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RESUMO 

O atual trabalho teve como objetivo realizar a hidrólise das proteínas do soro do queijo bovino 

(SQB) utilizando a alcalase® imobilizada em pó de sabugo de milho, para obtenção, 

purificação parcial e avaliação das propriedades biológicas de peptídeos bioativos. O sabugo 

de milho (SM) é o principal resíduo formado da indústria de processamento de milho. 

Alcalase® foi usada para a imobilização em SM e agarose. O desempenho dos dois derivados 

foi estudado em relação aos parâmetros cinéticos de imobilização. A hidrólise das proteínas 

do SQB em sistema descontínuo foi realizada em reator de batelada (pH 9,0; 50ºC/48h) 

usando a alcalase® livre (AL) e derivados alcalase®-glioxil-agarose (AGA); alcalase®-

glioxil-SM (AGSM) para fins de comparação. O grau de hidrólise (GH) para AL, AGA e 

AGSM foi de 59,63, 43,88 e 26,59% respectivamente. O derivado estável AGSM apresentou 

capacidade de cinco ciclos de reuso de 24 h consecutivos mantendo atividade maior que 70% 

e exibiu estabilidade térmica (65ºC/pH 7,0) 62 vezes maior do que a AL, retendo 12% de sua 

atividade inicial após 48 horas, enquanto que a AL e AGA foram totalmente inativados. Os 

hidrolisados proteicos do soro (HPS) obtidos com AGSM foram fracionados por RP-HPLC 

em três frações (F1, F2 e F3) de acordo com a hidrofilicidade dos peptídeos (F1: hidrofílicos, 

F2: hidrofilicidade intermediária e F3: hidrofóbicos). As frações foram analisadas por 

MALDI-TOF que identificou peptídeos de massa molecular (<1500 m/z). HPS obtido por 

AGSM antes do fracionamento apresentou elevada capacidade de redução do radical ABTS 

(57,82%) e elevada atividade quelante de ferro II (76,2%). Houve diferença significativa 

(P<0.001) na atividade antioxidante entre as três frações (F1>F2C>F3) e a atividade quelante 

de ferro para as frações (F1, F2 e F3) foram nulas. As espécies E. coli (ATCC 43895) e 

Listeria monocytogenes (ATCC 7644) foram susceptíveis à ação dos peptídeos obtidos neste 

presente estudo. Os peptídeos de hidrofilicidade intermediária (F2) apresentaram maior 

atividade antimicrobiana, tanto para E. coli quanto para L. monocytogenes, sendo mais 

efetivos contra a segunda (p<0,05). Apenas F2 mostrou ser efetivo contra a cepa de Candida 

albicans ATCC 18804 testada (MIC= 10 mg/mL). Para a hidrólise das soroproteínas em 

sistema contínuo (50
o
C/pH 9,0), empregou-se um reator de leito empacotado (PBR), contendo

25 g do derivado AGSM (8,66 U/g). Foi feita a caracterização hidrodinâmica do reator 

utilizando o corante vermelho de fenol (0,6 g.L
-1

) como traçador. O PBR operou numa vazão

de 6 mL.h
-1

, o que representou um tempo de residência de 12,9 h, aproximadamente 19%

maior do que o tempo espacial (10,8 h). Portanto, a formação de caminhos preferenciais foi 

mínima e o sistema apresentou alto grau de hidrólise (58,98-70,70%) durante 180 horas de 

reação. O tempo de meia-vida do derivado AGSM foi bastante elevado (246 h) e foram 

obtidos peptídeos bioativos de massa molecular (<2600 m/z) com alta capacidade 

antioxidante (65,27% de redução de ABTS). Neste trabalho, o SM apresentou grande 

potencial como suporte de baixo custo para a imobilização de alcalase®. Os resultados deste 

estudo mostram que a hidrólise das proteínas do SQB utilizando o derivado AGSM foi 

possível para sistemas descontínuos e contínuos. O processo utilizado evidencia uma grande 

perspectiva para a indústria alimentícia e farmacêutica, pois, além de contribuir para a 

melhoria do meio ambiente pelo reuso do sabugo, possibilita reutilização do soro e obtenção 

de peptídeos bioativos com elevada capacidade antioxidante e antimicrobiana. 



ABSTRACT 

The objective of the present work was to hydrolyze bovine cheese whey proteins (BCW) 

using the alcalase® immobilized on corn cob powder (CCP), to obtain partial purification and 

evaluation of the biological properties of bioactive peptides. Corn cob (CC) is the main 

residue formed in the maize processing industry. Alcalase® was used for the immobilization 

on CCP and on agarose. The performance of the two derivatives enzymatic was studied in 

relation to the kinetic properties of immobilization. The free alcalase® (FA) and the 

derivatives: alcalase®-glyoxyl-agarose (AGA); alcalase®-glyoxyl-corn-cob-powder 

(AGCCP) were used for the hydrolysis of  bovine cheese whey proteins in a batch reactor (pH 

9.0, 50
o
C/48h). The degree of hydrolysis (DH) for FA, AGA and AGCCP was of 59.63, 43.88

and 26.59% respectively. However, AGCCP derivative was very stable and presented reuse 

capacity of five consecutive 24-hour cycles maintaining its activity greater than 70%. In 

addition, AGCCP exhibited thermal stability (65ºC, pH 7.0) 62 times greater than FA, 

retaining 12% of its initial activity after 48 hours, while FA and AGA were totally inactive. 

The whey protein hydrolysates (WPH) obtained with AGCPP were fractionated by reverse-

phase HPLC according to the hydrophilicity of the peptides (F1: hydrophilic, F2: intermediate 

hydrophilicity and F3: hydrophobic). The fractions were analyzed by MALDI-TOF and 

molecular weight peptides (<1500 m/z) were identified. Total WPH obtained by AGCCP 

presented high capacity reduction of the ABTS radical (57.82%) and high chelating activity of 

iron II (76.2%). A significant difference (P<0.001) in the antioxidant activity between the 

three fractions (F1>F2C>F3) was observed while the chelating activity of iron for the all 

fractions (F1, F2, and F3) was null. The obtained peptides showed high antimicrobial activity 

(87.75-100%) against the species E. coli (ATCC 43895) and Listeria monocytogenes (ATCC 

7644). Only F2 was effective against the Candida albicans strain ATCC 18804 tested 

(MIC=10 mg/mL). A packed bed reactor (PBR) containing 25 g of the AGCCP derivative 

(8.66 U/g) was used for the hydrolysis of whey proteins in a continuous system process 

(50°C/pH 9.0). The hydrodynamic characterization of the reactor was performed using red 

phenol dye (0.6 g.L
-1

) as a tracer. The PBR operated at a flow rate of 6 mL.h
-1

, which

represented a residence time of 12.9 h, approximately 19% higher than the spatial time value 

(10.8 h). Therefore, the formation of preferential paths was minimal and the system presented 

a high degree of hydrolysis (58.98-70.70%) during 180 hours of reaction. The half-life of the 

AGSM derivative was very high (246 h) and bioactive peptides of molecular weight (<2600 

m/z) with high antioxidant capacity (65.27% ABTS reduction) were obtained. In this work, 

CCP presented great potential as a low cost support for alcalase® immobilization. The results 

of this study show that the hydrolysis of SQB proteins using the AGSM derivative was 

possible for discontinuous and continuous systems. The process used shows a great prospect 

for the food and pharmaceutical industry, as well as contributing to the improvement of the 

environment by the reuse of the cob, allows the reuse of the whey and the obtaining of 

bioactive peptides with high antioxidant and antimicrobial capacity. 
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INTRODUÇÃO 

O soro do leite bovino é um efluente líquido amarelado resultante da co-precipitação e 

remoção da caseína no processo da fabricação de queijo. São gerados em média, 9 kg de soro 

a partir de 1 kg de queijo (REMÓN; GARCÍA; ARAUZO; 2016; FOX et al., 2017). Este 

subproduto possui grande valor nutricional devido à presença de lactose (4,5-6%), proteínas 

(0,6-1,1%), minerais (0,8-1%), ácido lático (0,05-0,9%), gorduras (0,06-0,5%) e água (93-

94%). Apresenta elevados valores de Demanda Química Oxigênio (DQO) e, portanto, não 

deve ser descartado diretamente no meio ambiente sem tratamento, pois pode gerar grave 

problema ambiental, além de grande desperdício de nutrientes (ROHLFES et al., 2014; 

BRANDELLI; DAROIT; CORRÊA, 2015). 

Segundo a Associação Brasileira de Nutrição (ASBRAN), são produzidos cerca de 

200 milhões de toneladas de soro no mundo por ano, dos quais 3 milhões no Brasil. O 

descarte adequado do soro de queijo no meio ambiente tem sido atualmente considerado uma 

questão muito importante devido à existência de leis mais rigorosas e responsabilidades 

exigidas pela eliminação deste resíduo (REMÓN; GARCÍA; ARAUZO; 2016).  

Sem tratamento, o soro de queijo pode ser utilizado na suplementação alimentar de 

animais e na formulação de fertilizantes. Após tratamento preliminar, pode ser usado na 

panificação, produção de xaropes de glicose e galactose, embutidos e sorvetes, em processos 

fermentativos (leites, vinhos e cervejas), no enriquecimento de sucos de fruta e refrigerantes, 

na formulação de dietas enterais, bebidas lácteas, entre outros (TARDIOLI, 2003; KOSSEVA 

et al., 2009). Uma alternativa para minimizar o impacto ambiental e aproveitar as 

propriedades nutritivas do soro é utilizar este resíduo na obtenção de novos produtos 

(SILVESTRE et al., 2012; ROHLFES et al., 2014; YADAV et al., 2015). Neste contexto, 

destacam-se os peptídeos bioativos. 

Peptídeos bioativos são fragmentos de proteínas específicas que possuem impacto 

positivo sobre a saúde. Apresentam estrutura com sequência de 2-20 resíduos de aminoácidos 

e massas moleculares inferiores a 6000 Da (KORHONEN; PIHLANTO, 2006; SARMADI; 

ISMAIL, 2010) sendo a hidrólise de proteínas nativas utilizando enzimas proteolíticas a 

maneira mais comum de sua obtenção (MÖLLER et al., 2008; NAJAFIAN; BABJI, 2014; 

RIPOLLES et al., 2015). Atualmente, as proteínas do soro do leite têm sido consideradas a 

fonte mais importante desses compostos (NAGPAL, et al., 2011; BRANDELLI; DAROIT; 

CORRÊA, 2015). 
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Recentemente, já existem no mercado internacional produtos lácteos comerciais e 

ingredientes com apelo funcional baseado em peptídeos bioativos obtidos das proteínas do 

leite (caseínas e soroproteínas). Como exemplos podem ser citados, respectivamente, os 

produtos comercializados, a funcionalidade e os fabricantes: Biozate (redução da pressão 

sanguínea; Davisco, EUA), Cystein peptide (aumento de energia e redução do sono; DMV 

International, Holanda) e Vivinal Alpha (relaxante; Borculo Domo Ingredientes, Holanda) 

(SPADOTI et al., 2009).  

1.1 Proteínas do soro de queijo bovino 

As proteínas do soro de queijo bovino apresentam estrutura globular contendo pontes 

de dissulfeto que as conferem certo grau de estabilidade estrutural. As frações proteicas são 

compostas de β-lactoglobulina (β- Lg), α-lactalbumina (α-La), albumina do soro bovino 

(BSA), imunoglobulinas (Ig), lactoferrina (Lf) e lactoperoxidase (LPO). Estas proteínas 

apresentam variações no tamanho, massa molecular (de 14 à 1000 kDa) e funções biológicas 

específicas (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006; YADAV et al., 2015). 

A β- Lg é a proteína principal e mais abundante no soro. No pH do leite que é, 

aproximadamente, 6,68 ela é um dímero de massa molecular 36 kDa e é formada pela 

associação de duas subunidades globulares idênticas de massa molecular 18 kDa. Cada 

unidade possui estrutura primária que é constituída de 162 resíduos de aminoácidos no qual 

estão presentes duas ligações dissulfeto intramoleculares que unem o resíduo de aminoácido 

66 ao 160 e o 106 ao 121. A estrutura secundária dessa mesma proteína parece ser formada 

por 15% de α-hélice, 50% de folhas β e de 15% a 20% de voltas β (MARQUES, 2005; 

HERNÁNDEZ-LEDESMA; RECIO; AMIGO, 2008; SOUZA, 2013; WIJAYANTI et al., 

2015). 

A α-La é o componente que representa a segunda maior fração proteica do soro (15- 

25% das proteínas totais), com massa molecular de 14 kDa de fácil e rápida digestão. É 

considerada a proteína mais estável do soro quando esse é submetido a tratamentos térmicos. 

Apresenta 123 resíduos de aminoácidos e é rica em lisina, treonina, triptofano e cisteína. 

Possui ponto isoelétrico de 5,1 e quatro ligações dissulfeto intramoleculares que unem os 

resíduos 6 e 120, 28 e 111, 61 e 77 e 73 e 91 (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006; 

SOUZA, 2013; YADAV et al., 2015).  

A BSA tem conformação globular solúvel em água e é formada por uma cadeia 

polipeptídica constituída de aproximadamente 580 resíduos de aminoácidos de massa 
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molecular 66,2 kDa, com ponto isoelétrico de 4,7 a 4,8. Sua estrutura secundária contém cerca 

de 54% de α-hélice e 40% de folhas β e voltas β. É uma proteína que possui grupo sulfidrílico 

no segmento amino-terminal e 17 ligações dissulfeto intramoleculares confinadas no interior 

da conformação. Possui função carreadora de ácidos graxos insolúveis no sistema circulatório, 

o que auxilia na manutenção de sua estabilidade, evitando a desnaturação (SOUZA, 2013).

Também pode ligar-se a outros lipídeos e a substâncias responsáveis por “flavor”. Segundo 

Haraguchi, Abreu e Paula (2006), a BSA atua como relevante precursor da síntese de 

glutationa, tripeptídeo conhecido pela atividade antioxidante.  

As Ig são classificadas como glicoproteínas, com massa molecular que varia de 15 a 

1000 kDa. São formadas por monômeros de duas cadeias polipeptídicas de 20 kDa, cadeias 

leves, e duas cadeias polipeptídicas de 50 a 70 kDa, cadeias pesadas, unidas por ligações 

dissulfeto. O soro contém de 0,6 a 1,0 g/L de Ig. A esta fração proteica, que possui peptídeos 

de alta massa molecular, atribui-se a propriedade de atividade antioxidante. São proteínas 

bastantes termolábeis (CUSTÓDIO, 2001; HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).  

A Lf é uma importante proteína presente no soro de leite, encontra-se ligada ao 

elemento ferro, tornando este inacessível aos micro-organismos. Apresenta massa molecular 

da ordem de 76 kDa e polimeriza-se rapidamente na presença de íons cálcio. Apresenta 

propriedades bacteriostáticas, atuando como efetivo inibidor do crescimento bacteriano (inibe 

crescimento de enterobactérias patogênicas), atividade antiviral, imunomodulatória, 

cicatrizante, anti-inflamatória, efeito anticâncer, atividade antioxidante (SOUZA, 2013; 

THÉOLIER et al., 2013).  

A LPO é uma enzima que degrada o peróxido de hidrogênio e apresenta propriedades 

antibacterianas. Esta fração é considerada um componente funcional de produtos de soro. A 

lactoperoxidase tem sido objeto de vários estudos visando sua utilização como meio de 

controlar o desenvolvimento da acidez e mudanças de pH durante a estocagem refrigerada de 

iogurte e quanto à possibilidade de ser utilizada como conservante natural. Em combinação 

com outros conservantes, a lactoperoxidase é usada como ingrediente em pasta de dente para 

combater cáries (MADUREIRA et al., 2007; SOUZA, 2013). 

A hidrólise de proteínas pode ser feita através de ácidos, bases e enzimas proteolíticas, 

sendo que essa ultima é preferencialmente usada em caso do produto final ter fins 

alimentícios. Dentre as principais vantagens da hidrólise enzimática estão: melhoramento das 

propriedades nutricionais e funcionais, pois o produto obtido (peptídeos e aminoácidos livres) 

pode ser utilizado na preparação de formulações para alimentos, produtos farmacêuticos e 

nutrição de esportistas; alteração da solubilidade, devido à formação de mistura de peptídeos 
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que podem ser melhores assimilados por micro-organismos facilitando assim, processos 

fermentativos; redução da resposta alergênica devido à hidrólise da β-lactoglobulina e α-

lactalbumina, principais alergênicos do leite (TARDIOLI, 2003; CASTRO; SATO, 2015). 

1.2 Alcalase® 

A alcalase® (EC 3.4.21.62), também conhecida como subtilisina A ou subtilisina 

Carlsberg, é uma serino-protease, formada por uma única cadeia polipeptídica com 274 

resíduos de aminoácidos e massa molecular de aproximadamente 27 kDa (VOSSENBERG et 

al., 2012). É produzida por fermentação submersa do micro-organismo Bacillus licheniformis 

e foi desenvolvida pela Novo Nordisk (Bagsvaerd, Denmark) para a indústria de detergentes 

(SCHMIDT; SALAS-MELLADO, 2009). Trata-se de uma endopeptidase caracterizada por 

seu excelente desempenho em altas temperaturas e moderada alcalinidade, de ampla 

especificidade, além de ser de baixo custo, o que viabiliza a sua utilização (ZHENG et al., 

2008).  

Muitos estudos têm provado que a alcalase® é a melhor enzima utilizada na obtenção 

de hidrolisados proteicos (TANG et al., 2009; PESSATO et al., 2016; PIU et al., 2014; 

TARDIOLI et al., 2003) e peptídeos multifuncionais (LI; ALUKO, 2010; UDENIGWE; 

ALUKO, 2012; YOU et al., 2010). A temperatura e pH ótimos de hidrólise dessa enzima 

situam-se entre 50-70ºC e 9,0-9,5, respectivamente (MARQUES, 2009). 

A alcalase® é uma enzima especializada em clivar ligações peptídicas onde o lado 

carboxílico contém resíduos hidrofóbicos como leucina, tirosina e valina. Além disso, possui 

larga especificidade na clivagem de ligações peptídicas existentes entre glicina e histidina; 

serina e histidina; leucina e tirosina e tirosina e triptofano (ADAMSON; REINOLDS, 1996; 

KUKMAN; BLATNIK; ABRAM, 1995). O componente subtilisina Carlsberg hidrolisa uma 

variedade de ésteres de α-L-aminoácidos (tirosina, fenilalanina, valina, arginina e outros), 

tendo maior especificidade por ésteres de aminoácidos aromáticos (COLOWICH; KAPLAN, 

1970). 

A estrutura tridimensional e o mecanismo de ação catalítico da alcalase® podem ser 

representados pelas Figuras 1 e 2.  



25 

Figura 1. Representação da estrutura tridimensional da alcalase®. 

Fonte: http://www.brendaenzymes.org/Mol/jsmol/index.php?pdb=1av7&ecno=3.4.21.62. 

Figura 2. Mecanismo de ação da alcalase®. 

Fonte: Próprio autor modificado de Nelson (2008). 

1.3 Imobilização de enzimas 

A imobilização é um processo utilizado para confinar ou localizar por meio de 

métodos químicos e/ou físicos, a enzima em uma porção do espaço, com o intuito de manter 

(de forma a maximizar) sua atividade catalítica. Desta forma, entende-se por enzima 

imobilizada, aquela física ou quimicamente associada a um suporte ou matriz, usualmente 

sólida, insolúvel em água e inerte. O principal objetivo da imobilização é a possibilidade de 

reutilização da enzima, além de aumentar a sua estabilidade (COELHO; SALGADO; 

RIBEIRO, 2008). 

Em comparação com as enzimas livres, as enzimas imobilizadas são mais robustas e 

mais resistentes a mudanças do ambiente reacional, incluindo influências de temperatura, pH 

e solventes orgânicos. Outras importantes vantagens das enzimas imobilizadas em 
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comparação com as enzimas livres são: possibilidade de reutilização do biocatalisador; 

facilidade de separação do catalisador e do produto da reação e de interrupção da reação, 

quando se atinge um determinado grau de conversão; além da possibilidade de conduzir 

processos contínuos (EŞ et al., 2015). As principais vantagens e desvantagens tecnológicas da 

utilização das enzimas imobilizadas encontram-se ilustradas na Tabela 1. 

Tabela 1. Uso de enzimas imobilizadas (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). 

Vantagens Desvantagens 

Desenvolvimento de sistemas contínuos Custo adicional de suportes, reagentes e 

operação da imobilização 

Maior estabilidade enzimática Perdas da atividade durante a imobilização 

Uso mais eficiente do catalisador através de 

reutilizações 

Possíveis exigências adicionais de 

purificação do catalisador 

Flexibilidade no projeto de reatores Técnica pouco adequada a substratos 

insolúveis ou de alta massa molecular 

Efluentes livres de catalisadores Maiores riscos de contaminação na 

operação contínua dos reatores 

Fácil separação entre produto e 

biocatalisador 

Restrições difusionais e impedimento 

estéreo 

Menor custo de mão de obra 

Facilidade de automação e controle 

Possibilidade de utilização das enzimas “in 

natura” 

Existem diversos métodos utilizados para a imobilização de enzimas. Os principais 

deles estão ilustrados na Figura 3. 
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Figura 3. Principais métodos de imobilização de enzimas. 

Fonte: Próprio autor modificado de Bon; Ferrara; Corvo, 2008. 

Dentre os métodos de imobilização disponíveis, a ligação covalente é o mais 

empregado. A imobilização multipontual de uma enzima consiste na formação de várias 

ligações covalentes entre uma molécula de enzima e diversos grupos ativos do suporte (BON; 

FERRARA; CORVO, 2008). Pode melhorar fortemente a estabilidade, a atividade e a 

seletividade da enzima. Os protocolos para a imobilização covalente frequentemente se 

iniciam com a modificação da superfície do suporte por meio de reações de ativação, na qual 

os grupos funcionais do suporte são modificados para produzir intermediários reativos 

(SOUZA et al., 2017).   

A ligação covalente ocorre pela reação de grupos reativos do suporte, (matrizes como 

vidro, cerâmica, polímeros sintéticos, celulose, nylon e alumina, ativados ou não) com os 

grupos funcionais da enzima (ligação de grupos –NH2, -COOH, -OH, -SH, entre outros). A 

escolha das condições irá depender da estabilidade da enzima e do suporte frente ao pH de 

formação das ligações covalentes, assim como da estabilidade das ligações suporte-enzima 

frente ao pH de utilização do sistema imobilizado. Este tipo de imobilização garante o não 

desprendimento da enzima ao suporte durante uso, ou seja, a irreversibilidade do método pela 

ação do pH, força iônica ou substrato. A maior desvantagem é a possibilidade de inativação 
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da enzima, em parte ou totalmente, quando a ligação se dá nos sítios ativos da mesma 

(COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; DATTA; CHRISTENA; RAJARAN, 2013). 

Muitas enzimas industriais têm sido altamente estabilizadas por ligação covalente 

multipontual (Figura 4) (GRAZÚ et al., 2010; LÓPEZ-GALLEGO et al., 2013; BEZERRA et 

al., 2015).  

Figura 4. Efeito da imobilização covalente multipontual na estabilidade da enzima. 

Fonte: Modificado de Mateo et al., 2007. 

1.4 Suportes para imobilização de enzimas 

As preparações das enzimas imobilizadas são influenciadas pelas características da 

enzima e do material do suporte. A relação entre esses dois elementos proporciona um 

derivado estabilizado com propriedades químicas, bioquímicas, mecânicas e cinéticas 

específicas (Figura 5). Porém, a maior contribuição para o excelente funcionamento da 

enzima imobilizada é dada pelo suporte. Se, de um lado, um suporte criticamente selecionado 

pode elevar o tempo de meia-vida da enzima imobilizada, de outro, uma escolha errada pode 

afetar adversamente não só o tempo de meia-vida, porém o desempenho global do sistema. Na 

apuração de um suporte para uma determinada aplicação, devem ser consideradas suas 

propriedades físico-químicas bem como as relativas à perspectiva de renovação do material 

(BON; FERRARA; CORVO, 2008). Na Tabela 2 encontram-se descritas essas principais 

propriedades.  
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Figura 5. Relação entre suporte e enzima. 

Fonte: BON; FERRARA; CORVO, 2008. 

Tabela 2. Principais propriedades do suporte que influenciam o desempenho de um sistema de 

imobilização enzimático (BON; FERRARA; CORVO, 2008; VIEIRA, 2009). 

Estabilização 

mecânica e térmica 

O sistema enzimático de imobilização e o uso repetido e contínuo do 

derivado, normalmente implicam no uso de operações como filtração, 

centrifugação e agitação, logo, o suporte deve ter boa resistência 

mecânica. Outra propriedade fundamental é a estabilidade térmica do 

suporte, pois dependendo de seu coeficiente de expansão, pode sofrer 

distorção ou destruir o sítio ativo da enzima quando submetido a 

variações de temperatura. 

Características 

químicas 

Os suportes devem possuir grupos químicos que podem ser ativados ou 

modificados de modo a permitir a ligação da enzima sem desnaturá-la. 

Natureza hidrofílica A natureza hidrofílica do suporte é muito importante, pois suportes com 

características hidrofílicas são mais almejados de modo a se alcançar uma 

boa difusividade do substrato, além de permitir a estabilização da enzima. 

Os suportes de natureza hidrofóbica costumam abaixar a estabilidade e 

atividade da enzima em solventes orgânicos. 

Características 

morfológicas 

A morfologia do suporte é primordial, pois o mesmo deve ter elevada 

porosidade, o que permite ter uma grande área superficial interna para a 

imobilização da enzima, e poros com diâmetro satisfatório para permitir o 

simples acesso da enzima e do substrato. 

Resistência ao 

ataque 

microbiológico 

A resistência ao ataque microbiológico é fundamental, pois o mesmo deve 

resistir à degradação por micro-organismos, evitando a liberação da 

enzima para a solução. 

Insolublidade A insolubilidade é uma característica crucial, não somente para prevenir a 

liberação da enzima do suporte, mas, sobretudo para se evitar a 

contaminação do produto pelo suporte dissolvido e pela enzima. 

Regenerabilidade A viabilidade de regeneração, bem como a reutilização da matriz, deve ser 

ponderada na avaliação econômica do sistema com enzima imobilizada. 
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Os suportes são classificados quanto à composição química em: orgânicos (naturais e 

sintéticos) e inorgânicos (minerais e manufaturados), como mostrado na Tabela 3.  

Tabela 3. Classificação dos suportes quanto à composição química (ARROYO, 1998; VIEIRA, 2009). 

Suportes 

orgânicos 

Naturais Polissacarídeos: celulose, ágar, quitina, quitosana, 

amido, entre outros. 

Proteínas: colágeno, albumina, gelatina, glúten, seda, 

entre outros. 

Sintéticos Poliestireno, poliacrilato, polivinílico, náilon, entre 

outros. 

Suportes 

inorgânicos 

Minerais Areia, bentonita, herneblenda, pedra-pomes. 

Manufaturados Vidro, cerâmica, aluminossilicatos, óxido de ferro, 

óxido de níquel, aços inoxidável, entre outros. 

Segundo Vieira (2009), os suportes mais estudados e utilizados são: agarose, alginato, 

K-carragenina, celulose, quitina e quitosana. Neste trabalho, optou-se por estudar e utilizar o

pó de sabugo de milho (resíduo lignocelulósico) para imobilização da alcalase®. A agarose 

também foi utilizada como suporte para imobilização da enzima para fins de comparação 

quanto aos parâmetros cinéticos de imobilização. Portanto, a seguir será feita a descrição 

destes dois suportes.  

1.4.1 Agarose 

A agarose é um polímero natural extraído do ágar de algas vermelhas (Figura 6). Suas 

fibras são constituídas, essencialmente, de unidades repetidas de agarobiose (D-galactose e 

3,6-anidro-L-galactose), cujas hidroxilas serão convertidas, por meio de reações químicas, em 

grupos ativos, onde se ligarão as enzimas a serem imobilizadas (GUISÁN et al., 1997). 

Figura 6. Estrutura química básica da agarose, formada por repetidas unidades de agarobiose. 

Fonte: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/16500100. 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/16500100
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A agarose é muito utilizada como suporte para imobilização de enzimas, devido suas 

características físico-químicas. Além de ser atóxica e possuir alta porosidade, apresenta outros 

benefícios: caráter hidrofílico, facilidade de manuseio, ausência de grupos com cargas (o que 

previne a adsorção não específica do substrato e do produto) e disponibilidade comercial. No 

entanto, uma limitação do uso da agarose e demais suportes porosos é o custo elevado 

(RODRIGUES et al., 2008; ARAGON, 2013).   

Os únicos grupos reativos presentes na agarose são o hidroxil. Desta forma, eles 

podem reagir com reagentes epóxidos para gerar grupos glioxil. O suporte glioxil-agarose 

(pequenos grupos aldeídos alifáticos) orienta a imobilização da enzima por meio de sua área 

de superfície que contem maior densidade de grupamentos amino, incluindo o amino-terminal 

da molécula e os grupamentos ε-amino das cadeias laterais das lisinas. Em condições brandas 

de pH, no decorrer do processo de imobilização, são estabelecidas, preferivelmente, as 

ligações com os grupos amino-terminal, enquanto que condições de altos valores de pH (10,0-

10,2) possibilitam que os grupamentos amino das lisinas estejam reativos (Figura 7) e se 

estabeleçam ligações entre esses resíduos de aminoácidos e o suporte (GUISÁN et al., 1997). 

Figura 7. Desprotonação dos grupos ε-amino das lisinas, após incubação em pH 10,0. Em pH 8,0-9,0, 

apenas o grupamento amino-terminal encontra-se reativo. 

FONTE: ARAGON, 2013. 

Suportes de glioxil têm sido descritos na literatura como um sistema bastante 

adequado para imobilização por ligação covalente multipontual (Figura 8) de diferentes 

enzimas e, especialmente da alcalase® (TARDIOLI et al., 2003; CORÎCI et al., 2011; 

PESSATO et al., 2016).  

A matriz glioxil-agarose possui diversas propriedades que são convenientes para a 

realização de ligações covalentes multipontuais intensas. Dentre as quais, segundo Mateo et 

al. (2006), podem ser citadas: 

● Reatividade muito elevada dos grupos glioxil com os gupos amino não-ionizados;
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● Poucos impedimentos estéricos na reação entre os grupos aminos da proteína e os

grupos glioxil do suporte; 

● Boa congruência geométrica entre a proteína e a superfície do suporte;

● Fácil controle do grau de ativação;

● Braço espaçador curto que permite fixar a proteína na imobilização aumentando a

rigidez da enzima; 

● As ligações entre a enzima e o suporte são muito fracas, bases de Schiff. Isto

significa que a energia necessária para a formação de cada ligação individual não pode 

compensar a energia necessária para produzir uma distorção da estrutura das proteínas, 

mantendo a funcionalidade da mesma; 

● A redução final com o borohidreto de sódio transforma as fracas bases de Schiff em

ligações amino secundária muito estável e todos os grupos aldeídos restantes do suporte 

sólido em grupos inertes. Esta é uma característica vantajosa deste suporte, pois os grupos não 

inertes da superfície do suporte podem promover interações não desejáveis enzima-suporte, 

promovendo uma diminuição da estabilidade ou até mesmo uma direta inativação da enzima. 

Figura 8. Ilustração de uma enzima hipotética, imobilizada em glioxil-agarose. A redução com 

borohidreto de sódio torna irreversíveis as ligações imino formadas entre enzima e suporte. 

FONTE: ARAGON, 2013. 

1.4.2 Resíduos lignocelulósicos 

Resíduos lignocelulósicos, agrícolas ou agroindustriais são materiais cuja parede 

celular vegetal apresenta estrutura química formada principalmente de: celulose (30-50%), 

hemicelulose (15-35%) e lignina (10-30%) (SANTOS, 2010) (Figura 9). 
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Figura 9. Parede celular de vegetais: composição química. 

Fonte: Próprio autor.

Para a manutenção da qualidade do suporte e melhoria do processo de imobilização 

enzimática em resíduos lignocelulósicos, a aplicação de tratamentos químicos e/ou térmicos 

torna-se necessária. O tratamento resulta na ampliação da área superficial interna das 

partículas do substrato, realizada através da solubilização e/ou pela degradação parcial da 

hemicelulose e da lignina. Isto conduz ao fracionamento dos três principais componentes e 

leva à abertura da estrutura da celulose. O tratamento utilizado pode proporcionar melhoras 

significativas ao resíduo, podendo-se obter uma maior capacidade de imobilização ou até uma 

posterior hidrólise enzimática mais eficiente, devido ao aumento da porosidade, área 

superficial e do número de ligações químicas entre a enzima e o suporte (COSTA, 2015).  

Os resíduos agroindustriais atualmente utilizados como suporte para imobilização de 

enzimas descritos na literatura encontram-se ilustrados na Tabela 4. Estes materiais podem ser 

uma alternativa de aplicação interessante já que existe em grande quantidade no Brasil, país 

essencialmente agroindustrial (SCATOLINO et al., 2013; COSTA, 2015). Além disso, os 

resíduos lignocelulósicos têm sido alvo de diversas pesquisas devido aos sérios problemas 

ambientais gerados pelo seu descarte indevido e acúmulo no ambiente (SCATOLINO et al., 

2013; BEZERRA et al., 2015; COSTA-SILVA et al., 2015).  
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Tabela 4. Utilização de resíduos lignocelulósicos como suporte para a imobilização de enzimas: 

principais trabalhos encontrados na literatura. 

Enzima 

imobilizada 
Suporte Autores 

Invertase Palha de milho Monsan et al (1984)  

Invertase Serragem de madeira Mahmoud (2007)  

Invertase Casca de arroz D’Souza e Godbole (2002) 

Lipase Fibras de coco Brígida et al (2008)  

Lacase Fibras de coco Bezerra et al (2015) 

Peroxidase Pó de sabugo de milho Galárraga et al (2013) 

Tripsina e Pepsina Pó de sabugo de milho Bassan (2015) 

Invertase Bagaço de cana e sabugo de milho Santos (2010) 

Lipase Fibras de coco Brígida et al (2007) 

Lipase Sabugo de milho Costa (2015) 

Tripsina Pó de sabugo de milho Bassan et al (2016) 

1.4.2.1 Milho e sabugo de milho 

A cultura do milho é uma das atividades agrícolas mais importantes do mundo. O 

Brasil é o terceiro maior produtor de milho e segundo a CONAB (Companhia Nacional de 

Abastecimento), em setembro de 2015, a colheita brasileira de milho atingiu cerca de 85 

milhões de toneladas. Adicionalmente, em 2021 o país deverá expandir sua área de cultivo 

para cerca de 500 mil hectares (SCATOLINO et al., 2013). 

O sabugo de milho (SM) é o principal resíduo gerado da indústria de processamento 

de milho, após ser debulhado o grão. Estruturalmente, é formado por quatro partes diversas: 

palha fina, palha grossa, anel lenhoso e medula.  A palha fina integra aproximadamente 4,1% 

do sabugo de milho em peso; a palha grossa 33,7%; o anel lenhoso 60,3% e a medula, 1,9%. 

Devido às características de dureza e resistência à abrasão, os componentes do sabugo são 

indicados em aplicações industriais. O pH da superfície granular do sabugo é 7,4, e no seu 

interior 4,9. Estes valores colaboram para que o sabugo sirva como suporte inerte para vários 

materiais (ZIGLIO et al., 2009; SANTOS, 2010).  

O sabugo é amplamente utilizado para a produção de ração animal, alimentação 

bovina, bem como na confecção de feno e fertilizante orgânico. No âmbito industrial, devido 

às suas características de dureza e ainda por ser um material muito resistente, o sabugo tem 

sido utilizado como suporte e carga para vários materiais como plásticos, colas adesivos, 
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compostos de borracha, pneus, etc. Além disso, é utilizado como abrasivos e polidores em 

produtos de limpeza, produção de furfural, fabricação de tijolos e cerâmica. A depender do 

seu uso, muitas vezes, é necessário que o sabugo passe por um processo de secagem a fim de 

ser utilizado (COSTA, 2015).  

São gerados aproximadamente 18 kg de sabugos a partir de 100 kg de milhos 

produzidos. Mesmo considerando todas as atribuições já destinadas ao SM, sua produção 

mundial é muito alta (800 milhões de toneladas) e a demanda para a sua utilização ainda é 

elevada (ZIGLIO et al., 2009; SCATOLINO et al., 2013). 

Dentro deste contexto, a aplicação do pó de sabugo de milho como material suporte de 

baixo custo para imobilização de enzimas é uma alternativa de grande perspectiva para o 

reaproveitamento do SM que justifica o foco deste trabalho. 

1.5 Reatores enzimáticos 

A maior parte dos bioprocessos não possui relevância se não for aplicável em escala 

industrial. Portanto, é de considerável importância elevar a produção de laboratório para nível 

industrial. O biorreator é o principal equipamento que permite o aumento do volume de 

produção. Além disso, a utilização de enzimas imobilizadas em biorreatores melhora a 

qualidade do processo, pois além dos próprios benefícios provenientes da imobilização há 

também a facilidade de operação do reator que possibilita controlar as variáveis do sistema 

(EŞ; VIEIRA; AMARAL, 2015). 

A produção de peptídeos bioativos a partir de matérias-primas ricas em proteínas pode 

ser escalonada a níveis industriais utilizando a hidrólise controlada em biorreatores (URISTA 

et al., 2011).  

Reator ou biorreator enzimático é um dispositivo no interior do qual, transformações e 

reações bioquímicas são catalisadas por enzimas para geração de produtos específicos em 

condições controladas (SANTAELLA; CERRI; PAULA, 2017). Podem ser classificados em 

função do regime de operação (descontínuo ou contínuo) e das características hidrodinâmicas 

(reatores com agitação mecânica ou com escoamento tipo pistão). De acordo com o seu 

conteúdo podem ser homogêneos (única fase); ou heterogêneos (mais de uma fase). Quanto 

ao grau de mistura que ocorre no reator, têm-se dois tipos ideais extremos: o de mistura 

perfeita e o de escoamento tubular, sendo que o perfil de concentração dentro dos diferentes 

tipos de reatores pode variar apreciavelmente. Uma classificação dos reatores levando-se em 
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consideração o tipo de operação e as características hidrodinâmicas é apresentada na Tabela 5 

(FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003; ZHANG; XING, 2011). 

Tabela 5. Classificação dos reatores enzimáticos multifásicos em função do regime de operação e das 

características hidrodinâmicas (FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003). 

Modo de 

operação 

Hidrodinâmica Tipo de reator 

Descontínua Mistura total Reator descontínuo com agitação 

Fluxo tipo pistão Reator descontínuo com recirculação total 

Reator contínuo com agitação 

Mistura total Reator contínuo com agitação e com membrana de 

ultrafiltração 

Contínuo Reator de leito fixo 

Reator de leito fluidizado 

Fluxo tipo pistão Reator tubular 

Reator de membranas de fibras ocas 

Reator agitado com uma fase líquida 

O reator enzimático deve dar condições para que a enzima e o substrato permaneçam 

em contato por um tempo suficiente para que a reação ocorra e no final possibilite a fácil 

separação entre enzima e produtos. A escolha do reator mais adequado para um dado processo 

depende das características da bioconversão e de condições reacionais, cinéticas e ligadas ao 

biocatalisador, que irão definir o modo de operação e as características do fluxo (Figura 10).  

Figura 10. Considerações importantes para a seleção de um biorreator. 

Fonte: Próprio autor modificado de Fernandes; Ferreira; Cabral, 2003. 
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1.5.1 Tipos de reatores enzimáticos 

Diferentes tipos de reatores têm sido descritos para uso com enzimas imobilizadas: 

reator de tanque agitado, leito empacotado (ou de leito fixo), leito fluidizado, do tipo “air-lift” 

e de membranas (PAULA, 2011; EŞ; VIEIRA; AMARAL, 2015). Cada um deles apresenta 

vantagens e desvantagens, não havendo um método teórico capaz de presumir qual o 

preferível biorreator para um dado processo (PAULA, 2011), sendo os principais 

representados na Figura 11.  

Figura 11. Biorreatores para biocatalisadores imobilizados. 

Fonte: Próprio autor modificado de Paula, 2011; Caccavale et al., 2011; Zhang; Xing, 2011. 
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A seguir, são apresentadas as características de algumas configurações dos 

biorreatores utilizados no presente estudo.  

1.5.1.1 Reatores descontínuos 

Reatores descontínuos, ou reator em batelada, são os mais utilizados com enzimas 

livres, os quais não são geralmente separados dos produtos nem recuperados para 

reutilizações posteriores. Esses tipos de reatores são inicialmente carregados com o substrato 

e a enzima, ocorrendo a reação em estado não estacionário, ou seja, com variação da 

composição do substrato e produto no reator ao longo do tempo. A concentração do substrato 

diminui ao longo do tempo, enquanto que a concentração de produto e a conversão aumentam 

(Figura 12). Geralmente são utilizados tanques agitados como reatores descontínuos 

(FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003). 

Reatores de tanque agitado (STR) são os mais empregados em processos industriais e 

processos em que os biocatalisadores são imobilizados em hidrogéis ou em superfícies sólidas 

porosas. Neste tipo de reator, o agitador desempenha várias funções: auxilia a transferência de 

massa e de calor, agita e homogeniza o meio e as suspensões. STR são constituídos de um 

vaso (Figura 11) no qual a mistura dos reagentes é efetuada por meio de agitação mecânica 

(barras magnéticas, pás de agitação) de tal forma que são evitados a formação de gradientes 

de temperatura e concentração. Podem ser operados em modo descontínuo (BSTR) ou 

contínuo (CSTR) (PAULA, 2011). 

Figura 12. Reator descontínuo de mistura total: perfil de concentração de substrato (S) e de produto 

(P). 

Fonte: Fernandes; Ferreira; Cabral, 2003. 
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Quando as enzimas imobilizadas são utilizadas num reator descontínuo com agitação, 

estas devem ser separadas do produto numa etapa subsequente. Os processos de recuperação, 

por filtração ou centrifugação, geralmente provocam perdas de partículas de catalisador, bem 

como a desativação parcial da enzima imobilizada. Ainda neste tipo, alguns suportes sofrem 

cisalhamento devido ao atrito com o agitador (FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003).  

No modo de operação em batelada, a enzima e as moléculas de substrato têm tempos 

de residência idênticos dentro do reator. No caso ideal, os reatores em batelada têm uma fase 

contínua homogênea; a fase líquida é bem misturada e de temperatura e composição 

uniformes. Não há variações espaciais nas concentrações dos reagentes ou dos produtos. O 

modo de operação em batelada para reatores enzimáticos tem uma série de características 

vantajosas: (1) simplicidade e flexibilidade do processo; (2) boa transferência de calor e 

massa no meio de reação; (3) facilidade de controle de pH e temperatura. No entanto, as 

desvantagens do modo em batelada são: (1) custos de operação superiores aos de processos 

contínuos devido ao tempo necessário para enchimento, aquecimento, esterilização, 

resfriamento, esvaziamento e limpeza do reator; (2) variação da qualidade do produto de uma 

batelada à outra; (3) tempo morto entre as bateladas; (4) possibilidade de perder a enzima 

imobilizada durante sua recuperação entre as bateladas (ZHANG; XING, 2011). 

1.5.1.2 Reatores contínuos 

Nos reatores contínuos, o substrato é alimentado, enquanto a solução da reação é 

removida para manter o volume reacional constante. Desta forma, o substrato entra numa 

extremidade da zona de reação e o produto é liberado pela extremidade contrária (ZHANG; 

XING, 2011).  

Os reatores de leito fixo ou reatores de leito empacotado (PBR) são os mais utilizados 

em processos contínuos com enzimas imobilizadas (ZHANG; XING, 2011; EŞ; VIEIRA; 

AMARAL, 2015). PBR tem um design muito simples (Figura 11) que consiste de uma coluna 

recheada com partículas de enzima imobilizada, através da qual uma solução reagente é 

bombeada (EŞ; VIEIRA; AMARAL, 2015; LORENZONI et al., 2015).  

PBR exibe vantagens como controle automático de operação, redução dos custos com 

mão de obra, facilidade de construção e operação, alta produtividade volumétrica, controle da 

qualidade do produto final que é continuamente recolhido. Além disso, um sistema PBR é 

mais rentável do que a operação utilizando reator em batelada, pois a fácil automação e 

controle do sistema permite uma maior produtividade, bem como uma melhoria na 
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estabilidade enzimática (BENUCCI et al., 2016). Quanto às desvantagens, há a dificuldade de 

controle de pH e temperatura por todo meio de reação, controle da pressão interna e 

possibilidade de formação de caminhos preferenciais pelo leito (ZHANG E XING, 2011; 

ARAGON et al., 2013; BASSAN, 2015). Ademais, quando suportes de imobilização 

apresentam dimensões muito pequenas (por exemplo: diâmetro inferior a 300 µm), não podem 

ser empregados em reatores de leito fixo, já que a perda de carga ao longo do reator é muito 

grande e, particularmente quando se opera em fluxo descendente, pode haver a compactação 

do leito (PAULA, 2011). 

Num reator ideal do tipo PBR há um fluxo ordenado de substrato por meio do leito de 

enzima imobilizada numa direção escolhida (ascendente ou descendente) (Figura 11), em que 

nenhum elemento de fluido se mistura com um elemento anterior ou posterior. Nesta situação 

ideal, o reator opera como um reator tipo tubular onde todos os elementos de fluido dentro do 

reator apresentam igual tempo de residência. Na prática, é muito complicado conseguir-se um 

reator ideal tipo tubular devido a diversos fatores, tais como: gradientes radiais de 

temperatura, velocidade e dispersão axial do substrato. Estes efeitos de fluxo não ideal 

conduzem a uma redução do grau de conversão. Apesar das limitações, o reator de leito fixo 

ainda é o mais estudado e utilizado desde a escala de laboratório até a industrial 

(FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003).  

1.6 Peptídeos bioativos 

Desde 1979, diversos grupos têm estudado peptídeos bioativos do soro do leite e 

derivados que apresentam diversas funções no organismo, dentre as quais, podem ser citadas 

as antioxidantes, antimicrobianas, anti-hipertensivas, dentre outras (Tabela 6). Desta forma, o 

consumo de alimentos ricos em peptídeos bioativos pode exercer um grande impacto na saúde 

humana como a prevenção de infecções e doenças (KORHONEN; PIHLANTO, 2006; 

NAGPAL et al., 2011; RUTHERFURD-MARKWICK, 2012; GOBBA et al., 2014). 
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Tabela 6. Peptídeos bioativos derivados das proteínas do soro de leite. 

Proteína precursora Bioatividade Enzima livre Referência 

Proteínas do soro Anti-hipertensiva Papaína e pancreatina Silvestre et al. (2012) 

Proteínas do soro Antioxidante Alcalase® Tang et al. (2009) 

β-Lg Anti-hipertensiva N-proteinase Ortiz et al. (2009)  

α-La Bovina Antioxidante  Termolisina Sadat et al. (2011)  

Proteínas do soro Antioxidante  Alcalase® Zhang et al. (2010)  

Lactoferrina do soro Antimicrobiana Pepsina Gobbetti et al. (2002) 

Proteínas do soro Antimicrobiana Pepsina Théolier et al. (2013) 

β-Lg e α-La Antibacteriana Tripsina e quimotripsina Pellegrini et al. (2001) 

Como visto na Tabela 6, a hidrólise enzimática é capaz de produzir peptídeos com 

diversas atividades biológicas. A obtenção destes compostos requer purificação e 

identificação, pontos cruciais para a viabilidade do processo e caracterização dos produtos. A 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência em Fase Reversa (RP-HPLC) e a espectrometria de 

massas (MS) são as mais comumente técnicas utilizadas para fracionar e identificar peptídeos 

(KORHONEN, 2009; URISTA et al., 2011).  

Sabe-se que a peroxidação lipídica é capaz de gerar radicais livres e levar a 

decomposição de ácidos graxos, reduzindo o valor nutricional e a segurança dos alimentos. 

Além disso, reações que envolvem formação de radicais livres têm uma elevada importância 

em fenômenos biológicos, como nos danos celulares e envelhecimento. Os radicais livres 

podem também modificar a estrutura do DNA, proteínas, pequenas moléculas celulares e 

acredita-se desempenhar um papel significativo na ocorrência de doenças, tais como as 

cardiovasculares, diabetes mellitus, distúrbios neurológicos e até mesmo doença de Alzheimer 

(KIM et al., 2007; Ruiz-Ruiz et al., 2013; MANN et al., 2015).  

O uso de antioxidantes sintéticos como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-

tolueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG) tem sido restringido 

devido ao potencial efeito tóxico em humanos (ZHANG et al., 2010). Desta forma, peptídeos 

antioxidantes naturais, como os provenientes das proteínas do soro, têm despertado grande 

interesse devido à segurança e grande disponibilidade no ambiente.  

As proteínas do leite também são precursoras de peptídeos antibacterianos e, desta 

maneira podem melhorar as defesas naturais do organismo contra a invasão de micro-

organismos patogênicos. Portanto, as soroproteínas podem ser consideradas componentes 

estruturais da imunidade. A atividade antimicrobiana pode ser benéfica durante o processo de 

produção, diminuindo possivelmente a contaminação de alimentos lácteos e 

consequentemente proporcionando elevação na vida útil do produto (PELLEGRINI, 2003; 

THÉOLIER et al., 2013; RIPOLLES et al., 2015).  
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Com o intuito de elevar a absorção de ferro mediante suplementação, têm-se estudado 

quelatos ferro-peptídeos, obtidos de diversas fontes proteicas. A obtenção de peptídeos 

quelantes de ferro a partir de hidrolisados proteicos pode ser útil no aumento da 

biodisponibilidade do mineral, enquanto sua estabilidade mantém a qualidade e aparência do 

alimento. As proteínas de soro de leite representam uma fonte interessante para obtenção de 

peptídeos quelantes de ferro, pois possuem elevado valor biológico, alta digestibilidade e 

rápida absorção pelo organismo (KIM et al., 2007; SILVA, 2013; GOBBA et al., 2014).  

A palavra quelato é originária do grego “chele”, da qual a tradução é pinça ou garra. A 

estrutura dos quelatos é resultado do compartilhamento de elétrons entre um metal e um 

ligante (Figura 13). Aminoácidos e pequenos peptídeos provenientes da hidrólise enzimática 

de proteínas são ligantes ideais, pois em um ambiente aquoso, encontram-se no estado 

zwiteriônico, com o grupo carboxílico e amino ionizados de cargas opostas e, portanto, ambos 

os grupos podem participar da reação de quelação com o íon de metal (DEWAYNE 

ASHMEAD, 2001; LIMA, 2011; SILVA, 2013).  

Figura 13. Representação da ligação entre um quelante e metal. 

FONTE: SILVA, 2013. 

A produção de peptídeos bioativos a partir da hidrólise enzimática de proteínas 

presentes no soro de queijo tem sido reportada em diversos trabalhos, inclusive utilizando a 

alcalase® livre como visto na Tabela 6. No entanto, há uma demanda de estudos que 

implicam na produção contínua destes compostos por enzimas imobilizadas e, especialmente, 

usando material lignocelulósico como suporte de baixo custo.  
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Figura 37. Linearização do grau de hidrólise em função do tempo de reação no estado estacionário. 
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5. CONCLUSÃO

Os resultados apresentados mostram que foi possível imobilizar a alcalase® em 

suporte glioxil-SM com eficientes rendimento de imobilização, atividade recuperada e fator 

de estabilidade. O derivado estável AGSM foi utilizado com bastante êxito para a hidrólise 

das proteínas do soro de queijo bovino tanto para o sistema descontínuo quanto para o sistema 

contínuo empregado. Nos dois processos realizados foi possível a obtenção de peptídeos 

bioativos.  

A hidrólise das proteínas do soro de queijo utilizando o derivado AGSM representa 

uma forma viável, de baixo custo, que contribui para a melhoria do meio ambiente pela 

reutilização de resíduos industriais e formação de peptídeos bioativos. O sistema descontínuo 

aplicado possibilitou a obtenção de peptídeos com expressiva atividade antioxidante, alta 

capacidade quelante de ferro e elevada atividade antimicrobiana. Esses peptídeos podem ser 

usados em futuros estudos para obtenção de quelatos Fe
2+

-peptídeos na fortificação de

alimentos com o intuito de aumentar a biodisponibilidade do ferro, além de propiciar a 

redução de seus efeitos pró-oxidantes e elevar a capacidade antimicrobiana. Ademais, a 

atividade antioxidante e antimicrobiana destes peptídeos também representa um atrativo 

potencial para a indústria farmacêutica como alvo de pesquisas e elaboração de novos 

produtos cosméticos e farmacológicos. 
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O reator de leito empacotado contendo o derivado AGSM foi desenvolvido com muito 

sucesso, pois tornou-se possível o reaproveitamento do soro do queijo bovino para a hidrólise 

das soroproteínas em sistema contínuo e obtenção de peptídeos bioativos. A caracterização 

hidrodinâmica do sistema foi feita e a formação de caminho preferencial pelo leito foi 

mínima. O vigente processo ocorreu com elevado grau de hidrólise e os peptídeos formados 

apresentaram alta capacidade antioxidante. Estes resultados demonstram que o atual processo 

utilizado é muito eficiente para o reuso do soro e obtenção de peptídeos antioxidantes. Além 

disso, pode ser uma estratégia viável para a indústria de alimentos e farmacêutica, pois 

possibilita o tratamento e reutilização do soro além da aplicação de peptídeos antioxidantes na 

formulação de novos produtos. 

O presente trabalho representa uma perspectiva interessante para a obtenção de 

peptídeos bioativos e, portanto, futuros estudos que envolvam uma maior exploração podem 

ser realizados como a determinação da sequência de aminoácidos, a síntese, além da avaliação 

da citotoxicidade desses peptídeos. 
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