0,05). A maior 

produção de protease (p < 0,05) foi mensurada a 30 °C, aos 4 dias de cultivo (Fig. 7). 

 

 

Figura  7 - Efeito da temperatura de incubação sobre a produção de proteases por 

Bacillus sp. CL18 durante SSF. Letras minúsculas distintas indicam diferenças 

significativas (p < 0,05) entre tempos de cultivo para cada temperatura; letras 

maiúsculas distintas indicam diferenças significativas (p < 0,05) entre temperaturas 

para o mesmo tempo de cultivo. 

 

 Bacillus sp. CL18 é mesofílico (RIEGER et al., 2017). De modo similar, SSF 

realizados a 30 °C também resultaram em máxima produção de enzimas proteolíticas 
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por Bacillus mesofílicos, como Bacillus halodurans (BALACHANDRAN et al., 2021), 

Bacillus cereus IIPK35 (JANA et al., 2022) e Bacillus sp. TMF-1 (SALIM et al., 2017). 

A temperatura de cultivo, além da influência direta sobre o metabolismo e crescimento 

microbianos (ESAKKIRAJ et al., 2013; LAZIM et al., 2009; SINGH; BAJAJ, 2016), 

assume particular importância nos SSF devido aos efeitos sobre a umidade do 

substrato durante as incubações (ALJAMMAS et al., 2022; JANA et al., 2022). 

 

3.3 Aplicações da protease bruta 

 

3.3.1 Atividade de coagulação de leite (MCA) 

 

 A protease extraída dos SSF foi inicialmente avaliada quanto à sua MCA. A 

enzima foi capaz de coagular leite desnatado reconstituído a 40-55 °C, com maior 

MCA a 55 °C (174,9 U; Fig. 8). Não foi observada coagulação com o extrato enzimático 

fervido (Fig. 8, detalhe). 

 

 

Figura  8 - Atividade de coagulação de leite (MCA) da protease bruta de Bacillus sp. 

CL18 em diferentes temperaturas. Letras distintas indicam diferenças significativas (p 

< 0,05). Detalhe: leite desnatado reconstituído tratado com a protease ativa (direita) e 

a protease inativada termicamente (esquerda). 
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 Um extrato enzimático bruto de Pleurotus albidus apresentou MCA máxima 

(222 U) a 55 °C (MARTIM et al., 2021), e uma queratinase de Bacillus cereus IIPK35 

também exibiu MCA mais elevada (107,6 U) nesta temperatura (JANA et al., 2022). A 

MCA das enzimas produzidas por seis linhagens de Aspergillus flavofurcatus variou 

de 48,5 a 116,2 U a 50 °C (ALECRIM et al., 2015). 

 As MCA ótimas de proteases de Bacillus stearothermophilus e Bacillus subtilis 

MK775302 foram observadas a 60 e 70 °C, respectivamente (AHMED et al., 2016; 

WEHAIDY et al., 2020). Uma protease de Bacillus licheniformis 5A5 exibiu MCA 

máximo (98,3 U) a 75 °C (AHMED; HELMY, 2012). A 35 °C, a MCA de uma protease 

de Bacillus amyloliquefaciens SP1 foi de 142 U (GULERIA et al. 2016), e aquela da 

protease de Bacillus subtilis SMDFS 2B foi de 522 U (MAMO et al., 2020). Assim, a 

protease bruta de Bacillus sp. CL18 apresentou valores de MCA análogos a outras 

proteases microbianas não-comerciais postuladas como coagulantes para uso na 

tecnologia de laticínios. 

 

3.3.2 Compatibilidade com detergentes comerciais e desempenho de lavagem 

 

 O uso de proteases microbianas como aditivos em detergentes foi uma de suas 

aplicações industriais pioneiras. Assim, avaliou-se a compatibilidade da protease bruta 

com cinco detergentes para lavagem de roupas (10 g/L, em água da torneira). As pré-

incubações realizadas a 25 e 40 °C não afetaram a estabilidade da enzima nos 

controles (tampão; não mostrado), e a enzima manteve atividade total em água da 

torneira (Fig. 9a). 

 Em relação aos detergentes, as atividades residuais variaram de 69,8% 

(OMO®) a 96,4% (Girando Sol®) após 60 min a 25 °C. A 40 °C, as maiores e menores 

atividades residuais após 30 min foram de 92,3% (Girando Sol®) e 42,4% (OMO®); 

após 60 min, a protease bruta reteve 85,9% da atividade inicial com Girando Sol® 

enquanto apenas 36,9% foram detectadas com OMO® (Fig. 9a). Em ambas as 

temperaturas (25 e 40 °C), a presença de Ca2+ (5 mM) não exerceu influência (p > 

0,05) nas atividades residuais (Fig. 9a), indicando que este íon não é particularmente 

importante para prevenir o efeito negativo dos constituintes químicos dos detergentes 

sobre a atividade enzimática, embora seja relevante na proteção à desnaturação 

térmica da protease (RIEGER et. al., 2017). 
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Figura  9 - (a) Atividade residual da protease frente a detergentes após incubação em 

temperaturas e tempos distintos, com ou sem Ca2+.(b) Lavagem de manchas de 

sangue em tecido de algodão com (i) água da torneira, (ii) detergente tratado 

termicamente, (iii) protease bruta inativa (1:4 em água da torneira), (iv) protease bruta 

(1:4 em água da torneira), (v) protease bruta (1:4 em detergente tratado 

termicamente), e (vi) protease bruta (1:2,5 em água da torneira). 
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 Para uma certa protease microbiana, a estabilidade enzimática geralmente 

varia dependendo dos detergentes testados, devido às suas composições químicas 

distintas (BHAVIKATTI et al., 2020; SINGH et al., 2001; KOTB et al., 2023). 

Particularmente, uma protease de Pyxidicoccus sp. S252 apresentou 62-95% de 

atividade residual após incubação com quatro detergentes (7 g/L) durante 1 h a 40 °C 

(SHARMA et al., 2021), e uma protease de Pseudomonas aeruginosa MCM B-327 

perdeu 8-31% de sua atividade após incubação (30 min a 35 °C) com cinco 

detergentes comerciais (10 g/L) (ZAMBARE et al., 2014). 

 Bhunia; Dey (2012) observaram que uma protease de Bacillus licheniformis 

NCIM 2042 manteve 31,9 a 91% da atividade original após 1 h a 40 °C com quatro 

detergentes (7 g/L), e que a enzima poderia ser usada como aditivo em detergentes 

se a atividade residual fosse ≥64%. Venugopal; Saramma (2006) relataram a 

estabilidade adequada de uma protease de Vibrio fluvialis VM10, uma vez que a 

enzima manteve 53-64% e 42-61% da atividade original após incubações durante 15 

min e 1 h, respectivamente, com seis detergentes (7 g/L). No entanto, uma protease 

de Penicillium chrysogenium X5 manteve atividade plena após incubação (40 °C, 1 h) 

com sete detergentes (7 g/L) (BENMRAD et al., 2018). 

 A partir da estabilidade da protease (Fig. 9a), foram realizados testes de 

lavagem com Girando Sol®. A água da torneira e a enzima inativa não resultaram na 

remoção completa das manchas de sangue [Fig. 9b (i, iii)], e menos sinais de 

sujidades restaram nos tecidos lavados com detergente aquecido [8 g/L; Fig. 9b (ii)]. 

A protease bruta, diluída 1:2,5 em água da torneira [Fig. 9b (vi)], foi mais eficaz do que 

em maior diluição (1:4 em água da torneira) [Fig. 9b (iv)]. No entanto, a combinação 

da protease bruta com o detergente aquecido (1:4) produziu melhores resultados em 

comparação com as suas aplicações individuais [Fig. 9b (v)]. Logo, a hidrólise de 

materiais proteicos do sangue pela protease pode atuar melhorando o desempenho 

do detergente (BENMRAD et al., 2018; KOTB et al., 2023; SHARMA et al., 2021). 

 

3.3.3 Hidrólise de gelatina de filmes de raios-X e fotográficos 

 

 A hidrólise enzimática da gelatina é uma estratégia interessante para liberar as 

partículas de prata misturadas à gelatina na camada de emulsão dos filmes 

fotográficos e de raios-X. Nesta avaliação, a protease bruta foi capaz de remover 
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completamente a camada de gelatina/prata em 15 min a 50 °C, restando limpo o 

material de base dos filmes (Fig. 10). 

 

 

Figura  10 - Aplicação da protease bruta na degradação de gelatina para recuperação 

de prata a partir de filmes de raios-X (a) e de filmes fotográficos (b). Em ambos os 

painéis (a e b), os filmes foram tratados a 50 °C por 15 min com (i) tampão Tris-HCl, 

(ii) enzima inativada termicamente, e (iii) a protease bruta ativa. 

 

 Kotb et al. (2023) detectaram a remoção parcial da camada de gelatina de 

filmes de raios-X tratados com uma protease purificada de Bacillus sp. Mar64 (3 h a 

55 °C, pH 11,0). A decomposição completa da camada de gelatina dos filmes de raios-

X por uma protease parcialmente purificada de Aspergillus niger WA 2017 ocorreu 

após 1 h (60 °C, pH 10,0) (WAHAB; AHMED, 2018). Asgher et al. (2018) relataram 

que uma protease de Aspergillus flavus removeu a camada de gelatina de filmes de 

raios-X em 50 min (37 °C, pH 8,0). 

 Uma protease bruta de Pyxidicoccus sp. S252 foi capaz de digerir a camada de 

gelatina de filmes de raios-X em 25 min (40 °C, pH 8,0 e 12,0) (SHARMA et al., 2021). 

Um período de 10 min foi suficiente para uma protease de Chryseobacterium 

cucumeris SARJS-2 degradar a camada de gelatina dos filmes de raios-X 

(BHAVIKATTI et al., 2020), e 8 minutos foram relatados para uma protease bruta de 

Bacillus sp. EMB9 (SINHA et al., 2014); no entanto, foram necessárias 24 h para que 

proteases de Bacillus subtilis AKAL7 (HAKIM et al., 2018) e Brevundimonas 

vesicularis MF276770 (SAMEENA et al., 2019) realizassem tal processo. 

 A degelatinização de filmes fotográficos também foi relatada. Uma protease de 

Bacillus lehensis, expressa em Escherichia coli, removeu a camada de gelatina em 1 

h (a 40 °C, pH 12,8) (JOSHI; SATYANARAYANA, 2013). Assim, a protease de Bacillus 
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sp. CL18 pode ser um biocatalisador interessante para a recuperação de prata de 

filmes usados. Tais métodos enzimáticos são reconhecidos como processos 

ambientalmente adequados e econômicos, quando comparados aos processos físicos 

e químicos atualmente empregados na recuperação de prata (BHAVIKATTI et al., 

2020; WAHAB; AHMED, 2018). 

 

3.3.4 Produção de hidrolisados antioxidantes a partir de subprodutos de origem animal 

 

 A protease bruta de Bacillus sp. CL18 foi aplicada com o objetivo de produzir 

hidrolisados antioxidantes a partir de fígado e baço suínos. Esta preparação 

enzimática foi capaz de hidrolisar ambos os substratos, conforme detectado pelo 

aumento do teor de proteína solúvel após 4 h de incubação (Fig. 11a). Assim, 

peptídeos com tamanhos reduzidos foram liberados dos constituintes proteicos do 

fígado e baço durante a digestão enzimática (TEDESCHI et al., 2021). 

 A atividade antioxidante dos hidrolisados obtidos foi avaliada in vitro através 

dos ensaios de eliminação de radicais ABTS (Fig. 11b) e quelação de Fe2+ (Fig. 11c). 

Nos controles, realizados com o extrato proteolítico inativado termicamente, as 

atividades antioxidantes após 4 h foram semelhantes àquelas determinadas em 0 h. 

Por outro lado, a eliminação de radicais ABTS pelo fígado não hidrolisado (0 h) 

(25,8%) e baço (26,7%) foi elevada para 72,1% e 78,3%, respectivamente, após 4 h 

de incubação com a protease ativa (Fig. 11b). Os incrementos nas capacidades de 

eliminação de radicais indicam que a hidrólise liberou peptídeos com maior 

capacidade de transferência de elétrons (ZHU et al., 2022). 

 A capacidade de quelar Fe2+ foi incrementada para 72,5% e 64,8% nos 

hidrolisados de fígado e baço (4 h), respectivamente, em comparação com fígado não 

hidrolisado (0 h; 59,3%) e baço não hidrolisado (0 h; 48,9%) (Fig. 11c). Tal capacidade 

é uma indicação indireta da atividade antioxidante. Como o Fe2+ é um íon metálico 

pró-oxidante, a quelação diminui sua disponibilidade para catalisar a geração de 

radicais livres (GULCIN; ALWASEL, 2022). 
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Figura  11 - Hidrólise de fígado e baço suínos. A concentração de proteína solúvel (a), 

eliminação de radicais ABTS (b), e capacidade quelante de ferro (c) foram avaliados 

após 0 h e 4 h de incubação com a protease bruta ativa (Enzima) ou inativada 

termicamente (Controle). Letras distintas indicam diferenças significativas para cada 

subproduto (p < 0,05) 
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 Fígados de diferentes espécies animais são reconhecidos como recursos à 

produção de hidrolisados e peptídeos bioativos (ZOU et al., 2021). A capacidade de 

eliminação de radicais e/ou quelação de Fe2+ de hidrolisados de fígado suíno vem 

sendo demonstrada; no entanto, as hidrólises são majoritariamente realizadas com 

proteases comerciais de origem microbiana, animal ou vegetal (DAMGAARD et al., 

2014; LÓPEZ-PEDROUSO et al., 2022; VERMA et al., 2019). Em relação a enzimas 

não-comerciais, o extrato proteolítico bruto de uma linhagem de Monascus purpureus 

foi aplicado na obtenção de hidrolisados de fígado suíno, que exibiram atividade 

antirradical e a capacidade de quelar íons ferrosos (YU et al., 2017). 

 Menor número de investigações está disponível no que se refere à produção 

de hidrolisados antioxidantes a partir de baço suíno. Han et al. (2014) relataram as 

habilidades de neutralização de radicais e de quelação de Fe2+ por hidrolisados de 

baço suíno produzidos com Alcalase®, uma protease comercial obtida de Bacillus 

licheniformis. No estudo de Liu et al. (2023), a hidrólise sequencial de baço suíno com 

pepsina e tripsina originou hidrolisados com capacidade antirradical. Deste modo, a 

protease bruta de Bacillus sp. CL18 pode ser adequada à produção de hidrolisados 

bioativos a partir de subprodutos animais, corroborando o potencial de enzimas 

alternativas (não-comerciais) como biocatalisadores promissores para tal propósito 

(BRANDELLI; DAROIT, 2022).  
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4 CONCLUSÃO 

 

 Bacillus sp. CL18 apresentou capacidade de produzir proteases durante SSF 

usando descartes de silagem de milho como substrato, um material até então não 

descrito para esta finalidade. Após a otimização de diversos parâmetros dos SSF, a 

produção de protease foi incrementada em 70% quando comparada àquela dos 

cultivos iniciais. 

Diversas aplicações em potencial foram demonstradas para a protease bruta 

produzida por Bacillus sp. CL18. Considerando tal multifuncionalidade como uma 

característica desejável aos biocatalisadores, os resultados obtidos sugerem o valor 

biotecnológico desta preparação enzimática. 
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4 CONCLUSÃO  

 

Os resultados deste estudo demonstraram a habilidade de uma linhagem 

bacteriana em produzir enzimas proteolíticas por meio de fermentação em estado 

sólido com diversos subprodutos agroindustriais, indicando estratégia interessante 

para valorização de biomassas. 

Em relação à protease bruta recuperada dos cultivos, a capacidade de 

coagulação de leite pode ser conveniente para a obtenção de produtos lácteos. A 

protease pode ser aplicada na reciclagem de prata a partir de filmes fotográficos e de 

raios-X usados, assim como aditivo em detergentes de base biológica. Finalmente, 

seu uso para a produção de hidrolisados proteicos bioativos pode ser uma estratégia 

sustentável para reduzir o desperdício e agregar valor à subprodutos de abatedouros. 

Esta investigação contribui potencialmente para o avanço do conhecimento 

sobre a produção e aplicações de proteases microbianas não-comerciais, oferecendo 

perspectivas promissoras para a utilização consciente de recursos e o 

desenvolvimento de processos e produtos biotecnológicos com viés inovador. 
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