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RESUMO 

 

 

DIAS, Disney Ribeiro. Uso de protease de Bacillus spp. na hidrólise protéica 
de farinha de feijão (Phaseolus vulgaris L.). Lavras: UFLA, 2007, 131 p. 
(Tese – Doutorado em Ciência dos Alimentos) 1. 
 
 
O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é um alimento básico na refeição do brasileiro, 
constituindo uma das principais fontes protéicas da dieta, além de fornecer 
outros macronutrientes e minerais. Apesar da considerável concentração de 
proteínas no feijão, este alimento é considerado de baixo valor biológico, 
quando comparado a proteínas animais e outras fontes protéicas vegetais. A 
aplicação de proteases, na indústria de alimentos, tem aumentado 
consideravelmente nos últimos anos, seja na fabricação de queijos, na 
diminuição da alergenicidade de proteínas do leite, na modificação de textura, na 
indústria de bebidas e, mais recentemente, na obtenção de hidrolisados 
protéicos. Esta classe de enzimas desempenha papel importante na ciência e na 
tecnologia de alimentos. A melhoria da qualidade nutricional de alimentos, em 
especial o aumento no valor biológico de suas proteínas, tem sido alvo de muitas 
pesquisas. Uma das possibilidades de se alcançar resultados satisfatórios neste 
contexto é o emprego de proteases para a obtenção de hidrolisados protéicos. 
Estes compostos têm a digestão favorecida, apresentam maiores teores de di e 
tripeptídeos e tendem à hipoalergenicidade. Visando melhorar as qualidades 
nutricionais do feijão, em especial quanto disponibilidade protéica, o objetivo 
deste trabalho foi a utilização de fonte enzimática microbiana de baixo custo, 
capaz de promover a hidrólise das proteínas do feijão e melhorar a 
digestibilidade protéica in vitro do mesmo. O trabalho foi dividido em duas 
etapas. Na primeira, duas cepas de Bacillus, uma padrão (Bacillus subtilis ATCC 
6633) e uma selvagem (Bacillus sp. UFLA 817CF) isolada durante o processo 
fermentativo de café via seca no Sul de Minas Gerais, Brasil, foram avaliadas 
quanto à capacidade de secreção de proteases alcalinas. As duas cepas foram 
cultivadas em cinco meios de cultivo distintos, sendo caldo nutriente, caldo 
nutriente mais caseinato de sódio 1% e caldo nutriente adicionado de soro de 
leite em pó, nas concentrações de 0,01%, 0,1% e 1%, durante 72 horas, a 28°C e 
150 rpm. Amostras destes cultivos foram coletadas a cada 24 horas para 
avaliação de atividade proteolítica, proteínas totais e contagem de UFC/mL. O 
                                                           
1 Comitê Orientador: Rosane Freitas Schwan – DBI/UFLA (Orientadora), 
Marialice Pinto Coelho Silvestre – FAFAR/UFMG (Co-Orientadora), Celeste 
Maria Patto de Abreu, DQI/UFLA (Co-orientadora). 
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máximo de atividade proteolítica foi observado no tempo 24 horas, para ambos 
os microrganismos testados (839,8 U/mg para B. subtilis ATCC 6633 e 975,9 
U/mg para Bacillus sp. UFLA 817CF). A saturação com 60% de sulfato de 
amônio foi a fração que apresentou os melhores resultados de atividade 
proteolítica específica para todos os meios testados, considerando a cepa 
Bacillus. sp. UFLA 817CF. As melhores condições para a atividade proteolítica 
desta foram em pH 9,0 e 40°C, em três meios testados (NB, NBC e NBW1), os 
quais apresentaram melhores resultados. A protease de Bacillus sp. UFLA 
817CF, obtida da fração 60%, apresentou estabilidade em pH 7,0 e estabilidade 
térmica a 40°C e 50°C, podendo ser considerada uma alternativa para utilização 
do efluente de soro de leite, além de poder ser empregada em diversas áreas, 
com a finalidade de promover hidrólise protéica. Na segunda etapa foram 
realizados tratamentos enzimáticos em quatro cultivares de feijão (ON; OPNS, 
TAL e VC3). O delineamento foi inteiramente casualizado, em fatorial 4X3 
(quatro cultivares e três tratamentos: testemunha, sem protease; hidrolisado 1, 
adição de protease comercial; hidrolisado 2, adição de protease de Bacillus sp.) 
com 4 repetições. A concentração de proteínas totais (g/100 g de matéria seca) 
nas amostras variou de 16,94% a 18,06%, enquanto a concentração de fenólicos 
totais esteve entre 0,78% e 1,12% (g Eq. ácido tânico/100 g de matéria seca). A 
digestibilidade protéica in vitro na farinha não tratada enzimaticamente 
(testemunha) variou entre 47,30% e 56,17%, em relação à digestibilidade da 
caseína. As concentrações de P, K, Ca, Mg, S e Zn, observadas nas quatro 
cultivares testadas, se encontram dentro dos valores médios disponíveis na 
literatura. No tratamento com protease de Bacillus sp. houve diminuição nos 
teores de Cu e Mn. O teor médio de Fe aumentou nas farinhas tratadas 
enzimaticamente, chegando ao incremento máximo de 102% para a farinha da 
cultivar TAL tratada com protease de Bacillus sp. A digestibilidade de todas as 
farinhas testadas aumentou significativamente (p<0,05), em função do 
tratamento enzimático. A maior variação foi observada na cultivar OPNS, cujos 
valores, respectivamente, para a testemunha e protease de Bacillus sp., foram 
54,4% e 81,6%. 
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ABSTRACT 

 

 

DIAS, Disney Ribeiro. Use of Bacillus spp. protease to improve protein 
hydrolysis of bean (Phaseolus vulgaris L) flour. Lavras: UFLA, 2007, 131 p. 
(Tese – Doutorado em Ciência dos Alimentos) 2. 
 
 
The common beans (Phaseolus vulgaris L.) are a staple food for Brazilian diet, 
which represent the major source of dietary protein, and other micronutrients 
and minerals. Despite the considerable concentration of protein in beans, the 
food is considered of low biological value when compared to animal proteins 
and other plant protein sources. The application of proteases in the food industry 
has increased considerably in recent years.  This class of enzymes plays an 
important role in Food Science and Technology, for example, in the manufacture 
of cheese, in decrease of the allergenicity of milk proteins, the modification of 
food texture, in beverage industry and, more recently, to obtain protein 
hydrolysates. Improving of the nutritional quality of the food, especially to 
increase their biological value of proteins has been the subject of many 
researches. One possibility to achieve satisfactory results in this regard is the use 
of proteases to obtaining protein hydrolysates. These compounds have the 
digestion favored due to higher levels of di and tripeptideos and tend to 
hipoallergenicity. Aiming to improve the nutritional qualities of beans, 
especially the protein availability, the objective of this work was to use a 
microbial enzyme produced from a low-cost source, capable of promoting the 
hydrolysis of proteins from beans and improve its in vitro digestibility. This 
work was performed in two steps. Firstly, two strains of Bacillus, one from 
culture collection (B. subtilis ATCC 6633) and a wild type (Bacillus sp. UFLA 
817CF) isolated from coffee beans in South of Minas Gerais, Brazil, were 
evaluated in relation to secretion of alkaline proteases. The strains were grown 
on nutrient broth, nutrient broth with sodium caseinate and nutrient broth with 
three different concentrations of cheese whey powder during 72 h. Samples were 
collected at 24 hour intervals to evaluate the proteolytic activity, protein content 
and cell population. Maximum protease activity was observed after 24 hours 
growth for both the microorganisms, a period that coincided with the end of the 
exponential phase. The specific activity values were, respectively, 839.8 U/mg 
for B. subtilis ATCC 6633 and 975.9 U/mg for Bacillus sp. UFLA 817CF. The 
                                                           
2 Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan – DBI/UFLA (Major Professor), 
Marialice Pinto Coelho Silvestre – FAFAR/UFMG, Celeste Maria Patto de 
Abreu, DQI/UFLA. 
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60% saturation presented the best results for specific protease activity in all the 
growth culture media tested with Bacillus sp. UFLA 817CF. Bacillus sp. UFLA 
817CF showed highest enzymatic activity at pH 9.0 and 40 °C in the three 
culture media tested (NB, NBC e NBW1). The protease obtained from culture of 
the wild Bacillus strain presented stability at pH 7.0 and considerable heat 
stability at 40°C and 50°C, and could be an alternative for the industry to utilize 
cheese whey to produce proteolytic enzymes. The second step included 
improving the availability of protein in beans by enzymatic treatments were 
performed in four cultivars (ON, OPNS, TAL and VC3). The approach was 
completely randomized design with four replicates. It was used a 4 x 3 factorial 
arrangement (four cultivars and three treatments; treatment 1: addition of 
commercial protease and treatment 2: addition of protease from Bacillus sp., 
treatment 3: control without enzyme). The concentration of total protein (g/100 g 
of dry matter) in the samples ranged from 16.94% to 18.06%, while the 
concentration of total phenolics was between 0.78% and 1.12% (g Eq. tanic acid 
/ 100 g dry matter). The in vitro protein digestibility in beans flour untreated 
enzymatically (control) ranged between 47.30% and 56.17% on the digestibility 
of casein. Concentrations of P, K, Ca, Mg, Zn observed in the four cultivars 
tested were within the average values available in the literature. Treatment 2 
with protease from Bacillus sp. induced decrease in levels of Cu and Mn. It was 
observed that the average of Fe content increased in all beans flour when treated 
with proteases, reaching the maximum increase of 102% in the TAL flour 
treated with protease from Bacillus sp. The digestibility of all beans tested was 
significantly increased (p <0.05) as function of enzyme treatment, being the 
greater variation observed in the cultivar OPNS treated with protease from 
Bacillus sp., which values were 81.6% while the control treatment was 54.4%. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

PROTEASES E HIDROLISADOS PROTÉICOS 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

Enzimas proteolíticas são responsáveis pela clivagem de proteínas e 

exibem diversas funções nos mais variados sistemas biológicos. Estas enzimas 

estão presentes em plantas, animais e microrganismos. Neste grupo, o gênero 

Bacillus é um dos mais estudados, em função de sua habilidade de secretar 

elevadas concentrações de proteases. As características de ação das proteases 

podem variar em função de sua origem e estrutura química. 

Cerca de 60% do mercado mundial de enzimas hidrolíticas corresponde 

à aplicação de proteases na indústria. A maioria das proteases comercializadas 

atua em pH alcalino e é oriunda do cultivo de Bacillus, microrganismo de 

reconhecidamente fácil cultivo e capaz de secretar grandes quantidades de 

proteases. Cepas deste gênero podem crescer em diversos meios de cultivo. 

Entretanto, a espécie deste microrganismo e a constituição do meio, bem como 

as condições de incubação, são determinantes no rendimento enzimático e nas 

características da enzima secretada. Estima-se que 40% do custo de produção 

das enzimas seja devido aos gastos com meio de cultivo. Isto tem motivado 

pesquisas empregando fontes alternativas (e.g. farinha de soja, pena de galinha, 

pó de conchas, farinha de peixe), oriundas de efluentes de indústria, como 

substrato para o crescimento de Bacillus, com o objetivo de obterem-se 

proteases com variadas características. 

Estas enzimas têm sido amplamente empregadas em vários setores, 

como o farmacêutico, o químico, a pesquisa, o têxtil, o de detergentes e o de 

alimentos. Os hidrolisados protéicos enzimáticos têm despertado o interesse da 

comunidade científica e da indústria. Diferentes enzimas e condições hidrolíticas 

estão sendo testadas, de maneira a verificar a eficiência na obtenção de 

hidrolisados protéicos ricos em oligopeptídeos. Estudos têm evidenciado o valor 



3 
 

nutritivo dos hidrolisados enzimáticos de proteínas, relacionando-os, 

especialmente, ao seu teor em di e tripeptídeos. Nesse sentido, alguns trabalhos 

têm desenvolvido hidrolisados protéicos de alto valor biológico, a partir de 

alimentos de origem animal (leite e derivados). 

Informações a respeito da utilização de proteína vegetal para a obtenção 

de hidrolisados protéicos são encontradas com relação à soja, principalmente 

milho e arroz. Com relação ao feijão (Phaseolus vulgaris L.), não há relatos na 

literatura consultada. O feijoeiro é uma leguminosa de grande importância na 

alimentação do brasileiro, sendo, em algumas regiões, a principal fonte de 

proteína. 

Assim, levando-se em conta a posição relevante que ocupa o feijão na 

dieta do brasileiro, é de grande interesse utilizá-lo como matéria-prima para o 

desenvolvimento de novos produtos. Além disso, a obtenção de enzimas 

proteolíticas de fontes microbianas, com a finalidade de obter hidrolisados 

protéicos, é de interesse para a indústria, visando à diminuição de custos de 

produção e ao aumento de eficiência do processo de hidrólise na formulação de 

novos produtos. 
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2  REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Hidrólise de proteínas 

A hidrólise de proteínas pode ser catalisada por ácidos, bases ou 

enzimas. Tanto a hidrólise ácida quanto a alcalina são inespecíficas, podem 

destruir aminoácidos como triptofano, lisina, treonina e também causar a 

racemização da maioria dos aminoácidos, comprometendo o valor nutricional da 

proteína (Adler-Nissen, 1986). 

Os processos químicos não são facilmente aceitos na produção de 

alimentos, principalmente devido aà crescente preocupação do consumidor 

quanto à segurança alimentar. No tratamento enzimático, utilizando-se proteases 

específicas, podem-se citar algumas vantagens sobre as hidrólises alcalina e 

ácida, como especificidade, controle do grau de hidrólise, condições moderadas 

de ação, menor conteúdo de sal no hidrolisado final e formação mínima de 

subprodutos (Cheftel et al., 1989; Mannheim & Cheryan, 1992; Pearce, 1995). A 

hidrólise enzimática ainda dá origem a oligopeptídeos que, nutricionalmente, são 

superiores e apresentam elevado potencial para o preparo de formulações 

hipoalergênicas (Anantharaman & Finot, 1993). Além disso, como as enzimas 

podem ser empregadas, geralmente, em concentrações muito baixas, sua 

remoção do sistema da reação é freqüentemente desnecessária ou mais fácil do 

que para outros catalisadores, os quais devem ser utilizados em concentrações 

maiores (Posorske, 1984; Jung et al., 2005). 

O processo de hidrólise enzimática tem se destacado na melhoria das 

propriedades funcionais das proteínas, tais como solubilidade, poder 

emulsificante, textura, tendo grande aplicabilidade em vários produtos 

alimentícios (Panyam & Kilara, 2004; Jung et al., 2005). As proteases têm sido 

utilizadas para a modificação de proteínas, como na hidrólise de soja e de outros 
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vegetais, para a solubilização de concentrados de peixes, amaciamento de 

carnes, hidrólise de caseína e na melhoria da textura de queijos, aumentando 

significativamente a qualidade e o valor dos produtos in natura (Cheftel et al., 

1989; Morato et al., 2000; Carreira et al., 2004; Viana et al., 2004). 

Além da melhoria das propriedades funcionais e de sabor e aroma, é 

possível aumentar o aproveitamento nutricional das proteínas pelo tratamento 

enzimático. Um dos principais critérios na caracterização de um hidrolisado para 

utilização dietética é sua distribuição quanto ao tamanho dos peptídeos, pois 

sabe-se que o comprimento da cadeia peptídica influencia a taxa de absorção 

(Vijayalakshimi et al., 1986). Diversos autores têm demonstrado que fórmulas 

contendo um elevado teor de oligopeptídeos, especialmente di e tripeptídeos, são 

utilizadas mais efetivamente do que uma mistura equivalente de aminoácidos 

livres, apresentando assim maior valor nutritivo (Hara et al., 1984; Keohane et 

al., 1985; Silvestre et al., 1994a,b). 

Uma desvantagem encontrada no processo de hidrólise enzimática de 

proteínas é o desenvolvimento de gosto amargo no decorrer da catálise, o qual 

parece estar relacionado à liberação de aminoácidos hidrofóbicos que se 

encontravam no interior das moléculas protéicas. Esta característica representa 

um dos principais obstáculos na aplicação generalizada dos hidrolisados 

(Minagawa et al., 1989, Gallagher et al, 1994; Kanekanian et al., 2000). 

 

2.1.1 Fatores interferentes 

Por se tratar de uma reação enzimática, algumas variáveis devem ser 

controladas para se alcançar resultados confiáveis. Temperatura, pH, tempo de 

hidrólise, tipo e concentração de substrato, relação enzima/substrato (E:S) e 

inativação enzimática ao final do processo de obtenção do hidrolisado (seja por 

adição de ácido tricloroacético, aquecimento ou resfriamento) são fatores a 

serem cuidadosamente observados (Nielsen & Olsen, 2002). 
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O controle das condições hidrolíticas na digestão enzimática das 

proteínas constitui uma etapa importante para se obter produtos com qualidade 

nutricional elevada, propriedades funcionais desejáveis e características de sabor 

e aroma agradáveis ao consumidor (Svenning et al.,1993). 

A escolha da enzima proteolítica é de extrema importância, uma vez que 

sua ação específica irá influenciar a composição final dos produtos de hidrólise, 

principalmente com relação ao tamanho médio dos peptídeos e os aminoácidos 

que se quer deixar na forma livre (Chataud et al., 1988; Haque & Mozaffar, 

1992). 

A associação de enzimas, introduzidas na reação, simultânea ou 

sucessivamente, pode conduzir a um grau de hidrólise superior àquele obtido 

com uma única enzima, demonstrando um caráter de ação sinérgica ou 

complementar (Chataud et al., 1988). Assim, na produção de hidrolisados, 

enzimas de ampla especificidade têm sido utilizadas em associações, levando a 

uma hidrólise extensa, com a obtenção de oligopeptídeos e aminoácidos (Reed, 

1975; Clemente, 2000). 

A ação do calor sobre a atividade enzimática tem sido utilizada por 

alguns autores, visando á interrupção da reação hidrolítica, empregando-se 

temperaturas na faixa de 80ºC a 90ºC, por 10 a 20 minutos (Minagawa et al., 

1989; Nakamura et al., 1993). Segundo Kilara (1985), o tempo requerido para 

atingir um determinado grau de hidrólise diminui exponencialmente com o 

crescente aumento da temperatura da reação, até o momento em que a inativação 

enzimática pelo calor se torna significativa. Como as enzimas são termolábeis, o 

calor de desnaturação resulta em uma perda gradual de suas propriedades 

catalíticas, sendo crescente a taxa de inativação com o aumento da temperatura. 

Desse modo, se, por um lado, as temperaturas mais elevadas aumentam o 

rendimento das reações enzimáticas, por outro, podem provocar a inativação da 

enzima, dependendo do calor aplicado (Reed, 1975; Price & Stevens, 1993).  
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2.2 Enzimas em alimentos 

Enzimas podem estar presentes, nos mais diversos tipos de alimentos, 

pelo menos de três formas distintas: (i) enzimas nativas ou constitutivas, (ii) 

enzimas adicionadas ao alimento e (iii) enzimas contaminantes de alimentos 

(Whitaker, 1994; Naz, 2002). 

As enzimas nativas ou constitutivas são biomoléculas inerentes ao 

alimento como um todo ou presentes em seus componentes. Em muitos casos, 

este grupo de enzimas não interfere, de forma prejudicial, no alimento do qual 

são integrantes enquanto este se encontra intacto. Isto se deve, entre outras 

razões, à falta de substrato sobre o qual a enzima atua, à compartimentalização 

diferenciada entre enzima e substrato, à presença de inibidores enzimáticos e à 

variação nos parâmetros fisiológicos e físico-químicos, como pH e temperatura. 

Todavia, quando o tecido que compõe o alimento, seja de origem vegetal ou 

animal, sofre injúria ou processamento, as condições acima citadas são alteradas 

e as enzimas iniciam processo catalítico. O escurecimento enzimático causado 

por oxidorredutases (e.g. peroxidase, polifenoloxidase) em frutos, a rancificação 

oxidativa dos lipídeos presentes na soja (por ação das lipoxigenases) e o 

amaciamento de carnes por ação de calpaínas são alguns exemplos do contato 

entre enzimas e seus substratos em alimentos (Cherry & Ory, 1984; Robinson & 

Eskin, 1991; Goulart et al., 2003; Whitaker et al. 2003). 

No processamento de determinados alimentos, a adição de enzimas 

comerciais ou oriundas do metabolismo desejado de microrganismos é etapa 

determinante. Estas enzimas têm por finalidade modificar textura, melhorar 

aroma e sabor, alterar a aparência e garantir o produto final desejado. 

Informações sobre aplicação de enzimas no processamento de alimentos 

encontram-se na Tabela 1. 

Em determinadas situações, a ação de enzimas é indesejada. Isso ocorre 

em alimentos contaminados com microrganismos ou cuja população microbiana 
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inerente ao alimento tenha aumentado demasiadamente devido a alterações 

físico-químicas e bioquímicas (e.g. alteração na microbiota e atividade 

enzimática em leite) e também quando a fonte de alimento (tecido animal ou 

vegetal) sofreu algum processo de injúria ou doença (Whitaker, 1994; Potter & 

Hotchkiss, 1995). 

 

 



 
 

9 

TABELA 1 – Emprego de algumas enzimas no processamento de alimentos. 
 

Classes/enzimas Origem Aplicação Referências 

Oxidorredutases    
Glicose oxidase Aspergillus niger,  A. oryzae, 

Penicillium sp. 
Produção de gliconato e δ-
gliconolactona, empregados como 
aditivos alimentares. 

Whitaker (1994), Belitz et 
al. (2004) e Sisak et al. 
(2006). 

Catalase Animal (fígado), vegetal (rábano – 
Armoracia rusticana Gaertn, syn. 
Cochlearia armoracia) e microbiana 
(Corynebacterium glutamicum, 
Bacillus sp., Aspergillus niger). 

Remoção de H2O2 residual 
durante a fabricação de queijos. 
Aplicação conjunta com a glicose 
oxidase para diminuir 
concentração de H2O2. Remoção 
de glicose da clara de ovo para 
emprego em panificação. 

Ozyilmaz et al. (2005), Sisak 
et al. (2006) e Ozyilmaz & 
Seyhan Tukel (2007). 

Peroxidase Animal (fígado), vegetal (rábano – 
Armoracia rusticana Gaertn, syn. 
Cochlearia armoracia; figo, tabaco, 
batata, brócolis) e microbiana 
(Arthromyces ramosus, Coprinus 
cinereus). 

Enzima constitutiva associada ao 
amadurecimento de frutos.  

Clemente & Pastore (1998), 
Forsyth et al. (1999), Lemos 
et al. (2001) e Kim et al. 
(2005). 

Polifenoloxidase Vegetais (maçã, banana, café, 
cogumelos, batata, folhas de chá). 

Enzima constitutiva cuja ação é 
desejada durante o processamento 
de chá, chocolate, café, uva passa 
e outros nos quais o 
escurecimento enzimático e 
alteração no sabor favorecem a 
qualidade do produto final. 

Vamos-Vigyazo (1981), 
Carvalho et al. (1994), 
Clemente & Pastore (1998), 
Goulart et al. (2003) e 
Zanatta et al. (2006). 

...continua... 
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TABELA 1, Cont. 
 

Lipoxigenase Vegetais (legumes) e animais. Processo de branqueamento e 
melhoria das propriedades 
reológicas de produtos de 
panificação. 

Belitz et al. (2004), 
Anokwulu & Onwurah 
(2004) e Baysal & 
Demirdöven (2007). 

Hidrolases (Carboidrases) 
α-amilase Bacillus licheniformis, B. subtilis, 

Aspergillus oryzae, A. niger. 
Hidrólise do amido 
(endoglucanase) liberando 
dextrinas na produção de cerveja 
e na panificação. 

Whitaker (1994), Pandey et 
al. (2000), Jensen & Olsen 
(1992), Belitz et al. (2004) e 
Spier et al. (2006). 

β-amilase Bacillus subtillis, B. megatherium, B. 
cereus. 

Hidrólise do amido a partir de 
extremidades não redutoras; 
empregada na produção de 
xaropes ricos em maltose 

Glicoamilase Aspergillus oryzae, Trichoderma 
reesei, Rhizopus sp. 

Conversão de dextrinas a 
monossacarídeos na produção de 
xaropes e na fabricação de 
cerveja. 

Shuzheng et al. (1984) e 
Soccol et al. (2004) 

Lactase (β-D-
galactosidase) 

Aspergillus niger, Kluyveromyces 
lactis, K. fragilis, K. marxianus. 

Como aditivo de formulações 
lácteas para indivíduos com 
deficiência na síntese desta 
enzima. 

Mahoney et al. (1975) e Ku 
& Hang (1992). 

Pectinases  Aspergillus oryzae, Trichoderma 
reesei, Kluyveromyces marxianus. 

Aumentar extração e melhorar a 
clarificação de sucos e bebidas 
fermentadas. 

Schwan & Rose (1994), 
Kashyap et al. (2001), Jayani 
et al. (2005), Dias et al. 
(2003) e Dias et al. (2007). 

...continua... 
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TABELA 1, Cont. 
 

Hidrolases (Lipases) 
Lipases Candida lipolytica, Geotrichum, 

Rhizopus, Lypomyces, Thermomyces, 
Bacillus. 

Melhoria do aroma e diminuição 
do tempo de amadurecimento de 
queijos.  

Arpigny & Jaeger (1999), 
Pandey et al. (1999) e Jaeger 
& Eggert (2002). 

Hidrolases (Peptidases) 
Papaína Mamão (Carica papaya). Amaciamento de carnes. 

Prevenção de “chill haze” em 
cervejas. Obtenção de peptídeos 
de sabor e aroma agradáveis. 

Hänsler et al. (1995), Wong 
(1995) e Lee & Chen (2002). 

Bromelina Abacaxi (Ananas comosus). Amaciamento de carnes. 
Obtenção de peptídeos de sabor e 
aroma agradáveis. 

Rowan et al. (1990), Harrach 
et al. (1995) e Pinterits & 
Arntfield (2007). 

Ficina Figo (Ficus carica). Amaciamento de carnes. 
Prevenção de “chill haze” em 
cervejas. 

Hänsler et al. (1995), Akar 
& Fadiloglu (1999) e 
Ramezani et al. (2003). 

Calpaína Animal (baço e pulmão). Enzima constitutiva. 
Amaciamento de carnes. 

Potter & Hotchkiss (1995), 
Hughes et al. (2000) e 
Chéret et al. (2007). 

Subtilisina Bacillus licheniformis, B. subtilis e 
outros Bacillus. 

Indústria cervejeira e laticínios 
(fabricação de queijo). 
Hidrolisados protéicos de soja. 

Rao et al. (1998), Kirk et al. 
(2002) e Carreira et al. 
(2004). 

Pepsina Animal (suco gástrico) e microbiana 
(Aspergillus awamori, A. niger, A. 
oryzae, Penicillium). 

Hidrólise proteica em geral com a 
finalidade de aumentar a 
digestibilidade. Associada à 
renina na fabricação de queijos. 

Godfrey & West (1996), Yu 
et al. (2006) e Sinkovits et 
al. (2007). 

...continua... 
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TABELA 1, Cont. 
 

Tripsina  Animal e microbiana. Ampla aplicação na indústria 
(hidrólise protéica). Produção de 
hidrolisados.  

Chen et al. (1994), Carreira 
et al. (2004) e Mota et al. 
(2006). 

Quimotripsina Animal (pâncreas bovino). Ampla aplicação na indústria. 
Diminui alergenicidade das 
proteínas do leite. Reação de 
plasteína. 

Combes & Lozano (1992), 
Hassan et al. (2007) e 
Humiski & Aluko (2007). 

Quimosina (renina) Animal (estômago de bezerro) e 
microbiana (Aspergillus usamii, 
Mucor, Rhizomucor). 

Coagulação da caseína na 
fabricação de queijos. 

Rampilli et al. (2005) e 
Mistry (2006). 

Termolisina Bacillus thermoproteolyticus. Síntese de aspartame. Kamihira et al. (1987), Paul 
et al. (1988) e Martin et al. 
(2001). 

Aminopeptidase 
(exopeptidase) 

Animal (rim suíno) e microbiana 
(Clostridium histolyticum, 
Streptomyces griseus, Aspergillus 
parasiticus, Bacillus). 

Hidrolisados protéicos 
(diminuição do sabor 
desagradável). 

Taylor (1993), Raksakulthai 
& Haard (2003) e Arima et 
al. (2006). 
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2.2.1 Emprego de proteases na indústria 

A utilização de enzimas pelo setor industrial movimenta bilhões de 

dólares anualmente. A aplicação destas biomoléculas é diversificada e elas são 

empregadas em indústrias têxteis, em curtumes, na fabricação de bebidas, na 

panificação e em alimentos em geral, além do tratamento de resíduos e efluentes 

industriais.  

A origem destas enzimas pode variar entre diversas fontes, como 

microbianas, animais e vegetais. A cultura de células animais ou vegetais se 

torna um processo oneroso quando se pensa em produção em larga escala. Já a 

utilização de microrganismos é uma das mais antigas formas de produção de 

enzimas, sendo um processo rentável a baixo custo e corresponde a cerca de 

90% do montante de enzimas produzidas comercialmente (Godfrey & West, 

1996; Beynon & Bond, 2001). 

A maioria dos microrganismos consegue produzir proteases durante o 

seu metabolismo, porém, nem todos podem atuar como fornecedores dessas 

enzimas para algumas indústrias, principalmente nas de alimento e 

medicamento. Microrganismos cujas enzimas serão empregadas nestes setores 

devem ser reconhecidos como GRAS, do inglês generally recognized as safe. Os 

principais gêneros de microrganismos produtores de proteases para fim 

industrial são Aspergillus sp. e Bacillus sp. Outros gêneros, em menor escala, 

aparecem como produtores de enzimas para fins industriais (Lee, 1996; Rao et 

al., 1998). 

Cerca de 75% das enzimas utilizadas em processos industriais 

desempenha ação hidrolítica, sendo utilizadas na clivagem de polímeros naturais 

em oligômeros ou até monômeros. Destes 75%, as proteases correspondem a 

40% das enzimas comercializadas, sendo principalmente empregadas na 

indústria de laticínios e detergentes com a finalidade de alterar a estrutura e a 

função do material protéico. Na indústria de alimentos são utilizadas no aumento 
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da solubilidade, estabilidade, digestibilidade, e alergenicidade de proteínas 

contidas em alguns alimentos (Cordle, 1994; Frokjaer, 1994; Godfrey, 1996; 

Godfrey & West, 1996). Também têm sido empregadas na produção de 

hidrolisados protéicos com baixo teor de fenilalanina para tratamento de 

fenilcetonúricos (Nakhost et al., 1982; Arai et al., 1986; Maeda et al., 1987; 

Watanabe et al., 1988). 

A ação das proteases está condicionada à sua especificidade ou 

seletividade e esta a fatores físico-químicos, como pH, temperatura, 

concentração de sais, solventes e agentes inibidores. Este grupo de enzimas 

modifica a estrutura protéica por atuar em pontos específicos da cadeia 

polipeptídica e quebrar a ligação amídica existente entre os aminoácidos. A 

estrutura da cadeia polipeptídica e a seqüência de aminoácidos desta cadeia são 

fatores que interferem na ação da enzima, razão pela qual existem diversas 

proteases, de diferentes origens, que atuam em pontos distintos da cadeia 

protéica. As três principais fontes ou origens de proteases são a animal (e.g. 

quimosina, quimotripsina, tripsina, pancreatina e pepsina) a vegetal (e.g. 

bromelina, papaína, ficina e queratinase) e a microbiana (e.g. subtilisina, 

termolisina, protease alcalina, protease neutra e protease ácida), sendo esta uma 

das mais amplas e difundidas formas de obtenção (Naz, 2002; Belitz et al., 

2004).  

Enzimas proteolíticas podem ser classificadas como exopeptidases 

(atuam na extremidade carboxil ou amino da cadeia polipepetídica) e 

endopeptidases (atuam na parte interna da cadeia da proteína). Em função do(s) 

resíduo(s) de aminoácido(s) presente(s) no sítio catalítico, responsável(is) pela 

catálise, as peptidases podem ser, também, classificadas com cisteíno (papaína, 

bromelina, ficina), serino (tripsina, quimotripsina, subtilisina), aspártico 

(pepsina, quimosina, catepsina D) e metalo-endopeptidases (termolisina, 

colagenases). O mecanismo de ação proposto da papaína, subtilisina e pepsina 
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(Wong, 1995; Whitaker, 2003) está ilustrado nas Figuras 1, 2 e 3, 

respectivamente. 
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FIGURA 1 – Esquema do mecanismo de ação catalítico das cisteíno-

endopeptidases (papaína), em que: 1. ligação reversível e formação 
do complexo enzima-substrato - [E-S]; 2. ataque nucleofílico do 
ânion tiol da Cys 25 ao C carbonílico da ligação peptídica a ser 
clivada, levando à formação de um intermediário tetraédrico; 3. 
colapso do intermediário em acil-enzima, via protonação do C da 
ligação a ser clivada por ação do grupo imidazol da His 159, com 
liberação do segmento polipeptídico aminado do substrato; 4. ataque 
nucleofílico pela água, intermediado pela His 159, promove 
desacilação da acil-enzima; 5. liberação do segmento polipeptídico 
carboxilado do substrato (Price & Stevens, 1993; Wong, 1995; 
Belitz et al., 2004). 
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FIGURA 2 - Esquema do mecanismo de ação catalítico das serino-

endopeptidases (subtilisina), em que: 1. ligação reversível e 
formação do [E-S]; 2. ataque nucleofílico do ânion –O- da Ser 211 
ao C carbonílico da ligação peptídica a ser clivada, levando à 
formação de um intermediário tetraédrico. Este passo é favorecido 
pela catálise básica da His 64; 3. colapso do intermediário em acil-
enzima, via protonação do C da ligação a ser clivada por ação do 
grupo imidazol da His 64, com liberação do segmento polipeptídico 
aminado do substrato; 4. ataque nucleofílico da água, intermediado 
pela His 64, formando um novo intermediário; 5. quebra deste 
intermediário via protonação do O- da Ser 211 por ação da His 64, 
liberando o segmento polipeptídico carboxilado do substrato (Price 
& Stevens, 1993; Wong, 1995; Belitz et al., 2004). 
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FIGURA 3 - Esquema do mecanismo de ação catalítico das aspártico-

endopeptidases (pepsina), em que: 1. o oxigênio do C carbonílico do 
substrato é protonado por ação conjunta dos resíduos de Asp 32 e 
Asp 215 (díade Asp); 2. uma molécula de água atua como 
nucleófilo. Ataque nucleofílico ocorre no C carbonílico do substrato 
(auxiliado pelo carboxilato do Asp), levando à formação de um 
intermediário tetraédrico; 3. o nitrogênio do substrato, no 
intermediário, recebe um próton disponível no meio ou provindo da 
díade Asp; 4. a protonação do N favorece a clivagem da ligação 
peptídica, liberando os seguimentos peptídicos (Price & Stevens, 
1993; Wong, 1995; Belitz et al., 2004). 
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2.3 Hidrolisados protéicos 

Os hidrolisados protéicos enzimáticos com cadeia polipeptídica curta e 

peso molecular definido são importantes complementos para a alimentação de 

indivíduos que apresentam dificuldade na digestão de proteínas, alergia e ou 

intolerância a proteínas alimentares ou outras patologias associadas ao 

metabolismo de aminoácidos, como nos casos de doenças crônicas do fígado 

(falência hepática) e fenilcetonúria (Clemente, 2000). 

Podem ser utilizados como alternativa à alimentação, substituindo as 

misturas de aminoácidos, incorporados ou não aos alimentos, para tratamento 

clínico de pacientes com desordens específicas na digestão, na absorção e no 

metabolismo de aminoácidos. Apresentam vantagens nutricionais em relação às 

misturas de aminoácidos livres (sintéticos), além de menor custo e maior 

facilidade na administração (Clemente, 2000; Mira & Marquez, 2000). As 

misturas de peptídeos são empregadas como matérias-primas de patês, pães, 

doces, produtos alimentícios fortificados, produtos alimentícios para crianças, 

alimentos em geral para a saúde, nutrientes para dieta enteral e suplementos para 

atletas, entre outros (Rérat, 1993; Hinsberger & Sandhu, 2004). 

Os oligopeptídeos, principalmente di e tripeptídeos, são melhor 

absorvidos pelo organismo e têm melhor balanço de aminoácidos do que as 

misturas de aminoácidos livres (Rérat, 1993; Hinsberger & Sandhu, 2004). Além 

disso, as soluções de hidrolisados protéicos contendo di e tripeptídeos têm uma 

osmolalidade menor do que as soluções de aminoácidos livres e, por isso, são 

mais bem toleradas por indivíduos com dificuldades de absorção (Furst et al., 

1990; Gonzáles-Tello et al.,1994). 

O valor nutricional dos hidrolisados protéicos depende da proteína de 

origem, do tipo de hidrólise (química ou enzimática) e do tamanho da cadeia 

peptídica. A qualidade da proteína é determinada por sua natureza e composição 

de aminoácidos, especialmente os essenciais (Mahan & Scott-Stump, 2005).  
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2.3.1 Aplicação de hidrolisados protéicos 

Os hidrolisados protéicos são empregados em formulações infantis para 

crianças que apresentam alergia à proteína intacta ou algum problema causado 

por um erro inato do metabolismo, formulações especiais para adultos com 

função gastrintestinal prejudicada ou doenças em órgãos específicos e 

suplementos nutricionais para facilitar a assimilação de nitrogênio (Mira & 

Marquez, 2000; Mahan & Scott-Stump, 2005). 

Vários trabalhos avaliaram a absorção entre os aminoácidos originados 

de hidrólise enzimática parcial de proteínas com uma mistura equivalente de 

aminoácidos livres. A velocidade de absorção intestinal de aminoácidos é 

consideravelmente maior, para soluções contendo somente di e tripeptídeos ou 

proteína parcialmente hidrolisada, do que aquelas constituídas apenas de 

aminoácidos livres (Adibi & Morse, 1971; Adibi & Soleimanpour, 1974; 

Keohane et al., 1985; Sáenz de Pipaón et al., 2005). Hara et al. (1984) 

compararam, em ratos, a absorção intestinal de aminoácidos de um hidrolisado 

enzimático de clara de ovo com uma mistura equimolar de aminoácidos livres e 

observaram que a eficiência de absorção do hidrolisado foi de 70% a 80% 

superior, apresentando, assim, uma melhor qualidade nutricional.  

O estudo do mecanismo de absorção intestinal sugere que a taxa de 

absorção de aminoácidos livres é menor do que aquela dos pequenos peptídeos 

porque, na absorção de di e tripeptídeos, a competição entre aminoácidos, que 

compartilham o mesmo sistema de transporte, é parcial ou completamente 

eliminada (Silk et al., 1985; Grimble & Silk, 1989; Webb Jr., 1990; Frenhani & 

Burini, 1999). 

A baixa osmolalidade das soluções constituídas, principalmente, por di e 

tripeptídeos, as torna melhor toleradas pelos indivíduos com reduzida absorção 

em relação às soluções de aminoácidos livres. Para a produção de fórmulas 

dietéticas, a osmolalidade não deve ultrapassar a 300 mOsm/L, ou seja, a 
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osmolalidade ótima fisiológica do plasma sangüíneo (Furst et al., 1990; 

Gonzáles-Tello et al., 1994). 

Proteínas e peptídeos de elevado peso molecular freqüentemente causam 

alergias. Com isso, é crescente o uso de fórmulas preventivas ou terapêuticas 

contendo hidrolisados parciais de proteína, já que o decréscimo no tamanho dos 

peptídeos tem relação direta com a diminuição da imunogenicidade (Takase et 

al., 1979; Ragno et al., 1993; Boza et al., 1994; Shin et al., 2007). Assim, os 

hidrolisados de caseína são usados na fabricação de alimentos especiais para 

recém-nascidos prematuros, em fórmulas para crianças que apresentam diarréia, 

gastrenterite, dificuldades na absorção de nutrientes e fenilcetonúria (Smithers & 

Bradford, 1991; Guadix et al., 2006). 

O tratamento clínico e a nutrição enteral de pacientes com desordens 

específicas de digestão, como fibrose cística ou de absorção e metabolização de 

aminoácidos, utilizam proteínas pré-digeridas. Uma mistura de hidrolisados 

protéicos, além de ser vantajosa do ponto de vista nutricional, é menos onerosa 

que uma mistura de aminoácidos sintéticos (Aubes-Dufau et al., 1995). Assim, 

segundo Cogan et al. (1981), outra vantagem relacionada ao uso dos 

hidrolisados protéicos refere-se à sua produção economicamente mais viável do 

que as misturas sintéticas de aminoácidos.  

De acordo com Gonzáles-Tello (1994), os hidrolisados protéicos, para 

uso em dietas especiais, devem apresentar as seguintes características: alto teor 

de di e tripeptídeos; massa molecular média de 500 Da, para controlar a 

osmolalidade e não devem conter peptídeos com massa superior a 1000 Da. 

Além disso, o valor nutricional dos hidrolisados protéicos depende do seu teor 

em pequenos peptídeos contendo determinados aminoácidos que, na forma livre, 

apresentam problemas com relação à estabilidade e à solubilidade. Tirosina e 

cistina são pouco solúveis; a glutamina e a cisteína são instáveis em solução e 

facilmente destruídas durante as etapas de esterilização e armazenamento. 
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Entretanto, sob a forma de di e tripeptídeos, estes aminoácidos apresentam boa 

solubilidade e estabilidade, o que mostra a importância do isolamento destes 

peptídeos de hidrolisados protéicos (Furst et al., 1990; Anantharamam & Finot, 

1993; Hinsberger & Sandhu, 2004). 

 

2.3.2 Importância nutricional dos hidrolisados protéicos 

Desde 1940, os hidrolisados protéicos têm sido utilizados com 

finalidades terapêuticas para a manutenção do estado nutricional de pacientes 

impossibilitados de digerir proteínas. Entretanto, na década de 1970, esta 

utilização registrou expressivo crescimento, que continuou ao longo dos últimos 

anos, tanto por seus aspectos nutricionais e clínicos, como pela melhoria das 

propriedades funcionais das proteínas (Neklyudov et al., 2000; Morais et al., 

2002). 

Os hidrolisados, geralmente, são destinados a três grandes grupos 

alimentares: (1) formulações infantis para crianças que apresentam alergia à 

proteína intacta ou algum problema causado por um erro inato do metabolismo; 

(2) formulações especiais para adultos com função gastrintestinal prejudicada ou 

doenças em órgãos específicos; (3) suplementos nutricionais para facilitar a 

assimilação de nitrogênio (Mira & Marquez, 2000; Mahan & Scott-Stump, 

2005). 

O valor nutricional dos hidrolisados está diretamente relacionado à 

natureza da proteína de origem, que deverá ser de alto valor nutricional e ao 

método de hidrólise que possibilite a obtenção de peptídeos de pesos 

moleculares diferentes (Grimble & Silk, 1989; Silvestre et al., 1994a,b). 

Outro emprego de hidrolisados protéicos é na complementação alimentar 

de certas patologias, em que a alimentação por via oral não é possível. Nestas 

situações, a ingestão de alimentos é insuficiente, estando prejudicadas a digestão 

e a absorção intestinais, fazendo com que a dieta normal se torne ineficaz ou, 
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mesmo, inadequada (Cuthbertson, 1950; Webb Jr., 1990; Sáenz de Pipaón et al., 

2005). 

 

2.4 Feijão 

O feijoeiro é uma hortaliça pertencentente à família Fabacea 

(leguminosas), tendo grande importância sócio-econômica no território 

brasileiro e nas Américas. Esta família agrega várias espécies vegetais utilizadas 

para a nutrição humana, entre elas a ervilha (Pisum sativum L.), o feijão-de-

corda (Vigna umbellata L.), o feijão-de-lima (Phaseolus lunatus L.), a fava 

italiana (Vicia faba L.) e o feijão-de-vagem ou feijão comum (Phaseolus 

vulgaris L.). O feijoeiro comum pode apresentar portes variados em função da 

cultivar, bem como são variados as cores, o tamanho e a forma do grão de cada 

uma (Murayama, 1983). O gênero Phaseolus apresenta em torno de 55 espécies, 

sendo 5 delas cultivadas para o consumo humano (P. vulgaris, P. lunatus, P. 

derasus – feijão-preto e P. nanus – feijão-anão) (EMBRAPA, 2003). O gênero 

Phaseolus é sistematicamente classificado como eudicotiledônea (Judd et al., 

2002). 

A cultura do feijoeiro no Brasil tem três safras, designadas como 1ª, 2ª e 

3ª safras, as quais variam de acordo com as condições edafoclimáticas e com o 

estado onde estão sendo cultivadas. Com base na época de colheita, a 1ª safra 

(ou safra das águas) é obtida de novembro a abril, estando concentrada nas 

regiões Sul e Sudeste, na Bahia e em Goiás. A 2ª safra (ou safra da seca) é 

colhida entre abril e julho, nas regiões Nordeste, Sul e Sudeste e em Goiás. Já a 

3ª safra (ou safra de inverno) é colhida de agosto a outubro, principalmente em 

Minas Gerais, Goiás, São Paulo e Bahia. A 1ª e a 2ª safras são responsáveis por 

cerca de 90% da produção nacional, utilizando, na grande maioria, mão-de-obra 

familiar e tecnologia de produção restrita, o que gera baixa produtividade (cerca 

de 760 kg/ha). A safra de inverno responde pelos demais 10% da produção 
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nacional de feijão, utilizando tecnologia de ponta e irrigação, obtendo alta 

produtividade (cerca de 1.500 kg/ha e, em algumas fazendas, produzindo mais 

de 3.000 kg/ha) (CONAB, 2002; EMBRAPA, 2003). Estas três safras permitem 

que o feijão esteja disponível durante praticamente todo o ano ao consumidor. 

Isto se deve à ampla adaptação do feijoeiro às condições de cultivo, seja como 

monocultura ou consorciada a outras culturas, o que faz com que ele cresça em 

quase todo o país (EMBRAPA, 2003). A produção e a produtividade total de 

feijão (somando-se as três safras) nos últimos 11 anos (CONAB, 2007) estão 

ilustradas na Figura 4. 

Dados da Faostat/ONU (2007) mostram o Brasil como maior produtor 

mundial de feijão, em 2006, com produção acima de 3,4 milhões de toneladas. A 

produção anual média no países do Mercosul, no período de 1998 a 2001, foi de 

3,0 milhões de toneladas, tendo o Brasil sido responsável por cerca de 93% deste 

total. No Mercosul, o Brasil se destaca tanto como maior produtor quanto como 

maior consumidor, participando, em ambos, com percentuais acima de 85 

(CONAB, 2002). Entretanto, segundo esta mesma fonte, o consumo per capita 

de feijão no Brasil tem diminuído em função do êxodo rural e da conseqüente 

urbanização e das alterações no hábito alimentar do brasileiro. 
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FIGURA 4 Produção (linha contínua) e produtividade (linha descontínua) 

brasileiras de feijão, entre as safras 1995/19996 e 2005/2006, 
levando-se em conta o total das três safras anuais (CONAB, 2007). 

 

 

2.4.1 Aspectos nutricionais do feijão 

O feijão é um alimento básico na refeição do brasileiro, sendo uma das 

principais fontes protéicas da dieta, principalmente das classes economicamente 

menos favorecidas (EMBRAPA, 2003). Apesar da grande importância nutritiva 

deste alimento, seu consumo per capita tem declinado nos últimos anos, tendo 

passado de 19 kg/habitante/ano, em meados da década de 1990, para atuais 16 

kg/habitante/ano (CONAB, 2002; Broughton et al., 2003). 

Além de rica fonte protéica, o feijão também tem na sua constituição 

outros nutrientes de fundamental importância para o desenvolvimento do 

organismo. Dados sobre a composição nutricional de feijão (Phaseolus vulgaris 

L.) encontram-se na Tabela 2. 
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TABELA 2 Composição nutricional do feijão (P. vulgaris) por 100 g de porção 
comestível. 

 

Fonte: USDA (2007). 

Composição centesimal Lipídeos 

Umidade  g 11,75 Ácidos graxos saturados 
(total) g  0,154 

Calorias  kcal 337 16:0  g  0,136 
Calorias kJ 1408 18:0  g  0,018 

Proteínas  g 22,53 Ácidos graxos 
monoinsaturados (total)  g  0,082 

Lipídeos   g 1,06 18:1  g  0,082 

Cinzas  g 3,37 Ácidos graxos polinsaturados 
(total) g  0,586 

ENN  g 61,29 18:2  g  0,228 
Fibras totais  g 15,2 18:3  g  0,358 
Açúcares redutores  g 2,23 Colesterol mg  0 

Minerais Aminoácidos 

Ca  mg  83 Triptofano g  0,267 
Fe  mg  6,69 Treonina  g  0,948 
Mg  mg  138 Isoleucina  g  0,995 
P  mg  406 Leucina g  1,799 
K  mg  1359 Lisina  g 1,547 
Na  mg  12 Metionina g  0,339 
Zn  mg  2,79 Cistina g  0,245 
Cu  mg  0,699 Fenilalanina  g  1,218 
Mn  mg  1,111 Tirosina g  0,634 
F  mcg  2,2 Valina g  1,179 
Se  mcg  3,2 Arginina g  1,395 

Vitaminas Histidina  g  0,627 
Vitamina C  mg  4,5 Alanina g  0,945 
Tiamina (B1) mg  0,608 Aspartato g  2,725 
Riboflavina (B2) mg  0,215 Glutamato g  3,436 
Niacina (B3) mg  2,110 Glicina g  0,880 
Ácido pantotênico (B5) mg  0,780 Prolina g  0,955 
Piridoxal e derivados (B6)  mg  0,397 Serina g  1,226 
Folato (total) mcg  394    
Folato (alimentar) mcg  394    
Vitamina E (α-tocoferol)  mg  0,22    
Vitamin K (fitoquinona)  mcg  5,9    
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Em função de sua composição química, o feijão comum é empregado, 

em muitos países, como uma das principais fontes de proteínas, carboidratos 

(incluindo-se fibras e amido), vitaminas e sais minerais da dieta. Além de 

nutricionalmente importante, a ingestão de feijão está associada a benefícios 

para a saúde humana, diminuindo o índice glicêmico, favorecendo a motilidade 

intestinal e reduzindo o risco de cardiopatias (Geil & Anderson, 1994). 

 

2.4.1.1 Teor de minerais, vitaminas e lipídeos 

A quantidade de ferro presente nos grãos de feijão cru e seco é 

considerada elevada quando comparada com a de outros vegetais. Em média, há 

cerca de 5mg de Fe em 100 g de feijão. A disponibilidade do Fe para absorção 

intestinal é comprometida em função da interação do mesmo com outros 

componentes presentes no feijão, como fitatos, compostos fenólicos e fibras. 

Além disso, há diminuição na quantidade de ferro disponível quando o feijão é 

processado termicamente ou quando é utilizado como substrato para a produção 

de alimento fermentado (Lombardi-Boccia et al., 1995; Moura & Canniati-

Brazaca, 2006). Além do Fe, o feijão também é fonte satisfatória de outros 

minerais, como Mg, P, K e Zn (Guzmán-Maldonado et al., 2000; Wu et al., 

2005). 

Com relação às vitaminas, o feijão é fonte razoável de vitaminas do 

complexo B e ácido fólico, mas apresenta baixa concentração de vitaminas 

lipossolúveis e de ácido ascórbico (Tabela 2). A disponibilidade de vitaminas no 

feijão cozido tende a diminuir em função da termolabilidade das mesmas 

(Augustin et al., 1981; Geil & Anderson, 1994). 

Os lipídeos são o grupo de biomoléculas presentes em menor quantidade, 

quando comparados aos carboidratos e proteínas, em leguminosas como feijão, 

ervilha e lentilha, sendo o inverso observado nas oleaginosas, como a soja 

(Salunkhe et al., 1983). A concentração de lipídeos, assim como a de outras 
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moléculas, varia, dependendo da cultivar de feijão e da região de cultivo das 

mesmas. Diversas cultivares têm sido desenvolvidas com vistas à melhoria de 

resistência a doenças e, principalmente, à melhoria na qualidade nutricional 

(Salunkhe et al., 1993; Ramalho et al., 2005).  

O conteúdo médio de lipídeos em Phaseolus vulgaris L. é de 1,6% 

(m/m), considerando-se 100 gramas da matéria integral e apresenta grande 

proporção de ácidos graxos insaturados (Stanley & Aguilera, 1985; Geil & 

Anderson, 1994; Mabaleha & Yeboah 2004). Dentre estes ácidos graxos, os 

ácidos linoléico (18:2, ∆9,12, ω-6) e linolênico (18:3, ∆9,12,15, ω-3) correspondem 

a cerca de 80%. Isso confere ao feijão importante propriedade nutricional, visto 

que estes ácidos são essenciais ao metabolismo humano e estão envolvidos na 

biossíntese de outros lipídeos, como ácido araquidônico (20:4, ∆5,8,11,14, ω-6) e 

prostaglandinas.  

Além disso, há estudos que correlacionam a ingestão destes ácidos com a 

redução no risco de doenças cardiovasculares (Sinclair et al, 2002; Astorg et al., 

2006; Sacks & Campos, 2006). Os lipídeos presentes no feijão podem contribuir 

de forma negativa com a qualidade do grão submetido ao armazenamento por 

longos períodos. Os lipídeos podem sofrer rancificação enzimática e 

rancificação oxidativa, ou uma delas, gerando sabor e odor desagradáveis 

(Reyes-Moreno & Paredez-López, 1993). 

 

2.4.1.2 Carboidratos 

A concentração de carboidratos totais em feijões varia de 40% a 60%, 

sendo o amido o principal componente (até 45% da concentração de 

carboidratos). Outros polissacarídeos (celulose, hemiceluloses e pectinas, que 

compõem as fibras) e, em menor proporção, oligossacarídeos (estaquiose, 

rafinose e verbascose, principalmente) compõem o percentual restante (Geil & 

Anderson, 1994; Sathe, 2002, Osorio-Díaz et al., 2002; Fialho et al., 2006). 
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Tem sido observado que o amido presente em legumes apresenta menor 

digestibilidade do que amidos presentes em cereais e na mandioca, segundo 

Hoover & Zhou (2003). A classificação de amidos presentes nas mais diversas 

fontes vegetais foi proposta por Englyst et al. (1992), que levaram em conta a 

cinética de digestibilidade e a completa digestão do amido. Estes autores 

propuseram o agrupamento do amido em três frações: amido rapidamente 

digerível, amido lentamente digerível e amido indigerível ou amido resistente 

(AR). O amido resistente (AR) foi subclassificado em AR1 (amido indisponível 

por estar associado à matriz celular de sementes), AR2 (amido presente em 

alguns vegetais, como banana e batata, na forma cristalina, o que dificulta o 

ataque enzimático) e AR3 (formado pela retrogradação do amido em alimentos 

aquecidos e armazenados).  

Asp (1992) definiu o amido resistente como o amido e suas dextrinas 

parcialmente formadas, porém, não passiveis de absorção no intestino delgado 

de indivíduos sadios. O amido resistente (AR) é considerado como fibra 

dietética e, juntamente com as demais, está associado, em parte, ao baixo índice 

glicêmico de leguminosas, como o feijão, por dificultar a absorção de glicose e 

sua conseqüente disponibilidade na corrente sanguínea (Tovar et al., 1992; 

DeVries et al. , 1999; Hoover & Zhou, 2003; Carmona-Garcia et al., 2007). 

As fibras alimentares ou fibras dietéticas têm por característica a 

resistência à hidrólise enzimática no trato gastrintestinal humano, o que é devido 

ao tipo de ligação entre os monossacarídeos que compõem o polímero e ao 

arranjo estrutural do mesmo. A lignina, polímero de derivados fenólicos, é 

considerada fibra alimentar, apesar de não apresentar estrutura polissacarídica 

(Sathe et al., 1984a). As fibras localizam-se, principalmente, no tegumento do 

feijão e podem ser classificadas como solúveis (e.g. pectinas, algumas 

hemiceluloses e β-glucanas) e insolúveis, entre as quais estão incluídas a 

celulose, a maioria das hemiceluloses e a lignina (Olson et al., 1987; DeVries et 
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al., 1999). Ambas as classes de fibras são importantes para a fisiologia humana e 

sua ingestão pode auxiliar na prevenção de doenças cardivasculares, promover a 

diminuição da pressão arterial e reduzir o risco de câncer intestinal (Vanderhoof, 

1998; Mozaffarian et al., 2003, Lairon et al., 2005).  

Entretanto, segundo Baron (2005), ainda são necessários estudos 

conclusivos quanto ao efeito das fibras como preventivas ou estimuladoras do 

surgimento de câncer no intestino grosso ou, até mesmo, para verificar se elas 

têm algum efeito, conforme estudos conduzidos por Trock et al. (1990) e 

Michels et al. (2006).  

Com relação às fibras insolúveis, há informações de que elas estão 

associadas à retenção de água e ao favorecimento do peristaltismo intestinal, o 

que pode reduzir os riscos de patologias neste órgão (Messina, 1999; Finley et 

al., 2007). As fibras solúveis estão correlacionadas com a menor absorção 

intestinal de colesterol e glicose, favorecem a ação do hormônio colecistocinina 

e auxiliam na prevenção de algumas doenças crônicas (Topping, 1991; Bourdon 

et al., 2001; Lairon et al., 2005). As concentrações de fibras solúveis e insolúveis 

variam de acordo com a fonte vegetal, sendo o feijão uma fonte que apresenta 

equilíbrio no teor das frações (Hughes, 1991; Bressani, 1993). 

Os oligossacarídeos rafinose, estaquiose e verbascose, encontrados em 

feijões em baixas concentrações, estão relacionados à flatulência em humanos. 

Para a hidrólise desses carboidratos é necessária a ação de α-galacosidases 

específicas, ausentes no metabolismo humano. Conseqüentemente, não são 

degradados e ficam disponíveis no trato gastrintestinal, sofrendo ação da 

microbiota presente no intestino grosso, que os utiliza em processos 

fermentativos, transformando parte da estrutura em moléculas menores, que 

compõem os gases responsáveis pela flatulência (Kigel, 1999; Fialho et al., 

2006). A diminuição na concentração destes polissacarídeos pode ser conseguida 

pelo processamento térmico (Olson et al, 1982), pelo tratamento enzimático 
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(Fialho et al., 2006) ou pelo melhoramento genético de cultivares de Phaseolus 

vulgaris (Broughton et al., 2003). 

 

2.4.1.3 Proteínas 

Este grupo de biomoléculas é um dos mais importantes nutricionalmente, 

presentes em leguminosas. As proteínas do feijão formam, em muitos países 

emergentes, a base protéica da alimentação. O feijão apresenta, em média, 

22,5% (m/m de porção comestível) de proteínas, o que pode ser equiparado ao 

conteúdo protéico de outras fontes, como carne (32%), peixe (23%) e amendoim 

(24%), sendo superior à quantidade de proteínas presentes em trigo (17,5%), 

arroz (7%), ervilha (6%) e milho (3,2%) (Sathe et al., 1984b; Bressani, 1993; 

USDA, 2007). 

As principais frações protéicas presentes no feijão, quanto à solubilidade, 

são globulinas, albuminas, prolaminas e glutelinas. Globulinas (solúveis em 

solução salina e pH neutro) e albuminas (solúveis em água) compõem a maior 

parte das proteínas do feijão e apresentam carboidratos em sua estrutura, sendo 

consideradas glicoproteínas. A maioria das proteínas de reserva do grão, 

entretanto, pertence à classe das globulinas e está localizada em corpos protéicos 

presentes no cotilédone. Por esta razão, as globulinas são as mais abundantes no 

feijão, correspondendo a até 80%, em massa, das proteínas totais.  

Proteínas com função enzimática e outras funções metabólicas são, em 

grande parte, albuminas, que representam até 50% do total de proteínas na 

semente. Elas apresentam maior valor biológico que aquelas, por conterem 

maior concentração dos aminoácidos cisteína (Cys), metionina (Met), ambos 

sulfurados, e lisina (Lys), um aminoácido básico; estes dois últimos são 

considerados essenciais ao metabolismo humano, por não serem sintetizados 

pelo mesmo. Ainda assim, as proteínas do feijão são consideradas pobres em 

aminoácidos sulfurados e têm a metionina como limitante. Glutelinas e 
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prolaminas do feijão estão fortemente ligadas a organelas e correspondem a 

menos de 10% das proteínas totais encontradas em feijões (Sgarbieri & 

Whitaker, 1982; Bressani, 1993; Sathe, 2002).  

Osborne (1894a,b,c) descreveu a estrutura das proteínas do feijão 

agrupando-as em duas frações: faseolina e faselina, também com base na 

solubilidade das macromoléculas. Segundo este autor, a faseolina corresponde a 

85% das proteínas totais. Pesquisas posteriores realizadas por Waterman & 

Johns (1921) e Waterman et al. (1923) evidenciaram a presença de uma terceira 

fração protéica, então nomeada confaseolina. A faseolina é a principal globulina 

de reserva do feijão e uma das mais estudadas. As denominações globulina G1, 

glicoproteína 2, eufaseolina, α-globulina e globulina 7S são termos também 

utilizados para designar esta proteína. Apresenta estrutura quaternária composta 

de três subunidades glicosiladas (Sathe, 2002). Esta estrutura, no estado nativo, é 

compacta e resistente à ação de proteases, o que pode ser modificado em função 

do aquecimento, que favorece a modificação das estruturas quaternária e 

terciária da faseolina, tornando-a mais suscetível ao ataque enzimático. Esta 

resistência à hidrólise pode estar associada, também, à presença de 

monossacarídeos ligados às cadeias polipeptídicas da globulina G1 (Nielsen, 

1991; Yeboah et al., 1999; Venkatachalam & Sathe, 2003). 

O feijão também apresenta, em sua composição protéica, estruturas 

consideradas como fatores antinutricionais. Entre elas estão as lectinas, os 

inibidores de proteases e os inibidores de amilases. As lectinas, ou fito-

hemaglutininas, são glicoproteínas solúveis tanto em água (albuminas) quanto 

em soluções salinas (globulinas) que compõem o mecanismo de defesa vegetal 

contra insetos e microrganismos (Peumans & van Damme, 1995). Têm a 

capacidade de induzir a agregação de eritrócitos e estão associadas a alterações 

nos mecanismos de absorção intestinal de mamíferos (Figueroa et al., 1984).  
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Com relação aos inibidores de proteases, também conhecidos como 

inibidores de tripsina, existem dois tipos principais: Bowman-Birk e Kunitz. 

Ambos apresentam elevado número de aminoácidos sulfurados em suas cadeias 

polipeptídicas, quando comparados às demais estruturas protéicas presentes no 

feijão. Os inibidores do tipo Bowman-Birk apresentam diversas pontes 

dissulfeto em sua estrutura, o que lhes confere estabilidade térmica maior que os 

demais inibidores. Por esta razão, são necessários maior temperatura e ou maior 

tempo de aquecimento, para que sejam inativados. Estes inibidores possuem dois 

sítios de ligação à enzima, podendo inibir até duas moléculas simultaneamente 

(Bowman, 1971; Birk, 1985; Deshpande, 1992).  

Os inibidores do tipo Kunitz são raros em Phaseolus sp., são mais 

sensíveis ao aquecimento, por apresentarem menor concentração de Cys em sua 

estrutura e têm a capacidade de inibir uma molécula de protease, por 

apresentarem apenas um sítio de ligação, sendo, portanto, menos prejudiciais, do 

ponto de vista nutricional (Kunitz, 1947; Sathe, 2002). Os inibidores de amilases 

presentes no feijão são extremamente sensíveis ao calor e a outros processos 

desnaturantes. Apresentam especificidade elevada sobre amilases de insetos e 

baixa capacidade inibitória sobre amilases animais (Kasahara et al., 1996; 

Sawada et al., 2002). 

 

2.4.1.3.1 Digestibilidade protéica in vitro 

A digestibilidade das proteínas do feijão é considerada baixa quando 

comparada com a de outras proteínas vegetais e animais. A dificuldade na 

digestão das proteínas do feijão pode estar associada a diversos fatores, entre 

eles a estrutura compacta e glicoprotéica da faseolina e demais polipeptídeos; a 

presença de inibidores de proteases e amilases, a presença de hemaglutininas, 

compostos fenólicos, fitatos e oxalatos (em especial quando considerado o grão 

cru), o tempo e as condições de armazenamento e o processamento do grão 
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(Bressani et al., 1988; Reyes-Moreno & Paredez-López, 1993; Messina, 1999; 

Sathe, 2002). A digestibilidade em Phaseolus vulgaris varia em função da 

cultivar, com tendência a ser maior nos grãos claros em relação aos coloridos 

(Aw & Swanson, 1985). A presença de compostos fenólicos, localizados 

principalmente no tegumento, está associada a baixos valores de digestibilidade 

em humanos, cerca de 50% (Goycoolea et al., 1990; Bressani, 1983; Bressani, 

1993). 
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1 RESUMO 

 

 

DIAS, Disney Ribeiro. Protease alcalina obtida de Bacillus sp. isolado de 
grãos de café, cultivado em meio com soro de leite em pó. Lavras: UFLA, 
2007, 131 p. (Tese – Doutorado em Ciência dos Alimentos) 3. 
 
 
Duas cepas de Bacillus, uma padrão (Bacillus subtilis ATCC 6633) e uma 
selvagem (Bacillus sp. UFLA 817CF) isolada durante o processo fermentativo 
de café via seca no Sul de Minas Gerais, Brasil, foram avaliadas quanto à 
capacidade de secreção de proteases alcalinas. As duas cepas foram cultivadas 
em cinco meios de cultivo distintos, sendo caldo nutriente, caldo nutriente mais 
caseinato de sódio 1% e caldo nutriente adicionado de soro de leite em pó, nas 
concentrações de 0,01%, 0,1% e 1%, durante 72 horas, a 28°C e 150 rpm. 
Amostras destes cultivos foram coletadas a cada 24 horas para avaliação de 
atividade proteolítica, proteínas totais e contagem de UFC/mL. O máximo de 
atividade proteolítica foi observado no tempo 24 horas, para ambos os 
microrganismos testados (839,8 U/mg para B. subtilis ATCC 6633 e 975,9 U/mg 
para Bacillus sp. UFLA 817CF). A saturação com 60% de sulfato de amônio foi 
a fração que apresentou os melhores resultados de atividade proteolítica 
específica para todos os meios testados, considerando a cepa Bacillus. sp. UFLA 
817CF. As melhores condições para a atividade proteolítica desta foram em pH 
9,0 e 40°C, em três meios testados (NB, NBC e NBW1), os quais apresentaram 
melhores resultados. A protease de Bacillus sp. UFLA 817CF, obtida da fração 
60%, apresentou estabilidade em pH 7,0 e estabilidade térmica a 40°C e 50°C, 
podendo ser considerada uma alternativa para utilização do efluente de soro de 
leite, além de poder ser empregada em diversas áreas, com a finalidade de 
promover hidrólise protéica. 

 

                                                           
3 Comitê Orientador: Rosane Freitas Schwan – DBI/UFLA (Orientadora), 
Marialice Pinto Coelho Silvestre – FAFAR/UFMG (Co-Orientadora) 
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2 ABSTRACT 

 

 

DIAS, Disney Ribeiro. Alkaline protease from Bacillus sp. isolated from 
coffee bean grown on cheese whey. Lavras: UFLA, 2007, 131 p. (Tese – 
Doutorado em Ciência dos Alimentos) 4. 
 
 
Two strains of Bacillus, one from culture collection (B. subtilis ATCC 6633) and 
a wild type (Bacillus sp. UFLA 817CF) isolated during coffee fermentation in 
South of Minas Gerais, Brazil, were evaluated in relation to secretion of alkaline 
proteases. The strains were grown on nutrient broth, nutrient broth with sodium 
caseinate and nutrient broth with three different concentrations of cheese whey 
powder during 72 h. Samples were collected at 24 hour intervals to evaluate the 
proteolytic activity, protein content and cell population. Maximum protease 
activity was observed after 24 hours growth for both the microorganisms, a 
period that coincided with the end of the exponential phase. The specific activity 
values were, respectively, 839.8 U/mg for B. subtilis ATCC 6633 and 975.9 
U/mg for Bacillus sp. UFLA 817CF. The 60% saturation presented the best 
results for specific protease activity in all the growth culture media tested with 
Bacillus sp. UFLA 817CF. Bacillus sp. UFLA 817CF showed highest enzymatic 
activity at pH 9.0 and 40 °C in the three culture media tested (NB, NBC e 
NBW1). The protease obtained from culture of the wild Bacillus strain presented 
stability at pH 7.0 and considerable heat stability at 40°C and 50°C, and could 
be an alternative for the industry to utilize cheese whey to produce proteolytic 
enzymes. 

 
 

                                                           
4 Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan – DBI/UFLA (Major Professor), 
Marialice Pinto Coelho Silvestre – FAFAR/UFMG 
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Alkaline protease from Bacillus sp. isolated from coffee bean grown on 

cheese whey  

 

Abstract 

Two strains of Bacillus, one from culture collection (B. subtilis ATCC 6633) and 

a wild type (Bacillus sp. UFLA 817CF) isolated during coffee fermentation in 

South of Minas Gerais, Brazil, were evaluated in relation to secretion of alkaline 

proteases. The strains were grown on nutrient broth, nutrient broth with sodium 

caseinate and nutrient broth with three different concentrations of cheese whey 

powder during 72 h. Samples were collected at 24 hour intervals to evaluate the 

proteolytic activity, protein content and cell population. Maximum protease 

activity was observed after 24 hours growth for both the microorganisms, a 

period that coincided with the end of the exponential phase. The specific activity 

values were, respectively, 839.8 U/mg for B. subtilis ATCC 6633 and 975.9 

U/mg for Bacillus sp. UFLA 817CF. The 60% saturation presented the best 

results for specific protease activity in all the growth culture media tested with 

Bacillus sp. UFLA 817CF. Bacillus sp. UFLA 817CF showed highest enzymatic 

activity at pH 9.0 and 40 °C in the three culture media tested. The protease 

obtained from culture of the wild Bacillus strain presented stability at pH 7.0 and 

considerable heat stability at 40°C and 50°C, and could be an alternative for the 

industry to utilize cheese whey to produce proteolytic enzymes. 

 

Key Words: Alkaline protease, Bacillus, proteolytic enzymes, cheese whey 

powder, microbial enzyme. 
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3 Introduction 

 

 

Proteolytic enzymes can be secreted across cytoplasmic membrane and 

cell wall. These extracellular enzymes are synthesized by diverse groups of 

microorganisms, including fungi, yeasts and bacteria. Among extracellular 

alkaline proteases, those from Bacillus species have wide use and importance in 

several industrial sectors, such as the food (dairy, Razak et al. 1994; obtaining of 

protein hydrolysates, Carreira et al. 2004 and Soares et al. 2007), leather 

(Takami et al. 1992; Giongo et al. 2007), detergent (Ito et al. 1998; Hadj-Ali et 

al. 2007) and synthesis of biologically active peptides (Kumar & Bhalla 1995). 

The genus Bacillus is one of the most important extracellular protease producers 

(Harwood 1992; Sarvas et al. 2004).  

About 75% of world sales for industrial enzymes application are 

hydrolytic enzymes, of which proteolytic enzymes correspond to 60%. Alkaline 

proteases account for approximately 25% of the world enzyme market. The 

majority of the commercially available alkaline proteases are derived from 

Bacillus strains, which are recognized as important sources of this enzyme 

because their ability to secrete large amounts of proteinases showing high 

activity and stability. These proteases secreted by Bacillus sp. presented activity 

at a wide range of pH (7.0 to 11.0) and temperature (30 to 60 °C) (Horikoshi 

1999; Joo et al. 2002; Gupta et al. 2002a).  

Natural and spontaneous fermentation is a rich source for new 

microorganisms with potential industrial or commercial value. The genus 

Bacillus is a taxon with broad distribution on diverse environments and has been 

the subject of attention for their application in biotechnology. These bacteria are 

relative ease of isolation and they are also able to grow in both complex and 

synthetic media (Johnvesly & Naik 2001). It is known that the amount of 
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enzyme produced varies greatly with strain and growth conditions, in which the 

cultivation media is an important parameter. In order to obtain high yields of 

protease it is necessary to plan and test media and cultivation conditions for wild 

strains (Anwar & Saleemuddin 1998).  

Due to the potential uses of proteases, there is a need for the search of 

new strains of bacteria that produce proteolytic enzymes with novel properties 

and the development of low cost media. According to Hinman (1994), almost 

40% of costs for the enzyme production are due to the cost of growth substrate. 

The use of complex medium for protease production by Bacillus has been 

reported in many scientific works. In this way there were a special attention to 

use industrial effluents or alternative sources as substrate for growth of Bacillus, 

including nug meal (Gessesse 1997), shrimp and crab shell powder (Yang et al. 

2000), fish flour (Ellouz et al. 2001), amaranth seed meal (Pastor et al. 2001), 

soybean meal (Joo et al. 2002; Joo & Chang 2005), chicken feather (Gessesse et 

al. 2003) and arrowroot (Kumar & Parrack 2003).  

Cheese whey is a byproduct obtained from cheese manufacture, as 

supernatant from the precipitation of the casein in milk. It is a complex 

substrate, rich in proteins and carbohydrates (lactose) and contains considerable 

concentrations of vitamins and minerals. Cheese whey corresponds to about 

90% of the milk volume, containing 20% of the soluble proteins and 50% of the 

other nutrients (Siso 1996). In Brazil cheese whey is still an effluent of concern. 

It is estimated that only 15% of the cheese whey produced annually, about 

70.000 tons, is used in other industrial sectors (Capitani et al. 2005). Cheese 

whey has been used for several purposes, mainly in the food industry (Wit 

1998). Some researchers have used cheese whey as substrate for microorganism 

growth for biotechnology purposes to obtain yeast cells, enzymes and 

polysaccharides (Champagne et al. 1990; Kawahara & Obata 1998; Kumar et al. 

1999; Ghaly et al. 2003), and this is an alternative for its use.  
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The objective of this study was to investigate the production of 

extracellular alkaline protease from Bacillus sp. UFLA 817CF isolated from 

coffee beans with significant protease activity, grown in culture medium with 

different amounts of cheese whey powder added as enzymatic inducer and the 

partial characterization of the enzyme. 
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4 Materials and Methods 

 

 

4.1 Growth of microorganisms and enzyme production 

 

The two strains of bacilli tested were Bacillus subtilis ATCC 6633, 

acquired from the Tropical Culture Collection at the André Tosello Foundation, 

Campinas, Brasil, and Bacillus sp. UFLA 817CF, isolated from coffee beans 

(Silva et al. 2000) that is part of the microorganism collection at the Microbial 

Physiology Laboratory of the Biology Department at the Federal University of 

Lavras, Minas Gerais, Brazil. The pure cultures were kept in nutrient agar at 4 

°C. For inoculation in the media to be tested, the microorganisms were 

previously incubated in nutrient broth for 24 hours at 28 °C. Then 3 ml of this 

culture with 108 c.f.u./ml population were inoculated in 500 ml Erlenmeyer flask 

containing 300 ml of the culture medium to produce proteolytic enzymes. The 

flasks were incubated in an orbital incubator at 28 °C and 150 rpm. The culture 

media used were NB (nutrient broth, Difco), NBC (NB plus 0.01% w/v sodium 

caseinate, Sigma-Aldrich), NBW1 (NB plus 0.01% w/v cheese whey powder, 

Prolacteos Dairy Industry, Contagem, MG, Brasil), NBW2 (NB plus 0.1% w/v 

cheese whey powder) and NBW3 (NB plus 1% w/v cheese whey powder), with 

initial pH 7.0. Samples of 10 ml were collected at 24 h, 48 h and 72 h to 

determine the total proteins and proteolytic activity (supernatant obtained from 

centrifuging the sample at 6000 ×g a 4°C for 15 minutes). The determinations 

were made in triplicate, and the results presented as the mean obtained. The 

Scott-Knott test was used with 5% significance to assess statistical differences in 

the protease production in the different culture media tested. 
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4.2 Protein quantification 

 

Protein concentrations in the supernatant previously cited were measured 

spectrophotometrically at 595 nm by a dye binding method according to 

Bradford (1976), using bovine serum albumin (BSA, Merck, Germany) as a 

standard and Bradford reagent from Sigma-Aldrich. 

 

4.3 Protease assay 

 

The alkaline proteolytic activity was determined by hydrolysis of casein. 

The culture broth was harvested by centrifugation (Sigma AK-15) at 6000 ×g 

and 4 °C for 15 min. Aliquots of 500 µl of 0.5% (w/v) casein solution (Sigma-

Aldrich) in Tris-HCl buffer (50 mM, pH 9.0) was mixed with 250 µl of diluted 

supernatant and hydrolysed under 37 °C, pH 9.0 during 30 min. The reaction 

was stopped by adding 500 µl of 10 % (w/v) trichloroacetic acid solution 

(Merck) and the mixture was centrifuged at 15000 ×g for 15 min at 4 °C, and 

absorbance of the supernatant was measured at 275 ηm with a UV–VIS 

spectrophotometer (Shimadzu UV-1601 PC). One unit protease (U/ml) activity 

was defined as the activity that liberates 1 µg of tyrosine per minute (µg Tyr × 

ml-1min-1) under described conditions (Çalik et al. 2002; Kumar 2002). 

 

4.4 Enzyme precipitation 

 

The supernatant from the crude extracts obtained from the different 

culture media tested were precipitated with ammonium sulfate at concentrations 

of 40, 60 and 80% saturation (Scopes 1994). The tests were carried out in 

quadruplicate. After adding ammonium sulfate, the sample was carefully 

homogenized and chilled at 4°C for two hours, before centrifuging at 6000 ×g 
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for 15 minutes at 4 °C. The precipitate was resuspended in a four volumes of 50 

mM Tris-HCl buffer, pH 9.0, supplemented with 5 mM CaCl2 and transferred to 

dialysis membranes (cut off 18 kDa). The membranes were immersed in 50 

volumes of the same buffer and dialysis occurred for 24 hours at 4°C, with 

buffer solution renovation every eight hours. Enzymatic activity, stability at 

different pH values and temperature and electrophoresis in polyacrylamide gel 

tests were carried out on the recovered precipitates. 

 

4.5 Effect of temperature and pH on enzymatic activity 

 

The enzymatic fractions obtained from saturation with ammonium 

sulfate at 60%, in the NB, NBC, NBW1 culture media, were incubated as 

different temperatures (30, 40, 50, 60 and 70 °C) and pH, using the citrate 100 

mM (3.0 and 5.0), phosphate 50 mM (7.0), Tris-HCl 50 mM (9.0) and Glycine-

NaOH 100 mM (11.0) buffers to assess the enzymatic activity. The optimum 

temperature was determined by verifying the protease activity on casein at pH 

9.0. 

To assess the ideal pH, a 0.5% (w/v) casein solution was prepared in the 

buffers and pH values above and incubated at 37°C to later quantify the 

enzymatic activity. The heat stability at different pH was verified in the 60% 

saturation fraction of the NB culture medium in both the bacilli. In the heat 

stability study, the enzyme was pre-incubated, without adding substrate, at 40, 

50 and 60 °C for 120 minutes. Samples were removed to at 30, 60, 90 and 120 

minutes to determine the residual proteolytic activity on casein at pH 9.0. The 

stability of the enzyme at different pH values was verified by incubating the 

enzyme, without substrate, at the pH values reported above, for 24 hours at 40 

°C, before determining the residual proteolytic activity at 37 °C, pH 9.0 (Kumar 

2002; Tremacoldi & Carmona 2005). The electrophoretic profile of the 
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enzymatic fractions precipitated in ammonium sulfate was verified by SDS-

PAGE, using methodology according to Laemmli (1970). Separation gel at 

12.5% (SDS 10%) was used in Tris-HCl pH 8.8 and 5% gel concentration. The 

crude extract was previously freeze dried and 25 µl of the treated sample were 

added to the gel. The electrophoretic run occurred for four hours with a 20 mA 

current. Coomassie Brilliant Blue R-250 0.1% (w/v) was used for staining 

diluted in a solution of methanol/acetic acid/water (5:1:5, by vol.). 
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5 Results and discussion 

 

 

5.1 Proteolytic activity in the crude extract 

 

Two Bacillus strains were compared regarding protease production when 

submitted to growth in five culture media: nutritional broth, as base culture 

medium, and four different supplementations, using, as protease synthesis 

inducers, 0.01% sodium caseinate (w/v) and cheese whey powder at 

concentrations of 0.01%, 0.1% and 1.0% (w/v). The two Bacillus strains tested 

maintained populations varying between 1.1 and 7.2 107 c.f.u./ml for Bacillus 

sp. UFLA 817CF and between 8.8 and 25.0 107 c.f.u./ml for the B. subtilis 

ATCC 6633 culture (Fig. 1) during the 72 hours that the experiment was carried 

out in the culture media tested.  

The Bacillus sp. UFLA 817CF populations decreased in function of time 

in the NB and NBC medium while in the NBW1, NBW2 and NBW3 media the 

population increased after 72 hours, reaching the maximum growth value of 

7.2 107 c.f.u/ml for the NBW3 medium (Fig. 1a). Decrease in population in 

function of time was also observed in the B. subtilis ATCC 6633 in most of the 

culture media, except for the NBC culture medium, where the maximum 

population, 17.6 107 c.f.u./ml, was observed at 48 hours (Fig. 1b). 

Alkaline protease activity varied with incubation time and the type of 

culture media in which the Bacillus isolates were cultivated (Fig. 1a and 1b). 

Within the culture media tested, NB was shown to be the best producing source 

of alkaline protease. This culture medium was reported by Hanson et al. (1964) 

for enzyme production by B. subtilis.  
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FIGURE 1 - Specific proteolytic activity (continuous line) and growth (discontinuous 

line) by Bacillus sp. UFLA 817CF (A) and Bacillus subtilis ATCC 6633 
(B) cultivated during 72 h in nutrient broth (NB ), nutrient broth plus 
0.01% (w/v) sodium caseinate (NBC ), nutrient broth plus 0.01% (w/v) 
cheese whey powder (NBW1 ), nutrient broth plus 0.1% (w/v) cheese 
whey powder (NBW2 ) and nutrient broth plus 1% (w/v) cheese whey 
powder (NBW3 ). 
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Maximum protease activity was observed after 24 hours growth for both 

the microorganisms (Fig. 1a and 1b), a period that coincided with the end of the 

exponential phase (data not shown). The specific activity values were, 

respectively, 839.8 U/mg for B. subtilis ATCC 6633 and 975.9 U/mg for 

Bacillus sp. UFLA 817CF. Mehrotra et al. (1999) and Patel et al. (2006) studied 

alkaline protease production by Bacillus species isolated from soil and seawater 

respectively also obtained best results after 24 hours of cultivation. 

The enzymatic activity observed in the NB, NBC and NBW1 media 

decreased after 48 hours for the two isolates assessed in this study. However, an 

increase in the enzyme activity was observed when the microorganisms were 

cultivated in the NBW2 and NBW3 culture media. The increase in the activity in 

these two culture media after 48 hours may be associated to the catabolic 

repression in the first 24 hours of culture, because the culture media contained a 

higher concentration of cheese whey powder, which is a material rich in 

carbohydrates (75% w/w lactose) and proteins (13% w/w). 

Excess protein may stimulate protein synthesis regulators of the GlnR 

(global nitrogen regulatory protein) type that repress the metabolic activity of B. 

subtilis (Fisher 1999). Regarding lactose, data in the literature states that B. 

subtilis cannot use it as a single carbon source, due to the deficiency in the 

transport and degradation systems. However, it has a lacA gene that can codify 

β-galactosidase in function of stress conditions (Stülke & Hillen 2000). This 

nutritional stress may justify the low enzymatic activity observed in the NBW3 

medium, containing 1% cheese whey powder (Fig. 1a and 1b). The proteolytic 

activity of the standard strain was less than that of the wild strain, 97.2 U/mg 

and 105.6 U/mg, respectively.  

The growth pattern of the Bacillus sp. UFLA 817CF strain in the NBW1, 

NBW2 and NBW3 culture media showed that the adaptation phase to the 

conditions of the culture medium also interfered in the population. Kumar et al. 
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(1999) observed that a concentration of 1% of cheese whey powder 

supplemented with organic and inorganic carbon sources and organic nitrogen 

sources presented a better response regarding alkaline protease activity. The 

presence of sodium caseinate and the cheese whey proteins used in this study did 

not stimulate an increase in the proteolytic activity. This result was also reported 

by Patel et al. (2006), when they used 0.5% (w/v) casitone (partially hydrolyzed 

casein) and by Joo & Chang (2005) who added 1% casein as supplement in a 

chemically defined culture medium in Bacillus sp. culture. In a previous study 

these authors reported that the addition of 1% casein to supplement TSB 

medium, favored alkaline protease activity of a new Bacillus species by 30%, 

called B. horikoshii (Joo et al. 2002).  

For the standard B. subtilis ATCC 6633 strain, the NBW1 culture 

medium (Fig. 1b) induced greater enzymatic activity than the NBC culture 

medium (used as standard inducer) in 24 hours, respectively, 555.1 U/mg and 

417.7 U/mg. There were no significant differences for the wild strain (Fig. 1a), 

in the same time, in the proteolytic activity between the NBW1 and NBC culture 

media. 

 

5.2 Enzyme assay in ammonium sulfate fractions 

 

The supernatants obtained in the five media tested, from both the 

cultured microorganisms, were precipitated with ammonium sulfate at 40%, 

60% and 80% saturation. To culture Bacillus sp. UFLA 817CF, the 60% 

saturation presented the best results from protease specific activity in all the 

growth culture media tested. Kim & Kim (2005) and Zvidzai & Zvauya (2001) 

also reported a greater enzymatic activity in the 60% ammonium sulfate fraction 

when they purified B. subtilis protease. The maximum enzymatic activity for 

Bacillus sp. UFLA 817CF was observed in the precipitation obtained from the 
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culture in NB culture medium (926.4 U/mg), while the lowest activity (437.4 

U/mg) was reported in the NBW3 medium (Table 1). This result, nevertheless, 

exceeded the best results obtained for B. subtilis ATCC 6633 culture at the three 

saturations tested (Table 1). It was also observed for Bacillus sp. UFLA 817CF, 

that the NB culture medium also presented greater proteolytic activity at the 

40% and 80% fractions compared to the other culture media tested, 692.7 and 

557.7 U/mg, respectively. in the NBW2 (300.5 U/mg) and NBW3 (296.0 U/mg) 

culture media. All samples from 80% saturation presented the lowest proteolytic 

activity values for both the microorganisms. 
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TABLE 1 - Partial purification of alkaline protease from Bacillus subtilis ATCC 6633 and from Bacillus sp. UFLA 

817CF 
 

 Bacillus subtilis ATCC 6633 

(NH4)2SO4 
saturation 40% 60% 80% 

Media 

Total 
enzyme 
activity 
(U/ml) 

Total 
proteins 
(mg/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Total 
enzyme 
activity 
(U/ml) 

Total 
proteins 
(mg/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Total 
enzyme 
activity 
(U/ml) 

Total 
proteins 
(mg/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

NB 59.03 0.258 228.7 111.15 0.414 268.7 78.25 0.552 141.7 

NBC 55.21 0.281 196.5 93.12 0.440 211.7 76.76 0.629 122.0 

NBW1 73.32 0.315 232.5 93.96 0.562 167.1 85.58 0.661 129.6 

NBW2 91.98 0.406 226.8 88.40 0.294 300.5 90.27 0.713 126.7 

NBW3 105.46 0.608 173.6 93.08 0.314 296.0 99.94 0.758 131.9 

 
To be continued… 
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TABLE 1 Continue  
 

 Bacillus sp. UFLA 817CF (wild type) 

(NH4)2SO4 
saturation 40% 60% 80% 

Media 

Total 
enzyme 
activity 
(U/ml) 

Total 
proteins 
(mg/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Total 
enzyme 
activity 
(U/ml) 

Total 
proteins 
(mg/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Total 
enzyme 
activity 
(U/ml) 

Total 
proteins 
(mg/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

NB 80.71 0.087 692.7 89.18 0.096 926.4 95.53 0.128 557.7 

NBC 84.27 0.152 415.3 87.98 0.159 553.4 99.19 0.162 459.4 

NBW1 90.34 0.170 398.6 92.10 0.185 497.2 102.85 0.211 365.4 

NBW2 94.00 0.188 374.6 93.08 0.200 465.2 106.51 0.239 333.6 

NBW3 91.59 0.206 334.2 96.78 0.221 437.4 113.74 0.289 295.6 

Data presents average of four replicates. 
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The fraction obtained with 60% saturation also presented best activity 

for the Bacillus subtilis ATCC6633 strain in most of the culture media tested 

(Table 1), except for the NBW1 medium, where the highest proteolytic activity 

value, 232.5 U/mg, was observed in the 40% fraction. In the 60% saturation 

fractions, the greatest enzymatic activity values were observed 

 

5.3 Effect of temperature and pH on enzyme activity and stability 

 

The 60% saturation fractions with ammonium sulfate in the NB, NBC 

and NBW1 culture media of both the microorganisms were tested for ideal pH 

and temperature for enzymatic activity. Relative activity was used to compare 

the cultures, regarding the best pH and temperature, taking as 100% the activity 

of Bacillus sp. UFLA 817CF in the NB culture medium (Table 1).  

Figure 2a shows the results of the enzymatic activity in function of 

variation in pH, for both the microorganisms, in the three culture media that best 

represented specific activity. Bacillus sp. UFLA 817CF presented greater 

enzymatic activity at pH 9.0 in the three culture media tested.  

In the fraction obtained from the NB culture medium, with greater 

activity, this strain maintained about 80% activity at pH 7.0 and over 60% at pH 

11.0. This optimum activity at values close to 9.0 is characteristic of alkaline 

proteases (Rao et al. 1998; Kumar & Takagi 1999). Similar values were reported 

by Gessesse et al. (2003) and Giongo et al. (2007), when culturing Bacillus 

isolates and by Tremacoldi et al. (2007) when culturing Aspergillus clavatus. 

The highest proteolytic activity at pH 9.0 was observed when the fractions 

precipitated with ammonium sulfate were incubated at 40 °C for both the 

microorganisms in the three culture media tested (Fig. 2b). 
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FIGURE 2 - Effect of pH (A) and temperature (B) on relative proteolytic 

activity in ammonium sulphate precipitate (60%) obtained from 
Bacillus sp. UFLA 817CF (continuous line) and B. subtilis ATCC 
6633 (discontinuous line) growing on nutrient broth (NB ), 
nutrient broth plus 0.01% (w/v) sodium caseinate (NBC ) and 
nutrient broth plus 0.01% (w/v) cheese whey powder (NBW1 ). 
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Optimum alkaline protease activity at 40 °C was also detected by other 

authors when using Bacillus sp. strains (Singh et al. 2001; Joo et al. 2002). 

Stability was observed in the proteolytic activity in both the bacilli at the 

different pH values, and the best results were observed in Bacillus sp. UFLA 

817CF culture. The residual activity of this strain, in the three culture media 

tested was close to 50% of the maximum at pH 5.0. At the values of pH 7.0 and 

11.0, about 70% of residual activity was detected after incubation for 30 minutes 

at 37 °C (Fig. 3a).  
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FIGURE 3A - Effect of pH on residual proteolytic activity in ammonium 

sulphate precipitates (60%) obtained from Bacillus sp. UFLA 
817CF growing on nutrient broth (NB ), nutrient broth plus 0.01% 
(w/v) sodium caseinate (NBC ) and nutrient broth plus 0.01% 
(w/v) cheese whey powder (NBW1 ).  
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Greater variation in the culture of B. subtilis ATCC6633 was observed in 

the proteolytic activity in the culture media assessed. In this case the best 

performance was observed in the NBW1 culture medium, where about 75%, 

83% and 78% of the activity was maintained at pH 5.0, 7.0 and 11.0, 

respectively (Fig. 3b). 
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FIGURE 3B - Effect of pH on residual proteolytic activity in ammonium 
sulphate precipitates (60%) obtained from B. subtilis ATCC 6633 
growing on nutrient broth (NB ), nutrient broth plus 0.01% (w/v) 
sodium caseinate (NBC ) and nutrient broth plus 0.01% (w/v) 
cheese whey powder (NBW1 ).  

 

 

The temperature of 40 °C was observed as optimum for both the 

microorganisms in the three culture media (Fig. 4a and 4b). The residual 

proteolytic activity of Bacillus sp. UFLA 817CF cultivated in NBC culture 
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medium was maintained at temperatures of 50, 60 and 70 °C at values 95%, 

88% and 77%, respectively, compared to the maximum activity at 40 °C 

(503.4U/mg) (Fig. 4a). Similar performance was detected in the enzymatic 

activity of the B. subtilis ATCC 6633 strain in the NB and NBW1 culture media 

(Fig. 4b), where about 95%, 80% and 70% were maintained at the respective 

temperatures of 50, 60 and 70 °C of the maximum activity at 40 °C (268.7 U/mg 

for NB and 167.1 for NBW1). 
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FIGURA 4A - Effect of temperature on residual proteolytic activity in 

ammonium sulphate precipitates (60%) obtained from Bacillus sp. 
UFLA 817CF growing on nutrient broth (NB ), nutrient broth plus 
0.01% (w/v) sodium caseinate (NBC ) and nutrient broth plus 
0.01% (w/v) cheese whey powder (NBW1 ).  

 
 



79 
 

40

80

120

20 30 40 50 60 70 80

R
es

id
ua

l a
ct

iv
ity

 (%
)

Temperature (°C)

B

 
 
FIGURA 4B - Effect of temperature on residual proteolytic activity in 

ammonium sulphate precipitates (60%) obtained from B. subtilis 
ATCC 6633 (B) growing on nutrient broth (NB ), nutrient broth 
plus 0.01% (w/v) sodium caseinate (NBC ) and nutrient broth plus 
0.01% (w/v) cheese whey powder (NBW1 ).  

 

 

Stability at different temperatures and pH was verified in the NB 

medium for both the organisms, at the 60% saturation fraction with ammonium 

sulfate. The samples were incubated for 24 hours at the pH tested before 

proteolytic activity was determined at pH 9.0. There was stability at pH 7.0 for 

both the microorganisms and more than 90% of the activity was maintained 

(Fig. 5) at the optimum pH (9.0). 
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FIGURE 5 - Effect of pH on residual proteolytic activity ( ) and stability ( ) 
in ammonium sulphate precipitate (60%) obtained from Bacillus sp. 
UFLA 817CF (continuous line) and B. subtilis ATCC 6633 
(discontinuous line) growing on nutrient broth. 

 

 

The temperature stability of the enzyme was verified by incubating the 

samples at the tested temperatures for up to 120 minutes before assaying the 

proteolytic activity at 37 °C (Fig. 6). At the incubation temperature of 40°C, the 

proteolytic activity of the enzyme obtained from the Bacillus sp. UFLA 817CF 

culture presented 62% activity after a 120 minute incubation period in the same 

conditions that the B. subtilis ATCC 6633 enzyme presented 53% residual 

activity. At 50 °C the enzymes from the Bacillus sp. UFLA 817CF culture were 

more stable than those from the B. subtilis ATCC 6633 culture. At 60 °C it was 

observed that the B. subtilis ATCC 6633 culture presented greater enzymatic 

activity than the wild strain, but with a sharp loss in activity in the first 30 

minutes of incubation for both the microorganisms (Fig. 6). 
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FIGURE 6 - Effect of temperature on residual proteolytic activity in ammonium 
sulphate precipitate (60%) obtained from Bacillus sp. UFLA 817CF 
(continuous line) and B. subtilis ATCC 6633 (discontinuous line), 
growing on nutrient broth, at 40 °C ( ), at 50 °C ( ) and at 60 °C 
( ). 

 

 

The precipitates obtained from saturation with 60% ammonium sulfate in 

the NB media for both the bacilli were characterized in polyacrylamide gel. 

Bands were detected between the 30 kDa and 45 kDa standards in both the 

cultures, approximately 36 kDa for the protease of the wild strain and 40 kDa for 

the standard B. subtilis ATCC 6633 strain. The bands observed were close to the 

band of protease molecular mass that in general, ranged between 15 and 45 kDa 

(Kumar & Takagi 1999; Gupta et al. 2002b). Zvidzai & Zvauya (2001) detected 

a similar band in a precipitated sample derived from saturation with 60% 

ammonium sulfate when they cultured a new species of Bacillus.  
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Based on the results in this study, the wild Bacillus sp. UFLA 817CF 

strain isolated in coffee beans was a potential producer of alkaline protease when 

cultivated either in nutrient broth or in other culture media tested. The NBW1 

culture presented good alkaline protease production, and was superior or 

equivalent to the culture medium with addition of sodium caseinate. This opens 

perspectives for use of cheese whey powder, an effluent of the dairy industry 

and therefore an inexpensive source, as protease synthesis inducer, and for new 

research to optimize growth culture media based on cheese whey powder. The 

protease obtained from culture of wild strain Bacillus sp. UFLA 817CF 

presented stability at pH 7.0 and considerable heat stability at 40 °C and 50°C, 

and could be an alternative for the various industrial sectors to produce 

proteolytic enzymes using cheese whey. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

DIGESTIBILIDADE PROTÉICA IN VITRO DE FARINHAS DE FEIJÃO 

(Phaseolus vulgaris L.) PRÉ-TRATADAS COM PROTEASE 

COMERCIAL E PROTEASE DE Bacillus sp. 
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1 RESUMO 

 

 

DIAS, Disney Ribeiro. Digestibilidade protéica in vitro de farinhas de feijão 
(Phaseolus vulgaris L.) pré-tratadas com protease comercial e protease de 
Bacillus sp. Lavras: UFLA, 2007, 131 p. (Tese – Doutorado em Ciência dos 
Alimentos) 5. 
 
 
O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é um alimento básico na refeição do brasileiro, 
constituindo uma das principais fontes protéicas da dieta, além de fornecer 
outros macronutrientes e minerais. Apesar da considerável concentração de 
proteínas no feijão, este alimento é considerado de baixo valor biológico, 
quando comparado a proteínas animais e outras fontes protéicas vegetais. 
Visando melhorar a disponibilidade protéica do feijão, foram realizados 
tratamentos enzimáticos em quatro cultivares de feijão (ON; OPNS, TAL e 
VC3). O delineamento foi inteiramente casualizado, em fatorial 4X3 (quatro 
cultivares e três tratamentos: testemunha, sem protease; hidrolisado 1, adição de 
protease comercial; hidrolisado 2, adição de protease de Bacillus sp.) com 4 
repetições. A concentração de proteínas totais (g/100 g de matéria seca) nas 
amostras variou de 16,94% a 18,06%, enquanto a concentração de fenólicos 
totais esteve entre 0,78% e 1,12% (g Eq. ácido tânico/100 g de matéria seca). A 
digestibilidade protéica in vitro na farinha não tratada enzimaticamente 
(testemunha) variou entre 47,30% e 56,17%, em relação à digestibilidade da 
caseína. As concentrações de P, K, Ca, Mg, S e Zn, observadas nas quatro 
cultivares testadas, se encontram dentro dos valores médios disponíveis na 
literatura. No tratamento com protease de Bacillus sp. houve diminuição nos 
teores de Cu e Mn. O teor médio de Fe aumentou nas farinhas tratadas 
enzimaticamente, chegando ao incremento máximo de 102% para a farinha da 
cultivar TAL tratada com protease de Bacillus sp. A digestibilidade de todas as 
farinhas testadas aumentou significativamente (p<0,05), em função do 
tratamento enzimático. A maior variação foi observada na cultivar OPNS, cujos 
valores, respectivamente, para a testemunha e protease de Bacillus sp., foram 
54,4% e 81,6%. 

                                                           
5 Comitê Orientador: Rosane Freitas Schwan – DBI/UFLA (Orientadora), 
Celeste Maria Patto de Abreu – DQI/UFLA (Co-Orientadora) 
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2 ABSTRACT 

 

 

DIAS, Disney Ribeiro. In vitro protein digestibility of enzymatically pre-
treated bean (Phaseolus vulgaris L.) flour using commercial protease and 
Bacillus sp. protease. Lavras: UFLA, 2007, 131 p. (Tese – Doutorado em 
Ciência dos Alimentos) 6. 
 
 
The common beans (Phaseolus vulgaris L.) are a staple food for Brazilian diet, 
which represent the major source of dietary protein, and other micronutrients 
and minerals. Despite the considerable concentration of protein in beans, the 
food is considered of low biological value when compared to animal proteins 
and other plant protein sources. To improve the availability of protein in beans, 
enzymatic treatments were performed in four cultivars (ON, OPNS, TAL and 
VC3). The approach was completely randomized design with four replicates. It 
was used a 4 x 3 factorial arrangement (four cultivars and three treatments; 
treatment 1: addition of commercial protease and treatment 2: addition of 
protease from Bacillus sp., treatment 3: control without enzyme). The 
concentration of total protein (g/100 g of dry matter) in the samples ranged from 
16.94% to 18.06%, while the concentration of total phenolics was between 
0.78% and 1.12% (g Eq. tanic acid / 100 g dry matter). The in vitro protein 
digestibility in beans flour untreated enzymatically (control) ranged between 
47.30% and 56.17% on the digestibility of casein. Concentrations of P, K, Ca, 
Mg, Zn observed in the four cultivars tested were within the average values 
available in the literature. Treatment 2 with protease from Bacillus sp. induced 
decrease in levels of Cu and Mn. It was observed that the average of Fe content 
increased in all beans flour when treated with proteases, reaching the maximum 
increase of 102% in the TAL flour treated with protease from Bacillus sp. The 
digestibility of all beans tested was significantly increased (p <0.05) as function 
of enzyme treatment, being the greater variation observed in the cultivar OPNS 
treated with protease from Bacillus sp., which values were 81.6% while the 
control treatment was 54.4%. 

 
 

                                                           
6 Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan – DBI/UFLA (Major Professor), 
Celeste Maria Patto de Abreu – DQI/UFLA 
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RESUMO 

 

 

O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é um alimento básico na refeição do brasileiro, 
constituindo uma das principais fontes protéicas da dieta, além de fornecer 
outros macronutrientes e minerais. Apesar da considerável concentração de 
proteínas no feijão, este alimento é considerado de baixo valor biológico, 
quando comparado a proteínas animais e a outras fontes protéicas vegetais. 
Visando melhorar a disponibilidade protéica do feijão, foram realizados 
tratamentos enzimáticos em quatro cultivares de feijão (ON; OPNS, TAL e 
VC3). O delineamento foi inteiramente casualizado, em fatorial 4X3 (quatro 
cultivares e três tratamentos: testemunha, sem protease; hidrolisado 1, adição de 
protease comercial; hidrolisado 2, adição de protease de Bacillus sp.) com 4 
repetições. A concentração de proteínas totais (g/100 g de matéria seca) nas 
amostras variou de 16,94% a 18,06%, enquanto a concentração de fenólicos 
totais esteve entre 0,78% e 1,12% (g Eq. ácido tânico/100 g de matéria seca). A 
digestibilidade protéica in vitro na farinha não tratada enzimaticamente 
(testemunha) variou entre 47,30% e 56,17%, em relação à digestibilidade da 
caseína. As concentrações de P, K, Ca, Mg, S e Zn observadas nas quatro 
cultivares testadas se encontram dentro dos valores médios disponíveis na 
literatura. No tratamento com protease de Bacillus sp. houve diminuição nos 
teores de Cu e Mn. O teor médio de Fe aumentou nas farinhas tratadas 
enzimaticamente, chegando ao incremento máximo de 102% para a farinha da 
TAL tratada com protease de Bacillus sp. A digestibilidade de todas as farinhas 
testadas aumentou significativamente (p<0,05) em função do tratamento 
enzimático. A maior variação foi observada na cultivar OPNS, cujos valores, 
respectivamente, para a testemunha e protease de Bacillus sp., foram 54,4% e 
81,6%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: farinha de feijão; hidrólise enzimática; protease alcalina. 
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IN VITRO PROTEIN DIGESTIBILITY OF ENZYMATICALLY PRE-
TREATED BEAN (Phaseolus vulgaris L.) FLOUR USING 

COMMERCIAL PROTEASE AND Bacillus sp. PROTEASE 
 

 

ABSTRACT 
 
The common beans (Phaseolus vulgaris L.) are a staple food for Brazilian diet, 
which represent the major source of dietary protein, and other micronutrients 
and minerals. Despite the considerable concentration of protein in beans, the 
food is considered of low biological value when compared to animal proteins 
and other plant protein sources. To improve the availability of protein in beans, 
enzymatic treatments were performed in four cultivars (ON, OPNS, TAL and 
VC3). The approach was completely randomized design with four replicates. It 
was used a 4 x 3 factorial arrangement (four cultivars and three treatments; 
treatment 1: addition of commercial protease and treatment 2: addition of 
protease from Bacillus sp., treatment 3: control without enzyme). The 
concentration of total protein (g/100 g of dry matter) in the samples ranged from 
16.94% to 18.06%, while the concentration of total phenolics was between 
0.78% and 1.12% (g Eq. tanic acid / 100 g dry matter). The in vitro protein 
digestibility in beans flour untreated enzymatically (control) ranged between 
47.30% and 56.17% on the digestibility of casein. Concentrations of P, K, Ca, 
Mg, Zn observed in the four cultivars tested were within the average values 
available in the literature. Treatment 2 with protease from Bacillus sp. induced 
decrease in levels of Cu and Mn. It was observed that the average of Fe content 
increased in all beans flour when treated with proteases, reaching the maximum 
increase of 102% in the TAL flour treated with protease from Bacillus sp. The 
digestibility of all beans tested was significantly increased (p <0.05) as function 
of enzyme treatment, being the greater variation observed in the cultivar OPNS 
treated with protease from Bacillus sp., which values were 81.6% while the 
control treatment was 54.4%. 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: bean flour; enzymatic hydrolysis; alkaline protease. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

As leguminosas são ricas em macro e micronutrientes e têm sido 

utilizadas, por vários povos, como fonte de proteínas, carboidratos, fibras, 

vitaminas e minerais. O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) é um dos mais 

importantes legumes, sendo considerada a principal fonte protéica na dieta de 

muitos países latino-americanos, em especial o Brasil16,29.  

A concentração de proteínas no feijão comum varia entre 15% a 25%, 

podendo, algumas cultivares apresentarem até 36% deste macronutriente. O teor 

de carboidratos varia de 40% a 60%, predominando amido (até 45% do total de 

carboidratos), outros polissacarídeos (fibras) e, em menor proporção, 

oligossacarídeos30,39,41. 

O feijão é boa fonte de minerais, com destaque para o ferro (Fe). Este 

metal participa de diversas e fundamentais atividades metabólicas. Está 

associado ao grupamento porfirina para compor o heme, o qual está presente na 

hemoglobina, na mioglobina, na catalase e em outras enzimas oxidorredutases, 

responsáveis, entre outras funções, pelo processo de respiração aeróbica3. O Fe 

ligado ao grupo heme e presente em complexos ferro-enxofre é abundante nas 

proteínas de origem animal, enquanto o Fe não ligado ao grupo heme, Fe 

inorgânico, está presente em tecidos animais e vegetais. Com relação à absorção, 

o ferro hêmico é melhor absorvido, comparado ao ferro não hêmico5,6,8. 

A quantidade de Fe requerida diariamente, considerando a absorção 

intestinal, pelo organismo humano, é baixa. Varia de 1,0 mg/kg, para homens, a 

1,3 mg/kg, em média, para mulheres e adolescentes5,8. Entretanto, de acordo 

com informações da Organização Mundial de Saúde, a anemia por deficiência de 

Fe (anemia ferropriva) acomete cerca de 25% da população mundial, 

prevalecendo na população feminina e infantil42. 
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A absorção de Fe presente em leguminosas é baixa em relação ao ferro 

hêmico e parece estar comprometida pelo tipo de interação do metal com a 

matriz protéica e polissacarídica presente nos feijões. Além disso, a interação de 

Fe com outras moléculas, como fitatos, oxalatos e compostos fenólicos, 

considerados fatores antinutricionais, também promove a diminuição da 

disponibilidade e da conseqüente absorção de Fe20,25,31. Estas moléculas estão 

correlacionadas, por meio de um mecanismo reacional ainda não muito claro, 

com a baixa digestibilidade das proteínas do feijão e sua baixa disponibilidade 

de Fe. Isso faz com que o feijão seja considerado um alimento protéico de baixo 

valor biológico, comparado com proteínas animais e outras proteínas 

vegetais11,23,36. 

A melhoria do valor biológico das proteínas do feijão tem sido alvo de 

estudos de diversos pesquisadores. O melhoramento genético de cultivares que 

apresentem maior digestibilidade protéica e menor teor de fatores 

antinutricionais, e o pré-tratamento das sementes de feijão por cocção e 

embebição, entre outros, têm sido empregados30,40,46. 

A hidrólise enzimática de proteínas é uma alternativa ao processo de 

melhoria de qualidade e propriedades funcionais destas moléculas e tem sido 

empregada com diversas finalidades na indústria de alimentos1,10,33. As proteases 

têm sido utilizadas para a modificação de proteínas, como na hidrólise de soja e 

outros vegetais, para a solubilização de concentrados de peixes, amaciamento de 

carnes, hidrólise de caseína e na melhoria da textura de queijos, aumentando, 

assim, a qualidade e o valor nutriional dos produtos19,33,35. 

Com a finalidade de promover melhoria da digestibilidade protéica in 

vitro das farinhas de feijão, as mesmas foram submetidas a dois tratamentos: (i) 

pré-hidrólise com protease comercial (Trypsin DIFCO), codificado como 

hidrolisado 1 e (ii) pré-hidrólise com protease obtida13 do cultivo de Bacillus sp. 

UFLA 817CF a 60% de saturação com (NH4)2SO4, codificado como hidrolisado 
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2. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos na farinha bruta, sem 

hidrólise prévia com protease (testemunha). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Cultivares de feijão 

As cultivares de feijão Ouro Negro (preto), OP-NS-331 (bege com rajas 

marrons), Talismã (bege com rajas marrons) e VC-3 (bege-claro com poucas 

rajas marrons) foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Magno Antonio Patto 

Ramalho (Banco de Germoplasmas do Setor de Genética e Melhoramento de 

Plantas – Departamento de Biologia/Universidade Federal de Lavras, Lavras, 

Minas Gerais). As farinhas foram codificadas como ON (Ouro Negro), OPNS 

(OP-NS-331), TAL (Talismã) e VC3 (VC-3). 

Os feijões foram previamente selecionados, limpos, secos em estufa, a 

40°C, por 24 horas e moídos em moinho tipo Willye, em peneira mesh 30. Da 

moagem foram obtidas duas frações: farinha (praticamente constituída de 

cotilédone) e farelo (fração retida na moagem e constituída, principalmente, do 

tegumento dos feijões e não utilizada neste experimento). As farinhas de feijão 

obtidas foram embaladas e armazenadas sob resfriamento, a -20°C, para análises 

posteriores. 

 

4.2 Hidrólise enzimática das farinhas de feijão 

Para a obtenção dos hidrolisados protéicos a partir das farinhas de feijão, 

etapa de pré-hidrólise, 20 g das amostras foram solubilizadas em 80 mL de água 

destilada para favorecer o contato enzima-substrato. As condições de hidrólise, 

tanto para a protease comercial quanto para a protease de Bacillus sp., foram as 

seguintes: 150 rpm, durante 5 horas, a 28°C e relação enzima-substrato de 5% 

(referente à quantidade de proteína em cada amostra de farinha). O pH da 

solução de farinha variou de acordo com a especificidade de cada enzima. Foi 

corrigido para 7,0, no tratamento com protease comercial, ou 9,0, quando 
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utilizada protease de Bacillus sp., utilizando-se NaOH 0,01N. Decorrido o tempo 

de hidrólise, as amostras de farinha foram congeladas e liofilizadas. 

 

4.3 Análises nas farinhas de feijão 

Os hidrolisados protéicos liofilizados das quatro cultivares de feijão, 

obtidos no item anterior utilizando-se protease comercial e protease de Bacillus 

sp., bem como o grupo testemunha (farinhas não hidrolisadas), foram tomados 

para análises de proteínas, umidade, minerais, cinzas, digestibilidade protéica in 

vitro e fenólicos totais. 

A determinação de proteínas totais foi realizada pelo método 

microkjeldahl, conforme AOAC4. Os teores de cinzas foram determinados pelo 

método gravimétrico, baseado na determinação da perda de peso do material 

submetido a aquecimento a 550 °C e a determinação da umidade das farinhas foi 

conduzida em estufa a 105 °C4. A quantificação dos minerais foi feita segundo 

MALAVOLTA, VITTI e OLIVEIRA27. Os extratos das amostras foram obtidos 

por digestão nitroperclórica. Foram determinados P e S por colorimetria; Ca, 

Mg, Cu, Fe, Mn e Zn por espectrofotometria de absorção atômica e K por 

fotometria de chama. 

A determinação de fenólicos totais foi realizada conforme metodologia 

descrita por SWAIN e HILLIS43. Para o preparo do reagente de Folin-Denis e da 

solução saturada de Na2CO3, foi utilizado protocolo da AOAC4. Para a extração 

dos compostos fenólicos foi empregada metodologia proposta por HAGERMAN 

e BUTLER22, sendo as amostras de farinha e dos hidrolisados colocadas em 

solução de metanol 80% (v/v), em banho-maria, a 80 °C, com refluxo, por 15 

minutos. O sobrenadante foi recolhido e evaporado em banho-maria, diluído em 

água e filtrado para a quantificação. O ácido tânico foi utilizado como padrão e 

os resultados expressos em % de equivalentes de ácido tânico (g Eq. ác. 

tânico/100 g de amostra). 
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A digestibilidade protéica in vitro foi determinada segundo AKESSON e 

STAHMANN2. As amostras (farinhas e hidrolisados, com teor de nitrogênio 

conhecido) foram digeridas com pepsina e pancreatina, em seus pH ótimos de 

ação. A reação foi interrompida adicionando-se ácido tricloroacético a 10%. 

Após centrifugação, o nitrogênio no sobrenadante foi dosado. A digestibilidade 

encontrada para caseína foi tomada como padrão e seu valor considerado como 

100%. Os valores de digestibilidade protéica in vitro das farinhas e dos 

hidrolisados foram corrigidos em relação à digestibilidade da caseína e os 

resultados expressos em porcentagem em base seca. 

Para a comparação entre farinhas e hidrolisados foi utilizado 

delineamento inteiramente casualizado, com 4 repetições, em esquema fatorial 

4x3 (quatro cultivares de feijão, três tratamentos – testemunha e duas enzimas). 

Foi realizada ANAVA com os dados obtidos e teste de Tukey (p<0,05) nos 

parâmetros significativos, empregando-se o software Sisvar 5.015. 



101 
 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Composição química das farinhas de feijão 

O percentual de proteína total das farinhas não tratadas enzimaticamente, 

obtidas das cultivares testadas (ON, OPNS, TAL e VC3), variou de 16,94 

g/100g a 18,06 g/100g, com base na matéria seca (Tabela 1). Estes valores são 

compatíveis com os descritos na literatura40,41 para feijões comuns. 

A cultivar ON apresentou os maiores percentuais de proteínas (18,06%) 

e cinzas (4,47%). Nesta cultivar também foram observados os menores valores 

de fenólicos totais (0,78) e umidade (6,08). Não houve diferenças estatísticas, a 

5% de significância, no teor de cinzas entre as cultivares OPNS, TAL e VC3. 

Com relação às proteínas totais, ON e TAL não apresentaram diferenças 

significativas entre si e foram superiores aos valores encontrados para as 

cultivares VC3 e OPNS. A umidade das amostras variou de 6,1% a 9,5% 

(Tabela 1). 

O teor de fenólicos totais encontrado esteve entre 0,78% e 1,12% de 

equivalentes de ácido tânico (g/100g). ESPINOSA-ALONSO et al.14, estudando 

cultivares de feijões comuns mexicanos e MESQUITA et al.30, ao estudarem 

feijões  cultivados no Sul de Minas Gerais, encontraram valores de fenólicos 

totais semelhantes aos observados neste trabalho e que se encontram entre os 

valores descritos previamente na literatura26,29. A quantidade de fenólicos totais 

na cultivar TAL (1,10%) não diferiu estatisticamente do maior valor encontrado 

para este parâmetro, observado na cultivar OPNS (1,12%). Esta cultivar 

apresentou o menor valor de proteínas totais (16,94%), estatisticamente 

equiparado ao valor encontrado na cultivar VC3 (17,00%). 

A digestibilidade protéica in vitro das farinhas não tratadas 

enzimaticamente variou em função da cultivar, sendo observado menor valor 
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para a cultivar VC3 (47,30%) e maior valor para a cultivar TAL (56,17%). A 

digestibilidade pode variar entre 40% e 80%, dependendo da cultivar, das 

condições de cultivo e do pré-tratamento do feijão (cocção, branqueamento, 

hidratação, irradiação, adição de sais)20,28,40,46.  

Vários trabalhos descrevem o efeito antinutricional de compostos 

fenólicos sobre a qualidade biológica das proteínas de feijão por prejudicarem a 

digestibilidade das mesmas9,21,23,34. A partir dos resultados observados nos 

valores de digestibilidade e fenólicos totais das farinhas testadas no presente 

trabalho, verificou-se que não houve correlação negativa entre os dois 

parâmetros. Isso porque a cultivar VC3 apresentou o menor valor de 

digestibilidade protéica in vitro e também a menor concentração de fenólicos 

totais. Resultados semelhantes foram observados por MESQUITA et al.30, o que 

pode ser justificado pela baixa relação fenólicos/proteína (m/m), como 

observado por PINO e LAJOLO36. De acordo com estes autores, a diminuição 

da digestibilidade ocorre a partir de relações fenólicos/proteínas totais da ordem 

de 5/20 (m/m), ou seja, 5 g de fenólicos para cada 20 g de proteínas. 

A relação máxima de fenólicos/proteínas observada nos resultados das 

quatro cultivares avaliadas foi de, aproximadamente, 1/17, para a cultivar OPNS 

(Tabela 1), o que pode justificar a não interferência de fenólicos totais nos 

valores de digestibilidade protéica in vitro encontrados neste trabalho. 
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TABELA 1 Características químicas e bioquímicas das farinhas das quatro 
cultivares de feijão (testemunha) * 

 
Farinha Proteínas 

(%) 

Digestibilidade 1 

(%) 

Fenólicos 

totais (%) 2 

Umidade 

(%) 

Cinzas 

(%) 

ON 18,06 a 51,62 ab 0,78 b 6,08 c 4,47 a 

OPNS 16,94 b 54,36 ab  1,12 a 8,70 b 3,77 b 

TAL 18,04 a 56,17 a 1,10 a 9,35 a 3,82 b 

VC3 17,00 b 47,30 b 0,80 b 9,45 a 3,80 b 

* Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey 
(p<0,05). 1Valores corrigidos em relação à digestibilidade da caseína, considerada como 
100% digerível. 2 Em g de Eq. de ácido tânico/100 g de matéria seca. Obs.: ON (Ouro 
Negro), OPNS (OP-NS-331), TAL (Talismã) e VC3 (VC-3). 

 

 

5.2 Hidrolisados protéicos obtidos das farinhas de feijão 

A análise de variância dos dados obtidos para os parâmetros proteínas 

totais e fenólicos totais mostrou não haver interação significativa, a 5% de 

significância, do tratamento enzimático, seja com protease comercial ou com 

protease de Bacillus sp., com as farinhas de feijão obtidas das diferentes 

cultivares. 

Para as quatro cultivares avaliadas (ON, OPNS, TAL e VC3), quando 

observados os dados de minerais (Tabela 2), nos três tratamentos (testemunha, 

sem protease; hidrolisado 1, protease comercial e hidrolisado 2, protease de 

Bacillus sp.), notou-se a tendência de estabilidade nos valores de P, K, Ca, Mg, 

S e Zn. Os valores encontrados para estes minerais, nas farinhas das quatro 

cultivares avaliadas, estão entre os valores médios disponíveis na literatura17,30,44. 

As concentrações de Cu e Mn mantiveram-se com valores próximos aos da 

testemunha, quando tratadas com protease comercial (hidrolisado 1) e tenderam 

à diminuição quando as farinhas foram tratadas com protease de Bacillus sp. 

(hidrolisado 2). Esta diminuição pode ter sido em decorrência da estrutura de a 
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protease de Bacillus sp. requerer estes metais como cofatores enzimáticos 

durante a catálise38,45. 

A disponibilidade de Fe também variou de acordo com a cultivar e o 

tratamento enzimático aplicado. Os resultados mais expressivos foram 

observados na cultivar TAL. Quando comparado à testemunha, o hidrolisado 1 

apresentou aumento médio de 66% e o hidrolisado 2 aumentou, em média, 102% 

a quantidade de Fe na amostra. Para as demais cultivares, houve aumento médio 

de 19% e 30%, respectivamente, nos hidrolisados 1 e 2 da cultivar OPNS e 6% e 

21%, respectivamente, nos hidrolisados 1 e 2 da cultivar VC3. Este incremento 

no teor de Fe pode estar relacionado à alteração na interação proteína-Fe, uma 

vez que as proteases geram modificações conformacionais e diminuem, devido à 

sua ação hidrolítica, o tamanho da cadeia polipeptídica. Isto levaria à diminuição 

das interações proteína-Fe32 nas farinhas, devido à quebra de ligações peptídicas, 

algo semelhante ao observado por LOMBARDI-BOCCIA, SANTIS e LULLO24 

em amostras de feijão submetidas à cocção, e aumentaria a disponibilidade de 

Fe. Observou-se tendência de estabilidade na disponibilidade de Fe nos 

tratamentos utilizando a cultivar ON. 
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TABELA 2 – Teores médios de minerais das farinhas das quatro cultivares avaliadas nos diferentes tratamentos * 
 

  Testemunha 
(sem adição de protease) 

 
 

Hidrolisado 1  
(protease comercial) 

 
 

Hidrolisado 2  
(protease de Bacillus sp.) 

 ON OPNS TAL VC3  ON OPNS TAL VC3  ON OPNS TAL VC3 

N 

g/
10

0g
 

2,74 2,49 2,65 2,47  2,71 2,45 2,61 2,42  2,70 2,47 2,59 2,50 

P 0,41 0,33 0,35 0,38  0,41 0,40 0,35 0,34  0,34 0,43 0,40 0,37 

K 1,54 1,43 1,38 1,29  1,46 1,45 1,38 1,31  1,25 1,42 1,38 1,32 

Ca 0,03 0,01 0,03 0,05  0,02 0,03 0,05 0,05  0,02 0,05 0,04 0,04 

Mg 0,16 0,19 0,19 0,17  0,18 0,20 0,19 0,20  0,13 0,19 0,18 0,17 

S 0,23 0,22 0,25 0,21  0,26 0,24 0,25 0,23  0,16 0,20 0,20 0,19 

Cu 

m
g/

10
0g

 

1,25 0,90 1,30 1,23  1,31 1,01 1,27 1,26  0,82 0,74 1,03 0,84 

Mn 1,48 1,30 1,61 1,24  1,60 1,33 1,61 1,33  0,51 0,74 1,04 0,64 

Zn 4,00 3,71 3,71 3,44  3,95 3,91 3,71 3,49  3,70 3,80 3,72 3,52 

Fe 2,04 0,95 1,04 0,92  2,10 1,13 1,73 0,98  2,08 1,24 2,10 1,12 
* Valores expressos com base na matéria seca. Obs.: ON (Ouro Negro), OPNS (OP-NS-331), TAL (Talismã) e VC3 (VC-3). 
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A digestibilidade protéica in vitro das farinhas de feijão variou 

significativamente (p<0,05) em função dos tratamentos (Figura 1). Os 

hidrolisados 1 e 2 apresentaram valores de digestibilidade superiores àqueles 

encontrados na farinha não tratada (testemunha). 

O tratamento com enzima comercial (hidrolisado 1) apresentou o melhor 

resultado para a cultivar ON (74,38%), ou seja, aumentou em cerca de 44% a 

digestibilidade, em comparação com a testemunha (51,6%). Para esta cultivar, a 

protease de Bacillus sp. (hidrolisado 2) aumentou a digestibilidade em 27,3%, 

quando comparada com a testemunha (65,7% e 51,6%, respectivamente). 
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FIGURA 1 Digestibilidade proteica in vitro das farinhas de feijão submetidas a 
tratamento enzimático. Letras diferentes representam diferenças 
significativas, pelo teste de Tukey, a 5% de significância. Obs.: ON 
(Ouro Negro), OPNS (OP-NS-331), TAL (Talismã) e VC3 (VC-3). 
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Os dados da farinha obtida da cultivar OPNS mostraram que o 

tratamento com protease de Bacillus sp. alcançou o maior valor de 

digestibilidade (81,6%), um aumento de cerca de 50% em relação à 

digestibilidade da farinha não tratada (54,4%) da mesma cultivar, o maior 

observado neste experimento. 

Para as farinhas das cultivares TAL e VC3 não houve diferenças 

significativas entre os tratamentos com protease comercial e protease de Bacillus 

sp., apesar de ela ter promovido o maior valor para ambas as farinhas (80,3% e 

65,8%, respectivamente) (Figura 1).  

O aumento do valor na digestibilidade melhora a qualidade nutricional 

das proteínas do feijão por favorecer a hidrólise e a absorção de aminoácidos e 

peptídeos de cadeia curta7,37, essenciais ao metabolismo animal. Estes resultados 

podem ser utilizados para o emprego de farinha de feijão na suplementação 

alimentar como hidrolisado protéico em dietas especiais para humanos ou no 

intuito de diminuir dificuldades na digestão de proteínas10,12,18. 

A digestibilidade protéica in vitro das farinhas, considerando os 

hidrolisados 1 (tratamento com protease comercial) e o hidrolisado 2 (tratamento 

com protease de Bacillus sp.), não diferiu estatisticamente em duas cultivares 

testadas (TAL e VC3). Para a cultivar ON, a enzima comercial apresentou 

melhor resultado, enquanto que, para a cultivar OPNS, a maior digestibilidade 

foi conseguida com o emprego da protease de Bacillus sp. Em todas as cultivares 

testadas, o emprego de protease melhorou a digestibilidade em relação à 

testemunha (farinha não hidrolisada). 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Nas condições do experimento, e em relação aos parâmetros testados, 

chegou-se às seguintes conclusões: 

. a adição de protease comercial e protease de Bacillus sp. não interferiu 

nos teores de proteínas totais e fenólicos totais das farinhas obtidas das 

cultivares avaliadas; 

. a digestibilidade protéica in vitro das farinhas de feijão aumentou, em 

média, 36% no hidrolisado 1 (adição de protease comercial) e 39% no 

hidrolisado 2 (adição de protease de Bacillus sp.), quando comparada com a 

digestibilidade do grupo testemunha (farinha não tratada com protease); 

. o hidrolisado 2 apresentou melhor disponibilidade de Fe, quando 

comparado com a testemunha. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O isolado Bacillus sp. UFLA 817CF, isolado de grãos de café, foi capaz 

de produzir enzimas com atividade proteolítica em pH alcalino. Esta atividade 

superou, em todas as condições de cultivo, os valores encontrados para as 

proteases originadas do cultivo de Bacillus subtilis ATCC 6633, cepa padrão 

utilizada neste trabalho. 

Com relação aos meios de cultivo alernativos testados, aquele contendo 

0,01% (m/v) de soro de leite em pó apresentou bons resultados para o cultivo da 

cepa selvagem de Bacillus. A protease oriunda desta cepa apresentou atividade 

ótima em pH 9,0 e 40 °C, após 24 h de crescimento e saturação com 605 de 

sulfato de amônio. Além disso, apresentou estabilidade térmica de ação em pH 

7,0 entre 40 e 50 °C. Por estas características, esta fração pré-purificada foi 

utilizada na comparação com tripsina comercial para avaliar as possíveis 

alterações na digestibilidade proteica in vitro de farinhas obtidas de quatro 

cultivares de feijão. 

As cultivares testadas apresentaram variação significativa nos teores de 

proteínas, digestibilidade, fenólicos totais, umidade e cinzas, quando 

consideradas as farinhas não tratadas enzimaticamente. Ainda nestas condições, 

a maior digestibilidade foi observada para a cultivar TAL, na qual também se 

observaram maiores teores de proteínas totais e fenólicos totais. A cultivar VC3 

apresentou, estatisticamente, os menores valores de digestibilidade e fenólicos 

totais, indicando não haver correlação linear entre a quantidade desses 

compostos e a digestibilidade, para as cultivares testadas nas condições do 

experimento. 

Observou-se tendência de diminuição dos valores médios de Cu e Mn 

em todas as farinhas tratadas com protease de Bacillus sp. (hidrolisado 2) e 
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aumento médio da disponibilidade de Fe nos hidrolisados 1 (protease comercial) 

e 2 (protease de Bacillus sp.) das cultivares OPNS, TAL e VC3. O maior 

aumento médio (102%) foi observado no hidrolisado 2 (protease de Bacillus sp.) 

da cultivar TAL. Na cultivar ON, não foi observada tendência na variação média 

da disponibilidade de Fe. 

O tratamento enzimático não interferiu, estatisticamente, na 

concentração de fenólicos totais dos hidrolisados obtidos das quatro cultivares 

testadas. 

A digestibilidade protéica in vitro foi sensivelmente melhorada com o 

tratamento enzimático. Para a cultivar ON, o melhor resultado (aumento de 

44%) foi obtido no hidrolisado 1, empregando-se protease comercial. O maior 

aumento na digestibilidade, entretanto, foi observado na farinha da cultivar 

OPNS tratada com protease de Bacillus sp. (hidrolisado 2), com incremento de 

50% em relação à digestibilidade da respectiva testemunha.  

O tratamento enzimático, independente da origem da enzima, melhorou a 

digestibilidade proteica in vitro das farinhas das cultivares TAL e VC3. 
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PROTOCOLO 1A 

 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS PELO MÉTODO DE BRADFORD 

(Coomassie Blue G-250 Brilliant Blue G-250). 

Nota: protocolo utilizando reagente comercial Coomassie Blue G-250 Brilliant 

Blue G-250. 

 

1 Preparo do reagente Coomassie Blue G-250 Blue G-250: 

 

Dissolvem-se 100 mg de Coomassie Blue G-250 Blue G-250 em 50 ml de etanol 

95% (v/v). A esta solução adicionam-se 100 ml de ácido fosfórico 85% (m/v). A 

solução resultante é diluída para 1.000 ml com água destilada. As concentrações 

finais (m/v) desta solução são as seguintes: 

0,01 % de Coomassie Blue G-250 Blue G-250; 8,5 % de H3PO4 e 4,7 % de 

etanol. 

 

Obs.: O H3PO4 tem que ser adicionado ao Coomassie Blue G-250 Blue G-250 

dissolvido em etanol, nunca ao contrário. A solução reagente de Coomassie Blue 

G-250 Blue G-250 deve ser filtrada antes de ser usada. 

 

2 Preparo da curva padrão de proteína usando BSA: 

 

2.1 ANÁLISE PADRÃO (20 ug a 100 ug de proteína) 

(para amostras com baixo teor de proteínas, veja microanálise no item 2.2) 

 

Preparar solução de BSA a 1mg/mL em água destilada. 

Como a BSA é muito higroscópica, podem ser cometidos erros na pesagem da 

mesma. Para saber o seu peso real, basta preparar uma solução 0,1 % (1 mg/ml) 
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e medir a absorvância em 280 nm. É sabido que a solução de BSA 0,1% tem 

uma Ab280nm de 0,600. Se, por exemplo, a BSA preparada apresentar uma 

Ab280nm de 0,500, sua concentração real pode ser recalculada pela equação 

abaixo: 

 

Conc. Real BSA = 0,500 x 1 mg/ml ÷ 0,600 = 0,83 mg/ml 

 

[SUGESTÃO: Antes de se determinar a concentração de proteínas em um 

extrato vegetal, é aconselhável fazer a precipitação das mesmas com ácido 

tricloroacético (TCA), numa concentração final de 5%. Este procedimento tem a 

finalidade de livrar as proteínas de algumas impurezas solúveis no TCA e que 

podem interferir na determinação de proteínas (apesar de o método de Bradford 

sofrer pouca ação de interferentes). 

Obs.: O TCA não deve ser guardado em concentrações abaixo de 50%, pois ele 

se decompõe. 

O TCA forma um sal insolúvel com as proteínas, precipitando-as. O precipitado 

é retomado com NaOH 1,0 N e está pronto para ser quantificada a sua proteína.] 
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PROTOCOLO 2A 

 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS PELO MÉTODO DE BRADFORD  

Nota: protocolo para o reagente de Bradford Sigma B6916 

 

2.1 Macroanálise (20 ug a 100 ug) 

Procedimento para a obtenção de curva padrão de proteína a partir de uma 

solução de BSA (1 mg/ml ou 10 µg/0,1 ml), utilizando reagente Sigma B6916. 

 

Tubo n° BSA 1 mg/mL 
(mL) 

Água 
dest.* (mL)

Concentração final de 
proteína (BSA) em µg/0,1ml 

Reag. de Coomassie 
Blue G-250 mL Sigma 

B6916 
1 - 0,10 0 3,0 
2 0,02 0,08 20 3,0 
3 0,04 0,06 40 3,0 
4 0,06 0,04 60 3,0 
5 0,08 0,02 80 3,0 
6 0,10 0,00 100 3,0 

* Ou tampão apropriado (utilizado nas análises). 

 

Homogeneizar os tubos por inversão ou em vortex. Aguardar 5 minutos para 

realizar a leitura (em 595 nm). A leitura pode ser realizada até 60 minutos 

depois da agitação. 

Plotar gráfico [Abs 595 (y) versus µg proteína (x)] e calcular equação da reta. R2 

~ 0,994...(pelo menos). 

 

Obs.: Para minimizar os erros de pipetagem, podem-se preparar soluções de 20; 

40; 60; 80 e 100 µg de BSA/0,1 ml e tomar uma alíquota de 0,1 ml de cada uma 

e adicionar os 3,0 ml do reagente de Coomassie Blue G-250. 

 

2.1.1 Quantificação de proteínas na amostra 
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a) Preparo do branco: 0,1 mL de água ou tampão + 3,0 mL do reagente de 

Coomassie Blue G-250 (reagente de Bradford) (ou 0,05 mL de água + 1,5 mL do 

reagente Sigma B6916. Neste caso, será necessária cubeta de 1,5 mL). 

Homogeneizar os tubos por inversão ou em vortex. Aguardar 5 minutos para 

realizar a leitura (em 595 nm). A leitura pode ser realizada até 60 minutos 

depois da agitação. 

b) Na amostra: 0,1 mL da amostra + 3,0 mL do reagente Sigma B6916. (ou 0,05 

mL de amostra + 1,5 mL do reagente de Bradford). Seguir como no item a. 

c) Calcular a concentração total de proteínas na amostra a partir da equação da 

reta.  

d) O resultado encontrado refere-se a µg de proteínas no volume de amostra 

utilizado (caso o volume de 0,1 mL gere uma absorvância dentro da curva, o 

resultado poderá ser expresso em µg/0,1 mL). No caso de diluições ou 

precipitação da amostra, considerar estes procedimentos para o cálculo. 

Caso a leitura da absorvância seja superior ao ponto máximo da curva, 

diluir a amostra e retornar ao item b. 

OBSERVAÇÃO: 

Caso a leitura da Abs da amostra seja negativa, ou seja, a amostra possui 

quantidade de proteína não detectada na análise padrão, preparar uma 

curva padrão de microanálise, descrita no item 2.2 (a seguir). 
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2.2 MICROANÁLISE (1 ug a 10 ug de proteína) 

 

Esta análise é utilizada para amostras com baixas concentrações de proteínas 

(meios de cultivo e outras amostras líquidas, entre outras), o que pode dispensar 

a concentração da amostra por precipitação com TCA, por exemplo. 

 

Preparo da solução de BSA 0,1 mg/mL (0,1 ug/uL): 

Para evitar erros de pesagem, esta solução pode ser preparada a partir da diluição 

da solução de BSA a 1 mg/mL (item 2.1). Exemplo: pipetar 10 mL da solução 

de BSA a 1 mg/mL, transferir para um balão de 100 mL e completar o volume 

com água destilada. Homogeneizar a solução por inversão do balão, 

cuidadosamente, para evitar formação de espuma (o que pode indicar 

desnaturação protéica). 

 

MICROANÁLISE: Procedimento para obtenção de curva padrão de proteína a 

partir de uma solução de BSA (0,1 mg/ml ou 0,1 µg/ul) utilizando-se reagente 

Sigma B6916. 

 

Tubo 
N° 

BSA 0,1 
mg/mL 
(mL) 

Água dest.* 
(mL) 

Concentração final de 
proteína (BSA) em 

µg/0,1ml 

Reag. de Coomassie Blue 
G-250 mL Sigma B6916 

1 - 1,0 0 1,0 
2 0,2 0,8 2,0 1,0 
3 0,4 0,6 4,0 1,0 
4 0,6 0,4 6,0 1,0 
5 0,8 0,2 8,0 1,0 
6 1,0 - 10,0 1,0 

* Ou tampão apropriado (utilizado nas análises). 

 



122 
 

Homogeneizar os tubos por inversão ou em vortex. Aguardar 5 minutos para 

realizar a leitura (em 595 nm). A leitura pode ser realizada até 60 minutos 

depois da agitação. 

Plotar gráfico [Abs 595 (y) versus µg proteína (x)] e calcular equação da reta. 

 

2.2.1 Quantificação de proteínas na amostra 

a) Preparo do branco: 1,0 mL de água ou tampão + 1,0 mL do reagente Sigma 

B6916 (reagente de Bradford). Homogeneizar os tubos por inversão ou em 

vortex. Aguardar 5 minutos para realizar a leitura (em 595 nm). A leitura pode 

ser realizada até 60 minutos depois da agitação. Como o volume final será de 

2,0 mL, pode-se utilizar a cubeta de 3,0 mL e caminho óptico de 1,0 cm. 

b) Na amostra: 1,0 mL da amostra + 1,0 mL de reagente B6916. Seguir como no 

item a. 

c) Calcular a concentração total de proteínas na amostra a partir da equação da 

reta. 

d) O resultado encontrado refere-se a µg de proteínas no volume de amostra 

utilizado (caso o volume de 1,0 mL gere uma absorvância dentro da curva, o 

resultado poderá ser expresso em µg/mL). No caso de diluições ou 

precipitação da amostra, considerar estes procedimentos para o cálculo. 

Caso a leitura da absorvância seja superior ao ponto máximo da curva, 

diluir a amostra e retornar ao item b. 

 

3 Observações 

a. A quantificação de proteína em extratos vegetais ou microbianos pode 

ser feita usando-se volumes iguais do extrato e de TCA a 10%, 

resultando numa concentração final de TCA igual a 5%. Este extrato 

com TCA 5% deve ser centrifugado (pelo menos 5000 xg por 15’) e o 

precipitado ressuspendido com NaOH 0,1 N. Posteriormente, retira-se 
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uma alíquota de 0,1 ml da proteína ressuspendida e adicionam-se 5 ml 

do reagente de Coomassie Blue G-250. Agita-se e faz-se a leitura a 595 

nm. 

b. Não utilizar cubetas de quartzo (pois a remoção do reagente de 

Coomassie é bem mais difícil). Utilizar as de vidro comum ou plástico. 

c. Limpeza das cubetas: pode ser realizada com detergente comercial 

comum. 

 

4 Referências 

Bradford M (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. 
Analytical Biochemisry 72:248-254. 

Stoscheck, C (1990) Quantification of Protein. Methods in Enzymology 182:50-
68. 
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PROTOCOLO 3A 

 

DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE PROTEOLÍTICA 

 

 

A determinação da atividade proteolítica foi avaliada em função da hidrólise da 

caseína. 

 

Procedimento 

I. Obtenção do extrato enzimático bruto: 

1. Centrifugar as amostras a 6000 xg (8090 rpm, centrífuga SIGMA AK-15, 

rotor 12148), durante 15 minutos, a 4ºC. 

2. Recolher o sobrenadante (extrato enzimático bruto) e congelá-lo para 

posteriores análises (caso não seja utilizado imediatamente). 

 

II. Preparo dos reagentes: 

1. Substrato: preparar solução de caseína a 0,5% (m/v) em tampão Tris-HCl 

(50 mM) pH 9,0 (ou outro tampão compatível). 

a. Preparo da solução tampão (1000 mL): pesar 6,05 g de Tris (50 

mmol) e transferir para Erlenmeyer (ou béquer) de 250 mL contendo 

100 mL de água destilada. Solubilizar. Completar o volume para 

cerca de 200 mL. Homogeneizar. Adicionar solução de HCl 0,2 M 

(aos poucos, cerca de 5 mL) e aferir o pH, até que o valor 9,0 seja 

obtido. Transferir, analiticamente, o conteúdo para balão de 1.000 

mL e completar o volume. 

2. Solução de TCA (parada de reação): preparar solução de ácido 

tricloroacético a 10% (m/v) em água destilada. 
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3. Construção da reta padrão de tirosina (Food Chemicals Codex, 1996, 

p.811-12): 

a. Preparar 100 mL de solução de L-tirosina (grau analítico) a 100 

ug/mL. 

i. Pesar 0,0100 g (10 mg) de L-Tyr (previamente dessecada a 

60ºC, por 24 horas). Dissolver em 6,0 mL de HCl 0,1 M, em 

um béquer. Transferir, analiticamente, o conteúdo para o balão 

de 100 mL, lavando-se o béquer e completando-se o volume do 

balão com água destilada. Homogeneizar a solução por inversão 

do balão. 

b. Pontos da reta 
Tubo 
N° 

Solução de L-Tyr 
100 ug/mL (uL) 

Àgua 
dest. (uL)

Concentração final de 
L-Tyr em µg/mL 

Concentração final de L-
Tyr em µmol/mL 

1 - * 0 0 
2 200 800 20 0,11038 (~ 0,11) 
3 400 600 40 0,22076 (~ 0,22) 
4 600 400 60 0,33114 (~ 0,33) 
5 800 200 80 0,44152 (~ 0,44) 
6 1000 - 100 0,55190 (~ 0,55) 

* Utilizar como branco, para a curva, HCl 0,006 M. 

i. Utilizar cubetas de quartzo de 1,4 mL e caminho ótico de 1,0 

cm. 

ii. Ler em 275 nm.. 

iii. Plotar gráfico [Abs 275 (y) versus µg Tyr/mL (x)] e calcular 

equação da reta. R2 esperado acima de 0,9970. 

III. Análise da atividade proteolítica. 

1. Em tubos Eppendorf, adicionar: 500 uL de solução de caseína + 250 uL 

de extrato enzimático. Homogeneizar cuidadosamente. 

2. Incubar os tubos em banho-maria, a 37ºC, durante 30 minutos. 

3. Parar a reação, transcorridos os 30 minutos, adicionando-se 500 uL de 

solução de TCA a 10% (m/v). 
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4. Centrifugar os tubos, a 20.000 xg, durante 15 minutos. a 4ºC. 

5. Transferir 1,0 mL do sobrenadante para a cubeta e ler a absorvância em 

275 nm. 

6. Branco: utilizar 250 uL de água em vez de extrato enzimático. 

7. Cálculos: 

a. Determinar a o equivalente em tirosina liberado a partir da equação 

da reta de Tyr (ug Tyr/mL x Abs) 

b. Atividade proteolítica (Sigma Aldrich) 

i. Unidade de atividade proteolítica/mL (U/mL): 

VetVa
VfTyrgmLU

××
×

=
µ/  

em que: 

ug Tyr = valor obtido no item 7.a, a partir da Abs da amostra.  

Vf = volume total (em mL) da análise. Neste caso, = 1,25 mL. 

Va = volume da amostra (em mL) de extrato enzimático. Neste 

caso, = 0,250 mL. 

t = tempo (em minutos) de incubação. Neste caso, = 30 minutos. 

Ve = volume utilizado (em mL), na cubeta, para a leitura da Abs. 

Neste caso = 1,0 mL (ou 0,5 mL). Ficar atento a este volume. 

A unidade será expressa em ug x mL-1min-1 e será definida 

como a quantidade de enzima que produz o equivalente a 1 ug 

de Tyr por minuto, a pH 9,0 e 37ºC, a 275 nm (ou nas condições 

do experimento). 

Caso se queira expressar o resultado em umol x mL-1min-1, 

basta dividir o resultado em ug x mL-1min-1 por 181,19 (mmr da 

Tyr). 
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ii. Cálculo da atividade específica (U/mg proteína) 

)/(
//

mLmgPt
mLUproteínamgU =  

em que: 

U/mL = valor encontrado na equação anterior, 

Pt = proteínas totais, em mg/mL, no extrato enzimático. Neste caso, 

determinado segundo Bradford. 

 

Referências 
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PROTOCOLO 4A 

 

CARACTERIZAÇÃO DA ENZIMA  

(EFEITO DO PH, DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE INCUBAÇÃO) 

 

Realizar estas análises na enzima pré-purificada. O extrato bruto pode conter 

outras enzimas estáveis em diferentes valores de pH e temperatura, o que pode 

comprometer os resultados (isto, porém, não exclui a possibilidade de se analisar 

o extrato enzimático não purificado). 

 

1. Efeito do pH na atividade e estabilidade da enzima. 

a. Determinação do pH ótimo: 

i. Preparar as seguintes soluções tampões (100 mL) nos 

respectivos valores de pH: 

 Tampão fosfato 50 mM: pH 6,0 e 7,0. 

 Tampão Tris-HCl 50 mM: pH 8,0 e 9,0. 

 Tampão glicina-NaOH 100 mM: pH 10,0, 11,0 

e 12,0. 

ii. Neste caso, de determinar o pH ótimo, pode-se preparar 

a solução de caseína a 0,5% (m/v) nos próprios 

tampões. Preparar 50 mL de solução nos tampões e 

corrigir o pH depois de adicionar a caseína (lembrar de 

aquecer a solução de caseína para que haja solubilização 

da mesma). Seguir o protocolo para a determinação da 

atividade enzimática. 

iii. Os outros 50 mL dos tampões serão utilizados na etapa 

seguinte. 
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b. Estabilidade em diferentes valores de pH: 

i. Adicionar uma quantidade da amostra de enzima em um 

volume dos tampões acima citados. 

 Se a enzima estiver purificada, tomar uma 

massa e ressuspendê-la em quatro volumes do 

tampão (considerar que serão necessários, pelo 

menos, 250 uL para a análise de atividade 

enzimática). Incubar, a 4ºC, por 24 horas. 

Retirar 250 uL e proceder à determinação da 

atividade enzimática, segundo o protocolo 

(utilizar caseína em tampão Tris-HCl pH 9,0, 

ou no pH de melhor atividade obtido no item 

1.a). Considerar possíveis diluições (multiplicar 

o valor da atividade pela diluição). 

 No caso do extrato enzimático (obtido depois 

da centrifugação), pode-se proceder da seguinte 

forma: em um tubo eppendorf, adicionar 500 uL 

do extrato enzimático e 1.500 uL do tampão (a 

amostra foi diluída 4 vezes). Homogeneizar 

suavemente. Incubar, a 4ºC, por 24 horas. 

Retirar 250 uL e proceder à determinação da 

atividade enzimática segundo o protocolo 

(utilizar caseína em tampão Tris-HCl pH 9,0, 

ou no pH de melhor atividade obtido no item 

1.a). Considerar que a amostra foi diluída 4 

vezes (multiplicar o valor da atividade por 

quatro). 

2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da enzima. 
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a. Determinação da temperatura ótima: 

i. Proceder à análise da atividade enzimática (utilizar 

caseína em tampão Tris-HCl pH 9,0, ou no pH de 

melhor atividade obtido no item 1.a.) variando a 

temperatura de incubação. Neste caso, testar as 

temperaturas (em ºC) de 30, 40, 50, 60 e 70. Realizar o 

experimento em duplicata. Ambientar solução de 

caseína e enzima nestas temperaturas antes de colocá-

las em contato. 

b. Estabilidade em diferentes valores de temperatura: 

i. Pré-incubar a amostra enzimática (purificada ou não) 

nas temperaturas (em ºC) de 30, 50 e 70, durante 120 

minutos (sem o substrato). O volume pré-incubado 

deverá ser suficiente para que sejam recolhidas três 

alíquotas (triplicata) a cada 30 minutos, para a avaliação 

da atividade enzimática relativa [ou seja: 3 x 250 uL x 4 

tempos (30, 60, 90 e 120 minutos) = 3,0 mL. Incubar 5 

mL a cada temperatura, portanto, serão necessários 15 

mL da amostra]. Para esta análise, considerar o valor de 

atividade, a 30ºC (item 2.a.i.), como 100% de atividade. 

Fazer a correspondência do valor encontrado com o 

valor de 100%. 

ii. A determinação da atividade será a 37ºC., pH 9,0 

(utilizar caseína em tampão Tris-HCl pH 9,0, ou no pH 

de melhor atividade obtido no item 1.a.) 

 

BRANCO: colocar, nesta ordem: 500 uL de TCA + 250 uL de enzima. 

Agitar. Adicionar 500 uL de caseína. Agitar. Centrifugar. 
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