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RESUMO 

 

Amilases e proteases constituem um dos principais grupos de enzimas industriais pelo seu 
amplo espectro de aplicações biotecnológicas. Elas podem ser obtidas a partir de fontes 
microbianas e com altos rendimentos por processos de fermentação em estado sólido (FES). 
Conhecer as características bioquímicas das enzimas é fundamental para adequação aos 
processos industriais. O objetivo do trabalho foi determinar a melhor temperatura para atividade 
das enzimas amilase e protease de Rhizopus oligosporus obtidas por fermentação em estado 
sólido utilizando farelo de trigo como substrato. Os melhores valores para atividade amilolítica e 
proteolítica foram obtidos nas temperaturas de 55 - 65 °C e de 50 - 60 °C, respectivamente. 
Estes resultados sugerem que as enzimas estudadas podem ser utilizadas em processos que 
empregam elevadas temperaturas. 
 
Palavras-chave: Amilase; Protease; Rhizopus oligosporus; Fermentação em Estado Sólido. 
 

INTRODUÇÃO 
 

As amilases compreendem uma importante classe enzimática com numerosas aplicações 
industriais e biotecnológicas, representando 25% do mercado de enzimas1. No cenário atual há 
uma gama extensiva de aplicações tais como nas indústrias de alimentos, detergentes, papéis, 
têxteis, panificação, indústria química e farmacêutica e na fabricação de etanol2, 3, 4. As 
proteases são enzimas que catalisam a clivagem das ligações peptídicas das proteínas. Elas têm 
ampla aplicação em detergentes, processamento de alimentos e na indústria do couro, bem 
como um crescente desenvolvimento do seu uso como uma classe de agentes terapêuticos5.  

A principal vantagem do uso de micro-organismos para a produção de enzimas é o 
potencial econômico e capacidade de produção em larga escala, além da relativa facilidade de 
manipulação e obtenção de enzimas com características específicas6, 7. A fermentação em 
estado sólido (FES) tem ganhado a atenção das pesquisas nos últimos 20 anos, e credibilidade 
entre muitas corporações industriais. Tem diversas vantagens sobre o processo convencional de 
fermentação submersa, muitas delas estão relacionadas à fisiologia especial apresentada pelos 
fungos em FES8.  

A maioria das enzimas estudadas podem ser agrupadas sob o mesmo modelo estrutural, 
apesar de apresentarem características bioquímicas diferentes, como efeito da temperatura, pH, 
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inibidores e outros. Em geral, são diferenciadas em função da sua atividade, termo-estabilidade, 
e faixas ótimas de pH de atuação, fatores que determinam sua adequação aos processos 
industriais9.  

O objetivo deste trabalho foi estudar a caracterização do extrato enzimático produzido 
em fermentação em estado sólido por Rhizopus oligosporus quanto a melhor temperatura para 
atividade amilolítica e proteolítica, visando maior conformação com os processos industriais. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
O fungo foi inoculado, na concentração de 106 esporos por grama de substrato, sobre o 

meio de FES, formulado com farelo de trigo como substrato e suplementado com (NH4)2SO4, 
KH2PO4 e ureia. As culturas foram incubadas à 30 °C por 120 horas. Após este período as 
enzimas foram extraídas pela adição de água destilada, seguida de agitação (180 rpm, 30 min, 
30 °C) e filtração. 

A atividade amilolítica foi determinada utilizando uma solução 0,5% (m/v) de amido em 
tampão acetato 0,05 M (pH 5,5) como substrato. A reação enzimática foi climatizada para 40, 
50, 55, 60, 65 e 70 °C. Uma unidade amilolítica foi definida como a quantidade de enzima que 
libera o equivalente a 1 µmol de açúcar redutor por minuto de reação e quantificado pelo 
método DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico)10. 

 A atividade proteolítica foi determinada pela técnica de azocaseína. A mistura de reação 
foi preparada com 1% (m/v) de azocaseína em tampão acetato 0,05 M (pH 5,5) como 
substrato. A reação enzimática foi climatizada para 30, 40, 50, 55, 60, 65 e 70 °C. Uma unidade 
proteolítica foi definida como o aumento de 0,01 na absorbância à 440 nm por minuto da reação 
teste, comparado com o controle da reação11. 
 Para análise do efeito da temperatura sobre a atividade amilolítica e proteolítica do 
extrato enzimático as reações foram realizadas em triplicata e os dados expressos em atividade 
relativa (%).  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A figura 1 mostra a atividade da amilase de R. oligosporus  em uma faixa de 40 a 70 °C. 

Foram verificados valores de atividade relativa superior a 85% nas reações climatizadas entre 
55 e 65 °C. Houve uma redução para 64% a 70 °C, demonstrando que temperaturas mais 
elevadas ocasionam a desnaturação da enzima. 

A protease de R. oligosporus  apresentou atividade máxima à 55 °C, de modo que 
observa-se valores superiores à 85% nos ensaios realizados entre 50 e 60 °C (Figura 2). Estes 
dados demonstram um caráter termoestável da enzima estudada superior ao obtido pela 
protease purificada de Bacillus subtilis NRC 3, que apresentou temperatura ótima de 40 °C, 
utilizando azocaseína como substrato12. 

 
 
 

Figura 1. Efeito da temperatura sobre a atividade da amilase de Rhizopus oligosporus produzida 
por fermentação em estado sólido. 

 



Anais do III Simpósio de Bioquímica e Biotecnologia  
Trabalho Completo apresentado na seção: PÔSTER 

 
 

287 

BBR – Biochemistry and Biotechnology Reports  -  ISSN 2316-5200 

Número Especial v. 2, n. 3, p. 285-288, 2013 

 

0

20

40

60

80

100

120

30 40 50 60 70 80

A
ti

v
id

a
d

e
 R

e
la

ti
v
a

 (
%

)

Temperatura (°C)

 
 

Figura 2. Efeito da temperatura sobre a atividade da protease de Rhizopus oligosporus 
produzida por fermentação em estado sólido. 
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Diversos processos industriais empregam elevadas temperaturas, fazendo com que haja 
uma importante demanda por enzimas termoestáveis, como as produzidas por micro-
organismos termofilícos. No entanto, mesmo entre os mesófilos, como os fungos, que crescem 
entre 28 °C e 32 °C, é possível encontrar enzimas que atuam em temperaturas até 30 °C acima 
da temperatura máxima de crescimento13. 

Os dados revelam que ambas as enzimas produzidas pelo fungo apresentam uma faixa 
semelhante de temperatura para a obtenção dos maiores valores de atividade enzimática, o que 
permite que sejam aplicadas em conjunto nos processos que utilizam várias enzimas de forma 
concomitante.  

CONCLUSÕES 
 

As enzimas estudadas, produzidas por Rhizopus oligosporus em fermentação em estado 
sólido, apresentaram uma faixa de 10 °C com atividade relativa acima de 85%, sendo de 55 a 
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65 °C para amilase e de 50 a 60 °C para protease. Esta característica indica versatilidade dos 
catalisadores, garantindo que sejam utilizados em múltiplos processos biotecnológicos que 
ocorrem em temperaturas elevadas.   
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