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1 INTRODUCAO
Enzimas microbianas sdo empregadas em diversos setores industriais. Particularmente,

proteases sdo aplicadas em industrias de detergentes, couros, alimentos, dentre outras. Dada a
significancia das enzimas proteoliticas, hd constante busca por microrganismos capazes de
produzi-las. Bactérias do género Bacillus sdo as mais importantes fontes destas enzimas
(GIMENES et al., 2021).

Proteases vém sendo avaliadas na hidrélise de proteinas alimentares, visto que este processo
pode resultar na liberagdo de peptideos bioativos. Dentre as bioatividades reportadas para
hidrolisados proteicos, a capacidade antioxidante ¢ uma das mais investigadas, fato embasado
nos efeitos nocivos de reacdes de oxidacdo em sistemas bioldgicos e alimentares (AGUILAR
e SATO, 2018).

As atividades biologicas dos hidrolisados dependem dos peptideos liberados; logo, tanto a
proteina a ser hidrolisada quanto as proteases determinam as bioatividades. Torna-se relevante
a prospeccao de proteases nao comerciais na obtengdo de hidrolisados antioxidantes
(AGUILAR e SATO, 2018).

As proteinas da soja sdo amplamente usadas em alimentos devido ao seu valor nutricional e
propriedades tecnologicas. Ademais, a importancia das proteinas da soja vem se expandindo,
pois representam uma fonte promissora de hidrolisados e peptideos bioativos (SINGH et al.,
2014).

2 OBJETIVOS
Objetivou-se (i) avaliar a producgdo de protease por Bacillus sp. CL33A durante cultivos com

diferentes substratos organicos, (ii) usar a protease na hidrdlise de proteina isolada de soja

(PIS), e (ii1) caracterizar a capacidade antioxidante in vitro dos hidrolisados proteicos obtidos.
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3 METODOLOGIA
A produgdo de proteases por Bacillus sp. CL33A ocorreu em cultivos submersos com o0s

substratos peptona, caseina, PIS, proteina de soro de leite (WPI), penas de frango, farinha de
penas (FP), caldo infusdo cérebro coragdo (BHI), e caldo triptona de soja (TSB). Os substratos
(10 g/L) foram adicionados a meio mineral (KoHPOs, 0,3 g/L; KH2POs4, 0,4 g/L; NaCl, 0,5
g/L) e, ap6s ajuste do pH (7,5), os meios foram autoclavados (121 °C, 15 min). Os meios
foram inoculados em duplicata e entdo incubados [30 °C, 125 rpm, 0-7 dias (d)]. A cada 24 h,
aliquotas (500 pL) foram amostradas, centrifugadas e os sobrenadantes coletados. A atividade
proteolitica nos sobrenadantes (protease bruta) foi mensurada usando azocaseina (10 g/L) em
ensaios realizados a 50 °C, pH 8,0, por 15 min.

As proteases brutas dos cultivos (meios PIS e BHI) foram usadas na producao de hidrolisados
de PIS (HP), denominados HPP e HPB, respectivamente. A PIS (10 g/L) foi preparada em
tampao Tris-HC1 (50 mM; pH 8,0) e, apds pré-incubagdo (50 °C, 10 min), adicionou-se a
protease (2%, v/v). As hidrélises ocorreram a 50 °C por até 360 min e finalizadas por fervura
(100 °C, 15 min). Apo6s resfriamento e centrifugacdo, os sobrenadantes (HP) foram coletados
para andlises subsequentes.

O teor de proteinas soluveis nos HP foi mensurada pelo método Folin-fenol. O potencial
antioxidante foi determinado pela/pelo: (i) captura do radical 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), avaliada pela absorbancia (Abs) a 734 nm; (i)
captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), determinada pela Abs a 517 nm; (iii)
quelagdo de Fe?" (método da ferrozina; Abs a 562 nm); e (iv) poder redutor (redugido do

ferricianeto de potassio; Abs a 700 nm).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A produgdo de proteases por Bacillus sp. CL33 A nos diferentes meios ¢ apresentada na Fig. 1.

Figura 1. Producao de proteases por Bacillus sp. CL33A com diferentes substratos organicos:

caseina (A), WPI (e), penas (©), farinha de penas (¢), TSB (m), peptona (o), BHI (o), PIS
(V).
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As menores produgdes ocorreram com WPI e caseina (72-93 U/mL). FP e penas sustentaram
maior producdo, alcancando 470 U/mL (3 d) e 440 U/mL (5 d), respectivamente. Cultivos em
peptona, TSB e BHI (2 d) resultaram em producdo de proteases de 810, 524, ¢ 1.006 U/mL,
respectivamente. A maior producdo de proteases ocorreu no meio PIS (1.206 U/mL, 3 d; Fig.
1). Quedas nas atividades ocorreram nos cultivos apos o pico ter sido atingido, sugerindo a
exaustdo dos substratos e/ou processos autoliticos. A producdo de proteases foi afetada pelos
substratos fornecidos, indicando a relevancia destas avaliacdes para bioprocessos (GIMENES
et al., 2021). Além do rendimento enzimatico, os custos dos meios também devem ser
considerados, pois afetam os custos de producdao. Meios comerciais, como o BHI, sdo
onerosos quando comparados & PIS (SILVEIRA et al., 2013). Assim, a PIS representa um
interessante substrato para a produgdo de proteases.

As proteases obtidas dos meios PIS (3 d) e BHI (2 d) foram capazes de hidrolisar a PIS, o que
¢ indicado pela elevacdo do teor de proteinas soluveis durante as incubacdes (Fig. 2a).
Maiores taxas de hidrolise ocorreram até os 60 min, diminuindo subsequentemente. Isto ¢
usualmente observado durante a hidrolise enzimdtica de proteinas, como resultado da
diminui¢do do numero de ligacdes peptidicas hidrolisdveis, da competicdo entre peptideos e
proteinas nativas pelos sitios ativos das enzimas, ¢ mesmo da desnaturagdo parcial das
enzimas (LERMEN et al., 2020). Concentracdes superiores de proteinas soliveis foram
mensuradas nos HPP (Fig. 2a), o que pode derivar da maior atividade da protease produzida
no meio PIS (Fig. 1). Ainda, proteases mais adequadas a hidrolise da PIS podem ter sido
produzidas; contudo, tal observagao merece estudos subsequentes.

Os resultados de inativag@o do radical ABTS pelos HP sdo apresentados na Fig. 2b. Observou-
se que a PIS nao hidrolisada exerceu atividade antioxidante (~42%). No entanto, a hidrolise
da PIS incrementou a captura do radical ABTS, indicando a liberagdo de peptideos com a
habilidade de doar elétrons, sendo assim capazes de estabilizar o radical ABTS (ALAM et al.,
2013).
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Particularmente, os HPP obtidos apds 3-6 h de hidrolise demonstraram capacidade de captura
de 84-88% (Fig. 2b). Nos HPB, atividades inferiores aos HPP foram mensuradas no periodo
de 1-4 h. Cita-se o potencial efeito da atividade enzimatica inicial (maior nos HPP) como
fator de influéncia.

Os HPP (30-60 min) demonstraram capacidade superior de inativagdo do radical DPPH
(~14%) quando comparada a PIS ndo hidrolisada (2%; Fig. 2c). Nos HPB, os incrementos na
captura foram menos proeminentes. Os resultados observados com os HPP reforcam a
presencga de peptideos capazes de doar elétrons e inativar o radical DPPH (LERMEN et al.,
2020).

A hidroélise nao afetou o poder redutor nos HPB, excegao feita aqueles obtidos apos 2 ¢ 4 h de
hidrolise (Fig. 2d). Em contrapartida, o poder redutor nos HPP foi superior em comparacao a
capacidade inicial, especialmente naqueles obtidos ap6s 3-5 h (Fig. 2d). A elevagdo do poder
redutor sugere a presenga de peptideos capazes de reduzir compostos intermedidrios oxidados

contribuintes para a peroxidagao lipidica (ALAM et al., 2013).
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Figura 2. Contetido de proteinas soluveis e atividades antioxidantes nos HP. (a) Concentragao
de proteinas soluveis; (b) Captura do radical ABTS; (c) Captura o radical DPPH; (d) Poder
redutor; (¢) Capacidade quelante de Fe**. Os HP foram produzidos com as proteases brutas de

Bacillus sp. CL33A obtidas durante cultivos em meio PIS (HPP; ) ¢ em meio BHI (HPB, o).
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Os resultados de quelagdo dos ions pro-oxidantes Fe** pelos HPP (72-83%) indica que nio
houve efeito da hidrolise em relacdo a quelagdo inicial (78%); tendéncia similar ocorreu nos
HPBs, excecdo feita as hidrodlises realizadas por 3 e 5 h, onde quelagdes superiores foram
detectadas (Fig. 2e). Mesmo que, via de regra, a hidrolise ndo tenha elevado o poder redutor e
a quelagio de Fe**, a manutengdo destas capacidades durante as hidrolises ¢ considerada como
aspecto desejavel na perspectiva das bioatividades de hidrolisados proteicos (LERMEN et al.,

2020).

5 CONCLUSAO

Bacillus sp. CL33A produziu proteases usando diferentes substratos, sendo que as producdes
mais elevadas ocorreram em meio BHI e PIS. As proteases produzidas foram capazes de
hidrolisar a PIS. O potencial antioxidante dos HP relacionou-se especialmente a inativacdo de
radicais. Os resultados apresentam-se potencialmente relevantes considerando as escassas
informacdes quanto ao uso de proteases microbianas ndo comerciais na producao de

hidrolisados bioativos de proteinas da soja.
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