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RESUMO

O trabalho atual teve como objetivos imobilizar a alcalase em pé de sabugo de milho (SM), realizar a
hidrdlise das proteinas do soro de queijo utilizando alcalase glioxil p6 de sabugo de milho (AGSM) e
comparar os resultados obtidos com a alcalase glioxil agarose (AGA) e alcalase solavel (AL).
Os derivados AGA e AGSM apresentaram rendimentos de imobilizacdo semelhantes=71,02% e
71,05% respectivamente. AGSM obteve melhor estabilidade térmica (62 e 15,5 vezes maior do que a
AL e AGA nessa ordem). A hidrdlise das soroproteinas utilizando AGSM foi comprovada pelo teor de
proteina=7,05 mg/mL, grau de hidrélise=26,59%, SDS-PAGE, e perfil cromatografico o qual
mostrou um aumento no nimero de picos em diferentes tempos de retencdo. Resultados semelhantes
foram encontrados para AL e AGA, portanto, o SM representa uma fonte inovativa, de baixo custo,
para imobilizagéo da alcalase e obtenc&o de hidrolisados proteicos (HP).
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INTRODUCAO

O soro do leite bovino é um subproduto da fabricacdo de queijos, altamente poluente e
de grande valor nutricional, devido a presenca de lactose e proteinas. Uma alternativa para
minimizar o impacto ambiental e aproveitar as propriedades nutritivas do soro é utilizar este
residuo na obtencdo de hidrolisados proteicos (ROHLFES et al., 2014). Estes hidrolisados
representam uma fonte rica de nutrientes exercendo impacto positivo sobre a salde e as
diversas fungdes do organismo. A maneira mais comum de sua obtengdo é por meio da
hidrélise de soroproteinas utilizando enzimas proteoliticas (MOLLER et al., 2008;
NAJAFIAN e BABJI, 2014). A alcalase € uma endopeptidase caracterizada por seu
desempenho em altas temperaturas e moderada alcalinidade. A imobilizacdo covalente
multipontual da enzima melhora fortemente a estabilidade, atividade e a seletividade. O
sistema hidrolitico com imobilizagdo enzimética é mais vidvel economicamente que o sistema
de enzimas sollveis, pois 0 processo de imobilizacdo pode ser executado continuamente,
possibilitando a reutilizacio da enzima (GUISAN, 2006). Ademais, 0s suportes alternativos
denominados lignocelulésicos podem ser utilizados como forma de diminuicdo de custo. A
agarose é muito utilizada como suporte para imobilizacdo de enzimas, devido suas
caracteristicas fisico-quimicas, mas possui custo elevado. O p6 de sabugo de milho (SM) é o
principal residuo formado da industria de processamento de milho. Desta forma, ressalta-se a
importancia da utilizacdo deste material, como suporte inovativo, de baixo custo, para a
imobilizacdo de enzimas. Os objetivos deste trabalho foram imobilizar a alcalase em p6 de
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sabugo de milho, caracterizar a enzima livre e imobilizada, realizar a hidrolise das proteinas
do soro de queijo utilizando os derivados e comparar os resultados obtidos com a alcalase
livre e o derivado.

MATERIAL E METODOS

Alcalase livre e derivados: Alcalase® foi adquirida comercialmente da Merk e
imobilizada covalentemente por ligagdo multipontual em agarose e suporte inovativo po de
sabugo de milho, segundo Guisan (2006). Ensaio de atividade enzimatica: foi feito usando
substrato sintético Boc-Ala-ONP de acordo com Tardioli et al. (2003). Uma unidade
enzimaética (U) foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de Boc-Ala-
ONp por minuto. Caracterizacao cinética da enzima livre e dos derivados. Os valores Ky e
Vmax aparentes da alcalase foram determinados pelo método gréafico de Eadie-Hofstee.
Inativacdo térmica e pH otimo: AL e os derivados foram incubados a 65° C, em solucéo
tampdo fosfato de sodio 100 mmol.L™ pH 7. Em determinados tempos, uma amostra foi
retirada, e verificada a atividade enzimatica. Para o pH 6timo, as enzimas foram incubadas em
sistemas tamponantes, com pH ajustado entre 3,0 e 10. Hidrolise das proteinas do soro: 20
mL de soro tratado (dialisado, desengordurado e centrifugado) foi utilizado para a da hidrolise
das proteinas por 24 horas a 50° C, pH 9 e agitacdo 100 rpm (shaker Innova 40) usando 0,5
mL de AL (diluida 300 vezes) e 0,5 g de cada derivado. Caracterizacdo e quantificacdo dos
hidrolisados: Foram determinados o grau de hidrélise DH (%) (SPADARO et al., 1979), o
teor de proteinas (BRADFORD, 1976), SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) e perfil dos
hidrolisados por CLAE em cromatografo Shimadzu LC-10A/C-47A com coluna de fase
reversa Jupiter Phenomenex C18 (15 x 4,6 mm; 5 pm; 300 A), gradiente linear de 5 a 95% de
solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0
mL/min e deteccdo a 220 nm.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracterizacao cinética da enzima livre e dos derivados

Os derivados apresentaram rendimento de imobilizacdo semelhantes sendo 71,02% e
71,05% para AGA e AGSM, respectivamente. Para a atividade recuperada, obteve-se 100%
para a AGA e 66,16% para a AGSM (Tabela 1). Embora AGSM tenha apresentado um valor
inferior que AGA, ainda assim exibe uma medida superior a outras encontradas na literatura.
Por exemplo, Tardioli et al. (2003) obtiveram 54% de retencdo da atividade da AGA. Os
resultados de imobilizacdo obtidos para AGA e AGSM foram muito semelhantes, revelando
que esse residuo lignocelulésico apresenta amplo potencial para imobilizagdo de enzimas, fato
que complementa valores ja encontrados por nosso grupo de pesquisa, 0 qual ja conseguiu
imobilizar outras enzimas com muito éxito nesse suporte inovativo e de baixo custo. Na
Tabela 1 e Figura 1 é possivel observar que o derivado AGSM ¢ 62 vezes mais estavel do que
a AL e 15,5 vezes mais estavel que AGA. Sendo AGA 2 vezes mais estavel que AL. Além
disso, o0 tempo de meia-vida em horas da AL e de 0,5, da AGA, 02 e da AGSM 31. Na
literatura encontramos resultados semelhantes de estabilidade térmica para a AGA quando
comparado com AL e em nenhum deles foram encontrados valores superiores ao AGSM deste
trabalho. Tardioli (2003) obteve AGA 3,6 vezes mais estavel que AL a 60°C. Yust et al.
(2010) produziram um derivado alcalase glioxil-agarose 24 vezes mais estvel do que a AL a
50°C. Portanto, pode-se dizer que a imobilizacdo da alcalase em suporte inovativo po de
sabugo de milho é exequivel e apresenta melhor estabilidade térmica do que AL e AGA. A
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estabilidade térmica da enzima € um parametro cinético muito importante para verificar o
quanto a imobilizacéo é capaz de manter ou modificar as caracteristicas cinéticas em relagdo a
enzima soluvel, pois a fixacdo da enzima em um suporte sélido dificulta sua movimentacéo e,
consequentemente, reduz a capacidade de autodigestdo. Ademais, € uma variavel bastante
consideravel na obtencdo de HP, pois permite que se trabalhe em temperaturas maiores por
periodos prolongados, 0 que evita o crescimento microbiano no reator quando se pretende o
escalonamento do processo (PESSATO, 2014). A acdo catalitica de uma reacdo enzimatica é
alcancada dentro de limites muito estreitos de pH. Segundo Yust et al. (2010), o pH étimo de
atuacdo da alcalase varia de 6,5 a 8,5. Na Tabela 1 é exposta a faixa de pH étimo para AL
(8,0-9,5), AGA (6,5-10,0) e AGSM (7,0-10,0) e se assemelham aos valores expressos pelos
autores.

Tabela 1. Caracterizacdo cinética da alcalase livre e imobilizada.

Enzima Atividade Km Vmix pH otimo Eficiéncia Rendimento Atividade Tempo de Fator
enzimitica (mM) catalitica de Recuperada  meia-vida de

imobilizacao (%) (horas) estabilizacao
(%)
Alcalase 4426 U/mL 0,243 115,96 8,0-9.5 4772 0.5
solavel +287.91 UL
AGA 13,80 U'g 1,53 25,08 Ulg 6,5-10.0 16.39 71.02+12,86 1000 £0.00 2 4
(6BCL) 0,31
87,6
mmol.g!
AGSM 9.54 Ulg 0,464 10,50 U/g 7,0-10,0 22,6 71,05£11,72 66,16£3,30 31 62
(1318 +0,38
mmol.g")
Figura 1. Inativacdo térmica a 65° C. Figura 2. SDS-PAGE do soro e HP
usando AGSM apds 24h de hidrolise.
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Caracterizagéo e quantificagdo dos hidrolisados

As Figuras 3 A e 3 B apresentam respectivamente o teor de proteinas e o grau de
hidrélise dos produtos obtidos utilizando AL, AGA e AGSM em 24 horas de reacdo. O teor
de proteina do soro de queijo (antes da hidrdélise), ou seja, no tempo zero= 15,04 mg/mL. O
grafico A exibe uma diminuicdo do teor de proteinas nos HP conforme se aumentou o tempo
de hidrolise nos trés ensaios enzimaticos. Isto pode ser explicado pela possivel quebra das
ligagBes peptidicas devido a hidrdlise enzimatica e podemos correlacionar esses valores com
o grafico 3 B onde o grau de hidrélise descreve um crescimento exponencial nas primeiras 3
horas de reacdo, sendo AL= 34,15%, AGA= 32,25% e AGSM= 10,63%. Apos esse tempo a
velocidade de reagdo comecou a diminuir, chegando préximo de um platd em 24 horas com
AL= 59,63%, AGA= 43,88% e AGSM= 26,59%. De forma geral, a velocidade inicial de
reacdo com a enzima soltvel foi maior do que com as enzimas imobilizadas. Isso pode ser
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explicado pela dificuldade de acesso do substrato a enzima imobilizada dentro dos poros dos
suportes utilizados. Fato confirmado pelos valores de Vméx (Tabela 1) em que AL= 115,96
U/mL, AGA= 25,08 U/g e AGSM= 10,50 U/g. O derivado AGSM mostrou ser efetivo na
hidrélise das proteinas do soro de queijo mesmo apresentando maiores valores no teor de
proteinas e menores valores de DH% quando comparados com AL e AGA apds 24 horas. O
comportamento cinético da enzima imobilizada pode diferir significativamente daquele da
mesma enzima na forma sollvel. Essas mudancas podem ser tanto devido as alteracdes
conformacionais na enzima, resultante do processo de imobilizagdo, quanto da presenca e
natureza do suporte de imobilizacdo (GUISAN, 2006). No entanto, a utilizacido de AGSM na
obtengdo de HP do soro foi possivel como podemos observar na SDS-PAGE (Figura 2) pelo
desaparecimento das bandas proteicas do soro referentes a soroalbumina (BSA), B-
lactoglobulina (B-Lg) e a-lactoalbumina (a-La). Além disso, os perfis de hidrolise do soro de
queijo revelam que o uso da AGSM promoveu a hidrdlise das proteinas quando comparamos
o perfil do soro ndo hidrolisado (Figura 4 A) com os perfis dos HP (Figura 4 B, C e D). Ha
um aumento no numero de picos entre os tempos de retencdo 2,5-15 minutos. Portanto, os
parametros utilizados para a caracterizacdo e quantificacdo dos HP usando AGSM podem ser
considerados equiparaveis com AL e AGA.

Figura 3. Teor de proteinas e grau de hidrélise dos HP de AL, AGA e AGSM por 24h,
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Figura 4. Cromatogramas de HPLC-fase reversa com deteccdo UV a 220 nm do soro (A) e
hidrolisados utilizando AL (B), AGA (C) e AGSM (D) ap6s 24 horas de hidrolise.
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CONCLUSOES

Foi possivel imobilizar covalentemente a alcalase em p6 de sabugo de milho com
obtencdo de um derivado estavel. O processo de hidrolise utilizando AGSM foi eficaz, sendo
0 DH= 26,59% e a hidrolise das soroproteinas confirmadas pela SDS-PAGE. O perfil
cromatografico dos HP do soro revelou um aumento no ndmero de picos em diferentes
tempos de retencdo. Resultados equiparaveis foram encontrados para AL e AGA, portanto, o
SM representa uma fonte inovativa de baixo custo para imobilizagdo da alcalase e obtencéo
de HP.
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