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RESUMO – As enzimas proteolíticas constituem um dos mais importantes grupos 
de enzimas comerciais, atuando como catalisadores na indústria de detergentes, no 
processamento de alimentos, na indústria de couro, dentro outras aplicações. Essas 
enzimas apresentam vantagens sobre o uso de catalisadores químicos 
convencionais, pois exibem alta atividade catalítica e alto grau de especificidade 
pelo substrato. As aplicações industriais das enzimas são limitadas por vários 
fatores, tais como elevado custo, instabilidade em pH e temperatura elevados e 
sua disponibilidade. Dentre muitas abordagens tecnológicas, a imobilização de 
enzimas apresenta vantagem sobre sistemas de enzimas livres convencionais, no 
que diz respeito à estabilidade operacional e maior eficiência de catálise A 
protease parcialmente purificada obtida de Bacillus sp. P45 foi imobilizada 
através de diferentes métodos e utilizando diferentes suportes. Foram avaliadas 3 
diferentes metodologias com a finalidade de avaliar a capacidade de adsorção dos 
suportes. Os resultados mais promissores para imobilização da enzima foram com 
o emprego de quitosana e glutaraldeído e Amberlite IR 120, com atividade 
enzimática de 12,69 e 6,25 U/g de suporte, respectivamente.

1. INTRODUÇÃO 

As enzimas apresentam uma série de características que fazem seu uso vantajoso, em 
comparação com produtos químicos convencionais. O primeiro deles é uma alta eficiência 
catalítica, frequentemente superior aos catalisadores químicos, além de apresentar um elevado 
grau de especificidade, não só pela reação entre os substratos, por partes semelhantes de 
moléculas (regioespeficidade) e também entre os isômeros ópticos (estereoespeficidade). 
Essas especificidades garantem que a reação catalisada não é perturbada por reações 
secundárias, resultando na formação do produto final desejado, enquanto que a produção de 
subprodutos indesejáveis é eliminada. Isto proporciona um maior rendimento da reação, 
reduzindo os custos de produção (Krajewska, 2004; Basílio, 1994; Zentgraf e Ahern, 1991).

Além disso, as enzimas geralmente atuam em condições moderadas de temperatura, 
pressão e pH, com velocidades de reação na mesma ordem dos catalisadores químicos em 
condições extremas. Devido a esse conjunto de vantagens, desde 1960, as enzimas tem sido 



empregadas na indústria, atuando em processos de catálise (Mendes et al., 2011; Krajewska, 
2004; Basílio, 1994).

Dentre as enzimas, as proteases apresentam uma expressiva importância econômica. A 
grande diversidade da ação proteolítica sobre as moléculas de proteínas tem tornado essas 
enzimas essenciais no processamento de alimentos, como carne, pão e produtos lácteos, à 
manufatura de detergentes, à indústria farmacêutica, de couro e na síntese de hidrolisados 
proteicos, transformando-os em cadeias menores que podem ser subsequentemente absorvidas 
pelas células (Brandelli, 2008; Anwar e Saleemuddin, 1998; Basilio, 1994). No grupo das 
bactérias Gram-positivas, representantes do gênero Bacillus destacam-se como importantes 
produtores de proteases (Corrêa et al., 2010; Giongo et al., 2007; Werlang e Brandelli, 2005).

Embora o emprego de enzimas em processos industriais seja bastante utilizado, sua 
aplicação pode ser limitada por vários fatores, tais como elevado custo, instabilidade catalítica 
e o difícil papel de sua recuperação ao final dos processos industriais. Dentre muitas 
abordagens tecnológicas, a imobilização de enzimas apresenta vantagem sobre sistemas de 
enzimas livres convencionais, no que diz respeito à estabilidade operacional, maior eficiência 
de catálise e sua reutilização (Shirivas et al., 2012). 

O processo de imobilização enzimática é uma ferramenta importante para melhorar 
tanto a atividade como a estabilidade de uma enzima, permitindo sua reutilização por longos 
períodos de tempo a escala industrial. Além disso, a imobilização, permite ultrapassar as 
desvantagens da solubilidade do meio reacional e da instabilidade operacional durante o uso 
industrial das mesmas, tornando os catalisadores ideais para o desenvolvimento de uma 
indústria química sustentável, capaz de sintetizar compostos complexos e úteis, sob condições 
suaves e economicamente mais rentáveis. Essas vantagens tornam as reações catalisadas por 
enzimas imobilizadas potencialmente competitivas, frente ao uso de catalisadores químicos 
(Guisan, 2013; Mendes, 2009; Guisan, 2006; Hernaiz e Crout, 2000).

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi promover a imobilização de uma protease 
parcialmente purificada obtida a partir do cultivo submerso de Bacillus sp. P45, avaliando a 
utilização dos suportes: Amberlite IR 120, argila montmorilonita e quitosana e glutaraldeído. 

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Micro-organismo, preparo do inóculo e produção de protease

O micro-organismo Bacillus sp. P45, cedido pela coleção do Instituto de Tecnologia e 
Ciência de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) foi mantido a 
4ºC em placas contendo ágar infusão de cérebro e coração (BHI). O inóculo e a produção de 
protease foi preparado de acordo com Daroit et al., 2011

2.2.  Purificação parcial da enzima bruta extracelular 

A purificação parcial da protease bruta por sistema aquoso bifásico (SAB) seguido de 
ultrafiltração/diafiltração (UF/DF) foi realizada de acordo com Sala et al. (2014). A enzima 
parcialmente purificada foi liofilizada e utilizada para as imobilizações.



2.3. Imobilização da enzima

A protease parcialmente purificada obtida de Bacillus sp. P45 foi imobilizada através de 
diferentes métodos e utilizando diferentes suportes, conforme mostra a Figura 1. Foram 
avaliadas 3 diferentes metodologias com a finalidade de avaliar o comportamento da enzima 
frente ao rendimento de imobilização.

Figura 1 – Imobilização de protease parcialmente purificada de Bacillus sp. P45 nos suportes 
(a) Amberlite IR 120, (b) argila montmorilonita e (c) quitosana e glutaraldeído

Imobilização com amberlite IR 120: 4 g da resina catiônica Amberlite IR-120 foi 
equilibrada com tampão Tris-HCl (0,1 M, pH 7,0) e incubadas com 20 mL de solução 
contendo extrato enzimático no mesmo tampão a 10ºC por 8 h. As enzimas não ligadas foram 
removidas através de lavagem no mesmo tampão (adaptado de Abdel-Naby et al., 1998).

Imobilização com argila montmorilonita: 2 g do suporte montmorilonita natural foram 
adicionados em 25 mL de uma solução contendo o extrato enzimático e o tampão Tris-HCl 
100 mM, pH 7,0. Esta solução foi mantida sobre agitação a 10ºC por um tempo reacional de 2 
h. Após o término do processo de adsorção, a solução foi filtrada a vácuo (adaptado de Braga, 
2012). 

Imobilização com quitosana e glutaraldeído: Para o preparo das esferas de quitosana 
foram utilizados 2 g de quitosana dissolvida em 100 mL de ácido acético 1,5% (v/v), e 
aquecida a 60ºC for 1 h a 150 rpm. A solução viscosa produzida foi sonicada por 30 minutos, 
para remoção de bolhas de ar, e em seguida foram pulverizadas com auxílio de uma seringa, a 
uma taxa constante, dentro de uma solução de neutralização contendo 1 mol/L de KOH. As 
esferas formadas foram lavadas com água Milli Q até a solução se tornar neutra, após essa 
etapa, a solução foi estocada a 4ºC em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0 até a ativação com 
glutaraldeído (GA). Para a ativação das esferas de GA, as mesmas foram incubadas a 30ºC e 
100 rpm com 50 mL de 40 g/L de GA por 10 h. Depois da ativação, as esferas foram lavadas 
com tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0 para remover o excesso de GA, e armazenados a 4ºC no 
mesmo tampão. Para a imobilização da enzima 1 g de esferas úmidas foram incubadas com 25 



mL de extrato enzimático em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0 por 12 h, à 10ºC. Após a 
incubação, as esferas foram lavadas com tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0 para remover as 
enzimas não ligadas, e armazenadas a 4ºC (adaptado de Silveira et al., 2009).

2.4. Atividade enzimática e determinação de proteínas

A atividade proteolítica foi determinada pelo método usando azocaseína como substrato 
(Daroit et al., 2011; Daroit et al., 2010). Uma unidade (U) de atividade proteolítica foi 
definida como a quantidade de enzima necessária para provocar um aumento de 0,1 unidade 
de absorvância nas condições de ensaio definidas.

Os brancos foram preparados nas mesmas condições, para quantificar a enzima durante 
a reação. A atividade enzimática foi calculada para determinação da capacidade de adsorção 
dos suportes após a imobilização. Os dados foram submetidos à análise de variância 
(ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Tabela 1 apresenta os resultados da atividade enzimática de protease de Bacillus sp. 
P45 nas diferentes técnicas e suportes. Pode-se verificar que para a imobilização desta 
enzima, os resultados mais promissores foram com a utilização dos suportes quitosana e 
glutaraldeído e Amberlite IR 120, com atividades enzimáticas de 12,69 e 6,25 U/g de suporte, 
respectivamente.

Tabela 1- Imobilização de protease parcialmente purificada de Bacillus sp. P45

Suporte Atividade enzimática (U/g suporte)

Amberlite IR 120 6,25 ± 0,13b

Argila montmorilonita 2,35 ± 0,29c

Quitosana e glutaraldeído 12,69 ± 0,33a

*Letras iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa ao nível de 95% de confiança

A técnica de imobilização por adsorção física é considerada uma técnica simples, que 
envolve interações iônicas, pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas (Krajewska, 2009; 
Mikkelsen e Cortón, 2004; Basilio, 1994). Porém, esta técnica não foi tão promissora, uma 
vez que a enzima imobilizada com o suporte argila montmorilonita apresentou baixa atividade 
enzimática (2,35 U/g de suporte).  

A imobilização por ligação covalente através de um grupo espaçador (glutaraldeído e 
quitosana) apresentou a maior atividade da enzima por grama de suporte (12,69 U/g). A 
modificação das esferas de quitosana com glutaraldeído consiste em três objetivos: melhora 
da mobilidade de enzima imobilizada através da introdução de um grupo espaçador, redução 
das interações entre proteína e suporte, e introdução de grupos carbonil na superfície da 



quitosana para reação de grupos amina da protease (Silveira et al., 2012; Cao, 2005; Abdel-
Naby et al., 1998). 

A utilização da resina de troca iônica Amberlite IR 120 apresentou uma boa 
imobilização com atividade enzimática de 6,25 U/g de suporte. Abdel-Naby et al., 1998 
encontraram comportamentos semelhantes para imobilização com resinas como DEAE-
Celulose, Dowex 1x4 e Eceola-Celulose (5,93, 8,79 e 8,87 U/g de suporte, respectivamente). 
Este fato pode ser atribuído como resultado do limite de difusão da enzima, ou seja, 
inicialmente pode ter ocorrido um elevado carregamento da enzima sobre o suporte e as 
moléculas ocuparam apenas a camada exterior das partículas porosas da resina.  Desta 
maneira, a difusão é menor se as moléculas da enzima estão ligadas apenas na superfície da 
resina, dificultando a difusão das moléculas de enzima no interior da estrutura porosa durante 
o processo de imobilização. Limites de difusão, como neste caso, podem conduzir a perda de 
60-70% de atividade enzimática (Cao, 2005).

5. CONCLUSÃO

Dentre as diferentes técnicas e suportes utilizados para promover a imobilização da 
protease parcialmente purificada de Bacillus sp. P45.,  os melhores resultados foram com a 
utilização dos suportes quitosana e glutaraldeído e Amberlite IR 120, os quais apresentaram 
atividades enzimáticas, de 12,69 e 6,25 U/g de suporte, respectivamente.  Esses resultados são 
promissores, indicando a necessidade de estudos futuros a fim de maximizar a técnica de 
imobilização, avaliando dos parâmetros do processo.
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