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O uso de subprodutos agroindustriais associado ao uso de enzimas, tem se mostrado muito
promissor para a obtencdo de compostos bioativos, através de reac6es de hidrolise, realizadas por
proteases, que sdo enzimas que clivam ligacdes peptidicas em proteinas, peptideos e aminoécidos.
Os peptideos compostos por fragmentos de proteinas de 2 a 20 sequéncias de aminoacidos, sdo
conhecidos como peptideos bioativos. O sangue suino obtido em matadouros, que representa de 3
a 5% do peso vivo de um animal, é caracterizado como um subproduto reutilizavel, sendo dividido
em duas fragcBes principais: hemoglobina e proteina plasmatica. O sangue suino coletado
sanitariamente pode ser processado para a obtencdo de diferentes hemoderivados, que podem ser
usados em produtos alimenticios para melhorar as propriedades tecnoldgicas e modificados para
fornecer propriedades bioativas promotoras da salde. A atividade antidiabética de um composto,
quando determinada in vitro, é caracterizada pela inibicdo de uma série de enzimas, dentre elas
estdo a a-amilase e a-glucosidase. Os medicamentos utilizados por pacientes com Diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), caracterizado como um disturbio metabdlico, sdo responsaveis pela inibicéo
reversivel nestas enzimas, retardando a absorcao de carboidratos e suprimindo a hiperglicemia pés-
prandial. O objetivo deste trabalho foi caracterizar hidrolisados de plasma suino, obtidos com uso
de uma protease alcalina derivada de Bacillus licheniformis e determinar o seu potencial de inibi¢éo
das enzimas o-amilase e a-glucosidase. As condicdes de hidrdlise do plasma foram otimizadas em
65°C, pH 8,5, 125 rpm, relacdo enzima/substrato de 5% (m/m), para os tempos de 15 min, 30 min,
60 min, 90 min e 120 min de rea¢do. O tamanho molecular dos hidrolisados foi determinado por
meio da eletroforese SDS-PAGE e as ligacdes quimicas por meio da Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), com a dispersao da amostra em comprimidos
de KBr e leitura dos espectros (4000 - 400 cm™) e resolugdo de 4 cm™, varrendo 64 vezes para
determinar as transmitancias. A inibi¢do da a-amilase da saliva humana (tipo IX-A, 1.000-3.000 U
mg*, Sigma-Aldrich) pelos hidrolisados, diluidos para 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/mL (em relagéo
a proteina soltvel), foi quantificada de acordo com Bernfeld (1951) e Oboh et al. (2011), utilizando
amido de milho como substrato. A inibigdo da a-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae (Tipo
I, >10 U mg?, Sigma-Aldrich), pelos mesmos hidrolisados, foi quantificada de acordo com o
método descrito por Apostolidis et al. (2007), utilizando pNPG (5 mM) como substrato. O
hidrolisado apresentou grau de hidrolise maximo de 45,28%. Por meio da SDS-PAGE, verificou-
se que os peptideos apresentaram tamanhos moleculares abaixo de 15 kDa, o0 que pode caracterizar
peptideos bioativos. O FTIR (Figura 1) mostrou intensificacdo das bandas de 900 e 1000 cm™,
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entre 1400 e 1500 cm™, e entre 3200 e 3400 cm™. A protease alcalina catalisa a hidrolise de ligaces
peptidicas, resultando na formacdo de terminais C (COO) e terminais N (NHs"), alterando a
estrutura primaria e secundaria da proteina. As bandas mais importantes que registram essas
mudancas incluem a deformagio NH®*" (1516 cm™), o alongamento COO™ (1400 cmY), a amida |
(~1650 cm™) e a amida 1l (~1550 cm™), que foram visivelmente alterados nas amostras de
hidrolisado, demonstrando que houve a hidrolise da proteina plasmatica. Os hidrolisados inibiram
a a-amilase e ndo inibiram a a-glucosidase (Tabela 1). Os resultados evidenciam que para todas as
concentragOes testadas, exceto para a concentracio a 1,0 mg mL™, ndo se obteve diferenca
estatistica no percentual de inibicdo de a-amilase para os hidrolisados obtidos nos diferentes
tempos. Para as concentragdes acima de 1 mg mL™, a porcentagem de inibicdo da a-amilase
aumentou. Para os ensaios de inibicdo da a-glucosidase, os resultados revelaram pouca ou nenhuma
atividade inibitoria dos hidrolisados, para as concentragdes abaixo de 1 mg mL™.

Tabela 1. Inibi¢des (%) da a-amilase e da a-glucosidase pelos hidrolisados de plasma suino em diferentes
concentragdes.

Proteina soltvel a-amilase
(mg mL™) His Hso Heo Hgo Hi2o
2 1,88 +0,27 2,09 + 0,33 2,08 + 0,413 2,16 + 0,45 2,21 +0,25%
15 1,32 £0,21%A 1,50 +0,36%" 1,55 +0,21%A 1,71 0,354 1,78 + 0,36
1 1,04 +£ 0,138 0,84 + 0,138 1,17 £ 0,138 1,19 +0,125A 1,29 £ 0,12
0,5 0,32 +0,28% 0,39 + 0,27 0,34 + 0,29 0,46 + 0,24 0,61 + 0,14
0,1 0,24 + 0,24 0,39 +0,36% 0,25 +0,25% 0,15+0,13% 0,15+0,13
a-glucosidase
2 1,28 + 0,51 1,36 + 0,56 1,58 + 0,484 1,58 + 0,50 1,62 +0,52%
15 1,19 + 0,03 1,41 +0,52% 1,23 +0,024 1,40 + 0,474 1,15+ 0,03
1 0,94 + 0,824 1,00 + 0,86 0,95 + 0,82%A 1,01 + 0,874 0,00 <0,01°
0,5 0,00 < 0,018 0,00 <0,01%® 0,00 < 0,018 0,00 <0,01%® 1,01 +0,76®"
0,1 0,00 < 0,01°A 0,00 < 0,01° 0,00 <0,01° 0,00 < 0,01°A 0,00 < 0,01°A

Médias seguidas de diferentes letras minusculas, na mesma coluna, diferem estatisticamente (P <0,05) pelo teste de Tukey com 95% de
confiabilidade. Médias seguidas de diferentes letras maitsculas, na mesma linha, diferem estatisticamente pelo Tukey. H1s= hidrolisado de 15 min;
Hso= hidrolisado de 30 min; Heo= hidrolisado de 60 min; Hg= hidrolisado de 90 min; Hiz= hidrolisado de 120 min.
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Figura 1. Espectros de infravermelho dos hidrolisados de plasma suino.
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