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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo obter hidrolisados proteicos de origem microalgal com elevada
digestibilidade. Os hidrolisados da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 foram obtidos através da acdo da protease
microbiana Protemax 580L. Realizou-se dois ensaios de hidrdlise com os parametros concentracdo de substrato e
tempo de reagdo distintos. Foi determinada a digestibilidade das proteinas da biomassa intacta e de seus
hidrolisados. A digestibilidade da biomassa de Spirulina ndo hidrolisada apresentou-se igual a 73,63%, enquanto
gue a do hidrolisado de menor grau de hidrdlise foi 90,91% e do hidrolisado de maior grau de hidrélise foi de
aproximadamente 100%. Concluiu-se que a hidrélise enzimatica das proteinas da biomassa aumentou a
digestibilidade destas. A hidrélise proteica é capaz de diminuir o tamanho das moléculas de proteina, facilitando
entdo seu processo de digestdo. Logo, quanto maior o grau de hidrdlise das proteinas, melhor o processo de
digestdo destas, 0 que as torna proteinas de maior valor nutricional para aplicacdo em alimentos.
Palavras-chave: Hidrolise Enzimatica; Microalgas; Proteinas.

1 INTRODUCAO

O crescente interesse no estudo de micro-organismos como microalgas, alguns fungos e bactérias deve-
se a possibilidade da aplicacdo comercial em distintas areas como na nutri¢do, na sadde humana e animal, no
tratamento de aguas residuais, na produgdo de energia e na obtencdo de compostos de interesse das inddstrias
alimenticia, quimica e farmacéutica, dentre outras (RICHMOND, 2004).

A Spirulina é uma cianobactéria que tem despertado interesse de muitos pesquisadores devido ao seu
elevado poder nutricional (SARADA et al., 1999). Possui biomassa rica em proteinas (50 a 70%), apresentando
um grande potencial para a extracdo de biocompostos com alto valor agregado (MORAIS et al., 2009). De modo
a melhorar a digestibilidade das proteinas, a hidrolise enzimatica vem sendo citada em diversas pesquisas.

A modificagdo enzimatica das proteinas apresenta vantagens quanto a hidrolise realizada por acidos e
alcalis (FONKWE E SINGH, 2005). E amplamente utilizada na inddstria alimenticia para clivar ligagdes
peptidicas especificas (TARDIOLLI, 2003).
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O objetivo do trabalho foi hidrolisar a biomassa de Spirulina sp. LEB-18 e determinar a digestibilidade

in vitro das proteinas da biomassa intacta e de seus hidrolisados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Biomassa

A biomassa Spirulina sp. LEB-18 utilizada foi isolada da Lagoa Mangueira (MORAIS et al., 2008) e
produzida na planta piloto do Laboratério de Engenharia Bioquimica, localizada as margens da Lagoa
Mangueira (33° 30° 13”’S e 53° 08’ 59°” W) na cidade de Santa Vitéria do Palmar, Brasil. A biomassa de
Spirulina sp. LEB-18 foi moida em moinho de bolas (Modelo Q298, QUIMIS), peneirada e caracterizada quanto

a composigéo centesimal conforme a metodologia descrita pela AOAC (2005).

2.2. Enzima

Foi utilizada Protemax 580L de Bacillus lichenformis (Prozyn, S&o Paulo — SP). A atividade da enzima
foi definida como a quantidade de enzima que libera 1pg de tirosina por minuto, dentro das condigdes usadas no

estudo, segundo o método descrito por Ma et al. (2007).

2.3. Obtencéo dos Hidrolisados Proteicos

As reagdes de hidrdlise foram conduzidas em tampdo bicarbonato carbonato de sédio pH 9,5 com
volume total de 100 mL. Os erlenmeyers foram dispostos em “shaker” (Certomat BS-1) com agitagdo de 180
rpm e temperatura constante de 55 °C, temperatura 6tima de atividade da enzima.

Duas reagdes de hidrolise foram realizadas com a enzima Protemax 580L em concentracgéo fixa de 5
U.mL-1. A concentracdo de substrato e o tempo de reagdo foram distintos e determinados de acordo com estudos
anteriores realizados que obtiveram menor e maior grau de hidrolise. O ensaio H1 foi realizado utilizando-se
8,8% de proteina da biomassa microalgal deixando-se reagir por 150 min. No ensaio H2, a concentracdo de
proteina utilizada foi 4% e o tempo de reagdo empregado foi 200 min.

Ao término da reagdo, a enzima foi inativada termicamente a 85°C por 10 min. Apds, os hidrolisados

foram congelados por 24 horas a -70°C e liofilizados durante 48 horas.
2.4. Determinacéo do Grau de Hidrolise
Aliquotas de 1 mL de hidrolisado foram inativadas pela adicdo de 9 mL de solugdo de &cido

tricloroacético (TCA) 6,25 % e deixadas em repouso por 10 min. Posteriormente foram centrifugadas por 5 min

a 5000 rpm para remogdo do material insolGvel precipitado pelo TCA. Determinou-se 0 teor de proteinas
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soltveis no filtrado utilizando o método de Folin-Lowry, expresso em mg de albumina. O grau de hidrélise foi
estimado segundo o método descrito por Hoyle & Merrit (1994) com modificacfes, sendo expresso como a
porcentagem de proteinas solGveis no TCA em relacdo a quantidade de proteina inicial total, e calculado segundo

a Equacdo 1:

PS,. — PS 100
%GH :( tf PtO)X 1)
t

onde o branco, PS t0, correspondeu a quantidade de proteina soltvel em TCA 6,25 % antes da adi¢do da enzima;
PStf foi a quantidade de proteina solGvel em determinado tempo apds a adicdo da enzima e Pt foi a quantidade

de proteina total na amostra determinada por micro Kjeldahl (N x 6,25).

2.5. Digestibilidade

A digestibilidade in vitro das proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 e de seus hidrolisados do
ensaio de maior e menor grau de hidrdlise foram determinados, em duplicata, conforme Akeson & Stahmann
(1964). Esses ensaios foram analisados de modo a verificar a relacdo do grau de hidrdlise com a digestibilidade.
Cerca de 1g de amostra foi hidrolisada com 10 mL de uma solugdo de pepsina em pH &cido a 37°C por 3 horas
sob agitagdo. Em seguida centrifugou-se a 5000 rpm por 15 min e filtrou-se as solugdes, armazenado-se o
sobrenadante sob refrigeracdo. Foi adicionado ao precipitado 10 mL de uma solugdo de pancreatina em pH
neutro, deixando-se reagir por 24 h a 37°C em agita¢do continua. Para interrupgdo da reacdo, utilizou-se de 10
mL de &cido tricloroacético (TCA) 30%. Completou-se o volume com TCA 5% e centrifugou-se e filtrando-se as
solucbes. A quantificacdo de proteina sollvel foi determinada pelo método de Folin-Lowry tomando-se 0,5 mL
da solugdo hidrolisada pela pepsina e 0,5mL da solugdo hidrolisada pela pancreatina. A tirosina foi empregada

como padrdo de referéncia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de composicdo centesimal para a biomassa de Spirulina sp. LEB-18 apresentaram teores
iguais a 11,9 % de umidade, 51,6 %de proteinas, 7,8 % de cinzas e 7,0 % de lipideos e os carboidratos,
determinados por diferenga, apresentaram-se igual a 21,4. A quantidade de proteina determinada apresentou-se
coerente com a literatura. Este resultado foi utilizado para os calculos da quantidade de biomassa utilizada nos
experimentos.

A Tabela 1 apresenta os resultados de grau de hidrolise assim como os resultados de digestibilidade de

cada ensaio.



Ah
NUPEF | Ly

Universidade | Engenhariade
de Passo Fundo | Alimentos

PARA A REGIAO SUL p 4/6
Passo Fundo/RS, 17 e 18 de outubro de 2013

\ ™ SIMPOSIO DE 155N 2236-0409
\(,’ ALIMENTOS v. 8 (2013)

Tabela 1. Grau de hidrélise e digestibilidade das proteinas de Spirulina sp. LEB-18

Ensaio Grau de Hidrolise (%)** Digestibilidade (%)**
H1 26,97 £ 0,37 90,91+0,91
H2 62,85+ 0,82 99,35+ 0,64
NH* - 73,63+ 0,96

*NH = biomassa ndo hidrolisada

**media e desvio padréo

O menor grau de hidrélise atingido foi 26,9% e o maior grau de hidrolise foi 62,8%. Pode-se observar pela
Tab. 2 que a hidrélise aumentou o grau de hidrélise das proteinas da biomassa estudada. Ambos hidrolisados
apresentaram maior digestibilidade quando comparados com a digestibilidade da biomassa intacta. Além disso, o
ensaio com maior grau de hidrélise apresentou maior digestibilidade em relagdo ao ensaio que apresentou menor
grau de hidrolise, atingindo-se aproximadamente 100% de digestibilidade quando o grau de hidrdlise foi 62,8%.
Segundo Kristinsson & Rasco (2000) o tamanho da proteina hidrolisada é o fator chave na determinacdo das
propriedades funcionais dos hidrolisados. Pode-se afirmar que a hidrolise enzimética de produtos proteicos é
capaz de diminuir o tamanho das moléculas de proteina, facilitando entdo seu processo de digestdo.

Maiores valores de digestibilidade de hidrolisados proteicos em relacdo a digestibilidade de seus substratos
originais também foram encontradas por Maciel (2005) para penas de frango hidrolisadas com bactérias
queratinoliticas. Negrao et al., (2005) estudou a digestibilidade de carne de frango mecanicamente separada ndo
hidrolisada, ja Rossi (2007) obteve os hidrolisados dessa matéria prima e encontrou maiores valores de

digestibilidade em relacdo aos resultados de digestibilidade encontrados por Negrdo et al., (2005).

4 CONCLUSAO

O valor nutricional de uma proteina depende da sua composicao, digestibilidade, biodisponibilidade de
aminoacidos essenciais, auséncia de toxicidade e de fatores antinutricionais. Logo, 0 aumento da digestiblilidade
das proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB-18, de 73,63% da biomassa ndo hidrolisada para
aproximadamente 100% através da hidrolise enzimética, aumenta o valor nutricional das proteinas para

aplicacdo em alimentos.
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