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Resumo

Neste trabalho utilizou-se um sub-produto da industria cervejeira proveniente do malte com um teor
elevado em celulose, a dréche, como suporte de imobilizagao para tripsina. Efectuaram-se hidrélises
de concentrado proteico de soro de queijo com tripsina imobilizada com diferentes condi¢cbes de pH e
temperatura de forma a determinar os valores 6ptimos de operagdo. O perfil dos hidrolisados
resultantes foi posteriormente analisado por cromatografia liquida de alta performance em fase
reversa. O valor 6ptimo de operacdo com tripsina imobilizada ocorreu a 60 °C, superior a temperatura
correspondente com enzima livre. A actividade da enzima imobilizada em dréche foi bastante inferior a
da enzima livre. O perfil de péptidos obtido com os dois tipos de enzima foi semelhante.

Palavras chave: Imobilizagao de tripsina, dréche, hidrélise de proteinas, concentrado proteico de soro
de queijo.

1. Introdugéao

O soro de queijo € um efluente produzido em grandes quantidades pela industria de lacticinios que
nao pode ser despejado directamente para o ambiente, apresentando a sua utilizagdo para a
formulagdo de novos alimentos vantagens nutricionais, tecnolégicas e ambientais. A aplicagdo de
membranas de ultrafiltragdo e de cromatografia de permuta iénica permite o aproveitamento da fracgéo
proteica do soro de queijo, conduzindo a concentrados proteicos de soro de queijo com teores em
proteina que podem variar entre os 35 e 0s 99 %.

A tripsina é muito utilizada para hidrélise de proteinas sendo interessante o uso de hidrolisados
destes concentrados na industria alimentar, tanto de um ponto de vista nutricional (menos
alergenicidade, possivel bioactividade, por exemplo) como pelas suas propriedades funcionais
(capacidades espumante, gelificante, emulsionante...).

O uso de enzimas imobilizadas em suportes solidos € vantajoso em relagdo ao uso de enzimas na
forma livre ja que permite a sua recuperagdo do meio de reacgado, a sua reutilizagdo e operagédo em
modo continuo. Os suportes tradicionais incluem silica porosa, vidro poroso e celulose. A dréche, um
sub-produto da industria cervejeira proveniente do malte, com um teor elevado em celulose, é
apropriada para uso como suporte para imobilizagdo de enzimas ja que, além de possuir as condigdes
necessarias (como estabilidade, rigidez, auséncia de limitagbes difusionais), € barato e de grau
alimentar.

Neste trabalho foi efectuada a hidrélise de um concentrado proteico de soro de queijo atomizado
comercial (70 %) a 37 °C com tripsina de pancreas bovino na forma livre e imobilizada em dréche. A
hidrolise foi monitorizada, ao longo do tempo (3 horas), por consumo de reagente de controlo de pH
(hidroxido de sodio) e o perfil dos hidrolisados resultantes foi posteriormente caracterizado por
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cromatografia liquida de alta performance em fase reversa. Compararam-se o grau de hidrdlise e o
perfil de péptidos obtidos com a enzima livre e com a enzima imobilizada em dréche. Foram também
determinados os valores 6ptimos de pH e temperatura para operagdo com a enzima imobilizada.

2. Materiais e métodos

Foi utilizado um concentrado de proteinas de soro de queijo atomizado comercial contendo cerca de
70 % de proteinas em base seca (fornecido pela Vetagri Alimentar, S.A., Portugal). A dréche foi cedida
pela UNICER, S.A., Lega do Balio, Portugal. Os reagentes usados foram todos de grau p.a e foram
fornecidos pela Sigma (Espanha). A tripsina de pancreas porcino (EC 3.4.21.4) com uma actividade de
1800 unidades BAEE/mg sélido foi também fornecida pela Sigma (Espanha).

2.1. Imobilizagao

A dréche foi lavada segundo método descrito por Branyik et al. (2001) com acido cloridrico para
hidrolisar o amido residual e hidroxido de soédio para deslenhificar parcialmente. O suporte foi entdao
activado com glutaraldeido a 2,5 % (p/v) durante 15 minutos em tamp&o fosfato 0,05 M pH 7 a
temperatura ambiente, filtrado a vacuo, lavado com tampao e seco a temperatura ambiente para uso
posterior.

Para a imobilizagdo da enzima, misturou-se 1 g de suporte com 30 ml de solugdo tampéao TRIS/HCI
0,05 M pH 8,0, CaCl, 0,02 M (para diminuir autodigestdo da enzima) e 80 mg de tripsina; agitou-se
suavemente durante a noite a 4 °C, filtrou-se a vacuo a lavou-se varias vezes com tampao TRIS/HCI
0,05 M pH 8,0, CaCl, 0,02 M. As experiéncias de imobilizagdo foram realizadas em duplicado.

A quantidade de enzima imobilizada foi determinada pelo método de Bradford, determinando a
guantidade de proteina no sobrenadante usando o reagente Coomassie® Plus para teste de proteina
(Pierce, EUA).

2.2. Hidrolise enzimatica

A cinética de hidrdlise enzimatica de concentrado proteico de soro de queijo foi seguida
experimentalmente a temperatura e pH constantes num reactor de 0,05 L, encamisado, fechado,
agitado e equipado com sistema de regulagao de temperatura e pH. O grau de hidrdlise (ou seja, a
razdo entre o numero de ligagdes peptidicas quebradas e o numero total de ligagcdes peptidicas) foi
monitorizado em linha pelo método pH-stat, medindo a quantidade de reagente basico consumido
(Adler-Nissen, 1985). O pH foi inicialmente ajustado e mantido constante por adigao de uma solugéo
de hidroxido de sodio 0,25 M. Foram realizados varios ensaios com 1 g de suporte com enzima
imobilizada a pH 8 e diferentes temperaturas (entre 37 e 70 °C) e a temperatura de 37 °C a diferentes
valores de pH (entre 7 e 9). Foi também realizada uma experiéncia a 37 °C e pH 8 com 20 mg de
enzima livre. Nas experiéncias a 37 °C e pH 8 (com enzima livre e imobilizada) retiraram-se amostras
ao longo do tempo para andlise posterior da degradagédo das proteinas nativas (a-lactalbumina e -
lactoglobulina) e da formagao de péptidos por cromatografia em fase reversa. Estas amostras foram
inactivadas por elevacao da temperatura a valores superiores a 80 °C durante cerca de 15 min.

2.2. Perfil peptidico dos hidrolisados

As amostras recolhidas foram analisadas por RP-HPLC/UV. Assim, ap6s diluicdo 1:40 e filtracao,
injectaram-se numa coluna de fase reversa C18 Symmetry 300, Waters (5 mm, 300 A, 250 x 4,6 mm?
i.d.) montada num cromatégrafo liguido KNAUER Maxi Star K 1000 (Alemanha) para promover a
separacao dos péptidos em fungao da polaridade das moléculas. O caudal de eluicido foi 0,75 mL/min
com o seguinte gradiente de eluentes (A, agua e 0,1% de acido trifluoracético; B, acetonitrilo com 0,1%
de acido trifluoracético): 0 a 30 min, 100 a 50% A; 30 a 35 min 50 a 20% A; 35 a 40 min, 20% A.
Nestas condigdes o tempo de retengéo da a-lactoalbumina foi de 29,9 min e o tempo de retengao da j3-
lactoglobulina 31,7 min. A monitorizagao foi realizada a 215 nm e a temperatura de 35 °C.

3. Resultados e discussao

Da andlise da Figura 1 pode-se concluir que a temperatura 6ptima para a hidrdlise de concentrado
proteico de soro de queijo pela tripsina imobilizada em dréche é 60 °C e a temperatura de inactivagéo é
70 °C (a esta temperatura, a variagdo de pH parou ao fim de 3 min). O melhor valor de pH obtido foi 8.
Este resultado esta proximo do obtido na literatura para a enzima livre, pelo que se pode concluir que a
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imobilizagdo ndo provocou grandes alteragdes no valor éptimo de pH. Segundo Godfrey (1996), esse
Optimo sera de 8,5 e, neste caso, apenas foram testados os valores 8 e 9. Por outro lado, o mesmo
autor refere a temperatura de 50 °C como 6ptimo de operagéo, tendo-se obtido uma temperatura um
pouco superior com a enzima imobilizada. Este facto podera indicar um aumento de estabilidade
térmica da tripsina com a imobilizagdo, permitindo o seu uso numa gama mais alargada de
temperaturas.
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Figura 1: Hidrdlise enzimatica do concentrado proteico de soro de queijo por tripsina imobilizada em
fungéo da temperatura

O grau de hidrdlise obtido com enzima livre (20 mg a 37 °C e pH 8) ao fim de 3 horas foi de 6 %
enquanto que o obtido com 1 g de suporte com enzima imobilizada nas mesmas condi¢des foi de
apenas 1,5 %. Contudo, as analises a proteina no sobrenadante ap6s a imobilizagdo em suporte
activado com glutaraldeido indicam uma eficiéncia de cerca de 60-70 %, o que conduziria a 40/50 mg
de enzima por grama de dréche. As condigdes necessarias para a ligagao covalente de uma enzima a
um suporte sdo tais que, geralmente, alguma perda de actividade é inevitavel. Por outro lado, a
acessibilidade do substrato aos sitios activos da enzima pode ter sido diminuida por obstrugdo parcial
daqueles ou por maior dificuldade no acesso, ja que o suporte € muito poroso e a enzima pode estar
imobilizada no interior dos seus poros. A ligagdo ao suporte pode também ter alterado a conformacao
do sitio activo. Esta actividade reduzida na enzima imobilizada pode também ser justificada por
possiveis perdas de enzima adsorvida ao suporte durante as lavagens. Tal pode indicar, para além de
ligagbes covalentes, a presenga de ligagdes ndo covalentes entre o suporte activado e a enzima. Os
valores obtidos para a quantidade de enzima imobilizada estdo dentro das gamas encontradas na
literatura para imobilizagédo de tripsina. Por exemplo, Kumar et al. (1998) conseguiram imobilizar 75 a
86% de proteina por ligagdo covalente a um polimero (Eudragit S-100) e 30 % por adsorgao fisica ao
mesmo polimero. Huckel et al. (1996) conseguiram imobilizar 29 % da proteina em silica porosa. Sears
et al. (1993) obtiveram 38 mg de proteina imobilizada por grama de suporte (vidro com tamanho de
poros controlado). Este valor € muito elevado, sobretudo considerando que conseguiram imobilizar 95
% da proteina. Contudo, também aqui apenas 4 mg de enzima por grama de suporte estavam activas.
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F.igura 2: Perfil de proteinas e péptidos obtidos com tripsina livre a 37 °C e pH 8.
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Figura 3: Perfil de proteinas e péptidos obtidos com tripsina imobilizada a 37 °C e pH 8.

Esta actividade catalitica reduzida foi também detectada nas analises por RP-HPLC. No final de 3
horas de hidrélise com enzima livre, a degradagao da a-lactoalbumina e de B-lactoglobulina foi total
(Figura 2). Por outro lado, o hidrolisado de tripsina imobilizada em dréche, ao fim do mesmo periodo de
tempo, apresentava ainda quantidades pequenas das proteinas referidas (Figura 3). Embora as
diferengas no grau de hidrélise, e logo na actividade das enzimas, tenham sido acentuadas, os

péptidos libertados aparentam ser os mesmos mas em quantidades bastante diferentes.

4. Conclusoes

Conseguiu-se imobilizar a tripsina em dréche mas a actividade obtida foi reduzida. Contudo o uso
da dréche como suporte continua a ser interessante ja que as vantagens operatorias (reutilizagéo e
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operacao em continuo) e o custo de suporte podem compensar essa reducéo de actividade. Por outro
lado, o valor 6ptimo de temperatura obtido foi superior o que permite um uso da enzima numa gama
mais alargada de temperaturas. A imobilizagcdo da enzima nao alterou o perfil peptidico resultante da
hidrélise de concentrado proteico de soro de queijo o que permite a substituicdo da enzima livre pela
enzima imobilizada sem alteragédo do produto final.
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