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RESUMO

A pena ¢ o material queratinoso mais abundante na natureza, constituindo um subproduto de
origem animal com cerca de 80-90% de proteina bruta, sendo que 85-90% dessa proteina ¢
formada por queratina. A resisténcia das queratinas, somada a sua elevada produg¢dao como
residuo, vem despertando interesse na investigacdo de processos que possam modificar as
estruturas proteicas deste material. Dentre as proteases, as queratinases sao enzimas
especificas, capazes de hidrolisar as ligagcdes peptidicas da queratina, sendo produzidas por
diversos micro-organismos, que se destacam, pela capacidade de utilizar materiais de baixo
custo como substrato, além de possuir uma alta taxa de produgdo quando comparados com
outras fontes de proteases. O objetivo deste trabalho foi maximizar a hidrélise enzimatica da
farinha de penas, utilizando a enzima proteolitica de Bacillus sp. P45 e avaliar a capacidade
antioxidante do hidrolisado enzimatico. A hidrolise enzimatica foi avaliada através de um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 2%, no qual, os efeitos das varidveis
concentragdo de CaCl, (0-100 mmol/L), temperatura (35-55 °C), razdo enzima/substrato (600-
6000 U/g de proteina) e concentragdo de proteina (10-40 g/L) foi avaliado em 8 h de reacao,
tendo como respostas o grau de hidrolise (GH) e a recuperacdo de proteina (RP). Os maiores
valores de GH e RP foram obtidos quando a hidrdlise foi realizada com 50 mmol/L de CaCla,
50 °C, 6000 U/g de proteina e concentracdo proteica de substrato de 10 g/L, na qual o
hidrolisado apresentou um GH de 8,7% ¢ uma RP de 38,4%. Os peptideos obtidos foram
separados por massa molar através de ultrafiltragdo nas membranas de corte de 3 e 10 kDa e as
atividades antioxidantes das diferentes fracdes foram avaliadas. A fragdo <3 kDa apresentou
maior capacidade de sequestro dos radicais ABTS®" e peroxila, 90,20 e 1892,47 umol de
Trolox/g, respectivamente. O presente estudo mostra o potencial da protease de Bacillus sp.
P45 em hidrolisar a farinha de penas, visto que com o planejamento proposto foi possivel a
maximizag¢ao e aumento de 2,48 vezes do GH e 2,37 vezes da RP, em comparacdo aos ensaios
iniciais realizados, resultando em peptideos com atividade antioxidante.

Palavras-chave.: residuo avicola; peptideos; grau de hidrolise; recuperagdo de proteinas;
ultrafiltracao






ABSTRACT

Feather is the most abundant keratinous material in nature. This by-product of animal origin
presents around 80-90% of crude protein, of which 85-90% is keratin. The resistance of keratins
and its high production as waste have been awakening interest in the investigation of processes
that can modify the protein structure of this material. Keratinases are specific enzymes capable
of hydrolyzing the peptide bonds of keratin. These are produced by several microorganisms,
which stand out in the production of proteases due to the ability to use low-cost materials as a
substrate, in addition to showing a high production rate when compared to other protease
sources. The aim of this work was to maximize the enzymatic hydrolysis of feather meal
through the use of the proteolytic enzyme from Bacillus sp. P45 and to evaluate the antioxidant
capacity of the hydrolysate. Enzymatic hydrolysis was evaluated using a 2* central composite
rotatable design (CCRD), where the effects of the variables CaCl, concentration
(0-100 mmol/L), temperature (35-55 °C), enzyme/substrate ratio (600-6000 U/g protein) and
protein concentration in substrate (10-40 g/L) were evaluated in 8 h of reaction. The response
variables were the degree of hydrolysis (DH) and protein recovery (PR). The highest values of
DH and PR were obtained when hydrolysis was performed with 50 mmol/L of CaCl,, 50 °C,
6000 U/g-protein and protein concentration of 10 g/L, where the hydrolysate presented DH of
8.7% and PR of 38.4%. The peptides obtained were separated by molar weight through
ultrafiltration using membranes of 3 and 10 kDa and the antioxidant activities of the different
fractions were investigated. The fraction <3 kDa showed the highest scavenging capacity
against the ABTS®*" and peroxyl radicals, 90.20 and 1892.47 umol Trolox/g, respectively. The
present study shows the potential of Bacillus sp. P45 to hydrolyze feather meal, once it was
possible to maximize and increase the DH by 2.48-fold and the PR by 2.37-fold, compared to
the initial tests performed, resulting in peptides with antioxidant activity.

Keywords: poultry waste; peptides; degree of hydrolysis; protein recovery; ultrafiltration
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1 INTRODUCAO

As penas representam 7-10% do peso corporal total das aves e constituem o material
queratinoso mais abundante na natureza (TESFAYE; SITHOLE; RAMJUGERNATH, 2017).
Grande quantidade deste material tem sido gerado como residuo inevitdvel durante o
processamento de aves (CALLEGARO; WELTER; DAROIT, 2018). As penas obtidas do
processamento de abate de aves apresentam cerca de 80-90% de proteina, sendo que 85-90%
dessa proteina bruta ¢ formada por queratina (TESFAYE et al., 2017a).

O acumulo desse residuo gera uma degradagdo anaerobica da queratina, que resulta
na produgdo de substancias toxicas, como sulfeto de hidrogénio e amdnia. As agroindustrias de
aves geram grandes quantidades de subprodutos, sendo que esses residuos organicos sdo
convertidos em ragdo animal, fertilizantes ou sdo completamente descartados. O descarte
inadequado desses residuos causa poluicdo ambiental, doengas e perda de recursos biologicos
uteis, como as proteinas (TESFAYE et al., 2017a).

As proteinas ao invés de se tornarem um residuo, podem ser hidrolisadas por via
quimica (MUSTATEA; UNGUREANU; IORGA, 2019) ou enzimatica (MONTILHA et al.,
2017). A hidrdlise enzimatica ¢ capaz de alterar as propriedades quimicas, funcionais e
sensoriais de subprodutos ricos em proteinas e ¢ uma alternativa atraente em relagdo as reagdes
quimicas ou transformacgdes fisicas, devido a sua especificidade e condicdes moderadas de
reagio que diminuem a chance de desnaturagdo de peptideos desejaveis (LAPENA etal., 2018).

As ligacdes peptidicas presentes nas proteinas podem ser hidrolisadas por proteases,
também denominadas enzimas proteoliticas (CONTESINI; MELO; SATO, 2017). Devido a
sua diversidade, facilidade de manipulagdo fisioldgica e ao seu pequeno tempo de geragdo, a
producdo de proteases microbianas vem apresentando vantagem em relagdo a proteases de
plantas e animais (LAPENA et al., 2018).

Dentre os potenciais micro-organismos, a bactéria Bacillus sp. P45 foi reportada
por Daroit, Corréa e Brandelli (2009) pela eficiente degradagao de penas de frango, devido a
producdo de enzimas proteoliticas. O género Bacillus ¢ considerado um dos maiores produtores
de enzimas industriais. O mercado global de enzimas industriais foi estimado em US§ 5,5
bilhdes em 2018 e deve crescer no periodo de 2018 a 2023, podendo atingir aproximadamente
USS$ 7,0 bilhdes (BBC RESEARCH, 2018).

A hidrolise proteica ¢ uma tecnologia desenvolvida como forma de agregar valor e
funcionalidade. Os peptideos presentes nos hidrolisados proteicos, quando tratados de forma

enzimatica, tém mostrado diferentes propriedades fisico-quimicas e atividades bioldgicas que
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dependem de sua sequéncia de aminoacidos (SARMADI; ISMAIL, 2010). A hidrélise
enzimatica pode ser afetada por diversos fatores como a escolha da enzima, o tipo e a
concentracao de substrato, concentracdo da enzima, o pH, o tempo de reacdo e a temperatura
de processo. Esta ultima pode afetar a hidrolise através da desnaturagdo térmica (SEO et al.,
2015; WANG et al., 2015). Para evitar a desnaturagdo térmica, a utilizacdo de ions metalicos
como CaCly, ¢ feita, sendo capaz de aumentar a atividade da enzima (ZHANG et al., 2019).

A hidrélise enzimatica de proteinas pode originar peptideos capazes de modular
fungdes fisioldgicas, denominados peptideos bioativos, como acontece na hidrolise da caseina
bovina (VAIRO CAVALLI et al., 2008) e do isolado proteico de soja (OLIVEIRA et al., 2015),
entre outros. A utilizagdo de farinha de penas como substrato proteico em processos de hidrolise
enzimatica ¢ uma alternativa para reduzir a poluicdo, gerando uma forma biologicamente
eficiente para a reciclagem de nutrientes, visto que as penas podem ser hidrolisadas por enzimas
proteoliticas denominadas queratinases, produzidas na presenga de substratos contendo
queratina (GUPTA et al., 2013).

Frente a este cenario, o estudo dos parametros de hidrolise € necessario, para que
seja possivel provocar a liberacao de peptideos com diferentes funcionalidades, resultando em
hidrolisados de proteinas que podem ser aplicados em varios produtos, devido as suas
propriedades nutricionais e funcionais (RUTHERFURD, 2010; SEO et al., 2015). Peptideos
bioativos podem exercer determinadas atividades bioldgicas como capacidade antioxidante,
que dependem de diversos fatores, tais como: tipo de proteina, enzima empregada, grau de
hidrolise e massa molar dos peptideos gerados (BAH et al., 2015). O fracionamento dos
hidrolisados para a aquisi¢do de peptideos de menor massa molar tem se mostrado eficaz na
obtenc¢do de hidrolisados com atividades biologicas (CENTENARO et al., 2014; ZHANG et
al., 2019).

O Laboratorio de Microbiologia e Biosseparagdes da Universidade Federal do Rio
Grande vem realizando pesquisas com a enzima produzida por Bacillus sp. P45 desde 2010. A
protease purificada de Bacillus sp. P45 foi utilizada na hidrolise de caseina e plasma de sangue
bovino e peptideos com atividade antioxidante foram obtidos (GONCALVES, 2016). Borba
(2019) maximizou o grau de hidrélise do plasma de sangue bovino visando a obtencdo de
peptideos bioativos a partir de protease P45. A farinha de penas nao foi utilizada como substrato
para hidrolise, sendo utilizada apenas para a producdo de protease por cultivo submerso de

Bacillus sp. P45 (LEMES, 2015).
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Considerando o exposto acima, este trabalho visou explorar as condigdes
operacionais da hidrolise enzimatica da farinha de penas utilizando a protease de Bacillus sp.

P45 e avaliar as propriedades antioxidantes do hidrolisado fracionado por ultrafiltracao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Maximizar a hidrolise da farinha de penas catalisada pela enzima proteolitica de

Bacillus sp. P45 e avaliar a capacidade antioxidante do hidrolisado fracionado por ultrafiltragdo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito das condigdes de processo (temperatura, razao enzima/substrato,
concentracdo proteica de substrato e uso de célcio no extrato enzimatico) sobre o grau de
hidrolise (GH) e recuperagdo de proteina (RP), através de um delineamento composto central
rotacional (DCCR) 2%;

- Maximizar a hidrdlise enzimatica da farinha de penas através da metodologia de
superficie de resposta, de modo a obter maiores valores de grau de hidrolise e de recuperagao
de proteina;

- Avaliar a atividade antioxidante dos hidrolisados fracionados por técnica de

ultrafiltracdo nas membranas de corte de 3 e 10 kDa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 INDUSTRIA AVIARIA

A carne de frango ¢ o segundo tipo de carne mais consumida no mundo, ficando
atras apenas da carne suina (PINTO et al., 2015). Segundo dados da Associagdo Brasileira de
Proteina Animal (ABPA, 2018), em 2017 a produgao brasileira de carne de frango foi de 13,5
milhdes de toneladas, mantendo o Pais na posi¢ao de maior exportador mundial e de segundo
maior produtor de carne de frango, atrds apenas dos Estados Unidos. Do total de frangos
produzidos pelo Pais em 2017, 66,9% foram destinados ao consumo interno ¢ 33,1% para
exportagdo. A regido sul do Brasil ¢ responsavel por mais de 60% do abate de frangos no pais
(IBGE, 2018).

O setor avicola industrial emprega mais de 5 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional. Este setor
¢ representado por milhares de produtores integrados, centenas de empresas beneficiadoras e
dezenas de empresas exportadoras, o que ressalta sua importancia para o Pais (ABPA, 2018).

O consumo de carne de frango vem aumentando nos ultimos anos devido a sua
maior incorporagdo na dieta e também pela substituicdo de outras carnes, o que proporciona um
aumento da produ¢do avicola. A producdo da carne de frango no Brasil ¢ a que mais devera
crescer nos proximos anos, passando de 13 mil toneladas em 2017, para 17 mil toneladas em
2027 (ABPA, 2018). O consumo de carne de frango devera ultrapassar o consumo de carne
suina (FAO, 2015). Uma das razdes € a carne de frango ser a carne mais acessivel por razdes
econdmicas, e além disso restrigdes religiosas que proibem o consumo de carne bovina e suina
em todo o mundo nao se aplicam ao frango.

O processamento de aves engloba desde a criagcdo das aves vivas até a embalagem
e armazenamento da carne. O processo leva a producdo de subprodutos ndo comestiveis e
comestiveis (TESFAYE; SITHOLE; RAMJUGERNATH, 2017). Penas sdo os principais
componentes dos subprodutos ndo comestiveis. O abate tem como finalidade a remocgdo de
componentes indesejadveis tais como sangue, pés, penas e visceras e o retardo do
desenvolvimento de micro-organismos € diminui¢do da contaminagdo, especialmente
patogénicos, tornando o alimento apto para consumo (PINTO et al., 2015).

O abate ¢ constituido de diversas etapas. Primeiramente as aves sdo recepcionadas
de forma mais rapida possivel para que o estresse pré-abate seja reduzido. Os frangos sdo

pendurados pelas pernas e o procedimento de atordoamento ¢ realizado, deixando as aves em
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estado de insensibilidade, quando podem ser encaminhadas para o corte e sangria. Na fase de
depenagem, asas, pernas, pescoco e corpo sao depenados sem que a carcacga seja danificada. As
penas, juntamente com sangue diluido, graxa e agua de limpeza, sio bombeados para um
recipiente seguido de triagem, onde as penas sdo transportadas para uma area de
armazenamento temporario antes do descarte. Por ultimo, ¢ realizada a etapa de evisceracao
onde a inspeg¢ao federal verifica a sanidade das aves (SARAVANAN; DHURALI 2012).

O maior desafio do setor agropecuario ¢ a eliminacao ou reutilizacao dos residuos
de forma adequada e de baixo custo, prevenindo a criacdo de insetos e a formagao de odores
desagradéveis, pois a criacdo e o processamento industrial de aves podem acarretar problemas
de contaminagdo ambiental pela disposi¢ao inadequada de residuos, podendo trazer problemas
graves, como o comprometimento do ecossistema (NETO et al., 2018). Todas as etapas do
processamento industrial contribuem para a carga de residuos possivelmente impactantes ao
meio ambiente.

Os subprodutos de abatedouros avicolas sdo compostos por sangue, penas, pés,
cabecas e 0ssos. O processamento adequado das farinhas de origem de subprodutos avicolas
reduz a carga poluente e os micro-organismos patogénicos (NETO, 1994). Em consequéncia
do aumento do abate de aves nas industrias, ha um acréscimo na disponibilidade de penas, que

sdo constituidas basicamente de queratina.

3.2 RESIDUO DA INDUSTIA AVIARIA

Os residuos de origem avidria apresentam proteinas de alto valor biologico
(LASEKAN; ABU; HASHIM, 2013). O sangue representa de 2 a 6% e as penas cerca de 10%
do peso total da ave (NASCIMENTO; GOMES; ALBINO, 2004). O Instituto de Pesquisa
Econdmica Aplicada (IPEA, 2012), em uma sele¢do de dados da literatura, indica que uma
unidade industrial com capacidade de abate médio de 165 mil aves/dia gera aproximadamente
18,5 toneladas de penas como residuo solido.

As penas obtidas do processamento de abate de aves apresentam cerca de 80-90%
de proteina (ZERDANI; MOHAMED; MALKI, 2004). Apesar do elevado teor de proteina
bruta, sabe-se que 85 a 90% dessa proteina ¢ formada por queratina, na conformagdo -
queratina. A composi¢ao completa das penas ¢ apresentada na Tabela 1. Os principais
aminodcidos encontrados nas penas sdo cisteina, glutamina, prolina e serina (SARAVANAN;

DHURAL 2012).
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Tabela 1 - Composi¢ao da pena.

Composi¢ao %
Lipidios 0,83
Fibras 2,15
Proteina bruta 82,36
Cinza 1,49
Carboidratos 1,02
Umidade 12,33

Fonte: Adaptado de TESFAYE et al. (2017a)

Mais comumente, as penas sao convertidas em farinha de penas. Inicialmente, sdo
lavadas com 4gua apos a coleta, seguidas por um processo de coc¢do sob pressdo € moagem
(ONIFADE et al., 1998). As penas sao residuos solidos abundantes que necessitam de destino
adequado. Embora possam ser incineradas ¢ mesmo destinadas a aterros sanitarios, essas
estratégias podem resultar em contamina¢do ambiental e liberagdo de gases toxicos (amonia e
sulfeto de hidrogénio). No caso de aterros, a queratina retarda a degradacdo das penas,
necessitando assim de uma demanda grande de area para sua deposicdo (LASEKAN; ABU;
HASHIM, 2013), que deve ser rigorosamente regulamentada, pela possibilidade de
contaminacdo de lencgoOis fredticos, solo e ar, aumentando as despesas do aterro
(VEERABADRAN et al., 2012).

Legislagdes em todo o mundo incentivam a valorizag¢ao dos residuos e subprodutos
de processos de fabricagdo (BAIANO, 2014). O desafio ¢ projetar tecnologias que convertam
residuos em produtos valiosos. Ainda ha muita pesquisa para ser explorada na utilizagdo de
penas, levando em consideragdo seus constituintes quimicos, seu baixo preco e alta
disponibilidade.

A resisténcia das queratinas, somada a sua elevada producao como residuo, vem
despertando intenso interesse na investigagao da capacidade de micro-organismos em degradar
materiais ricos em queratina. A maioria das bactérias queratinoliticas descritas na literatura
quanto a sua potencial aplicacdo relacionam-se ao género Bacillus (GUPTA; RAMNANI,
2006).

Micro-organismos podem ser utilizados no bioprocessamento das penas, resultando
na agregagdo de valor a estes residuos. Tais tecnologias representam estratégias eficientes, de
baixo custo e ecologicamente seguras (BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010). Dentre os

produtos de elevado valor agregado obtidos a partir do bioprocessamento das penas estdo as
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enzimas proteoliticas, que possuem ampla aplicagcdo em diversos setores industriais (KASANA;
SALWAN; YADAYV, 2011).

Devido ao seu elevado teor de nitrogénio, cerca de 13% (TESFAYE; SITHOLE;
RAMIJUGERNATH, 2017), as penas podem ser convertidas em hidrolisados proteicos para o
preparo de fertilizantes nitrogenados, gerando produtos com fécil produgdo e economicamente
viaveis. Sobucki et al. (2019) observaram que hidrolisados de penas obtidos através da
conversao microbiana, aumentaram o crescimento de biomassa de alface cultivada em estufa
quando comparada com um fertilizante referéncia de ureia, em um periodo de 60 d. O mesmo
ndo ocorreu ao se utilizar farinha de penas na germinacdo de sementes de tomate. Em
concentragdes menores de 3 g de farinha de pena por kg de semente, a germinagao foi pouco
afetada e diminuiu em concentracdes maiores (DIAZ-PEREZ; KEITH JENKINS, 2017)

Utilizando penas como substrato, Kalaikumari et al. (2019) produziram uma
queratinase a partir de uma bactéria queratinolitica (Bacillus paralicheniformis MKU3) para
estudar a depilacdo em pele de ovelha. A analise das propriedades fisicas da crosta do couro
ndo mostrou efeitos negativos sobre a qualidade do couro produzido, gerando resultados
satisfatorios. Tesfaye et al. (2017a) realizaram testes de queima e durabilidade na pena e
confirmaram que a mesma se comporta de forma semelhante a fibra animal, abrindo espago
para estudos que convertam a pena em produtos relevantes de alto valor, podendo ser utilizada
como uma matéria-prima valiosa em téxteis (BROWNSTONE, 2015), industria de papel
(TESFAYE et al., 2017b) e até mesmo em embalagens térmicas (DIECKMANN et al., 2019).

Uma grande quantidade de proteinas e aminoéacidos presentes nas penas poderia ser
utilizada beneficamente na alimentacdo de animais como alternativa para reciclagem deste
produto. Estudos foram realizados agregando a farinha de penas em ragdes para peixes
(CAMPOS et al.,2017; WU et al., 2017) e suinos (PAN et al., 2016). No entanto, ainda existem
limitagdes para essa utilizagdo, que sdo a baixa digestilibidade (consequéncia da composigdo e
da conformagdao molecular da queratina), o baixo valor biologico e a deficiéncia de alguns

aminoacidos essenciais (DIVAKALA et al., 2009; ONIFADE et al., 1998).

3.3 QUERATINA

Queratinas sdo proteinas pertencentes ao grupo escleroproteina. Majoritariamente
presente nas penas, também estdo presentes em cascos, escamas, pelos, pele humana e unhas,
sdo impermeaveis a produtos quimicos e fisicos (TESFAYE; SITHOLE; RAMJUGERNATH,

2017), apresentam baixa solubilidade, alta estabilidade e resisténcia a ac¢do de enzimas
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proteoliticas comuns, tais como tripsina ou pepsina (GRAEFF; MONDARDO, 2006). Esta
resisténcia ocorre ndo s6 pelo fato da composicao e configuragdo molecular dos aminoacidos
constituintes responsaveis pela sua rigidez, como também pelo fato da cadeia da queratina ser
firmemente enovelada em a-hélice (a-queratina) ou B-folha (B-queratina) (RIFFEL et al., 2003).

As queratinas sdo diversificadas em estrutura molecular. As a- e f-queratinas tém
sido amplamente estudadas e historicamente consideradas convergentes em termos de estrutura
e fun¢do. No entanto ha pouca similaridade em sequéncia e muitas diferengas moleculares entre
elas. As a-queratinas sdo encontradas em todos os vertebrados enquanto as B-queratinas sao
encontradas exclusivamente em répteis e aves (BRUSH, 1996).

A baixa digestibilidade e insolubilidade da queratina é consequéncia da estrutura
da proteina. Branco et al. (2003) citam que a baixa digestibilidade e insolubilidade das penas
também sdo atribuidas as pontes de hidrogénio. Interagdes hidrofobicas dentro da molécula de
queratina e pontes de enxofre presentes na cistina contribuem para manter a maior estabilidade
da proteina, quando atacada por enzimas digestivas.

O alto conteudo de cisteina possibilita a formag¢do de um grande niimero de pontes
dissulfeto, uma forte ligagdo covalente que estabiliza a estrutura proteica tridmensional e ¢
muito dificil de quebrar. Quando sdo ricas em cisteinas, as queratinas sdo classificadas como
“rigidas”, pois contém muitas ligacoes dissulfeto. Exemplos dessa classe sdo as penas e pelos,
que contém cerca de 5 a 14% de cisteina. As queratinas classificadas como “leves” apresentam
aminodcidos com cadeias laterais pequenas como glicina e serina e baixo teor de cisteina, sendo
as queratinas presentes na pele um exemplo (DAROIT; BRANDELLI, 2013). As queratinas
podem ser degradadas por enzimas proteoliticas denominadas queratinases, que sdo produzidas
somente na presenca de substratos contendo queratina, hidrolisando as ligacdes peptidicas da

queratina (BOCKE; GALUNSKY; MULLER, 1995).

3.4 ENZIMAS MICROBIANAS

As enzimas, por atuarem como catalisadores de sistemas biologicos, sdo
fundamentais para qualquer processo bioquimico, pois possuem a capacidade de aumentar a
velocidade de uma reacdo pela reducdo da energia de ativagdo, sem alterar o equilibrio
reacional. Por atuar em condigdes mais brandas de pH, temperatura e por serem altamente
especificas, sdo mais vantajosas que catalisadores inorganicos ou sintéticos (NELSON; COX,

2011).
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Enzimas podem sofrer uma variedade de reacdes de desnaturacdo durante a
producdo, armazenamento e aplicagdo na industria. A desnaturagdo pode acontecer de forma
reversivel, onde ha o desdobramento da estrutura terciaria da enzima em desordenadas cadeias
polipeptidicas, ou de forma irreversivel, onde ela perderd sua atividade catalitica (IYER;
ANANTHANARAYAN, 2008).

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), com a
descoberta de uma variedade de enzimas, adotou um sistema de nomenclatura identificando as
enzimas em seis classes, de acordo com a natureza da reacao quimica que catalisam. Sao elas:
oxirredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases. Para cada enzima sao
atribuidos dois nomes e um numero de classificacdo de quatro digitos que identificam as
classes, as subclasses e as sub-subclasses. A cada enzima ¢ atribuido um “EC” (Enzyme
commission) que contém 4 numeros separados por pontos (MOTTA, 2011).

As hidrolases sdo enzimas que quando associadas a moléculas de 4gua promovem
a quebra de ligagdes covalentes, representando um importante grupo de enzimas amplamente
aplicadas em diferentes campos industriais. Entre essas enzimas, destacam-se as proteases
(KUDDUS; RAMTEKE, 2012). Estudos avancados mostram que as proteases conduzem

modificagdes especificas e seletivas em proteinas (RAO et al., 1998).

3.4.1 Proteases

As proteases, também denominadas como enzimas proteoliticas ou peptidases, sao
enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes peptidicas presentes nas proteinas, isto €, possuem
atividade proteolitica (ROMERO et al., 2001). Uma grande variedade de funcdes fisioldgicas
complexas sdo executadas por proteases € as mesmas sao classificadas em extracelulares e
intracelulares. As proteases extracelulares catalisam a hidrolise de proteinas em moléculas
menores para consequente absorcao pelas células, enquanto as intracelulares possuem um papel
vital na regulacdo do metabolismo (GUPTA et al., 2002; RAO et al., 1998).

Dependendo do seu local de agdo, as proteases sdo subdivididas em dois grupos
principais, exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases atuam apenas perto das
extremidades das cadeias polipeptidicas, sendo classificadas como aminopeptidases e
carboxipeptidases. As endopeptidases sdo caracterizadas pela sua agao preferencial nas ligagdes
peptidicas nas regides internas da cadeia polipeptidica e sdo divididas em quatro subgrupos
baseados em seu mecanismo catalitico, serino proteases (EC 2.4.21), cisteino proteases (EC

2.4.22), proteases asparticas (EC 2.4.23), metaloproteases (EC 2.4.24) (SOUZA et al., 2015).
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As proteases podem ser produzidas por plantas (VAN DER HOORN et al., 2004),
micro-organismos (CHENG; WANG; WANG, 2012) e animais (AHMED et al., 2013). Micro-
organismos sao fontes de proteases que necessitam de um pequeno espago para cultivo e rapido
crescimento, além de possuirem uma ampla biodiversidade, quando comparado com plantas e
animais. Enzimas extracelulares produzidas por micro-organismos sdo preferidas, pois sdao
facilmente recuperadas ap6s os cultivos microbianos. A produ¢ao destas enzimas ¢ fortemente
influenciada pela concentracdo do indculo, nutrientes e fatores fisico-quimicos, tais como
temperatura, pH e fontes de nitrogénio e carbono (RAO et al., 1998; VERMELHO et al., 2008).

A literatura relata varios micro-organismos capazes de produzir proteases
extracelulares, como Aspergillus oryzae (BELMESSIKH et al., 2013), Aureobasidium
pullulans (CHI et al., 2007), Serratia marcescens (BACH et al., 2012) e Bacillus subtilis
(HELAL et al., 2012). Os micro-organismos responsaveis pela producdo de proteases em nivel
industrial sdo os fungos e as bactérias. Diferentes substratos, naturais ou sintéticos, podem ser
utilizados para a detec¢do das proteases, sendo os mais comuns caseina e azocaseina
(KASANA; SALWAN; YADAV, 2011).

As proteases sdo utilizadas em inimeros setores, com diversas finalidades na
industria farmacéutica como ferramenta para a preparacdo de medicamentos quirais, sinteses
de produtos de valor agregado (GOTOR-FERNANDEZ; BRIEVA; GOTOR, 2006) e
permeabilidade de medicamento nas unhas (MOHORCIC et al., 2007), na industria alimenticia
(HIDALGO et al., 2012), na producdo de peptideos bioativos e amadurecimento de queijo
(CONTESINI; MELO; SATO, 2017) e na industria téxtil, evitando o encolhimento e
eliminando as fibras de 13, por exemplo (KUMAR; TAKAGI, 1999). O primeiro detergente
contendo uma enzima foi desenvolvido no inicio do século XX, sendo que tratava-se da
protease tripsina produzida no pancreas de mamiferos, porém, ndo obteve sucesso pois a
tripsina ndo era ativa em liquidos com pH acima de 9 (GUPTA et al., 2002; VERMELHO et
al., 2008). Além de suas aplicagdes industriais, as proteases desempenham um papel importante
na pesquisa basica, pois a clivagem de ligagdes peptidicas leva a degradacao de substratos
proteicos em seus aminodcidos constituintes, ou pode ser especifica, levando a clivagem
seletiva da proteina (RAO et al., 1998).

As proteases produzidas por micro-organismos queratinoliticos sao chamadas de
queratinases. Embora essa proteina possa ser produzida a partir de fungos do género
Doratomyces (GRADISAR; KERN; FRIEDRICH, 2000), a procura por queratinases

bacterianas tem sido intensa. Dentre as bactérias, a atividade queratinolitica tem sido bastante
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estudada entre cepas do género Bacillus (WERLANG; BRANDELLI, 2005) e Streptomyces
(MABROUK, 2008).

A produgdo de queratinase ¢ induzida por substratos queratinosos (penas, farinha
de pena e pelos) adicionados ao meio de cultivo como fonte de carbono e energia para o
crescimento do micro-organismo. A queratinase constitui um tipo especifico de protease por
possuir a capacidade de degradar substratos insoliveis ricos em queratina que apresentam alta
estabilidade e dificil degradacao (BRANDELLI, 2008). Sabe-se que na produgdo de enzimas
industriais até 30 - 40% do custo de producado sdo devido ao substrato de crescimento do micro-
organismo produtor. Por isso, o0 uso das penas, um substrato altamente disponivel e de baixo
custo, poderia resultar em uma reducdo significativa no custo da producdo enzimatica
(GESSESSE et al., 2003).

Atualmente, a maioria das proteases utilizadas sao produzidas por varias espécies
de bactérias, destacando-se as do género Bacillus, que por serem predominantemente
extracelulares e por sua variabilidade possuem grande potencial tecnoldgico e relevancia
comercial (GULMEZ et al., 2018; VERMELHO et al., 2008). Esse género possui um atrativo
industrial por ter a capacidade de degradar e utilizar proteinas como nutrientes (RIFFEL;
BRANDELLI, 2006). Proteases neutras bacterianas pertencentes ao género Bacillus sdo ativas
em uma faixa de pH entre e 5 e 8 e possuem tolerancia térmica relativamente baixa (RAO et
al., 1998).

O género Bacillus ¢ um dos maiores em microbiologia e atualmente ¢ considerado
um dos maiores produtores de enzimas industriais devido as suas caracteristicas como sua alta
taxa de crescimento e a capacidade de secretar grande quantidade de proteinas para o meio
extracelular (GORDON et al., 1973). O micro-organismo Bacillus sp. P45 (nimero de acesso
no GenBank AY962474) foi isolado a partir do intestino do peixe Jaraqui (Piaractus
mesopotamicus) da bacia amazonica. A cepa deste micro-organismo se enquadra no grupo de
micro-organismo Bacillus subtilis (SIRTORI et al., 2006), sendo um micro-organismo
reconhecido sob certificagdo GRAS, ou seja, ao ser adicionado a algum alimento ¢ considerado
seguro por especialistas (DAROIT; CORREA; BRANDELLI, 2009).

A bactéria Bacillus sp. P45 foi reportada por Daroit Corréa e Brandelli (2009) pela
eficiente degradacao de penas de frango, viabilizando assim a producao de enzimas a partir
deste micro-organismo, devido ao fato do meio ser de baixo custo, fornecendo um meio de
cultivo com fonte de carbono e nitrogénio. A partir da bactéria Bacillus sp. P45 foi possivel
observar a producdo de uma serino protease queratinolitica, mesofilica e extracelular (DAROIT

et al., 2010). A protease P45 bruta ¢ ativa em valores de pH quase neutros, onde apresentou
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maxima atividade a 50 °C e pH 7,0, sendo fortemente inibida pelo EDTA, indicando a
importancia dos ions metalicos para atividade e estabilidade desta enzima (DAROIT;
CORREA; BRANDELLI, 2011). A produgdo de proteases por Bacillus é fortemente
influenciada por fatores fisicos tais como o pH, temperatura e tempo de incubacao, além de
fatores como componentes do meio e a presenca de ions metalicos (DAROIT; BRANDELLI,
2013).

3.5 HIDROLISE DE PROTEINAS

A hidrolise enzimatica de proteinas ¢ uma alternativa atraente em relagao as reagdes
quimicas ou transformagdes fisicas, devido a sua especificidade e condi¢des moderadas de
reacdo. Processos quimicos, como a hidrélise alcalina ou &cida, tendem a desnaturar
aminoacidos, diminuindo o valor nutricional da fonte de proteina. A hidrdlise enzimatica ¢
desenvolvida sob condicdes suaves de pH (entre 6 e 8) e temperatura (entre 40 e 60 °C), evitando
os extremos usualmente necessarios para os tratamentos fisicos € quimicos, ¢ minimizando
reacdes paralelas (CLEMENTE, 2000; SARMADI; ISMAIL, 2010). Além do mais, a utilizacao
de enzimas pode ser feita em concentragdes muito baixas e sua remog¢ao do sistema da reagdo
¢ desnecessaria (REED, 1975).

A hidrolise de proteinas atua na modificacdo das propriedades funcionais das
proteinas, incluindo mudangas na solubilidade, geleificagdo e caracteristicas emulsificantes,
redugdo da alergia proteica, transformagdao do sabor ou liberagdo de peptideos bioativos, além
de diminuir a massa molar e aumentar o nimero de grupos ionizaveis, através da exposi¢cdo de
grupos hidrofobicos (TAVANO, 2013).

A hidrdlise enzimatica tem capacidade de melhorar ainda mais as propriedades das
proteinas, como ja foi relatado com hidrolisados de caseina (CAVALLI et al., 2008) e em
hidrolisados de caseinato ovino, utilizando queratinase de Bacillus sp. P7, onde foi observado
a formacdo de compostos com potencial anti-hipertensivo, além de outros com potencial
antioxidante e antimicrobiano (CORREA et al., 2011).

Proteases sdo enzimas extremamente versateis. Existe uma grande variedade de
proteases microbianas que possuem diversas especificidades e aplicagdes. Conhecer as
caracteristicas dessas proteases ¢ um fator muito importante para o seu uso na hidrolise
enzimatica de proteinas. Os processos biotecnoldgicos que requerem peptideos especificos sao
altamente dependentes do uso de proteases microbianas que representam uma ferramenta

importante na modificacdo de estruturas proteicas (SANTOS AGUILAR; SATO, 2018). Estes
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hidrolisados tém sido usados para melhorar a digestao e absor¢ao de fontes de proteinas e como
uma fonte de peptideos bioativos (RUTHERFURD-MARKWICK; MOUGHAN, 2005).

No desenvolvimento da industria, a utilizagdo de hidrolisados proteicos tem
aumentado, devido as suas desejaveis propriedades nutricionais e funcionais (RUTHERFURD,
2010). Peptideos bioativos sdo considerados fragmentos especificos de proteinas que estao
inativos dentro da sequéncia da proteina e podem ser liberados por hidrélise enzimatica,
exercendo diversas fungdes (SARMADI; ISMAIL, 2010). A digestibilidade de proteinas esta
relacionada com a solubilidade e com o grau de hidrolise (OWUSU-APENTEN, 2004).

O grau de hidrdlise (GH), definido como a quantidade de ligagdes peptidicas
clivadas num hidrolisado de proteina, ¢ utilizado como pardmetro de monitoramento de
hidrolise. Quanto maior o GH, maior o nimero de peptideos produzidos na solucdo. O aumento
da produgdo de peptideos durante a reacao de hidrélise resulta no aumento da solubilidade da
proteina (RUTHERFURD, 2010).

A hidrélise enzimatica pode ser afetada por diversos fatores, alguns deles s3o: a
escolha da enzima, o tipo de substrato, concentragao de substrato, concentracao da enzima, o
pH, o tempo de reagdo e a temperatura de processo. Por esse motivo, se torna necessario um
estudo dos parametros de hidrélise, para entendimento do processo. Na literatura sao
encontrados muitos estudos que abordam a hidrolise de diferentes substratos proteicos por
proteases, onde diferentes parametros de hidrolise sdo investigados. Na Tabela 2 ¢ possivel
observar as condi¢gdes de hidrolises estudadas, de alguns substratos proteicos submetidos a
hidrolise enzimatica, tendo como resposta o GH e a recuperagdo de proteinas (RP).

Existem varios métodos para determinar o grau de hidrolise, sendo os mais comuns
o pH-stat, acido trinitrobenzeno sulfonico (TNBS), acido tricloroacético nitrogénio soluvel
(SN-TCA) e métodos de titulacdo de formaldeido. O método pH-stat ¢ baseado no nlimero de
protons liberados durante a hidrdlise. Os métodos de titulagio de TNBS e formaldeido sao
baseados na medic¢ao de grupos amino gerados a partir da hidrolise. O método SN-TCA mede
a quantidade de nitrogénio soluvel em TCA, ao invés do grau de hidrélise (RUTHERFURD,
2010).

O pH-stat ¢ o método mais simples e mais utilizado, sendo que a precisao do método
depende do tipo de enzima utilizada, do tamanho dos peptideos hidrolisados e da temperatura
de reacdo. Durante a hidrélise da ligagdo peptidica um grupamento carboxila € um amina sao

liberados (MARGOT; FLASCHELB; RENKEN, 1994).
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Tabela 2 - Condic¢des de hidrélise enzimatica para diferentes substratos proteicos.

Substrato Enzima Condigodes estudadas A
5 t
T (°C) pH E/S %S Observagoes utores
Caseina de Proveniente de 45 7 2 (%) 5 GH de aproximadamente 8% em 12 h JIANG et al.
leite de laque Bacillus de reacao. (2007)
amyloliquefaciens
Caseina bovina Proveniente de 45 8 0,8 0,5 GH de 9% em 7 h de reacao. HIDALGO et
Bacillus sp. P45 (U/mL) al. (2012)
Tilapia Alcalase 44 .9- 8 0,16 - 5 Os resultados mostraram que, em 80 MOHAMMAD;
(Oreochromis 70,1 1,84 (%) min de reacao, a hidrolise em 57,6 °C e KUMAR;
spp.) E/S 1,2% foram as condic¢des ideais BASHA (2014)
para obter o maior GH de 10,9%.
Plasma bovino Alcalase 60 8 8 (%) 0,8 O GH foi acompanhado ao longo de GOMEZ-
120 min, alcangando um GH de 19,1%. SAMPEDRO;
ZAPATA-
MONTOYA
(2016)
Residuo de Mistura de 45-60 6-10 400 - 4-10 O GH foi de 15,5% na condi¢ao CHEN et al.
molho de soja  neutrase e papaina 7000 otimizada de E/S 6000 U/g, pH 7,8; 50 (2017)
(1:3) (U/g) °C e 4% de substrato em 4 h de reagao.
Subprodutos e Alcalase 50 8 1000 0,05 O GH foi de aproximadamente 35% em HUANG;
processamento (Ulg) 6 h de hidrolise. ZHAO; JIANG
de camarao

(2011)
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Tabela 2 - Condigdes de hidrolise enzimatica para diferentes substratos proteicos. Continuag¢ao

Condig¢des estudadas

Substrato Enzima O S e Observagdes Autores
T(° pH E 0
O GH e a RP para a enzima Promod
Anchova Promod e forarr~1 de 37,2% € 55,4% em 1 h de OVISSIPOUR
(Clupeonellaen Alcalase 50 6,87 1 (%) 50 reacdo e para a alcalase os valores etal. (2013)
gra uliformis) foram de 55,8% e 71,04%, '
respectivamente.
30 Ap6s 18 h de reagdo, o GH foi de 41,1,
Esturido Persa Protamex, (AU/K 37,5 e 23,3% para as enzimas OVISSIPOUR
e Flavourzyme e 50 7 & 50 Protamex, Flavourzyme e Neutrase ¢ a et al. (2009)
(peixe) Neutrase ?e RP foi de 79.4; 64,4 ¢ 81,6%,
proteina) respectivamente.
O GH e a RP para visceras de choco
foram de 3,2% e 57,2% usando KECHAOU et
Visceras de Protamex e 7% e 64,3% usando al. (2009)
choco Alcalase e Alcalase, respectivamente. Para
(molusco) e Protamex >0 8 L5 (%) 100 visceras de sardinha, GH e a RP foram
sardinha de 3,1% e 61,2% (usando Protamex)e
3,3% e 60,2 (usando Alcalase),
respectivamente.
Penas Sav1n1a6si Ultra 55 8,5 2,6% 4 A RP em 4 h de reacao foi de 5%. CHE((E(I)\II(;)et al.

T: Temperatura; E/S: Razdo enzima/substrato; %S

: Concentracao de substrato; GH: Grau de hidrolise; RP: Recuperagdo de proteina
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As etapas de reagdo de hidrélise proteica sdo apresentadas a seguir (MARQUEZ;
VAZQUEZ, 1999).

Abertura da ligacao peptidica:
R,-CO-NH-R, + H,0 2 R,-COOH + R,-NH, (1)

Troca de protons:

R, — COOH + R,- NH, 2 R,-C00™ + R,-NH;} )

Dissociagdo acida de ambos grupos terminais:
R,-COOH 2 R,-CO00~ +H* 3)
R,-NHF 2 R,-NHf + H* 4)

Titula¢do dos grupos aminos

R,-NHf + OH™ 2 R,- NH, + H,0 (5)

Os protons livres resultantes causam uma diminui¢do no pH da mistura reacional e
a adicdo de base ¢ necessaria para manter o pH. A quantidade de base necessaria tem uma
relagdo com o numero de ligagdes peptidicas hidrolisadas e pode ser usada para estimar o grau
de hidrdlise. Etapas adicionais posteriores a hidrélise, como precipitacdo e centrifugacdo, sdo
necessarias para os métodos baseados em TNBS e para o método TCA, enquanto que o método
pH-stat elimina a necessidade de etapas adicionais para determinar o GH, por acompanhar a
reagdo de hidrélise do inicio ao fim através da variagio do pH. (MARQUEZ; VAZQUEZ, 1999;
RUTHERFURD, 2010). Assim, o método pH-stat, permite o monitoramento em tempo real do
grau de hidrélise, mantendo o pH 6timo para as enzimas proteases. Somando-se a isso, ao se
utilizar multiplos intervalos de hidrélise, um maior grau de precisao pode ser obtido

(DARRAGH; MOUGHAN, 2005).

3.6 FRACIONAMENTO DOS HIDROLISADOS

A hidrdlise enzimatica geralmente ¢ acompanhada da diminui¢do da massa molar
das proteinas ja que as mesmas sao quebradas em diferentes tamanhos, devido a clivagem das
ligacdes peptidicas (SINHA et al., 2007). Processamentos posteriores a hidrolise podem ser

empregados para concentrar e/ou separar os componentes bioativos dos hidrolisados. Os
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processos de separagdo por membranas sdo muito utilizados na inddstria para concentragao e
fracionamento de proteinas de hidrolisados proteicos (ZIN et al., 2016). Técnicas de
fracionamento dos hidrolisados podem resultar em fragdes peptidicas com maior atividade
antioxidante. A técnica de ultrafiltracio ¢ um processo eficiente e de simples operagao,
ressaltando a grande facilidade de ampliagdo de escala para a concentracdo de peptideos
(WIRIYAPHAN et al., 2015).

Membranas de ultrafiltragdo possuem poros que variam de 5 a 100 nm, retendo
moléculas de massa molar na faixa de 1 kDa a 1 MDa, que se acumulam sobre a superficie da
membrana (CUI, 2005). O fluxo através da membrana ¢ controlado mediante a pressao exercida
sobre o liquido a ser filtrado. Uma das variaveis mais importantes nesta técnica de separagao ¢
o fluxo do permeado, definido como a velocidade de transporte através da membrana em
unidades de massa ou volume por area de permeagdo por tempo (ROBERTO et al., 1995).

O desempenho da ultrafiltragdo ¢ limitado devido a formagao de incrustagdes da
membrana (fouling) e devido a polarizagdo de concentragdo, que provocam um decréscimo no
fluxo de filtrado. Os principais fendmenos que constituem a formagao de fouling sdao adsor¢ao
das moléculas do soluto na superficie da membrana e/ou no interior dos poros, entupimento dos
poros por moléculas ou particulas em suspensao e o deposito de material em suspensdo sobre a
superficie da membrana. A polarizagdo de concentracdo ocorre devido ao aumento da
concentracao das espécies retidas proximo a superficie da membrana, podendo ser reversivel
(BAI; LEOW, 2002; ZIN et al., 2016).

Ngo, Ryu e Kim (2014) hidrolisaram a gelatina da pele de bacalhau com a enzima
Alcalase e fracionaram em diferentes membranas (<1, 1-5, 5-10 e >10 kDa). Os resultados
obtidos mostraram que as amostras de menor massa molar foram as de maior efeito anti-
hipertensivo. O hidrolisado de batata doce, também hidrolisado pela enzima Alcalase, foi
separado em trés fragdes (>10, 3-10 e <3 kDa) e foi observado que a menor fra¢do apresentou
a maior atividade antioxidante pelo método de ORAC e também maior habilidade quelante de
Fe?" (ZHANG; MU, 2017). Resultados semelhantes também foram observados em hidrolisados
de proteina de peixe-areia (JANG; LICEAGA; YOON, 2016) e semente de cerejeira chinesa
(GUO et al., 2015), que fracionados nas membranas de 10, 5 e 3 kDa apresentaram maior

atividade antioxidante pelo método DPPH nas fragdes <3 kDa.
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3.7 PROPRIEDADE DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

Os hidrolisados proteicos tém sido utilizados desde 1940 com finalidades médicas
na preparagao de dietas especiais. Na década de 70 assistiu-se a um expressivo crescimento nos
métodos de preparagdo e uso de hidrolisados proteicos, tanto com finalidades clinica e
nutricional como para a melhoria de propriedades funcionais de proteinas (CLEMENTE, 2000).

A utilizagao da hidrélise enzimatica, voltada ao aproveitamento de subprodutos do
abate animal, ja ¢ alvo de estudos. Utilizando visceras do peixe-gato no preparo de hidrolisados
proteicos, os autores observaram elevada quantidade de aminodcidos essenciais (45%), sendo
a arginina e lisina os aminodcidos predominantes, mostrando que estes hidrolisados sdo um boa
fonte de peptideos (KLOMKLAO; KISHIMURA; BENJAKUL, 2013). A utilizacdo de
residuos do processamento de tilapia também foi estudada por Dieterich et al. (2014), onde foi
desenvolvido o hidrolisado proteico para uso como rag¢ao animal.

Outros trabalhos se referem a obtengao de hidrolisados proteicos de subprodutos do
abate bovino, onde enzimas de origem vegetal foram utilizadas para hidrolisar o plasma
sanguineo, com o intuito de estudar as atividades antioxidantes e antimicrobianas in vitro,
resultando em hidrolisados com propriedades antioxidantes elevadas e sequéncias peptidicas
unicas (BAH et al., 2016). As propriedades funcionais apresentadas pelos hidrolisados
proteicos resultantes da hidrolise enzimatica sdo dependentes de diversos fatores, como a
natureza do substrato, especificidade da enzima usada, condi¢des de hidrélise (KUMAR;
NAZEER; GANESH, 2012; PEINADO; KOUTSIDIS; AMES, 2016). Os peptideos
encontrados em hidrolisados proteicos tém apresentado diversas propriedades fisico-quimicas
e atividades biologicas, as quais dependem de sua sequéncia de aminoacido e massa molar
(SARMADI; ISMAIL, 2010).

O estabelecimento de uma correlagdo geral entre o grau de hidrolise e as
propriedades dos hidrolisados ¢ complexa, uma vez que os resultados diferem entre as
metodologias de determinagdo de grau de hidrolise, entre as diferentes condi¢des de reagdo e
principalmente frente aos diferentes substratos possiveis. Uma forma mais genérica de
correlagdo, e que seja mais passivel, € a comparagdo entre caracteristicas de hidrolisados que
usem a mesma metodologia de determinacdo de grau de hidrdlise e substratos iguais (MORAIS
et al., 2013; SPELLMAN et al., 2003).

Os peptideos bioativos presentes no interior de uma molécula de proteina sdo
definidos como uma sequéncia de aminodcidos inativos. Entretanto, quando sdo liberados

através da hidrolise exercem determinadas atividades bioldgicas. Diversas propriedades
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funcionais dos hidrolisados proteicos ja foram estudadas, destacando-se atividades anti-
hipertensivas (CONTRERAS et al., 2011), antimicrobianas (CORREA et al.,, 2011;
THEOLIER et al., 2014), imunomoduladoras (STUKNYTE et al., 2011), anti-inflamatorias
(MUKHOPADHYA et al.,, 2014) e antioxidantes (BAH et al., 2015; NIMALARATNE;
BANDARA; WU, 2015; OLIVEIRA et al., 2015).

3.7.1 Propriedades antioxidantes dos peptideos

Antioxidantes s3o compostos utilizados em pequenas quantidades que previnem ou
retardam reagdes de oxidacao, devido a sua capacidade de sequestrar ou evitar a formagao de
radicais livres (POKORNY, 1991). Tais radicais sdo responsaveis por desenvolver reagdes em
cadeia, pois sdo moléculas que ao perderem elétrons se tornam instaveis e, consequentemente,
desestabilizam moléculas adjacentes. Os antioxidantes podem ser de origem sintética ou de
origem natural, como € o caso dos antioxidantes gerados pela hidrolise enzimdtica. A agao dos
antioxidantes est4 correlacionada com o retardamento da degradacdo de produtos alimenticios
(MURAKAMI et al., 2015).

As reagdes quimicas envolvidas na medi¢ao da capacidade antioxidante podem ser
classificadas como ensaios a base de transferéncia de 4&tomos de hidrogénio, transferéncia de
elétrons e modo misto. Os métodos de capacidade antioxidante baseados em transferéncia de
elétrons sdo o FRAP (método da redugao do ferro), DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), ABTS
(2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), TEAC (capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox), CUPRAC (capacidade antioxidante de compostos redutores) e Folin; e os ensaios
baseados em transferéncia de hidrogénio sao o TRAP (poder reativo total), ORAC (método da
capacidade de absor¢do de radicais oxigénio) e o PCL (método utilizando polimero
policaprolactona) (CAPANOGLU et al., 2017; MURADOR et al., 2018). A utilidade do
método ORAC deve ser observada, uma vez que o radical peroxil estd presente nos recursos
biologicos e alimentares (MURADOR et al., 2018).

No estudo realizado por Li et al. (2007), hidrolisados de colageno suino obtidos por
hidrdlise enzimatica apresentaram atividade antioxidante. Ja Herregods et al. (2011)
encontraram atividade antioxidante em sequéncias de aminoacidos obtidos através da hidrolise
enzimatica do couro bovino. Rossini et al. (2009) avaliaram hidrolisados de caseina utilizando
proteases comerciais quanto as suas capacidades antioxidantes e quando os mesmos foram

adicionados a carne bovina moida foram capazes de inibir a oxidag¢ao lipidica.
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A atividade antioxidante em jussara antes e apos o processo de fermentacdo foi
relatada por Braga et al. (2018). Ensaios de atividade antioxidante para ABTS e radicais peroxil
(ORAC) foram realizados, a fim de determinar se a mudanga na composi¢ao das antocianinas
afetou esse parametro. Considerando o teste ABTS, a jussara fermentada resultou em aumento
na atividade antioxidante quando comparada a polpa de jussara in natura, de 142,1 a 212,0
umol TE/100g de amostra, respectivamente. Este efeito também foi confirmado pelo ensaio
ORAUC, onde a atividade antioxidante aumentou de 46,3 para 88,3 pumol TE/100g de amostra;
com o estudo foi possivel concluir que a jussara fermentada apresentou aumento da atividade
antioxidante em relacdo a polpa in natura em ambos os ensaios antioxidantes.

Fakhfakh et al. (2011) demonstraram que a farinha de penas hidrolisada durante o
cultivo por Bacillus pumilus contém aminoacidos e peptideos que possuem capacidade
antioxidante. Lemes et al. (2016) mostraram que durante o cultivo de Bacillus sp. P45 o uso
de farinha de penas e biomassa residual de levedura gerada durante a produgao intracelular da
enzima B-galactosidase resultaram em biomoléculas com potencial antioxidante.

Para a enzima de Chryseobacterium sp. kr6, Oliveira et al. (2014) observaram que
o hidrolisado de proteina de soja apresentou maior atividade antioxidante por ABTS no valor
de 42,83% quando utilizado pH 8, 45 °C e razdo E/S de 8000 U/g. Para a proteina de ovo houve
um decréscimo da capacidade antioxidante analisada pelo método de ORAC, ao aumentar a
concentracdo enzimatica de 20 para 40 U/mL a atividade antioxidante apresentou um

decréscimo de 509,47 para 457,76 pmolTE/g, respectivamente (CASTRO; SATO, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SUBSTRATO PROTEICO

As penas de aves utilizadas para a obtencdo da farinha foram cedidas pela empresa
Danby Cosulati, localizada em Morro Redondo-RS. A farinha de penas utilizada tanto no
cultivo como na hidrolise enzimatica foi obtida através da lavagem das penas, tratamento
térmico de 121 °C com pressdo de 1,1 atm por 30 min e secagem em estufa de circulagdo de ar
na temperatura de 50 °C (adaptado de BERTSCH; COELLO, 2005). Apds, as penas foram
moidas em moinho de facas, sendo padronizadas quanto a sua granulometria em peneira de

mesh 20 (particulas < 0,850 mm).

4.2 OBTENCAO DA ENZIMA

O micro-organismo utilizado para a obtencdo da enzima proteolitica foi Bacillus
sp. P45. Este micro-organismo possui registro no GenBank, com o numero de acesso
AY962474, e enquadra-se no grupo de Bacillus subtilis, reconhecido sob certificagio GRAS
(SIRTORI et al., 2006). A cepa foi cedida pelo Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia
Aplicada da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS, Porto Alegre). A cultura foi
mantida a 4°C em agar BHI (4gar infusio de cérebro e coragio) (DAROIT; CORREA;
BRANDELLI, 2009).

O in6culo foi preparado incubando-se a bactéria em agar BHI a 30 °C por 24 h. A
cultura foi raspada da superficie do 4gar e adicionada a uma solugao estéril de NaCl 0,85%
(m/v) até a suspensao atingir absorvancia de 0,5 a 600 nm (DAROIT; CORREA; BRANDELLI,
2011). A enzima foi produzida por cultivo submerso conforme Daroit, Corréa e Brandelli
(2011), em um meio mineral contendo farinha de penas como substrato (43 g/L), NH4Cl
(1,9 g/L), NaCl (0,5 g/L), K,HPO,4 (0,3 g/L) e KH,PO, (0,4 g/L). O pH inicial do meio foi
ajustado em 7,0 e o cultivo iniciado com 1% (v/v) de indculo. As condigdes de cultivo foram
de 30 °C, 125 rpm por 48 h. Ao término do cultivo, o extrato enzimdatico com células foi
centrifugado (4700 x g, 20 min) e o sobrenadante foi liofilizado e utilizado como fonte de

proteases (protease bruta).
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4.3 ENSAIOS DE HIDROLISE DA FARINHA DE PENAS

4.3.1 Preparo da solucio enzimatica e do substrato

A solugdo enzimatica da protease foi preparada solubilizando a protease liofilizada
em tampao Tris-HCI (100 mmol/L, pH 7,5). O substrato (farinha de penas) foi homogeneizado
em agua destilada e mantido sob agitacio magnética constante durante 8 h previamente a
hidrélise. Antes da adicdo do extrato enzimdtico, o pH foi ajustado para 7,5 com NaOH

0,2 mol/L ou HC1 0,2 mol/L.

4.3.2 Escolha do sistema reacional

Os ensaios de hidrélise ocorreram em dois sistemas reacionais: incubadora rotatoria
e reator encamisado. Em incubadora rotatoria foram utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mL
com agitacdo constante de 150 rpm e a temperatura ajustada para a condi¢cdo de cada ensaio.
Os ensaios em reator encamisado (capacidade de 100 mL) foram realizados sob agitagdo
magnética constante ¢ a temperatura do banho de recirculacdo de agua foi ajustada para a
condicdo de cada ensaio (GONCALVES, 2016).

Os ensaios foram realizados utilizando-se 25 g/L de proteinas em solugado, 40 °C e
razao E/S de 600 U/g de proteina, condigdes estabelecidas previamente por Gongalves (2016)
na hidrolise do plasma sanguineo, utilizando a protease de Bacillus sp. P45.

O volume do meio reacional foi de 50 mL, contendo 48 mL de solugao do substrato
e 2 mL de extrato enzimatico. Foram realizados ensaios controle (branco), onde o extrato
enzimatico foi substituido por tampao Tris-HCI1 (100 mmol/L, pH 7,5). Os ensaios de hidrdlise
foram realizados em triplicata.

Apos a adi¢do da enzima na solug¢do contendo o substrato, as reacdes de hidrolise
foram conduzidas por 6 h (OLIVEIRA et al., 2015) e 8 h (GONCALVES, 2016). O pH foi
corrigido para 7,5 com NaOH 0,2 mol/L a cada hora até o término do ensaio. Os volumes de
titulante foram registrados para a determinacao do grau de hidrolise (GH). Ao final das 8 h de
reacdo, os hidrolisados foram aquecidos a 85 °C por 5 min para inativagdo enzimatica € o
material utilizado para a andlise de proteinas soluveis foi centrifugado a 21.380 x g por 15 min
para remocao do material suspenso.

Os ensaios foram realizados em triplicata com ajuste de pH em ambos sistemas

reacionais, em intervalos de 1 h. Ensaios sem ajuste de pH na incubadora rotatoria também
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foram realizados, além de ensaios controle (branco) para cada condi¢ao. As respostas analisadas

foram o grau de hidrolise (GH) e a recuperacao de proteina (RP).

4.3.3 Maximizacao dos ensaios de hidrdlise

A maximiza¢ao das condi¢des da hidrélise da farinha de penas foi realizada através
de um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2* com pontos axiais e 4 repeti¢des
do ponto central, totalizando 28 ensaios, em reator com agitacdo magnética constante e ajuste
de pH a cada hora durante 8 h de reagdo. Os 4 pardmetros analisados foram temperatura de
reacdo (°C), razao de enzima/substrato (U/g de proteina), concentracao de proteina do substrato
(g/L) e a concentragdo de CaCl, (mmol/L) no extrato enzimatico, cujos niveis foram variados
conforme a Tabela 3, tendo como respostas o grau de hidrdlise (GH) e a recuperagdo de

proteinas (RP).

Tabela 3 - Valores codificados e reais das variaveis independentes utilizadas no planejamento

experimental.
.. Variaveis independentes
Niveis

X1 X2 X3 X4
-2 0 35 600 10,0
-1 25 40 1950 17,5
0 50 45 3300 25,0
1 75 50 4650 32,5
2 100 55 6000 40,0

Xi: CaCl, (mmol/L); X,: Temperatura (°C); X3: razdo E/S (U/g de proteina); X4: Concentragdo de proteina do
substrato (g/L)

Os resultados obtidos com o DCCR 2* foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA) com 90% de confianga (p<0,1).

4.3.4 Validacao do modelo

Apds o término do planejamento experimental, foi realizada a validagdo de 3
condi¢des reacionais, sendo duas delas indicadas pelas curvas de contorno e a terceira por
apresentar os maiores valores de GH e RP no planejamento experimental. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
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4.4 GRAU DE HIDROLISE

O grau de hidroélise (GH) foi estimado pelo método pH-stat, segundo Adler-Nissen
(1986), como sendo o nimero de ligacdes peptidicas hidrolisadas, expresso em equivalentes de
hidrolise (h), em relagdo ao numero total de ligagdes peptidicas antes da reacao (hit), calculado

pela Equagao 6.

Vyx Ny
axh

to

GH (%) = %100 (6)

lxmp

onde Vg ¢ o volume consumido de NaOH durante a hidrélise (mL); N ¢ a molaridade de NaOH
(mol/L); a ¢ o grau de agrupamentos amino liberados pela hidrélise; m;, ¢ a massa de proteina
do substrato proteico (g); hwt € 0 nimero total de ligagdes peptidicas por unidade de massa
(mol/kg). Para a maioria das proteinas, h corresponde a 8 mols equiv/kg de proteina, estimado
com base na composi¢do de aminoacidos. No caso de proteinas de pena, o valor ¢ 8,1 mols
equiv/kg de proteina (ADLER-NISSEN, 1986; ZARAI JAOUADI et al., 2012).

Quando uma ligagcdo peptidica € hidrolisada a pH superior a 6,5, o grupo
carboxiterminal formado contribui para o abaixamento do pH. O grau de grupamentos liberados
na hidroélise pode ser estimado pela Equacao 7, considerando que o pK médio dos grupos amino
seja constante, devera existir uma proporcionalidade entre a liberacdo de prétons (igual ao
consumo de base) e a quantidade de ligagdes peptidicas clivadas. O fator de proporcionalidade

¢ o grau de dissociac¢do dos grupos a-amino (o) (STEINHARDT; BEYCHOK, 1964):

1077-7%
T 0 @)
Os valores de pK para diferentes temperaturas podem ser estimados segundo a

Equacgdo 8 (DINIZ; MARTIN, 1996):

pK:7,8+298—_T><2400 )]
298+T

onde pH ¢ o valor de pH estabelecido para o método de pH-stat; pK ¢ a constante de dissociagao

acida do grupamento amino e T € a temperatura na hidrolise na escala absoluta Kelvin.
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4.5 RECUPERACAO DE PROTEINAS

A recuperagdo de proteina (RP) ¢ definida pela razao entre a massa de proteina no
sobrenadante do hidrolisado e a massa inicial de proteinas no substrato previamente a hidrdlise

(KETNAWA; LICEAGA, 2017).

M,
RP(%) = -2 %100 9)
Mp,

onde Mp ¢ a quantidade de proteinas no sobrenadante do hidrolisado (g) e Mp: é a quantidade

de proteina total oriunda da farinha de penas antes da hidrolise (g).
4.6 FRACIONAMENTO DOS HIDROLISADOS

O hidrolisado obtido foi centrifugado a 21.380 x g por 30 min para remocao do
material suspenso e o sobrenadante foi fracionado utilizando uma célula de ultrafiltragao
(Advantec, UHP-76, Japao) com capacidade de 300 mL e com agitagdo magnética. O processo
foi realizado sob pressdo de 4,2 kgf/cm? aplicada com gas nitrogénio e temperatura de 25 °C.
As membranas com massa molar de corte de 10 kDa e 3 kDa foram utilizadas em sequéncia no
fracionamento. O ponto final da ultrafiltragdo foi definido como a redu¢do em cinco vezes do
volume alimentado de hidrolisado. As membranas foram inicialmente compactadas aplicando
os mesmos parametros de operagdo, com agua, até obter fluxo constante e posteriormente foi
ultrafiltrado o hidrolisado. Apds a ultrafiltracdo, as fracdes foram liofilizadas para a

determinagdo da atividade antioxidante.
4.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.7.1 Método da capacidade sequestradora do radical ABTS+

Para determinacgdo da atividade antioxidante utilizando o método de ABTS, 30 puL
dos extratos preparados com acetona 80% (v/v) foram adicionados em 3 mL da solugdo de
radical ABTS®*" ¢ a absorvancia da reago foi lida em espectrofotdmetro a 734 nm apds 6 min.
Neste ensaio foi utilizado o radical livre ABTS™", obtido pela reagdo de 5 mL de ABTS
(7 mmol/L) com 88 pL de persulfato de potassio 140 mmol/L, conforme método descrito por

RE et al. (1999). O sistema foi mantido em repouso, a temperatura ambiente, por 16 h, em
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auséncia de luz. Uma vez formado o radical ABTS"", o mesmo foi diluido com etanol absoluto
até a obtenc¢do de valor de absorbancia de 0,7 + 0,05 a 734 nm. A quantifica¢do da atividade
antioxidante total foi realizada a partir de curva padrao de Trolox em etanol, nas mesmas

condigdes reacionais. Os resultados foram expressos em pmol de Trolox (TE) por g de amostra.

4.7.2 Determinacio da capacidade antioxidante pelo ensaio ORAC

Para determinagdo da atividade antioxidante frente ao radical peroxila foi utilizado
o método ORAC (capacidade de absor¢do de radicais oxigénio), baseado na formagdo de
radicais peroxila pela degradacdo térmica do AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropano)di-
hidrocloreto) a 37 °C. 150 pL de fluoresceina (61 nmol/L, preparada em tampao fosfato
75 mmol/L pH 7,4) foram adicionados em microplacas cor preta de 96 pocos, seguidos de 25
pL do extrato preparado em acetona 80% (v/v) (diluido 10, 50, 500 vezes em tampao fosfato)
ou branco (tampao) ou solugdo padriao de Trolox (50 pmol/L). A placa foi incubada por 10 min
a 37 °C, sob agitagdo intermitente, e apds foram adicionados 25 pL de solucdo de AAPH
(19 mmol/L, preparado em tampao fosfato) em cada pogo. As leituras da fluorescéncia a
538 nm (excitacdo a 485 nm) foram realizadas a cada minuto, em triplicata durante 180 min
(RODRIGUES et al., 2012). Os resultados foram expressos em pmol de Trolox (TE) por g de

amostra.

4.8 DETERMINACOES ANALITICAS

4.8.1 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada conforme metodologia descrita por Daroit,
Corréa e Brandelli (2009), em que o substrato utilizado foi a azocaseina 1% (m/v) em tampao
tris-HCI (100 mmol/L, pH 7,5). A mistura reacional foi composta por 100 uL de tampao tris-
HCI (100 mmol/L, pH 7,5), 300 puL de azocaseina e 100 uL da solugdo enzimatica. A mistura
foi incubada em banho com agitagdo a 40 °C durante 30 min e finalizada pela adi¢cdo de
600 pL de 4cido tricloroacético (TCA) 10% (m/v). A mistura foi centrifugada (4700 x g por
20 min) e 800 pL do sobrenadante foram adicionados a 200 pL de NaOH 1,8 mol/L. A
transmitancia foi medida a 420 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como
a quantidade de enzima que causa a mudanca de 0,1 unidades de absorvancia sob as condi¢des

do ensaio.
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4.8.2 Determinacio do teor de proteinas

O teor de proteinas da farinha de penas foi determinado pelo método de Micro-
Kjeldahl, segundo as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). O fator 6,25 foi
utilizado para a conversdo do nitrogénio em proteina (PATINVOH et al., 2016).

Os teores de proteina soluvel dos hidrolisados proteicos da farinha de penas foram
avaliados pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando uma curva padrao de albumina bovina.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da comparagao da RP entre 6 h e 8 h em incubadora rotatéria e reator,
foram submetidos a teste de diferenca de médias, teste t, com 95% de confianga para
determinagdo da diferenca estatistica entre os ensaios propostos. Os demais ensaios foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA), seguido pelo Teste de Tukey, onde as diferencas

foram consideradas significativas ao nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DE PROTEASE DE Bacillus sp. P45

O extrato enzimatico liofilizado obtido a partir do cultivo de Bacillus sp. apresentou
atividade enzimatica de 40.479 U/g. A partir deste valor foi possivel determinar a quantidade

de enzima a ser adicionada no preparo das solugdes enzimaticas.

5.2 ESCOLHA DO SISTEMA REACIONAL

A estratégia utilizada inicialmente para atingir maiores valores de GH e de RP foi
comparar os efeitos da hidrdlise em 6 e 8 h de reagdo, com e sem ajuste de pH e a utilizagdo de
dois sistemas reacionais (incubadora rotatoria e reator encamisado). A Figura 1 apresenta os
valores de grau de hidrélise (GH) durante a reagdo em ambos sistemas reacionais em que 0s
valores de pH foram corrigidos para o valor inicial (7,5) a cada de hora, enquanto que a

recuperagao de proteinas (RP) ¢ apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 - Recuperacao de proteinas em 6 e 8 h de reacdo com e sem ajuste de pH.

Recuperacio de proteina (%)

Ensaios
6h 8h
Incubadora com ajuste de pH 12,1+0,4 2B 12,5+0,3%B
Incubadora sem ajuste de pH 8,8+0,2 % 11,9+0,2 &
Reator com ajuste de pH 142 40,3 >A 162 +0,.2 A

Letras mintisculas iguais na mesma linha indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias (Teste t,
p>0,05 e n=3). Letras maitisculas iguais na mesa coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias
(Teste de Tukey, p >0,05 e n=3).

Nos ensaios realizados na incubadora rotatéria foi possivel verificar que a
recuperagdo de proteinas (Tabela 4) foi maior estatisticamente na reacdo onde houve ajuste de
pH em intervalos de 1 h, tanto em 6 h como em 8 h de reacdo. No entanto, na reagdo onde houve
ajuste de pH, nao ha diferenga significativa em 6 h e 8 h de hidrolise. A enzima da protease P45
possui atividade maxima em pH 7, enquanto que condi¢des acidas diminuem a atividade
enzimadtica em torno de 50%, em valores de pH 6 (DAROIT; CORREA; BRANDELLIL 201 1).

Assim, os protons livres resultantes da reacdo de hidrolise causam uma diminui¢do no pH da
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mistura reacional e a influéncia do pH se manifesta principalmente na atividade da enzima,
ocasionando provavelmente esta menor recuperacdo de proteinas. Nos experimentos de
hidrolise conduzidos em reatores encamisados com sistema de agitacdo magnética e ajuste de
pH, € possivel verificar que a RP foi estatisticamente maior tanto em 6 h de reagdo, quanto em
8 h, quando comparada aos ensaios de hidrdlise realizados em incubadora rotatéria. Uma razao
para a RP ter sido maior na hidrolise realizada em reator pode ser explicada pela forca de
cisalhamento (PALMQVIST; WIMAN; LIDEN, 2011) da agitagio magnética proporcionar
maior solubilizacao de peptideos, oportunizando maiores valores de RP, quando comparada
com a agitacdo orbital presente na incubadora rotatéria. A maior RP foi observada em 8 h de
reagao, atingindo o valor de 16,2%. Devido ao fato de que em incubadora rotatoria os resultados
foram mais satisfatérios com ajuste de pH, ndo foram realizados experimentos sem ajuste de
pH nos reatores encamisados.

Na Figura 1, observa-se que para os dois sistemas reacionais, o GH para a
incubadora rotatdria alcanga um valor de 3,6% e no reator 3,3% em 8 h de reacdo. O valor de
GH ja se encontra estabilizado em 3 e 4 h de reacdo para a incubadora rotatoria e reator
encamisado, respectivamente, porém, como ha diferenca estatisticamente significativa ao nivel
de 5% de significancia em comparagdo a RP em 8 h de hidrolise em incubadora rotatdria e no
reator encamisado (Tabela 4), a reagdo deve ser conduzida até 8 h para atingir o valor médximo

das duas respostas.

Figura 1 - Grau de hidro6lise para a incubadora rotatdria e reator em 8 h de reacdo.
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Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias. (Teste de Tukey,
p>0,05 e n=3).
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Nos ensaios realizados ¢ possivel verificar que a protease de Bacillus sp. P45 pode
ser empregada para a hidrolise de farinha de penas, sendo capaz de hidrolisar a mesma. As
diferentes condicoes testadas indicam que a melhor condicdo acontece utilizando reator
encamisado com ajuste de pH para 7,5 em um tempo de reagdo de 8 h, visto que, nesta condigao,
ha diferenca estatistica na RP ao nivel de 5% de significancia quando comparada com a reagao

em 6 h.

5.3 MAXIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DA FARINHA DE PENAS

A estratégia utilizada para atingir a maximizagdo do GH e da RP foi avaliar os
efeitos da temperatura de reagdo (°C), razdo E/S (U/g de proteina), concentragdo de proteina do
substrato (g/L) e a concentracdo de CaCl, (mmol/L) no extrato enzimatico, através de um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 2* com 4 pontos centrais. Na Tabela 5 é
apresentado a matriz do DCCR 2%, onde também sdo apresentadas o grau de hidrélise e a
recuperagdo de proteinas obtidas para cada ensaio. E possivel verificar uma varia¢do nas
respostas, com GH entre 3,2% (ensaio 18) a 8,3% (ensaio 8) e a RP entre 12,4% (ensaio 10) e
38,1% (ensaio 8).

5.3.1 Grau de hidrodlise

Na Tabela 6 estao apresentados os coeficientes de regressao das varidveis estudadas
bem como as suas interagdes para o GH, considerando um nivel de significancia de 90%
(p <0,1). As variaveis concentracao de CaCl, (Q), razdo enzima/substrato (L), concentragao
proteica de substrato (L) e a interacdo da temperatura com a razdo enzima/substrato
influenciaram significativamente o GH. As demais varidveis ndo significativas foram
adicionadas ao residuo para o calculo da anélise de variancia (ANOVA) conforme Tabela 7.

A partir da andlise dos coeficientes de regressdao foi possivel gerar a equacao do
modelo com as varidveis codificadas que representam o comportamento do GH. A partir da
Equagdo 10 foi possivel calcular os valores preditos e consequentemente os desvios relativos
(Tabela 5), que foram relativamente altos nos pontos axiais, chegando a cerca de 34%. Sendo
assim, o modelo ndo descreve adequadamente estas regides. Porém, nos pontos de maior GH,
o desvio ¢ menor. Os desvios relativos para o GH variaram de 1% (condicdo 9) a 42,7%

(condic¢do 4), conforme apresentado.
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Tabela 5 - Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) 24, valores

codificados e reais (entre parénteses), grau de hidrolise e recuperacao de proteinas em 8 h de

hidrolise.
Ensaio X1 X2 X3 X4 GH DR1 RP DR2
-1 (25) -1 (40) -1 (1950) -1(17,5) 5,7 -3,5 18,1 12,8

1(75) -1(40) -1(1950) -1(17,5) 7.2 18,1 157 -0,
125 1(50)  -1(1950) -1(17,5) 5.8 11,4 276 127
1(75)  1(50) -1(1950) -1(17,5) 3,6  -42,7 289 166
1(25)  -1(40)  1(4650) -1(17,5) 64 1,0 0 249 0 92

1(75)  -1(40) 1(4650) -1(17,5) 7.2 103 248 8,9

125  1(50)  1(4650) -1(17,5) 7.7 6,2 375 17,6
1(75)  1(50) 1(4650) -1(17,5) 83 130 381 189
125 -1(40)  -1(1950) 1(32,5) 43 1,0 17,7 10,8
1(75) -1(40) -1(1950) 1(32,5) 5,0 148 124 273
125 1(50)  -1(1950) 1(32,5) 4,0 12,6 225 71

12 1(75)  1(50) -1(1950) 1(32,5) 3,9 10,4 283 148
13 -1(25 -1(40) 1(4650) 1(32,5) 5,5 124 202  -11,9
14 1(75)  -1(40) 1(4650) 1(32,5) 55 124 21,6 -46
15 -1(25) 1(50) 1(4650) 1(32,5 49  -139 270  -145
16 1(75)  1(50) 1(4650) 1(32,5 49  -139 315 1,9

—_— —
=R R e N N N

17 2(0) 045  0(3300) 0(250) 4.2 04 219 .66
18 2(100) 045 0(3300) 0(250) 32 31,8 174 342
19  0(50) -2(35 0(3300) 0(250) 54 63 143 -5,
20 0(50) 2(55) 0(3300) 0(250) 43 335 212 494
21 0(50) 0(45)  -2(600) 0(250) 45 1,9 13,7 -20,7
22 0(50) 0(45)  2(6000) 0(250) 7,0 0,9 274 -10,1
23 0(50) 0(45)  0(3300) -2(10,0) 7.2 25 236 -1
24 0(50) 0(45)  0(3300) 2(40,0) 43 47 242 35
25 0(50) 0(45)  0(3300) 0(250) 5.6 25 232 -06
26 0(50) 0(45) 0(3300) 0(250) 53 83 237 1,5
27 0(50) 0(45)  0(3300) 0(250) 51  -12,6 23,6 1,1
28 0(50) 0(45)  0(3300) 0(250) 5,6 25 228 24

Xi: CaCly(mmol/L); X,: Temperatura (°C); X3: razdo E/S (U/g de proteina); X4: Concentragdo de proteina do
substrato (g/L); GH: Grau de hidrélise; DR1: Desvio relativo (%) do GH; RP: Recuperagdo de proteina; DR2:
Desvio relativo (%) da RP.

A verificagdo da validade do modelo obtido foi realizada através da Analise de
Variancia (ANOVA), Tabela 7, onde a validade do modelo foi observada pelo teste F' e
coeficiente de correlagdo (R). O coeficiente de correlacdo (R) para o modelo ajustado para o
grau de hidrolise foi de 0,845. Este valor indica que o modelo obtido explica aproximadamente

84,5% da variacao dos dados observados no GH. O Fcaiculado foi cerca de 6 vezes maior que o
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Ftabelado. A partir do modelo foi possivel construir as curvas de contorno, que expressam a

interagdo entre duas variaveis sobre as respostas.

Tabela 6 - Coeficiente de regressao, erro padrao e nivel de significancia (p) para o grau de

hidrolise.

Varigvel d(é"rf;f:s‘;; pf;:;o t (13) p-valor
Média* 5,40 0,38 14,16 <0,01
Xi (L) 20,03 0,31 20,19 0,85
X1 (Q)* 20,32 0,31 22,08 0,06
Xa (L) 0,25 0,31 11,58 0,14
Xs (Q) 20,04 031 20,23 0,82
X3 (L)* 0,66 031 4.6 <0,01
X3 (Q) 0,19 0,31 121 0,25
X4 (L)* 0,82 0,31 527 <0,01
X4 (Q) 0,19 031 121 0,25

XiXa 20,29 0,38 11,54 0,15
XiX3 0,09 0,38 0,49 0,63
XiXi4 20,01 0,38 20,03 0,97
XoXs* 0,38 0,38 2,00 0,07
XoX4 20,09 0,38 20,49 0,63
XX 0,23 0,38 1,21 0,25

* Efeito significativo (p <0,1); X;: CaCl, (mmol/L); X»: Temperatura (°C); X3: razdo E/S (U/g de proteina); X4:

Concentragdo de proteina do substrato (g/L).

Tabela 7 - Analise de varidncia (ANOVA) do DCCR 2*para o grau de hidrolise.

Soma dos Graus de Média

Fonte de varia¢do quadrados liberdade quadratica Fealeulado R
Regressao 33,00 4 8,25 14,32 0,845
Residuo 13,25 23 0,58
Total 46,25 27

F0,1;4,2312,21

GH (%) =5,74 — 0,38X,% + 0,66.X;— 0,82.X, + 0,38.X,X, (10)
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onde X ¢ a concentragdo de CaCl; no extrato enzimatico (mmol/L), X> a temperatura (°C), X3
a razao enzima/substrato (U/g de proteina) e X4 a concentragdo proteica de substrato (g/L). As
Figuras 2, 3, 4 e 5 apresentam as curvas de contorno geradas a partir do modelo preditivo e

significativo.

Figura 2 - Curva de contorno para grau de hidrélise em funcdo da concentragdo de proteina

do substrato ¢ da concentrag¢ao de calcio no extrato enzimatico.
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Ao analisar a curva de contorno em func¢ao da concentragdo de proteina do substrato
e concentrag¢do de CaCl (Figura 2) € possivel observar que os maiores graus de hidrolise foram
alcangados quando se utilizou uma concentragao de 50 mmol/L de CaCl; e baixa concentragao
proteica de substrato (10 g/L). A presenca de uma concentragdo de calcio estabiliza a enzima
frente a mudangas de pH e temperatura Este comportamento pode ser explicado devido a
capacidade que alguns ions salinos possuem em estabilizar a ligagdo do complexo enzima-
substrato e manter a conformagao ativa da enzima, protegendo contra a desnaturagdo térmica
(CAOQO et al., 2009; FAKHFAKH et al., 2009; LEE et al., 2002). Apesar do modelo obtido
indicar menores concentragdes de proteina do substrato (Figura 2 e 3), deve haver um limite,
pois quando a concentracdo de substrato for muito baixa, a probabilidade de colisdes entre o
substrato e a protease seria reduzida e a hidrolise também seria inibida (ZHANG et al., 2012).

Na Figura 3 ¢ possivel observar a curva de contorno para o GH em fung¢do da
concentracdo de proteina do substrato e da razdo E/S. Os resultados mostram que o grau de

hidrolise diminui com o aumento da concentragdo de proteina do substrato para 40 g/L e
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aumenta conforme a razdo E/S aumenta até 6000 U/g. Uma alta concentracao de substrato pode
reduzir a disponibilidade de 4gua no sistema de reagdo e os movimentos de difusdo da protease
e do substrato, inibindo o processo de hidrdlise (ZHANG et al., 2012). Comportamento
semelhante foi observado por He et al. (2015), que otimizaram a hidrolise enzimatica da carne
de Améijoa (Paphia undulata), designagdo comum dada a vérias espécies de moluscos,
utilizando uma protease de Bacillus subtilis. Para isso, os autores avaliaram o efeito das
variaveis temperatura (45-55 °C), razdo enzima/substrato (3000-5000 U/g) e tempo de reagdo
(2-4 h) sobre o grau de hidrélise e atividade antioxidante. Como resultado, eles obtiveram um
modelo, no qual as condi¢des otimas foram 51°C, 3,14 h e razdo enzima/substrato de 4.321

U/g.

Figura 3 - Curva de contorno para o grau de hidrolise em func¢io da concentragdo de proteina

do substrato e da razdo E/S.
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Através da Figura 4, verifica-se que maiores relagdes E/S no valor 6000 U/g de
proteina geram maiores valores de GH (>7%) quando se utiliza a concentragdo de 50 mmol/L
de CaCl. Quanto a necessidade de calcio, uma hipdtese levantada por Eijsink, Matthews e
Vriend (2011) ¢ de que sob algumas circunstancias a protease ¢ estdvel e completamente
dobrada, enquanto que pode também ser parcialmente desdobrada e suscetivel a degradacao,
sendo esta mudanca de estabilidade regulada pela ligacao do ion calcio a enzima. Uma possivel
causa para a inibi¢ao deste valor em maiores concentragdes (100 mmol/L) de CaCl, ¢ a alteragao

da estrutura conformacional, gerada pela ruptura da estrutura proteica provocada pelo excesso


https://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
https://pt.wikipedia.org/wiki/Molusco
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do sal, acarretando na exposi¢ao de grupamentos que até entdo estavam ocultos e inativos no

interior da molécula (JANATI-FARD et al., 2018).

Figura 4 - Curva de contorno para o grau de hidrolise em fung¢ao da razao E/S e da

concentragdo de célcio no extrato enzimatico.
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A Figura 5 mostra que o aumento da razdo enzima/substrato para 6000 U/g de
proteina e aumento da temperatura para 55 °C estabelecem valores de GH elevados quando
comparados com as outras condi¢des. Chen et al. (2017) também observaram o aumento do
GH com maiores quantidades de enzima, verificando que o GH para o residuo de molho de soja
aumentou com o aumento da quantidade de enzima de 3000 U/g para 6000 U/g e depois se
manteve constante de 6000 a 7000 U/g para as enzimas alcalase, papaina e mistura de
neutrase/papaina (1:3). As condi¢des ideais para se obter o maior GH foram de 6000 U/g, pH
7,8, temperatura de 50 °C, ja que o aumento da temperatura causou uma alteracao na estrutura
conformacional da enzima, levando-a a desnaturagdo térmica, ¢ concentragdo de 5% de
substrato, atingindo um GH de 15,5% nos ensaios de validacdo. No presente trabalho o maior
GH foi obtido quando se utilizou concentracao de 50 mmol/L de CaCl, no extrato enzimatico,

55 °C, razao E/S de 6000 U/g e concentracao proteica de substrato de 10 g/L.
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Figura 5 - Curva de contorno para o grau de hidrolise em fun¢do da razdo E/S e da

temperatura.
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5.3.2 Recuperacio de proteinas

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores das variaveis estudadas e as interagdes
entre elas para a RP. Apenas as varidveis temperatura (L) e razdo enzima/substrato (L) foram
significativas para a RP. As outras variaveis nao significativas foram adicionadas ao residuo
para o calculo da analise de variancia (ANOVA), conforme Tabela 9.

O coeficiente de correlagdo (R) e a andlise de variancia (ANOVA) foram utilizados
para verificar a adequagao estatistica do modelo proposto codificado aos valores experimentais.
Os valores preditivos foram calculados a partir de Equacdo 11. Na Tabela 9 é possivel observar
que o modelo gerado ¢é preditivo, apesar dos desvios altos nos pontos axiais, apresentados na
Tabela 5. Nos pontos centrais (ensaios 25 a 28) foram observados desvios menores que 13%,
observando-se que nestes pontos 0 modelo descreve bem os ensaios experimentais. O Fealculado
foi cerca de 7 vezes maior que 0 Frbelado. O coeficiente de correlacdo (R) para o modelo ajustado
para o grau de hidrélise foi de 0,808, sendo que este valor indica que o modelo obtido explica
aproximadamente 80,8% da variagdo dos dados observados da recuperacdo de proteina. Os
desvios relativos para a RP, apresentados na Tabela 5, variaram de 0,5% (condi¢do 2) a 49,4%

(condigdo 20).
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Tabela 8 - Coeficiente de regressao, erro padrao e nivel de significancia (p) para a

recuperagao de proteinas.

Fatores d(iori:t;i:sl;;eo pf(ll.:go t (13) p-valor
Média* 23,33 2,11 11,06 <0,01
X1 (L) 0,13 1,72 -0,15 0,88
X1(Q) -0,20 1,72 -0,23 0,82
X2 (L)* 4,16 1,72 4,83 <0,01
X2(Q) -0,67 1,72 -0,78 0,45
X3 (L)* 3,41 1,72 3,96 <0,01
X3(Q) 0,03 1,72 0,03 0,97
X4 (L) -1,38 1,72 -1,61 0,13
X4 (Q) 0,87 1,72 1,01 0,33
Xi1Xa 1,16 2,11 1,10 0,29
Xi1X3 0,44 2,11 0,41 0,68
X1X4 0,44 2,11 0,41 0,68
X2X3 -0,05 2,11 -0,05 0,96
X2X4 -0,70 2,11 -0,66 0,52
X3X4 -0,98 2,11 -0,92 0,37

* Efeito significativo (p < 0,1); X;:CaCl, (mmol/L); X»: Temperatura (°C); X3: razdo E/S (U/g de proteina); Xa:

Concentragdo de proteina do substrato (g/L).

Tabela 9 - Analise de varidncia (ANOVA) do DCCR 2* para a recuperagio de proteinas.

Fonte de variacao Soma dos (.}raus de Méd’ia- Fealculado R
quadrados liberdade  quadratica
Regressao 693,80 2 346,90 23,56 0,808
Residuo 368,07 25 14,72
Total 1061,87 27
Fo,1,2,25:3,39

A partir da analise dos coeficientes de regressao foi possivel gerar a equagao do
modelo com as varidveis codificadas que representam o comportamento da RP. Onde X»:

temperatura (°C) e X3: razdo enzima/substrato (U/g de proteina).

RP(%)= 23,35 + 4,16X, + 3,41X, (11)
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A curva de contorno da RP em fun¢do da razdo E/S e da temperatura (Figura 6)
indica que valores mais elevados de razdo enzima/substrato de 600 para 6000 U/g de proteina
e elevacdo de temperatura de 35 °C para 55 °C, resultam em maiores valores de RP (>35%)).
Entretanto, temperaturas elevadas acarretam a desnaturagdo da enzima, com perda da sua
atividade, ocorrendo estabilizag¢do da reacdo enzimatica em baixos valores de grau de hidrolise.
Essa diminui¢do de hidrolise em temperaturas proximas a 55°C também ocorreu para a hidrolise
de residuos viscerais da carpa de agua doce (Catla catla) usando Alcalase comercial, que
resultou em um grau de hidrolise de cerca de 50% em condigdes otimizadas de temperatura 50
°C, tempo de reagdo de 135 min, pH 8,5 e concentragdo enzimatica de 1,5% (BHASKAR et
al., 2008).

A influéncia das variaveis de processo sobre a recuperagdo de proteina, quando se
utiliza o planejamento experimental, depende das faixas de variaveis estudadas, uma vez que
dentro da faixa de atividade 6tima da enzima a reagdo sera favorecida. Na Figura 6 foi
observado um efeito positivo da razdo E/S na RP, mostrando que o aumento da concentragdo
enzimdtica e da temperatura resulta em um hidrolisado com maior GH (> 8%) e RP (>35%)).
Ovissipour et al. (2009) citam que um maior grau de hidrolise resultard em maior solubiliza¢ao
de peptideos e, consequentemente, maiores valores de recuperagdo de proteinas. O aumento da
razdo E/S leva ao aumento dos sitios ativos disponiveis para o substrato ser hidrolisado. Com
isso ocorre maior clivagem das liga¢des peptidicas presentes no substrato e, consequentemente,

elevagdo do grau de hidrolise e maior recuperacdo das proteinas no hidrolisado.

Figura 6 - Curva de contorno para a recuperacao de proteinas em fung¢do da razdo E/S e da

temperatura.
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Chen et al. (2017) observaram que quando a hidrdlise de residuo de molho de soja
ocorreu com concentragdo enzimatica de 6000 U/g, temperatura de 50 °C e concentragdo de
substrato 4%, o valor de RP para o residuo do molho de soja chegou a 60,0% em 240 min de
reac¢dao ¢ GH de 15,5%. Em 20 min de rea¢ao, a RP foi de 57,2% e GH 10,4%. Os resultados de
Chen et al. (2017) corroboram com os resultados obtidos no presente trabalho, onde maiores
valores de GH (>8%) levaram a maiores valores de RP (>35%). Como RP ¢ um indice de
dissolucdo de proteinas, se a taxa de reagdo da hidrélise aumentar a dissolugdo de proteinas
também aumentara (SILVA; PARK; HUBINGER, 2010).

Cheong et al. (2018) investigaram a viabilidade da hidrolise enzimdtica para
solubilizagdo de penas e producao de proteinas, usando uma protease comercial, Savinase Ultra
16L. As condi¢des de hidrdlise sem pré-tratamento aplicado foram concentragdo de substrato
de 4%, temperatura de 55 °C e concentragdo enzimatica 2,6% (v/v), onde a recuperacdo de
proteina foi de 5%. A recuperagdo de proteinas da farinha de penas pela reagdo enzimatica pela
protease de Bacillus sp. P45 do presente trabalho foi cerca de 8 vezes maior quando comparada
ao estudo de Cheong et al. (2018). Uma das possiveis razdes para o valor mais alto pode ser a
utilizagdo de uma protease bruta que pode conter enzimas que atuam nas ligacdes dissulfeto das
queratinas.

Assim, a partir da analise dos resultados do planejamento experimental, ¢ possivel
perceber que o aumento da temperatura para 55 °C e a razao enzima/substrato de 6000 U/g de
proteina podem favorecer o aumento dos valores de GH e RP para 10,2% e 38,4% a partir do
calculo dos valores preditivos, enquanto que as outras varidveis, apesar de ndo serem
significativas para a RP, sdo significativas para o GH, onde uma diminui¢ao da concentra¢do
proteica de substrato para 10 g/ e um aumento até certo ponto da concentragdao de CaCl» (50

mmol/L) resultaram no aumento do GH.

5.3.3 Valida¢io do DCCR 24

Trés condigdes diferentes de hidrélise foram escolhidas para validar o modelo
(Tabela 10). A condicdo 1 foi escolhida com base nos valores das curvas de contorno, onde os
maiores valores de GH e RP seriam obtidos com razdo enzima/substrato de 6000 U/g de
proteina, concentragdo de CaCl> de 50 mmol/L, concentragdo proteica de substrato 10 g/L e
temperatura de 55 °C. A condi¢do 2 apresenta diferenca no valor de temperatura, sendo esta
realizada a 50 °C, pois como pode ser visualizado na Tabela 5, a temperatura de 55 °C foi a que

apresentou maior desvio relativo tanto para o GH (-33,5%) quanto para a RP (-49,4%). A
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condi¢do 3, com temperatura de 50 °C, razdo enzima/substrato de 4650 U/g de proteina,
concentragdo de CaCly de 75 mmol/L e concentracdo proteica de substrato 17,5 g/L foi
escolhida devido ao fato de apresentar os melhores resultados no planejamento, obtendo um

GH de 8,3% e uma RP de 38,1%, com os desvios relativos de 13% e 18,9%, respectivamente.

Tabela 10 - Valores codificados e reais (entre parénteses) das varidveis independentes para os

ensaios de validagdo da hidrélise da farinha de penas.

Ensaios de validacao X1 X2 X3 X4
Condicdo 1 0 (50) 2(55) 2 (6000) -2 (10,0)
Condigdo 2 0 (50) 1(50) 2 (6000) 22 (10,0)
Condigdo 3 1(75) 1(50)  1(4650) 1(17,5)

Xi:CaCly (mmol/L); X»: Temperatura (°C); X3: razdo E/S (U/g de proteina); X4: Concentragdo de proteina do
substrato (g/L)

O acompanhamento da cinética da hidrolise enzimatica para o grau de hidrolise
(Figura 7) e para a recuperagao de proteinas (Figura 8) foi realizado durante 12 h de reagdo. Na
Figura 7 ¢ possivel observar que o GH para os ensaios de validagdo foi maior na condicao 2

(8,7%), seguido pelas condigdes 1 e 3, que apresentaram o mesmo valor de GH (6,9%).

Figura 7 - Grau de hidrolise para os ensaios de validacdo ao longo de 12 h de reagao.
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Letras iguais no mesmo ensaio indicam que ndo ha diferenga significativa entre as médias. (Teste de Tukey,
p >0,05 e n=3).
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Na Figura 7 observa-se que as curvas apresentam uma maior elevacdo no GH nas
primeiras 5 h de reagdo, onde um grande numero de ligagdes € clivado, até alcangar uma fase
estaciondria (a partir de 7 h). Processos de hidrolise sdo definidos inicialmente por elevadas
taxas de reagdo, pois neste periodo ha uma menor concentracdo de proteinas soliveis em
competicdo com substrato e maior disponibilidade de sitio ativos, havendo entdo maior
clivagem de ligacdes peptidicas. A etapa seguinte ¢ caracterizada pela diminuig¢do dessa taxa,
ja que esta etapa pode estar relacionada a desnaturagao da enzima ou associada a presenca de
produto de inibi¢ao por compostos formados durante a hidrélise e a acao de peptideos solaveis,
que atuam como um concorrente do substrato para as proteinas nao hidrolisadas (ADLER-
NISSEN, 1986; SILVA; PARK; HUBINGER, 2010). Esse mesmo padrdo de curva foi obtido
em estudos de hidrdlise de espinha dorsal de Rastrelliger kanagurta (SHERIFF et al., 2014),
proteina de soja (SUPPAVORASATIT; MEJIA; CADWALLADER, 2011) e gliten de trigo
(KONG; ZHOU; QIAN, 2007).

A Figura 8 apresenta a recuperacdo da proteina para as diferentes condigdes ao
longo das 12 h de reagdo. E possivel observar que a recuperagdo de proteinas estabiliza apos
4 h de hidrolise para as condi¢des 1 (31,1%) e 3 (33,0%); enquanto que para a condi¢do 2 a
recuperagdo de proteinas estabiliza apds 6 h de hidrolise. Além disso, a condi¢do 2, quando
comparada com as demais, apresentou maiores valores de RP, sendo este de 38,4% (12 h de
reacgao).

Assim como o GH tem sido utilizado como um indicador da clivagem da ligacdo
peptidica, a RP aponta o rendimento de proteinas que podem ser recuperadas do processo de
hidroélise. Nas Figuras 7 e 8 € possivel comparar o comportamento da condi¢ao 1 em relagao a
condi¢cdo 2, onde todos os pardmetros sdao os mesmos exceto a temperatura (55 °C para a
condi¢do 1 e 50 °C para a condicdo 2). Ambas respostas, GH e RP, foram menores quando a
temperatura foi maior (55 °C), em decorréncia de desnaturagdo térmica da enzima (ZHENG et
al., 2013). O GH mede a extensdo da degradagdo de proteinas, ja que quanto maior o GH, maior
o numero de peptideos produzido na solugdao. O aumento da producao de peptideos durante a
reacdo resulta no aumento da solubilidade da proteina e aumenta a possibilidade de recuperacao

de proteinas soluveis (SHERIFF et al., 2014).
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Figura 8 - Recuperagao de proteinas para os ensaios de validagdo ao longo de 12 h de reacao.
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Letras iguais no mesmo ennsaio indicam que ndo ha diferenga significativa entre as médias. (Teste de Tukey,
p>0,05 e n=3).

Resultados aproximados de recuperacdo de proteinas foram encontrados por
Callegaro, Welter e Daroit (2018), que realizaram um estudo em que a hidrélise microbiana das
penas foi baseada no crescimento microbiano e na secre¢do de proteases que atuaram no
substrato proteico, no cultivo. Trés cepas queratinoliticas de Bacillus foram inicialmente
avaliadas para hidrolisado de penas, com concentragao de 10 g/L, através de cultivo submerso
em diferentes periodos de cultivo para cada cepa bacteriana, considerando seus respectivos
potenciais de degradagdo de penas. O teor de proteinas soltiveis para Bacillus sp. CL18 foi de
3,68 mg/mL em 7 d de cultivo, para Bacillus sp. CL33A foi 0,63 mg/mL em 9 d de cultivo e
para Bacillus sp. CL14 foi de 3,51 mg/mL em 13 d de cultivo. Estes valores correspondentes a
aproximadamente 36,8%, 6,3% e 35,1% de recuperacao de proteina, respectivamente.

A Tabela 11 apresenta os resultados experimentais e preditos conforme o modelo
(Equagdes 10 e 11), bem como o desvio relativo para ambas respostas, GH e RP. Os desvios
relativos das condigdes 2 e 3 foram inferiores a 10,6% demonstrando assim que o modelo €
preditivo. No entanto, para a condi¢ao 1, onde se tem uma temperatura mais elevada (55 °C),
os desvios relativos foram elevados, atingindo valores de -48,1% e -22,9% para GH e RP,
respectivamente (Tabela 11). Assim, em temperaturas elevadas o modelo ndo consegue predizer
0 que acontece no processo de hidrolise enzimatica devido a desnaturagdo térmica da enzima,

que afeta sua atividade biologica (ZHENG et al., 2013).
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Sendo assim, por apresentar os maiores valores de GH (8,7%) e RP (38,4%) e
desvios relativamente baixos (-8,7% para GH e 10,6% para RP), a condi¢do 2, com os
parametros de concentragdo de CaCl, de 50 mmol/L, temperatura de 50 °C, razao E/S de 6000
U/g e concentragdo proteica de substrato de 10 g/l no tempo de reagdo de 6 h, que ¢
estatisticamente igual ao nivel de 95% de confianca as demais horas, foi escolhida para

posterior separacao em diferentes fragdes e analise das atividades antioxidantes.

Tabela 11 - Valores experimentais, preditos e desvio relativo para grau de hidrolise e

recuperagdo de proteinas nos ensaios de validagdo em 8 h de reagao.

GH (%) RP (%)
Ensaio Desvio Desvio
Experimental Predito Relativo Experimental Predito Relativo
(%) (%)
Condigao 1 6,9 102 -48,1 313 384 229
Condigéo 2 8,7 9,5 -8,7 38,4 34,3 10,6
Condigao 3 6,9 7,2 4.6 33,7 30,9 8,3

Comparando os valores de RP e GH obtidos pela condi¢do 2 (tempo 6 h) dos ensaios
de validacdo com aqueles obtidos nos ensaios iniciais realizados em reator com ajuste de pH

(tempo 8 h), foi possivel aumentar o GH 2,48 vezes e a RP em 2,37 vezes.

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS HIDROLISADOS

Por apresentar os maiores valores de GH (8,7%) e RP (38,4%), a condi¢gdo 2 do
ensaio de validacdo, com razdo enzima/substrato de 6000 U/g de proteina, concentracdo de
CaClz de 50 mmol/L, concentragdo proteica de substrato 10 g/L e temperatura de 50 °C foi
selecionada para produgdo e separagdo em membranas com massa molar de corte de 10 kDa e
3 kDa. Apos a ultrafiltracao as fracdes foram liofilizadas para posterior analise da atividade
antioxidante, a fracdo >10 kDa representou a maior por¢cdo do material liofilizado (40%), as
fracdo 3-10 kDa e <3 kDa representaram cada, 30% do hidrolisado liofilizado.

A Figura 9 apresenta os fluxos de permeado dos ensaios. Pode-se observar que a
membrana de 10 kDa apresenta fluxo inicial superior (62,8 L/hm?) quando comparada com a
membrana de 3 kDa (31,7 L/hm?), que alcanca fluxo constante nos primeiros minutos, uma vez

que o hidrolisado permeou mais facilmente pela membrana, devido ao tamanho dos poros. Ao
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término da ultrafiltragdo a membrana de 10 kDa apresentou fluxo de 21,7 L/hm? e a de 3 kDa

24,4 L/hm?.

Figura 9 - Fluxo de permeado nos ensaios de ultrafiltragao.
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A ultrafiltragdo ¢ uma técnica de separagdo simples e de facil aumento de escala,
que utiliza baixas pressoes e temperaturas, minimizando a desnaturacdo dos hidrolisados
(BRANDELLI; SALA; KALIL, 2015). O grau de hidrélise afeta o tamanho e a composigdo de
aminodcidos dos peptideos, o que poderia modular a atividade bioldgica dos peptideos
formados durante a hidrélise (CHEN et al., 2012). A determinacdo da atividade antioxidante ¢
de grande importancia, visto que nas ultimas décadas, os antioxidantes ganharam crescente
interesse devido aos seus efeitos benéficos contra varias doencgas relacionadas ao estresse
oxidativo, incluindo diabetes mellitus, inflamacdo cronica, neurodegeneracdo, distirbios
gerativos e certos tipos de cancer (KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009).

Como o desempenho dos antioxidantes geralmente varia dependendo da natureza
dos compostos presentes na amostra, foram utilizadas dois métodos para a determinacdo da
atividade antioxidante das fragdes do hidrolisado, sendo eles os métodos ABTS e ORAC. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 12. De acordo com os resultados foi possivel
verificar que o hidrolisado ndo ultrafiltrado e suas fragdes foram capazes de sequestrar os

radicais ABTS®*" e peroxila (ORAC). As diferengas nas capacidades antioxidantes encontradas
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nos dois métodos podem ser explicadas pela natureza diferente dos dois ensaios (GOMEZ-

SAMPEDRO; ZAPATA-MONTOYA, 2016).

Tabela 12 - Atividade antioxidante utilizando o método ABTS®*" (umol TE/g) e ORAC

(umol TE/g) das amostras ndo hidrolisada, ndo ultrafiltrada e das suas fragdes.

Amostra ABTS®*" (umol TE/g) ORAC (umol TE/g)
Nao hidrolisado 31,93+6,40° 153,48 £ 0,60 °
Nio ultrafiltrado 46,84 + 4,86 >°¢ 808,13 + 36,98 °

>10 kDa 37,13+7,95°¢ 176,61 + 11,04 ©

3-10 kDa 61,85+5,97° 257,23 +38,93 ¢

<3 kDa 90,20 + 3,25 ° 1892,47 + 95,62 2

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as médias. (Teste de Tukey, p >0,05
e n=3).

A diferenga entre os valores das amostras na capacidade em sequestrar o radical
peroxila (ORAC) do que o radical livre ABTS®*" pode ser explicada devido aos mecanismos
distintos dos métodos utilizados: 0 ORAC ¢ baseado na transferéncia de atomos de hidrogénio,
enquanto que o ABTS, na transferéncia de elétrons (SARMADI; ISMAIL, 2010).

A farinha de penas ndo hidrolisada, devido a estrutura compacta da proteina,
apresenta uma atividade antioxidante minima de 31,93 umol TE/g para o método ABTS e
153,48 pmol TE/g para o método ORAC. A ruptura da estrutura da proteina nativa por hidrélise
enzimatica resultou na abertura e exposi¢ao de residuos de aminoacidos ativos capazes de reagir
com os oxidantes (KONG; ZHOU; QIAN, 2007). Foi observado que a amostra
<3 kDa apresentou um aumento na atividade antioxidante de 92,5% para o método ABTS e
134,2% para o método ORAC em relagdo ao hidrolisado ndo ultrafiltrado. Os resultados sao
consistentes com a maior capacidade dos peptideos de baixa massa molar de interagir e eliminar
os radicais livres quando comparados aos peptideos maior massa molar (ZHANG; MU, 2017).

A comparagao dos resultados de atividade antioxidante com a literatura ¢ dificil
uma vez que poucos trabalhos utilizam a metodologia de ORAC e ABTS para avaliagdo da
capacidade antioxidante de hidrolisados proteicos e a maioria existente apresenta resultados
com unidades diferentes das utilizadas no presente estudo.

O hidrolisado de isolado de proteina de quinoa com a enzima papaina apresentou
uma atividade antioxidante de 501,6 umol TE/g pelo método ORAC (NONGONIERMA et al.,
2015). O valor obtido através da hidrolise de peixe gato foi de 51,4 pmol TE/g para o método
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ORAC e 174,6 umol TE/g para o método ABTS (GUO et al., 2019). Gémez-Sampedro e
Zapata-Montoya (2016) fracionaram (<3 kDa, 3-10 kDa e >10 kDa) os peptideos obtidos no
hidrolisado de plasma bovino na reagdo enzimatica catalisada pela enzima Alcalase em 2 h de
reacdo com grau de hidroélise de 19,1% e observaram uma atividade antioxidante pelo método
ORAC maior na fragdo <3 kDa (852 pumolTE/g). Assim como no presente trabalho, a fragao
>10 kDa foi a que apresentou a menor atividade antioxidante, no valor de 233,7 umolTE/g.
Resultados semelhantes foram apresentados no estudo realizado para o hidrolisado de batata
doce por Alcalase sob alta pressao hidrostatica, onde a atividade antioxidante foi maior nas
fragdes <3 kDa (ZHANG; MU, 2017).

Olagunju et al. (2018) verificaram que as menores fracdes de hidrolisado de ervilha
apresentaram as maiores atividades antioxidantes frente ao radical ABTS®", obtendo um valor
de 2,253 umolTE/g na fracdo <1 kDa e observaram que a atividade antioxidantes diminuiu
conforme o aumento da massa molar dos hidrolisados. Nhoh e Gan (2016) também observaram
que a fragdo peptidica <3 kDa de feijao apresentou a maior atividade antioxidante pelo métodos
ABTS, quando comparada com peptideos de massas molares maiores. Guo et al. (2015)
separaram por ultrafiltracio em membranas de 3 kDa, 5 kDa e 10 kDa, os hidrolisados de cereja
chinesa catalisadas pelas enzimas Neutrase e Alcalase e as atividades antioxidantes frente ao
radical ABTS®" foram maiores nas fragdes 3-5 kDa e <3 kDa.

A agdo da protease de Bacillus sp. P45 sobre a farinha de penas foi capaz de gerar
hidrolisados com propriedades antioxidantes. Os hidrolisados na fragdo de <3 kDa tiveram
aumentos significativos nas atividades antioxidantes pelos métodos ABTS e ORAC, quando

comparada com a amostra sem hidrolise.
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6 CONCLUSAO

A reacdo de hidrolise de farinha de penas com a protease de Bacillus sp. P45 em
reator encamisado com ajuste de pH apresentou maiores valores de GH (3,3%) e de RP (16,2%)
quando comparada com a rea¢do em incubadora rotatdria, com e sem ajuste de pH.

Nos ensaios realizados para a maximizag¢ao, foi possivel observar que a protease de
Bacillus sp. P45 pode ser empregada na hidrolise da farinha de penas, sendo capaz de hidrolisar
a mesma em todas as condic¢des testadas. Os maiores valores obtidos para o GH e a RP foram
8,7% e 38,4% nas condi¢des de 50 mmol/L de CaCly, 50 °C, 6000 U/g de proteina e
concentragao proteica de substrato de 10 g/L no tempo de 8 h. Esta condi¢do em 6 h de reacao
apresentou valor de GH de 8,4% e RP de 37,5%.

O hidrolisado foi separado por ultrafiltragao em trés fragdes diferentes (10 e 3 kDa)
e foi avaliada a sua capacidade antioxidante pelos métodos de capacidade de sequestro do
radical ABTS®*" e capacidade de absor¢do de radicais oxigénio (ORAC). Os resultados
mostraram que peptideos de menor massa molar (<3 kDa) apresentaram atividade antioxidante
de 90,20 umolTE/g frente ao radical ABTS®" e 1892,47 umolTE/g pelo método ORAC. Estes
resultados representam incrementos de 92,5% para o método ABTS e 134,2% para o método
ORAC em relagdo ao hidrolisado ndo ultrafiltrado. Tais resultados sdo promissores quanto a
capacidade da protease de Bacillus sp. P45 de promover a hidrdlise da farinha de penas, além

de gerar peptideos com atividade antioxidante.
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