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RESUMO
LUANA MAFRA LIMA

PEPTIDASES DE Bacillus sp. PARA A PRODUCAO DE HIDROLISADOS DE
PROTEINA DE SOJA PARA A COSMETICA CAPILAR

Orientador: Alane Beatriz Vermelho

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

As proteinas tém sido utilizadas em produtos cosméticos ha bastante tempo, entretanto, a
utilizacdo de hidrolisados de proteinas de origem vegetal € relativamente recente. Os
hidrolisados podem ser obtidos via hidrélise quimica, onde ha perda total ou parcial de alguns
aminoacidos, ou hidrolise enzimatica, que ocorre em condicbes mais amenas, e vem
substituindo a hidrdlise quimica. Enzimas microbianas comerciais vém ganhando espaco,
entretanto hd poucos esfor¢os na utilizacdo de processos fermentativos na obtencdo de
hidrolisados para cosméticos. Considerando a aplicabilidade dos hidrolisados de soja em
cosméticos e o uso potencial de processos fermentativos para obté-los, o objetivo deste trabalho
foi selecionar uma cepa de Bacillus proteolitico produtora de hidrolisados de soja por
fermentacao. Assim, foram selecionadas 10 amostras da colecéo de cultura de microrganismos
do laboratério Bioinovar quanto seu perfil proteolitico em meio agar caseina. As amostras eram
provenientes de 18 de ovelha e residuos de penas, sendo identificadas como do género Bacillus
(B2, AMR, PP3, ELO6, ELO5 e ELO7) ou sem a identificacdo confirmada (B3, L& P8, Bac.B2
e C2). As amostras foram analisadas, atraves de dosagens e zimografias, quanto a producéo de
peptidases extracelulares e peptideos, obtidos da hidrdlise de proteina de soja por fermentacao.
Para a producéo de hidrolisados, as amostras foram cultivadas em meio contendo proteina de
soja por 5 dias. A concentracdo de peptideos no sobrenadante foi mensurada, sendo as amostras
ELO7, AMR e PP3, apresentando as maiores concentracfes de 4,84, 4,08 e 3,75 mg/mL,
respectivamente. O meio ndo inoculado apresentou alta concentracdo de proteinas (da soja) de
alta massa molecular, e ap6s a fermentacdo com as amostras selecionadas, a quantidade de
proteinas com uma massa superior a 20 kDa (limite de deteccdo do ensaio) reduziu
drasticamente, indicando sua hidrolise. Os hidrolisados EL0O7, AMR e PP3 foram submetidos
ao MALDI-TOF, sendo detectaveis peptideos de baixa massa molecular (até 2 kDa). Todas as
amostras foram avaliadas quanto a presenca e quantidade de aminoacidos, sendo o acido
glutdmico encontrado em quase todas as amostras incluindo o controle negativo. As amostras
AMR e ELO7 aparentaram maiores quantidades de aminoacidos diferentes detectaveis por TLC.
E, todas apresentaram alta concentracdo de aminoacidos totais nos hidrolisados gerados,
destacando-se a amostra ELO7 com concentracdo de 3,47 mg/mL. Em relacdo a presenca de
peptidases, as amostras EL06, ELO7, C2 e PP3 obtiveram os melhores resultados. No
zimograma, as amostras B2, EL06, PP3 e AMR apresentaram um perfil de mdltiplas bandas,
na faixa de 20 a 94 kDa, assim como as amostras B3 e EL05, que apresentaram uma banda com
aproximadamente 7kDa. As amostras Bac.B2, EL07 e C2 apresentaram bandas com massa
molecular superior a 100 kDa, tendo a amostra C2 uma peptidase de alta massa, superior a 200
kDa. A amostra L4P8 ndo apresentou bandas detectaveis nas condi¢cdes do ensaio. Assim,
conclui-se que os hidrolisados produzidos pelas cepas AMR, ELO7 e PP3 apresentaram



potencial para aplicacdo em cosmeticos para cuidados capilares, sendo a cepa ELO7 selecionada
para experimentos posteriores.

Palavras-chave: peptideo hidrolases, microrganismos, hidrolisados de proteina, proteinas de
soja, cosméticos



ABSTRACT

LUANA MAFRA LIMA

PEPTIDASES FROM Bacillus sp. FOR THE PRODUCTION OF SOY PROTEIN
HYDROLYSATES FOR THE CAPILLAR COSMETIC

Orientador: Alane Beatriz Vermelho

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencédo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Proteins have been used in cosmetic products for a long time, however, the use of vegetable
protein hydrolysates is recent. Hydrolysates can be obtained by chemical hydrolysis, where
there is total or partial loss of some amino acids or enzymatic hydrolysis, occurring under milder
conditions and is replacing a chemical hydrolysis. Commercial microbial enzymes have been
conquering space, however, there are few efforts in the use of fermentative processes in
obtaining hydrolysates for cosmetics. Considering the applicability of soy hydrolysates to
cosmetics and the potential use of fermentation processes to obtain them, the objectives of this
work are selected a proteolytic Bacillus strain to hydrolyzate soy bean by fermentation. Thus,
ten samples were selected from the collection of microorganisms of the Bioinovar laboratory,
according their proteolytic profile in casein agar medium. The samples were obtained from
sheep wool and feather residues and were identified as Bacillus (B2, AMR, PP3, EL06, EL05
and ELOQ7) or without confirmed identification (B3, L& P8, Bac.B2 and C2). The samples were
analyzed by means of dosages and zymographs for the production of extracellular peptidases
and peptides obtained from the hydrolysis of soy protein by fermentation. For the production
of hydrolysates, the samples were cultured in medium containing soy protein for 5 days. The
concentration of peptides in the supernatant was measured, being EL07, AMR and PP3, with
the highest concentrations of 4.84, 4.08 and 3.75 mg / mL, respectively. The uninoculated
medium had a high concentration of high molecular weight (soybean) proteins and after
fermentation with the selected samples, the amount of proteins with a mass larger than 20 kDa
(detection limit of the assay) reduced drastically, indicating its hydrolysis. The EL07, AMR and
PP3 hydrolysates were submitted to MALDI-TOF and low molecular mass peptides (up to 2
kDa) were detectable. All samples were evaluated for the presence and amount of amino acids,
with glutamic acid being found in almost all samples including the negative control. AMR and
ELO7 samples showed higher amounts of different amino acids detectable by TLC. And, all
samples had a high concentration of total amino acids in the hydrolysates generated,
highlighting the ELO7 sample with concentration of 3.47 mg/mL. About the presence of
peptidases, EL06, ELO7, C2 and PP3 samples obtained the best results. In the zymogram, the
B2, EL06, PP3 and AMR samples presented a profile of multiple bands in the range of 20 to 94
kDa, as well as B3 and ELO5 samples, which presented a band with approximately 7 kDa. The
Bac.B2, ELO7 and C2 samples presented bands with molecular mass superior to 100 kDa. The
C2 sample got high mass peptidase, superior to 200 kDa. The L&P8 sample had no detectable
bands at the assay conditions. Thereby, it was concluded that the hydrolysates produced by the
AMR, EL07 and PP3 strains had potential for application in cosmetics for hair care. The sample
ELO7 was selected for posterior experiments.

Keywords: peptide hydrolases, microorganisms, protein hydrolysates, soy proteins, cosmetics
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1. INTRODUCAO

1.1 Mercado Cosmético

O Brasil atualmente ocupa a quarta posicao de maior mercado de cosméticos do mundo,
segundo dados do Euromonitor de 2016, representando 7,1 % do consumo mundial (Figura 1).
Dentro desse mercado, o Brasil ocupa o terceiro lugar de maior consumidor mundial no
segmento de produtos para cabelo (Figura 1). O setor de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos (HPPC) é um dos setores de maior destaque na economia brasileira. Em 2014 o
setor cresceu 11%, com faturamento de R$ 101,7 bilhdes, segundo dados da Associacao
Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), contribuindo com 1,8%
do PIB nacional. Pela importancia do setor no Brasil, o Sebrae, a ABDI (Agéncia Brasileira de
Desenvolvimento Industrial) e a ABIHPEC criaram um Portal de Inovagdo em HPPC
(http://www.portalinovacaohppc.com/Web/Institucional/Portal). Este portal objetiva estimular
as empresas atuantes no setor através de informacbes estratégicas sobre tendéncias e
tecnologias. Além disso, o portal disponibiliza informacGes sobre laboratérios, pesquisadores e
prestadores de servicos tecnolégicos em HPPC, incentivando a inovacéo no setor.

Muitos fatores contribuiram para o crescimento vasto do setor, nos quais podemos
destacar: 0 acesso por todas as classes econdmicas, incluindo as classes mais baixas (D e E) aos
produtos do setor; novos individuos na classe C (classe média) comecaram a consumir produtos
relativamente mais caros, ou seja, com maior valor agregado; a crescente participacdo da
mulher brasileira no mercado de trabalho, elevando assim o consumo, afinal, s&o as maiores
consumidoras de cosméticos no mundo. Outros fatores como a utilizacdo de uma alta tecnologia
e 0 consequente aumento da produtividade, lancamentos constantes de produtos atendendo cada
vez mais as necessidades do mercado e aumento da expectativa de vida, levando a uma
necessidade de conservar uma beleza jovial, sdo cruciais para o0 constante crescimento desse
setor, segundo dados da ABIHPEC (2016).

As definicbes de cosméticos, produtos de higiene pessoal e perfumes foram
estabelecidas pela Lei Federal n° 6.360/76 onde o Art.°3 Inciso V define cosméticos como
produtos para uso externo, destinados a prote¢do ou ao embelezamento das diferentes partes do
corpo, tais como pos faciais, talcos, cremes de beleza, creme para as maos e similares, mascaras
faciais, locOes de beleza, solugdes leitosas, cremosas e adstringentes, lo¢des para as méos, bases
de maquilagem e 6leos cosméticos, ruges blushes, batons, 1apis labiais, preparados antissolares,

bronzeadores e simulatorios, rimeis, sombras, delineadores, tinturas capilares, agentes



clareadores de cabelos, preparados para ondular e para alisar cabelos, fixadores de cabelos,
laqués, brilhantinas e similares, lo¢Bes capilares, depilatorios e epilatdrios, preparados para

unhas e outros.
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Figura 1. Mercado mundial de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (Fonte: Euromonitor

International, 2016).

O potencial do mercado de beleza do Brasil vem chamando a atencédo de varias empresas
multinacionais, como a Unilever, Procter & Gamble, L’Oreal, e marcas de luxo como
L’Occitane. Existem 2613 empresas atuando no mercado de produtos de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosmeéticos, sendo que as 20 maiores empresas, regularizadas pela Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), representam 75% do faturamento total, conforme dados
fornecidos pela ABIHPEC 2016. A figura 2, mostra onde estas empresas estdo localizadas,
cerca de 40% delas encontram-se no estado de S&o Paulo. Dentre as empresas nacionais,
destaca-se a Natura, que tem uma participacdo de 13,4% no mercado brasileiro de cosméticos
e é a 20? marca mais valiosa de cosméticos do mundo.

Sendo um setor altamente valorizado e competitivo, 0 mercado cosmético visa sempre
inovacdo em seus produtos, buscando sempre alta produtividade. Produtos a base de mateérias-
primas vegetais, como exemplo, hidrolisados de proteinas de origem vegetal tem uma demanda
constante no setor. Estes hidrolisados apresentam maior apelo comercial uma vez que alcangam
consumidores preocupados com causas ambientais, levando a uma abrangéncia no consumo e
uma obtencdo de maiores lucros. Além disso, 0 aumento da demanda pelos chamados
"cosmeticos verdes" decorre da percepcao de que eles proporcionam uma melhoria na sadde e

bem-estar.
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Figura 2. Empresas distribuidas por regido/estado, conforme panorama da ABIHPEC 2016.

1.2. Peptideos usados em formulagfes cosméticas

A indstria cosmética tem experimentado um grande desenvolvimento nos Gltimos anos.
Por esta razdo, a melhoria de produtos cosméticos tem sido uma das principais preocupacdes
da industria brasileira. Nesse cenario, principios ativos, como as proteinas, tém sido
amplamente estudados a fim de proporcionar uma melhora nas propriedades fisico-quimicas
para os produtos cosméticos finais (Simionato, Carrilho e Tavares, 2011) visando sempre
selecionar as fontes desses principios ativos para a producdo de cosméticos através da
disponibilidade, do custo de producio e do valor no mercado da matéria-prima (Scibisz, Arct e
Pytkowska, 2008). As proteinas compdem um dos principais grupos de principios ativos
aplicados a produtos voltados para o cuidado de pele e cabelo. S&o aplicados em procedimentos
como coloracgdo, alisamento e outros tratamentos quimicos que causam muitos danos aos fios,
e em produtos para reconstrucdo capilar. Atualmente, a inddstria cosmética utiliza alguns
hidrolisados proteicos em produtos como xampus e condicionadores que ajudam na reposi¢éo

da fibra capilar (Sajna et al., 2015). Entretanto, a utilizacdo de hidrolisados de proteinas de



origem vegetal é relativamente recente. O interesse em hidrolisados de proteinas vegetais é
relacionado, além do apelo comercial, ao seu teor de amino&cidos caracteristico, diferenciando
do teor proveniente de proteinas de origem animal. Variadas fontes de proteinas sdo encontradas
na natureza, tanto animal quanto vegetal tal como a queratina, gelatina, colageno, soja, seda,
leite de arroz, entre outras. A Tabela 1 mostra a quantidade de aminoacidos contidos em
hidrolisados de proteinas de origem vegetal com aplicagdes no mercado cosmético (Scibisz,

Arct e Pytkowska, 2008).

Tabela 1. Composicao de aminoacidos em proteinas hidrolisadas obtidas a partir de vegetais e

soro do leite.
Quantidade de aminoacidos em proteinas hidrolisadas
(mg/g)
Aminoécidos Soja* | Ervilha* | Milho* | Batata* | Soro do leite*
Alanina 0,74 3,68 2,32 2,22 54,7
Arginina 1,46 7,24 2,92 1,80 28,3
Asparagina 2,28 9,76 3,25 6,01 93,4
Cisteina 0,26 0,74 1,08 0,30 42,2
Glutamina 4,16 16,40 33,20 5,67 169,4
Glicina 5,04 3,56 6,14 3,65 19,9
Histidina 0,54 2,19 1,55 <0,70 16,7
Isoleucina 0,80 3,77 2,71 2,08 49,1
Leucina 1,26 6,96 5,85 4,16 106,5
Lisina 0,54 6,24 1,62 2,47 91,9
Metionina 0,26 0,81 1,15 0,74 42,2
Fenilalanina 0,78 4,23 451 1,94 60,6
Prolina 1,12 4,06 12,00 2,38 74,8
Hidroxiprolina - - - - -
Serina 1,12 3,03 4,64 1,91 55,6
Treonina 0,74 2,42 0,74 2,02 71,8
Triptofano 0,24 0,42 0,09 <0,10 17,1
Tirosina 0,24 2,72 0,51 <0,10 60,6
Valina 0,84 4,05 3,08 2,67 47,8

*Sindayikengera e Xia, 2006; Scibisz, Arct e Pytkowska, 2008



Nos vegetais, a maior parte de suas proteinas estd armazenada em sementes, onde atuam
na nutricdo destas, sendo esse o principal motivo pelo qual, durante a producéo dos cosméticos,
utilizam-se matérias-primas tais como glaten a partir de sementes de trigo, contendo 60-80%
de teor de proteinas e proteinas isoladas dos grdos de soja e arroz, contendo um teor de 90%
(Scibisz, Arct e Pytkowska, 2008).

Em seu estado bruto, as proteinas ndo podem ser utilizadas nas formula¢des cosméticas
diretamente, afinal, a viscosidade da solucédo é diretamente proporcional a massa molecular do
polimero, ou seja, quanto maior o polimero mais dificil sera sua incorporacdo no produto e,
menos serd absorvido pela fibra capilar. O inverso também é valido, pois, quanto menor o
peptideo, melhor sua incorporacdo a fibra capilar. Logo, as proteinas sdo submetidas a
procedimentos de hidrélise para que possa se obter peptideos a partir das proteinas. Cada
hidrolisado de proteina ira conferir diferentes propriedades funcionais para os produtos
cosmeéticos, tais como retencdo de umidade e brilho, formacédo de pelicula que reveste os fios
capilares, substantividade, penetracdo, dentre outros. No entanto, estas propriedades variam de
acordo com a massa molecular e a sequéncia de aminoacidos que constituem os peptideos
obtidos. Por este motivo, estes parametros devem ser cuidadosamente controlados durante um
procedimento de hidrolise, logo, analisar os hidrolisados de proteina é uma tarefa importante
na caracterizacdo e no controle da qualidade das matérias-primas empregadas aos produtos
cosméticos (Simionato, Carrilho e Tavares, 2011).

Sdo relatados diferentes métodos de hidrdlise na literatura, onde os hidrolisados podem
ser obtidos via hidrélise quimica, acida ou alcalina, ou enzimatica. As reacdes através de
hidrélise quimica tendem a ser dificil de controlar, levando a modificacdo ou a perda total ou
parcial de alguns aminoacidos como triptofano, tirosina, serina e treonina. Por exemplo, em
condicdes de hidrélise acida convencional para obtencdo de aminoéacidos, utiliza HCl 6 M a
110 »C por mais de 24 h, podendo assim, destruir o triptofano. Ja em casos de hidrdlise alcalina,
pode reduzir quimicamente a cistina, arginina, treonina, serina, isoleucina e modificar o
conteudo da lisina, podendo formar residuos de aminoacidos anormais, tais como lisinoalanina
ou lantionina. Por este motivo, a hidrolise enzimatica, que é conduzida em condi¢bes mais
amenas, é uma alternativa a hidrélise quimica (Villa et al., 2013; Tavano, 2013). A producao
de hidrolisados proteicos enzimaticos, usando como substrato proteinas vegetais, serd um dos
objetivos do projeto. A hidrélise enzimatica tornou-se um meio biotecnoldgico para obter
proteinas vegetais com propriedades funcionais melhoradas e hidrolisados de proteinas
comerciais (Ahmadifard et al., 2015). Os hidrolisados proteicos utilizados atualmente em

processos industriais sdo obtidos através de hidrélise quimica ou enzimatica, como por



exemplo, o Hydrosoy™ 2000 (Croda), Dynachondrine™ ISR biofunctional (Ashland Specialty
Chemical) e Gluadin Soy (BASF). Outro exemplo, é a companhia Ajinomoto Inc. que visa a
obtencdo de aminoacidos através da fermentacdo de proteinas de origem vegetal e com
aplicabilidades variadas na industria, tendo o produto a base de aminoacido AMISAFE ® AL-
01 para cuidados capilares, por exemplo (Oshimura, 2013).

Um exemplo de hidrolisados s&o os de queratina usados tradicionalmente em produtos
para reparo de dano capilar. A queratina € uma proteina de origem animal, presentes nos tecidos
epidérmico e seus anexos, como cascos, pelos, chifres e penas. Um processo enzimatico para
producdo de hidrolisados de queratina de penas de frango foi descrito como potencial aplicacéo
comercial (familia de patentes: WO2009000057 (A2); US2010196302 (Al); EP2170096 (A2)).
Os hidrolisados proteicos tém grande aplicacdo, também, na inddstria de alimentos, incluindo
as racdes animais (Mazotto, 2008).

Os custos na utilizacdo de enzimas quando comparados com 0 uso de acidos ou bases
para hidrdlise sdo maiores. Entretanto a especificidade das enzimas permite a obtencdo de
proteinas hidrolisadas com peso molecular preciso, o que é impossivel de ser obtido por
hidrolise quimica. Scibisz, Arct e Pytkowska (2008) apresentaram estudos comparativos com
hidrolisados disponiveis no mercado. Estes estudos mostraram que a massa molecular dos
peptideos obtidos por hidrélise enzimética varia entre 500 a 10.000 Da, enquanto os produtos
da hidrolise quimica apresentaram massa molecular na faixa de 500-30.000 Da. As
propriedades sensoriais (cor, odor) dos produtos de hidrélise enzimatica foram definitivamente

melhores em comparacdo com os obtidos por meio de produtos quimicos.

1.3 Aplicacgdes de hidrolisados de proteina de soja

A soja (Glycine max (Merrill) L.; Figura 3) é utilizada milenarmente como fonte
nutricional na Asia oriental (Fukushima e Hashimoto, 1980apud.Rosa et al., 2009). Foi
introduzida e cultivada no Brasil no fim do século XIX (Branddo, Rezende e Marques, 2006).
E uma fonte abundante e de baixo custo de proteinas que sdo amplamente reconhecidas por seu
alto valor nutricional e 6timas propriedades funcionais. A literatura recente, tém tratado
algumas funcgdes fisiologicas de hidrolisados de proteina de soja, como por exemplo, a

prevencédo do cancer (Aguirre, Garro e de Giori, 2008; Lee et al., 2016).



Figura 3. Glycine max (Merrill) L. ou soja, também conhecida como feuao-SOJa e feijéo-
chinés, a esquerda. Proteina isolada de gréos de soja, a direita. (Imagens retiradas dos respectivos sites:

http:/tmffertilizantes.com.br/ e http://glicose.com.br/)

A proteina de soja consiste na maioria dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais
comobhistidina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina
(Phe), treonina (Thr), valina (Val), triptofano (Trp), alanina (Ala), arginina (Arg), acido
aspartico (Asp), cisteina (Cys), acido glutdmico (Glu), glicina (Gly), prolina (Pro), serina (Ser)
e tirosina (Tyr). Sendo o acido glutdmico o aminoacido mais encontrado em seus hidrolisados
(20%) enquanto a cistina é encontrada em menores concentragdes (1,5%) (Simas, 2005).

Os hidrolisados de proteina de soja alimentar tém uma vasta aplicacéo industrial. Podem
ser utilizados desde ingredientes no setor alimenticio até sua aplicacdo em produtos para
cuidados de saude e cosméticos. Uma série de propriedades funcionais esta relacionada a estes
hidrolisados, os tornando assim, uma fonte de proteinas atraente (Coscueta et al., 2016). Em
cosmeéticos, os hidrolisados de proteina de soja como ingredientes sdo os mais utilizados em
produtos para tratamento para cabelos tingidos, em tinturas e produtos para cuidados com a pele
(Belsito et al., 2015). A utilizacdo de hidrolisados de proteina de soja em composicdes para
cuidados pessoais é bem conhecida devido a sua capacidade de formar uma pelicula protetora.
Na maioria destas composicdes, as proteinas de soja sdo utilizadas numa forma hidrolisada,
pois a soja ndo hidrolisada apresenta peptideos com baixa solubilidade (Patente
US20050008604 (Al)).

A demanda por novas fontes de proteinas deriva de crescentes custos e uma limitacdo na
fonte proteica de origem animal. Adicionalmente, as proteinas de origem animal devem passar
por testes toxicologicos antes de sua utilizacdo, enquanto a proteina de soja, que vem sendo
usada na alimentagdo por um longo tempo, é considerada segura (Belsito et al., 2015). Logo, a
soja esta se tornando uma das fontes proteicas alternativas mais importantes para consumo,

devido ao seu baixo custo e abundéancia. O grdo de soja € uma materia-prima bastante



aproveitada, pois utiliza-se desde seu 6leo extraido & produtos a granel como, farinha, farelo ou
proteina de soja, sendo estes ricos em proteinas e fibras (Coscueta et al., 2016).

Seus coprodutos, como farinha, farelo e proteina isolada, séo diferenciados de acordo com
sua concentracdo de lipideos, fibras, proteinas e afins. Porém, a composicéo da soja pode variar
dependendo das condicGes climaticas, o tipo do solo, a localiza¢do geografica, a variedade de
praticas agronémicas, entre outras condi¢des em que foram cultivados seus grdos. A proteina
de soja € o coproduto com maior teor proteico quando comparado aos demais, pois, seu
minucioso processamento visa apenas obter 0 maximo de proteinas extraidas da soja, com
valores de lipideos e fibras basicamente nulos. No entanto, o farelo de soja é o coproduto mais
valorizado, afinal, além de possuir um alto teor de proteinas, seu custo é bastante acessivel. A
extracdo de proteinas seguida por hidrolise controlada desse coproduto gera ingredientes
funcionais com alto valor agregado, devido ao fato dos hidrolisados obtidos apresentarem
algumas propriedades bioativas como antioxidantes (Horan, 1974; Coscueta et al., 2016).

A proteina de soja e seus peptideos derivados, obtidos por extragdo a partir de soja
parcialmente hidrolisada sdo usados como agentes de condicionamento de cabelo e pele.
Através da remocdo de 6leo a temperaturas mais baixas, a proteina isolada de soja é obtida,
sendo esta amplamente utilizada na inddstria de alimentos. A proteina isolada de soja é uma
mistura de varias proteinas que sao classificadas em quatro categorias de proteina de acordo
com os seus coeficientes de sedimentagédo 2S, 7S, 11S e 15S. Entre estas proteinas, 7S (jB-
conglicinina) e 11S (glicinina) representam 80% a 90% de todas as proteinas de soja, e a razdo
entre 7S e 11S depende do tipo de soja. A proteina 7S consiste em trés subunidades o (67 kDa),
o (71 kDa) e B (50 kDa). A proteina 11S também € polimérica, sendo composta por seis
subunidades, sendo elas subunidades &cidas A (~35 kDa) e subunidades béasicas B (~20 kDa),
ligadas por uma ponte dissulfeto (Belsito et al., 2015).

Em suma, aplicacdo de hidrolisados de proteinas de soja tem ganhado espaco nas
indUstrias pela sua abundancia e baixo custo quando relacionado a outros produtos. Sua
aplicacdo em cosmeéticos e crescente devido a alta vantagem em relacdo a obtencdo de
antioxidantes e seu alto teor de aminodacidos essenciais para 0s cuidados capilares, como acido
glutdmico, arginina e glicina, que também estdo presentes na composicéo da proteina queratina
encontrada na fibra capilar (Woodruff, 2002 apud. Villa, 2008; Velasco et al., 2009).



1.4 Enzimas Industriais

A biotecnologia aplicada a processos industriais utilizando células de organismos vivos
e biocatalisadores para sintetizar materiais ao invés de empregar compostos provenientes da
industria petroquimica ou reagentes causticos, chama-se “biotecnologia branca". Tal
biotecnologia continua a ser um desafio para o processamento industrial, afinal, 0os novos
processos biocataliticos acabam competindo economicamente com 0s processos quimicos que
sdo bem estabelecidos e foram otimizados por anos (Pera et al., 2015; Heux et al., 2015).

A maioria dos processos comerciais sdo realizados em altas temperaturas, pressoes,
acidez ou alcalinidade, sendo assim agressivos e, exigem investimentos pesados para a
concepgdo de equipamentos especificos resistentes as condigdes extremas acarretando em
elevados gastos de energia e uma alta demanda no consumo de agua. Parte destes processos
geram subprodutos indesejaveis, que sdo dificeis de separar e exercem impacto negativo no
meio ambiente. Para combater as desvantagens acima referidas, as enzimas tém emergido como
uma ferramenta poderosa (Grunwald, 2015; Heux et al., 2015; Singhania et al., 2015).

A aplicacdo de enzimas em processos quimicos economiza grande quantidade de agua;
por exemplo, na industria téxtil, cerca de 70.000-90.000 litros de agua é aplicada para uma
tonelada de malhas. Levando em consideracdo que cerca de 9 milhdes de toneladas de malhas
sdo produzidas anualmente em todo o mundo, cerca de 630 bilhdes de litros de 4&gua poderiam
ser poupados quando utilizadas as enzimas nesses processos. Muitos compostos quimicos
aplicados em processos industriais podem ser facilmente substituidos pelas enzimas que
cooperam para conservacdo do meio ambiente. Por exemplo, as enzimas podem reduzir a
aplicacdo de sulfetos nos curtumes — onde hd o processamento de couro cru —, e S80 graves
fontes de poluicdo. A aplicacéo de acidos e alcalis na industria de processamento de amido e
na industria téxtil para desengomagem das fibras do tecido podem ser substituidos por enzimas,
como as amilases. A utilizacdo de enzimas em indudstrias é enormemente diversificada (Figura
4), tendo assim muito mais exemplos de substituicdo aos produtos quimicos, como a utilizagédo
de pumice ou pedra-pome, que sdo formadas por gas, na lavagem de jeans sendo facilmente
substituida por celulases. Logo, pode-se afirmar que as enzimas contribuem para condicdes de
trabalho mais seguras através da eliminacdo de tratamentos quimicos durante varios processos
(Singhania et al., 2015).
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m Técnica e farma

Figura 4. A aplicacdo das enzimas industriais no mercado (http://report2015.novozymes.com/)

Enzimas sdo denominadas catalisadores bioldgicos ou biocatalisadores e estes, sdo
atraentes para fins industriais, ndo s6 porque eles sdo altamente especificos e eficientes quanto
a bioconversao do substrato no produto de interesse, mas também porque eles sdo capazes de
catalisar a producao em condicdes mais amenas e resultando em produtos relativamente puros,
gue levam na minimizacdo da producdo de residuos. No entanto, nem todos os catalisadores
bioldgicos possuem utilidades no setor industrial (Pera et al., 2015; Singhania et al., 2015)

De acordo com os dados da International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB), as enzimas sdo classificadas em seis grandes classes, de acordo com o tipo de reacao
gue catalisam e cada uma recebe um determinado numero de classificagdocomposto por quatro
digitos e precedido por “E.C.” (Enzyme Commission of the IUBMB). O primeiro digito esta
relacionado com a classe, por exemplo, 0 nimero 3 representa a classe das hidrolases que
catalisa reacOes de hidrolise associada a ligagcdes covalentes. O segundo digito esta associado a
subclasse, como exemplo, temos a peptidase que é representada pelo nimero 4 de acordo com
IUBMB. O terceiro digito esta relacionado aos grupos quimicos especificos que participam da
reacao, por exemplo, temos o0 numero 21 representando o grupo de serino-endopeptidases que
sdo caracterizadas por conterem serina no sitio ativo. E, o quarto e ultimo digito, representa a
propria enzima, temos como exemplo, a quimotripsina representada pelo nimero 1, como

observado na figura 5.
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E.C.3.4.21.1

3 — Hidrolase
4 — Peptidase
21— Serinopeptidase

1 — Quimiotripsina

Figura 5. Classificagdo das enzimas pela IUBMB.

A principal classe de enzimas estudada para fins industriais é a classe das hidrolases. E,
dentro dessa classe encontramos enzimas como amilases, celulases, lipases, esterases,

mananases, pectinases, fitases, peptidases, pululanases e xilanases (Singhania et al., 2015).

1.4.1 Peptidases

Peptidases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de proteinas a peptideos menores e
aminoécidos. Peptidase € o termo recomendado na nomenclatura de enzimas pelo
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(NC-IUBMB) e pelo Human Gene Nomenclature Committee, bem como o banco de dados de
peptidases denominado MEROPS para qualquer proteina que provoca a hidrélise de ligacGes
peptidicas. Essas enzimas também sdo conhecidas como proteases, proteinases e enzimas
proteoliticas (Rawlings, Morton e Barret, 2007).

As peptidases possuem presenca universal nos seres vivos, representando 2% do total de
proteinas presentes em todos os organismos, participando de vias metabdlicas e de vias de
sinalizacdo celular. Muitos microrganismos secretam peptidases para 0 meio externo com a
finalidade de degradar proteinas cujos produtos finais de hidrolise seriam fontes de carbono e
nitrogénio para multiplicacdo celular. Devido abrangéncia catalitica das peptidases, elas séo
utilizadas em diversos processos industriais, como em producdo de alimentos, detergentes,
racdes, farmacéuticas, hidrolisados aplicados a cosméticos, dentre outras (Felix, Noronha e De
Marco, 2014).

Estas enzimas sdo classificadas segundo o tipo catalitico, de acordo com os grupos

quimicos presentes no centro ativo responsaveis pela catalise da ligacdo peptidica. Atualmente,
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sdo descritos sete tipos cataliticos: cisteina, treonina, glutdmico, aspartico, asparagina e serina
peptidases, em funcdo da presenca destes aminoacidos no centro ativo da molécula proteica, e
metalopeptidases quando um ou dois ions metalicos estdo envolvidos no mecanismo catalitico
(Rawlings, Morton e Barret, 2007). Também sdo classificadas quanto ao tipo de reacdo que
catalisam uma vez que sdo seletivas quanto a posicdo da ligacao peptidica no substrato, sendo
desta forma classificadas como exopeptidases, quando clivam aminodcidos terminais, e
endopeptidases, quando hidrolisam ligacGes peptidicas no interior da cadeia polipeptidica. As
endopeptidases também hidrolisam oligopeptideos, sendo entdo chamadas de oligopeptidases
ou clivam uma ligacdo a uma distancia fixa de um dos terminais. J& as exopeptidases requerem
um N- ou C-terminal livre, ou ambos, e ndo clivam mais que trés residuos de aminoacidos
terminais. Aquelas que atuam na regido N-terminal podem liberar um Unico aminoacido
(aminopeptidase), um dipeptideo (dipeptidil-peptidases) ou um tripeptideo (tripeptidil-
peptidases). Ja as carboxipeptidases clivam um aminoacido ou um dipeptideo (peptidil-
dipeptidase). Algumas exopeptidases hidrolisam dipeptideos, e outras removem unidades de
aminoéacidos substituidos, ciclizados ou ligados por ligacdo isopeptidica, neste ultimo caso,
denominadas 6émega peptidases (Rao et al., 1998; Rawlings, Barrett e Bateman, 2011;

Vermelho, 2014). A Figura 5 mostra algumas dessas peptidases.

~
Endopeptidase NH,<O<O<O<O<O-@- OO0

NN
Aminopeptidase  NH, “@@-@<O-OXOXOXOXO<O<0= CoOH
one
Carboxipeptidase  NH, < )<= <O~ @@~ COCH

~
Dipeptidil-peptidase =@~

. A n
Omega-peptidase OO @O0~

Figura 6. Classificacdo das peptidases quanto ao local de clivagem na proteina (Adaptacdo da

imagem de Rao et al., 1998).

As peptidases correspondem a aproximadamente 60% das vendas mundiais e amplas
aplicacdes sdo encontradas quando relacionadas a processos que envolvem etapas de hidrélise
de proteinas, tais como nas industrias de detergentes ou de couro, na formulacdo de amostras
para analise de aminoacidos ou estudos de protedmica, no desenvolvimento de hidrolisados

proteicos obtidos para suporte nutricional a doentes especiais e para aplicacdes cosméticas. A
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aplicabilidade dos hidrolisados proteicos depende da preservagdo das propriedades dos
peptideos e amino&cidos gerados. Portanto, o processo de hidrélise deve ser controlado com
cautela o0 que torna as peptidases extremamente interessantes neste processo. A diversidade
entre as peptidases quanto sua especificidade é relevante como um guia para selecionar a
enzima de acordo com a proteina a ser hidrolisada ou produtos esperados (Rao et al., 1998;
Tavano, 2013; Sanghvi et al., 2016).

As peptidases também podem ser aplicadas em processos biotecnolédgicos de alimentos.
Varios efeitos positivos podem ser alcangados utilizando a hidrdlise de proteinas feita por
peptidases especificas no processamento de alimentos ja que sua especificidade por
determinado substrato permite o desenvolvimento de hidrolisados proteicos com melhores
caracteristicas nutricionais e quimica definida. Alguns desses efeitos sdo: a modificacdo do
valor nutricional, melhorando-o; producdo de bioativos (como peptideos com atividade
antioxidante) que conferem propriedades funcionais a proteinas alimentares, melhora na
digestibilidade, modificacdo na qualidade sensorial (como a textura ou sabor) e reducdo de
compostos prejudiciais, como por exemplo as proteinas alergénicas (Tavano, 2013).

As peptidases foram primeiramente aplicadas nas industrias de detergentes, couro e de
produtos alimenticios anos atras. Alguns exemplos de suas aplicagdes sdo as peptidases
alcalinas que possuem utilidade removedora de peles de determinados animais, peptidases
sendo responsaveis pela coagulacdo do leite para produzir queijo e, a aplicacdo da papaina do
mamao, que é uma peptidase vegetal, para amaciar carne (Li et al., 2013), também utilizada em
produtos cosméticos para esfoliacdo da pele e com efeito rejuvenescedor, como o produto Papay
Enzyme Peel da empresa britdnica EMELIS. Outra peptidase com acdo endopeptidica de
origem vegetal, é a bromelaina comumente extraida do abacaxi, tendo aplica¢Bes tanto
farmacéuticas quanto para cuidados com a pele, servindo como produtos esfoliantes faciais e
corporais, incluindo mascaras, limpadores e removedores de maquiagem (Packianathan e
Kandasamy, 2011; Arshad et al., 2014; Saini, Mittal e Rathi, 2016). A Figura 6 sumariza as
diferentes aplicacGes das peptidases.

A aplicacdo de peptidases para uso comercial requer frequentemente que haja uma
elevada atividade em condic¢Bes ndo fisioldgicas, tais como altas temperaturas e pH, contendo
agentes quelantes de calcio intensivos e, detergentes. A auséncia das pressdes de selecdo
durante a evolucdo natural das peptidases leva essas enzimas a instabilidade ou inatividade
nestas condicGes ndo fisioldgicas (Li et al., 2013). Logo, o interesse por peptidases microbianas
vem aumentando assim como sua demanda industrial, pois, 0s microrganismos representam

uma fonte de enzimas estaveis a variagoes de temperatura e pH devido sua ampla diversidade
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bioquimica e facilidade de manipulagdes genéticas (Rao et al., 1998). Microrganismos
termofilicos como fungos e bactérias j& foram descritos emmétodos industriais para degradar
substratos em altas temperaturas, possuindo enzimas termoestaveis (Haki e Rakshit, 2003;
Gomes et al. 2007), como exemplo, temos a peptidase Arazyme desenvolvida pela
InsectBiotech, gerada por microrganismos em simbiose com aranha coreana (Nephila glavata).
Estas enzimas mantém-se em temperaturas de 10 a 40°C e, em forma de p6 chegam a 120°C
resistindo a pHs variaveis desde acido a basico (pH 4 a pH 12), tendo sua aplicacdo em variados
setores industriais (couro, téxtil, detergentes etc) incluindo o cosmético, comercializada como
produtos que removem a camada de queratina suavemente do rosto, promovendo renovagao
facial (http://www.insectbiotech.co.kr/). Além disso, estudos recentes tém expandindo o olhar
para gama de variedade de outras classes de peptidases comerciais, principalmente para
peptidases modificadas, onde a engenharia de peptidases desenvolve métodos de mutagénese
sitio ou de evolucdo de peptidases podendo gerar fungdes melhoradas para satisfazer os
requisitos de aplicacdes comerciais especificas. Essa geracdo de peptidases modificadas
apresenta potenciais aplicacdes devido a especificidade das suas reacdes individuais de
hidrolise poderem ser adaptadas para as necessidades especificas. A plasticidade das peptidases
em relagdo aos seus sitios ativos leva a uma evolucdo com diferentes graus de especificidade
de substratos e seletividade, tornando-as promissoras para novas atividades (Li et al., 2013;
Sanghvi et al., 2016).

Academia

Purificagdode proteinas protedmica, pesquisa sobre cincer

Figura 7. Viséo geral da aplicacdo das peptidases (Li et al., 2013).
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1.5 Microrganismos aplicados a industria
Atualmente, tém sido utilizados diversos microrganismos para a producdo de enzimas
e outros metabdlitos com aplicabilidadena inddstria, que variam desde eucariotos tais como
leveduras, algas e fungos a procariotos envolvendo tanto as bactérias Gram positivas quanto as
Gram negativas. Enzimas aplicadas a indUstria produzidas por microrganismos sdo originadas
de estirpes previamente conhecidas por produzirem enzimas especificas e aplicveis no
mercado. A Tabela 2 mostra alguns microrganismos envolvidos na producdo de enzimas
industriais (Abd-Elhalem et al., 2015; Singhania et al., 2015).
O mercado mundial de enzimas estd em constante desenvolvimento, logo, o isolamento e
estudo de microrganismos produtores de enzimas podem ter um impacto significativo em
processos industriais atuais e futuros. Hoje em dia as enzimas industriais mais usadas pertencem

ao grupo de hidrolases, que explora varios substratos naturais (Mazotto et al., 2013).

Tabela 2. Microrganismos produtores de enzimas aplicaveis a industria (Singhania et al., 2015
modificado).

Enzimas Microrganismos

Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Rhizopus sp., Bacillus

Amilases L . ) ) ) )
amyloliquifaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans
) B. licheniformis, A. oryzae, A. niger, Pseudomonas sp., Penicillium
Peptidases _ ) _ _ _
chrysosporium, Rhizopus oligosporus, cepas de actinomicetos
Trichoderma reesei, Trichoderma viride, Penicillium sp., Humicola
Celulases ) ) ) )
grisea, Aspergillus sp., Chrysosporium lucknowense, Acremonium sp.
Xilanases Myeciliophthora thermophila, Bacillus sp., A. oryzae, Trichoderma sp.
) A. oryzae, Aspergillus terreus, Pseudomonas sp., Alcaligenes sp.,
Lipases

Staphylococcus sp., Candida albicans, Rhizopus sp., Mucor sp.
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A primeira enzima a partir de um microrganismo utilizada pela industria foi a subtilisina,
uma peptidase alcalina naturalmente produzida por Bacillus licheniformis utilizada em
formulacGes de detergentes. Posteriormente, a enzima a-amilase extracelular do B.
licheniformis, teve sua producdo industrial crescente, devido a sua caracteristica termoestavel
e capacidade de degradar amido em oligossacarideos facilmente digeriveis. Assim, pela facil
reprodutibilidade e caracteristica termorresistente, as estirpes de Bacillus sp. foram exploradas
por décadas sendo os principais microrganismos produtores de enzimas (Asgheret al., 2007;
Abd-Elhalem et al., 2015).

Os mecanismos bésicos de sintese enzimatica sdo semelhantes o suficiente para permitir
um tratamento generalizado sobre o0s processos de producdo microbiolégica. Diferencas entre
a cinética de producao de diferentes enzimas por diferentes microrganismos existem devido as
suas caracteristicas variadas e padrdo de crescimento, o que requer a otimizacdo de cada
processo de producdo separado (Singhania et al., 2015).

Tecnologias de fermentacdo tém sido utilizadas exclusivamente para a producdo de
enzimas industriais, de um modo preferencial para microrganismos tais como bactérias ou
fungos sob condi¢bes controladas, devido a facilidade de manuseamento e de multiplicacéo.
Normalmente, os microrganismos utilizados pertencem a categoria GRAS (sigla em inglés que
significa “geralmente reconhecido como seguro”), especialmente se as enzimas/hidrolisados
sdo aplicadas em industrias de alimentos e ragdes. A atencdo foi redobrada para o isolamento
de microrganismos com propriedades extremofilicas, provenientes de diversos ambientes que
vao desde a floresta tropical a regido arida e fundo do oceano, pois estes poderiam produzir
enzimas com caracteristicas industriais promissora. Na pratica, diversas enzimas microbianas
utilizadas industrialmente vém de um nimero muito limitado de géneros, dos quais o
Aspergillus sp., Trichoderma sp., Bacillus sp., Streptomyces sp. e Kluyveromyces sp.,
predominam. Grande parte das estirpes foram, por muitos anos, utilizadas pela industria
alimentar e/ou foram derivadas de mutacéo e selecéo (Sandhay et al., 2005; Singhania et al.,
2015).

A selecdo da cepa de producdo de uma enzima aplicada a industria € um fator muito
importante para tornar um processo industrial bem sucedido. Logo, é preciso observar se a
estirpe selecionada produz enzimas extracelulares, uma vez que estas tornam a recuperagédo do
produto muito mais facil do que quando produzida intracelularmente. Variados microrganismos
podem também diferir na sua adequag&o para a fermentacao; as caracteristicas do processo tais

como a viscosidade ou sua capacidade de recuperacdo e a remocdo do organismo também
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devem ser considerados antes da selecdo. As estirpes industriais produzem tipicamente até 50
g/L de proteina extracelular (Biesebeke et al., 2002; Singhania et al., 2015).

Fermentacdo submersa (FS) e fermentacdo em estado solido (FES) sdo as duas
tecnologias de fermentacdo principais disponiveis. Ambas as tecnologias oferecem varios
beneficios, mas tém suas proprias limita¢cdes. Na FS o teor de agua livre € muito maior que na
FES que é definida como um processo fermentativo que ocorre na auséncia ou quase auséncia
de agua livre, e assim o crescimento microbiano e sua consequente formacéo de produtos ocorre
nos substratos solidos superficialmente. Na fermentacdo em estado solido, a matéria-prima
funciona como suporte do microrganismo, dos substratos e do produto. Apesar da técnica de
FES oferecer vantagens, como por exemplo, a simplicidade do meio, alta concentracdo dos
produtos e baixo consumo de recursos naturais, grande parte das inddstrias utiliza fermentacéo
submersa para producdo de enzimas devido a facilidade de manuseio e melhor controle do
processo (Santos et al., 2008; Singhania et al., 2010; Agéncia Embrapa de Informagdes
Tecnologicas (Ageitec)).

Aparentemente, para as industrias, 0s microrganismos representam fontes atraentes para
producdo de novas enzimas, uma vez que podem ser cultivados em grandes quantidades por
métodos estabelecidos num tempo relativamente curto, tendo assim uma producéo regular,
fornecendo enzimas abundantemente. Entre diversas cepas microbianas, bactérias do género
Bacillus sdo reconhecidas como bons produtores de peptidases extracelulares e, séo utilizados
em larga escala comercial, como produtor de peptidases por fermentagdes submersas. Cepas de
Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis sdo descritas como queratinoliticas, assim como outras
espécies, B. pumilus por exemplo. As queratinases obtidas por Bacillus sp. sdo de interesse da
indUstria devido sua alta facilidade de degradar substratos queratinicos insolUveis. As pesquisas
sobre microrganismos queratinoliticos e proteoliticos, estdo sendo focadas principalmente em
aplicacdes biotecnoldgicas que envolvem a hidrdlise de queratina (Schallmey, Singh e Ward,
2004; Sanghvi et al., 2016) e outras proteinas de interesse industrial, como no setor cosmético.
Uma aplicabilidade no setor cosmético desses microrganismos queratinoliticos foi descrito por
Villa et al. (2013) onde em seu estudo, obteve hidrolisados de queratina através da hidrélise
microbiana das penas de frango por fermentagdo submersa. Tais hidrolisados foram aplicados
em diferentes tipos de cabelos atraves de formulagbes condicionantes com o intuito da

reconstrucdo da fibra capilar danificada.
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2. JUSTIFICATIVA

Hidrolisados proteicos sd&o um dos principais ingredientes ativos em formulagéo
cosmética para hidratacdo de pele e cabelos. Considerando o posicionamento do Brasil no
mercado mundial de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC), pesquisas para o
desenvolvimento de novos insumos ou de novas metodologias de produgdo alinhadas as
demandas do mercado, s&o vitais para manter o crescimento do setor.

A busca por cosméticos que ndo tenham origem animal, vem aumentando gradativamente
e, a utilizacdo de hidrolisados de origem vegetal em produtos para cuidados capilares como
xampus e condicionadores com capacidade reconstrutora e hidratante cresce
proporcionalmente. Apesar de enzimas microbianas ja serem utilizadas comercialmente, ha
poucos esfor¢os na utilizacdo de processos fermentativos na obtencédo de hidrolisados de origem
vegetal para cosméticos. E com isso, iniciamos a selecdo de microrganismos capazes de
produzir peptidases que participam da hidrolise de substratos vegetais, tais como a soja, gerando
hidrolisados aplicaveis a produtos capilares. Desta forma, este estudo esta direcionado para
producdo de hidrolisados proteicos a partir de proteina de soja. Mesmo sendo a proteina de soja
amplamente utilizada, ha poucos estudos sobre a utilizacdo de processos fermentativos na
producdo de seus hidrolisados. A primeira etapa do projeto se prop6s a selecionar e identificar
as cepas de microrganismos produtores das enzimas de interesse a partir da colecdo de cultura
do nosso laboratério (Bioinovar - Unidade de Bioprocessos, Bioprodutos e Bioenergia). Na
segunda etapa, as amostras com melhor atividade proteolitica fordo testadas quanto a utilizacdo
de proteina de soja na producdo de hidrolisados. A etapa seguinte visou analisar os peptideos e
aminoacidos gerados através de
MALDI- TOF/TOF e cromatografia em camada delgada. Paralelamente, o perfil das proteases
produzidas também foi observado, assim como sua atividade através de dosagens. Os dados
gerados pelo projeto permitirdo o uso destes hidrolisados em formulacGes de cosméticos para

serem testados em mechas de cabelos em projetos futuros.
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3.  OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Baseado na demanda por hidrolisados de origem vegetal e por um processo sustentavel
de producdo de hidrolisados, o objetivo deste trabalho é selecionar cepas de Bacillus sp.
proteoliticos com capacidade de hidrolisar a proteina de soja e obter como produto, hidrolisados

proteicos com baixa massa molecular para futura aplicacdo em produtos para cuidado capilar.

3.2 Objetivos especificos
Tendo em vista a aplicabilidade dos hidrolisados de soja em cosméticos e 0 uso potencial
de processos fermentativos para a sua obten¢do, os objetivos deste trabalho séo:
e Selecionar dentre os microrganismos da colecdo de cultura do laboratério Bioinovar,
cepas de microrganismos produtores de peptidases através da hidrélise de caseina em &gar;
e Selecionar microrganismos com alta atividade proteolitica sobre proteina de soja;
e Identificar os principais aminoacidos gerados pela hidrolise microbiana da soja através
de HPTLC;
e Quantificar os aminoacidos gerados pela hidrélise através da dosagem de ninidrina;
e Verificar a massa dos peptideos gerados pela hidrolise microbiana através de MALDI-
TOF/TOF;
e Analisar producdo das enzimas envolvidas na degradacdo dos substratos através de
analises quantitativas (ensaios enzimaticos) e qualitativas (zimografias), ambos com

substrato gelatina.
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4, MATERIAIS E METODOS
4.1 Microrganismos
As amostras utilizadas foram 27 cepas da colecdo de cultura laboratorio Bioinovar,
conforme mostra a Tabela 3. As amostras AMR, B2, PP3, FP4E, FP4C, ABV e GLI sédo
bactérias descritas como queratinoliticas (Mazotto et al., 2011; Cedrola et al., 2012; Mazotto et
al., 2013)).

Tabela 3. Microrganismos da colecdo de cultura do laboratério Bioinovar utilizados na selecdo de

produtores de peptidases.

Microrganismos Local de isolamento Identificagéo
Fabi 04, C2, Fabi 14, B3, Fabi 16, C5, Efluente do processo de Né&o identificadas
Bac.B2 depenacdo industrial de aves
LaP2, L& P18, LaAP1, LAP17.1, LA N&o identificadas
P18.2, L4 P8, La P6, L4 P5, L4 P14, La L& de ovelha
P16 e La P4
Efluente de depenacdo de aves Bacillus sp. EL05
ELO5
Efluente de depenacdo de aves Bacillus sp. EL06
ELO6
Efluente de depenacdo de aves Bacillus sp. ELO7
ELO7
Penas de frango de corte Bacillus subtilis LFB-
AMR FIOCRUZ 1266
Penas de frango de corte Bacillus cereus LFB-
B2 FIOCRUZ 1268
Penas de frango de corte Bacillus subtilisLFB-
PP3 FIOCRUZ 1273
Penas de frango de corte Bacillus subtilis LFB-
FP4E FIOCRUZ 1271
Penas de frango de corte Bacillus subtilis LFB-
FP4C FIOCRUZ 1270
Penas de frango de corte Bacillus licheniformis LFB-
ABV FIOCRUZ 1269

Penas de frango de corte Bacillus subtilisLFB-
Controle (GLI) FIOCRUZ 1267
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4.2 Selecdo de microrganismos produtores de peptidases

Visando a sele¢do de microrganismos produtores de peptidases, 27 cepas da colecdo de
cultura laboratério Bioinovar foram cultivadas em meio especifico para observacdo da
formacéo de zona de hidrdélise. O meio caseina 1% (leite em p6 desnatado) foi utilizado para
observacdo de microrganismos produtores de peptidases e, 0 experimento foi conduzido em
triplicata. Foram inoculados 10 pL de uma suspensdo das amostras em cada pogo do agar. As
placas foram incubadas durante 24 horas a 28°C. Apds a incubacao, foi realizada a medicéo dos
halos (zona de hidrdlise). Para verificacdo da atividade € observado a transparéncia do meio de

cultura ao redor do pogo onde foi aplicado a amostra microbiana.

Tabela 4. Meio Caseina 1%

Reagente Concentracéo (%)

Extrato de levedura 0,1

NaCl 0,85
Leite em po 1,0
Agar 2,0

4.3 Hidrolise microbiana de proteina de soja

Os microrganismos com as maiores zonas de hidrélise em relacdo ao didmetro da coldnia, foram
selecionados e cultivados em meio extrato de levedura (extrato de levedura 0,5%, peptona
0,5%, KCI, 2% e sacarose 2%) por 24 horas a 28°C, 200 rpm, para obtencdo de massa celular.
As células foram lavadas com salina (NaCl 0,85%) estéril (4000 rpm/ 20 min) e inoculadas em
meio soja [proteina de soja 1% (Casas Pedro), extrato de levedura 0,1%, Na2HPO4 0,04M,
KH2PO4 0,06, pH 7,2, MgSO4 0,02%, CaCl, 0,01%, MnCl, 0,001%, ZnCl. 0,001%]. Apos
incubar por 5 dias a 28°C sob agitacdo de 200 rpm, o meio fermentado foi submetido a
centrifugagdo (4000 rpm/ 20 min) e o sobrenadante de cultura foi analisado quanto a
concentracéo de proteinas, presenca de proteinas por SDS-PAGE, concentracdo de aminoacidos
totais, presenca de aminoacidos por TLC, anélise dos peptideos por espectrometria de massas

e presenca e quantificacdo de peptidases.
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4.4 Dosagem da concentracao de proteinas
As amostras foram analisadas quanto a concentracdo de peptideos (Lowry et al., 1951),

utilizando albumina bovina como padrdo (BSA) lidas a 617 nm.

4.5 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

O extrato enzimético foi diluido em tamp&o da amostra para proteinas (Tris-HCI 0,15%
pH 6,8, SDS 0,5%, glicerol, mercaptoetanol 3,4% e azul de bromofenol 0,3%), aquecida a
100°C por cinco minutos para desnaturacdo das proteinas, e aplicada (40ug) no gel de
poliacrilamida a 15%. A corrida foi realizada a 120V por 1 hora, e o gel foi incubado em solucéo
de Comassie Blue [5mL de solugdo estoque (Comassie Blue 2%); 4mL de acido acético; 20 mL
de metanol e 11mL de agua destilada] overnight e descorado com a solucdo metanol: acido
acetico: agua (50:10:40 v/viv) sob agitacdo (70 rpm/min) até o aparecimento de bandas
(Laemmli, 1970). Foi utilizado como padrdo de peso molecular: miosina (200 kDa), -
galactosidase (116 kDa), fosfolipase b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45
kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), lisozima (14,4 kDa) e
aprotinina (6,5 kDa) (Bio-Rad).

4.6 Andlise em MALDI-TOF

A espectrometria de massa foi utilizada para avaliar as massas dos fragmentos peptidicos
gerados pela hidrélise da proteina de soja pelas peptidases das melhores amostras. As amostras
foram parcialmente purificadas em ZipTip C1g seguindo o protocolo do fabricante. As amostras
purificadas foram incorporadas as matrizes de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (5ug/mL em
TFA 0,1% em ACN 50%) ou acido sinapinico (10pg/mL em TFA 0,1% em ACN 50%), na
proporcdo 1:1. A mistura foi aplicada na placa para analise por MALDI-TOF (Matrix assisted

laser desorption/ionisation — Time of flight). As analises foram feitas no CEMBIO, UFRJ.

4.8 Cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina (TLC) foi utilizada para avaliar o perfil cromatogréafico
do hidrolisado obtido. Foram utilizadas placas de vidro de HPTLC (Merck) comerciais. Os
solventes que foram utilizados para a fase movel sdo butanol: acetona: acido acético glacial:
agua (5:5:1:3,7v/viviv). Como revelador foi empregada a solugdo de ninhidrina em butanol-
acetona (3,75 g de ninhidrina, 25 mL de butanol e 25 mL de acetona). Na placa de HPTLC
foram aplicados 10 pL das amostras. Os aminoécidos isolados utilizados como padrao foram

alanina (Ala), arginina (Arg), acido aspartico (Asp), cisteina (Cys), acido glutamico (Glu),
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glicina (Gly), histidina (His), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe),
prolina (Pro), serina (Ser), treonina (Thr), tirosina (Tyr), valina (Val) e triptofano (Trp).

4.9 Dosagem de Ninidrina

Para a deteccdo de aminodcidos totais foi realizada dosagem de ninidrina. As amostras
foram diluidas em agua destilada (0,5 ml de amostra para 4,5 ml de agua) e, logo apés foi
adicionado 1ml de ninidrina (0,35g em 100ml de isopropanol) em tubos de ensaio. A reacédo
ocorreu sob suave agitacdo a 84°C durante 10 minutos e com os tubos devidamente tampados
(para ndo correr o risco de evaporacdo das amostras). Logo apds resfriar em temperatura
ambiente, foi adicionado em cada tubo de ensaio 1mL de etanol a 50%. Foi utilizado para curva
padrdo diluicbes de uma solucdo de 0,15 mg/ml de glicina. A absorbancia foi registrada em um

espectrofotbmetro a 570 nm (Hwang e Ederer, 1975; Meyer, 1957).

4.10 Ensaio de atividade proteolitica

O ensaio da atividade proteolitica foi realizado para mensurar a atividade proteolica das
peptidases geradas pelos microrganismos selecionados na presenca de soja. Para 100uL de
sobrenadante de cultura (ou extrato enzimatico) foram acrescentados 400pL de tampéo fosfato
pH 7,4 (Na2HPO4 0,06M e KH2PO4 0,04M) e 750uL de gelatina a 1%. A mistura de reacao foi
incubada a 37°C por 30 minutos, e 375uL desta solucéo foi colocada em tubos contendo 500uL
de isopropanol. O branco é obtido pelo acréscimo de 375 pL de mistura de reacdo antes da
incubacdo. Apos o periodo de incubacao, os tubos foram deixados por 15 minutos na geladeira
e entdo foram centrifugados (10000 rpm/ 5 min). Uma aliquota do sobrenadante (40 uL) foi
usado para dosar proteina pelo método de Lowry. A leitura foi realizada a 617nm. Uma unidade
de atividade proteolitica foi definida como o aumento de 1jg de proteina nas condi¢des do teste
(Jones et al., 1998; Lowry, 1951).

4.11 Zimografia com substrato gelatina

Aos sobrenadantes de cultura foram adicionados tampdo da amostra para peptidases
(tampéo Tris-HCI 0,32M, pH 6,8; glicerol; dodecil sulfato de sddio 8% e azul de bromofenol
0,06% p/v) na propor¢ao 75:25 (amostra: tampao). As amostras foram aplicadas (10 pL) no gel
de poliacrilamida (Laemmli, 1970) a 12,5% contendo 0,1% (p/v) de gelatina co-polimarizada.
A corrida foi realizada a 150V por 1 h a 4°C. Ap0s a corrida, os géis foram devidamente lavados
com Triton X-100 2,5% (v/v) duas vezes por 15 minutos sob agitacdo (70 rpm/ min) para a

remocao do SDS. Em seguida os géis foram incubados por 48 horas a 37°C em tampdao Tris-
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HCI 10mM pH 7,2. Para deteccdo da atividade proteolitica, os géis foram corados com
Comassie Blue [5SmL de solucédo estoque (comassie blue 2%); 4mL de &cido acético; 20 mL de
metanol e 11mL de agua destilada] overnight e descorados com a solucdo metanol: &cido
acetico: agua (50:10:40 v/v/v) sob agitacdo até o aparecimento de bandas de degradacgédo

(Heussen e Dowdle, 1980).
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S. RESULTADOS

5.1 Selecé@o de microrganismos proteoliticos

As amostras foram avaliadas quanto seu potencial para producdo de peptidases
extracelulares a partir do cultivo em meio agar caseina a temperatura ambiente por 24h, quando
foram avaliadas através da formacg&o de zona de hidrolise. A zona de hidrélise é mensurada pela
medicdo do didmetro dos halos transparentes formados em volta dos pocos feitos no meio agar
caseina. Através dessa medicdo, observou-se que, das amostras analisadas, 17 produziram
peptidases. Destacaram-se na producao de peptidases as amostras B3, EL06, B2, EL05, L& P8,
AMR, PP3, Bac.B2, EL07 e C2, por terem produzido maiores diametros de zona de hidrélise
entre 15 a 20 mm, sendo maiores que do proprio controle positivo (GLI) (Figura 8). Logo, apds
essa selecdo das produtoras de peptidases, as amostras foram avaliadas quanto ao seu potencial

de hidrolise de proteina de soja.
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Figura 8. Medidas de zona de hidrélise em meio s6lido contendo caseina como substrato. As

amostras (tabela 3) foram cultivas em pocos em meio agar-caseina por 24h a 28°C.

5.2 Quantificacdo dos peptideos produzidos por fermentacdo submersa de proteinas de
soja com cepas selecionadas

As dez amostras com as maiores concentra¢fes de proteina foram selecionadas para
cultivo em meio contendo proteina de soja 1% como principal fonte de carbono, objetivando
determinar as melhores cepas para a producdo de hidrolisados de soja. Para tal, varios
pardmetros foram avaliados e um deles foi a concentracéo final de proteinas totais ao final do

periodo de incubacéo (Figura 9). Os resultados mostraram que, durante a fermentagéo, houve o
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consumo do substrato, que é parcialmente solivel. O meio sem in6culo (controle negativo)
apresentou 4,95 mg/mL de proteinas sollveis totais. As amostras analisadas apresentaram
concentracdo de proteinas solUveis totais variando de 2 a 5 mg/mL. As cepas com 0S maiores
valores de proteinas no sobrenadante de cultura foram ELO7 (4,84mg/mL), AMR (4,08
mg/mL), PP3 (3,75 mg/mL) e B2 (3,49 mg/L). A melhor cepa para a producéo de hidrolisados
de soja deve transformar as proteinas de soja em peptideos de massa molecular reduzida e
aminoacidos sem, no entanto, consumir excessivamente o substrato, o que acarreta baixos
rendimentos de processo. As amostras Bac.B2, EL05, C2, EL06, B3 e LaP8 consumiram 40%

ou mais das proteinas solUveis presentes no meio.
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Figura 9. Concentragdo de proteinas totais do sobrenadante do cultivo de diferentes cepas
bacterianas em meio soja. As cepas foram cultivadas em meio soja por 5 dias a 28h, e ap6s este periodo
foram centrifugadas e analisadas quanto a concentracéo de proteinas pelo método de Lowry. Controle

negativo: Cont -

5.3 Avaliacao dos peptideos gerados por SDS-PAGE

A anélise por SDS-PAGE do sobrenadante de cultura obtido ap6s fermentacdo em meio
soja foi realizada para determinar a presenca de proteinas com massa molecular acima de 10
kDa, ou a sua auséncia, que indica sua possivel hidrolise. Nesta analise a mesma quantidade de
proteinas (40ug) foi aplicada para todas as amostras. Como observado na Figura 10, o controle
negativo (meio sem indculo) apresentou muitas bandas migrando de 21 a 200 kDa (limites de
deteccdo do sistema), dificultando a visualizagéo e separacéo das mesmas. Entretanto é possivel
observar acimulos de bandas de alta massa molecular migrando nas faixas de aproximadamente
30, 40 e 100 kDa. Apos a fermentacéo, estas grandes quantidades de proteinas ndo foram mais
observadas por nenhuma das amostras testadas, apontando sua degradacdo em peptideos de
massa inferior a 21 kDa. As bandas que observadas no gel podem representar ndo apenas
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proteinas provenientes da soja, mas podem representar também enzimas produzidas pelos

microrganismos que podem estar envolvidas na hidrolise da soja.

EL06 LaP8 EL05 B2 B3 AMR PP3 BacB2 EL07 C2 Controle(-)
200 — il —_—

3] — g y o——

Figura 10. Gel de SDS-PAGE do sobrenadante de cultura das cepas proteoliticas testadas
cultivadas em meio soja. As cepas apresentaram bandas fracas quando comparados ao controle negativo
(meio sem in6culo), indicando hidrélise das proteinas do meio. O gel continha malha de poliacrilamida

de 15% e o limite minimo de deteccéo foi de 21 kDa.

5.4 Avaliacao dos peptideos gerados por espectrometria de massa

Analise por espectrometria de massa pelo método de MALDI-TOF foi realizada para
mensurar de forma quantitativa as massas moleculares dos hidrolisados da proteina de soja
gerados ap6s fermentacdo. As trés amostras que apresentaram as maiores concentracfes de
peptideos soluveis no sobrenadante de cultura, dentre as dez do estudo, foram selecionadas para
esta analise. Estas amostras séo AMR, EL07 e PP3.

A Figura 11 mostra a analise dos peptideos do meio de proteina de soja sem ter sido
submetido a fermentagé@o (controle negativo) que, apresentaram alta concentracdo de massas
moleculares de 3290 Da a 9000 Da. Foram observados também peptideos com alta massa
molecular variando de 10000 Da a 24000 Da. Apds fermentacdo, as massas moleculares desses
peptideos sofreram uma drastica reducdo, como visto na anélise da amostra AMR onde, tais
peptideos apresentam massas moleculares que variam de 873 Da a 2000 Da, o que 0s
caracterizam como hidrolisados de baixa massa molecular (Figura 12). A analise da amostra
ELO7 apresentou peptideos com massas moleculares variando de 773 Da a 2000 Da, indicando
a presenca de peptideos com baixa massa molecular presentes no sobrenadante de cultura dessa
amostra apds 5 dias de cultivo em meio contendo proteinas de soja (Figura 13). Ja a analise da
amostra PP3 mostrou alta concentracao de peptideos de massas moleculares de 726 Da a 1800

Da, aproximadamente, como observado na figura 14.
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Figura 11. Analise por MALDI-TOF dos peptideos contidos no meio proteina de soja 1% sem

in6culo: Controle negativo.
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Figura 12. Analise por MALDI-TOF dos peptideos gerados por fermentacdo submersa de

proteina de soja na presenca de Bacillus subtilis AMR.
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Figura 13. Anédlise por MALDI-TOF dos peptideos gerados por fermentacdo submersa de
proteina de soja na presenca de Bacillus sp. ELO7.
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Figura 14. Andlise por MALDI-TOF dos peptideos gerados por fermentacdo submersa de
proteina de soja na presenca de Bacillus subtilis PP3.
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Apesar de todas as amostras analisadas apresentarem peptideos de baixa massa
molecular, a PP3 mostrou uma diversidade maior de picos provenientes, provavelmente da
hidrolise da proteina de soja a peptideos de massas moleculares inferiores a 2 kDa, sendo um
resultado promissor para aplicabilidade em formulaces para produtos capilares. Porém, um
planejamento experimental e otimizacdo do processo precisa ser realizado para determinar as

Otimas condicdes de producgdo e rendimento.

5.5. Determinacdo dos aminoacidos presentes nos hidrolisados por Cromatografia em
camada fina (TLC)

A analise por cromatografia em camada fina foi realizada para determinar de modo
qualitativo, os aminoacidos presentes em maiores concentracdes nos hidrolisados de proteina
de soja. As amostras foram aplicadas em placas de silica gel (HPTLC) em conjunto com 0s
amino&cidos padrbes. Apds corrida e a revelagcdo com ninidrina, o calculo de fator de retencéo
(Rf) ou retardamento foi realizado para determinar comparativamente quais aminoacidos
estavam presentes em cada amostra.

A Tabela 5, mostra os aminoacidos presentes majoritariamente nos hidrolisado de
proteina de soja obtidos com as cepas em teste no estudo. O &cido glutamico foi encontrado em
quase todas as amostras incluindo o controle negativo. As amostras AMR e ELQ7 aparentaram

maiores quantidades de aminoacidos diferentes em seus hidrolisados detectaveis por TLC.

Tabela 5. Andlise dos aminoacidos contidos nos hidrolisados de proteina de soja.

Amostras Aminoacidos
ELO7 Histidina, glutamina, alanina, tirosina, cistina
ELO6 Histidina, fenilalanina, acido glutamico, cistina
ELO5 Acido glutamico, leucina, fenilalanina
PP3 Serina, fenilalanina, cistina
C2 Acido glutamico, triptofano
Bac.B2 Triptofano
LaP8 Cistina, acido aspartico, acido glutamico, leucina
B2 Acido glutamico, leucina
B3 Acido glutamico, leucina, fenilalanina
AMR Tirosina, cisteina, lisina, treonina, fenilalanina

Controle - Acido glutamico, 4cido aspartico, leucina
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5.6. Quantificacdo dos aminoacidos totais produzidos por fermentacdo submersa de
proteinas de soja

O método quantitativo utilizando ninidrina para mensurar a concentracdo de
aminoéacidos totais contidos nas amostras de hidrolisados de proteina de soja foi realizado. A
Figura 15 mostra que houve um aumento de aminoacidos em todas as amostras em relacéo ao
controle negativo, indicando a hidrélise da proteina da soja. Esses resultados corroboram com
os demais resultados observados. Comprovando que ha a hidrélise das proteinas da soja com
producdo de peptideos de baixa massa (observados através de SDS-PAGE e MALDI-TOF) e
de aminoacidos (TLC e dosagem de aminoacidos totais).

A amostra ELO7 apresentou a maior concentracdo de aminodcidos (3,47 mg/mL), um
valor 9,3 vezes maior que o observado no controle negativo (sem indculo). A amostras EL05 e
ELO6 também apresentaram altas concentracbes de aminoacidos (3 mg/mL e 3,1 mg/mL,
respectivamente).

As amostras AMR e PP3, que apresentaram altas concentracdes de proteinas sollveis
no sobrenadante de cultura (Figura 7) ndo apresentaram resultados tdo expressivos na
quantificacdo de aminoacidos totais, apesar de té-los de boas concentra¢des, 1,9 e 1,7 mg/mL,
respectivamente, valores mais que 5 vezes o observado no controle negativo. Essa diferenca
pode ser explicada pela atividade das peptidases produzidas pelos microrganismos e hidrélise
do substrato em peptideos (endopeptidases) ou aminoacidos (exopeptidases) por elas.
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Figura 15. Concentracdo de aminoacidos totais obtidos por fermentacdo submersa de proteina de soja.
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5.7 Producdo de peptidases na presenca de proteina de soja

Concomitantemente, a producdo de peptidases também foi avaliada, tanto
quantitativamente (figura 16) quanto qualitativamente (Figura 17). As peptidases, além de
protagonistas no processo se hidrdlise da proteina de soja, também pode ser um produto com
valor agregado.

A figura 16 mostra a relacdo entre as amostras quanto suas respectivas atividades
proteoliticas. E possivel observar que as amostras EL06, EL07 e C2 foram as que apresentaram
maiores atividades em detrimento as outras amostras. A amostra EL06 apresentou 6000 U/mL;
ELO7 apresentou aproximadamente 5500 U/mL; e a amostra C2 teve atividade de 4500 U/mL.

Quando os resultados de atividade proteolitica sdo comparados com a concentracao de
proteinas, algumas amostras que apresentaram alta concentracdo de peptideos no sobrenadante
de cultura (como por exemplo a amostra AMR) ndo apresentaram atividade enzimatica tdo alta
comparativamente em relagdo as demais amostras. O inverso também foi observado (como por
exemplo a amostra EL06). Estes resultados indicam que ndo ha uma correlacdo direta entre a
atividade proteolitica e a concentracdo de peptideos sollveis. Varios possiveis fatores podem
explicar o fato, como a especificidade, afinidade e velocidade de conversdo da enzima (km €
Kcat) frente as proteinas da soja (diferente da gelatina utilizada como proteina padrdo em nossos
testes de atividade). A velocidade de crescimento e consumo dos peptideos gerados também
podem explicar as diferencas em relacdo a concentracdo de proteinas e atividade observadas
nos testes. Entretanto, ndo é possivel obter conclusdes a este respeito com os resultados obtidos,

e outros estudos poderdo ser realizados para apurar estas diferencas.
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Figura 16. Atividade proteolitica do sobrenadante de culturas das amostras testadas quando

cultivadas na presenca de proteina de soja como principal substrato.
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Também foi realizada a analise zimogréfica das peptidases produzidas pelas amostras.
A zimografia foi o método qualitativo utilizados para avaliar a producdo de peptidases
extracelulares e tracar suas massas moleculares. Na Figura 17, podemos observar que amostras
como B2, EL06, PP3 e AMR apresentaram um perfil de multiplas bandas migrando na faixa de
20 a 94 kDa, assim como as amostras B3 e EL05, que apresentaram também uma banda
migrando em aproximadamente 7kDa. As amostras Bac.B2, EL07 e C2 apresentaram bandas
com massa molecular superior a 100 kDa, tendo a amostra C2 uma peptidase de alta massa,

migrando préximo ao topo do gel (>200 kDa). Néo foi observada peptidases extracelulares pela
L&P8 nas condices testadas.
ELO6  ELOS BacB2 ELO7  PP3

B3 B2 AMR 2 Lap8 C()
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-

Figura 17. Zimograma com substrato gelatina das peptidases produzidas na presenga de soja

como substrato. A esquerda estdo as massas moleculares calculadas.
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6. DISCUSSAO

A demanda por cosméticos que ndo sejam testados em animais e por componentes
proteicos que ndo tenham uma origem animal, vem aumentando ao decorrer dos anos e, com
isso, a utilizacdo de hidrolisados de origem vegetal em produtos para cuidados capilares como
xampus e condicionadores com capacidade reconstrutora e hidratante cresce
proporcionalmente. As proteinas nestes cosmeticos necessitam ter baixa massa molecular para
serem incorporadas na fibra capilar, pois aumenta a sua solubilidade e absorcdo (Villa et al.,
2013). E, para isso, sdo aplicados métodos de hidrolise tanto quimicos quanto enzimaticos.
Hidrolises quimicas apesar de baixo custo e rapidas, sdo nocivas para o ambiente e, N0 processo
de hidrdlise proteica, pode-se perder aminoécidos ou modificar sua estrutura. Logo, hidrélises
enzimaticas sdo requeridas por serem mais especificas a seus substratos, conservando os
aminoacidos labeis como a fenilalanina, histidina e arginina, reduzindo, também,
significativamente as perdas de tirosina durante a hidrdlise acida (Gehrke et al., 1985), alem de
ser um método sustentavel.

A hidrolise por microrganismos € um meétodo que vem gradativamente ampliando na
industria. Obtém-se o hidrolisado a partir das enzimas secretadas pelo microrganismo durante
a fermentacdo e, com isso, este trabalho se ateve a selecionar microrganismos proteoliticos com
capacidade de degradar proteina de soja para gerar hidrolisados aplicaveis a produtos capilares.
O primeiro passo para selecdo foi o screening inicial das cepas do laboratdrio Bioinovar, onde
27 microrganismos — maioria do género Bacillus — que foram cultivados em agar caseina para
deteccdo de peptidases extracelulares. A leitura ap6s incubacdo mostrou halos delimitados e
transparentes, denominados zonas de hidrolise e, a observagdo e a medigdo dessas zonas de
hidrélise aparentes na placa de agar caseina, mostra a capacidade desses microrganismos de
degradarem a fonte de proteina fornecida (caseina), indicando a producdo de peptidases
extracelulares. As amostras B3 (ndo identificada), Bacillus sp. EL06 (EL06), Bacillus cereus
LFB-FIOCRUZ 1268 (B2), Bacillus sp. EL05 (ELO05), L&P8 (ndo identificada), Bacillus subtilis
LFB-FIOCRUZ 1266 (AMR), Bacillus subtilis LFB-FIOCRUZ 1273 (PP3), Bac.B2 (nédo
identificada), Bacillus sp. ELO7 (ELO7) e C2 (ndo identificada) destacaram-se quanto a
producdo de peptidases, apresentando halos de 15 a 20 mm enquanto o controle positivo
(Bacillus subtilis GLI) apresentou aproximadamente 13 mm. Trabalho prévio da equipe
Bioinovar, feito por Mazotto et al. (2013), relataram a atividade proteolitica com substratos
gelatina e queratina do fungo Aspergillus niger apresentando halos transparentes e em tamanhos
de 37 mm e 35 mm em meios agar gelatina e queratina, respectivamente. Indicando uma

potencial producéo de peptidases e queratinases extracelulares. Sharma et al. (2015) isolaram
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tanto bactérias quanto fungos do solo e, elucidou suas atividades proteoliticas realizando,
inicialmente, um screening de producdo de peptidases. Para tal, utilizou meio &gar gelatina e
meio leite desnatado (caseina). No agar gelatina, houve uma maior clareza na aparéncia dos
halos transparentes (zonas de hidrélise), sendo considerado o melhor substrato para ensaio
qualitativo de deteccdo de peptidases neste estudo. O resultado obtido em relagéo a producéo
de peptidases foi esperado, visto que microrganismos do género Bacillus (B. cereus, B.
sterothermophilus, B. mojavensis, B. megaterium e B. subtilis) que, sdo comumente
encontrados em solos, produzem uma grande variedade de enzimas extracelulares, incluindo
peptidases (Josephine et al., 2012; Prasanth et al., 2016).

Foram escolhidas 10 amostra a partir dos resultados em &gar caseina para a fermentacéo
submersa em meio contendo proteina de soja 1%. Apds fermentacdo, os hidrolisados de
proteina de soja foram avaliados quanto a concentracdo de proteinas e observou-se que as
amostras EL07, AMR, PP3 e B2 apresentaram bons resultados em relagéo a concentracéo de
proteinas (4,84, 4,08, 3,75 e 3,49 mg/mL, respectivamente). Grozeva, Tchorbanov e Aleksieva
(1994) analisaram o potencial das peptidases extracelulares do fungo Humicola lutea de
hidrolisar caseina por fermentacdo submersa. E, foi visto que o contetdo proteico soltvel em
pH neutro a alcalino, foi diminuindo em aproximadamente 3 dias de cultivo, gerando em torno
de 1,4 mg/mL hidrolisados de caseina. Mazotto et al. (2010) descreveram a capacidade da cepa
Bacillus subtilis AMR de produzir hidrolisados a partir do substrato proteico de queratina, que
diferente da proteina de soja e caseina, € insolvel. O objetivo era avaliar degradacdo de
queratina de cabelo. Os resultados da concentracdo de proteina obtidos em 4 dias, demonstrou
um aumento de hidrolisados (~ 0,7 mg/mL) em comparacdo ao controle negativo (meio sem
indculo). O mesmo ndo pode ser observado no presente trabalho pois, a soja € parcialmente
soltvel, logo o controle negativo apresenta uma alta concentracdo de proteinas quando
comparado as amostras. Uma possivel explicacdo € que 0s microrganismos presentes no meio
consumiram parte dos hidrolisados. Sendo assim, quando comparados os hidrolisados obtidos
pela cepa L&P8 com os das cepas ELO7, AMR, PP3 e B2, observa-se uma evidente perda de
substrato, podendo a LaP8 ter consumido mais de 40% da proteina de soja fornecida, o que foge
a intencéo desse estudo pois, € preciso que 0 microrganismo reduza essas proteinas sollveis em
peptideos e aminoacidos sem consumir excessivamente, baixando o rendimento de producéo
dos hidrolisados proteicos de soja.

Na avaliacdo qualitativa por SDS-PAGE dos peptideos gerados foi possivel observar
comparando as amostras ao controle negativo, que o excessivo acimulo de bandas que

migravam aproximadamente entre 30 a 200 kDa, reduziu drasticamente apos a fermentacéo,



36

indicando um grande potencial proteolitico destas cepas do género Bacillus. Foram observadas
bandas visualmente fracas migrando a 97, 66, 50, 45, 31 e 21kDa, aproximadamente. Tais
bandas pertinentes em quase todas as amostras podem representar nao apenas hidrolisados e
sim, as préprias enzimas microbianas produzidas, afinal, enzimas sdo proteinas com atividade
catalitica. Também h& a possibilidade de serem proteinas da soja algumas dessas cepas nao
conseguiram degradar. Romangnolo, Polan e Barbeau (1990), Aguirre, Garro e Giori (2008) e
Colugnati (2003) identificaram bandas das principais proteinas de soja (f-conglicinina e
glicinina) migrando em 66 a 67 kDa as subunidades o’ e a e, a subunidade 3 migrando por volta
de 55 a 45 kDa. A subunidade acida da glicinina migra aproximadamente a 35 kDa enquanto a
subunidade béasica migra a 20-21 kDa. Quando comparadas as bandas dos hidrolisados
proteicos de soja deste estudo, observa-se que as bandas que migraram a 45 kDa e a 21 kDa em
todas as cepas Bacillus sp. e Bacillus subtilis, podem indicar a presenca das subunidades acidas
e bésicas da glicinina. Chi e Cho (2016) atraves de seus estudos em fermentacdo solida de
proteina de soja, reportaram uma excelente hidrdlise proteica pelo Bacillus amiloliquefaciens,
que degradou a maior parte do contetdo proteico da soja, contendo apenas bandas migrando de
25 kDa a menos 10 kDa. De acordo com estudos de Aguirre, Garro e Giori (2008) e Aguirre et
al. (2014), cepas diferentes de lactobacilos utilizando proteina de soja como substrato,
degradavam em sua maioria a proteina B-conglicinina e suas subunidades o’e a, alguns tendo
preferéncia a subunidade a. Em relacdo a degradagdo da glicinina, algumas espécies como L.
paracasei, foram capazes de hidrolisar tanto as subunidades acidas como basicas enquanto
outras degradaram apenas a subunidade acida. O estudo de Aguirre, Garro e Giori (2008)
demonstrou que as fracOes basicas foram as menos degradadas (13%) assim como podemos
observar em nosso estudo a subunidade basica sendo provavelmente representada pela massa
molecular de 21 kDa, a banda que mais prevalece, levando a crer que o género Bacillus também
possui certa dificuldade em degradar determinada subunidade, seja por especificidade da
enzima, seja pela estrutura da molécula proteica que, de acordo com Barac et al. (2006), é
compacta e estabilizada por pontes dissulfeto além de interacdes hidrofdbicas e eletroestaticas.

As amostras que apresentaram maiores concentragdes de peptideos soltveis (ELO7, PP3
e AMR) foram escolhidas para analise em espectrometria de massa (MALDI-TOF) para
mensurar assertivamente as massas moleculares dos peptideos gerados. O intuito dessa técnica
foi detectar massas moleculares abaixo de 10 kDa, pois as proteinas utilizadas em produtos
capilares necessitam ter maior penetracdo fibra capilar, logo, elas precisam estar reduzidas a
peptideos de baixa massa molecular. Todas as amostras apresentaram peptideos de baixa massa

moleculares (até 2 kDa), o que indicou uma eficiente hidrolise quando comparadas as massas
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moleculares do controle negativo. Gibbs et al. (2004) descreveram a atividade de diferentes
enzimas em diferentes alimentos derivados da soja por espectrometria de massa. Analisando os
hidrolisados obtidos da hidrdlise de tempeh por proteases provenientes de plasma bovino, foi
possivel observar peptideos de 600 a 900 Da, sendo peptideos derivados da glicinina
representados por massas em tamanhos de 616, 722 e 785 Da. A hidrolise da proteina de soja
por Bacillus aparentou ser eficiente quanto a producdo de hidrolisados de baixa massa para
futura aplicacdo em formulacbes para cuidados capilares. Villa et al. (2013) demonstraram a
capacidade da espécie Bacillus subtilis de degradar a queratina proveniente de penas de frango.
A hidrolise por fermentacdo submersa gerou peptideos de massas em torno de 819 a 2500 Da
e, ao serem aplicados em mechas, foi possivel observar uma deposicao desses hidrolisados nas
fibras capilares, melhorando o aspecto das mesmas. Levando essas informacdes em
consideracdo, 0s peptideos de proteina de soja gerados por Bacillus sp. ELO7, Bacillus subtilis
AMR e Bacillus subtilis PP3, que apresentaram massas igualmente baixas, possuem uma
potencial eficiéncia na deposicao e reconstrucao das fibras capilares. No entanto, mais estudos
precisaram ser realizados para determinar as melhores condi¢6es de producdo para melhores
rendimentos dessas cepas e para a aplicabilidade em mechas de cabelo e observacdes do seu
efeito sobre elas.

Quanto o perfil de aminoacidos livres observaveis em cromatografia em camada fina
(TLC), viu-se a presenca de quase todos os 18 aminoacidos utilizados como padrdo. Amostras
como AMR e ELO7 entre todas as amostras, aparentaram maior diversidade de aminoacidos em
seus hidrolisados. A grande parte dos aminoacidos encontrados na proteina de soja (histidina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, valina, triptofano, alanina, arginina, acido
aspartico, cisteina), acido glutdmico, serina e tirosina), previamente descrito por Simas (2005),
encontram-se presentes nos hidrolisados, dentre eles, o &cido glutamico, que teve sua presenca
majoritaria nas amostras. Para futura aplicabilidade em produtos capilares, tais hidrolisados
precisam possuir 0s principais aminoacidos que apresentam efeitos positivos em cabelos, como
cistina, serina, acido glutdmico, arginina e glicina ja descritos por Velasco et al. (2009) e
Woodruff (2002) apud. Villa (2008), que compde a queratina, principal componente da
estrutura da fibra capilar. Na proteina de soja, a cistina é o aminoacido com menor teor, porém,
nos hidrolisados obtidos neste estudo, pode-se observa-lo em quase metade das amostras. A
serina foi observada apenas na amostra PP3, enquanto o acido glutamico foi observado em mais
da metade das amostras. Em nenhuma amostra a foi detectada arginina por este método. O
aminoéacido glicina (Gly), apesar de ser um aminoacido comumente encontrado na soja, Como

jadescrito por Simas (2005), ndo possivel observada por limitacGes técnicas, porém, € provavel
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que tenha tal aminoacido nesses hidrolisados. Estes resultados sdo qualitativos, sendo
necessario métodos mais apurados como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou
HPLC), que além de separar os compostos proteicos contidos nos hidrolisados, quantifica e
identifica os mesmos.

Uma anélise quantitativa dos amino&cidos totais foi realizada pelo método de dosagem
de ninidrina. As amostras neste trabalho apresentaram altas concentragdes de aminoacidos onde
ELO7, ELO5 e ELO6 apresentaram as maiores concentragdes. Radha, Kumar e Prakash (2007)
descreveram a composicdo total de aminoacidos essenciais da farinha de soja, constituindo
41,18 g de amino&cido onde, individualmente, eles variam em valores de 1,34 a 17,18 g sendo
0s acidos aspartico e glutdmico contendo as maiores concentragcdes. Desse modo, observamos
que a proteina de soja tem um alto teor de aminoacidos totais sendo promissora no setor de
cosmeéticos.

Em relacdo a producdo das peptidases na presenca de proteina de soja e sua atividade
proteolitica, € possivel observar que as amostras EL06, ELO7 e C2 apresentaram maiores
atividades proteoliticas quando comparadas a outras amostras. Mazotto et al. (2011)
observaram a atividade proteolitica das cepas Bacillus cereus, B. licheniformis e B.subtilis
utilizando substrato gelatina, nas mesmas condic6es realizadas no presente estudo. De acordo
com os dados de Mazotto et al. (2011), a cepa B. subtilis obteve uma alta atividade proteolitica
chegando aproximadamente a 490 U/mL. Em nosso presente estudo, a atividade de cepas
Bacillus sp EL06 e ELO7 e cepa C2 (ndo identificada) foram delineadas a 6000 U/mL, 5500
U/mL e 4500 U/mL, indicando uma alta atividade proteolitica em meio proteina de soja 1%. A
cepa de B. subtilis AMR teve sua atividade determinada em torno de 1900 U/mL, apesar de ser
uma atividade relativamente baixa em detrimento as outras amostras, obteve uma das maiores
concentracdes de proteinas sollveis. Porém, ndo se pode chegar a uma conclusdo quando
correlacionamos 0s substratos a atividade enzimatica, pois, fatores como especificidade e
atividade da enzima podem estar envolvidos, assim como o crescimento desses microrganismos
e 0 consumo dos peptideos gerados. Logo, € necessario que outros estudos sejam realizados
para identificacGes de possiveis variaveis em relacdo a atividade enzimatica e a producéo de
hidrolisados de proteina de soja.

A zimografia utilizando substrato gelatina tambem foi realizada para avaliar a presenca
destas peptidases extracelulares de forma qualitativa e, apontar suas respectivas massas. Todas
as amostras menos a LaP8, tiveram suas atividades proteoliticas e producdo de peptidases
extracelulares mensuradas, sendo amostras como EL07, PP3 e AMR com um maior nimero de

bandas. Cedrola et al. (2012) cultivaram cepas de Bacillus subtilis SLC em meio com penas a
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1% e, realizou um zimograma utilizando substrato gelatina. Tanto em pH 7 como pH 8, obteve-
se uma alta atividade proteolitica. Eles identificaram bandas migrando de 100 kDa a 20 kDa
enquanto Mazotto et al. (2011) observaram bandas nessas mesmas condi¢6es migrando de 140
kDa a 15 kDa, sendo que bandas como as de 30 kDa e 50 kDa foram observadas em ambos
trabalhos. Em nosso atual estudo, foram identificadas multiplas bandas migrando de 20 a 94
kDa, sendo representadas pelas cepas Bacillus cereus B2, Bacillus sp. EL06, Bacillus subtilis
PP3 e Bacillus subtilis AMR. Amostras como B3 (ndo identificada) e Bacillus sp. ELO5,
aparentaram além destas, bandas migrando aproximadamente a 7 kDa. Prasanth et al. (2016)
descreveram massas moleculares de peptidases produzidas por B. subtilis de aproximadamente
50 kDa. As massas variam de 20-60 kDa, onde uma banda migrando a 45 kDa foi denominada
como zincoprotease nao caracterizada. Bandas com massa superior a 100 kDa puderam ser
observadas pelas cepas Bac.B2 (ndo identificada), Bacillus sp. ELO7 e C2 (ndo identificada). A
cepa L&P8 (ndo identificada), ndo apresentou peptidases extracelulares nas condi¢des testadas.

Tendo em vista esses resultados, as cepas de Bacillus sp. ELO7, EL0O6 e AMR
mostraram-se promissoras quanto a concentracdo de peptideos e presenca de atividade
proteolitica, sendo a amostra ELO7 selecionada para os proximos estudos. Sera necessario um
estudo de otimizacdo de processo, verificando as principais varidveis que afetam o processo.
Um ensaio proteolitico utilizando outros substratos além da gelatina para identificacdo de
atividade proteolitica e, zimogramas submetidos a diferentes pHs, temperaturas e tempo de
incubacdo, para avaliar a 6tima condi¢do de producdo de hidrolisados de soja e de peptidases

extracelulares.
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7. CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos em relacdo a sele¢do de diferentes cepas Bacillus spp.

para hidrolisar proteina de soja, pode-se concluir que:

Das 27 cepas testadas do laboratério Bioinovar, 10 cepas produziram as maiores
zonas de hidrolise em meio &gar caseina;

As 10 cepas selecionadas para fermentagdo em meio de proteina de soja mostraram-
se capazes de hidrolisar a proteina de soja;

Quanto aos aminoacidos produzidos, a maioria apresentou o principal aminoacido
da proteina da soja, acido glutamico;

As cepas AMR, ELO7 e PP3 mostraram-se as melhores cepas para a producao de
hidrolisados de soja por fermentacao;

As cepas AMR, ELO7 e PP3 hidrolisaram a soja a peptideos com massa molecular
inferior a 2 kDa, sendo que o Bacillus subtilis PP3 apresentou uma diversidade de
peptideos de baixa massa molecular;

As amostras apresentaram alta concentracao de aminodacidos totais nos hidrolisados
gerados;

Os hidrolisados produzidos pelas cepas AMR, ELO7 e PP3 apresentaram potencial
para aplicacdo em cosméticos para cuidados capilares, sendo Bacillus subtilis EL0O7

a cepa de escolha para estudos posteriores.
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