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RESUMO

O atual trabalho teve como objetivo realizar a hidrélise das proteinas do soro do queijo bovino
(SQB) utilizando a alcalase® imobilizada em pd de sabugo de milho, para obtencao,
purificacdo parcial e avaliacdo das propriedades bioldgicas de peptideos bioativos. O sabugo
de milho (SM) é o principal residuo formado da industria de processamento de milho.
Alcalase® foi usada para a imobilizacdo em SM e agarose. O desempenho dos dois derivados
foi estudado em relacdo aos parametros cinéticos de imobilizacdo. A hidrolise das proteinas
do SQB em sistema descontinuo foi realizada em reator de batelada (pH 9,0; 50°C/48h)
usando a alcalase® livre (AL) e derivados alcalase®-glioxil-agarose (AGA); alcalase®-
glioxil-SM (AGSM) para fins de comparacdo. O grau de hidrolise (GH) para AL, AGA e
AGSM foi de 59,63, 43,88 e 26,59% respectivamente. O derivado estdvel AGSM apresentou
capacidade de cinco ciclos de reuso de 24 h consecutivos mantendo atividade maior que 70%
e exibiu estabilidade térmica (65°C/pH 7,0) 62 vezes maior do que a AL, retendo 12% de sua
atividade inicial ap6s 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 trés fracdes (F1, F2 e F3) de acordo com a hidrofilicidade dos peptideos (F1: hidrofilicos,
F2: hidrofilicidade intermediaria e F3: hidrofobicos). As fracdes foram analisadas por
MALDI-TOF que identificou peptideos de massa molecular (<1500 m/z). HPS obtido por
AGSM antes do fracionamento apresentou elevada capacidade de reducdo do radical ABTS
(57,82%) e elevada atividade quelante de ferro 1l (76,2%). Houve diferenca significativa
(P<0.001) na atividade antioxidante entre as trés fragdes (F1>F2C>F3) e a atividade quelante
de ferro para as fracBes (F1, F2 e F3) foram nulas. As espécies E. coli (ATCC 43895) e
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) foram susceptiveis a acdo dos peptideos obtidos neste
presente estudo. Os peptideos de hidrofilicidade intermediaria (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 hidrolise das soroproteinas em
sistema continuo (50°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 caracterizacdo hidrodindmica do reator
utilizando o corante vermelho de fenol (0,6 g.L™) como tragador. O PBR operou numa vazio
de 6 mL.h*%, 0 que representou um tempo de residéncia de 12,9 h, aproximadamente 19%
maior do que o tempo espacial (10,8 h). Portanto, a formacdo de caminhos preferenciais foi
minima e o sistema apresentou alto grau de hidrélise (58,98-70,70%) durante 180 horas de
reacdo. O tempo de meia-vida do derivado AGSM foi bastante elevado (246 h) e foram
obtidos peptideos bioativos de massa molecular (<2600 m/z) com alta capacidade
antioxidante (65,27% de reducdo de ABTS). Neste trabalho, o SM apresentou grande
potencial como suporte de baixo custo para a imobilizagéo de alcalase®. Os resultados deste
estudo mostram que a hidrolise das proteinas do SQB utilizando o derivado AGSM foi
possivel para sistemas descontinuos e continuos. O processo utilizado evidencia uma grande
perspectiva para a industria alimenticia e farmacéutica, pois, aléem de contribuir para a
melhoria do meio ambiente pelo reuso do sabugo, possibilita reutilizagdo do soro e obtencéo
de peptideos 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°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 (65°C, 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 11 (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™") as a tracer. The PBR operated at a flow rate of 6 mL.h™*, 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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INTRODUCAO

O soro do leite bovino é um efluente liquido amarelado resultante da co-precipitacéo e
remocao da caseina no processo da fabricacdo de queijo. S&o gerados em média, 9 kg de soro
a partir de 1 kg de queijo (REMON; GARCIA; ARAUZO; 2016; FOX et al., 2017). Este
subproduto possui grande valor nutricional devido a presenca de lactose (4,5-6%), proteinas
(0,6-1,1%), minerais (0,8-1%), acido latico (0,05-0,9%), gorduras (0,06-0,5%) e agua (93-
94%). Apresenta elevados valores de Demanda Quimica Oxigénio (DQO) e, portanto, ndo
deve ser descartado diretamente no meio ambiente sem tratamento, pois pode gerar grave
problema ambiental, além de grande desperdicio de nutrientes (ROHLFES et al., 2014;
BRANDELLI; DAROIT; CORREA, 2015).

Segundo a Associacdo Brasileira de Nutricdo (ASBRAN), sdo produzidos cerca de
200 milhdes de toneladas de soro no mundo por ano, dos quais 3 milhdes no Brasil. O
descarte adequado do soro de queijo no meio ambiente tem sido atualmente considerado uma
guestdo muito importante devido a existéncia de leis mais rigorosas e responsabilidades
exigidas pela eliminac&o deste residuo (REMON; GARCIA; ARAUZO; 2016).

Sem tratamento, o soro de queijo pode ser utilizado na suplementacdo alimentar de
animais e na formulacdo de fertilizantes. Apds tratamento preliminar, pode ser usado na
panificacdo, producédo 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 formulacéo de dietas enterais, bebidas lacteas, 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 residuo na obtencdo de novos produtos
(SILVESTRE et al., 2012; ROHLFES et al., 2014; YADAV et al., 2015). Neste contexto,
destacam-se o0s peptideos bioativos.

Peptideos bioativos sdo fragmentos de proteinas especificas que possuem impacto
positivo sobre a saude. Apresentam estrutura com sequéncia de 2-20 residuos de aminoacidos
e massas moleculares inferiores a 6000 Da (KORHONEN; PIHLANTO, 2006; SARMADI,
ISMAIL, 2010) sendo a hidrolise de proteinas nativas utilizando enzimas proteoliticas a
maneira mais comum de sua obtencdo (MOLLER et al., 2008; NAJAFIAN; BABJI, 2014;
RIPOLLES et al., 2015). Atualmente, as proteinas do soro do leite tém sido consideradas a
fonte mais importante desses compostos (NAGPAL, et al., 2011; BRANDELLI; DAROIT,;
CORREA, 2015).
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Recentemente, ja existem no mercado internacional produtos lacteos comerciais e
ingredientes com apelo funcional baseado em peptideos bioativos obtidos das proteinas do
leite (caseinas e soroproteinas). Como exemplos podem ser citados, respectivamente, 0s
produtos comercializados, a funcionalidade e os fabricantes: Biozate (reducdo da pressao
sanguinea; Davisco, EUA), Cystein peptide (aumento de energia e reducdo do sono; DMV
International, Holanda) e Vivinal Alpha (relaxante; Borculo Domo Ingredientes, Holanda)
(SPADOTI et al., 2009).

1.1 Proteinas do soro de queijo bovino

As proteinas do soro de queijo bovino apresentam estrutura globular contendo pontes
de dissulfeto que as conferem certo grau de estabilidade estrutural. As fragdes proteicas sao
compostas de B-lactoglobulina (B- Lg), a-lactalbumina (a-La), albumina do soro bovino
(BSA), imunoglobulinas (lg), lactoferrina (Lf) e lactoperoxidase (LPO). Estas proteinas
apresentam variacGes no tamanho, massa molecular (de 14 a 1000 kDa) e fun¢bes biologicas
especificas (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006; YADAYV et al., 2015).

A B- Lg € a proteina principal e mais abundante no soro. No pH do leite que é,
aproximadamente, 6,68 ela é um dimero de massa molecular 36 kDa e é formada pela
associacdo de duas subunidades globulares idénticas de massa molecular 18 kDa. Cada
unidade possui estrutura primaria que é constituida de 162 residuos de aminoacidos no qual
estdo presentes duas ligacdes dissulfeto intramoleculares que unem o residuo de aminoacido
66 ao 160 e 0 106 ao 121. A estrutura secundaria dessa mesma proteina parece ser formada
por 15% de a-hélice, 50% de folhas B e de 15% a 20% de voltas B (MARQUES, 2005;
HERNANDEZ-LEDESMA; RECIO; AMIGO, 2008; SOUZA, 2013; WIJAYANTI et al.,
2015).

A a-La é o componente que representa a segunda maior fragdo proteica do soro (15-
25% das proteinas totais), com massa molecular de 14 kDa de facil e rapida digestdo. E
considerada a proteina mais estavel do soro quando esse é submetido a tratamentos térmicos.
Apresenta 123 residuos de aminoacidos e é rica em lisina, treonina, triptofano e cisteina.
Possui ponto isoelétrico de 5,1 e quatro ligacdes dissulfeto intramoleculares que unem o0s
residuos 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 conformacdo globular sollvel em agua e é formada por uma cadeia

polipeptidica constituida de aproximadamente 580 residuos de aminoacidos de massa
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molecular 66,2 kDa, com ponto isoelétrico de 4,7 a 4,8. Sua estrutura secundria contém cerca
de 54% de o-hélice e 40% de folhas B e voltas . E uma proteina que possui grupo sulfidrilico
no segmento amino-terminal e 17 ligacdes dissulfeto intramoleculares confinadas no interior
da conformacao. Possui fungéo carreadora de acidos graxos insoltveis no sistema circulatorio,
0 que auxilia na manutencdo de sua estabilidade, evitando a desnaturagdo (SOUZA, 2013).
Também pode ligar-se a outros lipideos e a substancias responsaveis por “flavor”. Segundo
Haraguchi, Abreu e Paula (2006), a BSA atua como relevante precursor da sintese de
glutationa, tripeptideo conhecido pela atividade antioxidante.

As Ig séo classificadas como glicoproteinas, com massa molecular que varia de 15 a
1000 kDa. Sao formadas por mondmeros de duas cadeias polipeptidicas de 20 kDa, cadeias
leves, e duas cadeias polipeptidicas de 50 a 70 kDa, cadeias pesadas, unidas por ligacdes
dissulfeto. O soro contém de 0,6 a 1,0 g/L de Ig. A esta fracdo proteica, que possui peptideos
de alta massa molecular, atribui-se a propriedade de atividade antioxidante. Sdo proteinas
bastantes termolabeis (CUSTODIO, 2001; HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).

A Lf é uma importante proteina presente no soro de leite, encontra-se ligada ao
elemento ferro, tornando este inacessivel aos micro-organismos. Apresenta massa molecular
da ordem de 76 kDa e polimeriza-se rapidamente na presenca de ions calcio. Apresenta
propriedades bacteriostaticas, atuando como efetivo inibidor do crescimento bacteriano (inibe
crescimento de enterobactérias patogénicas), atividade antiviral, imunomodulatdria,
cicatrizante, anti-inflamatoria, efeito anticancer, atividade antioxidante (SOUZA, 2013;
THEOLIER et al., 2013).

A LPO é uma enzima que degrada o perdxido de hidrogénio e apresenta propriedades
antibacterianas. Esta fracdo é considerada um componente funcional de produtos de soro. A
lactoperoxidase tem sido objeto de varios estudos visando sua utilizagdo como meio de
controlar o desenvolvimento da acidez e mudancas de pH durante a estocagem refrigerada de
iogurte e quanto a possibilidade de ser utilizada como conservante natural. Em combinagéo
com outros conservantes, a lactoperoxidase € usada como ingrediente em pasta de dente para
combater caries (MADUREIRA et al., 2007; SOUZA, 2013).

A hidrélise de proteinas pode ser feita através de acidos, bases e enzimas proteoliticas,
sendo que essa ultima é preferencialmente usada em caso do produto final ter fins
alimenticios. Dentre as principais vantagens da hidrdlise enzimatica estdo: melhoramento das
propriedades nutricionais e funcionais, pois o produto obtido (peptideos e aminoacidos livres)
pode ser utilizado na preparacdo de formulagOes para alimentos, produtos farmacéuticos e

nutricdo de esportistas; alteracdo da solubilidade, devido a formacdo de mistura de peptideos
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que podem ser melhores assimilados por micro-organismos facilitando assim, processos
fermentativos; reducdo da resposta alergénica devido a hidrélise da B-lactoglobulina e a-
lactalbumina, principais alergénicos 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 Unica cadeia polipeptidica com 274
residuos de aminoacidos e massa molecular de aproximadamente 27 kDa (VOSSENBERG et
al., 2012). E produzida por fermentago submersa do micro-organismo Bacillus licheniformis
e foi desenvolvida pela Novo Nordisk (Bagsvaerd, Denmark) para a industria 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 utilizacdo (ZHENG et al.,
2008).

Muitos estudos tém provado que a alcalase® é a melhor enzima utilizada na obtencéo
de hidrolisados proteicos (TANG et al., 2009; PESSATO et al., 2016; PIU et al., 2014;
TARDIOLI et al., 2003) e peptideos multifuncionais (LI; ALUKO, 2010; UDENIGWE;
ALUKO, 2012; YOU et al., 2010). A temperatura e pH 6timos de hidrolise dessa enzima
situam-se entre 50-70°C e 9,0-9,5, respectivamente (MARQUES, 2009).

A alcalase® é uma enzima especializada em clivar ligacGes peptidicas onde o lado
carboxilico contém residuos hidrofébicos como leucina, tirosina e valina. Além disso, possui
larga especificidade na clivagem de ligacGes peptidicas 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 a-L-aminodacidos (tirosina, fenilalanina, valina, arginina e outros),
tendo maior especificidade por ésteres de aminoacidos aromaticos (COLOWICH; KAPLAN,
1970).

A estrutura tridimensional e o mecanismo de agdo catalitico da alcalase® podem ser

representados pelas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Representagéo 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 agéo da alcalase®.

A B)
Acilacéo Desacilacao
OH + X — = 0— — OH + HO—
H H,0
XH = ROH (éster), RNH2(amida)
Enzima Acil-enzima Enzima

Fonte: Proprio autor modificado de Nelson (2008).

1.3 Imobilizacédo de enzimas

A imobilizagdo é um processo utilizado para confinar ou localizar por meio de
métodos quimicos e/ou fisicos, a enzima em uma por¢do do espaco, com o intuito de manter
(de forma a maximizar) sua atividade catalitica. Desta forma, entende-se por enzima
imobilizada, aquela fisica ou quimicamente associada a um suporte ou matriz, usualmente
solida, insoluvel em agua e inerte. O principal objetivo da imobilizagéo é a possibilidade de
reutilizacdo da enzima, além de aumentar a sua estabilidade (COELHO; SALGADO;
RIBEIRO, 2008).

Em comparacdo com as enzimas livres, as enzimas imobilizadas sdo mais robustas e
mais resistentes a mudancas do ambiente reacional, incluindo influéncias de temperatura, pH

e solventes organicos. Outras importantes vantagens das enzimas imobilizadas em
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comparacdo com as enzimas livres sdo: possibilidade de reutilizacdo do biocatalisador;
facilidade de separagdo do catalisador e do produto da reagéo e de interrupcdo da reacéo,
qguando se atinge um determinado grau de conversdo; além da possibilidade de conduzir
processos continuos (ES et al., 2015). As principais vantagens e desvantagens tecnolégicas da

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

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

Vantagens Desvantagens

Desenvolvimento de sistemas continuos Custo adicional de suportes, reagentes e
operacdo da imobilizacédo

Maior estabilidade enzimética Perdas da atividade durante a imobilizagéo

Uso mais eficiente do catalisador através de | Possiveis — exigéncias  adicionais de

reutilizacbes purificacdo do catalisador

Flexibilidade no projeto de reatores Técnica pouco adequada a substratos
insollveis ou de alta massa molecular

Efluentes livres de catalisadores Maiores riscos de contaminagdo na

operacdo continua dos reatores

Facil separacdo entre  produto e | Restricbes difusionais e impedimento
biocatalisador estéreo

Menor custo de mé&o de obra
Facilidade de automacéo e controle

Possibilidade de utiliza¢do das enzimas “in
natura”

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

deles estéo ilustrados na Figura 3.
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Figura 3. Principais métodos de imobilizacdo de enzimas.
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Fonte: Proprio autor modificado de Bon; Ferrara; Corvo, 2008.

Dentre os métodos de imobilizacdo disponiveis, a ligacdo covalente € o mais
empregado. A imobilizacdo multipontual de uma enzima consiste na formacdo de varias
ligacGes 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 imobilizacdo covalente frequentemente se
iniciam com a modificacdo da superficie do suporte por meio de reacdes de ativacdo, na qual
os grupos funcionais do suporte sdo modificados para produzir intermediarios reativos
(SOUZA et al., 2017).

A ligacdo covalente ocorre pela reacdo de grupos reativos do suporte, (matrizes como
vidro, cerdmica, polimeros sintéticos, celulose, nylon e alumina, ativados ou ndao) com o0s
grupos funcionais da enzima (ligagéo de grupos —NH,, -COOH, -OH, -SH, entre outros). A
escolha das condicdes ird depender da estabilidade da enzima e do suporte frente ao pH de
formagéo das ligacBes covalentes, assim como da estabilidade das ligagdes suporte-enzima
frente ao pH de utilizacdo do sistema imobilizado. Este tipo de imobilizagcdo garante o néo
desprendimento da enzima ao suporte durante uso, ou seja, a irreversibilidade do método pela
acdo do pH, forca idnica ou substrato. A maior desvantagem é a possibilidade de inativacéo
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da enzima, em parte ou totalmente, quando a ligacdo se d& nos sitios ativos da mesma
(COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; DATTA; CHRISTENA; RAJARAN, 2013).

Muitas enzimas industriais tém sido altamente estabilizadas por ligacdo covalente
multipontual (Figura 4) (GRAZU et al., 2010; LOPEZ-GALLEGO et al., 2013; BEZERRA et
al., 2015).

Figura 4. Efeito da imobilizag&o covalente multipontual na estabilidade da enzima.

Imobilizacdo unipontual Imobilizacdo covalente multipontual

Sem rigidez

Rigidificacdo da enzima

Fonte: Modificado de Mateo et al., 2007.

1.4 Suportes para imobilizagdo de enzimas

As preparaces das enzimas imobilizadas sdo influenciadas pelas caracteristicas da
enzima e do material do suporte. A relacdo entre esses dois elementos proporciona um
derivado estabilizado com propriedades quimicas, bioguimicas, mecanicas e cinéticas
especificas (Figura 5). Porém, a maior contribuicdo 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 ndo s6 o tempo de meia-vida, porém o desempenho global do sistema. Na
apuracdo de um suporte para uma determinada aplicacdo, devem ser consideradas suas
propriedades fisico-quimicas bem como as relativas a perspectiva de renovacdo do material
(BON; FERRARA; CORVO, 2008). Na Tabela 2 encontram-se descritas essas principais

propriedades.
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Figura 5. Relagéo entre suporte e enzima.

Propriedades Caracteristicas
bioquimicas quimicas

} l

Tipo de reagiio e Propriedades
cinética Mecanicas
Métodosde | Efeitosde | ... Estabilidade
imobilizagio transferéncia operacional
N
Desempenho

Quantidade de enzima (U/kg de produto)
Produtividade (kg produto/U)

Fonte: BON; FERRARA; CORVO, 2008.

Tabela 2. Principais propriedades do suporte que influenciam o desempenho de um sistema de
imobilizacdo enzimatico (BON; FERRARA; CORVO, 2008; VIEIRA, 2009).

Estabilizacéo
mecanica e térmica

O sistema enzimatico de imobilizacdo e o uso repetido e continuo do
derivado, normalmente implicam no uso de opera¢Ges como filtragdo,
centrifugacdo e agitacdo, logo, o0 suporte deve ter boa resisténcia
mecanica. Outra propriedade fundamental é a estabilidade térmica do
suporte, pois dependendo de seu coeficiente de expansdo, pode sofrer
distorcdo ou destruir o sitio ativo da enzima quando submetido a
variagdes de temperatura.

Caracteristicas
guimicas

Os suportes devem possuir grupos quimicos que podem ser ativados ou
modificados de modo a permitir a ligacdo da enzima sem desnatura-la.

Natureza hidrofilica

A natureza hidrofilica do suporte € muito importante, pois suportes com
caracteristicas hidrofilicas s&do mais almejados de modo a se alcancar uma
boa difusividade do substrato, além de permitir a estabilizacdo da enzima.
Os suportes de natureza hidrofobica costumam abaixar a estabilidade e
atividade da enzima em solventes organicos.

Caracteristicas
morfoldgicas

A morfologia do suporte é primordial, pois 0 mesmo deve ter elevada
porosidade, o que permite ter uma grande area superficial interna para a
imobilizacdo da enzima, e poros com diametro satisfatorio para permitir o
simples acesso da enzima e do substrato.

Resisténcia ao

A resisténcia ao ataque microbioldgico é fundamental, pois 0 mesmo deve

ataque resistir a degradacdo por micro-organismos, evitando a liberacdo da
microbioldgico enzima para a solucéo.
Insolublidade A insolubilidade é uma caracteristica crucial, ndo somente para prevenir a

liberacdo da enzima do suporte, mas, sobretudo para se evitar a
contaminacao do produto pelo suporte dissolvido e pela enzima.

Regenerabilidade

A viabilidade de regeneracdo, bem como a reutilizacdo da matriz, deve ser
ponderada na avaliacdo econdémica do sistema com enzima imobilizada.
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Os suportes sdo classificados quanto a composi¢do quimica em: organicos (naturais e
sintéticos) e inorganicos (minerais e manufaturados), como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Classificacdo dos suportes quanto a composic¢ao quimica (ARROYO, 1998; VIEIRA, 2009).

Naturais Polissacarideos: celulose, agar, quitina, quitosana,
amido, entre outros.
Suportes Proteinas: coladgeno, albumina, gelatina, glaten, seda,
organicos entre outros.
Sintéticos Poliestireno, poliacrilato, polivinilico, nailon, entre
outros.
Minerais Areia, bentonita, herneblenda, pedra-pomes.
Suportes
inorganicos

Manufaturados Vidro, cerdmica, aluminossilicatos, 6xido de ferro,
Oxido de niquel, acos inoxidavel, entre outros.

Segundo Vieira (2009), os suportes mais estudados e utilizados sdo: agarose, alginato,
K-carragenina, celulose, quitina e quitosana. Neste trabalho, optou-se por estudar e utilizar o
p6 de sabugo de milho (residuo lignocelulésico) para imobilizacdo da alcalase®. A agarose
também foi utilizada como suporte para imobilizacdo da enzima para fins de comparagdo
guanto aos parametros cinéticos de imobilizacdo. Portanto, a seguir sera feita a descricdo

destes dois suportes.
1.4.1 Agarose

A agarose € um polimero natural extraido do &gar de algas vermelhas (Figura 6). Suas
fibras sdo constituidas, essencialmente, de unidades repetidas de agarobiose (D-galactose e
3,6-anidro-L-galactose), cujas hidroxilas serdo convertidas, por meio de rea¢fes quimicas, em

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

Figura 6. Estrutura quimica basica da agarose, formada por repetidas unidades de agarobiose.
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Fonte: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/16500100.
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A agarose € muito utilizada como suporte para imobilizagdo de enzimas, devido suas
caracteristicas fisico-quimicas. Além de ser atoxica e possuir alta porosidade, apresenta outros
beneficios: carater hidrofilico, facilidade de manuseio, auséncia de grupos com cargas (0 que
previne a adsorcdo ndo especifica do substrato e do produto) e disponibilidade comercial. No
entanto, uma limitacdo do uso da agarose e demais suportes porosos é o custo elevado
(RODRIGUES et al., 2008; ARAGON, 2013).

Os Unicos grupos reativos presentes na agarose sdo o hidroxil. Desta forma, eles
podem reagir com reagentes epoxidos para gerar grupos glioxil. O suporte glioxil-agarose
(pequenos grupos aldeidos alifaticos) orienta a imobilizacdo da enzima por meio de sua area
de superficie que contem maior densidade de grupamentos amino, incluindo o amino-terminal
da molécula e os grupamentos e-amino das cadeias laterais das lisinas. Em condi¢des brandas
de pH, no decorrer do processo de imobilizacdo, sdo estabelecidas, preferivelmente, as
ligacGes com os grupos amino-terminal, enquanto que condicdes de altos valores de pH (10,0-
10,2) possibilitam que os grupamentos amino das lisinas estejam reativos (Figura 7) e se

estabelecam ligacdes entre esses residuos de aminoacidos e o suporte (GUISAN et al., 1997).

Figura 7. Desprotonagdo dos grupos -amino das lisinas, ap6s incubacdo em pH 10,0. Em pH 8,0-9,0,
apenas 0 grupamento amino-terminal encontra-se reativo.

pH 10,0

COoOo”

FONTE: ARAGON, 2013.

Suportes de glioxil tém sido descritos na literatura como um sistema bastante
adequado para imobilizagdo por ligacdo covalente multipontual (Figura 8) de diferentes
enzimas e, especialmente da alcalase® (TARDIOLI et al., 2003; CORICI et al., 2011;
PESSATO et al., 2016).

A matriz glioxil-agarose possui diversas propriedades que sdo convenientes para a
realizacdo de ligagOes covalentes multipontuais intensas. Dentre as quais, segundo Mateo et
al. (2006), podem ser citadas:

e Reatividade muito elevada dos grupos glioxil com os gupos amino ndo-ionizados;
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e Poucos impedimentos estéricos na reacdo entre 0s grupos aminos da proteina e o0s
grupos glioxil do suporte;

e Boa congruéncia geométrica entre a proteina e a superficie do suporte;

e Facil controle do grau de ativacao;

e Braco espacador curto que permite fixar a proteina na imobilizacdo aumentando a
rigidez da enzima;

e As ligacOes entre a enzima e o suporte sao muito fracas, bases de Schiff. Isto
significa que a energia necessaria para a formacdo de cada ligacdo individual ndo pode
compensar a energia necessaria para produzir uma distor¢cdo da estrutura das proteinas,
mantendo a funcionalidade da mesma;

e A reducdo final com o borohidreto de sodio transforma as fracas bases de Schiff em
ligacbes amino secundaria muito estavel e todos os grupos aldeidos restantes do suporte
solido em grupos inertes. Esta é uma caracteristica vantajosa deste suporte, pois 0s grupos nao
inertes da superficie do suporte podem promover interacdes ndo desejaveis enzima-suporte,

promovendo uma diminuicao da estabilidade ou até mesmo uma direta inativacdo da enzima.

Figura 8. llustracdo de uma enzima hipotética, imobilizada em glioxil-agarose. A reducdo com
borohidreto de sddio torna irreversiveis as ligagdes imino formadas entre enzima e suporte.

O— CH (;':'O 0"0"0 O~ CHz— CHz— OH co®
wr O— e @ — 2 o
T A /) S\ .. NaBHa 0 4,’?‘-.;,-,\. )
— O— CHzr— CH™ N — ;:é; ). coC é — O CHr—CHo—NH—; @ coC
— Q- CH— CH= N’ i 4?‘4 = — O— CHr—CHz —NH~ 2% +/
2 . pH 10,0 A
.0
—+0— CH7— C.. —0O— CHz— CH2— OH
H

FONTE: ARAGON, 2013.
1.4.2 Residuos lignoceluldsicos
Residuos lignocelulosicos, agricolas ou agroindustriais sdo materiais cuja parede

celular vegetal apresenta estrutura quimica 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: composic¢ao quimica.
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Fonte: Proprio autor.

Para a manutencdo da qualidade do suporte e melhoria do processo de imobilizacdo
enzimatica em residuos lignocelulésicos, a aplicacdo de tratamentos quimicos e/ou térmicos
torna-se necessaria. O tratamento resulta na ampliacdo da area superficial interna das
particulas do substrato, realizada através da solubilizacdo e/ou pela degradacdo parcial da
hemicelulose e da lignina. Isto conduz ao fracionamento dos trés principais componentes e
leva a abertura da estrutura da celulose. O tratamento utilizado pode proporcionar melhoras
significativas ao residuo, podendo-se obter uma maior capacidade de imobilizacdo ou até uma
posterior hidrolise enzimatica mais eficiente, devido ao aumento da porosidade, area
superficial e do nimero de ligagBes quimicas entre a enzima e o suporte (COSTA, 2015).

Os residuos agroindustriais atualmente utilizados como suporte para imobilizagdo de
enzimas descritos na literatura encontram-se ilustrados na Tabela 4. Estes materiais podem ser
uma alternativa de aplicacdo interessante ja que existe em grande quantidade no Brasil, pais
essencialmente agroindustrial (SCATOLINO et al., 2013; COSTA, 2015). Além disso, 0s
residuos lignocelulésicos tém sido alvo de diversas pesquisas devido aos sérios problemas
ambientais gerados pelo seu descarte indevido e acimulo no ambiente (SCATOLINO et al.,
2013; BEZERRA et al., 2015; COSTA-SILVA et al., 2015).
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Tabela 4. Utilizagdo de residuos lignocelul6sicos como suporte para a imobilizacdo de enzimas:
principais trabalhos encontrados na literatura.

Enzima Suporte Autores
imobilizada
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 Brigida et al (2008)
Lacase Fibras de coco Bezerra et al (2015)
Peroxidase P6 de sabugo de milho Galarraga et al (2013)
Tripsina e Pepsina P6 de sabugo de milho Bassan (2015)
Invertase Bagago de cana e sabugo de milho Santos (2010)
Lipase Fibras de coco Brigida et al (2007)
Lipase Sabugo de milho Costa (2015)
Tripsina P6 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 agricolas 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
milhGes de toneladas. Adicionalmente, em 2021 o pais devera expandir sua area de cultivo
para cerca de 500 mil hectares (SCATOLINO et al., 2013).

O sabugo de milho (SM) é o principal residuo gerado da industria de processamento
de milho, ap6s ser debulhado o grdo. 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 as caracteristicas de dureza e resisténcia a abrasdo, os componentes do sabugo séo
indicados em aplicagdes industriais. O pH da superficie granular do sabugo € 7,4, e no seu
interior 4,9. Estes valores colaboram para que o sabugo sirva como suporte inerte para varios
materiais (ZIGLIO et al., 2009; SANTOS, 2010).

O sabugo é amplamente utilizado para a produgdo de racdo animal, alimentacéo
bovina, bem como na confecgédo de feno e fertilizante organico. No ambito industrial, devido
as suas caracteristicas de dureza e ainda por ser um material muito resistente, o sabugo tem

sido utilizado como suporte e carga para varios materiais como plasticos, colas adesivos,
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compostos de borracha, pneus, etc. Além disso, é utilizado como abrasivos e polidores em
produtos de limpeza, producdo de furfural, fabricacdo de tijolos e cerdmica. A depender do
Seu uso, muitas vezes, é necessario que o sabugo passe por um processo de secagem a fim de
ser utilizado (COSTA, 2015).

S&@o gerados aproximadamente 18 kg de sabugos a partir de 100 kg de milhos
produzidos. Mesmo considerando todas as atribuigcdes ja destinadas ao SM, sua producédo
mundial € muito alta (800 milhdes de toneladas) e a demanda para a sua utilizacdo ainda é
elevada (ZIGLIO et al., 2009; SCATOLINO et al., 2013).

Dentro deste contexto, a aplicagdo do pé de sabugo de milho como material suporte de
baixo custo para imobilizagdo de enzimas é uma alternativa de grande perspectiva para o

reaproveitamento do SM que justifica o foco deste trabalho.

1.5 Reatores enzimaéticos

A maior parte dos bioprocessos ndo possui relevancia se ndo for aplicavel em escala
industrial. Portanto, é de consideravel importancia elevar a producdo de laboratorio para nivel
industrial. O biorreator é o principal equipamento que permite 0 aumento do volume de
producdo. Além disso, a utilizacdo de enzimas imobilizadas em biorreatores melhora a
qualidade do processo, pois além dos préprios beneficios provenientes da imobilizacdo ha
também a facilidade de operacdo do reator que possibilita controlar as variaveis do sistema
(ES; VIEIRA; AMARAL, 2015).

A producéo de peptideos bioativos a partir de matérias-primas ricas em proteinas pode
ser escalonada a niveis industriais utilizando a hidrélise controlada em biorreatores (URISTA
etal., 2011).

Reator ou biorreator enzimatico € um dispositivo no interior do qual, transformaces e
reacOes bioquimicas sdo catalisadas por enzimas para geracdo de produtos especificos em
condigdes controladas (SANTAELLA; CERRI; PAULA, 2017). Podem ser classificados em
funcdo do regime de operacdo (descontinuo ou continuo) e das caracteristicas hidrodindmicas
(reatores com agitagdo mecéanica ou com escoamento tipo pistdo). De acordo com o seu
conteudo podem ser homogéneos (Unica fase); ou heterogéneos (mais de uma fase). Quanto
ao grau de mistura que ocorre no reator, tém-se dois tipos ideais extremos: o de mistura
perfeita e 0 de escoamento tubular, sendo que o perfil de concentragdo dentro dos diferentes

tipos de reatores pode variar apreciavelmente. Uma classificagdo dos reatores levando-se em
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consideracao o tipo de operagdo e as caracteristicas hidrodinamicas é apresentada na Tabela 5
(FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003; ZHANG; XING, 2011).

Tabela 5. Classificacdo dos reatores enzimaticos multifasicos em funcéo do regime de operacédo e das
caracteristicas hidrodindmicas (FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003).

Modo de Hidrodinamica Tipo de reator
operacao
Descontinua Mistura total Reator descontinuo com agitacao
Fluxo tipo pistdo Reator descontinuo com recirculacdo total
Reator continuo com agitacao
Mistura total Reator continuo com agitacdo e com membrana de
ultrafiltracao
Continuo Reator de leito fixo
Reator de leito fluidizado
Fluxo tipo pistéo Reator tubular

Reator de membranas de fibras ocas
Reator agitado com uma fase liquida

O reator enzimatico deve dar condicBes para que a enzima e o substrato permanecam
em contato por um tempo suficiente para que a reacdo ocorra e no final possibilite a fécil
separacdo entre enzima e produtos. A escolha do reator mais adequado para um dado processo
depende das caracteristicas da bioconversdo e de condi¢des reacionais, cinéticas e ligadas ao

biocatalisador, que irdo definir o modo de operacéo e as caracteristicas do fluxo (Figura 10).

Figura 10. Consideragdes importantes para a sele¢do de um biorreator.

Caracteristicas da bioconversao

Condigoes reacionais | | Condigdes cinéticas | | Condi¢oes do biocatalisador

l

Modo de operacao | | Caracteristicas do fluxo

l

| Selecéiio do reator |

Fonte: Proprio autor modificado de Fernandes; Ferreira; Cabral, 2003.
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1.5.1 Tipos de reatores enziméaticos

Diferentes tipos de reatores tém 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; ES; VIEIRA; AMARAL, 2015). Cada um deles apresenta
vantagens e desvantagens, ndo havendo um método tedrico capaz de presumir qual o
preferivel biorreator para um dado processo (PAULA, 2011), sendo o0s principais

representados na Figura 11.

Figura 11. Biorreatores para biocatalisadores imobilizados.

——> Saida de gas

Biocatalisador imobilizado
Biocatalisador imobilizado (

> (o]

Reator de tanque agitado: BSTR Reator de tanque agitado: CSTR

modo continuo
(modo batelada) ( ) Entrada de gis Biocatalisador

imobilizado
Reator do tipo

B ] |

Biocatalisador

imobilizado Biocatalisador
_—>

imobilizado

Biocatalisador

__

imobilizado
—_
Reator de Membranas
Enroladas em Espiral
X |
Substrato
Produto
L —= Reator de Leito fluidizado: FBR
Reator de Leito fixo: PBR Reator de Leito fixo: PBR (modo continuo)
(modo continuo) (modo continuo)
Fluxo ascendente Fluxo descendente

Fonte: Proprio autor modificado de Paula, 2011; Caccavale et al., 2011; Zhang; Xing, 2011.
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A seguir, sdo apresentadas as caracteristicas de algumas configuracBes dos
biorreatores utilizados no presente estudo.

1.5.1.1 Reatores descontinuos

Reatores descontinuos, ou reator em batelada, sdo os mais utilizados com enzimas
livres, 0os quais ndo sdo geralmente separados dos produtos nem recuperados para
reutilizacdes posteriores. Esses tipos de reatores sdo inicialmente carregados com o substrato
e a enzima, ocorrendo a reacdo em estado ndo estacionario, ou seja, com variacdo da
composicao do substrato e produto no reator ao longo do tempo. A concentracdo do substrato
diminui ao longo do tempo, enquanto que a concentracdo de produto e a conversao aumentam
(Figura 12). Geralmente sdo utilizados tanques agitados como reatores descontinuos
(FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003).

Reatores de tanque agitado (STR) séo os mais empregados em processos industriais e
processos em que os biocatalisadores sdo imobilizados em hidrogéis ou em superficies sélidas
porosas. Neste tipo de reator, o agitador desempenha varias funcdes: auxilia a transferéncia de
massa e de calor, agita e homogeniza 0 meio e as suspensdes. STR sdo constituidos de um
vaso (Figura 11) no qual a mistura dos reagentes é efetuada por meio de agitacdo mecénica
(barras magnéticas, pas de agitacdo) de tal forma que sdo evitados a formacdo de gradientes
de temperatura e concentracdo. Podem ser operados em modo descontinuo (BSTR) ou
continuo (CSTR) (PAULA, 2011).

Figura 12. Reator descontinuo de mistura total: perfil de concentragdo de substrato (S) e de produto

(P).
1

Fonte: Fernandes; Ferreira; Cabral, 2003.
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Quando as enzimas imobilizadas sdo utilizadas num reator descontinuo com agitacéo,
estas devem ser separadas do produto numa etapa subsequente. Os processos de recuperagéo,
por filtracdo ou centrifugacdo, geralmente provocam perdas de particulas de catalisador, bem
como a desativacao parcial da enzima imobilizada. Ainda neste tipo, alguns suportes sofrem
cisalhamento devido ao atrito com o agitador (FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003).

No modo de operagdo em batelada, a enzima e as moléculas de substrato tém tempos
de residéncia idénticos dentro do reator. No caso ideal, os reatores em batelada tém uma fase
continua homogénea; a fase liquida é bem misturada e de temperatura e composicao
uniformes. Nao ha variaces espaciais nas concentracfes dos reagentes ou dos produtos. O
modo de operacdo em batelada para reatores enziméaticos tem uma série de caracteristicas
vantajosas: (1) simplicidade e flexibilidade do processo; (2) boa transferéncia de calor e
massa no meio de reacdo; (3) facilidade de controle de pH e temperatura. No entanto, as
desvantagens do modo em batelada sdo: (1) custos de operacdo superiores aos de processos
continuos devido ao tempo necessario para enchimento, aquecimento, esterilizacdo,
resfriamento, esvaziamento e limpeza do reator; (2) variacdo da qualidade do produto de uma
batelada a outra; (3) tempo morto entre as bateladas; (4) possibilidade de perder a enzima

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

1.5.1.2 Reatores continuos

Nos reatores continuos, o substrato é alimentado, enquanto a solucdo da reacdo é
removida para manter o volume reacional constante. Desta forma, o substrato entra numa
extremidade da zona de reacdo e o produto € liberado pela extremidade contraria (ZHANG,;
XING, 2011).

Os reatores de leito fixo ou reatores de leito empacotado (PBR) séo os mais utilizados
em processos continuos com enzimas imobilizadas (ZHANG; XING, 2011; ES; VIEIRA;
AMARAL, 2015). PBR tem um design muito simples (Figura 11) que consiste de uma coluna
recheada com particulas de enzima imobilizada, através da qual uma solugdo reagente €
bombeada (ES; VIEIRA; AMARAL, 2015; LORENZONI et al., 2015).

PBR exibe vantagens como controle automatico de operacdo, reducdo dos custos com
méo de obra, facilidade de construgéo e operacéo, alta produtividade volumétrica, controle da
qualidade do produto final que é continuamente recolhido. Além disso, um sistema PBR é
mais rentdvel do que a operagdo utilizando reator em batelada, pois a fécil automacéo e

controle do sistema permite uma maior produtividade, bem como uma melhoria na
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estabilidade enziméatica (BENUCCI et al., 2016). Quanto as desvantagens, ha a dificuldade de
controle de pH e temperatura por todo meio de reagdo, controle da pressdo interna e
possibilidade de formacdo de caminhos preferenciais pelo leito (ZHANG E XING, 2011;
ARAGON et al.,, 2013; BASSAN, 2015). Ademais, quando suportes de imobilizacdo
apresentam dimensdes muito pequenas (por exemplo: didmetro inferior a 300 um), ndo podem
ser empregados em reatores de leito fixo, ja que a perda de carga ao longo do reator é muito
grande e, particularmente quando se opera em fluxo descendente, pode haver a compactagédo
do leito (PAULA, 2011).

Num reator ideal do tipo PBR h& um fluxo ordenado de substrato por meio do leito de
enzima imobilizada numa direcdo escolhida (ascendente ou descendente) (Figura 11), em que
nenhum elemento de fluido se mistura com um elemento anterior ou posterior. Nesta situacéo
ideal, o reator opera como um reator tipo tubular onde todos os elementos de fluido dentro do
reator apresentam igual tempo de residéncia. Na pratica, € muito complicado conseguir-se um
reator ideal tipo tubular devido a diversos fatores, tais como: gradientes radiais de
temperatura, velocidade e dispersdo axial do substrato. Estes efeitos de fluxo ndo ideal
conduzem a uma reducdo do grau de conversdo. Apesar das limitagdes, o reator de leito fixo
ainda é o mais estudado e utilizado desde a escala de laboratério até a industrial
(FERNANDES; FERREIRA; CABRAL, 2003).

1.6 Peptideos bioativos

Desde 1979, diversos grupos tém estudado peptideos bioativos do soro do leite e
derivados que apresentam diversas fun¢fes 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 peptideos bioativos pode exercer um grande impacto na saude
humana como a prevencdo de infecgbes e doencas (KORHONEN; PIHLANTO, 2006;
NAGPAL et al., 2011; RUTHERFURD-MARKWICK, 2012; GOBBA et al., 2014).
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Tabela 6. Peptideos bioativos derivados das proteinas do soro de leite.

Proteina precursora Bioatividade Enzima livre Referéncia

Proteinas do soro Anti-hipertensiva  Papaina e pancreatina Silvestre et al. (2012)
Proteinas do soro Antioxidante Alcalase® Tang et al. (2009)
B-Lg Anti-hipertensiva  N-proteinase Ortiz et al. (2009)
a-La Bovina Antioxidante Termolisina Sadat et al. (2011)
Proteinas do soro Antioxidante Alcalase® Zhang et al. (2010)
Lactoferrinado soro  Antimicrobiana Pepsina Gobbetti et al. (2002)
Proteinas do soro Antimicrobiana Pepsina Théolier et al. (2013)
B-Lg e a-La Antibacteriana Tripsina e quimotripsina  Pellegrini et al. (2001)

Como visto na Tabela 6, a hidrdlise enzimatica é capaz de produzir peptideos com
diversas atividades biologicas. A obtencdo destes compostos requer purificacdo e
identificacdo, pontos cruciais para a viabilidade do processo e caracterizagdo dos produtos. A
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC) e a espectrometria de
massas (MS) sdo as mais comumente técnicas utilizadas para fracionar e identificar peptideos
(KORHONEN, 2009; URISTA et al., 2011).

Sabe-se que a peroxidacdo lipidica é capaz de gerar radicais livres e levar a
decomposicdo de &cidos graxos, reduzindo o valor nutricional e a seguranca dos alimentos.
Além disso, reacdes que envolvem formacdo de radicais livres tém uma elevada importancia
em fendmenos bioldgicos, como nos danos celulares e envelhecimento. Os radicais livres
podem também modificar a estrutura do DNA, proteinas, pequenas moléculas celulares e
acredita-se desempenhar um papel significativo na ocorréncia de doencas, tais como as
cardiovasculares, diabetes mellitus, distarbios neuroldgicos e até mesmo doenca 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 toxico em humanos (ZHANG et al., 2010). Desta forma, peptideos
antioxidantes naturais, como 0s provenientes das proteinas do soro, tém despertado grande
interesse devido a seguranca e grande disponibilidade no ambiente.

As proteinas do leite também s@o precursoras de peptideos antibacterianos e, desta
maneira podem melhorar as defesas naturais do organismo contra a invasdao de micro-
organismos patogénicos. Portanto, as soroproteinas podem ser consideradas componentes
estruturais da imunidade. A atividade antimicrobiana pode ser benéfica durante o processo de
producdo, diminuindo possivelmente a contaminagdo de alimentos lacteos e
consequentemente proporcionando elevacdo na vida atil do produto (PELLEGRINI, 2003;
THEOLIER et al., 2013; RIPOLLES et al., 2015).
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Com o intuito de elevar a absorcdo de ferro mediante suplementacéo, tém-se estudado
quelatos ferro-peptideos, obtidos de diversas fontes proteicas. A obtencdo de peptideos
quelantes de ferro a partir de hidrolisados proteicos pode ser atil no aumento da
biodisponibilidade do mineral, enquanto sua estabilidade mantém a qualidade e aparéncia do
alimento. As proteinas de soro de leite representam uma fonte interessante para obtencdo de
peptideos quelantes de ferro, pois possuem elevado valor bioldgico, alta digestibilidade e
rapida absorcdo pelo organismo (KIM et al., 2007; SILVA, 2013; GOBBA et al., 2014).

A palavra quelato ¢é originaria do grego “chele”, da qual a traducgéo € pinca ou garra. A
estrutura dos quelatos é resultado do compartilhamento de elétrons entre um metal e um
ligante (Figura 13). Aminoé&cidos e pequenos peptideos provenientes da hidrélise enzimatica
de proteinas sdo ligantes ideais, pois em um ambiente aquoso, encontram-se no estado
zwiteriénico, com o grupo carboxilico e amino ionizados de cargas opostas e, portanto, ambos
0S grupos podem participar da reacdo de quelacdo com o ion de metal (DEWAYNE
ASHMEAD, 2001; LIMA, 2011; SILVA, 2013).

Figura 13. Representacdo da ligagdo entre um quelante e metal.

H
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FONTE: SILVA, 2013.

A producdo de peptideos bioativos a partir da hidrolise enziméatica de proteinas
presentes no soro de queijo tem sido reportada em diversos trabalhos, inclusive utilizando a
alcalase® livre como visto na Tabela 6. No entanto, hd& uma demanda de estudos que
implicam na producdo continua destes compostos por enzimas imobilizadas e, especialmente,

usando material lignoceluldsico como suporte de baixo custo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Hidrolise das proteinas do soro do queijo bovino utilizando a alcalase® imobilizada
em pé de sabugo de milho, para obtencdo, purificacdo parcial e avaliacdo da atividade

bioldgica dos peptideos bioativos.

2.2 Objetivos especificos

1. Ativacao dos suportes p6 de sabugo de milho e agarose a grupo glioxil;

2. Imobilizacdo da enzima alcalase® em SM e agarose;

3. Caracterizacdo cinética da alcalase® livre (AL) e dos derivados: alcalase®-glioxil-
agarose (AGA) e alcalase®-glioxil-SM (AGSM);

4. Hidrolise enzimatica das proteinas do soro de queijo com o derivado AGSM
utilizando sistema descontinuo: reator em batelada (RB);

5. Hidrolise enzimatica das proteinas do soro de queijo com o derivado AGSM
utilizando sistema continuo: reator de leito empacotado (PBR);

6. Caracterizacdo e quantificacdo dos hidrolisados proteicos (HP) obtidos;

7. Fracionamento dos hidrolisados obtidos por AGSM utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC);

8. Determinacdo da massa molecular dos peptideos formados por meio da analise
MALDI-TOF;

9. Avaliacdo das seguintes atividades bioldgicas dos peptideos obtidos na hidrolise:

antioxidante, quelante de metais e antimicrobiana.
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material
Os reagentes ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico]), trolox
(&cido 6- hidroxi-2-5-7-8 tetrametilcromo 2-carboxilico), glicidol, glutaraldeido, reagente de

Bradford, boc-Ala-ONp (éster-paranitrofenilico de N-butiloxicarbonil-L-alanina), TNBS

(&cido trinitrobenzeno sulfonico), ferrozina, FeCl, (cloreto de ferro Il), NalO, (periodato de
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sodio) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). Junto a Merck (Merck,
Brazil) foram adquiridos a enzima alcalase® (EC 3.4.21.62) e o NaBH, (borohidreto de
sodio). Agarose 6 BCL (Cross linked 6 Beads) foi obtida da GE Healthcare Bio-Sciences
(Uppsala, Sweden) e o sabugo de milho da SAGRAN (Industry of Animal Feed Ingredients

Ltd., Salto Grande, Brazil). Os demais reagentes foram todos de grau analitico.

3.2 Métodos

Para uma melhor visualizacdo das etapas do presente trabalho é apresentado a seguir

um fluxograma esquematico simplificado (Figura 14).

Figura 14. Fluxograma das etapas realizadas no presente trabalho. SM= sabugo de milho. AGSM=
derivado alcalase®-glioxil-SM. AL= alcalase® livre. AGA= derivado alcalase®-glioxil-agarose.
SQB= soro de queijo bovino. RB= reator em batelada. PBR= reator de leito empacotado. GH=grau de
hidrolise (%).
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3.3 Preparo do soro de queijo bovino

O soro de queijo bovino (SQB) foi preparado pela adi¢do de 0,6% (v/v) de renina de
A. niger e 0,5% (v/v) 0,5 mol. L™ CaCl, ao leite integral bovino a 35°C durante 1 h. Ap6s
precipitacdo de caseina, o soro foi filtrado em gaze (GOULART et al., 2014) e dialisado em
membrana de celulose (12 kDa, Sigma) a 8°C para remogéo de lactose (MCPHIE, 1971). A
gordura foi removida por adsorcéo em caulin (20 g. L™ m/v), com subsequente centrifugacéo
a 7400 x g a 4°C durante 30 min. O soro tratado foi armazenado a -18 ° C (BASSAN et al.,
2015).

3.4 Tratamento do suporte p6 de sabugo de milho

O pbé de sabugo de milho foi tratado com &lcool 70% (1:10 m/v) submetido a
descompressdo térmica, por meio de autoclave 121°C (1,3 Kgf/cm?), por 20 minutos visando
expandir os materiais lignoceluldsicos e aumentar a superficie de contato. Posteriormente, o
SM foi mantido sob agitacdo de 140 rpm por 24 horas em NaOH 2M para quebra e remocao
da lignina, lavado com 4gua abundante e filtrado a vacuo. O SM tratado foi armazenado até o
momento da ativacdo e imobilizacdo em solugdo de alcool 20% a 8°C, com o intuito de evitar
contaminacéo bioldgica do material (BASSAN et al., 2016).

3.5 Ativacdo dos suportes agarose e p6 de sabugo de milho

Foram utilizados os suportes agarose 6 BCL e pé de sabugo de milho. A metodologia
de ativacdo da agarose foi feita segundo Guiséan (1988) (Figura 15 e 16). Para a ativagdo do pé
de sabugo de milho, a mesma metodologia foi adaptada da seguinte forma: 32 g de SM foi
suspenso em 45,7 mL de agua ultrapura, seguido da adi¢do de 76,15 mL de NaOH 1,7 M
contendo 2,17 g de NaBH,4. A mistura foi colocada num banho de gelo e 11 mL de glicidol
foram adicionados sob agitacdo por 18 h a 25°C. Apos filtracdo, o suporte foi lavado com 10
volumes de &gua. Gliceril-SM (32 g) foram ativados a grupos glioxil pela adi¢do de 64 mL de
NalO4 100 mM e 256 mL de agua ultrapura. A mistura foi agitada durante 2 h, e o suporte foi

lavado com agua.



46

Figura 15. Reacdo simplificada de formagdo de grupos gliceril na celulose a partir da adigdo de
glicidol e hidréxido de sodio.
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Figura 16. Reagdo simplificada de formacdo de grupos glioxil a partir da oxidagdo com periodato de
sodio.
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Fonte: Guisan (1988).

3.6 Quantificacédo de grupos aldeidos

Os grupos aldeidos formados pela reagdo dos suportes contendo grupos gliceril e
NalO, 100 mM foram quantificados por titulagdo com iodeto de potassio 10% (KI) como
descrito por Nevell (1963). O numero de grupos glioxil foi calculado pela diferenca no
consumo de periodato de sédio no momento de sua adi¢ao ao suporte gliceril e ao final dos 90
minutos. Por se tratar de uma reacdo estequiométrica, ao final do processo de oxidagdo €

possivel determinar a quantidade de grupos glioxil formados. A equacdo (1) ilustra a reacao:
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1 Gliceril + 1 NaIO4 - > 1 Glioxil )

3.7 Imobilizacdo: preparo dos derivados AGA e AGSM

Para a imobilizagdo, 1 grama de ambos suportes foram adicionados a 10 mL de
tampé&o carbonato/bicarbonato de sédio 100 mM pH 10 contendo 10 U de alcalase® para o
AGA e 22 U de alcalase® para 0 AGSM. As suspensdes foram mantidas a 25° C, sob agitacdo
suave. Periodicamente, as atividades do sobrenadante, do controle e da suspensdo foram
determinadas para acompanhar o rendimento de imobilizagdo. Ao final do processo de
imobilizacdo foi adicionado NaBH; (1mg/imL) para reducdo dos grupos ativos
remanescentes. O derivado foi ent#o filtrado e lavado com &gua destilada (GUISAN, 2006). O
rendimento de imobilizagdo (RI) foi definido como a relacdo entre as atividades no
sobrenadante e no controle da enzima livre (equacdo 2), e a atividade recuperada (AR) foi
dada pela razdo entre a atividade da suspensdo final, ap6s o processo de imobilizacdo e a

atividade inicial da enzima oferecida (equagao 3):

RI (%) == x 100 )
onde A é a atividade enzimatica da solucdo utilizada para a imobilizacdo (controle), e B € a
atividade verificada no sobrenadante.

AR (%) = =x 100 3)
onde A ¢ a atividade enzimética da solucgdo utilizada para a imobilizacdo (controle), e C é a
atividade do derivado obtido ap6s imobilizacéo.

3.8 Ensaio de atividade enziméatica

A atividade enzimatica da alcalase® livre (diluida 2000 vezes em agua ultrapura) e
imobilizada foi determinada de acordo com Tardioli et al. (2003). O coeficiente de
absortividade molar (g) do p-nitrofenol foi de 6609,3 M™.cm™, (APENDICE A) onde uma
unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pmol de

boc-Ala-ONp por minuto nas condicfes de ensaio.
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Figura 17. Hidrdélise do substrato sintético boc-Ala-ONp utilizando a enzima alcalase®.

I1C\/ )J\

‘ ™
Alcalase H,C '

A @ S A
Acetonitrila, 25°C, pH=7 e : T

Boc-Ala-ONp
p-nitrophenolate
Fonte: préprio autor.

3.9 Caracterizacao cinética da enzima livre e dos derivados

3.9.1 Pardmetros cinéticos: Os valores da constante de afinidade (Km aparente) e velocidade

méaxima (Vmax aparente) da alcalase® foram determinados pelo método grafico de Eadie-
Hofstee (APENDICE B).

3.9.2 pH étimo: Para a determinagdo do pH de melhor atividade, as enzimas foram incubadas
em sistemas tamponantes, com pH ajustado entre 3,0 e 10 na temperatura 6tima da alcalase®
de 50° C (APENDICE C).

3.9.3 Estabilidade térmica: A alcalase® livre e os derivados foram incubados em tampéo

fosfato (100 mM), pH 7,0 a 65° C. Em determinados tempos, uma amostra foi retirada, e a
atividade enzimatica, determinada, conforme descrito em 3.8. O tempo de meia vida da
enzima foi definido como 0 momento em que a enzima apresenta apenas 50% de sua
atividade inicial. O fator de estabilizagéo foi definido pela razéo entre o tempo de meia-vida

do derivado em questéo e o da alcalase® livre.

3.9.4 Reuso: Os derivados AGA e AGSM foram submetidos a 5 ciclos de reuso. Para cada
ciclo foram utlizados 20 mL de soro (pH 9,0) e 1,0 g de derivado. A suspensdo foi mantida a
50°C e 100 rpm/24 h. No final de cada ciclo de reuso, 0 produto foi retirado por filtragdo a
vacuo e um novo substrato adicionado. A atividade foi monitorada pelo método de Sarath,
Motte and Wagner (1996) atraves da precipitagdo das proteinas com TCA 10% e a
absorbancia (A= 280 nm) do sobrenadante foi utilizada para os calculos. Foi construida uma
curva analitica da tirosina e utilizado o &= 1232,7 M cm™ (APENDICE D). Para estimar a
atividade relativa de cada ciclo, a atividade inicial foi considerada 100% (PESSATO et al.,
2016).
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3.10 Hidrdlise enzimatica das proteinas do soro de queijo bovino

A hidrdlise enzimatica das proteinas do soro de queijo bovino neste presente estudo
foi realizada por reatores operando em modo batelada e continuo: RB (sistema descontinuo) e

PBR (sistema continuo).
3.10.1 Reator em batelada (RB)

A hidrolise das proteinas do SQB em sistema descontinuo foi feita utilizando AL (0,5
mL; 8,23 U/mL), e os derivados AGA (0,5 g; 13,8 U/g) e AGSM (0,5 g; 9,54 U/g). Para cada
ensaio foram utilizados 20 ml de soro de queijo tratado (pH 9,0; 50°C/48h). A mistura foi
mantida a 100 rpm (shaker Innova 40) em frasco erlenmeyer de 125 mL. Nos tempos de 3, 6,
12, 24 e 48 h foram retiradas aliquotas para dosagem de atividade. Terminada a reagdo, o
hidrolisado contendo a AL foi fervido a 100°C para a inativacdo da enzima, ja os derivados
foram filtrados a vacuo, lavados com agua destilada e estocados para reuso a 8°C em solugéo
tampdo fosfato 0,1 mM pH= 7,0 contendo 0,02% (w/v) de azida sddica. O sobrenadante foi

congelado a -18°C e posteriormente submetido a liofilizacdo para demais analises.
3.10.2 Reator de leito empacotado (PBR)

Na Figura 18 apresenta-se um esquema ilustrativo do sistema PBR utilizado neste
trabalho. O meio de reacdo (soro de queijo bovino) foi armazenado no tanque SQB e 0
produto hidrolisado coletado no tanque HP; ambos os reservatorios foram mantidos sob
refrigeracdo. O meio foi bombeado por meio de uma bomba peristéltica para dentro do reator
de vidro encamisado (didmetro interno de 2 cm e altura de 22,5 cm) com volume util de 65
mL. A temperatura de reacdo foi 50°C e a umidade do suporte foi de 79,45%. A vazéo de
alimentacdo e a massa total do biocatalisador foram, respectivamente, 6mL.h™ e 25 g de
AGSM (densidade cristalina do biocatalisador: 0,89 g mL™). Os parametros umidade do
suporte, vazdo, massa e densidade cristalina foram determinados experimentalmente.

Amostras periddicas de produtos hidrolisados foram coletadas para a analise.
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3.10.2.1 Caracterizacdo hidrodinamica do PBR

Visando-se a caracterizacdo hidrodindmica do reator de leito empacotado, operando
em modo continuo, realizou-se o teste de tragador. O tempo espacial (t), ou tedrico, foi
determinado através da divisdo do volume util pela vazao de alimentago.

Inicialmente o leito foi preenchido com 25 g de SM. Em seguida, o sistema foi
operado, sob vazdo de alimentacio de 6 mL.h™* de soro, o que correspondeu a 10,8 h de tempo
espacial. O corante vermelho de fenol (0,6 g.L™) foi solubilizado em &gua ultrapura e
utilizado como tracador (Curva analitica: Absorbancia = 66,942*Concentragdo + 0,002; R? =
0,9993, concentracéo de vermelho de fenol em g.L™) (APENDICE E).

Realizou-se o experimento de entrada de pulso e a distribuicdo do tempo de residéncia
(DTR) foi determinada pela injecdo do tracador no reator no tempo zero. A concentracdo do
tracador (C, a 431 nm) na corrente de efluente foi quantificada por espectrofotometria
(Espectrofotometro Varian Cary 50 UV/Vis, Varian Australia Pty Ltd, Mulgrave, VIC,
Australia) em funcdo do tempo. A funcdo de distribuicdo de tempo de residéncia, E (t), foi
definida usando a Equacéo 4 (FOGLER, 2009):

C(t)

F (4)
ICGMt
0

E(t) =

onde C (t) é a concentracdo do marcador no tempo t.
O tempo médio de residéncia (tm), ou pratico, para um fluxo volumétrico constante,
foi calculado utilizando a Equacdo 5 (FOGLER, 2009):
0
tm:PEUMt
0 (®)
A integracdo na equacdo 5, foi realizada empregando-se o software ORIGIN 7.0
(OriginLab Corporation, MA, EUA).
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Figura 18. Fluxograma simplificado da configuracdo correspondente ao PBR para a hidrolise das
proteinas do soro do queijo em sistema continuo utilizando o derivado AGSM. Utilizou-se reator de
vidro encamisado PBR (didametro interno= 2 cm e h= 22,5 cm; volume util= 65 mL; T= 50°C; vazdo=
6mL.h™; massa= 25 g de AGSM). AL = alcalase® livre; AGSM= derivado alcalase® glioxil-SM; HP=
hidrolisado proteico; SQB= soro de queijo bovino.
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3.10.2.2 Estabilidade operacional

A Equacdo 6 foi usada para descrever a diminuicdo do grau de hidrélise ap6s o estado
estacionario. Os valores do grau de hidroélise foram linearizados de acordo com a Equagéo 7:

GH= GHg.e Kt (6)

In(GHt / GHg)=-Kdt (7)

O tempo de meia-vida do biocatalisador (t;/,) foi estimado pela Equag&o 8:

t12= In(2)/Kd (3)
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em que: GH= grau de hidrolise; GHy, = valor médio de GH durante o estado
estacionario; Kd = constante de desativacdo térmica; t= tempo; GH; = grau de hidrolise em

dado tempo.

3.11 Caracterizagao e quantificacdo do soro e hidrolisados

3.11.1 Determinacdo de lactose: Para a dosagem de agUcar redutor utilizou-se 0 método de
1

Miller (1959). Foi construida uma curva analitica de lactose e obtido o &= 152,36 M™cm’
(APENDICE F).

3.11.2 Determinacdo de proteinas: foi realizada pelo método de Bradford (1976). Para os

calculos, foi construida uma curva analitica da soroalbumina (SBA) e determinado o &= 2,48

(mg/mL)*cm™ (APENDICE G).

3.11.3 Grau de hidroélise (GH): foi determinado pelo método TNBS modificado de Spadaro et
al. (1979) e Spellman et al. (2003). O grau de hidrdlise foi calculado usando a Equacéo 9:

GH (%)= (AN, — AN1)*100/Npb 9)

O teor de nitrogénio das ligacdes peptidicas no soro (Npb) foi 123,3 mg.g™. O valor de
AN foi obtido usando a Equacéo 10:

AN= ABS/mP (10)

em que: ABS= absorbancia da amostra, m= coeficiente angular da L-Leucina em
mg.L obtido pela curva analitica da leucina e P= concentracéo de proteina da amostra (g.L™).
Obteve-se m= 0,0034 (mg/L)*cm™(APENDICE H).

3.11.4 SDS-PAGE 12%: Foi feita a eletroforese desnaturante segundo Laemmli (1970).
Utilizou-se como padrdo de massa molar o kit GELifesciences® composto por fosforilase B
(97 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (31 kDa), inibidor de
tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa). As condigdes de corrida foram de 200 V e

20 mA (BASSAN, 2015). Apos a eletroforese, os géis foram revelados com Comassie Blue R
250 (Sigma) (MARQUES, 2005).
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3.11.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC): Utilizou-se

RP-HPLC em modo analitico em um cromatdgrafo Shimadzu LC-10A/C-47A. Foi empregada
uma coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex C18 (150 x 4,60 mm, tamanho de particula
de 3,6 um, tamanho de poro de 200 A), com um gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A:
agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0 mL/min e detec¢do a
220 nm.

3.12 Fracionamento dos peptideos por RP-HPLC

O fracionamento dos peptideos foi feito em modo semi-preparativo, utilizando
cromatografo Beckman System Gold equipado com uma coluna de fase reversa Jupiter
Phenomenex C18 (250 x 10 mm; 15 pum; 300 A) e deteccdio a 220 nm, com os seguintes
gradientes lineares:

- Etapa 1: Gradiente de 1 a 30% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA), fluxo de 3,0 mL/min. Nesta etapa, a FRACAO 1 foi coletada até o gradiente de
solvente B atingir 6,5% e a FRACAO 2 foi coletada de 6,5-13% de solvente B. A etapa 1
ocorreu em aproximadamente 40 minutos.

- Etapa 2: de 13 a 90% de solvente B (A: &4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA), fluxo
de 3,0 mL/min. Nesta etapa foi entdo coletada a FRACAO 3. A etapa 2 ocorreu em

aproximadamente 30 minutos.

3.13 Analise MALDI-TOF

As andlises por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF foram realizadas em
intrumentos Shimadzu (Axima Performance; Kratos-Shimadzu Biotech, Manchester, UK)
operados em modo positivo refletivo (Reflectron Mode) pelo software Shimadzu Biotech
Axima Performance versdo 2.9.3.20110624. As amostras foram diluidas 1:1 diretamente na
matriz de acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) e spotadas diretamente na placa. A
calibracdo externa do equipamento foi realizada utilizando-se de peptideos sintéticos
(ProteoMass Peptide and Protein Maldi-MS Calibration Kit; Sigma-aldrich). Para a
determinacdo da massa monoisotopica de moléculas com massa entre 700 e 4.500 Da, foram
utilizados os parametros: poder do laser fixado em 80% limitado a 50 Hz; pulse extraction foi
otimizado a m/z 1500 Da. Para processamento de todos os espectros obtidos foram
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selecionados picos com largura de 5, com método de smoothing de Gaussian (com filtro de
smoothing de 5 chans) e um filtro de linha de base de 5 chans.

3.14 Avaliacao da atividade bioldgica

3.14.1 Atividade antioxidante pelo método do radical ABTS (2,2’-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico)

A determinacdo da atividade antioxidante foi feita segundo Re et al. (1999), com as
seguintes modificacdes: o radical ABTS™ foi preparado pela reagdo de 5,0 pL de uma solugio
estoque de ABTS (7 mM) adicionado de 88 pL da solu¢do de persulfato de potassio (140
mM), armazenado durante 16 h a 25°C em auséncia de luz. Completada a reacdo, a solugédo
do radical foi diluida em etanol até absorbancia de 0,7 (A= 734 nm) (Leitora de placas
Biotek®-Epoch). Em placa de 96 pogos, foram adicionados 5,0 uL. de amostra e 245 pL do
radical ABTS™ previamente preparado e apds 6 minutos de reacdo foi feita a leitura da
absorbancia. Todas as andlises foram realizadas em triplicata, o trolox foi utilizado como

referéncia padréo e os resultados de atividade antioxidante obtidos pela equacéo 11:

[(Ab—Aa)] x 100

%Reducdo de ABTS = "

(11)

onde Ab= absorbancia do branco e Aa= absorbancia da amostra.

3.14.2 Atividade quelante de ions ferro

A determinacéo da atividade quelante de ferro foi adaptada de Kim et al. (2007) como
se segue: 200 pL de amostra; 800 pL de agua ultrapura e 20 uL de FeCl, (2 mM em agua). A
reacdo foi iniciada pela adi¢éo de 40 pL de ferrozina (5mM em &gua). A mistura foi agitada e
deixada em temperatura ambiente por 10 min. A absorbancia foi medida em A= 562 nm.

A atividade quelante do ion ferro foi calculada segundo a equagdo 12:
QF (%) = [(A0 — A1)/A0]x 100 (12)

onde AO= absorbancia do controle e Al= absorbancia da amostra. O controle foi feito

com &gua ultrapura e o branco com solucéo de EDTA 2%.
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3.14.3 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96
orificios) de acordo com a norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006). As suspensdes bacterianas E. coli (ATCC 43895) e Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) foram padronizadas por espectrofotometria a partir de uma
cultura de 24 horas, em caldo Muller Hinton (CMH) até 1,0 x 10" UFC/mL em A= 620 nm.
Ap6s incubagdo a 37°C por 24 h foi feita leitura de absorbancia em A= 595 nm em Leitora de
placas Biotek® - Epoch. O controle positivo foi feito pela leitura de absorbéancia do meio
CMH mais a suspensdo bacteriana e o antibidtico ciprofloxacina 0,01 mM, enquanto que o
controle negativo dado pelo meio CMH mais a suspensdo bacteriana. O controle da amostra
realizado pelo meio CMH mais a amostra. A partir da leitura espectrofotométrica foi

determinada a porcentagem de inibigdo microbiana para cada micro-organismo.

3.14.4 Atividade antifingica

A determinacdo da atividade antifungica foi feita segundo a norma M27-A3 do
Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) empregando uma cepa de
Candida albicans ATCC 18804. As amostras foram avaliadas nas concentragdes de 10 a 0,07
mg/mL (diluicdo seriada). Como controle positivo foi utilizado anfotericina B (16,0 a 0,06
pug/mL) e o fluconazol (512 a 1,0 pg/mL). Os célculos que expressaram a porcentagem de
viabilidade do micro-organismo feita segundo Gudifia et al. (2010) e o MIC foi considerado
como a menor concentracdo de amostra analisada que é capaz de inibir o crescimento de 90%
das cepas (HORNER et al., 2008).

3.15 Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos
como médiatdesvio padrdo. A analise estatistica das atividades bioldgicas foi feita pelo
Anova One Way ou Two Way (Holm-Sidak method), utilizando o software Sigma Stat versao
3.11 (Systat Software Inc., USA). Para comparacao entre duas médias foi realizado o teste t
(Tukey).
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4. Resultados e discussao

Os resultados provenientes da caracterizacao cinética da enzima livre e derivados mais

o perfil de imobilizacdo podem ser visualizados nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Caracterizagdo cinética da enzima livre e dos derivados usando o substrato sintético boc-
Ala-ONp.

Enzima Atividade  Km (mM) Vmax pH Vmax/
enzimatica otimo Km
AL 4426+287,91 0,243 115,96 8,0-9,5 477,2
U/mL U/mL
AGA 13,80+0,31 1,53 (Km 25,08 6,5-10,0 16,39
(87,6 umol.g™ grupos U/g aparente) U/g
aldeidos)
AGSM 9,54+0,38 0,464 (Km 10,50 7,0-10,0 22,6
(131, 8 pmol.g™ grupos Ulg aparente) Ulg
aldeidos)

Tabela 8. Perfil de imobilizacdo da alcalase® em agarose e SM.

Enzima Rendimento de Atividade Tempo de Fator de
Imobilizacéo Recuperada meia vida estabilizacdo
(%) (%) (horas)
AL - - 0,5 -
AGA 71,02+12,86 100,0+0,00 2 4
AGSM 71,05+11,72 66,16+3,30 31 62

4.1 Ativacdo dos suportes agarose e p6é de sabugo de milho

Os dois suportes agarose e SM foram ativados a grupos glioxil. No final do estagio de
ativaco, a determinacéo de grupos aldeidos por iodometria resultou em 87,6 umol.g™ para a
agarose (6 BCL) e 131, 8 umol.g™ com o p6 de sabugo de milho apés a oxidagdo utilizando
200 umol de NalO,. Portanto, a densidade de grupos reativos de superficie do SM apresentou
ativacdo superior a agarose. Esta diferenca pode estar relacionada com a composic¢ao dos dois
suportes, pois enquanto segundo a agarose é constituida por cadeias lineares de B-D-
galactopiranosil unidas por liga¢Ges (1,3) e unidades 3,6-anidro-a-D-galactopiranosil unidas
por ligacdes (1,4), o SM apresenta composicdo heterogénea sendo formado principalmente
por celulose, hemicelulose e lignina. Desta forma, os dois suportes exibem distintas

caracteristicas que influenciam diretamente nas propriedades dos derivados obtidos, contudo a
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presenca de carboidratos possibilita que ambos sejam derivatizados utilizando reagdes
amplamente consagradas na quimica de polissacarideos (BEZERRA et al., 2015).

Esses resultados indicam que o SM possui elevada capacidade de formacao de grupos
aldeidos em sua superficie. Essa grande densidade de grupos pode ser um fator positivo ou
negativo para a imobilizacdo de enzimas, pois o suporte fara mais ligagdes covalentes com a
enzima, possibilitando mais intera¢fes, porém ao mesmo tempo, serd capaz de causar uma
alteracdo conformacional na estrutura enzimatica, que possivelmente perdera sua atividade.

O controle da concentracdo de periodato de sédio faz com que se tenham mais ou
menos grupos aldeidos na superficie do suporte, desta forma, o grau de ativacdo permite
controlar a intensidade da interacdo entre a proteina e o suporte (MATEO et al., 2006).
Segundo Mateo et al. (2007), a obtencdo de derivados com excelente atividade, especificidade
e estabilidade estd diretamente relacionada a utilizacdo de suportes adequados para a
imobilizacdo de enzimas, ou seja, materiais que oferecam grandes areas superficiais para a
interacdo suporte-proteina e apresentem boa congruéncia geométrica para que estas interacdes
sejam otimizadas o tanto quanto possivel. Também é desejavel que estes suportes apresentem
uma alta densidade de grupos reativos que possa proporcionar a formacdo de ligacdes
multipontuais entre proteina-suporte além de outros fatores como estabilidade e reatividade
dos grupos presentes em sua superficie.

4.2 Imobilizacao covalente multipontual da alcalase®

A enzima alcalase® foi imobilizada covalentemente em dois suportes: glioxil-agarose
e glioxil-SM. A reacdo de imobilizacdo enzimética foi cessada ap6s 24 horas para os dois
suportes, tempo estimado 6timo para obtencdo de maxima estabilidade da alcalase® (YUST,
et al. 2010). A imobilizacdo da enzima, em geral, ocorre nos primeiros minutos de contato
enzima-suporte. Porém, € necessario maior tempo de imobilizacdo para permitir um rearranjo
da enzima, de forma que ela se estabilize e se ligue por mais pontos ao suporte. A ligagédo
covalente multipontual aumenta a estabilidade da enzima pela rigidificagdo de sua estrutura
tridimensional, o que confere resisténcia as pequenas mudancas conformacionais causadas por
calor, solventes organicos e outros agentes desnaturantes (PEDROCHE et al., 2007).

Os dois derivados apresentaram rendimento de imobilizagdo semelhantes sendo
71,02% e 71,05% para AGA e AGSM respectivamente (Tabela 8). Para a atividade
recuperada, obteve-se 100% para a agarose e 66,16% para o sabugo de milho. Este fato

provavelmente deve-se a diferenca na estrutura dos dois suportes. Cabe ressaltar que ambos
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apresentam algumas discrepancias na estrutura, area de superficie e porosidade, portanto, sdo
esperadas diferengcas como estas apresentadas acima, mesmo que a ativacdo dos suportes
sejam idénticas. Embora AGSM tenha apresentado um valor de atividade recuperada inferior
que AGA, ainda assim exibe uma medida superior a outras encontradas na literatura. Por
exemplo, ao imobilizar a alcalase® em suporte glioxil-agarose Tardioli et al. (2003)
obtiveram 54% de retencédo da atividade, enquanto que Yust et al. (2010) alcancaram 51%.

Os resultados obtidos neste trabalho com o SM confirmam que esse residuo
lignoceluldsico apresenta amplo potencial para imobilizacdo de enzimas, fato que
complementa valores ja encontrados por nosso grupo de pesquisa. Por exemplo, Bassan et al.
(2016) imobilizaram a tripsina em SM ativado com grupos glioxil, glutaraldeido e IDA-
glioxil e obtiveram rendimento de imobilizacdo e atividade recuperada superiores a 83% e
74% respectivamente. Além disso, 0 SM se destaca em relacdo a agarose por ser de baixo

custo (~ 400 vezes menor).

4.3 Caracterizacao cinética da alcalase®

O comportamento cinético da enzima imobilizada pode diferir significativamente
daquele da mesma enzima na forma livre. Essas mudancas podem ser tanto devido as
alteracdes conformacionais na enzima, resultante do processo de imobilizacdo, quanto da
presenca e natureza do suporte de imobilizacdo (GUISAN, 2006; PEDROCHE et al., 2007).

A atividade enzimatica da AL foi de 4426 U/mL enguanto a dos derivados AGSM e
AGA foram 9,54 U/g e 13,80 U/g respectivamente (Tabela 7). A enzima livre mostrou maior
atividade catalitica que os derivados, pois provavelmente em decorréncia da imobilizacdo, o
substrato apresentou acesso limitado ao centro ativo da enzima e, em consequéncia, menor
atividade enzimatica provocada pelo efeito difusional. Além disso, a atividade de AGSM foi
menor que AGA, provavelmente devido a maior densidade de grupos reativos presentes na
superficie do suporte que originou uma grande quantidade de proteinas imobilizadas e
possivel alteracdo conformacional.

A constante de Michaelis (Km) é um pardmetro que mostra a afinidade da enzima pelo
substrato. Os resultados da caracterizacdo cinética revelam que a alcalase® se trata de uma
enzima Michaeliana e possui boa afinidade pelo substrato. De acordo com a Tabela 7, pode-se
observar que a alcalase® livre apresentou melhor afinidade pelo substrato com relagdo aos
derivados, pois obteve menor valor de Km= 0,243 mM e maior Vmax= 115, 96 U/mL. Os

menores valores de Km dos derivados em comparagdo a AL podem ser atribuidos
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provavelmente aos efeitos difusionais da imobilizacéo, o que dificulta o acesso do substrato a
enzima.

Quando suportes porosos, como glioxil-agarose e glioxil-SM sdo empregados para
imobilizacdo, parte da enzima é imobilizada na superficie e outra no interior do suporte, 0 que
pode ocasionar problemas de acesso do substrato a estas enzimas, delimitando a velocidade de
acdo da enzima imobilizada. Segundo Pessato (2014), esse acontecimento, denominado
impedimento estérico, se refere a superficie do suporte limitando o acesso do substrato
macromolecular aos sitios ativos da enzima.

Comparando-se o0s dois derivados, pode-se dizer que AGSM possui melhor
especificidade do que AGA, devido ao menor valor de Km aparente= 0,464 mM. Porém,
AGA obteve maior Vmax= 25,08 U/g do que AGSM= 10,50 U/g. Segundo Bassan (2015),
uma possivel explicacdo para este fendbmeno seria a porosidade dos suportes, pois € provavel
que parte da carga de enzima oferecida para imobilizacdo esteja sendo imobilizada no interior
do poro do SM. Se isso € uma verdade, a imobilizagdo no interior do poro poderia ser uma
barreira fisica para o efetivo contato da enzima com o substrato, o que justificaria a sua menor
Vmax.

A acdo catalitica de uma reacdo enzimatica é alcancada dentro de limites muito
estreitos de pH. O pH de melhor atividade de atuacéo da alcalase® varia de 6,5 a 8,5 (YUST,
et al., 2010), enquanto que em pH 1 e 2 a enzima sofre desnaturacéo e ao redor de pH 4 uma
mistura de enzima ativa e desnaturada pode levar a autdlise (TARDIOLI, 2003). Na Tabela 7
sdo expostos os valores de pH 6timo encontrados neste trabalho para AL (8,0-9,5), AGA (6,5-
10,0) e AGSM (7,0-10,0). Pode-se dizer que esses resultados concordam suficientemente bem

com os encontrados na literatura (Tabela 9).

Tabela 9. pH 6timo da alcalase®.

Enzima Substrato pH Referéncia
otimo
*AL Proteinas do soro 9,0-9,5 Marques (2009)
AL Proteinas da pele do salmé&o 8,39 See et al. (2011)
AL Proteinas do soro 9,5 Tardioli (2003)
AL Caseina 8,0 Ferreira et al. (2003)
*AGA Proteinas do soro 9,5 Tardioli (2003)
Alcalase® Caseina 8,0 Ferreira et al. (2003)

glutaraldeido-silica

*AL= alcalase livre; AGA= alcalase-glioxil-agarose.
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4.4 Estabilidade térmica e reuso

No presente estudo, 0 AGSM exibiu estabilidade térmica (65°C, pH 7,0) 62 vezes
maior do que a AL, retendo 12% de sua atividade inicial apos 48 horas, enquanto que a AL e
AGA perderam totalmente a atividade. Estes resultados (Figura 19, Tabela 8), foram
excelentes e mostram que a alcalase® imobilizada em glioxil-SM pode ser usada em
determinados processos por periodos superiores a 24 h. Além disso, sdo equiparaveis com a
literatura. Por exemplo, Tardioli (2003) obteve AGA 3,6 vezes mais estavel que AL a 60°C.
Yust et al. (2010) produziram um derivado AGA 24 vezes mais estavel do que a AL a 50°C.
Estudo realizado por Pessato (2014) relata que a imobilizacdo da alcalase® em suporte
glioxil-agarose aumentou a estabilidade da enzima quando essa foi exposta a temperatura de
65°C, sendo que AGA manteve 15% de sua atividade inicial em 90 min de incubacéo,
enquanto que AL perdeu totalmente a atividade em 60 min.

A estabilidade térmica da enzima é um parametro fisico muito importante para se
verificar o quanto a imobilizacdo € capaz de manter ou interferir nas caracteristicas cinéticas
em relacdo a enzima livre (PESSATO et al.,, 2016). Além disso, € uma variavel
imprescindivel na obtencdo de hidrolisados proteicos, pois permite que se trabalhe em
temperaturas maiores por periodos prolongados, o que evita 0 crescimento microbiano no
reator (PESSATO, 2014; BASSAN, 2015).

Figura 19. Estabilidade térmica a 65°C da alcalase® livre e derivados.
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Segundo Mateo et al. (2010), enzimas industriais sdo frequentemente utilizadas em um

unico ciclo, no entanto, quando sao imobilizadas podem ser reutilizadas por diversos ciclos, 0
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que representa uma economia de tempo, enzima e custos. Conforme os resultados
apresentados na Figura 20, o derivado AGSM apresentou capacidade de reutilizacdo de cinco
ciclos de reuso de 24 h consecutivos no qual o derivado manteve sua atividade maior que
70%. Essa capacidade de reuso favorece de forma excepcional a economia do processo para a

hidrélise das soroproteinas.

Figura 20. Ciclos de reuso dos derivados estaveis AGSM e AGA. Cada ciclo ocorreu por 24 horas de
hidrélise das soroproteinas de queijo (50°C/pH 9,0).
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4.5 Dosagem de lactose e proteinas no soro tratado

Os resultados obtidos para o acucar redutor no soro foram de 60 g/L (soro bruto) e
3,53 g/L (soro tratado). De acordo com os resultados, pode-se dizer que a didlise contra agua
destilada foi eficiente na diminuicdo a niveis bastantes significativos de lactose, ou seja,
94,11% em relacéo ao valor inicial. As concentracdes de proteina foram obtidas apos diéalise,
gue removeu 0s componentes interferentes, tais como os oligopeptideos e residuos de
aminoacidos liberados durante a coagulacdo enzimatica do leite. Bassan et al. (2015) reduziu
mais de 90% a concentracao de lactose no soro tratado, apos a dialise e filtragdo com caulin.
Segundo os autores, a remogdo destes compostos & importante para a determinacdo da
concentragdo de proteina para que se tenha o minimo possivel de interferentes.

O teor de proteinas do soro de queijo tratado foi de 11,58 mg/mL, sendo maior que a
concentracdo de 5,4 mg/mL encontrada em trabalho realizado por Romam et al. (2011) e
superior a 7,2 mg/mL da constatada por Bassan (2015). Cabe ressaltar que, além dos métodos

analiticos e tratamentos utilizados, as diferencas de concentracdo destes compostos estdo
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relacionadas a fatores genéticos e ambientais conforme ja descrito pela literatura (BASSAN et
al., 2015).

4.6. Reator em batelada: sistema descontinuo
4.6.1 Caracterizagdo dos hidrolisados proteicos obtidos em sistema descontinuo
4.6.1.1 Grau de hidrélise (GH)

Segundo Adler-Nissen (1979), o grau de hidrolise é definido como o numero de
ligacGes peptidicas clivadas ou nimero de grupos amino livres formados durante o processo
de hidrolise. Com o objetivo de verificar e comparar a eficiéncia da alcalase® livre e
imobilizada na hidrélise das proteinas do soro de queijo foram determinados o GH para AL,
AGA e AGSM durante 48 h (Figura 21). As méedias do GH obtidas com AL e AGA foram de
59,63 e 43,88% respectivamente, enquanto que AGSM alcangou média de 26,59%. Como ja
era esperado, a AL apresentou maior GH comparado aos derivados, pois quando soltvel em
um meio reacional ndo ha problemas relacionados a difusdo do substrato. O derivado AGSM
apresentou GH menor do que AGA. Este resultado pode estar relacionado as alteracbes
conformacionais na enzima, resultante do processo de imobilizacdo, o qual depende da
natureza do suporte de imobilizacdo (GUISAN, 2006). Entretanto, o resultado de GH obtido
por AGSM ainda é bastante elevado e equiparavel com outros descritos na literatura. Kim et
al. (2007), testaram diferentes enzimas na hidrélise de proteinas do soro de leite e constataram
que a hidrolise méxima (GH=13,6%) das fragdes proteicas a-La ¢ B-Lg foi alcangada com o
uso de alcalase® livre. Zheng et al. (2008), utilizando alcalase® livre na hidrdlise de
proteinas do soro, obtiveram GH de 20%. Pessato et al. (2016) ao realizar a hidrélise do
isolado proteico de soro de leite bovino (IPS) utilizando alcalase® imobilizada em agarose
obtiveram valor de GH entre 9,5 a 22,2%. No presente trabalho, o GH final teve um valor
mais elevado em comparacdo aos trabalhos aqui citados mostrando que a enzima alcalase®
imobilizada em SM representa uma interessante forma para a obtencdo de hidrolisados
proteicos, possibilitando economia, aproveitamento de residuo lignocelulésico abundante, de

baixo custo e excelente para o processo de imobilizagéo.
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Figura 21. Grau de hidrdlise obtido pela hidrélise das soroproteinas em sistema descontinuo usando
AL (0,5 mL; 8,23 U/mL), AGA (0,5 g; 13,8 U/g) e AGSM (0,5 g; 9,54 U/g) em diferentes tempos de
reacdo. Para cada ensaio foram utilizados 20 ml de soro de queijo tratado (pH 9,0; 50°C/48h; 100
rpm).
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4.6.1.2 SDS-PAGE e RP-HPLC

O perfil eletroforético do soro e dos produtos de hidrdlise utilizando AL e os derivados
AGA e AGSM em diferentes tempos de reacdo € apresentado na Figura 22. Na raia 2 foram
adicionadas as proteinas do soro de queijo bovino ndo hidrolisadas. As raias 3a 7, 10 a 12 e
16 a 17 mostram o desaparecimento das bandas proteicas referentes a hidrélise de a-La e -
Lg, indicando que a alcalase® possui afinidade pelas respectivas proteinas. Estes resultados
também revelam que Ig e BSA sdo hidrolisadas totalmente pela AL ap6s 24 h (raias 6 e 7), e

pouco hidrolisadas pelos derivados AGA (raias 8 a 12) e AGSM (raias 13 a 17).
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Figura 22. SDS-PAGE 12%: perfil eletroforético das proteinas do soro de queijo bovino e dos

hidrolisados proteicos do soro. (1) Padrdes de massa molar. (2) Soro do queijo bovino. Tempo de

hidrélise em horas usando AL: (3): 3h; (4): 6h; (5): 12h; (6): 24h; (7): 48h; AGA: (8): 3h; (9): 6h;

(10): 12h; (11): 24h; (12): 48h e AGSM: (13): 3h; (14): 6h; (15): 12h; (16): 24h; (17): 48h. lg:

imunoglobulina; BSA: albumina de soro bovino; a-La: alfa-lactalbumina; B-Lg: beta-lactoglobulina.
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As soroproteinas do queijo bovino foram analisadas por RP-HPLC (Figura 23A) e
apenas dois picos foram detectados (tR 18,5-20,0 min), correspondendo provavelmente a [3-
Lg e a-La, que representam juntos 70- 80% das proteinas de soro total. Ao analisar o perfil
cromatografico dos hidrolisados (48 h), o sinal desses dois picos desapareceu e Nnovos picos
surgiram (tR 1,0 a 12,5 min), indicando a liberacdo de peptideos por meio de AL, AGA e
AGSM (Figura 23 B, C e D). Estes dados cromatograficos confirmam os resultados obtidos
com SDS-PAGE.
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Figura 23. RP-HPLC do soro ndo hidrolisado (A) e hidrolisados proteicos obtidos com AL (B); AGA
(C) e AGSM (D) apo6s 48 h de hidrélise em sistema descontinuo. Utilizou-se gradiente linear de 5 a
95% de solvente B (A: &gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0
mL/min e detecgdo a 220 nm.
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4.6.1.3 Fracionamento dos hidrolisados por RP-HPLC e analise MALDI-TOF

Os peptideos obtidos com o derivado AGSM foram fracionados por RP-HPLC de
acordo com a hidrofilicidade. A massa molecular (MM) das fracdes foi determinada por
espectrometria de massas MALDI-TOF. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 24 e 25.
O tempo de eluicdo dos peptideos variou conforme a polaridade da fase movel: os peptideos
mais hidrofilicos foram eluidos nos primeiros minutos, enquanto os peptideos menos
hidrofilicos foram retidos por mais tempo. Portanto, F1 representa 0s peptideos mais
hidrofilicos, F2 de hidrofilicidade intermediaria e F3 formada pelos peptideos hidrofébicos. O
tempo de elui¢do durou aproximadamente 70 min.

As fragdes foram analisadas por MALDI-TOF na faixa de massa de 700 e 4500 Da.
Foram identificados 8 peptideos na F1 com massa molecular variando entre (701,37-1296,73
Da), 3 peptideos na F2 (713,84-932,05 Da) e 6 peptideos na F3 (1270,63-1362,27 Da). Isto
indica que a hidrolise das proteinas do soro de queijo em sistema descontinuo utilizando o

derivado AGSM foi capaz de produzir peptideos de massa molecular (< 1500 m/z).
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Figura 24. Fracionamento dos peptideos por RP-HPLC. Fracdes (F1), (F2) e (F3) obtidas com AGSM
em RB apds 48 h de hidroélise. Foi feito em modo semi-preparativo com coluna de fase reversa Jupiter
Phenomenex C18 (250 x 10 mm; 15 um; 300 A) e deteccdio a 220 nm. Utilizou-se gradiente de 1 a
90% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA), fluxo de 3,0 mL/min em 70
minutos.
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Figura 25. Espectro MALDI-TOF para as fragtes F1, F2 e F3.
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4.6.2 Atividade biologica
4.6.2.1 Atividade antioxidante
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Hidrolisados proteicos sdo relatados como antioxidantes devido a capacidade de

inativar espécies reativas de oxigénio (ROS), sequestrar radicais livres, inibir a peroxidacédo
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lipidica, quelar ions metalicos, ou pela combinagdo desses mecanismos (PIHLANTO, 2006).
A atividade antioxidante dos produtos obtidos nesta pesquisa foi determinada pelo método do
radical ABTS. Esta técnica tem sido reportada na literatura como a mais eficiente na avaliacéo
de hidrolisados proteicos (DRYAKOVA et al., 2010; BRANDELLI; DAROIT; CORREA,
2015). A escolha do método é fundamental, por se tratar de mistura complexa de peptideos e
aminodcidos, portanto, distintos mecanismos de acgdo antioxidante podem agir
concomitantemente.

No presente estudo (Figura 26), o hidrolisado proteico do soro (HPS) obtido por
AGSM antes do fracionamento apresentou elevada capacidade de reducédo do radical ABTS
(57,82%) sendo condizente com outros valores encontrados na literatura. Corréa et al. (2014)
utilizando uma protease de Bacillus P7 para hidrolisar proteinas do soro de queijo de ovelha
obtiveram atividade antioxidante de 51,3% pelo mesmo método. DUARTE (2014),
empregando protease produzida pelo P. aurantiogrissum URM 4622 e imobilizada em
nanoparticulas magnéticas para a hidrolise da caseina bovina comercial obtiveram peptideos
capazes de reduzir 44,35% o radical ABTS.

Wei e Chiang (2009) estudaram a atividade antioxidante pelo método do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila) em peptideos bioativos obtidos pela hidrélise de proteinas de
sangue de suinos com uma mistura de tripsina, quimotripsina e termolisina e alcancaram 65%
de reducdo apds 6 e 10 horas respectivamente. Quando a hidrélise foi realizada em reator

enzimatico continuo de membrana, a atividade atingida foi de 54% apds 2 horas de reacéo.

Figura 26. Atividade antioxidante do HPS (antes do fracionamento) e fra¢bes (F1), (F2) e (F3)
utilizando AGSM apds 48 h de hidrélise em RB.
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Segundo Conway et al. (2012), alguns fatores exercem grande influéncia na atividade
antioxidante dos hidrolisados proteicos do soro como perfil peptidico formado, diferentes
sequéncias de aminoacidos produzidas, massa molecular dos peptideos, presenca de diferentes
grupos ibnicos ou aminoacidos aromaticos, especificidade da enzima, condicdes de hidrolise e
o tempo de reacdo enzimatica. O alto potencial antioxidante dos hidrolisados proteicos
obtidos com o derivado AGSM pode ser atribuido a hidrélise de a-La e B-Lg conforme Figura
22. Diversos estudos tém relatado que hidrolisados proteicos provenientes dessas duas
soroproteinas apresentam capacidade antioxidante. Conway et al. (2012), utilizando pepsina
por 2 h, seguida de tripsina por 3 h, sugerem que a hidrolise da a-La e B-Lg foi responsavel
pela obtencdo de peptideos com potencial antioxidante. Segundo Brandelli, Daroit e Corréa
(2015), fragmentos da B-Lg LQKW f(58-61), LDTDYKK f(95-101) e FNPTQ f(151-155)
obtidos com termolisina apresentaram capacidade de atividade antioxidante.

O alto potencial de atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos do soro obtidos
com o derivado AGSM pode ser atribuido também a especificidade da enzima alcalase®. O
mecanismo de acdo da enzima e subsequente presenca de grupos hidroxilas ou compostos
fenolicos presentes nos peptideos formados influenciam a atividade antioxidante (HOGAN et
al., 2009). Segundo Gobba et al., (2014), a subtilisina, que cliva ligacdo peptidica em
residuos de leucina, fenilalanina, serina, tirosina, &cido glutdmico ou triptofano, pode liberar
peptideos com o aminoécido tirosina no C-terminal, uma caracteristica estrutural conhecida
por aumentar a atividade antioxidante em hidrolisados proteicos do soro. Dryakova et al.
(2010), estudando a hidrdlise das proteinas do soro utilizando proteases microbianas,
reportaram que a alcalase® foi a enzima que apresentou maior eficiéncia na obtencdo de
compostos antioxidantes com 54% de capacidade de reducdo do radical ABTS.

E possivel observar na Figura 26, que os resultados de atividade antioxidante obtidos
para 0 HPS sdo superiores aos das fracBes (F1, F2 e F3). Provavel explicacdo para este
fendmeno é dada pelo sinergismo entre a sequéncia de aminoacidos especificos, a estrutura
molecular e os grupos funcionais presentes que segundo Hogan et al. (2009) estes sé&o 0s
principais fatores que contribuem para o potencial antioxidante de peptideos. Uma vez que,
apos o fracionamento dos peptideos ocorre a diminuigdo da interagdo entre 0s compostos.
Apesar disso, os resultados de atividade antioxidante para as fragdes (F1, F2 e F3) séo
condizentes aos encontrados por Ruiz-Ruiz et al. (2013), sendo que esses autores estudaram
hidrolisados proteicos do feijao apos o fracionamento de peptideos em HPLC (<1 kDa) em 10

fracOes e obtiveram valores baixos entre 6,09 a 24, 28% de capacidade de reducéo de ABTS.
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Como observado na Figura 26, houve diferenca significativa (P<0,001) na atividade
antioxidante entre as trés fracbes (F1>F3>F2). Os resultados obtidos sdo condizentes com a
literatura, pois segundo Segundo Brandelli, Daroit e Corréa (2015), a atividade antioxidante
de peptideos gerados pela hidrdlise de proteinas in vitro esta relacionada com a presenca de

grupos ionizaveis e também com a exposi¢do de grupos hidrofdbicos.

4.6.2.2 Atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos obtidos ap6s ensaio de reuso

Os resultados de avaliagcdo da capacidade antioxidante nos hidrolisados obtidos por
AGSM ap6s os ciclos de reuso encontram-se na Figura 27 onde € possivel observar que a
capacidade de reducdo do ABTS dos hidrolisados proteicos manteve-se constante apds os 5
ciclos de reuso. N&o houve diferenca significativa (P= 0,05) entre os reusos.

Com esses resultados obtidos, pode-se concluir que a imobilizagdo da alcalase® em
suporte inovativo de baixo custo p6 de sabugo de milho é praticavel e atraente, pois foi eficaz
na hidrolise das proteinas do soro gerando produtos com expressiva capacidade antioxidante e
possibilitando a economia de producdo destes compostos pela possibilidade de reutilizacdo do

derivado, mantendo a atividade antioxidante ap6s 0s 5 reusos.

Figura 27. Atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos obtidos pelos ensaios de reuso utilizando
AGSM na hidrdlise descontinua das proteinas do soro. Em cada ciclo 1,0 g do derivado foi adicionado
a 20 mL de soro e incubado a 50°C, pH 9,0 e 100 rpm de agitagdo durante 24 horas.
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4.6.2.3 Atividade quelante de ferro

A palavra quelato ¢ originaria do grego “chele”, da qual a traducao ¢ pinca ou garra. A
estrutura dos quelatos é resultado do compartilhamento de elétrons entre um metal e um
ligante. Amino&cidos e pequenos peptideos provenientes da hidrélise enzimatica séo ligantes
ideais, pois em um ambiente aquoso, encontram-se no estado zwiteridnico, com 0 grupo
carboxilico e amino ionizados com cargas opostas e, portanto, ambos 0s grupos podem
participar da reacdo de quelacdo com o ion metalico (ASHMEAD, 2001). Na atividade
quelante de ions ferro Il, a ferrozina, agente cromogénico, torna a solucdo rosea de acordo
com a quantidade de ferro disponivel em solucdo. Assim, quanto maior a quelagdo de ion na
amostra, menor o numero de ions ferro 1l ndo disponiveis para a reacdo com a ferrozina e
menor sera a intensidade da cor (SANTOS et al., 2007).

A Figura 28 mostra que o HPS obtido por AGSM antes do fracionamento apresentou
elevada atividade quelante de ferro 1l (76,2%). Na literatura € possivel encontrar resultados
semelhantes, por exemplo, Girgih et al. (2013) relataram atividade quelante de ferro de 34%
por peptideos presentes nos hidrolisados proteicos do salmdo. Gobba et al. (2014)
determinaram que os valores de atividade quelante de ferro com hidrolisados proteicos de
leite de cabra variaram entre 20 e 80%. No entanto, como é possivel observar na Figura 28, a
atividade quelante de ferro para as fracGes (F1, F2 e F3) foram nulas.

Figura 28. Atividade quelante de ions ferro do HPS (antes do fracionamento) e das fracdes (F1), (F2)
e (F3) utilizando AGSM ap6s 48 h de hidrélise em RB.
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Uma hipdtese que pode elucidar este resultado seria a dimuicdo do sinergismo entre 0s
peptideos, pois concordantemente com Hogan et al. (2009), apds o fracionamento ocorre a
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diminuicdo do sinergismo entre os aminoécidos. Enquanto que, Kim et al. (2007) sugerem
que as distintas composic¢fes de aminodcidos presentes em peptideos antioxidantes exercem
um importante papel na atividade quelante de metais de transicdo como o ferro e o cobre. Os
autores citam ainda que a fosfoserina, o acido glutdmico, a histidina e a cisteina contribuem
para atividade quelante de metais.

Abeyrathne et al. (2016) mencionam que peptideos com alta atividade quelante de
ferro podem prevenir a oxidacdo e o crescimento microbiano. Portanto, estes compostos
podem ser utilizados como agentes antimicrobianos em alimentos. Os antioxidantes
contribuem para a quelacdo de metais de transicdo, que em excesso podem levar a
peroxidacao lipidica, com consequente lesdo as membranas plasmaticas e a oxidacdo do DNA
(SANTOS et al., 2007). Souza (2013) aponta que fragmentos de soroproteinas e, em especial
da lactoferrina e da SBA sao capazes de formar complexos com metais como o ferro e cobre,
respectivamente.

A deficiéncia de ferro é um dos principais disturbios nutricionais no mundo, sendo a
suplementacdo de alimentos com sais de ferro uma relevante estratégia para combater essa
caréncia. No entanto, nessa forma, o mineral apresenta baixa biodisponibilidade e pode
ocasionar dor de estdmago, diarreia, alteraces de sabor e aparéncia dos produtos. Quelatos
ferro-peptideos tém sido indicados como uma promissora fonte de ferro mais biodisponivel e
com diminuicdo desses efeitos adversos (SILVA, 2013).

Assim, os hidrolisados proteicos do soro obtidos neste trabalho com o derivado
AGSM podem ser utilizados em futuros estudos como na elaboracdo de alimentos contendo
quelatos Fe?*peptideos, sendo que a ingestdo deles também pode contribuir para dietas no
tratamento de anemias. Esses resultados de avaliacdo da capacidade quelante de ion ferro,
bem como a quantificagdo de compostos bioativos em hidrolisados proteicos é de interesse
cada vez maior no mundo cientifico, uma vez que a salde e a alimentagdo sdo consideradas

prioridade maxima nas demandas da populacdo mundial.
4.6.2.4 Atividade antibacteriana

Na Tabela 10 é possivel observar uma elevada atividade contra as suspensdes
bacterianas quando foi utilizado o0 HPS de AGSM antes do fracionamento e também para as
fracbes F1, F2 e F3. Portanto, pode-se afirmar que as espécies E. coli (ATCC 43895) e
Listeria monocytogenes, (ATCC 7644) foram susceptiveis a acdo dos peptideos obtidos neste

estudo. Uma possivel explicacdo para esses resultados seria a presenca de diferentes proteinas
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(principalmente a-La e B- Lg) com estruturas diversificadas no soro e que apés a hidrolise
foram fragmentadas e precursoras destes peptideos bioativos conforme apresentado nas
Figuras 22 e 23. Muitos peptideos antimicrobianos tém sido identificados em diversos
estudos, tanto provenientes da hidrdlise enzimatica da a-La e B- Lg (PELLEGRINI et al.,
1999; PELLEGRINI et al., 2001; THEOLIER et al., 2013) quanto da Lf (SINHA et al., 2013;
RIPOLLES et al., 2015). Ademais, a a-La apresenta fracdo rica em triptofano, lisina, treonina,
leucina e cisteina que afeta positivamente a absorcao de minerais sendo responsavel pela acédo
antimicrobiana em Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae
(HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006) e a Lf € uma glicoproteina que contem o elemento
quimico ferro ligado em sua estrutura. Devido a esta capacidade de ligacdo ao ion férrico, ela
pode exercer efeito bactericida e bacteriostatico contra uma ampla variedade de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, uma vez que esse elemento é um nutriente essencial para o
crescimento desses micro-organismos. Além de sua capacidade quelante de ferro, Lf é capaz
de bloquear o metabolismo microbiano interagindo com os carboidratos das membranas
celulares bacterianas (SINHA et al., 2013; RIPOLLES et al., 2015).

Tabela 10. Atividade antibacteriana do HPS (antes do fracionamento) e das fragdes (F1), (F2) e (F3)
dos peptideos obtidos com AGSM ap6s 48 h de hidrdlise em RB. Foram usadas E. coli (ATCC 43895)
e Listeria monocytogenes (ATCC 7644) (1,0 x 10’ UFC/mL; 37°C; 24 h). O controle positivo foi feito
com o antibidtico ciprofloxacina 0,01 mM.

% Inibicao de crescimento bacteriano

Espécie de

, . HPS F1 F2 F3
bactéria
E. Coli B,d Abc B,a Ab
ATCC 43895 87,75+6,31 99,4+1,10 100072 100+8,70
Listeria

Ab,c Ab,c A,ab B,b,c
monocytogenes 95,77+4,94 93,3344 ,41 100+0,00 93,33+2,89
ATCC 7644

Dados expressos como média + desvio padréo.

Diferencas estatisticas entre processo e espécie de bactéria por ANOVA (medidas repetidas) seguido de Home-
Sidak method (p < 0,05).

*Letras minasculas iguais significam que ndo houve diferenca estatistica significativa no processo.

*Letras mailsculas iguais significam que ndo houve diferenga estatistica significativa entre as espécies de
bactérias.

O antibidtico ciprofloxacina apresentou 100% de inibicao de crescimento bacteriano.

Concentracdo testada: (20 mg/mL).

Considerando a diversidade de peptideos antimicrobianos provenientes de a-La e - Lg,
torna-se dificil estabelecer qual a causa mais importante para a atividade observada.

Provavelmente, o potencial antimicrobiano destes peptideos € o resultado de multiplos fatores
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como a sequéncia de aminodcidos, tamanho e composi¢do, estrutura secundaria
(particularmente helicoidal), ponto isoelétrico, carga liquida, distribuicdo de carga, carater
anfipatico, especificidade da enzima, a proteina precursora da hidrolise (substrato) e o tipo de
sistema de purificacdio empregado (DEMERS-MATHIEU et al., 2013; BRANDELLLI;
DAROIT; CORREA, 2015).

Os peptideos antimicrobianos sdo classificados principalmente de acordo com seu
mecanismo de acdo e estrutura (HEGEDUS; MARX, 2013). O modo de acdo compreende a
associacdo com lipideos de membrana plasmatica microbiana, ocasionando o aumento de sua
permeabilidade. Inicialmente acontece a atracdo eletrostatica entre as moléculas de peptideos
(que geralmente possuem carga positiva) e elipideos anidnicos presentes na membrana
bacteriana. Seguidamente, a estrutura anfipatica dos peptideos antimicrobianos desempenha o
seu papel, provocando a interacdo destes peptideos com a interface hidrofilica/hidrofébica
presente na superficie das biomembranas, propiciando consequentemente a ruptura da
membrana microbiana, a entrada do peptideo no seu interior, 0 extravasamento do contetdo
citoplasmatico, efetuando a inibicdo da sintese de DNA/RNA e de proteinas e, finalmente, a
morte celular (NAGHMOUCHI et al., 2007; CARVALHO; MACHINI, 2013). Segundo suas
estruturas secundarias, os peptideos séo classificados basicamente em dois grupos: peptideo
a-hélice, compostos por peptideos que apresentam hélices anfipaticas em membranas ou em
locais semelhantes e peptideo com folhas 3, de estrutura rigida sendo estabilizado por pontes
dissulfeto.

F1 (peptideos hidrofilicos) ndo apresentou diferenca significativa entre 0s micro-
organismos testados, enquanto que F2 (peptideos de hidrofilicidade intermediaria) apresentou
maior atividade antimicrobiana tanto para E. coli quanto para L. monocytogenes (Tabela 10),
sendo mais efetivo contra o segundo (p<0,05). Resultados semelhantes foram encontrados por
El-Zahar et al. (2004), pois, segundo os autores, o fracionamento por RP-HPLC de peptideos
provenientes da hidrélise da B-lactoglobulina ovina demonstrou que a presenca simultanea de
peptideos hidrofilicos e hidrofébicos foi necessaria para a determinacdo da atividade
antimicrobiana de E. coli HB101, E. coli Cip812, Bacillus subtilis Cip5265 e Staphylococcus
aureus 9973. Além disso, Salami et al. (2010), afirmam que os peptideos de tamanhos
menores, ou seja, formados por cadeias polipeptidicas com sequéncia entre 2 e 20 residuos de
aminoacidos apresentam maior efetividade na atividade antimicrobiana, pois possuem maior
facilidade em se ligar aos lipideos presentes na membrana celular das bactérias. Théolier et

al., (2013), mostraram que peptideos (< 1000 Da) provenientes da hidrolise da B-Lg e a-La
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obtidos com pepsina exibiram atividade antimicrobiana significante contra Listeria ivanovii
HPB28 e Escherichia coli MC4100.

E. coli é um micro-organismo Gram-negativo, patdogeno de grande importancia para
humanos e animais. Varios sorotipos deste micro-organismo tém implicados em doencas
diarreicas, se constituindo num grave problema de satde pablica no mundo, com mais de dois
milhdes de mortes relatadas, a cada ano (SOUZA, 2006; THEOLIER et al., 2013). L.
monocytogenes é uma bacteria Gram-positiva considerada um agente significativo de origem
alimentar que pode causar risco de vida e infec¢cdes em individuos suscetiveis e em muitas
outras espécies de animais. As manifestagdes mais criticas de listeriose humana invasiva
incluem abortos, encefalite, meningite e morte. A principal forma de infeccdo com L.
monocytogenes é o consumo de alimentos prontos, carne, leite cru e produtos lacteos, sendo o
gueijo um dos envolvidos, principalmente, por este patdgeno ter a capacidade de crescer e
sobreviver durante a fabricagdo, maturacdo e armazenamento (DEMERS-MATHIEU et al.,
2013; RIPOLLES et al., 2015). Desta forma, os peptideos antimicrobianos obtidos com o
derivado AGSM representam uma nova perspectiva para o desenvolvimento de antibidticos,
sendo uma fonte promissora de produtos naturais para a industria farmacéutica como também
para a industria de alimentos oferecendo beneficios como baixo custo, combate a infecgdes e
elevacdo de vida uatil do produto.

4.6.2.5 Atividade antifungica

Foi determinada a atividade antifingica do hidrolisado proteico e dos seus respectivos
peptideos fracionados. Como é possivel observar na Figura 29, apenas F2 mostrou ser efetivo
contra a cepa de Candida albicans ATCC 18804 testada (MIC= 10 mg/mL), enquanto que o
restante das amostras apresentaram MIC >20 mg/mL. Estes resultados sugerem que a
capacidade de inibicdo do crescimento do fungo estudado esta relacionada com os peptideos
de hidrofilicidade intermediaria obtidos. Segundo Garibotto et al. (2010), a combinacdo de
residuos catibnicos e hidrofébicos parece ser essencial para a o desenvolvimento da
propriedade antifingica. De acordo com os autores, peptideos antifingicos apresentam
cadeias compostas de 12-50 residuos de aminoacidos com carga liquida +2 ou +9 devido ao
excesso de residuos de aminoacidos basicos como arginina e lisina e 50% de aminoacidos
hidrofébicos. Estas moléculas sdo geralmente anfipaticas e variam consideravelmente no

comprimento, sequéncia de aminoacidos e na estrutura secundéria, sendo que a diferente
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ordem espacial inclui pequenas folhas-p estabilizadas por pontes dissulfeto, a-hélice

anfipaticas e menos comumente estruturas extendidas e/ou em loop.

Figura 29. Atividade antiflngica contra a cepa de C. albicans ATCC 18804 do HPS (antes do
fracionamento) e das fracBes (F1), (F2) e (F3) utilizando AGSM ap06s 48 h de hidrélise em RB. As
amostras foram avaliadas nas concentracfes de 10 a 0,07 mg/mL (diluigdo seriada). Como controle
positivo foi utilizado anfotericina B (16,0 a 0,06 pg/mL) e o fluconazol (512 a 1,0 pg/mL).
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Nas ultimas décadas, a utilizacdo indiscriminada de agentes antifungicos promoveu o
crescimento do nimero de pessoas tolerantes as drogas em dosagens terapéuticas. Este fato
representa um grave risco aos imunocomprometidos, tais como os portadores do virus HIV,
0s pacientes em tratamento quimioterapico, além daqueles que receberam transplantes de
6rgdos como também os recém-nascidos. As doencas causadas por fungos tém sido as
principais causas de morbidade e mortalidade desses individuos, além de terem elevado
impacto econdmico mundial (CARVALHO; MACHINI, 2013). Como exemplo, pode-se citar
o fungo Candida albicans, presente na microbiota natural, na mucosa da boca e no sistema
reprodutor feminino. Considerado um patdgeno oportunista, que se torna virulento quando
seu hospedeiro encontra-se imunocomprometido, podendo ocasionar infecgdes superficiais,
localizadas (candidiase) e sistémicas (candidemia), além de responsavel por indices elevados
de mortalidades mundiais, ultrapassando os causados por infecgdes bacterianas (CLEMENT
etal., 2007; GARIBOTTO et al., 2010; HAN et al., 2016).

Segundo Segundo Brandelli, Daroit e Corréa (2015), o estudo da determinagdo de

peptideos antifungicos a partir da hidrdlise de soroproteinas tem sido pouco explorado. Desta
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forma, o trabalho atual representa uma perspectiva interessante de obtencéo destes compostos
e, portanto, novos estudos que envolvam uma maior exploracdo podem ser realizados
futuramente como a determinacdo da sequéncia de aminoacidos, a sintese, bem como a

avaliacdo da citotoxicidade desses peptideos.

4.7 Reator de leito empacotado: sistema continuo

4.7.1 Caracterizacdo hidrodindmica do sistema PBR

O teste do tracador foi realizado para analisar o comportamento hidrodinamico do
reator PBR. A Figura 30 apresenta uma ilustracdo de diferentes tempos de anélise durante a
execucdo do teste de tracador do tipo pulso visando uma caracterizacdo hidrodindmica do
reator de leito empacotado. A partir de dados experimentais (Equacdo 4), foi possivel a
construcdo da curva E (t) que mostra a distribuicdo do tempo de residéncia em funcdo do
tempo do ensaio (Figura 31). Usando a Equacdo 5, o tempo médio de residéncia foi calculado
como 12,9 h. De acordo com as condi¢cBes experimentais, esse valor foi aproximadamente
19% maior do que o tempo espacial (10,8 h). Portanto, considerando os erros experimentais
comuns envolvidos neste tipo de ensaio, pode-se dizer que a formacdo de caminhos

preferenciais foi minima.
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Figura 30. Teste de tracador do tipo pulso visando-se a caracterizagdo hidrodinaica do reator de leito
empacotado em diferentes tempos, em que a= tempo inicial correspondente a inje¢éo do tragador; (b),
(c) e (d)=tempos intermediarios; (e)= final do experimento.
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Figura 31. Curva E (t) de distribuicdo do tempo de residéncia em funcdo do tempo de ensaio.

3,0

2,5+

2,0 4

1,5 4

E(t)t

1,0 4

0,5 1

00 ._.’._._._.—o-o-o-m.'

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Time (h)

4.7.2 Caracterizacdo dos hidrolisados proteicos obtidos em sistema continuo

4.7.2.1 Grau de hidroélise (GH)

Os resultados do grau de hidrélise obtidos neste trabalho usando PBR sdo
apresentados na Figura 32. O GH variou de 58,98 a 70,70% durante 180 horas. No estado
estacionario (a partir de 30h de reacdo) o GH médio obtido foi de 63,9 £ 4,02 %. Estes valores
podem ser considerados satisfatorios quando comparados com a literatura (Tabela 11). Este
resultado é 1,7 vezes superior ao GH obtido Tang et al. (2009), que foi de 38,5%. Porém,
neste caso, 0s autores empregaram alcalase® na forma livre, em batelada.

Esta discrepancia entre o valor obtido (63,9 + 4,02 %) e os demais autores pode ser
explicada pela utilizagdo do reator continuo que foi capaz de aumentar a eficiéncia da
hidrolise das soroproteinas, pois de acordo com Carrasco-Castilla et al. (2012), reatores
continuos sdo mais eficientes na produgdo industrial de peptideos bioativos e menos onerosos
do que os processos em bateladas.

De acordo com a Tabela 11, Pedroche et al. (2007) alcancaram um GH de 36%
empregando enzimas imobilizadas em glioxil-agarose. Salienta-se que 0s autores também
efetuaram a reacdo em batelada. Alem deste resultado, podem ser observados valores de GH
em torno de 25% (Zhang et al., 2010; Zheng et al., 2008; Pessato et al., 2016). Nestes
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trabalhos, os autores empregaram enzimas na forma livre e reatores operando em modo
batelada. Finalmente, Bassan et al. (2016) obtiveram GH de 23%, empregando tripsina
imobilizada em Glioxil-SM e reator de leito fixo. Salienta-se que este € um trabalho de nosso
grupo de pesquisa. N&@o foi encontrado na literatura, relatos de outros autores empregando
reatores continuos para a hidrolise de proteinas do soro. Portanto, este trabalho representa o
desenvolvimento de um processo inovador e eficiente, pois foi capaz de promover uma alta
clivagem das ligacbes peptidicas presentes nas proteinas do soro de queijo, possibilitando a

obtencéo de peptideos bioativos com a utilizacdo do derivado de baixo custo AGSM.



Tabela 11. Diferentes resultados de grau de hidrélise encontrados na literatura.
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Enzima Substrato Suporte Reator Grau de Tipo de produto Referéncia
hidrdlise
(%)
Alcalase® sollvel Proteinas do soro do 19,3-38,5 | Hidrolisados proteicos com | Tang et al., (2010)
leite potencial antioxidante
Protease soluvel Proteinas de arroz 2,01-23,23 Peptideos antioxidantes Zhang et al., (2010)
Pepsina, tripsina e Proteinas do soro do 3,7-12 Peptideos antimicrobianos Théolier et al.,
quimotripsina soluveis leite (2013)
Tripsina, quimotripsinae | Proteinas de Brassica Glioxil- 36 Peptideos anti- Pedroche et al.,
carboxipeptidase A carinata agarose hipertensivos e (2007)
imobilizadas hipocolesterémicos
Protease bacteriana soltvel | Proteinas do soro do Reator de 23 Hidrolisados Guadix et al.,
leite membrana em hipoalergénicos (2006)
tanque agitado
continuo
Alcalase® soluvel a-La e B-Lg 13,6 Hidrolisados proteicos Kim et al., (2007)
guelantes de ferro
Alcalase® solavel Proteinas do soro do 20 Hidrolisados proteicos Zheng et al., (2008)
leite redutores da antigenicidade
das soroproteinas
Termolisina soltvel Proteina da clara de 0-25 Peptideos anti- Leietal., (2011)
0vo hipertensivos
Alcalase® imobilizada Proteina da carne de Glioxil- 1-10 Hidrolisados proteicos com | Yustetal., (2010)
frango agarose propriedades funcionais
melhoradas
Alcalase® imobilizada Isolado proteico do Glioxil- 9,5-22 Hidrolisados Pessato et al.,
soro de leite agarose hipoalergénicos (2016)
Tripsina imobilizada Proteinas do soro de | Glioxil-SM PBR 23 Peptideos bioativos Bassan et al., (2016)
queijo
Alcalase® imobilizada Proteinas do sorode | Glioxil-SM PBR 63,9 Peptideos bioativos Neste trabalho
queijo

--- N&o especificicado pelos autores.
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Figura 32. Grau de hidrdlise obtido pela hidrdlise das soroproteinas em sistema continuo utilizando o
derivado AGSM em diferentes tempos de reacdo. Utilizou-se reator de vidro encamisado PBR
(diametro interno= 2 cm e h= 22,5 cm; volume Gtil= 65 mL; T= 50°C; vazdo= 6mL.h™; massa= 25 g
de AGSM).
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4.7.2.2 SDS-PAGE e RP-HPLC

A confirmacdo da hidrolise das proteinas do soro de queijo utilizando AGSM em PBR
pode ser observada nas Figuras 33 e 34, que mostram o perfil eletroforético e cromatogréafico
respectivamente.

Observando a SDS-PAGE (Figura 33), a raia 0 representa as proteinas do soro antes
do processo de hidrolise e as raias de (A-K) demonstram os hidrolisados proteicos obtidos nos
tempos respectivos de (30-180 horas). Como € possivel visualizar, ocorreu a diminuicéo e/ou
desaparecimento da coloracdo das bandas proteicas no decorrer do tempo, indicando, desta
forma, que houve a quebra das ligacdes peptidicas e, portanto que a hidrélise de todas as

proteinas presentes no soro foi bem-sucedida.
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Figura 33. SDS-PAGE 12%: perfil eletroforético do soro de queijo bovino e hidrolisados proteicos
obtidos com AGSM em PBR. (P) padrdes de massa molar; (0) SQB. Tempo em horas de hidrdlise no
reator: (A) 30; (B) 45; (C): 60; (D): 75; (E): 90; (F): 105; (G): 120: (H): 135: (I): 150; (J): 165: (K):
180. Ig: imunoglobulina; BSA: albumina de soro bovino; a-La: alfa-lactalbumina; B-Lg: beta-
lactoglobulina.
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Analisando a Figura 34 é possivel constatar a hidrdlise das soroproteinas por meio do
perfil cromatografico obtido em diferentes tempos de ensaio. Os picos formados séo
derivados principalmente da hidrélise da alfa-lactaloumina e beta-lactoglobulina, principais
proteinas encontradas no SQB. Fato confirmado pela Figura 35 onde é mostrado o perfil RP-
HPLC da beta-lactoglobulina e comparado com o perfil do SQB. A sobreposi¢do dos picos
indica que uma das soroproteinas presentes no soro é a beta-lactoglobulina.

E possivel perceber que o perfil eletroforético dos produtos de hidrdlise obtidos por
AGSM em RB (Figura 22) foram diferentes dos produzidos por PBR (Figura 33). Em PBR,
houve a clivagem das soroproteinas incluindo Ig e SBA, fato ndo observado em RB. Desta
forma, pode-se dizer que o reator de leito empacotado empregado neste estudo foi capaz de

aumentar a eficiéncia de hidrdlise das proteinas do SQB.
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Figura 34. RP-HPLC de hidrolisados proteicos obtidos com AGSM em sistema continuo apés
diferentes tempos de hidrolise. A= 30h; B= 45-165h e C= 180 h.
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Figura 35. RP-HPLC das proteinas do SQB e da beta-lactoglobulina (B-Lg).
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4.7.2.3 ABTS

E possivel observar na Figura 36 que os hidrolisados proteicos do soro obtidos por
AGSM em PBR apresentaram um elevado potencial antioxidante. Houve pequena variacdo
deste potencial durante o intervalo de 30-180 h que pode estar relacionada com a estabilidade
dos peptideos formados, uma vez que o processo PBR esteve em funcionamento durante o
longo periodo de 180 horas seguidas. Segundo Liu et al. (2017), os efeitos de temperatura,
pH, intensidade luminosa e condi¢bes de armazenamento podem interferir na determinacédo da
atividade antioxidante de peptideos. Cabe-se ressaltar que a capacidade de reducao do radical
ABTS ap6s 180 horas (34,30%) apresentou atividade antioxidante superior a 50% de seu

valor inicial em 30 horas (65,27%).

Figura 36. Atividade antioxidante de hidrolisados proteicos do soro obtidos por AGSM utilizando
PBR em diferentes tempos de hidrolise.
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4.7.2.4 Analise MALDI-TOF

O produto obtido por AGSM em PBR apo6s 180 horas de hidrdlise foi submetido a anélise
por MALDI-TOF e foram identificados peptideos com massa molecular variando de 146,089
a 2533,388 Da. Isto indica que a hidrélise das proteinas do soro de queijo utilizando AGSM
no reator desenvolvido neste trabalho foi bastante eficaz e capaz de produzir peptideos de
massa molecular (<2600 m/z). E importante salientar que as soroproteinas do queijo bovino

utilizadas como substrato neste trabalho apresentam alta massa molecular (14 a 1000 kDa) e



86

que, apos a hidrolise houve grande redugdo no tamanho destas moléculas (< 2600 m/z), além
disso, o método empregado foi capaz de obter compostos com alto potencial antioxidante.
Segundo Power, Jakeman e Fitzgerald (2013), peptideos bioativos contém normalmente de 2
a 20 residuos de aminoacidos e massa molecular <6000 Da. Tang et al. (2009) estudaram a
hidrdlise do isolado proteico do soro utilizando a alcalase® e produziram hidrolisados
proteicos com alta capacidade antioxidante e além disso, os autores observaram que a fragdo

proteica de baixa massa molecular (0,1-2,8 kDa) apresentou o maior potencial antioxidante.
4.7.2.5 Estabilidade operacional

Quando se trata de aplicagdo de enzimas imobilizadas em reatores, um parametro de
grande importincia a ser avaliado ¢ a estabilidade operacional. Este pardmetro estd
relacionado ao grau de interacdo enzima-suporte, obstru¢do dos poros do suporte, entre outros
fatores (PAULA et al., 2011). De qualquer forma, em reatores continuos, espera-se que o
derivado imobilizado apresente alta estabilidade, a fim de tornar sua aplicagdo viavel em
termos industriais. Neste trabalho, os dados de grau de hidrélise no estado estacionario, foram
linearizados, de acordo com a equagao 7, e ajustado a um modelo de desativagdo de primeira
ordem (Figura 37).

A partir do coeficiente angular da reta mostrado na Figura 37, calculou-se o valor de
kd (0,032h™M) e o tempo de meia-vida do biocatalisador (Equagao 8) foi estimado em 246 h ou
10 dias. Desta forma, a alta estabilidade operacional mostrada pelo derivado AGSM em
sistema continuo utilizando PBR pode ser adequada para futuras aplicagdes industriais. Isto

pode ser atribuido ao procedimento de imobilizagao aplicado a esta enzima.
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Figura 37. Linearizacdo do grau de hidrolise em fungdo do tempo de reagdo no estado estacionario.
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5. CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostram que foi possivel imobilizar a alcalase® em
suporte glioxil-SM com eficientes rendimento de imobilizag&o, atividade recuperada e fator
de estabilidade. O derivado estavel AGSM foi utilizado com bastante éxito para a hidrélise
das proteinas do soro de queijo bovino tanto para o sistema descontinuo quanto para o sistema
continuo empregado. Nos dois processos realizados foi possivel a obtencdo de peptideos
bioativos.

A hidrélise das proteinas do soro de queijo utilizando o derivado AGSM representa
uma forma viavel, de baixo custo, que contribui para a melhoria do meio ambiente pela
reutilizacé@o de residuos industriais e formagéo de peptideos bioativos. O sistema descontinuo
aplicado possibilitou a obtencdo de peptideos com expressiva atividade antioxidante, alta
capacidade quelante de ferro e elevada atividade antimicrobiana. Esses peptideos podem ser
usados em futuros estudos para obtencdo de quelatos Fe?*-peptideos na fortificacdo de
alimentos com o intuito de aumentar a biodisponibilidade do ferro, além de propiciar a
reducdo de seus efeitos pro-oxidantes e elevar a capacidade antimicrobiana. Ademais, a
atividade antioxidante e antimicrobiana destes peptideos também representa um atrativo
potencial para a indastria farmacéutica como alvo de pesquisas e elaboracdo de novos

produtos cosméticos e farmacoldgicos.
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O reator de leito empacotado contendo o derivado AGSM foi desenvolvido com muito
sucesso, pois tornou-se possivel o reaproveitamento do soro do queijo bovino para a hidrélise
das soroproteinas em sistema continuo e obtencdo de peptideos bioativos. A caracterizagdo
hidrodinamica do sistema foi feita e a formacdo de caminho preferencial pelo leito foi
minima. O vigente processo ocorreu com elevado grau de hidrolise e os peptideos formados
apresentaram alta capacidade antioxidante. Estes resultados demonstram que o atual processo
utilizado é muito eficiente para o reuso do soro e obtencdo de peptideos antioxidantes. Além
disso, pode ser uma estratégia viavel para a industria de alimentos e farmacéutica, pois
possibilita o tratamento e reutilizacdo do soro além da aplicacdo de peptideos antioxidantes na
formulacdo de novos produtos.

O presente trabalho representa uma perspectiva interessante para a obtencdo de
peptideos bioativos e, portanto, futuros estudos que envolvam uma maior exploracdo podem
ser realizados como a determinacdo da sequéncia de aminoécidos, a sintese, além da avaliacdo

da citotoxicidade desses peptideos.
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APENDICES

APENDICE A- Curva analitica do p-nitrofenol.
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APENDICE B- Gréfico de Eadie-Hofstee de AL (A), AGA (B) e AGSM (C).
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APENDICE C- pH 6timo da AL, AGA e AGSM.
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APENDICE D- Curva analitica da tirosina.
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APENDICE E- Curva analitica do vermelho de fenol.
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APENDICE F- Curva analitica da lactose.
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APENDICE G- Curva analitica da soroalbumina (SBA).
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APENDICE H- Curva analitica da leucina.
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