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RESUMO

A hidrélise das proteinas do soro de queijo foi feita a 50° C, pH=9, 100 rpm por 24 h, utilizando o
derivado alcalase glioxil p6 de sabugo de milho (AGSM) e os resultados comparados com o
derivado alcalase glioxil agarose (AGA) e enzima livre (AL). AL apresentou menor Ky =0,243mM
e maior grau de hidrélise (DH)=59,63% com relacdo aos derivados, provavelmente devido aos
efeitos difusionais da imobilizacao, dificultando o acesso do substrato a enzima. AGSM apresentou
melhor estabilidade térmica (62 e 15,5 vezes maior do que a AL e AGA respectivamente). A SDS-
PAGE demonstrou a ocorréncia de hidrolise utilizando a AGSM, além do DH=26,59% e 3,29U/mg.
Confirmando esta hidrolise, o perfil cromatografico mostrou um aumento no nimero de picos em
diferentes tempos de retencdo. Resultados semelhantes foram encontrados para AGA, portanto, o
SM representa uma fonte inovativa, de baixo custo, para imobilizacdo da alcalase e obtengéo de
hidrolisados proteicos.

Palavras-chave: Alcalase, soro de queijo, hidrolisados proteicos, ligacdo covalente multipontual,
po de sabugo de milho.

ABSTRACT

The hydrolysis of cheese whey proteins was carried out at 50° C, pH =9, 100 rpm for 24 h, using
the derivative alkoxase glyoxyl corn cob (AGSM) and the results compared with the derivative
alkoxase glyoxyl agarose (AGA ) and free enzyme (AL). AL presented a lower KM = 0.243mM
and a higher degree of hydrolysis (DH) = 59.63% in relation to derivatives, probably due to the
diffusion effects of immobilization, making it difficult for the substrate to access the enzyme.
AGSM showed better thermal stability (62 and 15.5 times greater than AL and AGA respectively).
SDS-PAGE demonstrated the occurrence of hydrolysis using AGSM, in addition to DH = 26.59%
and 3.29U / mg. Confirming this hydrolysis, the chromatographic profile showed an increase in the
number of peaks at different retention times. Similar results were found for AGA, therefore, SM
represents an innovative, low-cost source for immobilizing alkalase and obtaining protein
hydrolysates.

Keywords: Alcalase, cheese whey, protein hydrolysates, multipoint covalent bond, corncob
powder.

1 INTRODUCAO

O soro do leite bovino é um subproduto do processo da fabricacdo de queijos altamente
poluente de grande valor nutricional, devido a presenca principalmente de lactose e proteinas. Uma
alternativa para minimizar o impacto ambiental e aproveitar as propriedades nutritivas do soro €
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 saude e
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as diversas fungdes do organismo. A maneira mais comum de sua obtencdo é por meio da hidrélise
de soroproteinas utilizando enzimas proteoliticas (MOLLER et al., 2008; NAJAFIAN e BABJI,
2014).

A alcalase é uma enzima classificada como uma subtilisina sendo uma serina-protease. Desta
forma, é uma endopeptidase que é caracterizada por seu desempenho em altas temperaturas e
moderada alcalinidade. Muitos estudos tém provado que a alcalase é a melhor enzima utilizada na
obtencdo de diversos hidrolisados proteicos (TARDIOLLI et al., 2003; PIU et al., 2014).

A imobilizacdo multipontual de uma enzima consiste na formacdo de varias ligacGes
covalentes entre uma molécula de enzima e diversos grupos ativos do suporte. A imobilizacdo
multipontual covalente da enzima pode melhorar fortemente a estabilidade, a atividade e a
seletividade da enzima. Muitas enzimas industriais tém sido altamente estabilizadas por ligacdo
covalente multipontual (GRAZU et al., 2010). O sistema hidrolitico com imobiliza¢do enzimatica
é mais viavel economicamente que o sistema de enzimas sollveis, pois 0 processo de imobilizacao
pode ser executado continuamente, possibilitando a reutilizacdo da enzima (GUISAN, 2006).
Ademais, os suportes alternativos denominados lignocelulésicos podem ser utilizados como forma
de diminuicao de custo.

Os residuos lignoceluldsicos tém sido alvo de diversas pesquisas devido aos problemas
ambientais gerados pelo seu descarte indevido. A agarose é muito utilizada como suporte para
imobilizacdo de enzimas, devido suas caracteristicas fisico-quimicas, mas possui custo elevado. O
sabugo de milho (SM) é o principal residuo formado da industria de processamento de milho. Desta
forma, ressalta-se a importancia da utilizacdo do pé de sabugo de milho como suporte inovativo de
baixo custo para a imobilizacdo de enzimas. O objetivo deste trabalho foi realizar a hidrélise das
proteinas do soro de queijo utilizando a alcalase imobilizada em p6 de sabugo de milho e comparar

os resultados obtidos com a alcalase livre e a alcalase imobilizada em agarose.

2 MATERIAL E METODOS

Alcalase livre e derivados: A enzima utilizada neste trabalho foi a Alcalase® adquirida
comercialmente da (Merk). A alcalase foi imobilizada em agarose e suporte inovativo pé de sabugo
de milho segundo metodologia proposta por Guisan (2006).

Caracterizacao cinética da enzima livre e dos derivados. Parametros cinéticos: Os valores
da constante de afinidade (Km) e velocidade maxima (Vmax) da alcalase foram determinados pelo

método gréafico de Eadie-Hofstee.
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Inativacao térmica e pH otimo: Para o ensaio de inativagdo térmica, a enzima livre e 0s
derivados foram incubados na temperatura de 65° C, em solugdo tampdo fosfato de s6diol100
mmol.Lt 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. O ensaio de atividade enzimética foi feito usando substrato sintético boc-
ala-ONP segundo Tardioli et al. (2003).

Hidrolise das proteinas do soro: o soro do queijo bovino tratado (dialisado, desengordurado
e centrifugado) foi utilizado para a realizacéo da hidrolise das proteinas durante 24 horas por meio
de trés diferentes ensaios: AL (alcalase livre): 0,5 mL de enzima (diluida 300 vezes) em 20 ml de
soro a 50° C, pH=9 e agitacdo 100 rpm (shaker Innova 40). AGA (alcalase glioxil agarose) e
AGSM (alcalase glioxil pé de sabugo de milho): 0,5 g de derivado em 20 ml de soro a 50° C,
pH=9 e agitacdo 100 rpm (shaker Innova 40).

Caracterizacdo e quantificacdo dos hidrolisados: Foram feitas por meio das seguintes
analises: grau de hidrolise DH (%) (SPADARO et al., 1979), quantificacdo de peptideos e
aminoacidos (MCDONALD e CHEN, 1965), determinacéo de proteinas (BRADFORD, 1976),
eletroforese (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970) e perfil dos hidrolisados por HPLC-fase reversa.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 CARACTERIZACAO CINETICA DA ENZIMA LIVRE E DOS DERIVADOS

De acordo com a Tabela 1, pode-se observar que a AL apresenta menor valor de Ky com
relacdo aos derivados, provavelmente devido aos efeitos difusionais provocados pela imobilizagéo,
0 que dificulta 0 acesso da enzima ao substrato. Comparando-se os dois derivados, é possivel
perceber que AGSM apresenta menor valor de Kwm, ou seja, apresenta maior especificidade que
AGA. Desta forma, pode-se dizer que a imobilizacdo da alcalase em suporte inovativo pé de sabugo
de milho é viavel e apresenta maior eficiéncia catalitica que a AGA. Tanto a enzima livre quanto o0s
derivados apresentaram pH étimo 9,0. Os resultados para a inativacdo térmica encontram-se na
Figura 1 e Tabela 2 onde é possivel observar que o derivado AGSM ¢ 62 vezes mais estavel do que
a AL e 15,5 vezes mais estavel que a AGA. Além disso, o tempo de meia-vida em horas da AL é de
0,5, da AGA, 02 e da AGSM 31. Portanto, pode-se dizer que a imobilizacdo da alcalase em suporte
inovativo po de sabugo de milho € viavel, pois apresenta maior estabilidade térmica do que a AL e
AGA.
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Tabela 1. Caracterizagao cinética da alcalase comercial.

Enzima Atividade Vmax Eficiéncia
enzimatica (m M) otlmo catalitica

Alcalase 4426U/mL 0,243 115,96U/mL 9,0 477,2
livre +287,91

AGSM 9,54U/g 0,464 10,50U/g 9,0 22,6
(131,8mmol)  £0,38

AGA 13,80U/g 1,53 25,08U/g 9,0 16,39
(6 BCL) +0,31

3.2 CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DOS HIDROLISADOS

A quantificacdo dos hidrolisados proteicos do soro do queijo usando alcalase comercial pode

ser visualizada na Tabela 2. O maior valor no grau de hidrolise para a AL pode ser explicado pelo

fato da enzima livre estar em maior contato com o substrato na solucéo, além de menor Km como

visto na Tabela 1. O teor de proteinas do soro foi de 15, 04 mg/mL sendo que os hidrolisados

apresentaram uma diminuicdo neste teor apds 24 horas de reacdo, o que pode ser explicado pela

possivel clivagem das proteinas decorrente da hidrolise.
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Figura 1. Inativacdo térmica a 65° C. Figura 2. SDS-PAGE do soro (A) e hidrolisados (B).
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Tabela 2. Quantificagdo dos hidrolisados proteicos apds 24 horas de hidrdlise, tempo de meia-vida e fator de
estabilizacdo da alcalase livre e derivados.

Enzima

AGSM
AL
AGA

Grau de Quantificacdo de Determinagdo Tempo deFator de|
Hidrolise peptideos e aminoaciods de Proteinas meia-vida estabilizacao
(%) (U/mg) (mg/ml) (horas)

26,59+0,87 3,29+0,00 7,05+0,21 31 62

59,63+1,59 0,73+0,01 2,31+0,28 0,5 -

43,88+0,75 4,20+0,10 4,39+0,15 2 4
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Figura 3. Cromatogramas de HPLC-fase reversa com detec¢do UV a 220 nm do soro (A) e hidrolisados utilizando AL
(B), AGA (C) e AGSM (D).
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4 CONCLUSOES

O processo de hidrolise utilizando AGSM foi eficaz conforme demonstrado por SDS-PAGE,
o perfil cromatografico mostrou um aumento no nimero de picos em diferentes tempos de retencao,
0 grau de hidrdlise 26,59% e 3,29 U/mg. Resultados semelhantes foram encontrados para AGA,
portanto, 0 SM representa uma fonte inovativa de baixo custo para imobilizacdo da alcalase e
obtencéo de hidrolisados proteicos.
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