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RESUMO

A produgdo econdbmica de enzimas microbianas é um topico significativo,
considerando a importancia tecnologica de processos biocataliticos. Dentre estes
processos, 0 uso de proteases para recuperar a prata de filmes de raios X, bem como
a aplicacao destas enzimas para obter hidrolisados proteicos bioativos, vém sendo
explorados. Assim, diversos substratos organicos foram inicialmente avaliados para
maximizar a producgao de proteases por Bacillus sp. CL14. Em seguida, a enzima bruta
foi aplicada para remover a camada de gelatina-prata de filmes de raios X residuais,
e para obter hidrolisados bioativos a partir de substratos de origem animal ricos em
proteina. Dentre 19 substratos (10 g/L), os maiores rendimentos de protease foram
obtidos apds 5 dias de cultivo com farelo de canola (1.976,8 U/mL), que foi 132%
maior do que a peptona (849,2 U/mL, dia 4). Com o aumento da concentragdo de
farelo de canola para 30 g/L, a producdo de enzimas foi elevada em 49% (2.950,4
U/mL, dia 4). A adicdo de cosubstratos organicos (5 g/L) n&o resultou em efeito
benéfico sobre os rendimentos de protease. A protease bruta e suas diluigbes (4:1,
1:1, 1:4) removeram efetivamente a camada de gelatina-prata dos filmes de raios X
residuais (4-8 min; 55 °C), e o biocatalisador pode ser usado por pelo menos cinco
ciclos sucessivos de remocao. Além disso, a enzima bruta hidrolisou penas moidas,
farinha de penas hidrolisada, farinha de sangue, farinha de carne e ossos e farinha de
visceras (FV), sendo que os hidrolisados exibiram elevada habilidade de eliminac&o
de radicais, quelagdo de Fe?* e poder redutor. Experimentos de hidrdlise da FV,
realizados usando diferentes tempos (0-360 min) e relagbes enzima/substrato (E/S;
7.250 e 3.480 U/g de substrato), indicaram que a liberagdo de proteinas soluveis e as
atividades antioxidantes aumentaram ao longo do tempo, inicialmente em taxas mais
rapidas e depois tendendo a se estabilizar em periodos mais longos. As atividades
antioxidantes maximas foram alcangadas em menores tempos de hidrélise (240 min)
com o uso da maior E/S. Em suma, biomassas de baixo custo, abundantemente
disponiveis na agroindustria brasileira, foram substratos promissores para obter uma
protease bacteriana, que pode ser empregada para a recuperagao segura e
econdmica de prata de filmes de raios X e para a valorizagédo de farinhas de origem
animal. Particularmente, a producao de hidrolisados antioxidantes pode expandir a
aplicabilidade destas farinhas, com potenciais usos na tecnologia de ragdes e de
alimentos.

Palavras-chave: Subprodutos agroindustriais. Producao de enzimas. Recuperagao
de prata; Hidrolisados proteicos; Atividade antioxidante.



ABSTRACT

Economical production of microbial enzymes is a significant matter, considering the
technological importance of biocatalysis. Among enzyme-based processes, the use of
proteases to recover silver from used X-ray films and to generate bioactive protein
hydrolysates has been explored. Thus, diverse organic substrates were initially
evaluated to maximize protease production by Bacillus sp. CL14. The crude enzyme
was then assessed for silver recovery and for the production of bioactive hydrolysates
from protein-rich animal substrates. Among 19 substrates (10 g/L), highest protease
yields were obtained after 5 days of cultivation with canola meal (1,976.8 U/mL), which
was 132% higher than peptone (849.2 U/mL, day 4). By increasing canola meal
concentration to 30 g/L, enzyme production was further increased by 49% higher
(2,950.4 U/mL, day 4). Addition of selected organic co-substrates (5 g/L) had no
beneficial effect on protease yields. The crude protease and its dilutions (4:1, 1:1, 1:4)
effectively removed the gelatin-silver layer of waste X-ray films (4-8 min; 55 °C), and
biocatalyst might be used for at least five successive removal cycles. In addition, the
crude enzyme hydrolyzed milled feathers, hydrolyzed feather meal, blood meal, meat
and bone meal, and viscera meal (VM), and the hydrolysates displayed increased
radical-scavenging, Fe?*-chelating and reducing power abilities. Experiments of VM
hydrolysis, performed at different times (0-360 min) and enzyme-to-substrate ratios
(E/S; 7,250 and 3,480 U/g substrate), indicated that the release of soluble proteins and
the antioxidant activities were increased over time, initially at faster rates and then
tending to stabilize at longer periods. Maximal antioxidant activities were reached
earlier (240 min) during hydrolysis with the higher E/S. In summary, low-cost
biomasses, abundantly available from the Brazilian agroindustry, were promising
substrates to obtain a bacterial protease, which might be employed for the safe and
cost-effective recovery of silver from X-ray films, and for the valorization of rendered
animal protein meals. Particularly, the production of antioxidant hydrolysates might
expand the applicability of such meals, with potential uses in feed and food technology.

Keywords: Agro-industrial by-products; Enzyme production; Silver recovery; Protein
hydrolysates; Antioxidant activity.
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1 INTRODUGAO

O agronegécio, que envolve a obtencao, o processamento e a comercializagao
de produtos da agricultura, pecuaria e silvicultura, € fundamental a economia
brasileira. No entanto, estas atividades ddo origem a vastas quantidades de efluentes,
residuos e subprodutos que demandam correto manejo (Martinez-Burgos et al., 2021;
Siqueira et al., 2022). A biotecnologia surge neste cenario com um amplo conjunto de
processos que objetivam, entre outros, a conversao destas biomassas em produtos
uteis (Liguori et al. 2013; Bilal et al., 2024).

As enzimas, biomoléculas proteicas que catalisam reag¢des quimicas, estao
entre estes produtos. A especificidade e a eficiéncia destes biocatalisadores os tornam
relevantes em diversas aplicagdes tecnoldgicas. Enzimas hidroliticas, ou seja, aquelas
que utilizam moléculas de agua para clivar ligagdes quimicas, sdo as mais usadas,
destacando-se as carboidrases, as proteases e as lipases (Thapa et al., 2019), que
respondem por cerca de 44%, 27% e 6% do mercado mundial de enzimas,
respectivamente (Allied Market Research, 2022).

Bactérias e fungos s&o as principais fontes de enzimas utilizadas em nivel
comercial e industrial. Nesta perspectiva, ha incessante busca por microrganismos
com a capacidade de produzir enzimas apropriadas para diferentes processos
cataliticos. De modo complementar, estudos tém procurado obter estes
biocatalisadores a custos reduzidos, o que enseja avaliagdes sobre o uso de residuos
e subprodutos gerados pela agroindustria como substratos para os cultivos
microbianos (Ravindran et al., 2018; Sharma et al., 2022).

Enzimas proteoliticas sdo utilizadas em varios setores, incluindo industrias de
detergentes, alimentos, ragdes e couros. No manejo de residuos, as proteases vém
sendo propostas como agentes para a recuperagao da prata contida em filmes
utilizados pela industria fotografica e pelo setor de saude (filmes de raios-X) (Naveed
et al.,, 2021). Além disso, proteases sao investigadas na obtencao de hidrolisados
proteicos bioativos, dados os potenciais beneficios destes hidrolisados a saude
humana, a tecnologia de alimentos e ao desenvolvimento de farmacos, destacando-
se a tendéncia crescente de producido destes hidrolisados a partir de subprodutos

agroalimentares (Borrajo et al., 2019; Gorgug et al., 2020).
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Proteases microbianas ndo-comerciais vém sendo consideradas tanto para a
recuperacao de prata (Keshapaga et al., 2023) quanto para produgéo de hidrolisados
proteicos bioativos (Brandelli; Daroit, 2024). Neste contexto, Bacillus sp. CL14 é uma
bactéria proteolitica isolada de solo, e a protease bruta desta linhagem ja demonstrou
ser util para a obtencao de hidrolisados antioxidantes a partir de proteina isolada de
soro de queijo (Lermen et al., 2023), caseinato de sddio bovino e proteina isolada de
soja (Kopplin et al., 2024). Entretanto, nestes estudos prévios, a produgdo de
proteases extracelulares por Bacillus sp. CL14 ocorreu em meios de cultura
comerciais e, com isso, de alto custo.

Assim, o presente trabalho justifica-se pela exploragdo de biomassas de baixo
custo, amplamente disponiveis na perspectiva da economia brasileira, como
substratos em processos microbianos, visando a producéo de proteases de Bacillus
sp. CL14, e também como substratos em processos enzimaticos, no intuito de obter
hidrolisados proteicos antioxidantes. Ademais, considerando a relevancia da prata
como metal valioso e de diversas aplicagdes, esforgcos também se justificam na busca
por proteases convenientes para a recuperacao da prata a partir de residuos do setor

de saude, especificamente de filmes de raios-X.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar a producao e aplicagbes da protease bruta de Bacillus sp. CL14.

1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar substratos de baixo custo para obter proteases em cultivos submersos;

- Determinar o melhor substrato e suas concentragdes para a produgao de
proteases, bem como os efeitos de cosubstratos sobre o rendimento enzimatico;

- Avaliar a habilidade da protease para recuperar prata de filmes de raios-X;

- Aplicar a protease bruta na obtengao de hidrolisados proteicos antioxidantes

a partir de subprodutos de origem animal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS E PERSPECTIVAS DE VALORIZACAO

As atividades agroindustriais, fundamentais para a produgao de alimentos, vém
crescendo globalmente e em ritmo acelerado para suprir as necessidades da
populacdo. Contudo, diversos subprodutos sdo gerados de forma abundante e
inevitavel no ambito agroindustrial durante o processamento das matérias-primas para
a obtencao de itens alimenticios (Sadh et al., 2018).

Em abatedouros e frigorificos, o sangue, pelos, penas, escamas, 0ssos, aparas
de carne, peles, gorduras, visceras e 6rgaos internos sdo os principais subprodutos.
Considerando a obteng¢ao da carne de bovinos, suinos, aves e peixes, 0s subprodutos
representam cerca de 49%, 44%, 37% e 57% do peso vivo destes animais,
respectivamente (Cheng et al., 2021a). No mundo, estima-se que aproximadamente
150 milhdes de toneladas de subprodutos sejam derivados das atividades de
abatedouros e frigorificos (Limeneh et al., 2022).

Quanto aos subprodutos do processamento vegetal, estes sdo representados
por cascas e sementes de frutas e legumes, bagacgos, farelos derivados do
beneficiamento de cereais e da extracdo de dleos a partir de gréos, dentre outros
(Pilafidis et al., 2022). Mundialmente, os quantitativos de subprodutos como os farelos
de arroz, trigo e aveia atingem as marcas de 68 milhdes de toneladas (Spaggiari et
al., 2021), 187 milhdes de toneladas (Cheng et al., 2022) e cerca de 7 milhdes de
toneladas (Calinoiu et al., 2019) por ano, respectivamente.

No caso dos farelos de sementes oleaginosas (também denominados de
tortas), resultantes da extracao de dleos, pelo menos 20, 39 e 247 milhdes de
toneladas de farelo de girassol (Karefyllakis et al., 2019), farelo de canola
(Wongsirichot et al., 2022) e farelo de soja (Pope et al., 2023), respectivamente, sao
gerados anualmente como subprodutos em escala global.

A industria cervejeira também é responsavel pela producdo de elevadas
quantidades de subprodutos, somando cerca de 45 milhdes de toneladas anuais,
especialmente nas formas de bagago de malte (~85%) e leveduras cervejeiras
residuais (~15%) (Jaeger et al., 2020; Umego; Barry-Ryan, 2024).
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A destinacdo apropriada dos subprodutos agroindustriais € um desafio
relevante a qualidade do ambiente e a saude humana (Pilafidis et al., 2022). O
descarte descontrolado e a queima a céu aberto, ainda utilizados particularmente nos
paises em desenvolvimento, acarretam sérios riscos devido a contaminagédo e
poluicdo do solo, agua e ar. Alternativamente, a disposicdo dos residuos e
subprodutos em aterros sanitarios representa uma forma adequada de manejo;
contudo, além de demandar vastas areas, sdo necessarios rigidos controles para
evitar problemas ambientais. A incineracdo controlada de residuos e subprodutos
também é aplicada como estratégia de manejo, resultando em rapida e drastica
diminuigdo do volume de residuos solidos (90-93%) (Limeneh et al., 2022).

Independentemente das formas de manejo tradicionalmente usadas, a
potencial problematica ambiental dos subprodutos agroindustriais nao esta
relacionada somente ao modo de descarte, mas também ao préprio descarte. Em
outras palavras, deve ser considerado que a produc¢ao das matérias-primas que darao
origem a alimentos e subprodutos esta atrelada ao uso intensivo do solo e da agua.
Deste modo, atencdo vem sendo voltada ao aproveitamento e reciclagem dos
subprodutos agroindustriais, minimizando seu descarte e, com isso, otimizando o uso
dos recursos naturais (Pereira et al., 2024).

Neste sentido, varios subprodutos sdo comestiveis e possuem consideravel
valor nutricional; no entanto, seu uso de modo direto para fins alimenticios depende
de variados fatores. Conforme Javourez et al. (2021), o consumo humano de visceras
e orgaos internos de animais, como figado, coragao, pulmdes e intestinos, depende
de aspectos relacionados a tradigao, cultura e religido da populacéo. Em relagdo aos
subprodutos de origem vegetal, além de sua complexidade estrutural, que prejudica a
biodegradabilidade durante o processo digestivo, podem conter fatores
antinutricionais que interferem na absorgao de nutrientes.

Como destino alternativo, os subprodutos agroindustriais vém sendo utilizados
como fertilizantes na agricultura e também na nutrigdo animal (Almaraz-Sanchez et
al., 2022; Limeneh et al., 2022; Taneja et al., 2023). No caso de subprodutos de origem
animal, como aparas de carne, 0SsS0S, penas, visceras e sangue, estes sao
usualmente submetidos a processos hidrotérmicos em graxarias (também
denominadas de industrias de reciclagem animal), sendo convertidos em produtos
denominados de farinhas, que podem entdo ser adicionadas como ingredientes em

racdes ou formulagdes fertilizantes (Kerr et al., 2017).
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Diferentes estratégias vém sendo desenvolvidas no sentido do aproveitamento
dos subprodutos agroindustriais, objetivando maior agregagéo de valor. E possivel
citar, nesta diregdo, o uso de gorduras de origem animal na produgao de biodiesel
(Toldra-Reig et al., 2020). Constituintes como carboidratos, proteinas, fibras, minerais,
enzimas e moléculas bioativas podem ser extraidos a partir de subprodutos
agroalimentares por meio de processos fisicos e/ou quimicos, com aplicabilidade em
industrias de alimentos, no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, cosméticos,
dentre outros (Ancuta; Sonia, 2020; Freitas et al., 2021).

Além disso, processos de base microbiana tém lugar de destaque no que refere
a sustentabilidade industrial e ambiental. A compostagem, neste sentido, € uma
técnica valiosa para a agricultura, visto que o composto organico, resultante da
biodegradacado aerdbia de materiais organicos por uma complexa comunidade
microbiana, favorece a fertilidade e promove a biodiversidade do solo (Aguilar-
Paredes et al., 2023). Em outro contexto, a bioconversdo por microrganismos €&
reconhecida por modular de forma positiva a digestibilidade e também por incrementar
as propriedades nutricionais de subprodutos agroindustriais para aplicagbes na
alimentacao animal (Yafetto et al., 2023).

Esforcos também vém sendo concentrados no uso de subprodutos
agroindustriais para a obtengdo de combustiveis. E o caso do metano, constituinte do
biogas resultante da digestdo anaerdbia de materiais organicos por microrganismos,
e também do etanol, produzido através de processos fermentativos geralmente
realizados por leveduras. Cabe ressaltar que pré-tratamentos (biolégicos/enzimaticos,
fisicos, quimicos) podem ser necessarios para incrementar o potencial destas
biomassas como matérias-primas para a produgcdo de biocombustiveis e outros
produtos microbianos (Chavan et al., 2022; Xu et al., 2022).

Ademais, subprodutos agroindustriais vém sendo amplamente descritos como
substratos em potencial para diversos bioprocessos que visam obter produtos
microbianos como biopolimeros, surfactantes, antibidticos, pigmentos, acidos
organicos, compostos bioativos, dentre outros, aplicaveis em diferentes setores (Sadh
et al., 2018; Ancuta; Sonia, 2020; Torres-Ledn et al., 2021; Lemes et al., 2022; Taneja

et al., 2023). A Tabela 1 apresenta alguns destes bioprodutos.
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Tabela 1 - Exemplos de produtos microbianos obtidos a partir da bioconversao de
subprodutos agroindustriais.

Microrganismo Substrato(s) Bioproduto(s) Referéncia
Actinoplanes sp. ATCC Extratos de farinhas  Ramoplanina (antibiético)  Erkan; Kayali
33076 de peixe, aves, (2016)

carne e 0ssos
Aspergillus niger B60 Casca de roma Acido citrico Roukas;

Aspergillus niger NRRL-
3

Bacillus subtilis 3—10

Bacillus pumilus 2A
Bacillus velezensis P#02

Brevibacterium casei
NK8

Chryseobacterium sp.
kr6

Enterococcus mundtii
CRL35

Exiguobacterium sp.
GMO010

Halomonas
alkaliantarctica DSM
15686

Komagataeibacter
rhaeticus UNIWA AAK2
Lactobacillus delbrueckii

subsp. /actis 20072

Serratia marcescens
NCIM 5246

Streptomyces lydicus
PM7

Melacgo e polpa de
beterraba

Farelo de canola

Bagacgo de malte

Agua de maceragdo
de milho

Farelo de arroz,
palha de milho, torta
de coco

Farinha de penas

Soro de queijo

Carapaca de
camarao, farinha de
penas, escamas de
peixe

Soro de queijo

Bagaco de malte e
levedura cervejeira
residual

Bagaco de malte

Farelo de trigo

Batatas descartadas

Acidos glucénico, citrico e
oxalico

Iturina (antimicrobiano)

Glicolipidios (surfactante)

Poli acido glutamico
(polimero) e Surfactina
(surfactante)
Lipopeptideos,
Fosfolipidios
(surfactantes)
Flexirubinas (pigmentos)
Enterocina CRL35

(bacteriocina)

Carotenoides (pigmentos)

Polihidroxialcanoatos

(polimeros)

Celulose bacteriana
(polimero)

Acido latico

Prodigiosina (pigmento)

Actinorodina (pigmento)

Kotzekidou (2020)

Kelleci et al. (2023)

Jin et al. (2014)
Marchut-
Mikotajczyk et al.
(2021)

Correia et al.
(2024a)

Khondee et al.
(2022)

Gemelli et al.
(2024)

Farizano et al.
(2022)

Mekala et al. (2023)

Mozejko-Ciesielska
et al. (2023)

Tsouko et al. (2023)

Akermann et al.
(2020)

Maurya et al.
(2024)

Astudillo et al.
(2024)

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Enzimas microbianas também sdo importantes insumos biotecnolégicos. O
mercado global de enzimas alcangou US$ 5,8 bilhdes em 2021, com expectativa de
atingir US$ 10,2 bilhées em 2031. Cerca de 80% dos biocatalisadores comerciais sdo
obtidos a partir de microrganismos, comparados com as enzimas de origem animal e
vegetal, que respondem por aproximadamente 16% e 4%, respectivamente (Allied
Market Research, 2022). A partir destes dados é possivel inferir a relevancia das
enzimas microbianas no mercado mundial.

De acordo com Teigiserova et al. (2021), o preco de diferentes enzimas varia
de US$ 90/kg a US$ 2.479/kg, o que caracteriza estes biocatalisadores como produtos
de elevado valor. Neste panorama, as enzimas estdo entre os produtos microbianos
mais valorizados e interessantes que podem ser obtidos por meio de abordagens de
biorrefinaria, ou seja, através de processos ecologicamente amigaveis e a partir de
matérias-primas abundantes e ambientalmente problematicas (Rojas et al., 2022). A
Tabela 2 apresenta alguns estudos onde subprodutos foram usados como substratos

para a producédo de enzimas microbianas.

Tabela 2 - Producdo de enzimas microbianas usando subprodutos como substratos.

Microrganismo Substrato(s) Enzima(s) Referéncia
avaliados(s) produzida(s)
Aspergillus flavus SH71 Melago de cana e Farelo  Protease Shikha et al.
de linhaca (2023)
Aureobasidium pullulans, Farelo de canola Celulase, Alhomodi et al.
Neurospora crassa, endoglucanase, - (2022)
Trichoderma reesei glicosidase
Aureobasidium pullulans Y- Farelos de trigo e aveia, Xilanase Yegin et al.
2311-1 sabugo de milho, bagago (2017)
de malte, radiculas de
malte
Bacillus amyloliquefaciens Farelos de soja, girassol, Lipase Mazhar et al.
aveia (2023)

Bjerkandera adusta TMF1,
Fomes fomentarius TMF2,
Schizophyllum commune
TMF3,

Citrobacter freundii haritD11

Bagaco de malte, farelos
de girassol e soja,
residuos de café

Farelo de trigo e escamas
de peixe

Amilase, pectinase,
xilanase, celulase,
lacase

Quitinase

lli¢ et al. (2023)

Meruvu; Meruvu
(2019)

Continua
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Microrganismo Substrato(s) Enzima(s) Referéncia
avaliados(s) produzida(s)
Geobacillus Penas de frango Protease Siddharthan et
thermodenitrificans PS41 al. (2022)
Paenibacillus lactis OPSA3 Cascas de banana, batata Amilase Ugwuoiji et al.
e mandioca, farelo de (2023)
soja, farinha de sangue
Penicillium notatum Farelos de canola e Lipase Rehman et al.
linhaca (2011)
Penicillium glabrum Farelo de canola B-glicosidase Martins et al.
(2020)
Streptomyces sp. GS-1 Farelo de trigo Protease Sarkar;
Suthindhiran
(2020)
Yarrowia lipolytica Bagaco de malte Lipase Casas-Godoy et

al. (2023)

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

2.2 PROTEASES MICROBIANAS: OBTENCAO E USOS

As proteases formam um amplo grupo de enzimas capazes de hidrolisar
ligacbes peptidicas em proteinas e peptideos, liberando peptideos de menor tamanho
e aminoacidos livres (Gurumallesh et al., 2019). Nos ambientes, bactérias e fungos
utilizam proteases extracelulares para despolimerizar substratos proteicos
macromoleculares, sendo que os produtos da hidrélise sdo absorvidos para o
crescimento microbiano. A atividade destas enzimas € essencial a ciclagem do
nitrogénio, visto que a protedlise é etapa limitante da mineralizagdo deste elemento,
ou seja, da conversao de formas organicas de nitrogénio (material proteico) para a
forma mineral (ion amonio) (Greenfield et al., 2021; Piotrowska-Dtugosz et al., 2022).

Em parte, abordagens biotecnolégicas utilizam como premissa o
reconhecimento de processos que ocorrem naturalmente, transferindo-os para
ambientes controlados e otimizando-os. No caso das proteases, para além da
importancia ecoldgica, estas enzimas vém sendo utilizadas para diversas finalidades
tecnoldgicas que, em comum, demandam a hidrdlise de ligagdes peptidicas (Singh;

Bajaj, 2017a; Matkawala et al., 2021).
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A predominancia das enzimas proteoliticas microbianas em relagao aquelas
obtidas de fontes animais e vegetais justifica-se pela maior facilidade de produzir
enzimas microbianas, através de processos estabelecidos de cultivo, a necessidade
de espacgos reduzidos, o fato de ndo haver impedimentos sazonais, bem como a
obtencao de rendimentos enzimaticos elevados em curtos periodos de tempo (Razzaq
et al., 2019; Naveed et al., 2021).

Ademais, a prospecgao da enorme diversidade microbiana pode fornecer
enzimas proteoliticas com diferentes propriedades bioquimicas e cataliticas, que
podem ser apropriadas para usos distintos (Souza et al., 2023). Por sua ampla gama
de aplicacbes, a producdo mais eficiente e econbmica de proteases microbianas

também vem sendo investigada (Ravindran et al., 2018).

2.2.1 Producgao de proteases

Investigacbes acerca da obtencdo de proteases microbianas comumente séo
iniciadas pelo isolamento de microrganismos a partir de diferentes locais, amostras e
condicbes ambientais. Avalia-se entdo a capacidade dos isolados microbianos em
produzir estas enzimas, por meio de métodos qualitativos e/ou quantitativos, sendo
selecionados 0s microrganismos mais promissores. Em etapas subsequentes,
usualmente sao determinadas as condicbes mais propicias para a produgao de
enzimas proteoliticas (Kasana et al., 2011; Brandelli; Daroit, 2024).

A obtencdo de proteases, assim como de outras enzimas microbianas,
geralmente ocorre através de cultivos em estado sélido (SSF) ou em condi¢des
submersas (SmF). Nos SSF, os microrganismos séo cultivados em meios que contém
os substratos sélidos com pouca ou nenhuma agua livre aparente, enquanto que nos
SmF os cultivos ocorrem em meios liquidos, onde os substratos estao dissolvidos ou
em suspensao (Lemes et al., 2022).

Segundo Solanki et al. (2021), os SmF oferecem algumas vantagens em
relagdo aos SSF. Dentre estas, estdo a melhor homogeneizagédo dos constituintes do
meio de cultura, assim como a maior facilidade de controle dos pardmetros de
processo e a praticidade na recuperagado das enzimas, geralmente extracelulares, a
partir dos meios de cultura. Nesta perspectiva, aproximadamente 90% das enzimas

microbianas de uso industrial/comercial sdo produzidas via SmF.
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Varios fatores influenciam a producao de proteases, incluindo a temperatura e
pH dos cultivos, homogeneizagao, aeragdo, tempo de incubagéo, e a composicéo
nutricional dos meios de cultura (Aguilar; Sato, 2018). Considerando que os
microrganismos explorados como produtores de proteases s&o majoritariamente
quimioheterotroficos, as fontes organicas de carbono e energia desempenham papel
crucial no rendimento enzimatico. Outros nutrientes, como nitrogénio e fosforo,
também devem ser disponibilizados, e ions metalicos (como Ca?*, Mg?*, K*) podem
ser necessarios (Kamal et al., 2017; Sharma et al., 2017).

Matérias-primas de baixo custo e subprodutos agroindustriais vém sendo
propostos como substratos organicos, uma vez que podem servir como excelentes
fontes de nutrientes capazes de sustentar o crescimento e a consequente producao
de enzimas pelos microrganismos (Avci et al., 2022; Pereira et al., 2024).
Considerando que cerca de 50% dos custos de producao de proteases sao atribuidos
a composicao dos meios de cultura, o emprego destes substratos alternativos, além
de reduzir os custos de produgao de enzimas, contribui para a valorizagédo e gestao
de biomassas (Brandelli; Daroit, 2024).

Embora varios isolados bacterianos e fungicos sejam explorados na obtengéo
de proteases, bactérias do género Bacillus sdo especialmente investigadas (Contesini
et al., 2018). A Tabela 3 apresenta estudos abrangendo a produgéo de proteases por
representantes do género Bacillus através de SmF utilizando subprodutos

agroindustriais como principais substratos.

Tabela 3 - Uso de subprodutos agroindustriais como substratos para a producéo de
proteases por Bacillus spp. em cultivos submersos.

Microrganismo Subproduto(s) agroindustrial(is)> Condigdes de cultivo Referéncia

Bacillus sp. SMIA-2 Soro de queijo (5 g/L) e Farinha de 50 °C; pH inicial 7,5-  Barbosa et

cascas de maracuja (2,5 g/L) 8.0, 150 rpm; 2 dias  al. (2014)
Bacillus sp. CL18 Escamas de peixe (30 g/L) e 30 °C; pH inicial 7,5;  Bernardo et
Farinha de penas (5 g/L) 125 rpm; 4 dias al. (2023)
B. amyloliquefaciens  Farelo de soja (36,5 g/L) e Farelo 37 °C; pH inicial 7,2;  Xie et al.
35M de milho (6,25 g/L) 200 rpm; 5 dias (2022)
B. cereus NS-2 Farelo de trigo (10 g/L) e Torta de 37 °C; pH inicial 7,2;  Bajaj et al.
algodao (10 g/L) 200 rpm; 3 dias (2013)

Continua
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Microrganismo Subproduto(s) agroindustrial(is)> Condigdes de cultivo Referéncia
B. cereus PCM 2849 Bagacgo de malte (20 g/L) 28 °C; pH inicial 7,2;  taba et al.
200 rpm; 5 dias (2017)
B. invictae AH1 Farelo de trigo (50 g/L) 37 °C; pH inicial 9,0; Hammami
225 rpm; 40 h et al. (2020)
B. licheniformis Melago de cana (80 g/L) e Farelo 37 °C; pH inicial 8,0;  Emran et al.
ALWA1 de trigo (50 g/L) 280 rpm; 7 dias (2020a)
B. licheniformis ER- Pelos de cabra (5 g/L) e Farelo de 37 °C; pH inicial 7,0;  Bindal et al.
15 soja (5 g/L) 250 rpm; 1 dia (2022)
B. pumilus ¢c172 Farelo de milho (60 g/L) e Farelode 37 °C; pH inicial 7,0; Feng et al.
soja (40 g/L) (?) rpm; 2 dias (2001)
B. pumilus NJM4 Farinha de sangue (20 g/L) 37 °C; pH inicial 8,67; Yao etal.
200 rpm; 1 dia (2012)
B. subtilis Musculos de cauda de atum (10 37 °C; pH inicial 7,0;  Sisa et al.
g/L) 180 rpm; 3 dias (2024)
B. subtilis 3—10 Farelo de canola (90 g/L) 28 °C; pH 7,0; aeragédo Jin et al.
2 vvm; 600 rpm (2014)
(biorreator); 70 h
B. subtilis AU-2 Farelo de soja (10 g/L) 37 °C; pH inicial 7,0;  Patel et al.
60 rpm; 2 dias (2019)
B. subtilis B22 Torta de amendoim (5 g/L) 37 °C; pH inicial 8,0;  Elumalai et
150 rpm; 3 dias al. (2020)
B. subtilis K-1 Farelo de soja (18,3 g/L), Farelo de 37 °C; pH inicial 9,0;  Singh; Bajaj
mostarda (18,1 g/L) e Farelo de 180 rpm; 67 h (2015)
trigo (15,2 g/L)
B. subtilis PF1 Farinha de penas (12,5 g/L), Casca 37 °C; pH inicial 7,2;  Bhange et
de batatas (12,5 g/L) e Farelo de 125 rpm; 3 dias al. (2016)
canola (6 g/L)
B. tropicus KS3 Farinha de penas (5 g/L) 37 °C; pH inicial 7,0;  Latafat et
120 rpm; 15 dias al. (2024)

@ Apresenta-se somente os subprodutos agroindustriais que constituiram os meios de cultura.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Bacillus spp. sao encontrados nos mais distintos ambientes, tém a habilidade

de utilizar variados substratos para seu crescimento, adaptando-se rapidamente a

condi¢gdes de abundancia ou escassez de nutrientes (Jagadeesan et al., 2024 ). Esta

versatilidade € um dos aspectos que justifica o elevado numero de investigagcdes com

este género bacteriano. Somam-se a isto a facilidade de cultivo, a seguranca em seu
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manuseio, a reconhecida capacidade de produzir quantidades elevadas de enzimas
extracelulares e rapidas taxas de crescimento, que permitem ciclos curtos de cultivo,
além da possibilidade de manipulagdes genéticas (Contesini et al., 2018; Danilova;
Sharipova, 2020; Ngalimat et al., 2021).

2.2.2 Aplicagoes de proteases microbianas

Diversos processos e produtos fazem uso de proteases. Na industria coureira,
enzimas proteoliticas sdo aplicadas, por exemplo, na etapa de depilagcdo. Neste
processo, proteases incapazes de digerir o colageno (principal proteina dos couros),
mas habeis na hidrolise de proteinas dos foliculos pilosos, facilitam a remogao dos
pelos integros (Razzaq et al., 2019). Esta abordagem, além de originar couros de
qualidade superior, também resulta em efluentes de tratamento menos complexo,
visto que nos processos quimicos tradicionais ocorre a gelatinizagdo dos pelos,
gerando efluentes com elevada carga organica e toxicidade (Singh; Bajaj, 2017a).

Enzimas proteoliticas vém sendo adicionadas como ingredientes bioldgicos em
sabdes e detergentes para a lavagem de roupas, substituindo parcialmente os
insumos quimicos. A capacidade hidrolitica das proteases é benéfica para a efetiva
remogao de sujidades de natureza proteica, como sangue e ovos, dentre outras
(Gurumallesh et al., 2019). Além da eficacia, o uso das proteases pode mitigar os
efeitos ecoldgicos adversos associados ao amplo uso de sabdes e detergentes de
base exclusivamente quimica (Sharma et al., 2019).

Outra aplicagao relaciona-se a reciclagem da prata a partir de filmes de raios-
X e fotograficos (Matkawala et al., 2021). Proteases também sido usadas em
processos da industria téxtil, como na otimizacdo da degomagem da seda e na
diminuicdo do encolhimento da |a (Solanki et al., 2021). Industrias de cosméticos e
farmacos sao beneficiadas por enzimas proteoliticas, visto que podem ser usadas em
produtos para a remogao de pelos e esfoliacdo da pele, na dissolugdo de coagulos
sanguineos, no processo de cicatrizagdo de ferimentos, na melhoria da penetragéo
de drogas de uso topico, € mesmo como agentes anticancer, imunomodulatorios e
anti-inflamatérios (Naveed et al., 2021; Ghahfarrokhi et al., 2023).

A industria de alimentos é também reconhecida pelo uso de proteases. Estas
enzimas encontram aplicacdo no processo de amaciamento de carnes, ao hidrolisar

proteinas estruturais do tecido animal; na coagulagao enzimatica do leite, como etapa
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fundamental para a producdo de queijos; vém sendo usadas na manipulagdo das
propriedades viscoelasticas do gluten em produtos de panificagdo; na modificagdo dos
atributos funcionais de proteinas alimentares, como solubilidade e formagao de
espumas e geéis; podem intensificar sabores em alimentos e diminuir o amargor
relacionado a certos peptideos; podem ser uteis na degradacdo de alérgenos
alimentares, entre outros usos (Song et al., 2023; Souza et al., 2023).

A hidrdlise de proteinas vem recebendo intenso e crescente interesse devido a
possibilidade de liberagdo de peptideos que demonstram atividades biolégicas. Os
hidrolisados proteicos podem exibir capacidades antioxidante, anti-hipertensiva,
antimicrobiana, antidiabética, dentre outras (Naeem et al., 2022). Assim, diversas
proteases vém sendo aplicadas na produgdo de hidrolisados bioativos a partir de
diferentes proteinas, especialmente aquelas utilizadas pela industria alimenticia,
como as do leite, carnes, ovos e soja (Daroit; Brandelli, 2021; Mahgoub et al., 2023).

Dentre as aplicagdes acima elencadas, a recuperacdo de prata a partir de
filmes de raios-X residuais e a producgao de hidrolisados proteicos antioxidantes seréao

brevemente exploradas nas proximas subsecoes.

2.2.2.1 Degelatinizagéo de filmes de raios-X para a recuperagdo de prata

Os filmes de raios-X, e também os filmes fotograficos, sdo constituidos por uma
base polimérica, geralmente de politereftatalato de etileno (PET), coberta por uma
emulsao de gelatina e sais de prata, sendo que o conteudo de prata nestes filmes é
de aproximadamente 1,5% a 2,0% (m/m) (Urriquia et al., 2020).

Estima-se que 2 bilhdes de filmes de raios-X sejam gerados anualmente no
ambito mundial pelo setor de saude (Argumedo-Delira; Alducin-Ruiz, 2024). Pelo
elevado valor da prata, sua recuperacao € tematica importante. A reciclagem a partir
dos filmes também é relevante na perspectiva ambiental, uma vez que implica em
menores impactos diretos, pela poluicao causada pelos filmes descartados de modo
inadequado, e indiretos, pela menor necessidade de extracdo de minério de prata
(Nagrath et al., 2024). A prata recuperada de filmes fotograficos e de raios-X atinge
cerca de 536 toneladas por ano, o que representa 10% do mercado global de
reciclagem deste metal (The Silver Institute, 2024).

A recuperacéao da prata contida nos filmes de raios-X é pratica corrente, sendo

que os métodos convencionalmente usados s&o a incineracédo ou a extragao quimica.
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A incineracédo resulta em odores desagradaveis, a base polimérica (PET) ndo pode
ser recuperada, e também envolve altos custos, relacionados tanto ao gasto
energético do processo quanto ao tratamento de fuligens e gases (Cavello et al.,
2013). Na extragcao quimica, geralmente sdo usados acidos ou bases concentrados
para a lixiviagdo da prata, resultando em efluentes potencialmente tdxicos de
destinacao e tratamento problematicos (Bhavikatti et al., 2020).

Neste contexto, a hidrélise enzimatica da matriz proteica (gelatina) é
considerada como uma alternativa viavel para a recuperagao da prata, e também da
base de PET, a partir de filmes de raios-X. O uso de proteases microbianas tem se
apresentado eficiente para tal finalidade, representando uma tecnologia segura, visto
que ocorre em condigdes moderadas e nao necessita da adigdo de compostos
quimicos toxicos (Matkawala et al., 2021). Ademais, apresenta menor demanda
energética, diminuida carga de trabalho e reduzido impacto ambiental, quando
comparada aos processos tradicionais, o que implica em maior sustentabilidade (Liya
et al., 2023). A Tabela 4 apresenta alguns microrganismos produtores de proteases

utilizadas com éxito na extragao de prata a partir de filmes de raios-X.

Tabela 4 - Alguns microrganismos produtores de proteases usadas na recuperagao
da prata contida em filmes de raios-X.

Microrganismo Protease Condigoes de reagao Referéncia
Aspergillus niger WA 2017 Parcialmente 60 °C; pH 10,0; 60 min Wahab; Ahmed
purificada (2018)
Aspergillus flavus Bruta 40 °C; pH 8,0; 50 min Asgher et al. (2018)
Bacillus brevis Bruta 40 °C; pH 8,0; 40 min Qamar et al. (2020)
Bacillus cereus TSA5 Bruta 80 °C; pH 8,4; 120 min Thomas et al.
(2021)
Bacillus licheniformis K-3 Parcialmente 60 °C, pH 9,0; 20 min Singh; Bajaj
purificada (2017b)
Bacillus sp. Mar64 Purificada 55 °C; pH 11,0; 120 min Kotb et al. (2023)
Bacillus subtilis A4 Bruta 37 °C; 20 min Keshapaga et al.
(2023)
Bacillus subtilis AKAL7 Parcialmente 40 °C, pH 9,0; 24 h Hakim et al. (2018)
purificada
Brevundimonas vesicularis Parcialmente 35°C; pH 7,0; 24 h Sameena et al.
MF276770 purificada (2019)

Continua
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Tabela 4 - Continuagéo.

Microrganismo Protease Condigées de reagao Referéncia
Chryseobacterium cucumeris ~ Parcialmente Temp. ambiente; 10 min Bhavikatti et al.
SARJS-2 purificada (2020)
Purpureocillium lilacinum Bruta 60 °C; pH 9,0; 6 min Cavello et al.

LPS # 876 (2013)
Pyxidicoccus sp. $252 Bruta 40 °C; pH 8,00u12,0; 25 Sharma et al.

min (2021)
Thermoactinomyces sp. RS1 Bruta 80 °C; 90 min Verma et al. (2014)

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

2.2.2.2 Proteases microbianas e subprodutos animais: producéo de hidrolisados

proteicos antioxidantes

Hidrolisados proteicos sao misturas complexas de peptideos e aminoacidos
derivados da quebra de ligagdes peptidicas em substratos proteicos. Na perspectiva
tecnolégica, estes hidrolisados sao majoritariamente produzidos com o uso de
enzimas proteoliticas (Akbarian et al., 2022). A producéao de hidrolisados antioxidantes
vem sendo particularmente explorada considerando os potenciais aplicagbes destes
hidrolisados na saude humana e animal, e também nas industrias alimenticia e
farmacéutica (Tavano et al., 2018).

Ao inativar radicais livres e moléculas oxidantes e/ou prevenir sua formacao, os
peptideos contidos nos hidrolisados podem atuar no combate ao estresse oxidativo,
uma condi¢cdo relacionada ao surgimento e progressao de doengas cronicas e
degenerativas, como aterosclerose e cancer. A capacidade de inativar radicais
reativos, de quelar ions metalicos, e de inibir rea¢des indesejaveis como a oxidagao
lipidica, torna os hidrolisados proteicos interessantes aditivos naturais, em
contraponto aos antioxidantes sintéticos, para a conservacdo das propriedades
sensoriais e da seguranga dos alimentos (Lorenzo et al., 2018; Wu; Chen, 2022).

As bioatividades dos hidrolisados sdo determinadas pelos peptideos liberados
pela acdo de enzimas proteoliticas sobre os substratos proteicos. Deste modo,
investigacbes vém sendo realizadas no sentido de avaliar diferentes proteases na

obtencao destes hidrolisados, visto que enzimas com especificidades distintas podem
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dar origem a diferentes peptideos. No caso de enzimas microbianas, s&o
especialmente exploradas as proteases disponiveis comercialmente; contudo,
proteases alternativas (ndo-comerciais) tém se apresentado como promissores
biocatalisadores para a produgao de hidrolisados bioativos (Brandelli; Daroit, 2024).

O substrato proteico, pela sequéncia de aminoacidos e pela presenga de
ligagdes peptidicas passiveis (ou ndo) de hidrolise por determinada protease, também
define os peptideos liberados e, com isso, as bioatividades dos hidrolisados proteicos.
Embora especial atengédo esteja voltada para o uso de proteinas alimentares como
substratos nos processos hidroliticos, crescentes esforgcos tém sido dedicados ao uso
de substratos alternativos para obter hidrolisados antioxidantes. Dentre estes,
enquadram-se diferentes biomassas de origem animal ricas em proteinas, derivadas
das atividades de abatedouros, frigorificos e graxarias (Borrajo et al., 2019; Ibarz-
Blanch et al., 2023; Boboua et al., 2024).

Logo, para além de processos de base microbiana (Tabelas 1-3), subprodutos
agroindustriais também podem ser empregados como substratos em processos
enzimaticos. Neste contexto, a Tabela 5 compila alguns estudos onde proteases
microbianas foram utilizadas na enzimdélise de subprodutos animais visando obter

hidrolisados proteicos antioxidantes.

Tabela 5 - Exemplos de proteases microbianas e subprodutos de origem animal
utilizados na producéao de hidrolisados proteicos antioxidantes.

Protease comercial (PC)* ou Subproduto(s) Referéncia
Microrganismo produtor de hidrolisado(s)
protease nao-comercial (NC)

Alcalase (PC) Cabecas de salméo Pires et al. (2024)
Escamas de tilapia Sierra et al. (2021)
Traqueia de frango Pramualkijja et al. (2021)
Sangue de frangos Nikhita; Sachindra (2021)
Visceras de pregado Vazquez et al. (2020)
Farinha de ossos Londofio-Zapata et al. (2022)
Alcalase (PC) ou Protamex (PC) Figado de frangos Chen et al. (2024)
Farinha de sangue Berraquero-Garcia et al.
(2022)

Continua
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Protease comercial (PC)* ou
Microrganismo produtor de
protease nao-comercial (NC)

Subproduto(s)
hidrolisado(s)

Referéncia

Alcalase (PC) + Flavourzyme (PC)

Alcalase (PC) + Protamex (PC)

Flavourzyme (PC)

Neutrase (PC)

Savinase (PC)

Anoxybacillus caldiproteolyticus
1A02591 (NC)

Bacillus sp. CL18 (NC)

Bacillus subtilis (NC)

Bacillus sp. P45 (NC)
Bacillus siamensis F2 (NC)

Thermoactinomyces vulgaris TK1-21
(NC)

Pulmoes bovinos
Farinha de visceras

Rins, Pancreas ou Pulmodes
bovinos

Figado bovino
Figado suino
Farinha de penas

Mdusculos de cabega de
espadarte

Colageno de ossos bovinos

Pulmodes e Rins de bovinos e
suinos

Gelatina da pele da cauda de

atum
Farinha de penas
Penas de frango

Penas (frango), Pelos e
Cascos (suinos)

Martinez et al. (2023)
Aguilar et al. (2020)

Damgaard et al. (2015)

Arslan et al. (2024)
Borrajo et al. (2020)
Jeampakdee et al. (2020)

Elgaoud et al. (2024)

Cheng et al. (2021b)

Hoffmann et al. (2024)

Sisa et al. (2024)

Cunha et al. (2023)
Rathod et al. (2024)

Kaewsalud et al. (2023)

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

* Fonte microbiana das proteases comerciais (PC): Alcalase (Bacillus licheniformis), Protamex (Bacillus
sp.), Flavor protease (ndo especificada), Flavourzyme (Aspergillus oryzae), Savinase (Bacillus lentus),

Neutrase (Bacillus amyloliquefaciens).

A producdo de hidrolisados antioxidantes a partir de tais substratos,

abundantes, baratos e comumente subutilizados, é considerada como uma estratégia

pertinente para sua valorizacdo e, de forma simultdnea, para a diminuicado de

potenciais problemas ambientais causados por sua destinagao inapropriada (Lafarga

et al., 2017; Boboua et al., 2024).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMO E PREPARO DE INOCULOS

Bacillus sp. CL14 foi utilizado como produtor de proteases extracelulares. Para
o preparo dos indculos, esta linhagem foi inicialmente cultivada em placas de PCA (30
°C, 24 h) e, apo6s este periodo, a biomassa bacteriana foi coletada e adicionada a
solugdo salina (8,5 g/L NaCl) estéril. As suspensdes resultantes, ajustadas para
densidade optica de ~1,0 a 600 nm em espectrofotdmetro, foram usadas para inocular

0s meios de cultura para a produgao de proteases.

3.2 SUBSTRATOS PARA A PRODUGAO DE PROTEASE

Dezenove substratos foram avaliados na producdo de protease. Peptona
(Neogen) foi usada como substrato-controle. Farelo de milho, farelo de aveia, farinha
de centeio, farinha de linhaga, farinha de cascas de maracuj4, e levedura seca inativa
(Saccharomyces cerevisiae), foram adquiridos de mercados locais. Ainda, foram
avaliados farelo de canola, farelo de girassol (Celena Alimentos S.A.), farelo de arroz,
farelo de soja (Warpol Agroindustrial Ltda.), farelo de trigo (Moinho Jaeschke Ltda.),
farinha de sangue (FS), farinha de carne e ossos (FCO; Ecofeed Industria de Produtos
de Origem Animal Ltda.), farinha de visceras (FV), farinha de penas hidrolisadas (FPH;
Base Industria e Comércio de Oleos e Proteinas Ltda.), bagaco de malte, levedura
residual de cervejaria (Saccharomyces pastorianus) (Uzzina da Cerveja Industria
Ltda.), e escamas de peixe (obtidas junto a pescadores locais).

As farinhas de origem animal doadas para este estudo (FPH, FV, FCO e FV)
nao foram adicionadas de antioxidantes.

3.3 PRODUCAO DE PROTEASE POR BACILLUS SP. CL14

Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL de
meio mineral (K2HPO4, 0,3 g/L; KH2PO4, 0,4 g/L; NaCl, 0,5 g/L; pH 7,5) e diferentes
substratos organicos. Inicialmente, cada substrato foi avaliado individualmente em

concentracdo de 10 g/L. Apds esterilizagdo em autoclave (121 °C, 15 min) e
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resfriamento, os meios foram inoculados, em triplicatas, com 1 mL de suspensao
bacteriana. As incubagdes ocorreram a 30 °C, 125 rpm, por 0-6 dias (d0-d6). Amostras
(0,5 mL) foram coletadas a cada dia, centrifugadas (10.000 x g, 10 min), e os
sobrenadantes usados na avaliagao da atividade proteolitica.

O melhor substrato, em termos de rendimento enzimatico, foi selecionado para
verificar os efeitos de suas concentragdes (10, 20, 30, 40 e 50 g/L) na producgéo de
protease, em cultivos realizados por 2-6 dias (d2-d6). Na sequéncia, a melhor
concentracao de substrato foi fixada para investigar o efeito de cosubstratos (5 g/L)
nos SmF (d2-d5). As inoculagdes, incubagdes, e a obtengdo dos sobrenadantes de

cultivo (protease bruta), ocorreram como especificado acima.

3.3.1 Avaliagao da atividade proteolitica

Sobrenadantes de cultivo (5 uL), adicionados de 195 uL de tampao Tris-HCI
(100 mM; pH 9,0) e 300 uL de azocaseina (10 g/L, em tampao), foram incubados a 60
°C por 15 min (Lermen et al., 2023). As reagdes foram finalizadas com 600 pL de acido
tricloroacético (TCA; 100 g/L). Apds centrifugacdo (10.000 x g, 5 min), os
sobrenadantes da reacao (800 pL) foram adicionados de 200 uL de NaOH (1,8 M), e
a absorbancia (Abs) foi mensurada a 420 nm.

Testes em branco foram preparados usando agua destilada no lugar dos
sobrenadantes. Nos controles, adicionou-se o TCA antes dos sobrenadantes. Os
ensaios foram realizados em triplicata. Definiu-se uma unidade de protease (U) como
a quantidade de enzima a elevar 0,1 unidade de Abs a 420 nm nas condi¢cbes do

ensaio. A atividade (U/mL) foi entdo calculada:

Atividade proteolitica (U/mL) = (AbSamostra — AbScontrole) / (0,005 x 0,1)

onde AbsSamostra indica a Abs nos ensaios, Abscontole @ Abs nos controles, 0,005 o

volume de sobrenadante utilizado (em mL), e 0,1 indica o fator de conversao para U.

3.4 HIDROLISE DE GELATINA EM FILMES DE RAIOS-X

Os filmes de raios-X residuais foram inicialmente lavados com agua destilada,

limpos com algod&o impregnado com etanol, secos (40 °C, 30 min) e cortados (~2 x
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2 cm). Para os ensaios, 10 mL de protease bruta (2.900 U/mL) ou suas diluicbes (4:1,
1:1, 1:4, em tampéo Tris-HCI 100 mM, pH 9,0) foram adicionados de CaClz (56 mM de
concentracao final), pré-incubados (55 °C, 10 min) e as reagdes iniciadas pela adi¢ao
de dois pedacos de raios-X (~0,225 g). As incubagdes (55 °C) foram realizadas até a
completa remogéo da camada de emulséo gelatina-prata. A temperatura de ensaio, o
pH do tamp3ao e a adicdo de Ca?* basearam-se na atividade 6tima e na estabilidade
térmica da protease bruta de Bacillus sp. CL14 (Lermen et al., 2023). Nos testes em
branco e nos controles, a enzima (ou suas diluicoes) foi substituida por tampao e pela
protease bruta inativada termicamente (100 °C, 10 min), respectivamente. Todos os
testes foram realizados em triplicatas.

A reutilizacao da protease também foi avaliada a 55 °C. Apds a remogéao
completa da gelatina (ciclo 1), as bases de PET dos filmes foram retiradas e dois
novos pedacos de filme de raios-X foram adicionados a mistura reacional restante
(iniciando o ciclo 2). A incubagéao prosseguiu até que a remogao completa da gelatina
fosse observada, e esse procedimento foi repetido até o 5° ciclo. O tempo (min)
necessario para a remocao da gelatina em cada ciclo foi registrado (Cavello et al.,

2013). Os testes de reuso foram realizados em triplicatas.

3.5 PRODUCAO DE HIDROLISADOS DE SUBSTRATOS DE ORIGEM ANIMAL

Penas moidas, FPH, FS, FCO e FV foram utilizados como substratos proteicos.
Para a obtencdo das penas moidas, penas brancas de frango (obtidas junto a
abatedouro) foram inicialmente tratadas com etanol 95% (1:3, m/v; 1 h) para remogao
de gorduras, lavadas com agua destilada, submetidas a secagem em estufa (60 °C;
24 h) e entéo processadas utilizando moinho analitico.

Os substratos restantes (FPH, FS, FCO e FV) foram tratados com etanol 95%
(1:3, m/v), por 1 h sob agitagéo, para eliminar gorduras e concentrar proteinas. Apos
centrifugagéo (10.000 x g, 30 min), o precipitado foi coletado, submetido a novo
tratamento com etanol, e entdo centrifugado. Os precipitados finais, apds secagem
(50 °C, 24 h), foram usados nos experimentos de hidrdlise (Silva; Castro, 2020).

As hidrélises ocorreram em frascos Erlenmeyer (125 mL), contendo 23,75 mL
de tampé&o Tris-HCI (100 mM; pH 9,0; 5 mM CaClz2) e um dos substratos (20 g/L). Apos
pré-incubacao (55 °C, 20 min) para estabilizagdo da temperatura, as hidrélises foram

iniciadas pela adigdo de 1,25 mL de protease bruta (5%, V/Viotai; 2.900 U/mL). As
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reacdes foram realizadas a 55 °C, sob agitagdo reciproca constante, por 4 h. Os
frascos foram ent&o sacrificados em triplicatas e seus conteudos submetidos a fervura
para encerrar as reag¢des. Apos resfriamento e centrifugacéo (10.000 x g, 50 min), os
sobrenadantes (denominados de hidrolisados) foram coletados e avaliados quanto a
concentragcado de proteinas soluveis e atividades antioxidantes in vitro. Os controles
foram realizados da mesma forma, exceto pela utilizacdo da protease bruta inativada
termicamente (100 °C, 10 min).

O substrato mais promissor, em termos de atividades antioxidantes dos
hidrolisados resultantes, foi selecionado para avaliar o processo de hidrolise e as
atividades antioxidantes em fungdo do tempo de hidrélise e da relacdo enzima-
substrato (E/S; U/g substrato). O substrato (0,5 g) foi adicionado de tampao Tris-HCI
de modo a atingir concentragao de 20 g/L (concentracdo final apds a adicdo da
enzima). Seguindo-se a pré-incubagao, as reac¢des foram iniciadas pela adi¢cao de
3.625 ou 1.740 U da protease bruta (equivalentes a relagdes E/S de 7.250 e 3.480 U/g
substrato). As reag¢des foram realizadas a 55 °C por diferentes periodos (0, 15, 30, 60,
90, 120, 180, 240, 300, 360 min; t0-t360). Em cada tempo, frascos Erlenmeyer foram
sacrificados em triplicatas e processados (fervidos, resfriados e centrifugados)
conforme descrito no paragrafo anterior. Os sobrenadantes resultantes (hidrolisados)

foram coletados para determinagdes de proteina soluvel e atividades antioxidantes.

3.5.1 Determinagao de proteina soluvel e atividades antioxidantes

3.5.1.1 Determinacgéo de proteinas soluveis

Para estas determinacdes, utilizou-se o método de Lowry et al. (1951).
Inicialmente, preparou-se as solugbes “A” [carbonato de sddio (20 g/L), tartarato de
sédio e potassio (0,2 g/L), dissolvidos em NaOH (2 M; 50 mL/L)] e “B” [sulfato de cobre
(5 g/L)], para obter a solugao “C” (“A”:"B”; 50:1).

Apos adicionar 100 uL dos hidrolisados/controles e 2,5 mL da solugéao “C” em
tubos de ensaio, esta mistura foi incubada por 15 min (no escuro). Adicionou-se 300
ML do reagente de Folin-Ciocalteu (1 N) e, apds incubagéo por 30 min (no escuro), a
Abs foi mensurada a 750 nm. Testes em branco foram realizados usando agua

destilada (100 pyL) em substituicdo as amostras. Curva padrdo de albumina sérica
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bovina (1 mg/mL) foi preparada para interpretacdo dos valores de Abs, sendo os

resultados expressos como mg proteina/mL.

3.5.1.2 Determinagéo de atividades antioxidantes in vitro

As atividades antioxidantes foram avaliadas usando quatro ensaios, realizados
conforme Hoffmann et al. (2024). A captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) foi avaliada adicionando-se 25 uL de amostra (hidrolisados/controles) a 1 mL
de radical DPPH (60 uM, em metanol). Apds incubagdo (12 h) em temperatura
ambiente e em local escuro, mensurou-se a Abs a 517 nm. Brancos foram
confeccionados substituindo a amostra por agua destilada.

Para os testes de captura do radical 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS), este radical foi preparado misturando-se 5 mL de solugdo de ABTS
(7 mM) e 88 pL de solucdo de persulfato de potassio (140 mM). Esta mistura foi
incubada por 12-16 h em temperatura ambiente e em local escuro antes do uso. A
solugédo do radical foi entdo diluida com tampao fosfato salino (5 mM; pH 7,4) até
atingir Abs de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Nos ensaios, 1 mL do radical ABTS foi adicionado
a 10 pyL de amostra (hidrolisados/controles) e, apos 10 min de incubagdo em
temperatura ambiente em local escuro, a Abs a 734 nm foi mensurada. Brancos foram
confeccionados adicionando-se agua destilada em substituicdo as amostras.

Nos ensaios com os radicais DPPH e ABTS, os resultados de Abs foram

empregados para calcular a porcentagem de eliminagao dos respectivos radicais:

Captura do radical (%) = [(AbSbranco - AbSamostra) / AbSbranco] x 100.

A capacidade de quelagdo de ions ferrosos (Fe?*) foi avaliada pelo método da
ferrozina. Nestes ensaios, 100 pL de amostra (hidrolisados/controles) foram
misturados a 3,7 mL de agua destilada e 100 yL de sulfato ferroso (2 mM). Seguindo-
se incubagdo por 5 min, 200 uL de ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-bis-(4-acido fenil
sulfénico)-1,2,4-triazina; 5 mM) foram adicionados. Apdés 10 min, a Abs a 562 foi
mensurada. Brancos foram confeccionados adicionando-se agua destilada em
substituicdo as amostras. Os resultados de Abs foram empregados para calcular a

porcentagem de quelagdo de Fe?*:

Capacidade quelante (%) = [(AbSbranco — AbSamostra) / AbSbranco] % 100.
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O potencial antioxidante também foi avaliado através da capacidade de
reducao do ferricianeto de potassio. Para tanto, adicionou-se 2,5 mL de tampao
fosfato de sodio (200 mM; pH 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio (10 g/L) a 1 mL
de amostra (hidrolisados/controles). Seguindo-se incubacédo a 50 °C (20 min) e a
adicdo de 2,5 mL de acido tricloroacético (TCA; 100 g/L), esta mistura foi entédo
centrifugada (3.000 x g; 10 min). Aos sobrenadantes resultantes (2,5 mL) foram
adicionados 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico (1 g/L). Na
sequéncia, mensurou-se a Abs a 700 nm (Abs700) em espectrofotdmetro. Brancos
foram confeccionados usando agua destilada em substituicdo as amostras. Os

resultados de Abs foram usados para calcular o poder redutor:

Poder redutor (Abs700) = (AbSamostra — AbSbranco)

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das replicatas sao apresentados como média * desvio padrao.
Comparacbes entre médias foram realizadas por meio de andlise de variancia,
seguida pelo teste de Tukey, e as médias foram consideradas distintas se p < 0,05.
No caso de comparagdes entre médias de hidrolisados e controles obtidos em tempo
fixo de hidrélise, utilizou-se o teste t de Student, e as médias foram consideradas

distintas se p < 0.05.
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4.1 PRODUGCAO DE PROTEASE POR BACILLUS SP. CL14

37

A producédo de enzimas proteoliticas por Bacillus sp. CL14 foi inicialmente

avaliada utilizando 19 substratos organicos (Fig. 1). Em meio contendo peptona como

substrato-controle, a maxima producgéo ocorreu no 4° dia (d4) de cultivo (894,2 U/mL).

Figura 1 - Producao de protease por Bacillus sp. CL14 com diferentes substratos (10
g/L), em comparacao com peptona (controle).

(A) substratos com produgéo inferior a peptona.

(B) substratos com producéao similar ou superior a peptona.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).




38

Em comparagado a peptona, produgdes maximas inferiores (p < 0,05) foram
detectadas com os substratos farinha de centeio (19,2 U/mL, d4), farelo de trigo (20,5
U/mL, d3), farelo de milho (49,5 U/mL, d4), levedura residual de cervejaria (113,6
U/mL, d3), escamas de peixe (124,3 U/mL, d6), farelo de aveia (166,4 U/mL, d4),
farinha de carne e ossos (176,0 U/mL, d5), farinha de sangue (217,8 U/mL, d5), farinha
de cascas de maracuja (233,1 U/mL, d5), farinha de visceras (250,9 U/mL, d4), farelo
de girassol (5685,4 U/mL, d3), bagaco de malte (611,9 U/mL, d6), farelo de arroz (648,2
U/mL, d2) e farelo de soja (694,1 U/mL, d2) (Fig. 1A).

No meio contendo levedura seca inativa, a produgéo de proteases (842,2-883,1
U/mL, d5-d6) foi comparavel (p > 0,05) aquela com peptona (Fig. 1B). Em estudo
prévio, este substrato de baixo custo foi usado como uma das fontes de nitrogénio
para a producao de 3-galactosidade por Lactobacillus reuteri B-14171, em substituicao
ao extrato de levedura (Gomes et al., 2018). O uso de leveduras secas inativas como
fonte de nitrogénio foi adequado a produgédo de amilase por Laceyella sacchari P43
(Khetkorn et al., 2024) e de quitosanase por Comamonas koreensis HANWOO (Kim
et al. 2018). Contudo, aparentemente ndo ha relatos do uso deste substrato na
obtencao de proteases microbianas.

Producdes de protease superiores a peptona (p < 0,05) foram mensuradas nos
SmF com farinha de penas hidrolisadas (1.530,1 U/mL, d5), farinha de linhaca
(1.899,4 U/mL, d5) e farelo de canola (1.976,8 U/mL, d5) (Fig. 1B). As maximas
producdes com farelo de canola e farinha de linhaga foram similares entre si (p > 0,05),
mas superiores aquela detectada com farinha de penas hidrolisadas (p < 0,05).

Os substratos que resultaram nas maiores producdes de protease sao
amplamente disponiveis. Por exemplo, a producao de farinha de penas hidrolisadas,
considerando somente o Brasil e os Estados Unidos, atinge aproximadamente 1,1
milhdo de toneladas por ano (ABRA, 2024; Downing, 2024). A producdo mundial de
linhaga é de 4 milhdes de toneladas anuais (Selge et al., 2024), e cerca de 39 milhdes
de toneladas de farelo de canola sao geradas anualmente (Wongsirichot et al., 2022).

O uso destes substratos para a producao de proteases microbianas vem sendo
descrito. Alahyaribeik et al. (2020) verificaram que a farinha de penas foi apropriada
para a producao de proteases, via SmF, por Bacillus pumilus PTCC 1733, Geobacillus
stearothermophilus PTCC 1713, Rhodococcus erythropolis PTCC 1767 e Bacillus

licheniformis. Este substrato foi selecionado para a obtengcao de enzimas proteoliticas
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de Pseudomonas aeruginosa YK17 (Moonnee et al., 2021), Ochrobactrum
intermedium NKIS 1 (Sharma; Kango, 2021), Bacillus velezensis HFS_F2 (Saravanan
et al., 2024) e Aspergillus sp. (Correia et al., 2024b), por meio de SmF.

Ja o farelo de canola e a farinha de linhaga parecem ser mais avaliados como
substratos na producéo de proteases microbianas via SSF. Neste modo de cultivo, o
farelo de canola foi reportado, por exemplo, na obtencao de enzimas proteoliticas de
Aspergillus oryzae CCBP 001 (Freitas et al., 2015), Penicillium camemberti AM83
(Boratynski et al., 2018) e Yarrowia lipolytica CDBB-L-232 (Lopez-Truijillo et al., 2023).
A farinha de linhaga foi usada como um dos substratos para a produgao de proteases
por Streptomyces rochei NAM-19 (EI-Shazly et al., 2024).

Considerando estudos com cultivos do tipo SmF, o farelo de canola sustentou
a producao de proteases por Bacillus subtilis 3—10, que foi cinco vezes superior do
que aquela detectada com peptona (Jin et al., 2014). Contudo, Mukhtar; Haq (2013)
observaram que a producao de proteases por Bacillus subtilis IH-72 com farelo de
canola representou 52% daquela obtida com farelo de soja (melhor substrato). Bacillus
subtilis B22 foi capaz de produzir proteases com farelo de linhaca; no entanto, a
producéo foi 13% inferior aquela com o melhor substrato (torta de amendoim)
(Elumalai et al., 2020). Ja Nadeem et al. (2024) reportaram rendimentos enzimaticos
60% inferiores com o uso de farelo de linhaga durante SmF com Asperqgillus viridi
FCBP-SF-1033, em comparagéo com cascas de banana (melhor substrato).

O farelo de canola foi entdo selecionado para dar continuidade as
investigacdes, considerando o0 menor custo e a maior disponibilidade em relagao a
farinha de linhaga. Neste sentido, cabe notar que a canola tem aumentado de
importancia como cultura de inverno no Rio Grande do Sul (RS), com cerca de 151,7
mil ha cultivados em 2024. As regides Noroeste e Missdes, na zona de abrangéncia
da UFFS, representam aproximadamente 60% da area cultivada, com producao de
142 mil toneladas (EMATER/RS, 2024). Ademais, nestas regides situam-se as
principais industrias de processamento e extracido de 6leo de canola no Estado, o que
viabiliza elevadas quantidades de farelo de canola produzido localmente.

A elevagéao da quantidade de farelo de canola (20, 30, 40 e 50 g/L) resultou em
maiores producdes de protease (p < 0,05) em comparagao aquela observada nos
cultivos iniciais (10 g/L) (Fig. 2). O pico de produgao foi observado com 30 g/L de farelo
de canola (d4; 2.950,4 U/mL), e rendimento similar (p > 0,05) foi mensurado em

cultivos realizados com 40 g/L deste substrato (d4; 2.811,6 U/mL).
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Figura 2 - Produgao de protease por Bacillus sp. CL14 durante SmF em meios com
diferentes concentracdes de farelo de canola.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

E possivel inferir que as menores concentracdes de farelo de canola (10 e 20
g/L) tenham representado limitacdes nutricionais ao crescimento microbiano e a
producao de proteases (Pal et al., 2021). Ja a tendéncia de redugdo na producéo de
enzimas proteoliticas, observada na maior concentragdo de substrato, pode estar
relacionada, por exemplo, ao incremento da viscosidade do meio, o que torna menos
eficiente a transferéncia de massa, limitando assim a disponibilidade de oxigénio para
os microrganismos (Clerici et al., 2021; Sisa et al., 2023).

A maxima produgao de protease com 30 g/L de farelo de canola (d4) foi 49%
superior aquela mensurada com 10 g/L deste substrato (d5) (Fig. 2), ou seja, maiores
rendimentos enzimaticos foram obtidos com menor tempo de cultivo. Assim, a
concentracédo de 30 g/L de farelo de canola foi fixada para avaliar os efeitos de
diferentes cosubstratos (5 g/L) sobre a produgéo de protease.

Os cosubstratos investigados foram aqueles mais promissores, excetuando-se
o farelo de canola (Fig. 1). Observou-se que a adigao de farelo de arroz, farelo de
girassol, farelo de soja, levedura seca inativa, farinha de penas hidrolisadas, farinha
de linhaga ou bagago de malte ao farelo de canola néo elevou a produg¢ao de enzimas

proteoliticas protease por Bacillus sp. CL14 (Fig. 3).
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Figura 3 - Producédo de protease por Bacillus sp. CL14 durante SmF em meios
contendo farelo de canola (30 g/L) adicionado de diferentes cosubstratos (5 g/L).
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Em investigacbes anteriores, a combinagdo de diferentes biomassas
demonstrou incrementar a produgao de proteases por representantes do género
Bacillus. Nesta perspectiva, os substratos distintos serviriam para um melhor equilibrio
nutricional, superando potenciais limitacdes observadas durante cultivos realizados
com substratos unicos (Singh; Bajaj, 2015; Bhange et al., 2016; He et al., 2022; Xie et
al., 2022; Bernardo et al., 2023), o que aparentemente nao ocorreu no presente estudo
(Fig. 3). Além dos aspectos nutricionais, ha também que considerar potenciais efeitos
da adicao dos cosubstratos sobre a viscosidade do meio, como acima indicado.

Os resultados obtidos (Fig. 1-3), somados aqueles de investigagbes prévias,
reforcam o carater fundamental da avaliagdo de diferentes substratos para
incrementar os rendimentos de protease, visto que ndo ha meio de cultura universal
que resulte na maxima producao destas enzimas por diferentes microrganismos
(Kasana et al., 2011). Neste sentido, o farelo de canola (30 g/L) foi utilizado como
substrato unico nos SmF visando obter a protease bruta de Bacillus sp. CL14, para

entdo averiguar seus potenciais aplicagoes.
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4.2 DEGELATINIZAGAO DE FILMES DE RAIOS-X

A aplicagao da protease bruta foi inicialmente avaliada quanto a habilidade de
degradar a camada de gelatina contida em filmes de raios-X residuais. Os resultados

s&o apresentados na Fig. 4.

Figura 4 - Tratamento de filmes de raios-X residuais com a protease bruta de Bacillus
sp. CL14.
(A) Remocao da camada de gelatina dos filmes com tampao (i), protease bruta inativa (ii)
e protease bruta ativa por 2 min (iii) € 4 min (iv).
(B) Coloracao dos meios reacionais antes (a, ¢, ) e apos (b, d, f) cinco ciclos de tratamento
com tampao (a, b), protease bruta inativa (c, d) e protease bruta ativa (e, f).
(C) Efeito da diluicao da protease bruta e dos ciclos de reutilizagdo sobre o tempo para a
remogao de gelatina.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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A protease bruta e suas diluigdes (4:1, 1:1, 1:4) demonstraram capacidade de
remover, de forma efetiva, a emulsdo gelatina-prata dos filmes. O tratamento
enzimatico resultou na base polimérica (PET) limpa (Fig. 4A, iv) e em aumentos
correspondentes na turbidez do meio reacional com a liberacédo de 6xido de prata, de
coloracao preta (Fig. 4B, f), sendo que isto n&o ocorreu nos testes em branco (tampao)
e nos controles (enzima inativa).

No primeiro ciclo de reagdo, a remogcao completa da gelatina pela protease
bruta ocorreu apos 4 min de incubacgao (Fig. 4C). Em estudos prévios, a remogéao da
gelatina ocorreu apés 120 min de tratamento (80 °C, pH 8,4) com uma protease
parcialmente purificada de Bacillus cereus (Thomas et al., 2020) e apds 40 min (40
°C, pH 8,0) com uma protease bruta de Bacillus brevis (Qamar et al., 2020).

A degradagédo da gelatina ocorreu em 15 min (37 °C) usando a protease bruta
de Bacillus subtilis A4 (Keshapaga et al., 2023) e em 6 min (60 °C, pH 9,0) com a
protease bruta de Purpureocillium lilacinum LPS # 876 (Cavello et al., 2013). Ja para
a protease bruta de Bacillus licheniformis KBDL4 foram necessarias 24 h (37 °C) para
completa remogéao (Pathak; Deshmukh, 2012).

A eficacia do processo diminuiu conforme a diluicdo da enzima aumentou,
sendo que as remogdes completas foram observadas aos 4,5 min, 6,5 min e 7,8 min
nas diluicoes 4:1, 1:1 e 1:4, respectivamente (Fig. 4C). Este comportamento, também
observado em outros estudos, esta relacionado a menor concentragcao inicial de
biocatalisador (Shankar et al., 2010; Engidayehu; Sahu, 2020).

Ainda, a protease bruta e suas diluigdes continuaram a degradar a camada de
gelatina até o 5° ciclo avaliado, embora o tempo necessario para a remogao da
gelatina tenha aumentado em cada ciclo subsequente (Fig. 4C). Tal fenémeno,
anteriormente reportado, sugere que a protease tenha sido parcialmente desnaturada
e/ou que a preparacao enzimatica tenha sofrido inibicao pelos produtos liberados pela
hidrélise (Masui et al., 1999; Shankar et al., 2010).

Especificamente, a protease bruta levou 4,8, 6,2, 7,5 € 12 min para a remogao
completa da camada de gelatina-prata no 2°, 3°, 4° e 5° ciclos, respectivamente (Fig.
3C). Hamza (2017) indicou que a protease bruta de Bacillus sp. THZ14 foi capaz de
digerir a camada de gelatina por quatro ciclos subsequentes (40 °C), levando 40 min
no 1° ciclo e 119 min no 4° ciclo. A protease de Purpureocillium lilacinum LPS # 876

removeu de forma efetiva a gelatina de filmes de raios-X (60 °C) em 15 min no 2° ciclo,
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23 min no 3° ciclo, e resultando em remocao incompleta apés 45 min no 4° ciclo
(Cavello et al., 2013). Estes ultimos autores reportaram que o uso de glicerol como
agente protetor contra a desnaturagao térmica permitiu o reuso da enzima até o 7°
ciclo (32 min). No presente estudo, utilizou-se Ca?* para a estabilizagdo térmica da
protease bruta (Lermen et al., 2023).

Neste cenario, os resultados (Fig. 4) permitem sugerir que a protease bruta de
Bacillus sp. CL14 foi eficaz na recuperagao de prata e da base plastica a partir de
filmes de raios-X. Este processo representa uma abordagem segura, ecolégica e
econdmica para este fim, em comparagéo aos processos tradicionais (Bhavikatti et al.,
2020; Mahmood et al., 2022). Além disso, como ja demonstrado, a imobilizacdo da
enzima pode ser explorada visando aprimorar a estabilidade e a reutilizagcdo do

biocatalisador para a recuperacgao de prata (Asgher et al., 2018; Qamar et al., 2020).

4.3 PRODUGAO DE HIDROLISADOS A PARTIR DE SUBPRODUTOS ANIMAIS

No Brasil, cerca de 6 bilhdes de frangos sdo abatidos anualmente (IBGE, 2024).
Considerando que o abate de 165 mil aves origina 18,5 toneladas de penas (IPEA,
2012), isso indica que 670 mil toneladas de penas sao produzidas como residuo no
pais. Usualmente, as penas sao enviadas a graxarias para processamento
hidrotérmico sob pressao, dando origem a FPH (Ferreira et al., 2018).

Graxarias também processam, de modo similar, outros subprodutos de
abatedouros. No contexto nacional, 3,8 milhdes de toneladas de farinhas animais
foram geradas em 2023. Deste total, FCO, FV, FPH e FS representaram 60,4, 18,7,
16,0, e 3,4%, respectivamente (ABRA, 2024). Esses materiais possuem altos teores
proteicos, de cerca de 80-90% nas penas (Cunha et al., 2023) e também na FPH e
FS, atingindo 60-65% na FV, e 45-65% na FCO (Kerr et al., 2017; Silva; Castro, 2020;
Ferreira et al., 2024; Hussain et al., 2024).

Farinhas animais apresentam baixo custo, sendo usadas em ra¢gdes animais, o
que contribui para a sustentabilidade da produg¢ao animal (Ferreira et al., 2018). No
entanto, versatilidade e aplicabilidade superiores, com maior agregacao de valor no
contexto de uma economia circular, pode ser alcangada por meio de abordagens de
biorrefinaria. Nesta l6gica enquadra-se a bioconversdo enzimatica das penas e das
farinhas de origem animal em hidrolisados proteicos antioxidantes (Jeampakdee et al.,
2020; Alves et al., 2021).
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Assim, avaliou-se a habilidade da protease bruta de Bacillus sp. CL14 em
hidrolisar penas moidas, FPH, FS, FCO e FV. Apds 4 h de incubagao, maiores teores
de proteina soluvel foram observados nos tratamentos com a protease bruta, em

comparagao com a protease bruta inativa (p < 0,05) (Fig. 5A).

Figura 5 - Proteina soluvel e potencial antioxidante in vitro em hidrolisados de penas
moidas e de farinhas de origem animal, e seus respectivos controles.
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Nota: Em cada painel, o asterisco (*) indica diferencgas significativas entre hidrolisados
e seus respectivos controles (p < 0,05). FPH: farinha de penas hidrolisadas; FS:
farinha de sangue; FCO: farinha de carne e ossos; FV: farinha de visceras.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Portanto, embora proteinas soluveis estejam presentes nos substratos
investigados, a protease bruta foi capaz de hidrolisar essas biomassas proteicas,
liberando peptideos de menor massa molecular que permaneceram em solug¢ao (Doan
et al., 2022).

Foi possivel notar que as penas moidas apresentaram menor concentragao de
proteinas soluveis em comparagao a FPH, tanto nos controles quanto nos hidrolisados
(Fig. 5A). Isso se deve ao tratamento industrial empregado para a producédo da FPH.
O processamento hidrotérmico (170 °C, ~304 kPa) desestabiliza as proteinas
(queratinas) que constituem as penas, rompendo pontes dissulfeto e liberando
proteinas soluveis (Moritz et al., 2001; Machado et al., 2021). Esta descaracterizagao
estrutural das penas também é fundamental para processos de hidrélise enzimatica,
pois aumenta a acessibilidade e a interacdo das proteases com o substrato e sitios de
hidrélise (Kaewsalud et al., 2023).

As atividades antioxidantes também foram superiores apds a hidrolise (4 h) com
a protease bruta em comparagdo aos controles (p < 0,05), indicando que tais
aumentos estiveram relacionados aos peptideos liberados (Ketnawa et al., 2016). Nos
ensaios com o radical ABTS, as porcentagens de eliminagdo deste radical atingiram
23,5, 44,6, 56,9, 63,8 e 65,9% nos hidrolisados de penas moidas, FCO, FS, FPH e
FV, respectivamente, enquanto que eliminagdes de 9,5, 32,1, 14,2, 21,9 e 23,7%
foram detectadas nos respectivos controles (Fig. 5B).

Quanto aos testes com o radical DPPH, os hidrolisados apresentaram maiores
capacidades de eliminacao deste radical (p < 0,05) em comparagao com os controles
(9,2 vs. 3,9% com penas moidas; 42,1 vs. 24,6% com FPH; 30,1 vs. 16,4% com FS;
45,3 vs. 39,8% com FCO; e 40,6 vs. 20,5% com FV) (Fig. 5C). Em conjunto, os testes
de captura de radicais (ABTS e DPPH) indicam que os peptideos liberados dos
substratos pela acao da protease bruta possuem maior habilidade de transferéncia de
elétrons e/ou de atomos de hidrogénio capazes de neutralizar radicais livres
(Munteanu; Apetrei, 2021).

A capacidade quelante de Fe?* dos substratos de origem animal também foi
beneficiada pela hidrélise (p < 0,05). Especificamente, a quelagéo nos controles de
penas moidas, FPH, FS, FCO e FV (5,6, 23,5, 29,2, 27,1 e 21,2%, respectivamente)
foi aumentada para 15,0, 31,9, 37,0, 33,8 e 37,4% (Fig. 5D). Além da eliminacao de

radicais livres, a capacidade de quelar ions metalicos pré-oxidantes € uma
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propriedade importante dos hidrolisados proteicos. Os ions ferrosos, por exemplo,
estimulam a oxidacao de lipidios e catalisam a geragao de radicais reativos. Portanto,
por meio da quelacéo, os antioxidantes previnem ou retardam a peroxidagéo lipidica
induzida direta e/ou indiretamente por tais ions metalicos (Shahidi; Zhong, 2015).

A hidrolise também incrementou a habilidade de reduzir Fe3* a Fe?* (p < 0,05),
visto que os hidrolisados de penas moidas, FPH, FS, FCO e FV apresentaram maior
poder redutor (0,205, 0,701, 0,303, 0,632 e 0,709 Abs700) do que os respectivos
controles (0,051, 0,332, 0,065, 0,458 e 0,359 Abs700) (Fig. S5E). Isso reforca a
capacidade de doacédo de elétrons como um dos mecanismos antioxidantes dos
peptideos liberados pela hidrolise enzimatica (Munteanu; Apetrei, 2021). Tal atividade,
por exemplo, pode contribuir para reduzir intermediarios oxidados do processo de
peroxidagao lipidica (Vogel et al., 2023).

Recentemente, hidrolisados com potencial antioxidante, avaliado por meio da
captura de radicais e redugédo de Fe3*, foram obtidos a partir da FV usando uma
mistura das proteases comerciais Alcalase (de Bacillus licheniformis) e Flavourzyme
(de Aspergillus oryzae) (Amaral; Castro, 2024). Hidrolisados de FPH (Hong et al.,
2022) e de farinha de sangue (Alves et al., 2021), obtidos com Alcalase, também
apresentaram tais capacidades antioxidantes. A eliminacdo dos radicais ABTS e
DPPH foi reportado para hidrolisados de farinha de ossos obtidos com uma protease
comercial (Zheng et al., 2021).

Proteases microbianas alternativas, ndo disponiveis no mercado, também vém
sendo avaliadas na produgdo de hidrolisados proteicos bioativos a partir de
subprodutos animais. Uma protease de Anoxybacillus caldiproteolyticus (expressa
intracelularmente em Escherichia coli) hidrolisou com sucesso o colageno extraido de
0sso0s bovinos, e os hidrolisados exibiram propriedades de captura de radicais (Cheng
et al., 2021b). A capacidade antioxidante de hidrolisados de gelatina (extraida da
cauda de atum albacora) obtidos com uma protease de Bacillus subtilis foi
demonstrada por meio da captura do radical DPPH (Sisa et al., 2024).

A neutralizagdo do radical DPPH e a atividade quelante de Fe?* foram
superiores, em comparacdo com controles ndo hidrolisados, apds o tratamento de
subprodutos de frango com uma protease parcialmente purificada de Bacillus
siamensis F2 (Rathod et al., 2024). A hidrélise de penas autoclavadas e moidas com
proteases de Bacillus sp. P45 (Cunha et al., 2023) e Bacillus haynesii ALW2 (Emran

et al., 2020b) também originou hidrolisados com a habilidade de neutralizar radicais.



48

Neste contexto, os resultados (Fig. 5) sugerem que a protease bruta de Bacillus
sp. CL14 pode ser particularmente apropriada para a obtencdo de hidrolisados
antioxidantes a partir de farinhas animais oriundas de graxarias. Isto reforca a
relevancia da prospeccéo de proteases microbianas para a obtengao de peptideos
bioativos. Ainda, a hidrolise enzimatica de tais farinhas representa uma estratégia
promissora para fomentar o crescimento sustentavel e a eficiéncia econdmica da
industria da carne, beneficiando a qualidade ambiental (Brandelli; Daroit, 2024).

Considerando as maiores elevagdes nas atividades antioxidantes mensuradas
nos hidrolisados de farinha de visceras (em comparagdo com os controles; Fig. 5),
este substrato foi selecionado para avaliar o efeito do tempo de hidrdlise, em duas
E/S, sobre a liberagao de proteina soluvel e o potencial antioxidante. A maior E/S
(7.250 U/g) foi semelhante aquela dos experimentos de hidrolise anteriores (Fig. 5).

Aumentos mais acentuados na concentracao de proteina soluvel ocorreram nos
periodos iniciais de hidrdlise, mas as taxas de liberagcdo diminuiram em tempos de
hidrolise mais longos (Fig. 6A). Isso € comumente relatado durante a producéo de
hidrolisados proteicos, refletindo a maior abundancia de ligagdes peptidicas clivaveis
no substrato; no entanto, menor numero de ligagdes peptidicas ficam disponiveis a
medida que a enzimolise continua diminuindo assim as taxas de hidrdlise (Doan et al.,
2022; Lermen et al., 2023).

Quanto as diferentes E/S, a concentracao reduzida de protease (menor E/S)
retardou a liberacao de proteinas soluveis até 240, em comparagdo com a maior E/S
(p < 0,05) (Fig. 6A). Portanto, pode-se indicar que, em t15-t240, os conteudos de
proteina soluvel foram afetados principalmente pela concentragao de protease, ou
seja, uma maior disponibilidade de sitios cataliticos de enzimas (maior E/S) levou a
uma hidrélise mais rapida das ligagdes peptidicas (Cunha et al., 2023; Amaral; Castro,
2024). No entanto, os conteudos de proteina soluvel foram semelhantes (p > 0,05)
entre ambas as E/S em t300-t360 (Fig. 6A), sugerindo que a maxima concentragao de
proteinas soluveis nos hidrolisados foi determinada pela exaustdo de ligacoes
peptidicas acessiveis no substrato (Hoffmann et al., 2024).
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Figura 6 - Hidrélise de farinha de visceras (FV) pela protease bruta de Bacillus sp.
CL14 em fungéo do tempo e relacéo E/S (e, 7.250 U/g; o, 3.480 U/g).
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As atividades antioxidantes in vitro dos hidrolisados de farinha de visceras
foram entdo avaliadas. A eliminagao de radicais ABTS pelos hidrolisados produzidos
com E/S mais alta aumentou de 25,4% (t0) para 48,9% em t60, 56,8% em t120 e
atingiu 64,9-67,8% em t240-t360 (Fig. 6B). Em hidrolisados obtidos com E/S mais
baixa, a eliminagdo em t0 (22,9%) foi aumentada para 36,9% (t60), 47,0% (t120) e
61,1-64,1% em (t300-t360). Potenciais superiores de neutralizagdo do radical ABTS
(p < 0,05) foram geralmente detectados nos hidrolisados produzidos com E/S mais
alta (t15-t300), exceto para aqueles obtidos em t360, cujo potencial de neutralizagédo
foi analogo (p > 0,05) entre as E/S (Fig. 6B).

A eliminacao de radicais DPPH pelos hidrolisados obtidos € apresentada na
Fig. 6C. Com a E/S mais alta, as atividades antioxidantes maximas foram observadas
em t180-t360 (40,2-43,1%), em comparagao com t0 (21,1%). Em t15-t120, as capturas
do radical DPPH pelos hidrolisados produzidos com a maior E/S foram superiores
aquelas observadas nos hidrolisados produzidos com a E/S mais baixa (p < 0,05); no
entanto, em t180-t360, as taxas de captura foram semelhantes (p > 0,05) entre E/S.

A atividade quelante de Fe?* da farinha de visceras nao hidrolisada (19,1%; t0)
foi aumentada durante a hidrélise. Para hidrolisados obtidos com a E/S mais alta, a
quelagao atingiu 28,6% (t60), 34,9% (t180) e 41,4-42,5% (t300-t360) (Fig. 6D).
Capacidades quelantes comparativamente menores (p > 0,05) foram mensuradas em
hidrolisados produzidos com E/S mais baixa, atingindo 24,3% (t60), 28,9% (t180) e
32,1-34,5% (t240-t360).

Em relacéo ao poder redutor, a capacidade dos hidrolisados obtidos com a E/S
mais alta em reduzir Fe3* a Fe?* foi aumentada de 0,338 Abs700 (t0) para 0,579
Abs700 em t60 e para 0,723-0,733 Abs700 em t240-t300 (Fig. 6E). Usando a E/S mais
baixa, o poder redutor da farinha de visceras nao hidrolisada (0,309 Abs700; t0) foi
elevado para 0,402 Abs700 (t60) e 0,595-0,617 Abs700 (t240-t300). Em t360, os
valores obtidos nao foram diferentes (p > 0,05) entre as E/S.

As atividades antioxidantes e os conteudos de proteina soluvel dos hidrolisados
aparentaram-se aparentemente relacionados (Fig. 6). O tempo de hidrdlise e a E/S
sao reconhecidos como parametros de importantes no processo de producido de
hidrolisados proteicos bioativos, uma vez que afetam a extensao da protedlise e os
peptideos liberados (Ketnawa et al., 2016; Zhang et al., 2022).

De fato, o potencial antioxidante dos hidrolisados de farinha de visceras

dependeu de ambas as variaveis (Fig. 6B-E), visto que as bioatividades aumentaram
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em funcdo do tempo de processo, mais rapidamente no inicio das hidrélises e
tendendo a se estabilizar em periodos de hidrolise mais longos (particularmente para
a E/S mais alta) (Pramualkijja et al., 2021; Amaral; Castro, 2024).

Para atingir as maximas atividades antioxidantes, a hidrdlise da farinha de
visceras com a E/S mais alta pode ser realizada por 240 min, enquanto periodos
estendidos (t300-t360) foram necessarios com a E/S mais baixa (Fig. 5B-E). Isso é
geralmente observado durante a produgdo de hidrolisados a partir de diferentes
proteinas, uma vez que maiores concentracbes de enzimas atuam acelerando a
liberacdo de peptideos bioativos (Jeampakdee et al., 2020; Hoffmann et al., 2024).

Além dessas variaveis, as enzimas usadas na hidrélise sao cruciais para obter
hidrolisados bioativos, pois determinam os tipos de peptideos liberados (Zhang et al.,
2022; Brandelli; Daroit, 2024). A protease bruta de Bacillus sp. CL14, por exemplo, é
composta principalmente por serino proteases, que sdo endoproteases que hidrolisam
ligacdes peptidicas préximas a residuos de aminoacidos hidrofébicos e/ou aromaticos
(Lermen et al., 2023).

A partir dessa especificidade, espera-se que os peptideos liberados possuam
propriedades hidrofébicas, conforme indicado para a enzima comercial Alcalase, que
possui a mesma especificidade (Tacias-Pascacio et al., 2020). Nesse sentido,
atividades antioxidantes mais elevadas sdo comumente atribuidas a peptideos
contendo aminoacidos hidrofébicos em suas sequéncias, incluindo as regides C-

terminal e N-terminal (Zou et al., 2016).
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5 CONCLUSAO

Bacillus sp. CL14 produziu proteases durante SmF com diversos substratos.
Os rendimentos enzimaticos foram 80,2, 123,6 e 132,8% superiores com FPH, farinha
de linhaga e farelo de canola, respectivamente, em comparagdo com a peptona. A
producdo maxima de protease pela linhagem CL14 ocorreu apos 4 dias de SmF com
30 g/L de farelo de canola. O uso de substratos alternativos é uma abordagem
pertinente para obter biocatalisadores a custos mais baixos.

A enzima bruta foi efetiva na hidrélise da camada de gelatina de filmes de raios
X residuais. A concentracao de protease afetou o tempo de remocéo, que aumentou
com diluicdes mais altas. A remocgao enzimatica foi viavel por pelo menos cinco
rodadas sucessivas; contudo, os tempos de remogao aumentaram em cada ciclo
subsequente. Esse processo, incluindo o reuso da protease, € considerado uma
estratégia barata e ambientalmente correta para a recuperagéo da prata.

Demonstrou-se a hidrolise de cinco substratos ricos em proteina, e os
hidrolisados exibiram atividades antioxidantes. Maiores aumentos na concentragao de
proteina soluvel e na capacidade antioxidante foram detectados em hidrolisados de
farinhas animais oriundas de graxarias. De nosso conhecimento, proteases
microbianas n&o-comerciais ndo foram anteriormente aplicadas na obtengao de
hidrolisados antioxidantes a partir de FS, FCO e FV.

O teor de proteina soluvel e a atividade antioxidante dos hidrolisados de FV
foram afetadas pelo tempo de hidrdlise e pela E/S. Na E/S mais alta (7.250 U/g), os
hidrolisados com as maiores atividades de eliminacao de radicais, quelacdo de Fe?* e
reducdo de Fe3* foram obtidos apds 4 h de hidrélise. Em geral, capacidades
antioxidantes semelhantes podem ser obtidas usando a E/S mais baixa (3.480 U/g),
utilizando tempos de hidrélise mais longos.

A producgao de hidrolisados bioativos por meio de protedlise enzimatica fornece
uma perspectiva interessante para avangos na diregao da valorizagcao das farinhas de
origem animal produzidas em graxarias. Esforcos futuros de pesquisa devem ser
concentrados na separacao e identificacdo dos peptideos antioxidantes contidos nos

hidrolisados de farinha de visceras.
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