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RESUMO

Penas estdo entre os principais residuos gerados pela industria avicola. Estes residuos
sdo usualmente convertidos em farinha de penas (FP), que possui uso limitado em
racOes para animais devido ao seu baixo valor nutricional e baixa digestibilidade.
Mediante a isto, usos alternativos da FP vém sendo investigados no contexto da
biotecnologia para obter produtos de valor agregado. Neste estudo, a bactéria Bacillus
sp. CL33A foi investigada quanto a capacidade de degradar FP, produzir proteases e
hidrolisados de FP (HFP) com capacidades antioxidantes e antidiabética, durante
cultivos em meio contendo FP. Bacillus sp. CL33A apresentou capacidade de utilizar
FP como unico substrato organico para seu crescimento, tendo degradado 76% e 91%
da FP ap6s 3 e 7 dias de cultivo, respectivamente. A maxima atividade de proteases foi
detectada no 4° dia de cultivo, alcancando 461 U/mL. A concentracdo de proteinas
soltveis foi elevada durante os cultivos, atingindo 5,6 mg/mL apds 5 dias. Quanto ao
potencial antioxidante, avaliado por meio da captura dos radicais 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
HFPs obtidos aos 4 dias de cultivos apresentaram méaxima captura de 76% e 63%,
respectivamente, mantendo-se valores similares em maiores tempos de cultivo. A
capacidade quelante de Fe** dos HFP atingiu 28% e 47% apés 4 e 7 dias de cultivo,
respectivamente. O poder redutor dos HFP também foi incrementado durante os
cultivos, atingindo valores maximos no 5° dia. A atividade antidiabética foi avaliada
pela capacidade dos HPFs em inibir a enzima dipeptidil peptidase IV (DPP 1V). Os
HFPs obtidos apds 3 dias de cultivo inibiram a atividade da DPP IV em 58%. A
bioconversdo microbiana de FP, um substrato abundante e de baixo custo, pode ser
utilizada para a obtencéo simultanea de proteases e hidrolisados proteicos bioativos, que
devem ser explorados quanto as suas potenciais aplicagdes.

Palavras-chave: Penas. Bacillus. Biodegradacdo. Potencial antioxidante. Atividade
antidiabética.



ABSTRACT

Feathers are among the major wastes generated by the poultry industry. These residues
are usually converted into feather meal (FP), which has limited use in animal feed due
to its low nutritional value and digestibility. Hence, alternative uses of FP have been
investigated in the context of biotechnology, to obtain value-added products. In this
study, the bacterium Bacillus sp. CL33A was investigated for the ability to degrade FP,
to produce proteases and hydrolysates of FP (HFP) with antioxidant and antidiabetic
abilities, during cultivations in medium containing FP. Bacillus sp. CL33A displayed
the capacity to use FP as the only organic growth substrate, degrading 76% and 91% of
FP after 3 and 7 days of cultivation, respectively. The maximum protease activity was
detected on the 4™ day of cultivation, reaching 461 U/mL. The concentration of soluble
proteins was increased during cultivations, reaching 5.6 mg/mL after 5 days. As for the
antioxidant potential, evaluated through the scavenging of 2,2'-azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulphonic acid (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) radicals, HFPs obtained after 4 days of cultivation presented maximum
scavenging of 76% and 63%, respectively, with similar values at higher culture times.
The Fe?* chelating capacity of HFP reached 28% and 47% after 4 and 7 days of
cultivation, respectively. The reducing power of HFPs was also increased during the
cultivations, reaching maximum values on the 5™ day. The antidiabetic activity was
evaluated by the capacity of HFPs to inhibit the enzyme dipeptidyl peptidase 1V (DPP
IV). HFPs obtained at 3 days of cultivation inhibited DPP IV activity by 58%.
Microbial bioconversion of FP, an abundant and low-cost substrate, can be used to
simultaneously obtain proteases and bioactive protein hydrolysates, which should be
exploited for their potential applications.

Keywords: Feathers. Bacillus. Biodegradation. Antioxidant potential. Antidiabetic
activity.
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1 INTRODUCAO

A populacédo da Terra ultrapassa sete bilhdes de pessoas. Tornando-se necessario
0 incremento da produtividade agropecuaria, a qual sustenta a disponibilidade de
alimentos e, portanto, apresenta enorme importancia. No cenério atual, a avicultura
apresenta forte desenvolvimento no que tange a producéo e abate de aves, para atender a
crescente demanda pelo consumo de proteinas animais para a alimentacdo humana.

No ano de 2017, o Brasil ocupou o segundo lugar na producdo mundial de carne
de frango, ficando atras apenas dos Estados Unidos, e o primeiro lugar na exportacao
mundial de carne de frango. Sendo assim, o Brasil representa uma das maiores nac¢oes
produtoras de carne de frango (EMBRAPA, 2018).

Enorme quantidade de residuos solidos é oriunda do abate das aves. Dentre estes
residuos estdo as penas, apéndices epidérmicos ricos em queratinas. As queratinas sdo
proteinas estruturais fibrosas, estaveis e insollveis devido a abundancia de ligacGes
intra e intermoleculares, como pontes dissulfeto e interagdes hidrofobicas. Estas
caracteristicas fornecem as penas recalcitrancia, dificultando assim a sua degradacédo
(BRANDELLI, 2008). Estimativa global da quantidade de residuos queratinosos
gerados no processamento de aves de corte indica que cinco milhdes de toneladas de
penas sdo geradas anualmente (POOLE et al., 2009). Logo, associada a expansdo da
industria avicola, a correta destinacdo dos residuos de processamento representa um
desafio para a sustentabilidade (KIST e al., 2009; BRANDELLI et al., 2015).

Dentre as estratégias empregadas para a destinacdo de rejeitos sélidos de
abatedouros de aves, como penas, visceras, sangue, 0ssos, entre outros, se destaca a
fabricacdo de produtos denominados farinhas, através de processos de cocgdo sob
pressdo e moagem. No Brasil, milhdes de toneladas de farinhas de subprodutos séo
produzidas anualmente (NUNES, 2003), utilizadas como ingredientes em ragcfes para
animais (PICCHI, 1994). Contudo, a farinha de penas apresenta baixa digestibilidade,
diminuido valor biolégico e baixa eficiéncia nutricional devido a recalcitrancia das
queratinas das penas frente a acdo das enzimas digestivas animais. Além disso, 0
tratamento térmico empregado destroi aminoacidos essenciais (ONIFADE et al., 1998).

Mesmo com a dificil degradacdo das queratinas, microrganismos
queratinoliticos, produtores de proteases capazes de hidrolisar estas proteinas, sdo

encontrados em diversos ecossistemas. Embora o entendimento basico sobre a
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diversidade fisiologica bacteriana seja ainda amplamente limitado a metodos que
dependem de cultivos microbianos (GIOVANNI; RAPPE, 2000), estudos vém sendo
desenvolvidos com microorganismos que comprovam a sua eficacia como degradadores
de residuos queratinosos (GUPTA; RAMNANI, 2006). A capacidade de fungos (ANBU
et al., 2006) e de bactérias, particularmente espécies de Bacillus (FAKHFAKH et al.,
2011), em degradar penas, vem sendo descrita. Contudo, investigacdes demonstram que
bactérias tém maior eficiéncia na decomposicao destes materiais (LUCAS, 2013).

Neste sentido, ha uma crescente utilizacdo da biotecnologia, que emprega
organismos Vvivos e seus elementos metabolicos para a producdo e melhoramento de
produtos, tendo a sua aplicabilidade nas &reas da indudstria, saide, agricultura, meio
ambiente, energia, alimentacdo, pecuéria, entre outras (PEREIRA et al., 2008). Assim, a
farinha de penas pode ser considerada como um insumo rico em proteinas que, atraves
de tecnologias adequadas de conversdo, representa um matéria-prima abundante e de
baixo custo para a obtencdo de produtos Uteis (ONIFADE et al., 1998).

Estudos demonstram a possibilidade de producdo de enzimas microbianas,
especialmente proteases, atraves da degradacdo das penas e farinha de penas por
microrganismos queratinoliticos. Proteases microbianas sdo importantes enzimas
hidroliticas amplamente utilizadas na industria de alimentos, racdes, detergentes, couros
e na industria farmacéutica, sendo responsaveis por aproximadamente 60% das vendas
globais de enzimas (HIDALGO et al., 2012). Considerando o elevado custo dos
substratos utilizados para a producdo de proteases microbianas em escala comercial, ha
a busca por substratos que possam oferecer um custo menor para a producédo de enzimas
(KASANA et al., 2011).

De fato, o principal objetivo do uso de penas e farinha de penas em processos
microbianos é a obtencdo de proteases (DAROIT, BRANDELLI, 2014). No entanto,
estudos vém demonstrando que os hidrolisados proteicos resultantes da bioconversdo de
materiais queratinosos também possuem diversas aplicacdes. Estes hidrolisados
proteicos poderiam ser utilizados como fertilizantes, pois sdo ricos em nitrogénio,
representando uma alternativa mais econdmica e ambientalmente mais segura para a
agricultura (ICHIDA et al., 2001; BOSE et al., 2014). Também vém sendo investigadas
potenciais aplica¢cbes dos hidrolisados de penas como ingredientes de racbes para
animais (MACIEL et al., 2017) e para a fabricacdo de bioplasticos resistentes e

biodegradaveis (KOTA et al., 2014). Hidrolisados proteicos e peptideos obtidos através
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da bioconversdo de penas vém sendo investigados como ingredientes em xampus e
condicionadores, protegendo as estruturas capilares (VILLA, 2008).

Hidrolisados proteicos e peptideos antioxidantes vém sendo investigados para
diminuir a formacdo e a reatividade de radicais livres (PHELAN et al., 2009). Os
radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas durante os processos metabolicos.
As fontes de radicais livres sdo as organelas citoplasmaticas que metabolizam o
oxigénio, o nitrogénio e o cloro, gerando grande quantidade de metabdlitos. Estes
radicais podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana e o seu
alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio
de formacdo (MENDEZ, 1997).

Em concentragOes adequadas, os radicais livres atuam como defesa contra virus,
fungos e bactérias mantendo a homeostase do organismo (FERREIRA et al., 1997;
BARREIROS et al.,, 2006), visto que exercem atividades mediadoras para a
transferéncia de elétrons em vérias rea¢Bes bioquimicas, constituindo importantes
fungdes no metabolismo (MENDEZ, 1997). No entanto, radicais como 0 &nion
superéxido (027), hidroxilas ('OH) e lipoperoxilas (LOQO") sdo caracterizados por
possuir elétrons ndo pareados, 0 que 0s torna altamente reativos, e por isto alteram a
homeostase celular causando danos muitas vezes irreversiveis (SILVA, 2008). Assim, 0
acumulo de radicais livres no organismo estd associado ao estresse oxidativo, gerando
uma série de danos as células e suas moléculas e estruturas, que por sua vez, esta
relacionado ao envelhecimento e, ao desenvolvimento de diversas enfermidades
cronicas como cancer e doengas cardiovasculares (FERRARI e SILVA, 2008).

Assim, ha crescente investigacdo para o combate aos efeitos deletérios do
estresse oxidativo em humanos e animais, de modo a reduzir provaveis danos celulares
e doencas associadas; ainda, a peroxidacéo lipidica causa diminuicdo da qualidade e da
seguranca dos alimentos. Neste sentido, o potencial antioxidante de hidrolisados
proteicos e peptideos obtidos a partir da hidrélise de proteinas pode contrapor os efeitos
nocivos do estresse oxidativo e da peroxidacdo lipidica (HAQUE; CHAND, 2008;
PHELAN et al., 2009), tendo seu uso postulado na medicina, produtos farmacéuticos,
nutricdo humana, inddstrias de alimentos e cosméticos (BUENO et al., 2009). A
caracterizacdo da capacidade antioxidante de moléculas e amostras € geralmente
realizada através de ensaios in vitro, sendo que a captura de radicais livres, capacidade
quelante de Fe** e poder redutor estdo entre os ensaios mais utilizados (ALAM et al.,
2013).
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A diabetes tipo 2 é uma desordem metabolica onde ha a diminuicdo da secregéo
de insulina pelas células B e resisténcia a insulina nos tecidos. Esta condicdo esta
associada ao desenvolvimento de diversas complicacGes, incluindo a hipertensdo e
doencas cardiovasculares. Considerando que aproximadamente 370 milhGes de pessoas
possuem diabetes tipo 2 e que estes nimeros apresentam tendéncia de aumento,
diferentes estratégias vém sendo investigadas para tratar de forma adequada a
hiperglicemia (KAHN et al., 2014).

Os hormoénios intestinais peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e o
polipeptideo inibitorio gastrico (GIP) sdo liberados apds a refeicdo e aumentam a
secre¢dao de insulina pelas células B do pancreas (FEHMANN et al., 1995). O GLP-1
também mostra outros efeitos para a homeostase da glicose, inibindo a secrecdo de
glucagon, postergando o esvaziamento gastrico, ao passo que estimula a biossintese de
insulina, resultando simultaneamente em potencial aumento na acdo da insulina
periférica tornando-se antidiabetogénico (NAUCK et al., 1997).

Na diabetes tipo 2, embora o efeito do GLP-1 seja mantido, tanto o GLP-1
quanto o GIP sdo rapidamente deteriorados pela enzima dipeptidil peptidase IV (DPP
IV), encontrada em superficies celulares e circulante no plasma, fazendo com que estes
horménios tenham uma curta meia-vida na circulagdo (DEACON et al., 1995). Neste
sentido, inibidores da DPP IV estdo entre os tratamentos da diabetes tipo 2, para
aumentar o tempo circulante do GLP-1 e, com isso, potencializar o efeito
insulinotropico deste hormonio. Ainda, inibidores da DPP-1VV melhoram a tolerancia a
glicose e a funcéo das células das ilhotas pancreaticas em modelos animais de diabetes
tipo 2 e em pacientes com diabetes tipo 2 (LAMBEIR, 2003). Hidrolisados proteicos e
peptideos vém sendo caracterizados como inibidores da DPPIV (POWER et al., 2014).

Embora o foco de pesquisas sobre hidrolisados e peptideos bioativos seja sua
obtencdo a partir de proteinas alimentares (HAQUE; CHAND, 2008; PHELAN et al.,
2009), crescente atencdo vem sendo dedicada a producdo e caracterizacdo dos
potenciais bioativos de hidrolisados obtidos a partir de proteinas residuais e/ou
subprodutos da agroindistria (LEMES et al., 2016a). Contudo, o potencial bioativo de
hidrolisados de penas e farinha de penas € descrito de forma escassa, representando uma
area promissora para pesquisa e desenvolvimento (SINKIEWICZ et al., 2018).

Neste contexto, o potencial proteolitico da bactéria Bacillus sp. CL33A, uma
linhagem mesofilica isolada a partir de local com descarte de penas no Sul do Brasil, foi

previamente caracterizado (DE OLIVEIRA et al.,, 2016). Desta forma, o presente
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trabalho visou avaliar a producdo de proteases e o potencial bioativo de hidrolisados
proteicos produzidos por esta bactéria durante cultivos submersos contendo farinha de
penas como Unica fonte de carbonos, nitrogénio, enxofre e energia para o crescimento

bacteriano.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivos submersos para a obtencdo dos hidrolisados de farinha de penas

Para a bioconversdo de farinha de penas (FP) em cultivos submersos foi
utilizada a bactéria Bacillus sp. CL33A e o meio de cultura denominado Caldo Farinha
de Pena (CFP), composto por (g/L): K,HPOy4, 0,3; KH,PO4, 0,4; NaCl, 0,5; FP, 10,0; pH
inicial 7,5. Previamente a inoculagdo, os meios foram esterilizados em autoclave
(121 °C, 15 min). Frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de CFP foram inoculados com
suspensdo da bactéria (1 unidade de absorbancia a 600nm), e incubados a 30 °C em
estufa com agitagdo orbital (125 rpm) por at¢ 7 dias. Em tempos de cultivo pré-
estabelecidos, Erlenmeyer foram retirados em duplicatas e seu contetdo filtrado através
de papel filtro para determinacdo da massa residual da FP apds secagem (60 °C) até
massa constante. Os filtrados foram centrifugados (10.000 %X g por 10 min) e os

sobrenadantes coletados para as investigagdes subsequentes.

2.2 Determinacéo da producéo de proteases

A produgdo de proteases pela bactéria durante os cultivos foi avaliada em
triplicatas, utilizando azocaseina como substrato enzimatico. Os ensaios consistiram em
100 pL de tampao Tris-HCI (0,1 M; pH 8,0), 300 puL de solugdo de azocaseina (10 g/L;
preparada no mesmo tampao) e 100 uL do sobrenadante dos cultivos, adequadamente
diluidos em 4gua destilada. As rea¢des foram realizadas a 55 °C, por 30 min, e
finalizadas pela adicdo de solu¢do de d&cido tricloroacético (100 g/L). Apods
centrifugacdo, 800 pL dos sobrenadantes da reagdo foram coletados e adicionados a 200
pL de solugdo de NaOH (1,8 M). A absorbancia desta mistura foi avaliada em
espectrofotometro a 420 nm, e uma unidade de atividade (U) foi considerada como a
quantidade de enzima resultando no aumento de 0,01 unidade de absorbancia nas
condigdes do ensaio (CORREA et al., 2010).

Os sobrenadantes dos cultivos foram entdo tratados termicamente (100 °C, por
15 min) para inativar enzimas bacterianas, sendo entdo denominados de hidrolisados de
farinha de pena (HFP).
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2.3 Determinacédo da concentracao de proteina soltvel

Os HFP foram avaliados quanto & concentracdo de proteinas sollveis através do
método descrito por Lowry et al. (1951), utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau. Para
tanto, foram utilizados dois reagentes (A e B). O reagente A continha uma combinacéo
de 50 mL de solucdo de NaOH (0,1 M) contendo Na,COj3 (20 g/L) e 1 mL de solucgéo
contendo sulfato de cobre (5 g/L) e tartarato de sédio e potassio (10 g/L); o reagente B
foi formulado pela adi¢do de reagente de Folin-Ciocalteau e 4gua destilada na proporgao
1:1. Em tubos de ensaio, 100 pL de HFP convenientemente diluido em &gua destilada
foram adicionados a 2,5 mL do reagente A, e esta mistura foi incubada por 15 min em
temperatura ambiente, no escuro. Apos, 300 pL do reagente B foram adicionados e,
seguindo-se incubagdo por 30 min em temperatura ambiente, no escuro, a absorbancia
foi mensurada a 750 nm. Curva padrao foi preparada com albumina sérica bovina, com

concentracdes de 0 a 1 mg/mL.

2.4 Potencial antioxidante

A atividade antioxidante dos HPFs obtidos foi avaliada por diferentes métodos,

realizados em triplicatas.

2.4.1 Atividade sequestrante do radical 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS)

Este método baseia-se na captura do radical ABTS, mensurado através do ensaio
proposto por Re et al. (1999). Solucao do radical ABTS foi preparada através da reagdo
de 5 mL de solugdo de ABTS (7 mM) com 88 pL de solugdo de K,S,0g (140 mM). Esta
solucdo permaneceu no escuro, em temperatura ambiente, por 16 h antes do uso. Para os
ensaios, a solucdo do radical ABTS foi diluida em tampao fosfato salino (PBS; 5 mM,
pH 7,4) até atingir absorbancia (Abs) de 0,700 (= 0,02) a 734 nm. Amostras dos
hidrolisados (10 puL) foram adicionadas a 1 mL da solucdo diluida de ABTS e a Abs a
734 nm foi mensurada ap6s 10 min. Controles negativos corresponderam ao uso de

agua destilada no lugar da amostra. Os resultados foram expressos como:

Porcentagem de captura (%) = [(AbScontrole — AbSamostra) / AbScontrole] % 100
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2.4.2 Atividade sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Este método foi realizado conforme proposto por Brand-Williams et al. (1995),
baseado na captura do radical DPPH por antioxidantes, que resulta na diminui¢ao da
Abs a 517 nm. Solugdo metanolica de DPPH (60 uM) foi preparada e, em ambiente
escuro, aliquota dos hidrolisados (1 mL) foi adicionada a tubos de ensaio contendo 3,9
mL da solugcdo de DPPH. Apds homogeneizagdo, e seguindo-se incubagdo por 60 min
em temperatura ambiente, a atividade de captura do radical foi mensurada a 517 nm.
Controles foram realizados com a adicdo de agua destilada no lugar da amostra.

Resultados foram expressos como:

Porcentagem de captura (%) = [(Abscontrole - Absamostra) / AbScontrote] X 100

2.4.3 Poder redutor

A avaliagdo foi realizada conforme descrito previamente (ZHU et al., 2006).
Amostras dos hidrolisados (1 mL) foram adicionadas a 2,5 mL de tampao fosfato (0,2
M; pH 6,6) e misturadas a 2,5 mL de solucdo de ferricianeto de potéssio (10 g/L). Apds
incubagdo a 50 °C por 30 min, 2,5 mL de solu¢ao de acido tricloroacético (TCA; 100
g/L) foram adicionados e a mistura centrifugada (3.000 % g por 10 min). O sobrenadante
(2,5 mL) foi misturado a 2,5 mL de dgua destilada e, ap6s adigdao de 0,5 mL de solucao
de FeCls (1 g/L), a Abs foi mensurada a 700 nm. Maiores valores de absorbancia
indicaram maior poder redutor. Como controle negativo foi utilizada dgua destilada no

lugar da amostra.

2.4.4 Atividade quelante de ferro

A atividade quelante de Fe*" foi mensurada utilizando como base o método
descrito por Chang et al. (2007). Aliquota dos hidrolisados (100 pL) foi misturada a 3,7
mL de dgua destilada, 0,1 mL de FeSO4 (2 mM) e 0,2 mL de ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-
bis-(4-acido fenil sulfonico)-1,2,4-triazina; 5 mM). Apo6s 10 min, a Abs foi mensurada a
562 nm. Controles negativos foram confeccionados com agua destilada no lugar da

amostra. Os resultados foram expressos como:

Atividade quelante (%) = [(AbScontrole — AbSamostra) / AbScontrote] X 100
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2.5 Potencial antidiabético: inibicdo da enzima dipeptidil peptidase 1V (DPP 1V)

A capacidade antidiabética foi avaliada in vitro pela habilidade dos HFP em
inibir a atividade da DPP IV frente ao substrato Gli-Pro-p-nitroanilida (KOJIMA et al.,
1980). Para tanto, HFP (25 pL) foi adicionado a 25 uL da solugdo Gli-Pro-p-nitroanilide
(2 mM, preparado em tampao Tris-HCI, 50 mM, pH 7,6) e esta mistura foi pré-incubada
a 37 °C por 10 min. Subsequente, 50 uL da enzima DPP IV (0,01 U/mL, diluida em
tampao Tris-HCI) foram adiconados para iniciar as reagdes. Depois da incubagao (37 °C
por 60 min), as reacdes foram finalizadas pela adi¢ao de 100 pL de tampao acetato de
sodio (1 M, pH 4,0). A absorbancia foi entdo mensurada a 405 nm. Os resultados de

inibi¢do foram calculados como:

Inibicdo da DPP IV (%) = {1 - [(A- B) / (C - D)]} x 100

onde A é a absorbancia em ensaios com DPP IV, substrato, ¢ HFP; B ¢ a absorbancia
em reacdes contendo substrato ¢ HFP, sem DPP IV (substituida por tampao); C ¢é a
absorbancia em ensaios com DPP IV e o substrato, sem o HFP (substituido por agua
destilada); e D ¢ a absorbancia com o substrato, sem DPP IV e HFP (substituidos por

tampao e dgua destilada, respectivamente). Os ensaios foram produzidos em triplicatas.

2.6 Analise dos dados

Os resultados dos experimentos foram utilizados para calcular médias e desvios-
padrdo. ComparagOes entre médias foram realizadas pelo teste de Tukey considerando-

se o nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Degradacéo de FP por Bacillus sp. CL33A

Microrganismos queratinoliticos vém sendo investigados quanto ao seu
potencial para degradacdo de materiais ricos em queratina, que normalmente sdo
subprodutos da industria da carne, objetivando a reciclagem destes materiais e a
obtencéo de produtos com aplicacdo comercial e industrial (LASEKAN et al., 2013).

A determinacdo do percentual de massa seca de FP foi realizada durante os
cultivos em CFP, para indicar a capacidade da bactéria em degradar este substrato. Foi
possivel observar que, até o 2° dia de cultivo, a degradacdo da FP foi praticamente nula
(Figura 1). No entanto, 62% da massa inicial da FP foram degradados apds 3 dias de

cultivo, atingindo 92% de degradacao depois de 7 dias (Figura 1).
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Figura 1. Massa residual da farinha de penas (FP; %) durante cultivos com Bacillus sp.
CL33A em caldo farinha de penas (10 g/L de FP). Os resultados sdo a média + desvio
padrdo de experimentos realizados em triplicata. Letras diferentes indicam diferencas

significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05) em funcéo do tempo de cultivo.

Comparativamente, 96% de degradacdo da FP foi observada apds 7 dias de
cultivo com Bacillus pumilis F3-4 (SON et al., 2008). Em uma investigacdo com
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Bacillus sp. P7, 87% da FP foi degradada apds 4 dias (CORREA et al., 2010), enquanto
que Bacillus subtilis 1270, Bacillus subtilis 1273, e Bacillus licheniformis 1274
degradaram 63%, 70%, e 76% da FP depois de 7 dias de cultivo (MAZOTTO et al.,
2011). Com base nestes resultados, a bactéria estudada pode ser considerada

moderadamente eficiente para a degradacéo de FP.

3.2 Atividade proteolitica

Quanto a producédo de proteases por Bacillus sp. CL33A, aumento foi detectado
a partir do 2° dia de cultivo, atingindo pico apds 4 dias de cultivo (461 U/mL), como
mostrado na Figura 2. A queda da atividade de protease em tempos de cultivo mais
longos pode ser resultado da indisponibilidade de FP no meio, da inibi¢do da producéo
de proteases por retroalimentacdo, bem como a autdlise, ou seja, a degradacdo de
proteases por outras proteases (GHASEMI et al., 2012).
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Figura 2. Producgéo de proteases por Bacillus sp. CL33A durante cultivos em caldo
farinha de penas (10 g/L de FP). Os resultados sdo a média = desvio padrdo de
experimentos realizados em triplicata. Letras diferentes indicam diferencas

significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05) em fungédo do tempo de cultivo.
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Cultivos tambeém realizados por 4 dias em meio contendo FP resultaram em
maior producéo de proteases por 4 linhagens de Bacillus (QUEIROGA et al., 2012). Em
estudo com 5 bactérias queratinoliticas, a producdo de proteases atingiu picos ap6s 3 a 6
dias de cultivo, dependendo do isolado bacteriano (RIFFEL, BRANDELLI, 2006).
Elevada producdo de proteases por Bacillus subtilis FDS15 foi alcancada apos 3 dias de
cultivo em meio contendo FP (SEKAR et al., 2016).

No presente estudo, Bacillus sp. CL33A demonstrou atividade proteolitica
utilizando apenas a FP para o seu desenvolvimento, sem a necessidade de adicdo de
outros substratos organicos. Além de realizar a hidrélise de proteinas no meio para que
as células absorvam e utilizem os produtos da hidrélise (SATINER, 2007), proteases
produzidas por Bacillus estdo entre as enzimas mais estudadas, por terem ampla
utilizacdo e aplicacGes industriais e comerciais (CONTESINI et al., 2018). Assim, 0 uso
de substratos alternativos, como a FP, pode ser uma estratégia para diminuir os custos
de producéo destas proteases (DAROIT, BRANDELLLI, 2014).

3.3 Conteudo de proteina solavel durante cultivos em CFP

Bactérias do género Bacillus sdo heterotroficas e, por isso precisam de materiais
organicos para constituir sua biomassa e para produzir energia (MADIGAN et al.,
2016). Considerando que a FP foi o Unico substrato organico no meio de cultura, e que a
FP é constituida basicamente por proteinas (queratinas), a producdo de proteases
extracelulares € necessaria para hidrolisar este substrato, resultando em peptideos e
aminoéacidos que irdo sustentar o crescimento da bactéria (VERMA et al., 2017).

Assim, como esperado, a degradacdo da FP por Bacillus sp. CL33A, mediada
por proteases extracelulares, resultou na liberacdo de proteinas sollveis no meio
(QUEIROGA et al., 2012). A partir do 2° dia de cultivo houve aumento na concentracao
de proteinas sollveis, que atingiu valores maximos de 5,6 mg/mL a partir do 5° dia
(Figura 3).

Cultivos com trés linhagens de Bacillus em meio contendo FP resultou em
contetdo de proteina soltvel de 3,9-4,4 mg/mL ap6s 7 dias (MAZOTTO et al., 2011).
Ferrareze et al. (2016) reportaram proteina soltvel de 5,7 mg/mL apds 4 dias de cultivo
com uma linhagem de B. subtilis. Por outro lado, apds 7 dias de cultivo de Bacillus
pumilis F3-4 em meio contendo FP, a concentracdo de proteinas soltveis foi de 1,8

mg/mL (SON et al., 2008). O acumulo de proteinas soltveis indica sua liberagdo em
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maior quantidade do que a necessaria para a bactéria. O conteddo de proteinas solUveis

no 6° e 7° dias de cultivo permaneceu praticamente constante, indicando a
indisponibilidade da FP (BACH et al., 2011).
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Figura 3. Concentracdo de proteinas sollveis durante cultivos de Bacillus sp. CL33A
realizados em caldo farinha de penas (10 g/L de FP). Os resultados sdo a média + desvio
padrdo de experimentos realizados em triplicata. Letras diferentes indicam diferencas

significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05) em funcdo do tempo de cultivo.

3.4 Bioatividades dos hidrolisados de FP (HFP)

Abordagens recentes tratam das potenciais atividades biolégicas de hidrolisados
proteicos derivados de residuos ou subprodutos agroindustriais ricos em proteinas,

sendo que estas bioatividades dependem dos peptideos e aminoacidos liberados a partir
da hidrdlise das proteinas (LEMES et al., 2016a).

3.4.1 Atividades antioxidantes

O método ABTS ¢é baseado na habilidade dos antioxidantes em doar elétrons

para o radical ABTS. A estabilizagdo do ABTS provoca um decréscimo na absorbancia
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a 734 nm das solugdes deste radical, e a leitura é efetuada a partir da mistura do radical
com o antioxidante. Este ensaio vem sendo realizado no estudo de antioxidantes
hidrossoltveis e lipossoliveis, compostos puros e extratos vegetais (PEREZ et al.,
2003). A capacidade dos HFP produzidos por Bacillus sp. CL33A em capturar o radical
ABTS esta apresentada na Figura 4. A captura foi aumentada de 12,8% no tempo zero,

para 76,9% no 4° dia de cultivo, e estes valores permaneceram estaveis até o 7° dia.
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Figura 4. Captura (%) dos radicais ABTS (o) e DPPH () por hidrolisados de farinha
de penas produzidos durante cultivos de Bacillus sp. CL33A em caldo farinha pena (10
g/L de FP). Os resultados sdo a média * desvio padrdo de experimentos realizados em
triplicata. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p <

0,05) em funcdo do tempo de cultivo, para a captura de cada radical.

O DPPH é um radical livre que aceita um elétron ou um radical de hidrogénio,
tornando-se uma molécula estavel. Quando isso ocorre, solu¢bes de DPPH diminuem a
cor, que € mensurada em espectrofotdmetro a 517 nm. Por este motivo, é empregado
como indicador para avaliar a atividade antioxidante de peptideos e hidrolisados
proteicos. No entanto, o DPPH s0 € soluvel em solventes organicos, como o metanol, e
isso faz com que este ensaio seja mais eficiente para antioxidantes com propriedades
hidrofobicas (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Para os HFP avaliados, a partir da
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capacidade antioxidante no inicio dos cultivos (20,6%), esta foi aumentada para 62,5%
apos 4 dias, permanecendo estavel (59,9-63,6%) em maiores periodos de cultivo com
Bacillus sp. CL33A (Figura 4).

Os resultados destes ensaios indicam a capacidade dos HFPs em transferir
hidrogénio e elétrons para os radicais DPPH e ABTS, respectivamente e, com isso,
estabilizando-os (SBROGGIO et al., 2016). A bactéria Bacillus sp. P45 foi usada para a
bioconversdo de FP, resultando em hidrolisados que apresentaram a habilidade de
capturar radicais livres (LEMES et al., 2016b). A captura de radicais DPPH (68%) e
ABTS (75%) também foi demonstrada para hidrolisados de pena de frango produzidos
por Chryseobacterium sp. kr6 (FONTOURA et al., 2014). Cultivos bacterianos
realizados com residuos de visceras de peixe, cabecas de peixe, e casca de camardo
resultaram em hidrolisados proteicos com capacidade de capturar radicais (WANG et
al., 2010; RAl et al., 2011; RUTHU et al., 2014).

A atividade oxidante de alguns metais, como o ferro, em inimeras reacdes
celulares, esta estritamente ligada a producéo in vivo de espécies reativas de oxigénio.
Em situacOes de estresse oxidativo, o excesso de anions superoxido (O,) pode reagir
com os fons Fe** que estdo coligados a algumas proteinas, reduzindo-os a Fe**. Os fons
Fe?*, ao participarem da reacdo de Fenton reagindo com o perdéxido de hidrogénio
(H20,), geram radicais hidroxila (OH) (JOMOVA et al., 2010), que sdao moléculas
extremamente reativas relacionadas a causa e desenvolvimento de inUmeras doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Nos ensaios de capacidade quelante de Fe?*, a interagdo entre estes fons e a
ferrozina resulta na formacdo de complexos com coloragdo escura. A presenca de
compostos capazes de quelar Fe** reduz sua disponibilidade no meio, resultando em
diminuicdo da formacdo de complexos com a ferrozina e, com isso, em reducdo da
absorbancia a 562 nm (ALAM et al., 2013). Os resultados indicam a capacidade de
alguns HFP produzidos por Bacillus sp. CL33A em quelar Fe** (Figura 5). No 4° dia de
cultivo, os HFP exibiram 28,6% de capacidade quelante, com tendéncia de aumento no
5% e 6° dias (31,9-34,4%), mas maior capacidade no 7° dia de cultivo (47,1%).

O ensaio de poder redutor avalia a capacidade de diferentes amostras em doar
elétrons para o Fe®*, reduzindo-o a Fe®*. Antioxidantes reduzem complexos
Fe**/ferricianeto & forma ferrosa, e o Fe?* pode ser monitorado pela formagéo de azul da

Prussia, onde uma maior Abs a 700 nm indica maior poder redutor (ALAM et al.,
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2013). Para este parametro, observou-se aumento do poder redutor apos o 2° dia de

cultivo, com valores de 0,40-0,48 unidades de Abs no 4°-7° dias de cultivo (Figura 5).
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Figura 5. Capacidade quelante de Fe®* (e; %) e poder redutor (o; Abs a 700 nm) de
hidrolisados de farinha de penas produzidos durante cultivos de Bacillus sp. CL33A em
caldo farinha pena (10 g/L de FP). Os resultados sdo a média + desvio padrdo de
experimentos realizados em triplicata. Letras diferentes indicam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05) em funcdo do tempo de cultivo, para cada

tipo de experimento.

Hidrolisados proteicos produzidos através da biodegradacdo de penas por
Bacillus pumilus Al demonstraram habilidade de quelar Fe** (FAKHFAKH et al.,
2012) e poder redutor (FAKHFAKH et al.,, 2011). Contudo, hidrolisados de pena
produzidos por Chryseobacterium sp. kr6 exibiram poder redutor, mas nao
apresentaram a capacidade de quelar Fe?* (FONTOURA et al., 2018). Além da
capacidade de capturar radicais, poder redutor também foi demonstrado para
hidrolisados de penas produzidos por Bacillus sp. MPTK6 (KUMAR et al., 2012) e
Kocuria rhizophila p3-3 (LABA et al., 2018). Cultivos com diferentes bactérias em
meio de cultura contendo cascas de camardo resultaram em hidrolisados proteicos que
também apresentaram capacidade de quelar Fe** e reduzir Fe** (GHORBEL-BELLAAJ
etal., 2012; SEDAGHAT et al., 2017).
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3.4.2 Potencial antidiabético

A inibicdo da DPP IV pelos hidrolisados de farinha de penas produzidos por
Bacillus sp. CL33A foi avaliada. O potencial inibidor foi de 11,9% no inicio dos
cultivos, sendo o maior potencial de inibicdo da DPP IV observado ap6s 3 dias de
cultivo (57,9%); menores porcentagens de inibicdo (42-48%) foram observadas com
maiores tempos de cultivo (Figura 6).
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Figura 6. Inibicdo da DPP IV (%) por hidrolisados de farinha de penas produzidos
durante cultivos de Bacillus sp. CL33A em caldo farinha pena (10 g/L de FP). Os
resultados sdo a média * desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata. Letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05) em fun¢édo do

tempo de cultivo.

Hidrolisados proteicos, especialmente aqueles obtidos de proteinas alimentares,
como as proteinas do leite, sdo investigados como inibidores naturais da DPP IV
(POWER et al., 2014). Interesse mais recente € dedicado ao potencial de hidrolisados
produzidos a partir de residuos e subprodutos ricos em proteina (FERRARO et al.,

2016). Por exemplo, a hidrélise enzimatica de visceras de sépia (um cefalopode)
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(CUDENNEC et al., 2015), de proteinas da pele e de aparas de peixes (CHEUNG & LI-
CHAN, 2017; HARNEDY et al., 2018) e de hemoglobina bovina (LAFARGA et al.,
2016), resultaram em hidrolisados proteicos que inibiram a atividade da DPP 1V.

Particularmente quanto a penas de frango, a bioconversdo de penas por
Chryseobacterium sp. kr6 originou hidrolisados proteicos capazes de inibir a DPP IV in
vitro (FONTOURA et al., 2014). Pelo fato de a DPP IV ser uma protease, hidrolisados
proteicos e peptideos podem apresentar efeito inibitorio da DPP IV através de
mecanismo competitivo, ou seja, os peptideos competem com os substratos (GLP-1 e
GIP) pelo sitio ativo da DPP IV (POWER et al., 2014).
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4 CONCLUSOES

A bactéria queratinolitica Bacillus sp CL33A pode ser considerada habil para a
solubilizacdo de FP e producdo de proteases. Proteases bacterianas podem apresentar
significancia para processos enzimaticos em nivel comercial/industrial.

Ensaios revelaram o potencial antioxidante dos HFPs, resultante da capacidade
dos hidrolisados em transferir atomos de hidrogénio e elétrons para moléculas
oxidantes, bem como da capacidade de quelar ions ferrosos. Estas propriedades podem
ser relevantes considerando os efeitos nocivos de radicais livres e ions metalicos pro-
oxidantes em sistemas biol4gicos e alimentos.

Os HFPs apresentaram, in vitro, a capacidade de inibir a enzima DPP IV,
indicando a possibilidade de obter peptideos antidiabéticos a partir da hidrolise
microbiana da FP, um material abundante e de baixo custo.

Nas condicGes utilizadas, cultivos realizados por 4 dias com Bacillus sp. CL33A
em caldo farinha de penas foram os mais apropriados para a obtencdo de proteases e
hidrolisados bioativos.

Considerando o uso limitado da FP em nutricdo animal, a bioconversao
microbiana pode ser benéfica para a obtencao de produtos com valor agregado, abrindo
espaco para investigacOes relacionadas a caracterizacdo e potencial aplica¢fes das

proteases e hidrolisados bioativos.
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