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RESUMO

Um dos objetivos deste trabalho consistiu em estudar as condigdes enzimaticas de
hidrolise protéica e a remogao de fenilalanina (Phe), utilizando-se o concentrado protéico
do soro do leite (WPC) como matéria-prima, com o intuito de obter um alimento ou
ingrediente alimentar para ser utilizado na dieta de fenilcetonuricos. Além disso,
caracterizou-se os hidrolisados do WPC, em relagdo ao grau de hidrolise (GH) e o perfil
peptidico, avaliando-se o efeito do tipo de enzima, da relacdo enzima:substrato e da
concentragdo da matéria-prima. Foi, igualmente, verificada a existéncia de correlagéo
entre o0 grau de hidrélise e o perfil peptidico. Inicialmente, foram estudadas diferentes
condigdes de hidrélise enzimatica das proteinas do WPC e o carvao ativado (CA) foi
empregado como meio adsorvente na remogao de Phe. O Efeito de alguns parametros,
tais como tipo de enzima, relagdo E: S, concentracdo da matéria prima e tempo de
hidrolise foi avaliado. Apds passagem dos hidrolisados por coluna de CA, a Phe foi
quantificada por espectrofotometria derivada segunda (EDS). O emprego da pancreatina
na relagao E:S de 1:100, concentragao da matéria-prima de 10% e tempo de hidrdlise de 5
horas, mostrou ser a condigdo mais eficiente, obtendo-se 81,3% de remocédo de Phe,
correspondentes a um teor final de 394,1 mg/100 g de hidrolisado. Posteriormente, foi
avaliado o grau de hidrolise dos doze hidrolisados do WPC, que apresentaram maior
percentual de remogao de Phe, por meio da relagdo entre os teores de nitrogénio a-
aminado e total. Da mesma forma, esses doze hidrolisados foram analisados quanto ao
perfil peptidico, empregando-se o fracionamento por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de exclusdo molecular, seguido do método rapido da Area Corrigida da Fragéo
que foi aplicado na quantificacdo dos peptideos e aminoacidos livres. O hidrolisado de
WPC obtido pela agdo da pancreatina e da protease do A. oryzae, ambas na relagcéo E:S
de 1:100 e concentragdo da matéria-prima de 10%, levaram a obtengdo dos maiores
valores de grau de hidrolise (30% e 27%, respectivamente). Em relagcéo ao perfil peptidico,
a utilizacdo da protease do A. oryzae e da pancreatina, na relacédo E:S de 1:100 e
concentragcdo da matéria-prima de 10% e 7%, respectivamente, levou a obtencédo do
hidrolisado com maior conteudo de di-tripeptideos (16,14% e 9,12%, respectivamente) e

menor teor de grandes peptideos (média de 20%). Além disso, foi observada a existéncia
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de correlagdo de fraca intensidade de associagdo entre o grau de hidrélise e o perfil

peptidico, tendo sido positiva para as fragdes F2, F3 e F4 e negativa para a F1.

Palavras-chave: WPC; hidrolisados enzimaticos; fenilalanina; grau de hidrélise; perfil

peptidico.
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ABSTRACT

ENZYMATIC HYDROLYSATES OF WHEY PROTEIN CONCENTRATE:
PHENYLALANINE REMOVAL, DEGREE OF HYDROLYSIS AND PEPTIDE PROFILE.
One of the purposes of this work was to study the enzymatic conditions for hydrolyzing
proteins and the phenylalanine (Phe) removal, using whey protein concentrate (WPC) as
substrate, aiming the preparation a food or a food ingredient to be used in phenilketonuric’s
diet. Moreover, WPC hydrolysates were characterized in relation to degree of hydrolysis
(DH) and peptide profile, and the effect of the enzyme type, E:S ratio and substrate
concentration was analyzed. In addition, the existence of a correlation between the degree
of hydrolysis and the peptide profile was verified. Initially, different enzymatic hydrolysis
conditions of WPC proteins were studied, and the activated carbon (AC) was used as
adsorbent for Phe removal. The effect of some parameters such as enzyme type, E:S ratio,
substrate concentration and time of hydrolysis was evaluated. After passing the
hydrolysates through an AC column, Phe was quantified by second derivative
spectrophotometry (SDS). The use of pancreatin in a E:S of 1:100, substrate concentration
of 10% and reaction time of 5 hours showed to be the most efficient condition, leading to a
Phe removal of 81,3%, which corresponds with a final Phe content of 394,1 mg/100g.
Then, the degree of hydrolysis of the twelve WPC hydrolysates that showed the highest
phenylalanine removal percentage was evaluated by the ratio between a-amino and total
nitrogen. Also, these twelve WPC hydrolysates were analysed in respect to their peptide
profile, using the high performance size-exclusion liquid chromatography for the
fractionation followed by the Rapid Correct Fraction Area method for quantifying the
peptides and free aminoacids. The WPC hydrolysate obtained by the action of pancreatin
and A. oryzae protease, both at E:S ratio of 1:100 and substrate concentration of 10%, led
to the highest values of degree of hydrolysis (30% and 27% respectively). In respect to
peptide profile, the use of the protease from A. oryzae and pancreatin, at E:S ratio of 1:100
and substrate concentration of 10% and 7%, respectively, gave rise to the hydrolysate with
the highest di-tripeptide contents (16,14% and 9,12%, respectively) and the lowest level of
large peptides (20%, in average). Also, a correlation of low intensity association between
the degree of hydrolysis and peptide profile was observed, with positive values for F2, F3

and F4 fractions and negative for F1.
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Key words: WPC, enzymatic hydrolysates, phenylalanine, degree of hydrolysis, peptide

profile.
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INTRODUGAO

O presente trabalho faz parte da linha de pesquisa “Propriedades funcionais e
nutricionais de proteinas alimentares” que visa a produg¢ao de suplementos nutricionais e
alimentos para fins dietéticos especiais, importantes para as areas de nutricdo e saude,
como também a obtencdo de ingredientes ou agentes funcionais para alimentos e
medicamentos.

A fenilcetonuria (PKU) constitui uma desordem genética causada pela mutagéo no
gene que codifica a enzima fenilalanina-hidroxilase. Essa enzima é responsavel pela
conversdo da fenilalanina em tirosina, dessa forma, sua deficiéncia impossibilita a
hidroxilagdo da fenilalanina (Phe) conduzindo a um acumulo sanguineo desse aminoacido
(MONTEIRO & CANDIDO, 2006).

O tratamento da fenilcetonuria é quase que estritamente dietético e se baseia numa
dieta restrita em proteinas, utilizando férmulas especiais isentas ou com baixos teores de
fenilalanina que podem ser suplementadas por tirosina e outros aminoacidos, além de
vitaminas e minerais (ACOSTA, 1998; MIRA & MARQUEZ, 2000).

O Brasil importa misturas de aminoacidos livres, isentas de Phe, as quais séo
distribuidas para os centros de saude do pais. Essas misturas apesar da facilidade de
prescricdo e distribuicdo apresentam odor e paladar desagradaveis, além de serem
monotonas e hiperosméticas podendo causar diarréia (MIRA & MARQUEZ, 2000, GUADIX
et al., 2000).

Uma alternativa viavel para a substituicdo das misturas de aminoacidos seria o
desenvolvimento de formulagcdes a base de hidrolisados protéicos isentos ou com reduzido
teor de fenilalanina. Tais hidrolisados apresentam melhor tolerancia, sabor e odor mais
agradaveis e menor osmolaridade. Além disso, sdo prontamente utilizaveis devido a
presenca de di- e tripeptideos que sdo melhores absorvidos do que os aminoacidos livres
(GONZALES-TELLO et al., 1994).

O processo de hidrdlise constitui uma importante etapa para a obtengao de
produtos isentos de fenilalanina, pois promove a exposicdo deste aminoacido facilitando a

sua remogao através de um meio adsorvente (SINHA et al., 2007).
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Diferentes métodos tém sido utilizados para a remog¢ao da Phe, como emprego do
carvao ativado, resinas de troca idnica e exclusdo molecular. Os melhores resultados tém
sido obtidos com o uso do carvao ativado (MOSZCZYNSKI & IDIZIAK, 1993). Em estudos
realizados no laboratério de Bromatologia/Pesquisa da Faculdade de Farmacia da UFMG,
o carvao ativado foi utilizado com eficiéncia para a remocéao de fenilalanina de hidrolisados
enzimaticos de leite em p6 desnatado (93,6 a 99 %) (LOPES et al., 2005; SOARES et al.,
2007), de soro de leite em pd (75 a 99 %) (BIASUTTI, et al., 2006; SILVA et al., 2007;
DELVIVO et al., 2006) e de arroz (85 a 100 %) (LOPES et al., 2008), utilizando diferentes
enzimas e condi¢des hidroliticas.

A proteina mais comumente utilizada para a obtencao dos hidrolisados € a caseina.
Entretanto, essa proteina € normalmente importada o que eleva os custos de produgao
(FREITAS, et al., 1993; LAMAS, et al.,, 2001). Dessa forma, surge a necessidade de
investimentos em fontes alternativas para a obtencao dos hidrolisados protéicos, como por
exemplo, o soro do leite, um subproduto da industria de lacticinios.

As proteinas do soro apresentam alto valor biolégico em virtude do elevado
conteudo de aminoacidos essenciais (BOUNOUS & GOLD, 1991). O concentrado protéico
do soro do leite (WPC) é um produto originado da separacdo em membranas das
proteinas do soro do leite, podendo apresentar de 35 a 80% de proteinas. Diversas
aplicagdes importantes estdo associadas ao WPC, sendo um ingrediente alimentar
amplamente utilizado na industria de alimentos em uma grande variedade de produtos
como carneos, bebidas, produtos de padaria e formulagdes infantis, devido as excelentes
propriedades funcionais destas proteinas (BRANS et al., 2004).

A caracterizagcao dos peptideos formados apds a hidrolise protéica constitui um
passo relevante, uma vez que o comprimento da cadeia desses peptideos influencia
diretamente sua taxa de absor¢cdo (FRENHANI & BURINI, 1999). Dessa forma, deve-se
levar em consideragdo o controle do processo de hidrélise, e o perfil peptidico dos
hidrolisados protéicos. O grau de hidrélise tem sido um dos mecanismos de controle da
hidrolise, representando o percentual de grupos amino livres clivados da proteina. Ja o
perfil peptidico tem sido eficientemente caracterizado por meio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusao molecular (SE-HPLC) (SILVESTRE et
al., 1994a), o que determina o tamanho dos peptideos formados e, consequentemente, a

capacidade de absor¢ao do hidrolisado.
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Diante do exposto, a obtencdo de hidrolisados protéicos com baixo teor de
fenilalanina, a partir do concentrado protéico do soro do leite, disponibilizaria um
ingrediente ou alimento para a dieta de fenilcetonuricos, de alto valor nutricional e baixo

custo.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi a obtengcdo de hidrolisados protéicos a

partir do concentrado protéico do soro do leite (WPC), com baixo teor de fenilalanina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram: 1-conhecer a composicdo centesimal do
concentrado protéico do soro do leite (WPC); 2- obter hidrolisados enzimaticos do WPC; 3-
remover a Phe destes hidrolisados; 4- determinar o grau de hidrélise destes hidrolisados;
5-caracterizar o perfil peptidico destes hidrolisados; 6-verificar a existéncia de correlagao

entre o grau de hidrdlise e o perfil peptidico.
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REVISAO DE LITERATURA

2 HIPERFENILALANINEMIAS

2.1. Classificagao

As hiperfenilalaninemias (HPA) constituem uma desordem primaria do sistema de
hidroxilagdo da Phe (fenilalanina), de carater autossémico recessivo, podendo ser
causada pela deficiéncia da enzima hepatica fenilalanina hidroxilase (PAH) (EC1 14.16.1)
ou das enzimas que sintetizam ou reduzem a coenzima tetrahidrobiopterina (BH4) (MIRA
& MARQUEZ, 2000).

A PAH catalisa a primeira etapa da catabolizacdo da Phe, isto é, sua conversao a
tirosina (Tyr), apresentando como substratos a Phe, o oxigénio, e a biopterina (BH4) como
co-fator, conforme demonstrado na Figura 1. A enzima é classificada como uma
oxidorredutase, atuando na introdugdo de um atomo de O, na Phe para formar o grupo
hidroxila da tirosina. O BH4, importante cofator para a hidroxilagdo da Phe, Tyr e triptofano
(Trp), age transferindo elétrons do NADH para o oxigénio durante a hidroxilagdo, sendo
oxidado a diidrobiopterina e, subsequentemente, reduzido pela diidrobiopterina redutase.
(MARCO & WAITZBERG, 2000; MIRA & MARQUEZ, 2000). O cofator € ainda essencial
nas reagdes de hidroxilagdo de Phe em Tyr, da tirosina em L-Dopa e do (Trp) em 5-
hidroxitriptofano e, posteriormente, em serotonina. Sua deficiéncia produz disturbios no
metabolismo desses aminoacidos diminuindo a formacdo de catecolaminas, melanina e

serotonina.

De acordo com o erro metabdlico envolvido, as hiperfenilalaninemias, podem ser
divididas em trés grandes grupos. O primeiro relaciona-se com a deficiéncia da atividade
da enzima PAH, sendo esse grupo subdividido em trés subgrupos em fungéo do nivel de
atividade da PAH presente. O segundo e terceiro grupo, estdo relacionados com a

deficiéncia na atividade das enzimas que catalisam a regeneragao e a biossintese do co-
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fator, respectivamente, sendo denominada PKU atipica ou HPA nao fenilcetonuria (MIRA
& MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).

@— CHs— C — COOH Fenlilpiruvato - lactato - acetato
H

Fenilalanina

Hs-biopterina
Fenilal:anina‘ = —
! MADH Diidropteridinag
hidroxilase redutase
+ ) Quinondide- H-biopterina
-
NHE / Catecolaminas
| Tiroxina e T.
_..-—P-"_—#_J 3
OH 0 CH, (l.:' COOH —_ | Melanina
H \ Sintese protéica

Tirosina

|

Oxidacao via acido homogentisicao

Figura 1 — Vias metabdlicas da fenilalanina e tirosina (WYNGAARDEN & SMITH JR,
1984).

As hiperfenilalaninemias sao classificadas de acordo com a atividade enzimatica e
os niveis séricos de fenilalanina, constatados por dosagens sanguineas frequentes
(Tabela 1).

A PKU classica, de maior incidéncia entre as variantes, apresenta mudangas nos
niveis de tirosina, excrecdo de diversos metabdlitos da Phe na urina e reduzida ou
nenhuma atividade PAH. Individuos com PKU classica que nao restringem a Phe da dieta
podem desenvolver um grave, progressivo e irreversivel atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor (MIRA & MARQUEZ, 2000).
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Tabela 1. Classificacdao das hiperfenilalaninemias, de acordo com a atividade
enzimatica e os niveis séricos de fenilalanina.

Tipo Atividade Phe sérica Toleréncia maxima
Enzimatica (umoliL) Phe (mg/dia)
PKU Classica <1% >1200 250 — 350
PKU Leve 1-3% 600 - 1200 <1000
HPP* > 3% 240 - 600 > 1000

HPP = Hiperfenilalaninemia permanente.
PKU = fenilcetonuria
Adaptado de MARTINS et al. (1993)

A forma leve € caracterizada por deficiéncia na atividade da enzima fenilalanina-
hidroxilase, porém os niveis séricos de fenilalanina apresentam-se entre 600 -1200
umol/L, inferiores aos encontrados na fenilcetonuria classica. Entretanto, o individuo deve
ser submetido a dieta, porém com restricdes mais moderadas do que na fenilcetonuria
classica (TRAHMS, 1998).

A HPA permanente ou benigna nao apresenta alteragdes clinicas aparentes e, em
geral, ndo exige tratamento dietético. As concentragdes séricas de fenilalanina neste
disturbio ndo excedem a 600 pumol/L (TRAHMS, 1998).

Disturbios no metabolismo do BH4, cofator essencial no metabolismo da
fenilalanina, também provocam o aumento da concentragdo sanguinea de fenilalanina.
Este tipo raro de hiperfenilalaninemia era antigamente rotulado de fenilcetonuria maligna,
uma vez que dietas pobres em fenilalanina ndo impedem a deterioragdo neurologica. O
tratamento para esta deficiéncia inclui, além da dieta restrita em fenilalanina, a utilizagédo
de medicamentos especificos, tais como o L-DOPA, 5-OH-triptofano e BH4 (SCRIVER,
1997; MARTINS et al., 1993).

Existem ainda casos de HPA materna, na qual a alta concentracido de Phe na mae
produz uma sindrome clinica no feto. Uma hipotese para a patogénese dessa sindrome
seria a inibicdo no transporte competitivo de outros aminoacidos aromaticos (triptofano e
tirosina) através da placenta provocados pelos elevados niveis de fenilalanina sanguineos,
acarretando baixa disponibilidade de tirosina para o desenvolvimento fetal (MIRA &
MARQUEZ, 2000). Ha significativo aumento na incidéncia de retardo do crescimento
(40%) e microcefalia (73%), (CUNNIFF et al., 2001).
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Deve-se citar ainda a HPA transitéria ou neonatal que é aparentemente benigna,
nao exigindo tratamento. A ocorréncia desse tipo de HPA esta freqlientemente relacionada
com prematuridade, fornecimento precoce de formulagdes dietéticas com elevada
concentragéo de proteinas, diluigdo inadequada ou hiperfervura do leite (STARLING et al.,
1999)

2.1.2 Fenilcetonlria classica

A fenilcetonuria ou PKU, como é mundialmente conhecida, € uma doenga genética,
causada pela mutagdao no gene que codifica a fenilalanina-hidroxilase, responsavel pela
hidroxilagdo da Phe e consequente transformagdo em tirosina (Tyr). Assim, a nao
hidroxilagdo da Phe tem como resultado o acumulo de Phe no sangue e outros tecidos
(MONTEIRO & CANDIDO, 2006).

O fenillactato, fenilacetato e fenilpiruvato, na presenca da enzima fenilalanina
hidroxilase, ndo sado encontrados em quantidades significativas na urina de pessoas
normais, apresentando-se elevados na PKU. O acumulo desses metabdlitos anormais e
de Phe no plasma tém graves consequéncias no sistema nervoso central, como falhas no
andar ou falar, hiperatividade, tremor, microcefalia, falha no crescimento e retardo mental,

sendo essa ultima a manifestacao clinica mais severa (MIRA & MARQUEZ, 2000).

A incidéncia da fenilcetonuria varia consideravelmente em todo o mundo, com altas
taxas na Irlanda (aproximadamente 1:4500) e menores taxas na Finlandia, Japao e
Tailandia (taxas aproximadas: 1:100.000 1:108.000 e 1:212.000, respectivamente). Na
Ameérica do Norte a incidéncia é de 1:10.000, sendo estimado que mais que 350 criangas
nesse continente s&do diagnosticadas com fenilcetonuria a cada ano e requerem
tratamento ao longo da vida (WAISBREN, et al., 2007).

No Brasil a prevaléncia de fenilcetonuria, segundo o Ministério da Saude era
estimada em 1:12.000 a 15.000 nascidos vivos, sendo que em Minas Gerais ocorre a cada
20.000 nascimentos (MONTEIRO & CANDIDO, 2006; AGUIAR, 2002).

Os pacientes fenilcetonuricos apresentam deficiéncia na pigmentacdo (cabelo e
pele claros) devido a inibicdo completa da hidroxilagdo da tirosina pela tirosinase (primeira

etapa na formacdo do pigmento melanina). Eczemas, complicagbes neurolégicas e
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algumas vezes atividade autistica, bem como transtornos de conduta, também podem se
fazer presentes (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Os metabodlitos fenillactato, fenilacetato e fenilpiruvato sdo encontrados em
quantidades elevadas na urina de pacientes fenilcetonuricos, ndo sendo normalmente
encontrados na urina de individuos normais. Como consequéncia, o acumulo desses
metabdlitos e de Phe no plasma, acarreta problemas no sistema nervoso central, como
falhas no andar e falar, hiperatividade, tremor, microencefalia, falhas no crescimento e
retardo mental (GREVE et al., 1994; MIRA & MARQUEZ, 2000).

2.1.3 Diagnéstico

Atualmente, o diagndstico da fenilcetonuria é realizado através da dosagem dos
niveis de fenilalanina sanglinea, devido a sua alta confiabilidade. Os métodos mais
utilizados para a dosagem da fenilalanina no sangue tém sido: o teste de Guthrie-BIA
(semiquantitativo) e o de McCaman e Robins modificado (quantitativo). No teste de
Guthrie-BIA, um pequeno disco de papel contendo excesso de Phe provoca a inibicao do
crescimento da bactéria Bacillus subtilis em um meio de cultura. Ja para o método
quantitativo como o de McCaman e Robins, utiliza-se fluorimetria ou espectrometria de
massa. Entretanto, deve-se estar atento para a possibilidade da ocorréncia de falsos
negativos para o teste de Guthrie-BIA e falsos positivos para o teste de McCaman. A
metodologia enzimatica tem sido utilizada por muitos especialistas em programas de

triagem neonatal, em virtude do menor custo e maior precisdo (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Os niveis de fenilalanina sanguinea em criangas fenilcetonuricas sao normais apos
0 nascimento, entretanto, aumentam rapidamente nos primeiros dias de vida. A analise de
fenilalanina em sangue capilar de criangas recém-nascidas coletadas 24 h apds o
nascimento é efetiva e sensivel. A analise da enzima PAH nao é requerida, por ser um
método invasivo (requer bidpsia do figado), mas desordens na biopterina (BH4) devem ser
excluidas pela medida da biopterina sanguinea ou urinaria e analise da diidrobiopterina
redutase (DHPR) no sangue (HENDRIKSZ & WALTER, 2004).

Apo6s confirmagédo da PKU a crianga deve ser prontamente submetida a dieta com

baixo teor de fenilalanina, a fim de se reduzir os niveis plasmaticos para uma
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concentragdo préxima a de criangas sadias (60-180 pmol/L) (STEGINK et al., 1991;
AGUIAR, 2002).

O diagnodstico diferencial entre a fenilcetonuria classica e as demais
hiperfenilalaninemias, pode ser obtido no sexto més de vida administrando-se a crianga
alimentos com alto teor de fenilalanina e posterior dosagem sanguinea. Este procedimento
€ conhecido como Teste de Sobrecarga (O’FLYNN et al., 1980).

O Programa Nacional de Triagem Neonatal foi criado em 2001, tendo como objetivo
o diagnostico de doengas genéticas e acompanhamento dos individuos afetados. No
estado de Minas Gerais foi criado o NUPAD (Nucleo em Pesquisa de Apoio Diagnostico)
que coordena a triagem, executa o tratamento e acompanhamentos clinicos, nutricionais e
psicolégicos de todos os individuos afetados, além de fornecer gratuitamente os

substitutos protéicos aos pacientes fenilcetonuricos (AGUIAR, 2002).

2.1.4 Tratamento

A principal meta do tratamento da fenilcetonuria € manter a concentragao
sanguinea de fenilalanina em niveis limites seguros (120-360 umol/L; e mulheres gravidas
120-240 umol/L) sendo conseguido através da introdugdo de dieta com baixo nivel de
fenilalanina. A concentracdo elevada de fenilalanina no sangue € neurotdxica, pois
compete com outros aminoacidos aromaticos para o transporte através da barreira
hemato-encefdlica resultando em uma deficiéncia de metabdlitos necessarios ao
desenvolvimento do sistema nervoso central. Um dos objetivos da dieta é, portanto, evitar
um aumento crénico da concentragao sanglinea de fenilalanina e, conseqlientemente no
tecido cerebral, o que pode conduzir a danos do sistema neuronal e comportamental
(GIOVANINI et al., 2007).

Alguns estudos relacionados a ingestdo oral de Phe por criangas com PKU
revelaram que estas apresentavam ingestdo adequada de proteinas. Entretanto, as
calorias, calcio, ferro, zinco e cobre estavam abaixo da recomendacao, enfatizando-se a
importancia da vigilancia nutricional em fenilcetonuricos (ACOSTA, 1998; WAITZBERG,
2000).
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A ingestao dietética para os fenilcetonuricos envolve a regulagdo cuidadosa dos
niveis de L-fenilalanina com ingestdo menor que 500mg/dia, quantidade esta suficiente
para prevenir sua acumulagdo em excesso na circulagdo sanglinea e satisfazer as
necessidades nutricionais (SARKISSIAN & GAMEZ, 2005).

A dieta deve ser iniciada o mais precocemente possivel, preferencialmente até os
21 dias de vida, visando manter os niveis séricos nos valores de referéncia, de acordo
com a idade, promovendo assim, o crescimento pdndero-estatural, o desenvolvimento
neuropsicomotor e mental adequados. Atualmente, preconiza-se que o tratamento deva
ser realizado por toda a vida (ACOSTA & YANNICELLI, 1997). Criangas com diagnostico
tardio podem iniciar o tratamento em qualquer idade. A pratica clinica comprova as
vantagens da instituicdo da dieta nestes casos, quando o retardo mental ja é evidente e
irreversivel. As criancas e adolescentes tornam-se mais sociaveis, ha melhora da

concentracao e aprendizado nas escolas especiais, além de melhorar a hiperatividade.

Segundo ACOSTA (1998), a adequacgéao dietética € avaliada pelos parametros de
controle dos niveis séricos de fenilalanina, ganho de peso e altura satisfatorios e registros
alimentares de 72 horas de acordo com a prescri¢gado. A dieta visa controlar a ingestao de
Phe existente em quase todas as proteinas e deve promover a adequagado do aporte
calorico e demais nutrientes, assim como o controle dos niveis séricos de fenilalanina. A
definicdo da dieta em funcédo da oferta de Phe é estimada, a partir da primeira consulta,

pelos niveis séricos de fenilalanina de acordo com a Tabela 2.

Uma dieta com baixo nivel de fenilalanina pode prevenir problemas cognitivos,
entretanto, € uma opg¢ao dificil para adolescentes e adultos. Embora existam muitas
tentativas para o melhoramento dos produtos isentos ou com baixa quantidade de
fenilalanina, esses ainda continuam com propriedades sensoriais insatisfatorias
(SARKISSIAN & GAMEZ, 2005).

ACOSTA (1998) recomenda uma ingestdo protéica 50% maior para criangas
fenilcetonuricas em uso de férmulas especiais constituidas de misturas de aminoacidos,
considerando as alteragdes na absorcdo de aminoacidos isolados. Esta recomendacao é
atingida utilizando os alimentos permitidos com baixos teores de Phe e suplementos

especiais isentos de Phe.
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Tabela 2. Prescrigcao dietética de Phe, de acordo com os niveis séricos obtidos pela

triagem neonatal.

Phe sérica (umol/L) ( mg/dL) Phe na dieta ( mg/kg/dia)
<605 <10 70
605 - 1210 10 - 20 55
1211 - 1815 21-30 45
1816 — 2420 31-40 35
>2420 >40 25

Adaptado de ACOSTA & YANNICELLI (1997)

Em alguns estudos tem sido sugerido o uso da enzima fenilalanina aménio-liase
(PAL) como forma de tratamento para fenilcetonuricos. Essa enzima promove a catélise
da desaminagcdo nao-oxidativa da fenilalanina a acido trans-cindmico t-CA e aménia
(MacDonald & CUNHA, 2007). A administracdo da enzima PAL sob a forma de injegdes
subcutaneas em ratos promoveu reducdo dos niveis séricos de fenilalanina em maior
propor¢cao do que a ingestao oral. Tal fato pode ser explicado pela inativagdo da enzima
por protedlises digestivas quando administrada na forma oral. Entretanto, a forma
subcutanea, pode promover a ocorréncia de resposta imune, com producao de anticorpos
contra a PAL e reagdo alérgica. Verifica-se, portanto, a necessidade de maiores estudos
quanto a utilizagédo da PAL para o tratamento de fenilcetonuricos (SARKISSIAN & GAMEZ,
2005).

A administragdo oral de tetrahidrobiopterina diminuiu o nivel sanguineo de
fenilalanina em pacientes com HPA atipica ou nao-fenilcetonurica e variantes de
hiperfenilalaninemias leves (ocasionalmente algumas com fenilcetonuria classica), os
quais apresentam mutagbes nos genes da fenilalanina hidroxilase. Pacientes com
mutacbes em diferentes genes na enzima PAH, apresentaram respostas diferentes ao
tratamento com BH4 sugerindo que a composicdo das subunidades da PAH pode ser
importante para a resposta ao BHs (AGUADO et al., 2007).
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3 RECOMENDAGOES NUTRICIONAIS PARA FENILCETONURICOS

3.1 Substitutos protéicos

O tratamento da fenilcetonuria classica requer severa restricido de proteina natural e
o consumo de substitutos protéicos. Os substitutos apresentam todos os aminoacidos com
excegao da fenilalanina e permitem o suprimento acima de 75% da recomendagao
protéica em pacientes com fenilcetonuria classica. Algumas preparagdes ainda contém as
quantidades suficientes para atender os requerimentos diarios em vitaminas, minerais e
elementos tragos (MACDONALD & D’CUNHA, 2007).

Os substitutos protéicos tradicionais sao oferecidos na forma de bebidas,
entretanto, quando dissolvidos em agua, geralmente apresentam sabor amargo, cheiro
desagradavel, hiperosmolaridade da solugdo, devendo ser administrados em grandes
volumes (MACDONALD et al., 1997). Estudo com criangas de idade entre 1-5 anos que
apresentavam problemas com alimentagéo, revelou que 48% das méaes alegaram que
seus filhos tinham dificuldades em continuar o tratamento com substitutos protéicos, sendo

que, a maioria o ingeria na forma liquida, como bebida (MACDONALD et al., 1997).

Existem poucos substitutos protéicos desenvolvidos para jovens e adultos. Esses,
entretanto, raramente atingem o controle do nivel de fenilalanina sangliinea recomendado,
0 que pode estar relacionado com a baixa aceitagdo ao substituto protéico (MACDONALD,
et al., 2004).

Os substitutos protéicos tradicionais com carboidratos adicionais vém sendo
substituidos por aqueles com um maior conteudo de aminoacidos, reduzido teor de
carboidratos e adigao extra de vitaminas e minerais. Esses novos substitutos protéicos
apresentam volume reduzido e contém todas as vitaminas essenciais, minerais e
elementos tragcos (MACDONALD et al., 2004).

Uma das preocupagdes em relagdo aos substitutos protéicos tem sido a
suplementagdo de tirosina. O trabalho de SPRONSEN et al., (2001) demonstrou uma

incapacidade de dietas enriquecidas com tirosina em manter os niveis da mesma,
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havendo uma diminuigdo da concentracdo da tirosina com a queda da concentragao da

fenilalanina.

De acordo com estudos de MACDONALD et al. (2004), os substitutos protéicos sao
componentes essenciais para o tratamento dietético de fenilcetonuricos, entretanto como
eles tém pouca aceitacdo pelos pacientes € necessario mais pesquisas para melhorar a

composicao e qualidade desses produtos.

3.2 Mistura de aminoacidos

As misturas de L-aminoacidos foram adotadas desde a década de 80, sendo
constituidas por uma mistura de aminoacidos livres, isentas de fenilalanina que fornecem
o suprimento de nitrogénio, podendo ser acrescidas de carboidratos, gorduras, minerais,
vitaminas e elementos-tragcos para suprir as necessidades nutricionais de diversas faixas
etarias (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Essas misturas, apesar da facilidade na prescricdo e distribuicdo aos pacientes,
possuem odor e paladar desagradaveis, além de serem monétonas, dispendiosas e
hiperosméticas. Sua administragcdo que deveria ocorrer em pequenas porgdes durante o
decorrer do dia, freqientemente é feita de uma s6 vez, levando a um prejuizo na sua
utilizagao biolégica e aumento da metabolizacdo dos aminoacidos por via oxidativa (MIRA
& MARQUEZ, 2000, GUADIX et al., 2000).

Existem diversas formulagbes disponiveis no mercado, sendo que no Brasil estdo
disponiveis mediante a sua importacdo e apresentam elevado custo. Dentre essas
formulagbées se encontram o Lofenalac (com alto teor caldrico), PKU-1, PKU-2 e PKU-3
(isentos da adicdo de gordura e teor reduzido de carboidratos, formulados para faixas
etarias especificas), outros como XP Analog, XP Maxamaid e XP Maxamum, que contém
5 mg de Phe ou menos, sendo que o XP Maxamaid e XP Maxamum n&o contém lipidios
(MIRA & MARQUEZ, 2000; GUADIX et al., 2000; MACDONALD et al., 2003).
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3.3 Hidrolisados protéicos com baixo teor de fenilalanina

Os hidrolisados protéicos sao fontes de nitrogénio utilizadas primeiramente para o
uso nutricional de individuos que apresentam necessidades nutricionais e ou fisioldgicas
nao cobertas pela alimentagdo convencional (MIRA & MARQUEZ, 2000). Os hidrolisados
protéicos enzimaticos constituem-se de peptideos de cadeia curta com composigao
caracteristica de aminoacidos e massa molecular definida, sendo altamente desejaveis no
desenvolvimento de formulag¢des especificas. Eles apresentam importantes vantagens em
relacdo as misturas de aminoacidos, em que o componente protéico consiste
exclusivamente de aminoacidos livres, os quais sdo de mais dificil absor¢do quando
comparados aos oligopeptideos (especialmente di- e tripeptidios). Os peptideos
apresentam ainda menor hiperosmolaridade do que a mistura de aminoacidos sendo

melhores absorvidos e evitando problemas osméticos (CLEMENTE, 2000).

A producdo de hidrolisados protéicos isentos de fenilalanina iniciou-se no Japao
nos anos 70, na tentativa de se obter concentrados protéicos inodoros, sem cor e sem
sabor a partir de proteinas de soja e de peixe, através da protedlise enzimatica (MIRA &
MARQUEZ, 2000).

O preparo dos hidrolisados protéicos com reduzido teor de fenilalanina é baseado
na hidrélise enzimatica com a consequente exposicao deste aminoacido, seguida da sua

remocé&o por um meio adsorvente (SHIMAMURA et al., 1999).

Dentre as diversas fontes protéicas que podem ser utilizadas no preparo dos
hidrolisados, a caseina € a escolhida na maioria dos casos (SHIMAMURA et al., 1999;
NEVES et al., 2004). Entretanto, no Brasil essa proteina € normalmente importada, o que

eleva os custos de produgao (LAMAS et al., 2001).

As formulagdes especiais para fenilcetonuricos sdo elaboradas utilizando-se os
hidrolisados protéicos com baixo teor de Phe como fonte de proteina (maior proporgao de
di- e tripeptideos), acrescidos de gordura, carboidratos, minerais e/ou elementos-traco.
Normalmente os aminoacidos lisina e cistina sdo adicionados apds esta etapa para repor

eventuais perdas durante a secagem (TESMER et al., 1998).
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4 SORO DO LEITE

O soro do leite € um subproduto da produgdo de queijos, sendo o liquido
remanescente apos a precipitacdo da caseina (SGARBIERI, 1996).

Os principais constituintes do soro do leite sdo a lactose (4,5-5,0%), proteinas
soluveis (0,6-0,8%), lipidios (0,4-0,5 %) e sais minerais (8,0-10 %) (SISO et al., 1996).

CHERYAN (1998), em seu estudo, considerou o soro do leite 0 mais importante
rejeito da industria de laticinios, sendo desperdicado aproximadamente 47% das 115
milhdes de toneladas de soro produzidas mundialmente.

A produgéo do soro do leite vem crescendo desde a década de 90, tanto a nivel
nacional quanto mundial, aumento este relacionado a maior produgédo de queijo, sendo
produzidos 9 a 11 Kg de soro para cada Kg de queijo (MCINTOSH et al. 1998).

O descarte do soro além de causar problemas de ordem ambiental, quando
encarado como efluente liquido, em virtude de sua alta demanda de oxigénio, & também
um desperdicio protéico e de outros nutrientes, uma vez que retém aproximadamente 55%
dos nutrientes do leite (TORRES, 2005). Entretanto, a descoberta de propriedade
bioativas e funcionais do soro do leite e seus componentes chama a atencido para a
agregacao de valor ao produto (WALZEN et al., 2002).

De acordo com SGARBIERI (2004), podem ser obtidos dois tipos diferentes de
soro: o soro acido (pH < 5,0) e o soro doce (pH 6,0-7,0). O soro doce é obtido pelo
processo de coagulagao enzimatica, enquanto o soro acido resulta da precipitagdo acida
no pH isoelétrico das caseinas (pH=4,6). O soro acido geralmente apresenta o maior teor
de minerais e menor conteudo de proteinas que os soros doces, sendo sua utilizagado na
alimentagdo mais restrita devido ao sabor acido e elevado teor salino (SISO, 1996). Ja o
soro doce, apresenta maior quantidade de peptideos e aminoacidos (SGARBIERI, 1996).

A tradicional tendéncia do soro de leite de ser visto como um residuo sem qualquer
valor comercial esta sendo abandonada, dadas as suas excelentes propriedades
nutricionais e funcionais (HINRICHS, 2001).

Diversas utilidades sao atribuidas ao soro de leite como a fabricacido de bebidas
lacteas, producdo de ricota e de ingredientes na produgcdo de alimentos industrializados

como salsichas, biscoitos, bolos, doces, etc. (CHERYAN et al., 1998).
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O soro de leite pode ainda ser utilizado na formulagcdo de hidrolisados protéicos
com baixa concentragcao de gordura e lactose para alimentacdo de atletas (CORSI et al.,
2003); na utilizagdo in natura para alimentagdo de animais (BERTOL et al., 1996) e na
formulacdo de hidrolisados protéicos isentos ou com baixa concentragao de fenilalanina
para pacientes fenilcetonuricos (KITAGAWA et al., 1987; SHIMAMURA et al., 1999).

Desde a primeira metade do século XX tém sido desenvolvidas tecnologias capazes
de concentrar ou separar, em larga escala, os componentes mais importantes do soro de
leite, do ponto de vista nutricional e tecnoldgico: as proteinas (HUFFMAN & HARPER,
1999). Os processos desenvolvidos utilizam membranas semipermeaveis e a pressao
como forgca diretriz, sendo que a separacdo dos componentes do soro baseia-se,

essencialmente, no tamanho molecular dos compostos (LEWIS, 1996).

4.1Proteinas do soro do leite

A fragao protéica do soro representa em torno de 18-20% do total de proteinas do
leite. As duas principais proteinas do soro a-lactoalbumina (a-La) e B-lactoglobulina (B-Lg)
perfazem 70-80% das proteinas totais do soro (JOVANOVIC et al., 2005). As sub-fragbes
ou peptideos secundarios, assim denominados por se apresentarem em pequenas
concentragdes no soro do leite, s&o compostas por glicomacropeptideo, imunoglobulinas,
albumina, lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima, lactolina, relaxina, lactofano, fatores de
crescimento IGF-1 e IGF-2, proteoses-peptonas e aminoacidos livres (HARAGUCHI et al.,
2006).

Em relagdo as caseinas, as proteinas do soro sdo mais termolabeis, menos
sensiveis ao calcio e podem formar estruturas oligoméricas. Em relagao a estrutura, as
proteinas do soro s&o globulares com um limitado numero de ligagbes dissulfeto, as quais
conferem um determinado grau de rigidez estrutural e estabilidade (KINSELLA &
WHITEHEAD, 1989).

Em virtude do seu conteudo em aminoacidos essenciais, as proteinas do soro
apresentam alto valor biolégico quando comparado a outras proteinas da dieta. O seu
elevado teor de aminoacidos sulfurados proporciona um alto coeficiente de eficiéncia
protéica (CEP-3,2) quando comparado a caseina (2,6) (BOUNOUS & GOLD, 1991).

O relativo excesso de alguns aminoacidos essenciais (lisina, treonina, metionina,
isoleucina), apresentado pelas proteinas do soro, possibilita sua utilizagdo como um
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efetivo suplemento para proteinas vegetais, as quais sao frequentemente limitadas nesses
aminoacidos. Dessa forma, as proteinas do soro apresentam efeito favoravel sobre
proteinas comuns que apresentam CEP menor que 2,5 incluindo soja, améndoas, milho e
gluten do trigo (WALZEM et al., 2002).

As proteinas do soro tém sido reconhecidas como valiosos ingredientes alimentares
com importantes propriedades nutricionais e funcionais, que possuem elevada quantidade
de aminoacidos sulfurados, os quais apresentam fungdes antioxidantes (SINHA et al.,
2007).

A desnaturacido térmica das proteinas do soro do leite ocorre em temperaturas
superiores a 60 °C, ap6s trinta minutos de aquecimento. Ja a 95 °C verifica-se completa
desnaturagao térmica, sofrendo extensa transformagao conformacional com exposicao de
grupos nucleofilicos, altamente reativos, e de areas hidrofébicas (SGARBIERI, 1996).

As propriedades funcionais das proteinas do soro estao relacionadas a processos
de emulsificagcao, gelatinizacao, capacidade de ligagcdo com a agua, solubilizagao, poder
espulmante e desenvolvimento de viscosidade (KORHONEN et al., 1998). Tais
propriedades estdo relacionadas fundamentalmente, com suas caracteristicas fisicas,
quimicas e estruturais/conformacionais, que incluem: tamanho, composi¢ao, e sequéncia
aminoacidica, segmentos polipeptidicos do arranjo terciario e secundario, inter- e
intraligacdes cruzadas, flexibilidade em resposta a condi¢des externas (JOVANOVIC et al.,
2005).

Além disso, uma importante caracteristica que tem sido atribuida as proteinas do
soro é a sua capacidade de aumento da resposta imune através de uma maior producao
de glutationa celular. A glutationa, por sua vez, desempenha fungées metabdlicas como
antioxidante celular, protegendo contra efeitos deletérios de radicais livres e como
substrato para a enzima glutationa peroxidase com agao desintoxicante sobre o peréxido
de hidrogénio e outros hidroperdxidos (BRINK, 1996).

4.1.1 a-Lactoalbumina
A o-lactalbumina (a-LA) é uma proteina do soro globular compacta, acida, que
apresenta 14,2 kDa de massa molar. E estabilizada pelas quatro ligagdes dissulfidricas e

nao apresenta grupo tiol livre, entretanto, uma dessas ligagdes é mais sensivel a clivagem
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que as demais, devido a sua menor estabilidade inerente (JOVANOVIC et al.,, 2005;
CONSIDINI et al., 2007).

A a-LA é uma proteina ligante do calcio e apresenta alta afinidade por outros ions
metalicos, incluindo Zn+2, Mn+2, Cd+2, Cu+2 e Al+3. Essa proteina representa uma das
proteinas do complexo enzimatico da sintese de lactose que catalisa o ultimo ponto da
biossintese. Por essa razao, essa proteina € a de maior interesse em termos de controle
da secrecédo do leite (CONSIDINI et al., 2007). Entretanto, em valores de pH igual ou
inferior a 4,0, a a-LA encontra-se susceptivel a digestdo pela pepsina do estdmago
(LECTURE, 1998).

Essa proteina constitui-se de uma cadeia polipeptidica que apresenta 123 residuos
de aminoacidos, sendo 67 desses, aminoacidos essenciais que contém quatro ligagdes
dissulfidricas e ndo apresentam grupos sulfidril livres. Moléculas nativas de a-lactalbumina
apresentam dois dominios: um dominio longo a-helicoidal e um dominio curto p-folheados
gue se encontram conectados com calcios ligantes (JOVANOVIC et al., 2005).

A forma purificada da a-LA é usada comercialmente em formulas infantis devido a
sua similaridade estrutural e conformacional com as proteinas do leite materno, sendo
também utilizada em alimentos da nutricdo esportiva em razao do seu conteudo de
aminoacidos ramificados. Tais aminoacidos sao utilizados pelos musculos tanto para o
fornecimento de energia quanto para a sintese de proteinas, sendo também reportado
melhoria no desempenho fisico, mediante o consumo de dietas enriquecidas com os
aminoacidos de cadeia ramificada (WALZEM et al., 2002).

4.1.2 B-Lactoglobulina

A B-lactoglobulina (B-Lg) € a proteina globular que apresenta massa molar de 36,6
kDa com estrutura secundaria e terciaria definidas. E composta por 162 residuos de
aminoacidos; 84 desses sdo aminoacidos essenciais e quatro residuos de cisteina
(JOVANOQVIC et al., 2005).

Em valores de pH de 5,1 e 6,7 a B-lactoglobulina se apresenta como um dimero
estavel consistindo de duas unidades esféricas. Em valores de pH menor que 3,0 ou maior

que 8,0, os dimeros se dissociam em monémeros. Na faixa de pH entre 5,1 e 3,8 a B-
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lactoglobulina tende a formar octameros, a baixas temperaturas e elevadas concentracdes
de proteina (SGARBIERI, 1996).

O tratamento térmico da B-Lg em pH neutro, causa a dissociagdo da forma nativa
da proteina a dimero, sendo parcialmente desdobrada havendo sua desnaturagcdo e
agregacdo. A taxa e via metabdlica da dissociagdo € dependente da concentragdo da
proteina, do pH, temperatura e outros fatores.

Embora isolada ha 60 anos atras, a fungéo desta proteina, segundo WALZEM et al.,
(2002), ainda é desconhecida, mas ela se liga ao calcio e zinco e a uma variedade de
pequenas moléculas hidrofobicas. Entretanto, LECTURE (1998), em seu trabalho, atribuiu
a B-Lg a propriedade de transportar a provitamina A. De acordo com o autor, a estrutura
globular da p-Lg € extraordinariamente estavel aos acidos e enzimas proteoliticas do
estbmago, tornando-a um resistente carreador de retinol (provitamina A).

A alergenicidade das proteinas do leite esta associada a pB-Lg e afeta 1-2% das
criangas de idade inferior a 2 anos, entretanto, essa proteina nao esta presente no leite
humano (TORRES, 2005).

A presenga do aminoacido essencial cisteina, na pB-Lg é relevante devido a sua
propriedade de estimulo a sintese da glutationa, um tripeptideo anticarcinogénico
produzido pelo figado para a protegao contra tumores intestinais (LECTURE, 1998).

Fracdes enriquecidas de B-Lg tém sido utilizadas em produtos manufaturados de
carne e peixes, alimentos formulados, proteina acida fortificada através ou como
substituicdo do ovo branco (SMITHER et al., 1996).

4.2 Concentrado protéico do soro do leite (WPC)

Desde 1980, existe um grande interesse no estudo das proteinas do soro do leite
devido ao seu alto valor nutritivo e propriedades nutricionais. Com o advento de técnicas
de fracionamento por membrana incluindo ultrafiltracdo, osmose reversa, e microfiltragao,
foi possivel o desenvolvimento de produtos a base do soro do leite. Esses produtos
incluem a proteina do soro em pd, o concentrado protéico do soro (WPC), o isolado
protéico do soro (WPI), hidrolisado protéico do soro (WPH) dentre outros como a
lactoglobulina e lactalbumina puras (POPOVIC-VRANJES & VUJICIC, 1997).
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Os concentrados protéicos de soro (WPC) sédo produtos com teor protéico de 35-
80% e um conteudo lipidico maior que 4%. A presenca dos lipidios afeta as propriedades
funcionais do WPC e promove o desenvolvimento de reagdes de oxidagdo as quais
promovem o surgimento de off-flavor ou aroma desagradavel. Por essa razao, tém sido
desenvolvidos métodos para reduzir o conteudo lipidico em produtos de WPC. Um desses
meétodos € a precipitagao lipidica termocalcica que consiste na adicdo de ions calcio
divalentes a solugdo de WPC, com ajustamento do pH para valor de 7,3 e aquecimento da
solugdo final. O resultado é a agregacgéo e precipitagdo do complexo fosfolipoprotéico,
sendo removido por microfiltracdo e produzindo WPC com reduzido teor lipidico (0,5%)
(KARLESKIND et al., 1995).

A composicao dos produtos tipicos do soro esta representada na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3 - Composig¢ao centesimal dos produtos do soro do leite.

Soro em Po6 WPC 34 WPC 80 Lactoalbumina WPI

Proteina% 13 34 80 90 92
Lactose% 75 53 6 0,5 1

Cinzas% 8 7 3 0,5 2
Gorduras% 1 3 7 4 1
Umidade% 3 3 4 4 4

Fonte: HUFFMAN & HARPER (1999) WPC: concentrado protéico de soro; WPI= isolado protéico
de soro.

Os produtos do concentrado protéico do soro (WPC) existem no mercado em
concentracdes de proteinas que variam de 34% a 85%. Na denominacdo comercial, é
referido o teor aproximado de proteinas, assim o WPC80 tera um teor de proteinas
proximo a 80%. Os isolados protéicos do soro (WPI) tém, por norma, concentragdes
superiores e, em muitos casos, acima de 90% (HUFFMN & HARPER, 1999).

Nota-se uma consideravel variabilidade na composicdo dos WPCs 80 e WPlIs
existentes no mercado americano e europeu que € demonstrada na Tabela 3. Essa

variabilidade pode ser explicada pela composi¢ao inicial do soro, que depende da
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composicao do leite, e, sobretudo dos processos de obtengédo de queijo ou caseinas (DE
LA FUENTE et al., 2002).

Apesar do soro do leite apresentar nutrientes de alto valor bioldgico, sua utilizagéo
in natura € limitada devido a alta perecibilidade do material atribuida a alta diluicdo de
seus componentes e conteudo em minerais. Entretanto, diversas tecnologias de
processamento tém sido aplicadas nessa matéria- prima como forma de agregagao de

valor.

Dentre as referidas tecnologias inclui-se a separagdo por membranas que produz
proteinas nativas, sem impacto em suas propriedades funcionais e nutricionais, garantindo
assim sua utilizagdo como ingrediente na industria alimenticia (USHIKUBO et al., 2001;
ROMAN & SGARBIERI, 2005).

A producdo do concentrado protéico do soro inclui as etapas de clarificacao,
ultrafiltracado (permeavel), filtragdo e secagem (HUFFMAN & HARPER, 1999).

Originalmente, o WPC era utilizado nos Estados Unidos (USA) para reduzir a
poluicdo ambiental e na alimentagdo animal. Atualmente, o WPC vem ganhando espacgo
na utilizacdo como ingrediente alimentar (HUFFMAN & HARPER, 1999).

Enquanto os Estados Unidos (USA) focavam na produgdo do WPC com um
percentual protéico de 34%, outros paises buscavam desenvolver produtos com alta
concentracao protéica e propriedades funcionais especificas. Diversas aplicacdes tém sido
atribuidas utilizando-se WPC com alto teor protéico (acima de 80%) como, por exemplo,
em carnes, produtos de panificagdo, sopas, dentre outros (HUFFMAN & HARPER, 1999).

Alguns autores tém reportado a agao inibitéria das proteinas do soro (peptideos
bioativos) sobre a enzima conversora da angiotensina (ACE) e atividade hipotensiva em
animais e humanos (VAN DER VEM et al., 2002; VERMEIRSSEN et al., 2003). Em estudo
realizado por COSTA et al., (2007) foi verificado que o uso de isolados de soro submetido

ao tratamento térmico apresentou atividade inibitoria da ACE e atividade antihipertensiva.

Existem controvérsias em relacdo a atividade biolégica das proteinas do soro.
Alguns autores relataram que a atividade dessas proteinas depende da preservagao de
sua estrutura nativa (SMITHER et al., 1996), outros ja acreditam na ocorréncia de
peptideos bioativos de proteinas desnaturadas, sem, contudo especificar o grau de
desnaturacgao (FITZGERALD & MEISEL, 1999; TAKADA et al., 1997).
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O WPC apresenta uma concentragao protéica, estabilidade e conservacao das
caracteristicas fisico-quimicas superior ao soro do leite. Além disso, apresenta facilidade
de manipulagao laboratorial, o que justifica sua escolha como melhor forma da utilizagéo
das proteinas do soro (BRANS et al., 2004).

5 HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINAS

5.1 Importancia

A hidrélise enzimatica das proteinas produz peptideos de tamanhos diferentes e
aminoacidos livres, como resultado da clivagem das ligagcoes peptidicas (SINHA et al.,
2007).

As solucgdes de hidrolisados protéicos contendo di- e tripeptideos apresentam uma
osmolaridade menor do que as solugcdes de aminoacidos livres e, por isso sdo mais bem
toleradas por individuos com dificuldade de absorcdo (GONZALES-TELLO et al., 1994).
Além disso, a imunogenicidade dos hidrolisados protéicos € menor do que a apresentada
por proteinas e peptideos de elevado peso molecular. Dessa forma, os hidrolisados sao
bastante utilizados na alimentacdo de pessoas que apresentam dificuldades na absorgao
de proteinas, como idosos e criangas com diarréia e fibrose cistica (AUBES-DUFAU et al.,
1995).

De acordo com LAHL & BRAUN (1994), a hidrélise de proteinas alimentares
favorece as caracteristicas nutricionais da proteina, aumenta a vida de prateleira e confere
melhorias nas propriedades sensoriais devido a remog¢ao de odores e ingredientes toxicos
ou inibitérios.

O uso dos hidrolisados enzimaticos é destinado geralmente, a trés grandes grupos:
(1) formulagdes infantis para criangas que apresentam alergia a proteina intacta ou algum
problema causado por um erro inato do metabolismo; (2) formulagdes especiais para
adultos com funcgéo gastrintestinal prejudicada ou doengas em 6érgéos especificos; e (3)
suplementos nutricionais para facilitar a assimilacdo de nitrogénio (MIRA & MARQUEZ,
2000).
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Problemas de alergenicidade podem ocorrer na presencga de hidrolisados protéicos
e peptideos de alto peso molecular. Durante o processo de hidrélise pode haver o
aparecimento de sabor amargo que parece estar relacionado com a hidrofobicidade das
cadeias laterais e com a fonte protéica utilizada. Esses fatores desaparecem para
produtos formados por peptideos de massas molares inferiores a 1000 Da (OTANI et al.,
1990).

Estudos tém sido conduzidos na tentativa de identificar os fatores relacionados com
a ocorréncia do sabor amargo e desenvolver métodos para evitar o seu aparecimento.
Peptideos com sabor amargo apresentaram alto conteudo de aminoacidos hidrofébicos
(AUBES-DUFAU et al., 1995).

De acordo com FREITAS et al., (1998), o controle da quantidade da enzima
utilizada na hidrdlise pode favorecer a formagao de peptideos de massa molecular
maiores que aqueles responsaveis pelo desenvolvimento de sabor amargo. O trabalho de
MORAIS et al., (2004, 2005) realizado no laboratério de Bromatologia/Pesquisa utilizou o
encapsulamento em lipossomas e lipoesferas, sendo eficiente para mascarar o sabor

amargo de hidrolisados de caseina, obtidos pela acéo da papaina.

5.2 Processo de hidrolise

A hidrolise das proteinas pode ser conduzida por métodos acidos, alcalinos ou
enzimaticos, cujas vantagens e desvantagens irdo depender da forma de utilizagdo do

hidrolisado e objetivos a serem alcangados (SINHA et al., 2007).

A hidrélise acida e alcalina tende a ser um processo de dificil controle, e os
produtos obtidos apresentam qualidade nutricional reduzida. A hidrdlise quimica pode
formar substancias toxicas como a lisino-alanina devido a racemizagao dos aminoacidos,

reduzindo, assim, a qualidade nutricional dos produtos formados (GUADIX, et al., 2000).

O processo enzimatico de hidrélise apresenta inumeras vantagens em relacdo aos
métodos tradicionais (acido e alcalino). Dentre estas, vale ressaltar: a seletividade, uma
vez que as enzimas sao especificas para seus substratos, o que reduz a possibilidade do

aparecimento de produtos de degradacédo; condicdbes moderadas de temperatura

(40-60 °C) e pH (6-8); manutengdo do valor nutritivo, j& que ndo ocorre degradacio dos

aminoacidos, ao contrario da hidrélise acida que destréi triptofano e desamina os
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aminoacidos serina e treonina, e da hidrélise alcalina que elimina arginina e cisteina
(GUADIX et al., 2000).

A hidrélise enzimatica pode conduzir ao desenvolvimento de componentes
nutricionais biologicamente ativos, capazes de promover oportunidades de ganhos na
saude. Além disso, esse processo tem se destacado na melhoria das propriedades
funcionais das proteinas, tais como solubilidade, poder emulsificante, textura, tendo
grande aplicabilidade em varios produtos alimenticios (VOJDANI & WHITAKER, 1994).

Diversos trabalhos realizados no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa
empregaram a hidrélise enzimatica no intuito de elevar o teor de oligopeptidios de
hidrolisados protéicos (MORATO et al.,, 2000; MORAIS et al., 2005; BARBOSA et al.,
2004; LOPES et al., 2005; DELVIVO et al., 2006; SOARES et al., 2007; SILVA et al., 2007;
SOUZA et al., 2008; LOPES et al., 2008; AFONSO et al., 2008) ou de melhorar as
propriedades funcionais de proteinas (SILVA & SILVESTRE, 2003; BIZZOTO et al., 2005;
CAPOBIANGO et al., 2007).

5.3 Fatores interferentes

A otimizag&o do processo de hidrolise enzimatica depende do controle de diversas
variaveis como: pH, temperatura, tempo de hidrélise, tipo e concentragdo de matéria-
prima, relacéo enzima:substrato, inativacdo enzimatica ao final do processo (CANDIDO et
al., 1998). De acordo com CLEMENTE (2000), dentre os fatores que devem ser levados
em consideragcdo para a obtengao de hidrolisados protéicos com caracteristicas fisicas,
quimicas e nutricionais definidas s&o: a fonte protéica, enzimas proteoliticas apropriadas e

o desenvolvimento de processos pos-hidrolise.

A escolha da enzima proteolitica € muito importante, uma vez que sua agao
especifica ira influenciar a composicao final dos produtos de hidrdlise, principalmente com
relacdo ao tamanho médio dos peptideos e teor de aminoacidos livres desejaveis (HAQUE
& MOZAFFAR, 1992).

De acordo com SCHIMIDT & POOL (1991), o processo de hidrélise da a-La
utilizando-se diferentes enzimas, variou com a composi¢cao do meio (presenga de Ca+),

temperatura de incubacgao e grau de desnaturagéo da proteina.
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PINTADO et al., (1999) verificaram significativas diferencas na agdo das enzimas
Aspergillus niger e a ftripsina, em termos de performance catalitica, ao analisar a

concentragdo total de aminoacidos livres dos hidrolisados.

Entretanto, diferentes enzimas (alcalase, pancreatina e mistura de enzimas
proteoliticas) apresentaram resultados similares de hidrolise das principais proteinas do
soro do leite (a-La e a B-Lg), em relagdo ao tamanho médio dos peptideos formados.
Esses resultados estdo de acordo com os de CHOBERT et al. (1988) que, empregando
duas enzimas diferentes (tripsina e protease V8 (S. aureus), na hidrolise da caseina, nédo
observaram variagées no tamanho dos peptideos obtidos nos dois processos.

Em trabalho realizado por SILVESTRE et al., (1994b), empregando-se as mesmas
condi¢cbdes hidroliticas, o hidrolisado preparado com pancreatina, apresentou maior
conteudo de peptideos nas fragbes cromatograficas do que aquele preparado com
tripsina, exceto a fragdo de grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos).

De acordo com KILARA (1985), o tempo requerido para atingir um determinado
grau de hidrolise diminui exponencialmente com o crescente aumento da temperatura da
reacao, até o momento em que a inativagdo enzimatica pelo calor se torna significativa.
Em calor de desnaturagcdo ocorre uma perda gradual das propriedades cataliticas da
enzima, sendo crescente a taxa de inativagdo com o aumento da temperatura (REED,
1975).

A acao do calor sobre a atividade enzimatica tem sido utilizada por alguns autores,
visando a interrup¢ao da reacgao hidrolitica, empregando-se temperaturas na faixa de 80 a
90 °C, por 10 a 20 min (SILVESTRE et al., 1993; MORATO et al., 2000).

A relagcdo enzima: substrato (E:S) interfere no processo de hidrélise tanto na
velocidade da reagao quanto no tamanho dos peptideos formados no final do processo
(GAUTHIER et al., 1986).

SILVESTRE et al., (1994b), comparando dois hidrolisados pancreaticos de caseina,
mostraram que uma reducdo na relacdao E:S de 1:25 para 1:200 levou a um maior
conteudo de grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos), € a uma menor proporgao
de peptideos médios (4 a 7 residuos de aminoacidos) e aminoacidos livres. Por outro lado,

o teor de di- e tripeptideos permaneceu inalterado.
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Ja SCHIMIDT & POOL (1991), utilizando enzimas diferentes, verificaram que a
reducdo da relagcdo E:S de 1:100 para 1:1000, aumentou ou diminuiu a velocidade de
hidrdlise da a-La e/ou da pB-Lg dependendo da enzima utilizada.

Um outro fator que deve ser controlado € o grau de hidrélise (SILVESTRE et al.,
1993). Esse representa a relagdo entre o numero de aminoacidos livres e o conteudo total
de aminoacidos, indicando o percentual de clivagem das ligagbes peptidicas
(NEVES et al., 2004).

Muitos processos pés-hidrélise tém sido utilizados para a produgao de hidrolisados
protéicos com caracteristicas desejaveis. Um dos aspectos a ser considerado relaciona-se
com o tamanho dos peptideos resultantes. Neste contexto, a ultrafiltracdo apresenta
resultados eficientes para a remocao de peptideos e proteinas de alto peso molecular
(CLEMENTE & CHAMBERS, 2000).

5.4 Proteases

De acordo com o sistema internacional de nomenclatura as enzimas proteoliticas,
pertencem a subclasse 4 da classe 3 (EC 3.4 Peptideo hidrolase). Essas enzimas
pertencem a um grupo grande e complexo e diferem entre si por suas especificidades pelo
substrato, sitio ativo, mecanismo catalitico, perfis de estabilidade e atividade quanto a
temperatura e ao pH (BEYNON & BOND, 2001).

Em relacdo ao mecanismo de hidrdlise, as enzimas proteoliticas sao classificadas
em endopeptidases e exoproteases. As endopeptidases hidrolisam as ligagdes peptidicas
das moléculas de proteina até determinado nivel, dando origem a peptideos de cadeia
longa. Ja as exopeptidases removem sistematicamente aminoacidos da porgdo N terminal
e C terminal das ligagdes peptidicas terminais, através da hidrolise (CLEMENTE, 2000).

A associacao de enzimas introduzidas na reacdo, simultdnea ou sucessivamente,
pode conduzir a um grau de hidrolise superior aquele obtido com uma unica enzima, o que
demonstra um carater de agdo sinérgica ou complementar. Assim, na produgcédo de
hidrolisados, enzimas de ampla especificidade tém sido utilizadas em associagoes,
levando a uma hidrélise extensa, com a obtengao de pequenos peptideos e aminoacidos
(SILVESTRE et al., 1993).
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A associagdo de enzimas foi empregada em alguns estudos realizados no
Laboratério de Bromatologia/Pesquisa, como por exemplo, MORATO et al. (2000), que
utilizaram a associagdo das enzimas tripsina e subtilisina; CARREIRA et al. (2001), que
empregaram as enzimas tripsina, subtilisina e pepsina, associadas; LOPES et al. (2005)
que associaram papaina e protease do Aspergillus oryzae e SOARES et al. (2006) que
fizeram as associagdes papaina/protease do Aspergillus oryzae e pepsina/protease do
Aspergillus oryzae.

As enzimas proteoliticas podem ser provenientes de plantas, animais ou
microorganismos. Os microrganismos proteoliticos parecem ser as mais promissoras
fontes de proteases, por produzirem uma maior variedade de enzimas especificas, em
comparacgao as plantas ou aos animais (DINIZ & MARTIN, 1999).

Existem também certas desvantagens no uso das enzimas proteoliticas. Entre elas
pode-se citar sua instabilidade ou alteracdo da atividade sob certas condicbes de pH,
temperatura e concentragao de substrato, além da dificil recuperagao apoés o uso (DINIZ &
MARTIN, 1999).

Aproximadamente 60% do total das enzimas industriais sdo proteases, empregadas
na industria de alimentos como auxiliares no processamento de cerveja, vinho, cereais,
laticinios, chocolate, produtos a base de ovos, produtos a base de carne e de peixe,
legumes e na producédo de proteina hidrolisada e flavorizante (FURLAN & OETTERER,
2002).

As primeiras enzimas proteoliticas utilizadas na industria alimenticia foram as
proteases pancreaticas de origem animal, no entanto, as de origem bacteriana ou fungica
tém adquirido maior importancia. Outros possiveis usos para essas enzimas na industria
de alimentos sdo baseados em suas propriedades inerentes, como a elevada atividade
molecular em baixas temperaturas, a habilidade para catalisar hidrélises de proteinas
nativas e a atenuacao da desnaturacao pelo calor. Além disso, as enzimas proteoliticas de
animais marinhos sao preferidas para aplicagcbes especificas, em relacdo as fontes
convencionais microbiana, vegetal e animal (FURLAN & OETTERER, 2002).
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5.5 Algumas Proteases comerciais

Existem no mercado diversas proteases, apresentadas, geralmente como misturas
de enzimas, sendo vendidas na forma liquida ou em pd. A comercializagdo dessas
enzimas, com o intuito de utilizagcdo no processamento de alimentos, apresenta como pré-
requisito a aprovagao por organismos internacionais (FAO/WHO e FCC-Food Chemical
Codex) e, no Brasil, pela ANVISA (BRASIL, 2005). Essas enzimas s&o provenientes de
microrganismos ou vegetais, e diferem entre si por suas especificidades pelo substrato,
sitio ativo e mecanismo catalitico, perfis de estabilidade e atividade quanto a temperatura
e ao pH (BEYNON & BOND, 2001). Algumas caracteristicas das proteases comerciais que
foram utilizadas no presente trabalho, estdo apresentadas abaixo.

5.5.1 Protezyn L

A Protezyn L é produzida pela Prozyn (Sdo Paulo, SP, Brasil), obtida de cepas do
Bacilus subtillis, classificada como endopeptidase. Segundo a Prozyn, esta enzima
apresenta estabilidade de atuagcdo na faixa de pH de 8 a 12 e temperatura 6tima de
atuagdo de 50 a 60°C. E comercializada na forma de um liquido marrom, com cheiro

caracteristico, com densidade de 1,05 a 1,15 g/mL.
5.5.2 Corolase LAP

Segundo dados do fabricante (AB ENZYMES, Barueri, SP, Brasil), a Corolase® LAP
€ um preparado enzimatico proteolitico, contendo exclusivamente atividade de
exopeptidase. Esta enzima € um produto derivado do Aspergillus sojae (EC 3.4.11.1), e
classifica-se no grupo das metalo-proteases, apresentando um ion metalico no seu centro
ativo, o qual participa do mecanismo catalitico.

Ainda, de acordo com a AB ENZYMES (2001), a Corolase® LAP ¢é
preferencialmente utilizada em conjunto com outras proteases para hidrélise de proteinas
de origem animal e vegetal, como por exemplo, caseina, proteina de soro de leite, soja,
etc. Apresenta atividade de atuacao 6tima na faixa de pH entre 6 e 9 e temperatura de 50
a 70 °C. O produto é comercializado na forma de um liquido marrom claro com cheiro

caracteristico, com densidade igual a 1,2 g/mL.
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5.5.3 Protemax N200

A Protemax® N200 (Prozyn; Sdo Paulo, SP, Brasil), de origem microbiana derivada
de cepas Bacillus subtilis, apresenta como caracteristica a capacidade de hidrolisar
diferentes fontes protéicas em peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos.

Segundo a Prozyn, esta enzima ¢€ classificada como uma subtilisina
(EC 3.4.21.62), sendo uma serino-protease, portanto uma endopeptidase, que exibe
atividade catalitica na faixa de pH de 7 a 10. Todas as endopeptidases apresentam em
comum acido aspartico, histidina e serina no sitio ativo (BEYNON & BOND, 2001).

Os beneficios desta protease estdo relacionados com a alta velocidade e
especificidade para degradar proteinas, além de possuir alta solubilidade. O produto é
comercializado sob a forma de um pé fino, de cor branca e totalmente soluvel em agua
(PROZYN, 2005).

5.5.4 Corolase L10

A Corolase® L10 é um preparado enzimatico obtido a partir da Papaya carica,
produzido pela AB ENZYMES (Barueri, SP, Brasil), sendo, portanto, uma papaina.
Possibilita uma hidrdlise protéica de alta eficiéncia e baixo custo. Possui ampla faixa de pH
de atuagdo (3<pH<9), adaptando-se aos mais diversos processos. Apresenta estabilidade
em temperaturas de 60 a 80°C e sua inibigdo ocorre na presenga de agentes sulfidrilicos.

Segundo a AB ENZYMES (2003) a Corolase® L10 é uma cisteino-protease
(EC 3.4.22.2) e apresenta beneficios, tais como alta velocidade e especificidade para
degradar proteinas e elevada solubilidade. O produto € comercializado sob a forma de um

liquido amarelo claro com cheiro caracteristico, com densidade igual a 1,2 g/mL.
5.5.5 Protemax N411

A Protemax N411 é uma neutrase, produzida pela Prozyn (S&o Paulo, SP, Brasil),
oriunda do Bacillus amyloquefaciens. De acordo com as especificagbes técnicas da
Prozyn, a Protemax N411 apresenta atuagdo em ampla faixa de pH (4,5 a 7,5), e sua
temperatura 6tima de acdo é de 55°C. E comercializada na forma liquida, apresentando
densidade de 1,28 g/mL.

47



5.5.6 Corolase PP

Corolase® PP é um preparado enzimatico proteolitico, obtido de pancreas suino,
composto por varias enzimas proteoliticas (tripsina, quimiotripsina, amino e
carboxipeptidase). De acordo com seu fabricante, a AB ENZYMES (Barueri, SP, Brasil), o
produto & comercializado sob a forma sodlida, apresenta coloracdo bege e cheiro
caracteristico. As proteases pancreaticas sdo divididas em serino-proteases (tripsina e
quimiotripsina) e metalo-proteases (carboxipeptidases A e B) (HINSBERGER & SANDHU,
2004).

A ftripsina catalisa apenas a hidrolise das ligagbes peptidicas em que o0 grupo
carbonila (-CO) é fornecido pela arginina ou lisina. A quimiotripsina hidrolisa ligagdes
peptidicas em que o referido grupo é fornecido pela Phe, Tyr e Trp (SGARBIERI, 1996;
HINSBERGER & SANDHU, 2004).

A carboxipeptidase A (EC 3.4.17.1) é uma exopeptidase produzida no pancreas de
animais superiores como um composto de trés cadeias polipeptidicas, que, por ativagao
com tripsina, produz a enzima com uma unica cadeia polipeptidica, contendo 307 residuos
de aminoacidos. O pancreas produz também outro zimogénio que, por ativagédo, produz a
carboxipeptidase B. As duas enzimas s&o similares nos detalhes gerais do mecanismo
catalitico, ou seja, ambas requerem que o grupo carboxilico do residuo carboxi-terminal
esteja livie e ambas possuem Zn?* no sitio ativo, essencial para a atividade catalitica.
Entretanto, possuem especificidades bem diferentes, uma vez que a carboxipeptidase B
hidrolisa ligagdes peptidicas contendo arginina e lisina carboxi-terminais, enquanto que a
carboxipeptidase A requer que os residuos carboxi-terminais ndo sejam arginina, lisina ou
prolina (WHITAKER, 1994).

5.5.7 Corolase TS

A Corolase® TS, derivada de Bacillus stearothermophilus, é um preparado
enzimatico proteolitico que possui atividade exclusiva de endopeptidase. Segundo seu
fabricante, a AB ENZYMES (Barueri, SP, Brasil), a Corolase TS apresenta melhor
desempenho em valores de pH neutro a ligeiramente alcalino, com pH 6timo igual a 8,0.
Além disso, apresenta excelente estabilidade térmica, podendo ser utilizada em reagdes

com elevada temperatura. E comercializada sob a forma liquida, apresentando coloragéo
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marrom clara e cheiro caracteristico, com densidade igual a 1,15 g/mL (AB ENZYMES,
2002).

5.5.8 Flavourzyme

A Flavourzyme € uma enzima mista, ou seja, atua como endo e exopeptidase,
sendo obtida a partir de cepas do Aspegillus oryzae. Apresenta estabilidade na faixa de
pH de 5 a 7, e temperatura étima de atuacdo de 55°C. E comercializada na forma liquida,

apresentando coloragdo marrom escuro, cheiro caracteristico e densidade de 1,18 g/mL.

6. REMOGAO DA FENILALANINA

6.1 Métodos de remogao

Diversos métodos foram desenvolvidos para remover a fenilalanina de proteinas
hidrolisadas (MIRA e MARQUEZ, 2000).

De acordo com SHIMAMURA et al. (1999) os métodos utilizados para a remocéao da
Phe, baseiam-se na liberagdo deste aminoacido por tratamento quimico ou enzimatico,

sendo posteriormente removido por processos diferenciados.

Em alguns trabalhos foram produzidos peptideos com baixo teor de Phe em escala
laboratorial, outros ainda em escala piloto. A remog¢do da Phe foi realizada segundo
técnicas e procedimentos diferenciados, como: uso de carvao ativado, peneira molecular,
cromatografia de troca ibnica, biorreator com células imobilizadas de Rhodotorula glutinis,
ou por filme de membrana liquida (LOPEZ-BAJONERO et al.,1991).

A enzima fenilalanina amonio-liase € capaz de reduzir os niveis de Phe plasmaticos
através da desaminacdo da fenilalanina a acido cinamico e amdnia, que podem ser

excretados na urina. Entretanto, a utilizagcdo desta enzima para a obtencdo de produtos
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alimenticios isentos de fenilalanina ainda é desconhecida (MACDONALD & D'’CUNHA,
2007).

MOSZCZYNSKI & IDIZIAK (1993) avaliaram a eficiéncia da remoc¢ao da fenilalanina
através dos seguintes métodos: uso de carvao ativado, resinas de troca idnica e exclusao
molecular. Esses autores obtiveram uma maior remocao da fenilalanina através do uso do
carvao ativado (90% de Phe removida), de hidrolisados de caseina, os quais foram
preparados utilizando a associacdo das enzimas quimiotripsina, carboxipeptidase A e

leucina aminopeptidase.

Em estudos realizados no mesmo laboratério do presente trabalho, o carvao ativado
foi utilizado com eficiéncia na remogao de Phe (valores superiores a 90%) de diversas
fontes protéicas, tais como leite (SOARES et al, 2006; LOPES et al, 2007), soro de leite
(DELVIVO et al, 2006; SILVA et al, 2007), arroz em graos (LOPES et al, 2008), fuba de
milho (CAPOBIANGO et al., 2007), farinha de arroz (SILVESTRE et al., 2008) e feijao
(LOPES Jr., 2008). Uma resina de adsorcao foi, igualmente, utilizada por este mesmo
grupo de pesquisa na remogao de Phe de soro de leite, tendo levado a resultados
inferiores (95%) aos obtidos com o emprego do carvdo ativado (99%) (LOPES et al.,
2007).

6.2 Avaliacao da eficiéncia da remogao

A avaliagao da eficiéncia da remocao de Phe é realizada pela sua quantificagao na
matéria-prima, assim como em suas proteinas hidrolisadas, apés emprego de um meio
adsorvente.

Varios métodos sao descritos na literatura para a quantificagdo de Phe, tais como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa (ZEZZA et al., 1992),
HPLC de troca ibnica (FANG et al.,1992) e sensor enzimatico de
membrana (SHIMAMURA et al., 1999)

Outro método cromatografico foi desenvolvido no laboratério do presente trabalho,
baseado na cromatografia de interagdo hidrofilica (HILIC), que permitiu a determinacgao,
nao apenas da Phe, mas dos demais aminoacidos essenciais (CARREIRA et al., 2002).

A espectrofotometria derivada segunda (EDS) representa uma outra alternativa

reportada na literatura para a quantificacdo de Phe, pois trata-se uma técnica analitica
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simples, rapida e de custo relativamente baixo, tendo sido considerada, por varios autores
como um método quantitativo e qualitativo vantajoso, de grande utilidade. Baseia-se na
derivacdo do espectro de absor¢gdo normal dos compostos analisados, originando picos
negativos sendo que os correspondentes a fenilalanina vao de 250 a 280 nm, do triptofano
de 285 a 295 e da tirosina de 300 a 310 (O'HARVER, 1979; RAGONE et al., 1984;
GRANT & BHATTACHARYYA, 1985; ROJAS et al., 1988).

Varios autores utilizaram esta técnica. Assim, ICHIKAWA & TERADA (1977, 1979,
1981) relataram a eficiéncia da EDS para medir Phe em proteinas ou em proteinas
hidrolisadas. Estes autores, primeiramente, examinaram residuos de Phe em proteinas e
demonstraram que entre 245 e 270 nm os residuos de aminoacidos de tirosina e triptofano
nao causam diferenga significativa nas propriedades da Phe. Dois anos mais tarde,
determinaram a Phe, por este método, em proteinas desnaturadas, encontrando
resultados que concordavam com os descritos na literatura. Varios autores tém relatado a
grande confiabilidade do uso da EDS, entre 245 e 270 nm para quantificar os residuos de
Phe em proteinas, desde que as variaveis como o pH e a adi¢gao de outras substancias
sejam controladas (BRANDTS & KAPLAN, 1973; O'HAVER, 1979; MATSUSHIMA et al.,
1975; ICHIKAWA & TERADA, 1977, 1979; CAHILL & PADERA, 1980; ICHIKAWA &
TERADA, 1981a,b; GRANT & BHATTACHARYYA, 1985; ROJAS et al., 1988).

Em estudos realizados no mesmo laboratério do presente trabalho, a EDS foi
utilizada para a quantificagcdo de Phe em varias fontes protéicas, tais como leite em po
(LOPES et al., 2006; SOARES et al., 2006), soro de leite (LOPES et al., 2007; SILVA et
al., 2007), arroz em grao (LOPES et al., 2008), fuba de milho (CAPOBIANGO et al., 2007),
farinha de arroz (SILVESTRE et al., 2009) e feijao (LOPES Jr., 2008).

7 CARACTERIZAGAO DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

A caracterizagao do hidrolisado protéico apresenta, normalmente, um dos seguintes
objetivos: determinagcdo do grau de hidrdlise; avaliagdo da distribuicdo dos peptideos de
acordo com o tamanho da cadeia; identificacdo de peptideos bioativos; determinagao da

especificidade de novas endoproteases; verificagdo e localizagdo de modificacdes
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quimicas na estrutura primaria dos peptideos, nomeadamente, alteracbes nas cadeias
laterais de alguns aminoacidos e glicacdo dos aminoacidos por agucares redutores
(LEONII et al., 2000).

Neste trabalho, a caracterizagdo dos hidrolisados protéicos envolveu, apenas, dois
dos objetivos citados acima, ou seja, a determinagédo do grau de hidrélise e a distribuicéo
dos peptideos; de acordo com o tamanho da cadeia. Portanto, abaixo, estdo descritos os

meétodos utilizados para a avaliagao destes dois parametros.
7.1 Grau de Hidrdlise

Para o acompanhamento e controle da hidrélise de proteinas, € necessaria a
avaliagdo do grau de hidrélise (GH), que se define como o percentual de rompimento das

ligacbes peptidicas de uma proteina, podendo ser expresso através da razao:

nitrogénio a-aminado (NA)
nitrogénio total (NT)

%GH = 100

sendo:

-GH= percentual de grau de hidrolise.

-NA=nitrogénio a-aminado (correspondente as ligagbes peptidicas clivadas da
proteina).

-NT=nitrogénio total (considerado o total de ligagdes peptidicas da proteina).

Os diferentes métodos utilizados para medir o GH baseiam-se, principalmente, em
trés fundamentos: na determinagdo do nitrogénio soluvel, apds precipitacdo da proteina
com acido tricloroacético; na determinagdo de grupos amino livres ou na determinagéo de
prétons liberados apés ruptura das ligagdes peptidicas em determinados valores de pH.

Para a determinagcdo do GH através do nitrogénio soluvel, as técnicas mais
utilizadas sdo: o método de Kjeldhal (AOAC, 1995); a reagao de Biureto (Hung et al.,
1984) ou através da determinagéo de peptideos contendo grupos aromaticos, por meio da
técnica da espectrofotometria na regido UV. A determinacdo dos grupos amino livres,

pode ser realizada através de sua reagao com substancias quimicas, tais como ninidrina,
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acido tricloroacético (TNBS) ou ortofenillaldeido (OPA), e a medida espectrofotométrica
dos produtos formados.

O controle da hidrolise enzimatica das proteinas em pH alcalino pode ser realizado,
de forma sensivel e precisa, através da medida do consumo de base, necessaria para
manter constante o pH na reacdo de hidrolise (ADLER-NISSEN, 1986). Entretanto, o
consumo da quantidade de base ndo esta diretamente relacionado com o grau de
hidrolise, sendo necessario o conhecimento de outros parametros, como o pK médio dos
grupamentos amino liberados na hidrolise (CAMACHO et al., 2001).

A quantificagdo do grau de hidrélise, através da determinagdo de grupos amino
liberados durante a hidrolise na presenca de formol, é relevante, devido a sua eficacia,
rapidez e reduzidos custos. O método de SORENSEN (A.O.A.C., 1995), baseado na
titulagdo com formol, determina o grau de hidrdlise por meio da relagdo do nitrogénio
a-aminado (sendo considerado o numero de ligagdes peptidicas clivadas pelas proteinas),
e o nitrogénio total (considerado o numero total de ligagbes peptidicas) (NILSANG et al.,
2005).

7.2 Perfil Peptidico

Diversos métodos tém sido relatados na literatura visando o fracionamento de
hidrolisados protéicos. Atualmente, em escala laboratorial, as técnicas cromatograficas
sdo as mais utilizadas para a caracterizacdo de hidrolisados. Para avaliacdo da
distribuicdo dos peptideos de acordo com o tamanho da cadeia, a cromatografia liquida de
alta performance de exclusdo molecular (SE-HPLC), baseada nas diferengcas de volumes
hidrodindmicos das moléculas, tem sido largamente utilizada. A cromatografia liquida de
alta performance de fase reversa (RP-HPLC), baseada na diferenca da hidrofobicidade,
vem sendo, igualmente, empregada na caracterizacdo de hidrolisados protéicos, sendo
possivel, através do perfil cromatografico, prever a distribuicdo dos pesos moleculares dos
peptideos (VAN DER VEN et al. 2002). Esta técnica, ao ser utilizada por LEMIEUX et al.,
(1991), mostrou ser eficiente para separar peptideos de hidrolisados protéicos de caseina
obtidos pela acdo da tripsina e quimiotripsina, além de fornecer algumas informacgdes
sobre a sua hidrofobicidade ou hidrofilicidade. A cromatografia de troca i6nica (IE-HPLC),

baseada na separagédo de cargas das moléculas, ou aquela fundamentada na afinidade
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especifica por determinados ligantes (LE-HPLC), é outro método que, também, tem sido
utilizado para analisar os hidrolisados protéicos (VAN DER VEN et al. 2002).

A combinagao de SE-HPLC e AE-HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia de
troca ibnica) mostrou grande sucesso na separagdo de peptideos fosforilados e
desfosforilados no hidrolisado de caseina, além da identificagcdo de mais de 200 destes
compostos (LEMIEUX & PIOT, 1990).

O fracionamento de oligopeptideos apresenta problemas, ainda mais complexos,
pois envolve a interagdo com o suporte cromatografico. SILVESTRE et al. (1994a)
desenvolveram um método eficiente para este fim, empregando uma coluna
cromatografica de exclusdo molecular contendo o complexo poli (2-hidroxietil-
aspartamido)-silica (PHEA), que lhes possibilitou separar peptideos com massas
moleculares menores do que 1000Daltons.

A espectrofotometria derivada segunda (EDS) foi empregada por SILVESTRE et al.
(1993) para analisar hidrolisados de caseina. Com este método, os autores estimaram o
grau de hidrolise e a homogeneidade do hidrolisado (presenga de hidrolisado protéico ou
mistura de aminoacidos). Essa técnica ja foi empregada, no mesmo laboratério onde foi
realizado o presente projeto, para a avaliagcdo do grau de encapsulagao de hidrolisados
enzimaticos de caseina (MORAIS et al., 2004), como também para a determinagao de
aminoacidos aromaticos de hidrolisados enzimaticos de leite em pé (SOARES et al., 2006;
LOPES et al., 2005), de soro de leite (SILVA et al., 2007; DE MARCO et al. 2005) e de
arroz (BIZZOTTO et al., 2006).
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TRABALHO EXPERIMENTAL

1 APRESENTAGAO

A parte experimental deste trabalho estd apresentada na forma de fluxograma, nas
Figuras 1 e 2. Os resultados foram divididos em dois capitulos e redigidos sob a forma de
artigos cientificos.

O primeiro capitulo refere-se a obtencdo de hidrolisados protéicos a partir do
concentrado protéico do soro do leite (WPC), com baixo teor de fenilalanina. Inicialmente,
foi realizada a determinacdo da composicdo centesimal do WPC. A partir disso, foram
preparados, enzimaticamente, hidrolisados protéicos, sob diversas condigdes de reacao.
As variaveis empregadas foram: tipo de enzima, relagdo E:S, concentracdo da matéria-
prima e tempo de hidrélise. Utilizou-se o carvao ativado (CA) para remogao da fenilalanina
dos hidrolisados protéicos, e a eficiéncia da remocao foi avaliada pela espectrofotometria
derivada segunda (EDS), determinando-se o teor de fenilalanina livre na matéria-prima
inicial e nos hidrolisados do WPC apds tratamento com o CA.

O segundo capitulo refere-se a caracterizagdo dos hidrolisados protéicos do WPC
quanto ao grau de hidrdlise e perfil peptidico, tendo sido avaliado o efeito dos seguintes
parametros: tipo de enzima, relacido enzima:substrato e concentragao da matéria-prima. O
grau de hidrdlise foi determinado por meio da relagdo entre os teores de nitrogénio a-
aminado e total. A analise do perfil peptidico envolveu o fracionamento dos hidrolisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular e, para a quantificagcao
dos componentes das fracdes cromatograficas, empregou-se o método rapido da Area
Corrigida da Fracao. Além disso, foi verificada a existéncia de correlagao entre o grau de

hidrolise e o perfil peptidico utilizando-se o coeficiente de correlagao de Pearson.
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Capitulo |

Concentrado protéico do soro

do leite
(WPC)

l

\{

Determinagao da
composi¢ao quimica

Hidrolise acida

!

l

Preparo de hidrolisados
enzimaticos do WPC

Medida do teor
de Phe por EDS

l

¢

Tratamento com
carvao ativado

Hidrolise acida
Medida do teor
de Phe por EDS

h 4

Calculo do percentual
de remocgao de Phe

Figura 2 - Principais etapas do trabalho experimental do Capitulo I.
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Capitulo Il

Hidrolisados enzimaticos do
WPC

l

Determinacgao do
Grau de Hidrolise

l

Fracionamento dos
peptideos por
SE-HPLC em coluna
PHEA'

'

Quantificacao dos
peptideos pelo
Método da ACF?

'

Caracterizagao do
perfil peptidico

'SE-HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular (SILVESTRE et al., 1994a).

'

Correlagao entre o
grau de hidrélise e o
perfil peptidico

2ACF: método rapido da area corrigida da fragdo (SILVESTRE et al., 1994b).

Figura 3 - Principais etapas do trabalho experimental do Capitulo Il
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Capitulo |

OBTENGAO DE HIDROLISADOS ENZIMATICOS DO
CONCENTRADO PROTEICO DO SORO DE LEITE COM BAIXO
TEOR DE FENILALANINA

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a obtengao de hidrolisados enzimaticos a partir do
concentrado protéico do soro do leite (WPC), servindo como alimento ou ingrediente
alimentar na dieta de fenilcetonuricos. Foram preparados 17 hidrolisados enzimaticos,
avaliando-se o efeito de alguns parametros, como tipo de enzima, relagéo
enzima:substrato (E:S), concentragdo da matéria-prima e tempo de hidrélise. O carvao
ativado foi utilizado como meio adsorvente, e mostrou-se eficaz na remocédo da Phe,
obtendo-se percentuais acima de 70%. O melhor resultado foi encontrado utilizando-se a
pancreatina na relagao E:S de 1:100, com a concentracdo da matéria prima de 10% (p/v)
apos 5 horas de hidrdlise, tendo atingido 81,3% de remocéao e o teor final de Phe de 394,1

mg/100g de hidrolisado.

Palavras-chave: Concentrado protéico do soro do leite; hidrolise enzimatica; fenilalanina;

fenilcetonduria.
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ABSTRACT

PREPARATION OF WHEY PROTEIN CONCENTRATE HYDROLYSATES WITH LOW
PHENYLALANINE CONTENT. The objective of this work was to prepare enzymatic
hydrolysates from whey protein concentrate (WPC) with low phenylalanine (Phe) content,
serving as food or ingredient in the phenylketonuric’'s diet. Seventeen enzymatic
hydrolysates were prepared and the effect of some parameters, such as type of enzyme;
enzyme:substrate ratio; substrate concentration and time of hydrolyse was evaluated. The
activated carbon was used as adsorbent and showed to be efficient for removing Phe,
leading to values above 70%. The best results were found using a pancreatin in a E:S ratio
of 1:100, a substrate concentration of 10% (w/v) after 5 hours of hydrolysis, obtaining

81.3% of removal and a final Phe content of 394.1 mg/ 100g of hydrolysate.

Key words: Whey protein concentrate; enzymatic hydrolysis; phenylalanine;

phenilketonuria.
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1 INTRODUGAO

A fenilcetonuria (PKU) € uma doenga genética causada pela mutagdo do gene que
codifica a enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), ativa no figado e responsavel pela
transformacdo da fenilalanina (Phe) em tirosina (Tyr) (STRYER, 1996; LOPEZ-
BAJONERO et al.,, 1991; MARTINS et al.,, 1993). A deficiéncia ou inatividade da PAH
resulta no acumulo da Phe e seus metabdlitos no sangue e outros tecidos, acarretando
retardo mental, microcefalia, hiperatividade, ou comportamento autista, tremor, falhas de
crescimento, convulsdes, menor pigmentacdo da pele e cabelos e odor caracteristico na
urina (MIRA & MARQUEZ, 2000).

A incidéncia da fenilcetonuria é bastante variavel, abrangendo numeros que vao de
1:3.000 nascidos vivos na Turquia até 1:60.000 no Japdo. Nos Estados Unidos, a
fenilcetonuria atinge aproximadamente uma crianga para cada 15.000 nascidas. No Brasil,
a prevaléncia gira em torno de 1:15.000 a 1:20.000 nascidos vivos (BRASIL, 2004).

O tratamento para a PKU consiste, acima de tudo, numa dieta pobre em Phe, que
deve ser iniciada o mais precocemente possivel e mantida por toda a vida (LOPEZ-
BAJONERO et al.,, 1991; MARTINS et al.,, 1993; SHIMAMURA et al., 1999; MIRA &
MARQUEZ, 2000). As necessidades protéicas dos fenilcetonuricos s&o, geralmente,
supridas pelas misturas de aminoacidos livres, isentas de fenilalanina, disponiveis no
mercado, podendo ser acrescidas de outros nutrientes. Entretanto, essas misturas
possuem odor e paladar desagradaveis, sdo monoétonas, dispendiosas, hiperosmaticas,
além de apresentarem elevado custo (MIRA & MARQUEZ, 2000, GUADIX et al., 2000).

Dessa forma, os hidrolisados protéicos isentos ou com baixo teor de fenilalanina,
constituem boa alternativa para o tratamento dos fenilcetonuricos, pois, apresentam
melhor tolerancia, sabor e odor agradavel e menor osmolaridade (MILUPA, 1995; MIRA &
MARQUEZ, 2000).

As formulagdes especiais descritas na literatura para fenilcetonuricos séao
elaboradas a partir de fontes protéicas como caseina e concentrado protéico do soro
(KITAGAWA et al., 1987; LOPEZ-BAJONERO, et al., 1991). O concentrado protéico do
soro de leite (WPC) foi a matéria-prima de escolha do presente trabalho por apresentar

69



alto teor protéico (34%) e conter proteinas de elevado valor nutricional e bioldgico
(HUFFMAN & HARPER, 1999; BRANS et al., 2004).

O WPC é um produto originado da separagdo em membranas das proteinas do
soro do leite, podendo apresentar de 35 a 80% de proteinas. Diversas aplicagdes
importantes estdo associadas ao WPC, sendo um ingrediente amplamente utilizado na
industria de alimentos em uma grande variedade de produtos como carneos, bebidas,
produtos de padaria e formulacdes infantis, devido as excelentes propriedades funcionais
destas proteinas (KINSELLA & WHITEHEAD, 1989; BRANS et al., 2004).

Os métodos utilizados para a remocdo da Phe baseiam-se na liberagdo deste
aminoacido por hidrélise quimica ou enzimatica, sendo posteriormente removidos por
processos diferenciados, tais como tratamento com carvao ativado ou resina de troca
ibnica, uso de peneira molecular e cromatografia de troca idnica. A desaminagdo com a
enzima fenilalanina aménio liase também é sugerida. A escolha do método deve sempre
considerar a relagao custo/eficiéncia (LOPEZ-BAJONERO et al., 1991; MOSZCZYNSKI &
IDIZIAK, 1993).

O carvao ativado e uma resina de adsorcdo foram testados, anteriormente, no
Laboratério de Bromatologia/Pesquisa, tendo sido eficientes na remocédo de Phe de
hidrolisados protéicos de fontes diversas e empregando condi¢gdes de hidrolises variadas
(DELVIVO et al., 2006; SOARES et al., 2006; SILVA, et al., 2007; CAPOBIANGO et al.,
2007; LOPES et al., 2008).

A eficiéncia da remocado de Phe é efetuada por meio de sua quantificacdo na
matéria-prima, assim como em seus hidrolisados protéicos apds tratamento por um meio
adsorvente. Para quantificar o teor de Phe em proteinas ou em hidrolisados protéicos, a
espectrofotometria derivada segunda (EDS) tem sido utilizada por diversos autores,
mostrando ser uma técnica rapida, util e confiavel (O'HARVER, 1979; CAHILL & PADERA,
1980; GRANT & BHATTACHARYYA, 1985; ROJAS et al., 1988). Esta técnica foi,
igualmente, utilizada no mesmo laboratério do presente trabalho para a avaliagcdo da
porcentagem de remocgéo de Phe de hidrolisados de leite em p6 desnatado (LOPES et al.,
2005 SOARES et al., 2006), de soro de leite em po6 (LOPES, et al., 2007), fuba de milho
(CAPOBIANGO, et al., 2007), de arroz (VIERA, et al., 2008) e de feijao (LOPESJR, 2008).

Diante da necessidade da criagdo de ingredientes ou produtos alimentares que
sirvam, primordialmente, como fonte protéica de alta qualidade para fenilcetonuricos, o

presente trabalho apresentou como objetivo a obtencdo de hidrolisados protéicos com
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baixo teor de fenilalanina, a partir do concentrado protéico do soro do leite. Dessa forma,
verificou-se o efeito de diversos parametros neste processo, tais como, tipo de enzima;

relagdo enzima:substrato; concentracdo da matéria-prima e tempo de hidrdlise.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O concentrado protéico do soro do leite (Whey Protein Concentrate - WPC) na
forma de pdé (Kerrylac 750) foi gentilmente doado pela Kerry do Brasil Ltda (Trés
Coragdes, MG, Brasil). A papaina (Corolase® L10) foi comprada da AB Enzymes
(Darmstadt, Alemanha). As demais proteases foram gentilmente doadas pela Prozyn (Sao
Paulo, Brasil) (B. subtillis - Protemax N200 e B. subtillis - Protezyn L) e pela AB Enzymes
(B. stearotothermophilus - Corolase® TS, pancreatina - Corolase® PP, A. sojae -
Corolase® LAP; A. oryzae - Flavourzyme e B. amyloquefaciens - Protemax N411).
Algumas caracteristicas destas enzimas estdo apresentadas na Tabela 1.1. Os
aminoacidos L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). O carvao ativado (granulado n° 119, 20 x 50 mesh, 12 x 25 mesh, 6 x 12
mesh série Tyler) foi adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, PR, Brasil).

2.2 METODOS

2.2.1 Determinagao da composi¢ao quimica da matéria-prima

A composigao quimica do WPC foi determinada segundo os métodos descritos na
Association of Analytical Communities (AOAC, 1995), sendo todas as analises realizadas
em triplicata. O método de secagem em estufa ventilada (Quimis Q-314M242, série 020,
Diadema, SP), a 105 °C até peso constante, foi utilizado para a determinagdo da umidade;
o teor de cinzas foi determinado por incineragcao, em mufla a 550 °C; os lipideos, por
extragao com éter etilico (Soxhlet modificado, Quimis Q-308G26, série 018, Diadema, SP);
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as proteinas, pelo método de micro-Kjeldahl, utilizando-se 6,38 como fator de conversao
de nitrogénio total para proteina total (NIELSEN, 1998); e o teor de carboidratos foi
calculado pela diferengca entre 100 e a soma das porcentagens de agua, proteinas,

lipideos totais e cinzas totais.

Tabela 1.1 - Caracteristicas das proteases utilizadas para o preparo dos hidrolisados

protéicos.
) Atividade Estabilidade
Grupo Nome comercial Origem enzimatica® T
U/mL pH o
(°C)
Metalo Corolase® TS? Bacillus 44,13 7<pH<8  60<T<80
protease stearothermophilus
Serino e
Metalo Corolase® PP? Pancreatina 34,71 7<pH<9 45<T<55
protease
Cisteino 2
Protease Corolase® L10 Carica papaya 31,56 3<pH<9 50<T<70
p';’(')?;'ge Corolase® LAP?  Aspergillus sojae 63,19 3<pH<9  50<T<70
p'l\,/(lj?;zlge Flavourzyme®' Aspergillus oryzae 512,43 6<pH<9  50<T<70
Serino Protemax N411’ Bacillus 53,00  7<pH<7,5 55
protease amyloquefaciens
pf’oﬁggge Protemax ® N200"  Bacillus subtilis 2019  4,5<pH<7 50<T<55
prsoetgg‘s’e Protezyn® L' Bacillus subtilis 29,83 9 55

Fonte: 'PROZYN (2005); >**AB ENZYME (2001, 2002, 2003); *Valor determinado no presente trabalho de acordo
com a metodologia descrita por DIAS et al., 2008.

2.2.2 Preparo dos hidrolisados protéicos

Foram preparados 17 hidrolisados enzimaticos a partir de solugbes do WPC,
variando-se 0s seguintes parametros: tipo de enzima, relagdo enzima:substrato (E:S),
concentragdo da matéria-prima (p/v) e tempo de hidrolise (Tabela 1.2). A relagéo

proteina: carvao ativado (CA) utilizada foi de 1:88.

'PROZYN. Especifica¢des técnicas de enzimas. s.n., 2005. 2p;

2AB ENZYMES. Corolase® PP, Corolase® 7089, Corolase® LAP, Corolase® N: Description and Specification. Rev. Nr. 02. 2001,
8p;

3AB ENZYMES. Corolase® TS: Description and Specification. Rev. Nr. 00. 2002, 2p;

*AB ENZYMES. Corolase® L10: Description and Specification. Rev. Nr. 03. 2003, 2p.

SCALIK et al., (2002). Enzyme and Microbial Technol., 31, pp. 685-697; KUMAR, C.G. (2002). Lettrers in Applied Microbiology,
34, pp. 13-17.
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Para a obtengédo dos hidrolisados, 100 mL de solu¢gdo do WPC a 10% (p/v) foram
inicialmente colocados em um erlenmeyer e o pH foi ajustado a um valor compreendido na
faixa oOtima apresentada nas fichas técnicas de cada enzima, disponibilizadas pelos
fornecedores. Em seguida, a temperatura foi estabilizada, também de acordo com as
especificagdes técnicas dos fornecedores, e as enzimas adicionadas em quantidade
suficiente para se obter a relacdo E:S desejada. Ao final da reagdo, o processo foi
interrompido por aquecimento em banho-maria a 75°C, por 15 segundos, a fim de inativar
a enzima, o que foi confirmado pela medida da atividade enzimatica, antes e apds o
tratamento enzimatico, pelo método descrito por DIAS et al., 2008, porém sem adi¢cao de

caseina.

2.2.3 Remocgao de fenilalanina dos hidrolisados protéicos

A Phe foi removida dos hidrolisados protéicos do WPC pela utilizacdo do carvao
ativado como meio adsorvente. Foi empregado o procedimento de passagem por coluna,
desenvolvido no mesmo laboratério do presente trabalho (SOARES et al., 2006). O CA foi
hidratado com agua destilada por 10 min sob agitagado constante e, em seguida, colocado
em seringa descartavel de 10 mL contendo filtro de nylon com 1a de vidro. A coluna de
carvao ativado foi montada colocando-se embaixo o carvdo de menor granulometria,
seguido pelo de média e por cima o de maior granulometria. Em sequéncia, os
hidrolisados foram passados pela coluna, em quantidade suficiente para atingir a relagao
proteina:CA desejada, e submetidos a pressdo (compressor Diapump, Fanem, mod. 089-

A, série BE 11778, Sao Paulo, SP, Brasil), tendo sido recolhidos os eluatos.

2.2.4 Efeito de alguns parametros sobre o preparo dos hidrolisados protéicos com

baixo teor de fenilalanina

Os parametros estudados estdo citados na Tabela 1.2. O efeito do tipo de enzima foi
testado empregando-se seis diferentes proteases de microrganismos, uma pancreatina e
uma papaina. Para o estudo da influéncia da relagdo enzima:substrato foram utilizadas as
relacdes de 1:100, 2:100 e 4:100. O efeito da concentragdo da matéria-prima foi estudado
nos valores de 7%, 8%, 9% e 10% (p/v). Finalmente, estudou-se o efeito do tempo de

hidrélise, sendo testados os valores de 1, 2, 3, 4 e 5 horas.
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Tabela I.2 - Parametros empregados no preparo dos hidrolisados protéicos de concentrado
protéico do soro do leite (WPC).

Hidrolisados Enzima pH Temperatura E:S WPC Tempo
(6timo) (°C) (pv) (h)
H1 B.subtillis (Protezyn L) 9 55 1:100 10% 5
H2 A. sojae (Corolase LAP) 9 55 1:100 10% 5
H3 B.subtlillis (Protemax N200) 7 55 1:100 10% 5
H4 Papaina (Corolase L10) 7 55 1:100 10% 5
H5 B. amyloquefaciens (Protemax N411) 7 55 1:100 10% 5
H6 A.oryzae (Flavourzyme) 7 50 1:100 10% 5
H7 B. stearothermophilus (Corolase TS) 8 60 1:100 10% 5
H8 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 10% 5
H9 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 2100 10% 5
H10 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 4:100 10% 5
H11 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 7% 5
H12 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 8% 5
H13 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 9% 5
H14 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 10% 1
H15 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 10% 2
H16 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 10% 3
H17 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 10% 4

WPC = Whey Protein Concentrate; E:S = relagdo enzima:substrato
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2.2.5 Avaliagao da eficiéncia da remogao de fenilalanina

A avaliacido da eficiéncia da remocgao de Phe foi realizada pela medida do teor de
Phe livre, no WPC e em seus hidrolisados, apds tratamento com CA, empregando-se a
espectrofotometria derivada segunda (LOPES et al., 2005). As amostras foram submetidas
a hidrolise acida (HCl a 5,7 mol/L, 110 °C, 24 h) e, ap6s ajuste do pH para 6,0, com
solugdo de fosfato de sdédio dibasico (1 mol/L), foram submetidas as leituras de
absorbancia na faixa de 250 a 280 nm. Foram tragados os espectros de derivada segunda
(Espectrofotémetro CECIL modelo CE2041, Buck Scientific, Hanslope, Inglaterra) e a area
do terceiro pico negativo foi usada para calcular a quantidade de Phe presente nas
amostras, empregando-se a curva padrdo. O software GRAMS-UV (Galactic Industries
Corporation, Salem, EUA) foi utilizado para tragar os espectros da derivada segunda.

Para a curva padrio, solugdes estoques de Phe (6,05 x 10 mol/L), Tyr (5,52 x 10™
mol/L) e Trp (4,90 x 10 mol/L) foram preparadas em tampéo fosfato de sédio a 0,01 mol/L
(pH 6,0). Em seguida, 10 mL de cada uma destas solu¢des foram misturados e a solugao
obtida foi diluida, sucessivamente, de maneira a se obter concentragdes de Phe variando
de 0,067 a 2,018 x 10™ mol/L.

A eficiéncia da remogao de Phe foi calculada de acordo com a equacao (1):

% Remogao de Phe x100 (1)

_ [4-(BxC/D)]
B A

sendo:

A = Teor de Phe no concentrado protéico do soro do leite.

B = Teor de Phe no hidrolisado protéico, apds tratamento com CA.
C = Teor de proteina no concentrado protéico do soro do leite.

D = Teor de proteina no hidrolisado protéico do concentrado protéico do soro do leite.
2.2.6 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em 3 repeticdes, e as analises realizadas

em triplicata. Para comparar a porcentagem de remogao de fenilalanina dos hidrolisados
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protéicos, utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA fator unico) e o Teste de Duncan
para comparagao de médias, ambos a 5% de probabilidade (PIMENTEL-GOMES, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSIGAO QUIMICA DO CONCENTRADO PROTEICO DO SORO DO LEITE

O conhecimento da composicdo quimica do WPC ¢é relevante, pois esse
concentrado representa a matéria-prima para o desenvolvimento de novos ingredientes ou
produtos que, no caso do presente trabalho, serdo destinados a um grupo especifico de
pacientes, os fenilcetonuricos.

Observa-se na Tabela 1.3 que os teores obtidos para proteinas, cinzas totais e
lactose estao proximos aos encontrados por outros autores. Além disso, o teor de umidade
estd de acordo com a ficha técnica do produto que informa apenas sobre este valor (> 5
g%), porém é superior aos obtidos pelos outros autores. Por outro lado, a quantidade de
lipides aqui encontrada é bem inferior a reportada na literatura. Esta diferenca deve estar
relacionada ao fato de que o método utilizado por MORTENSON et al. (2007) para a
determinacdo deste nutriente (método de Mojonnier) ndo foi 0 mesmo do presente
trabalho. No caso de SAMMEL & CLAUS (2003), nao foi relatada a metodologia utilizada.

Outros autores também relataram diferengas na composicao quimica de WPC
proveniente de diversas empresas. Assim, ONWULATA, et al.,, (2004) observaram
significantes variagdes na composi¢cdo quimica de 6 concentrados protéicos de soro de
leite fornecidos por diferentes empresas, especialmente com relacdo aos teores de
umidade, proteina, lipidios, cinzas e carboidratos. Da mesma forma, REGESTER et al.
(1992), ao analisarem 6 concentrados protéicos de soro de leite de diferentes empresas,

encontraram consideraveis variagdes quanto ao teor de cinzas totais.
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Tabela I.3 — Composi¢ao quimica do concentrado protéico de soro do leite

Componentes 'Valores obtidos (9%) V\zs"/?)1 V\(I;AC)Z V\:;,g):;
Proteinas 32,64 --- 34,5 38,6
Umidade 5,06 >5 3,5 2,4
Lipideos 0,15 - 3,5 2,8

Cinzas totais 7,40 --- 6,4 6,5
Lactose 54,75 --- 52,1 49,8

"Valores encontrados apos analise do concentrado protéico do soro de leite utilizado no experimento (KERRYLAC 750,
Kerry do Brasil Ltda, MG, Brasil). WPC 1 - Valores disponibilizados na ficha técnica do produto KERRYLAC 750 da Kerry
do Brasil Ltda (Trés Coragbes, MG, Brasil); WPC 2 - Valores encontrados por SAMMEL & CLAUS, 2003 analisando o
WPC Foremost 365 (Foremost Farms, Baraboo, WI, USA). WPC 3 — Valores encontrados por MORTENSON et al.
(2007).

3.2 EFICIENCIA DA REMOGAO DE FENILALANINA

Na Tabela 1.4 estdo representados os resultados obtidos para a remocao de Phe

dos hidrolisados do concentrado protéico do soro do leite.

Os valores estao apresentados em termos de porcentagem de remocgao de Phe e
em teor final de Phe (mg Phe/ 100g de hidrolisado do concentrado protéico do soro),
sendo esta ultima forma a mais apropriada para os calculos de adequacéao das prescrigdes
dietéticas de substitutos protéicos destinados a fenilcetonuricos, além de atender a
regulamentagao técnica que normatiza a rotulagem nutricional de alimentos no Brasil
(ANVISA, 2003). O teor de Phe encontrado no WPC foi de 2106,7 mg de Phe/100g do
produto, sendo que ndo foram encontrados na literatura dados de outros autores sobre o
teor de Phe do WPC utilizado no presente trabalho (WPC com 32,64% de proteina,
conforme Tabela 1.3). Entretanto, foi encontrado na literatura um trabalho realizado com
WPC proveniente da empresa Mahaan (New Delhi, USA) contendo 75,6% de proteina, o
qual apresentou teor de Phe de 3620 mg de Phe/100g do produto (SINHA, et al., 2007).
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Tabela 1.4- Percentual de remogao e teor final de fenilalanina dos hidrolisados
protéicos do concentrado protéico do soro do leite.

Hidrolisados Remocéo de Phe Teor final de Phe
(%) (mgPhe/100 g do hidrolisado de WPC")
H1 77,8° 4676
H2 61,7 8064
H3 55,6° 934,1
Ha 64,7 743.2
15 60,8°" 826,4
H6 79,0%° 4411
H7 69,6° 641,2
H8 81,3 394,1
Ho 63,07 778.6
H10 63,2%¢ 775,3
H 11 62,7%¢ 785,5
H12 62,3%¢f 794.8
H13 59,1f 861,8
H 14 19,4% 1697,3
H 15 22,6j 1631
H 16 30,3 1468.4
H17 33,5" 1400,9

"WPC= Whey protein concentrate

Como pode ser observado, o uso do carvao ativado mostrou-se eficaz na remogao
de Phe dos hidrolisados protéicos do WPC, tendo o percentual de remoc¢ao variado de
19,4% a 81,3%, e o teor final de Phe de 394,1 a 1697,3 mg de Phe/100g de hidrolisado de
WPC, dependendo dos parametros empregados. Ressalta-se, ainda que, dos 17
hidrolisados estudados, o H8 foi o que apresentou a maior remogao de Phe (81,3%).

Levando-se em conta que o teor maximo de Phe permitido pela legislacéo brasileira
(BRASIL, 2002) para pacientes fenilcetonuricos é de 0,1g/100g de produto, o hidrolisado
H8 poderia ser utilizado como fonte protéica na elaboracido de um suplemento nutricional
para fenilcetonuricos na quantidade de 25,4g, o que corresponde a 0,1 g de Phe/100g e a

um teor protéico de 8,28 g/100 g. Apesar deste valor ser bem menor que o do WPC,
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representa um valor superior ao teor protéico de alimentos convencionais, fontes de
proteinas, tais como o leite (3,0%), bebida lactea (2,0%) e iogurte (3,0%) (TACO, 2006).

Vale a pena ressaltar que a possibilidade de introduzir o WPC na dieta de
fenilcetonuricos, através da utilizagao do hidrolisado H8 em uma formulacao dietética, teria
um elevado impacto nutricional, ja que os alimentos de origem animal ndo sao permitidos
na alimentagao destes pacientes, devido ao elevado teor de Phe.

Além disso, a introdugdo de proteinas na forma hidrolisada na dieta destes
pacientes € vantajosa, do ponto de vista nutricional, uma vez que os oligopeptideos,
especialmente di-tripeptideos, sdo mais rapidamente absorvidos do que misturas de
aminoacidos livres (FRENHANI & BURINI, 1999), que sdo normalmente usadas na
alimentagao de fenilcetonuricos.

Deve-se ressaltar, ainda, que a presenca de uma certa quantidade de Phe no
produto final para fenilcetonuricos é desejavel, do ponto de vista nutricional, uma vez que,
por ser um aminoacido essencial, a Phe é fundamental para o crescimento normal de
criangas. Além disso, as condi¢gdes operacionais necessarias para atingir cerca de 100%
de remocgao de Phe, aumentariam demasiadamente os custos do processo (LOPES et al.,
2006; SOARES et al., 2006).

Nao foram encontrados na literatura dados de outros autores sobre a remocao de
Phe de WPC. Por outro lado, em estudos previamente realizados no Laboratério de
Bromatologia/Pesquisa da UFMG, a remocgao de Phe foi realizada partindo-se de outras
fontes protéicas. Assim, o CA foi utilizado com eficiéncia para a remogao de Phe de leite
em po (93,6 a 99%) (SOARES et al.,, 2006; LOPES et al.,, 2006), do soro de leite
(75 a 99 %) (SILVA et al., 2007; DELVIVO et al., 2006), do arroz (85 a 100%) (LOPES et
al., 2008) e do fuba de milho (68,63 a 97,55%) (CAPOBIANGO et al., 2007). Observa-se
que, para a maioria dos hidrolisados de WPC aqui estudados, a porcentagem de remogéo

de Phe esta préoxima dos valores destes outros trabalhos.

3.3 EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE A REMOGAO DE FENILALANINA

O efeito do tipo de enzima foi avaliado com o intuito de se obter o hidrolisado
protéico com o maior percentual de remogado de Phe. Os demais parametros — relagao

enzima:substrato (E:S), concentragdo da matéria-prima (p/v) e tempo de hidrélise — foram
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analisados levando-se, igualmente, em consideragcdo a redugao dos custos do processo
para adaptagcdo em larga escala. Assim, o emprego de uma menor relagdo E:S esta
associado a utilizacdo de menor quantidade de enzima necessaria para hidrolise; a
utilizacdo de uma maior concentracdo da matéria-prima, facilita posterior processo de
secagem na obtengao do produto final; e o menor tempo de hidrdlise esta associado a
diminuicdo da contaminagdo bacteriana, a redugdo da formacdo de produtos de

degradacéao, além de menor gasto de energia.

3.3.1 Efeito do tipo de enzima

Para a avaliagao do efeito do tipo de enzima, foram comparados os hidrolisados de
H1 até H8. Dentre as enzimas utilizadas, a pancreatina (H8) foi a mais eficiente, levando a
obtencdo do hidrolisado com o menor teor final de Phe (394,1 mg Phe/100g). Este
resultado poderia ser, pelo menos em parte, explicado pelo fato de que a pancreatina é
um complexo enzimatico que apresenta tanto endopeptidases (tripsina, quimiotripsina)
como exopeptidases (carboxipeptidase A e B) sendo, portanto, capaz de hidrolisar
ligagcbes peptidicas tanto no interior quanto nas porgdes N- ou C- terminais da cadeia
peptidica, favorecendo uma maior exposicdo da fenilalanina, o que facilitaria a sua
remocao pelo carvao ativado.

Pode-se observar, ainda, na Tabela 1.4, que o emprego de duas enzimas obtidas do
mesmo microrganismo (B. subtillis; H1 e H3) levou a resultados diferentes, tanto para a
atividade enzimatica quanto para a remocao de Phe. De fato, como essas enzimas foram
preparadas por fabricantes distintos, os processos utilizados nao devem ter sido os
mesmos, o que influenciaria na composi¢cdo dos extratos enzimaticos, alterando nao
apenas a quantidade, mas também a qualidade das atividades das enzimas.

O efeito do tipo de enzima sobre a remocao de Phe de hidrolisados protéicos foi,
anteriormente, avaliado em trés estudos realizados no mesmo laboratério do presente
trabalho. Assim, ao se utilizar uma papaina (Biobras, Montes Claros, Brasil) e uma
pepsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para preparar hidrolisados protéicos de leite
em po, nao foi observada diferenga significativa nos percentuais de remogéo de Phe
(97,6% e 97,1%, respectivamente) (SOARES et al., 2006). Por outro lado, o uso desta
mesma papaina na obtencdo de hidrolisados protéicos de farinha de arroz levou a uma

maior remocédo de Phe (94,1%) do que a obtida com uma pancreatina (AB Enzymes,
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Darmstadt, Alemanha, 69,1%) ou proteases de quatro diferentes microrganismos (76,67 %,
em média) (VIEIRA et al., 2008). Da mesma maneira, a agdo desta mesma papaina levou
a uma maior remocdo de Phe de hidrolisados protéicos de feijdo (81,5%), quando
comparada com a agao de proteases de cinco diferentes microrganismos (70,26%, em
média) (LOPESJR, 2008).

Nao foram encontrados na literatura dados de outros autores comparando o efeito

do uso de diferentes enzimas na remoc¢éo de Phe de hidrolisados protéicos.

3.3.2 Efeito da relagao enzima:substrato

Visando manter constantes os demais parametros, para se avaliar o efeito da
relacdo E:S sobre a remocdo de Phe, foram comparados entre si os seguintes
hidrolisados: H8 (E:S = 1:100), H9 (E:S = 2:100) e H10 (E:S = 4:100). Observa-se na
Tabela 1.4 que a vantagem da utilizacdo de uma menor quantidade de enzima (menor
relacdo E:S) foi obtida ao se comparar E:S de 2:100 (63% de remog¢ao) com 1:100 (81,3%
de remogao). O mesmo nao ocorreu ao se comparar E:S de 4:100 com 2:100, uma vez
que os resultados obtidos foram praticamente os mesmos.

Em estudo realizado, anteriormente, no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa,
utilizando o fuba de milho como matéria-prima (CAPOBIANGO et al., 2007), diversas
condigdes de hidrolise foram testadas, e os valores reportados foram bastante variados,
sendo que, em alguns casos, 0 emprego de uma menor relagdo E:S (1:100 e 2:100) levou
a uma remocdo de Phe mais elevada (86,68% e 79,01%, respectivamente), como
aconteceu no presente trabalho ao se comparar 1:100 e 2:100. Entretanto, em outro
estudo deste mesmo laboratério (LOPES et al., 2008), observou-se que o emprego de
uma menor relacédo E:S ndo afetou a remocgao de Phe de hidrolisados protéicos de arroz,
assim como ocorreu ao se comparar 2:100 com 4:100 no presente trabalho.

Nao foram encontrados na literatura dados de outros autores comparando o efeito
do uso de diferentes relagdes E:S na remocao de Phe de hidrolisados protéicos.

O conjunto destes resultados demonstra que, apesar de se esperar, teoricamente,
que o emprego de uma maior relacdo E:S leve a um maior grau de hidrdlise e,
consequentemente, a uma maior exposi¢cao de Phe e a um menor teor final de Phe, na
pratica, esse procedimento € bem mais complexo do que o esperado e depende de outros

fatores, tais como tipo e atividade da enzima, tipo e concentracdo de substrato e pH.
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3.3.3 Efeito da concentragao da matéria-prima

A avaliacao do efeito deste parametro pode ser feita comparando-se os hidrolisados
H11 (7%), H12 (8%), H13 (9%) e H8 (10%). Observa-se na Tabela |.4, que o emprego de
uma maior concentracdo da matéria-prima (10%) foi altamente favoravel, uma vez que
obteve o hidrolisado com o maior percentual de remogéao de Phe (81,3%). Entretanto, ao
se comparar os hidrolisados H11 (7%) e H12 (8%), observou-se que o emprego de uma
menor concentracdo da matéria-prima nao teve efeito sobre o percentual de remocéo de
Phe (62,7% e 62,3%, respectivamente), os quais nao diferiram significativamente entre si.

Em estudo anterior, realizado no mesmo laboratério, avaliando-se a concentragao
do extrato protéico do arroz sobre a remogao de Phe foi, também, observado que a
utilizacdo de uma maior concentracdo da matéria-prima (3 g/100mL) foi favoravel, pois
levou a 95% de remocéo de Phe, ao passo que ao se usar 2 g/100 mL este percentual
caiu para 90% (LOPES, et al., 2008).

Entretanto, em outro trabalho também realizado neste laboratério avaliando-se a
concentragdo do extrato protéico do fuba de milho, observou-se que o emprego de um
maior valor (2 g/100 mL) foi prejudicial, uma vez que obteve-se percentual de remocéao de
Phe (68,72%) bem inferior ao obtido com a concentragao de 1 g/100mL, cujo valor obtido
foi de 97,31% (CAPOBIANGO, et al., 2007).

Estes resultados demonstram que o efeito da concentragcdo da matéria-prima sobre
a remocao de Phe é mais complexo do que o esperado e pode estar associado a outros
parametros empregados no processo. Dessa forma, o aumento vantajoso da concentragao
protéica poderia levar a resultados tanto positivos quanto negativos. Assim, se por um lado
contribuiria para aumentar a probabilidade da enzima entrar em contato com o substrato,
levando a uma maior exposicdo e remog¢ao de Phe, por outro, uma maior quantidade de
proteinas poderia provocar uma sobrecarga na coluna de carvado, reduzindo,
consequentemente, a remocgao de Phe.

N&o foram encontrados na literatura dados de outros autores avaliando-se o efeito

da concentragao da matéria-prima sobre a remocao de Phe de hidrolisados protéicos.
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3.3.4 Efeito do tempo de reacgao

A avaliacdo deste efeito pode ser feita comparando-se os hidrolisados
14 (1h), H15 (2h), H16 (3h), H17 (4h) e H8 (5h). Os resultados apresentados na Tabela 1.4
indicam que néao foi observada a vantagem da utilizagédo de um menor tempo de reacgao,
uma vez que uma hidrolise menos demorada levou a uma menor remogao de Phe. Na
verdade, quanto maior o tempo de reag¢ao, mais pronunciada foi a remog¢ao de Phe, sendo
que o tempo de 5h foi muito mais vantajoso que os demais valores testados. Este
resultado esta de acordo com que seria esperado teoricamente, uma vez que o emprego
de um maior tempo de reacao deve ser capaz de promover uma hidrélise mais acentuada
das proteinas, elevando a exposi¢cdo de Phe e facilitando a sua adsorgcdo pelo carvao
ativado.

Nao foram encontrados na literatura dados sobre o efeito do tempo de hidrdlise na

eficiéncia da remocgao de Phe.

4 CONCLUSAO

Empregando-se varias proteases para a hidrolise das proteinas do concentrado
protéico do soro do leite, e 0 CA como meio adsorvente, foi possivel obter hidrolisado
protéico com baixo teor de Phe (394,1 mg/100 g), que poderia ser utilizado em uma
quantidade de até 25,4 g/100g como ingrediente alimentar ou alimento na dieta de
fenilcetonuricos. O melhor resultado obtido foi aquele em que se utilizou a pancreatina na
relagdo E:S de 1:100, concentracdo da matéria-prima de 10% e tempo de reacdo de 5

horas, tendo atingido 81,3% de remogao de Phe.
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Capitulo Il

GRAU DE HIDROLISE E PERFIL PEPTIDICO DE HIDROLISADOS

ENZIMATICOS DO CONCENTRADO PROTEICO DO SORO DO LEITE

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar hidrolisados enzimaticos de WPC
quanto ao grau de hidrélise e perfil peptidico. Foi avaliado o efeito dos seguintes
parametros: tipo de enzima (subtilisina; papaina; pancreatina; proteases do A. sojae, B.
amyloquefaciens, A. oryzae e B. stearothermophillus), relagao E:S (1:100, 2:100 e 4:100) e
concentracdo da matéria-prima (7%, 8%, 9% e 10%). O grau de hidrdlise foi obtido pela
relacdo entre os teores de nitrogénio a-aminado e total. A analise do perfil peptidico
envolveu o fracionamento dos hidrolisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia de
exclusdo molecular e, para a quantificagcdo dos componentes das fragées cromatograficas,
empregou-se 0 método rapido da Area Corrigida da Fracdo. Além disso, foi estudada a
correlagdo entre o grau de hidrélise e o perfil peptidico, utilizando-se o coeficiente de
correlagdo de Pearson. Concluiu-se que a pancreatina e a protease do A. oryzae, ambas
na relagcao E:S de 1:100 e concentracao da matéria-prima de 10%, levaram a obtencao
dos maiores valores de grau de hidrolise (30% e 27%, respectivamente). Em relagdo ao
perfil peptidico, a utilizacdo da protease do A. oryzae e da pancreatina, na relagdo E:S de
1:100 e concentracdo da matéria-prima de 10% e 7%, respectivamente, foi a mais
vantajosa, do ponto de vista nutricional, uma vez que levou a obtengdo do maior conteudo
de di-tripeptideos (16,14% e 9,12%, respectivamente) e do menor teor de grandes
peptideos (média de 20%). Além disso, foi observada a existéncia de correlagdo de fraca
intensidade de associagao entre o grau de hidrélise e o perfil peptidico, tendo sido positiva

para as fracoes F2, F3 e F4 e negativa para a F1.

Palavras-chave: WPC; hidrolisados enzimaticos; grau de hidrolise; perfil peptidico;

correlacao.
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ABSTRACT

DEGREE OF HYDROLYSIS AND PEPTIDE PROFILE OF ENZYMATIC
HYDROLYSATES FROM WHEY PROTEIN CONCENTRATE. The present work aimed to
characterize enzymatic hydrolysates from whey protein concentrate by the degree of
hydrolysis and peptide profile. The effect of the following parameters was evaluated:
enzyme type (subtilisin; papain; pancreatin; proteases from A. sojae, B. amyloquefaciens,
A. oryzae, and B. stearothermophillus), enzyme:substrate ratio (1:100, 2:100 e 4:100) and
substrate concentration (7%, 8%, 9% e 10%). The degree of hydrolysis was obtained by
the ratio between a-amino and total nitrogen. The analysis of peptide profile involved the
fractionation of hydrolysates by high performance size-exclusion liquid chromatography
and the Rapid Correct Fraction Area method was used to quantify the chromatographic
fractions components. Moreover, the correlation between the degree of hydrolysis and
peptide profile was studied, using the Pearson correlation coefficient. It was concluded that
the pancreatin and the protease from A. oryzae, both in E:S ratio of 1:100 and substrate
concentrate of 10%, produced the best values for the degree of hydrolysis (30% and 27%,
respectively). In respect to peptide profile, the use of the protease from A. oryzae and
pancreatin, on the E:S ratio of 1:100 and substrate concentration of 10% and 7%,
respectively, was more advantageous, from the nutritional point of view, since it gave rise
to the highest di-tripeptide contents (16,14% and 9,12%, respectively) and the lowest level
of large peptides (20%, in average). Also, a correlation of low intensity association between
the degree of hydrolysis and peptide profile was observed, with positive values for F2, F3

and F4 fractions and negative for F1.

Key words: WPC; enzymatic hydrolysates; degree of hydrolysis; peptide profile;

correlation.
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1 INTRODUGCAO

O processo de clivagem das ligacbes peptidicas, originando peptideos de
diferentes tamanhos e aminoacidos livres, € denominado de hidrdlise protéica. Este
processo pode ser catalisado por acidos, bases ou enzimas. Cada um apresenta aspectos
positivos e negativos, dependendo da sua utilizagdo e dos objetivos a serem alcangados
(ADLER-NISSEN, 1981).

A hidrdlise enzimatica apresenta vantagens em relagao ao tratamento quimico, pois
possui alta especificidade, controle do grau de hidrélise, condigdes moderadas de agao,
disponibilidade comercial em larga escala, custo moderado, menor teor de sal no produto
final e formagdao minima de subprodutos (MANNHEIM e CHERYAN, 1992; PEARCE,
1995; CLEMENTE, 2000).

O uso dietético dos hidrolisados protéicos deve levar em consideracao o controle do
processo da reacao de hidrélise e a caracterizagcao dos hidrolisados com base no tamanho
dos peptideos formados, pois, sabe-se que o comprimento da cadeia dos peptideos
influencia sua taxa de absorgcao (VIJAYALAKSHIMI et al., 1986; GUADIX, et al., 2000).
Além disso, diversos trabalhos tém relatado que férmulas contendo oligopeptideos,
especialmente di-tripeptideos, possuem maior valor nutricional do que uma mistura
equivalente de aminoacidos livres ou proteinas intactas (FRENHANI & BURINI, 1999;
BOZA et al., 2000).

Dentre as proteinas mais usadas em formulagcdes especiais, contendo hidrolisados
protéicos, encontram-se a caseina e as proteinas do soro de leite e da soja. Outras fontes
podem ser empregadas, mas, por razdes nutricionais, econémicas ou praticas, sdo menos
satisfatorias (LAHL & BRAUN, 1994).

O concentrado protéico do soro de leite (WPC - Whey protein concentrate) foi a
matéria-prima de escolha do presente trabalho, devido ao seu alto teor protéico de 35-
80%, e a presenca de proteinas de alto valor biolégico, sendo obtido a partir da separagao
das proteinas do soro por membranas. Além disso, diversas aplicagbes importantes estao
associadas ao WPC, devido as excelentes propriedades funcionais destas proteinas,

sendo um ingrediente amplamente utilizado na industria de alimentos em uma grande
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variedade de produtos como carneos, bebidas, produtos de padaria e formulagdes infantis
(KINSELLA & WHITEHEAD, 1989; BRANS et al., 2004).

A extensao da protedlise pode ser avaliada pelo grau de hidrélise (GH), referente ao
percentual de clivagem das ligagdes peptidicas de uma proteina. A avaliacdo do GH
depende de trés principios basicos: do teor de nitrogénio liberado pela hidrélise da
proteina, na presenca de um agente precipitante; da determinagéo de grupos amino livres
e da titulagdo de protons liberados (WANG, et al., 2007). Dessa forma, diversos métodos
sao utilizados para a quantificagcdo do GH, como por exemplo, através da determinagao do
teor de nitrogénio liberado durante a hidrdlise, soluvel na presenga de um agente
precipitante (como o acido tricloroacético). Outros métodos incluem o de Kjeldahl (AOAC,
1995), a determinacdo em espectrofotometria na regido do visivel apds reagao
colorimétrica, por exemplo, pela reacao de biureto (HUNG, VAS, CHEKE & BOLCSI, 1984)
ou, ainda, pelo uso de compostos que reagem especificamente com grupos amino, como
acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS).

Em relac&o ao perfil peptidico de hidrolisados protéicos, SILVESTRE et al. (1994a)
desenvolveram um método baseado no fracionamento dos peptideos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia de exclusao molecular (SE-HPLC), que lhes possibilitou separar e
quantificar peptideos com massas moleculares menores do que 1000Da. Este método foi,
posteriormente, utilizado em estudos realizados no mesmo laboratério do presente
trabalho, para caracterizar o perfil peptidico de hidrolisados protéicos de diversas fontes
protéicas, tais como concentrado protéico do soro do leite (AFONSO, 2008), soro de leite
(DE MARCO et al., 2005; DELVIVO et al., 2006; BIASUTTI et al., 2007; SILVA et al.,
2007), caseina (MORATO et al., 2000; BARBOSA et al., 2004; CARREIRA et al., 2004;
MORAIS et al., 2005), leite (LOPES et al., 2005; SOARES et al., 2006) e arroz (BIZZOTTO
et al., 2006).

O objetivo do presente trabalho consistiu em caracterizar hidrolisados enzimaticos
do concentrado protéico do soro do leite (WPC), em relacdo ao grau de hidrélise e perfil
peptidico, avaliando-se o efeito do tipo de enzima, relacdo E:S e concentracdo da matéria-
prima. Além disso, considerando que nao foi encontrado na literatura qualquer relato
abordando a correlagdo entre o grau de hidrélise e o perfil peptidico, este tema foi,

igualmente, aqui estudado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O concentrado protéico do soro do leite (Whey Protein Concentrate - WPC) na
forma de pd (Kerrylac 750) foi gentilmente doado pela Kerry do Brasil Ltda (Trés
Coragdes, MG, Brasil). A papaina (Corolase® L10) foi comprada da AB Enzymes
(Darmstadt, Alemanha). As demais proteases foram gentilmente doadas pela Prozyn (Sao
Paulo, Brasil) (B. subtillis - Protemax N200 e B. subtillis - Protezyn L) e pela AB Enzymes
(B. stearotothermophilus - Corolase® TS, pancreatina - Corolase® PP, A. sojae -
Corolase® LAP; A. oryzae - Flavourzyme e B. amyloquefaciens - Protemax N411).
Algumas caracteristicas destas enzimas estdo apresentadas na Tabela Il.1. Os
aminoacidos L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). O carvao ativado (granulado n° 119, 20 x 50 mesh, 12 x 25 mesh, 6 x 12
mesh série Tyler) foi adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, PR, Brasil). Um agitador
magnético (Fisatom, modelo 752A) com temperatura controlada e agitacdo constante foi
utilizado para homogeneizar a mistura. Um liofilizador (Freeze Dry System/FreeZone 4,5,
model 77500, LABCONCO) foi usado para secar as amostras. O sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), usado no fracionamento dos hidrolisados protéicos era
constituido por uma coluna cromatografica PHEA [poli-(2-hidroxietil-aspartamida)-silical],
250 x 9,4 mm, 5 ym e 200 A (PolylC, Columbia, MD, USA), uma bomba isocratica e um
detector espectrofotométrico UV-VIS (série HP1100, Waldbronn, Alemanha), acoplado a
um computador com software (HPchemstation, Avondale, USA). A agua usada no
cromatografo foi purificada em Sistema de Purificacdo (Aries Vaponics, Rockland, USA).

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico.
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2.2 METODOS

2.2.1 Preparo dos hidrolisados protéicos

Foram preparados 12 hidrolisados do concentrado protéico do soro do leite (WPC),
tendo sido variados os seguintes parametros: pH, tipo de enzima, relagdo enzima:
substrato (E:S) e concentragao da matéria-prima. Estes hidrolisados com seus respectivos
parametros de hidrolise estdo representados na Tabela I1.2.

Para a obtencdo dos hidrolisados, um volume de 100 mL de solugdo aquosa do
WPC a 10% (p/v) foi, inicialmente, colocado em um erlenmeyer e o pH foi ajustado a um
valor compreendido na faixa o6tima apresentada nas fichas técnicas de cada enzima,
disponibilizadas pelos fornecedores. Em seguida, a temperatura foi estabilizada também
de acordo com as especificacdes técnicas dos fornecedores, e as enzimas foram
adicionadas para se obter a relagdo E:S desejada. Apds 5 horas, o processo foi
interrompido por aquecimento em banho-maria a 75°C, por 15 segundos, a fim de inativar
a enzima, confirmado pela medida da atividade da enzima, antes e apos tratamento

enzimatico, pelo método de DIAS et al., 2008, sem adigdo de caseina.

2.2.2 Determinagao do Grau de Hidrélise (GH)

O grau de hidrélise (GH) é definido como a porcentagem de grupamentos amino
que sao liberados no rompimento da molécula protéica pela agao de enzimas. Neste caso,
o GH foi calculado por meio da relagao entre o nitrogénio a-aminado (NA) e o nitrogénio

total (NT) de acordo com a equagao 1.

nitrogénio a-aminado (NA) X 100
nitrogénio total (NT)

%GH = (1)

Para a determinacdo do NA utilizou-se o método de Sorensen (AOAC, 1995)
baseado na titulagdo com formol. Dessa forma, um volume de 5 mL da amostra foi
adicionado a um mesmo volume de solucado de formaldeido-fenolftaleina. Apds ajuste do

pH para 7,0, usando uma solugcdo de NaOH a 0,2 mol/L, a amostra foi titulada com esta
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mesma solugdo até viragem de cor, sendo, em seguida, adicionado um excesso,
equivalente ao volume titulado, dessa mesma solugdo. Por fim, fez-se uma retro-titulacéo
com uma solugéo de HCL a 0,2 mol/L. O NT foi determinado pelo método de Kjeldahl,
utilizando-se 6,38 como fator de converséo de nitrogénio total para proteina total (AOAC,
1995).

2.2.3 Caracterizagao do perfil peptidico dos hidrolisados de WPC

A caracterizacao do perfil peptidico foi realizada em duas etapas: fracionamento
dos peptideos de acordo com o tamanho da cadeia, e sua posterior quantificacao.

O fracionamento dos peptideos foi realizado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de exclusdo molecular (SE-HPLC) em coluna PHEA, conforme descrito por
SILVESTRE et al., (1994a). As amostras foram dissolvidas em uma concentragao de
19% (p/v) na fase movel (acido formico a 0,05 mol/lL, pH 2,5) e submetidas a
cromatografia a temperatura ambiente, sob condi¢gbes isocraticas, a um fluxo de
0,5 mL/ min, durante 35 min, sendo que o volume injetado foi de 30uL. A fase mével foi
filtrada, através de membrana de 0,45 um, e desgaseificada imediatamente antes do uso.
As fragdes foram separadas de acordo com o tempo de elui¢ao, sendo F1, de 11,5 a 16,0
min; F2, de 16,0 a 19,5 min; F3, de 19,5 a 20,5 min; e F4, de 20,5 a 32,0 min.

O método rapido da Area Corrigida da Fracdo (ACF), desenvolvido por SILVESTRE
et al., (1994b), foi utilizado para quantificar os peptideos e aminoacidos livres presentes
nos hidrolisados do WPC. Apds a multideteccao das fragdes a 230, 280 e 300 nm, para se
eliminar a interferéncia da absor¢do dos aminoacidos aromaticos, calcula-se a ACF. Esta,
por sua vez, € levada a uma curva padrao, para se encontrar a quantidade de peptideos
de cada fragao, preparada como descrito em outros trabalhos realizados no mesmo
laboratério em que o presente estudo foi desenvolvido (SILVESTRE et al.,, 1994b;
MORATO et al., 2000; LOPES et al., 2005).

2.2.4 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casual com 12
hidrolisados em 3 repeticdes, e as analises realizadas em triplicata. Os dados foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, para a avaliagao das diferencas entre as
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médias dos percentuais de grau de hidrolise e dos teores de peptideos e aminoacidos
livres dos hidrolisados do WPC, foi utilizado o Teste de Duncan (p < 0,05) (PIMENTEL-
GOMES, 2000). O teste t-Student foi utilizado para as anadlises descritivas referentes ao
grau de hidrdlise, aos teores de peptideos das fragdes cromatograficas e ao valor de “p”. A
correlagao entre as variaveis grau de hidrodlise e perfil peptidico foi obtida pelo coeficiente

de correlagao de Pearson (r), que mede o grau de associagdo entre duas variaveis.

Tabela 1l.1- Caracteristicas das proteases utilizadas para o preparo dos

hidrolisados protéicos.

Nome Atividade Estabilidade
Grupo - Origem enzimatica® T
comercia
| (U/mL) pH )
Metalo & 01ase® TS? Bacillus 4413 7<pH<8  60<T<80
protease stearothermophilus
Serino e
Metalo  Corolase® PP? Pancreatina 34,71 7<pH<9  45<T<55
protease
Cisteino Corolase®
Protease L10? Carica papaya 31,56 3<pH<9  50<T<70
Metalo Corolase® . .
protease LAP? Aspergillus sojae 63,19 3<pH<9  50<T<70
Metalo 1 :
protease Flavourzyme® Aspergillus oryzae 512,43 6<pH<9  50<T<70
Serino Protemax Bacillus
protease N411" amyloquefaciens 53,00 7<pH<7.5 55
Serino  Protemax ® Bacillus subtilis 2019  45<pH<7 50<T<55
protease N200
Serino b iervn® L Bacillus subtilis 29,83 9 55
protease

Fonte: 2PROZYN (2005); > > “AB ENZYME (2001, 2002, 2003); °Valor determinado no presente
trabalho de acordo com a metodologia de Dias et al., (2008).

2 PROZYN. Especificagdes técnicas de enzimas. s.n., 2005. 2p;

’AB ENZYMES. Corolase® PP, Corolase® 7089, Corolase® LAP, Corolase® N: Description and Specification. Rev.
Nr. 02. 2001, 8p;

3AB ENZYMES. Corolase® TS: Description and Specification. Rev. Nr. 00. 2002, 2p;

*AB ENZYMES. Corolase® L10: Description and Specification. Rev. Nr. 03. 2003, 2p.

*CALIK et al., (2002). Enzyme and Microbial Technol., 31, pp. 685-697; KUMAR, C.G. (2002). Lettrers in Applied
Microbiology, 34, pp. 13-17.

94



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 GRAU DE HIDROLISE

Os resultados do GH dos hidrolisados enzimaticos do WPC estao representados na

Tabela 11.3. Observa-se que o grau de hidrélise apresentou uma ampla faixa de valores,

indo de 2,5% para o hidrolisado preparado com a protease do A. sojae a 30% para o

hidrolisado preparado com a pancreatina, o que se explica pela variedade de parametros

utilizados no preparo dos hidrolisados enzimaticos do WPC. Ressalta-se, ainda, que o

hidrolisado preparado com a pancreatina (H7) apresentou o maior grau de hidrélise (30%),

sendo esta enzima a escolhida para o estudo do efeito dos parametros (relagcdo E:S e

concentragdo da matéria-prima) sobre o grau de hidrdlise e o perfil peptidico dos

hidrolisados enzimaticos do WPC.

Tabela Il.2 - Parametros empregados no preparo dos hidrolisados protéicos de
concentrado protéico do soro do leite (WPC).

Hidrolisados Enzima pH Temperatura E:S WPC
(Tipo / Nome comercial) (°C) (p/v)
H1 B.subtillis (Protezyn L) 9 55 1:100 10%
H2 A. sojae (Corolase LAP) 9 55 1:100 10%
H3 Papaina (Corolase L10) 7 55 1:100 10%
H4 B. amyloquefaciens (Protemax N411) 7 55 1:100 10%
H5 A.oryzae (Flavourzyme) 7 50 1:100 10%
H6 B. stearothermophilus (Corolase TS) 8 60 1:100 10%
H7 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 10%
H8 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 2:100 10%
H9 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 4:100 10%
H10 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 7%
H11 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 8%
H12 Pancreatina (Corolase PP) 7 50 1:100 9%

WPC =Concentrado protéico do soro do leite; E:S = relagdo enzima:substrato
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3.2 PERFIL PEPTIDICO DOS HIDROLISADOS PROTEICOS DE WPC

A técnica de SE-HPLC, utilizada no presente trabalho, foi eficiente na
caracterizacao de hidrolisados protéicos, especialmente com relacdo ao fracionamento de
peptideos de baixas massas moleculares, ou seja, inferiores a 1000Da. Assim, os
hidrolisados protéicos foram separados em quatro fragbes (F1, F2, F3 e F4), conforme
descrito anteriormente em diversos trabalhos realizados no mesmo laboratério do presente
estudo (SILVESTRE et al., 1994b, MORATO et al., 2000, CARREIRA et al., 2004; LOPES
et al., 2005; MORAIS et al., 2005; DELVIVO et al., 2006; DE MARCO et al., 2005;
SOARES et al., 2006 SILVA et al., 2007). A fracdo F1 corresponde aos peptideos com
mais de 7 residuos de aminoacidos, a fracdo F2 aos peptideos médios contendo de 4 a 7
residuos de aminoacidos, a fracdo F3 contém os di- e tripeptideos e a fracdo F4 os
aminoacidos livres. A titulo de exemplo, o perfil cromatografico do hidrolisado H1, a

230nm, esta apresentado na Figura I1.1.

Tabela II.3- Grau de hidrélise dos hidrolisados protéicos de WPC.

Hidrolisados Grau de Hidrdlise
(%)
H1 20°°
H2 2,5°
H3 15¢
H4 14¢
H5 272
H6 17¢
H7 302
H8 23°
H9 15¢
H10 19°°
H11 17¢
H12 17°¢

WPC=Concentrado protéico do soro do leite; GH (%)= percentual de grau de
hidrélise, ou seja, percentual de clivagem das ligacbes peptidicas dos hidrolisados
do WPC. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Duncan
a 5% de probabilidade.
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3.2.1 Teor de peptideos e aminoacidos livres dos hidrolisados de WPC

Observa-se na Tabela 1.4, uma significativa variagdo do perfil peptidico entre os
diferentes hidrolisados enzimaticos do WPC. Para a escolha do hidrolisado que
apresentou o melhor perfil peptidico, do ponto de vista nutricional, as ponderacbes de
alguns autores devem ser consideradas. Assim, segundo FRENHANI & BURINI (1999),
durante o metabolismo de proteinas, o primeiro estagio de hidrélise leva a formagéo de
oligopeptideos contendo de 2 a 6 residuos de aminoacidos e aminoacidos livres. Estes
peptideos sdo, entdo, quebrados em di- e tripeptideos e, finalmente, as proteinas sao
absorvidas na forma de di- e tripeptideos e de aminoacidos livres. Ainda, de acordo com
estes mesmos autores os di- e tripeptideos sao mais eficientemente absorvidos que os
aminoacidos livres, os quais, por sua vez, sao melhores que os tetra- ou peptideos
superiores. Em quantidades equivalentes de di- e tripeptideos e misturas de aminoacidos
livres, os di- e tripeptideos apresentam velocidade de absor¢do aproximadamente 10
vezes maior. GONZALEZ-TELLO et al., (1994) também relataram as vantagens dos di- e

tripeptideos sobre os aminoacidos livres por apresentarem maior velocidade de absorcéo.

mAl

70 4
60
a0
40 4
30 4

20

0 Fi F2 |F3| R4 Y Wh

Figura I1.1 - Perfil cromatografico do hidrolisado H1 a 230 nm.

Coluna: PHEA em equipamento HPLC; fase mdvel: acido formico a 0,05 mol/L. F1: grandes peptideos (> 7
residuos de aminoacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de aminoaciods); F3: di- e tripeptideos; F4:
aminoacidos livres. Y = pico da tirosina, W = pico do triptofano. Hidrolisado H1: substrato a 10%; tempo de
hidrélise = 5h; relagéo E:S = 1%.
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Desta maneira, conclui-se que, do ponto de vista nutricional, os melhores perfis
peptidicos foram obtidos para os hidrolisados H5 e H10, uma vez que apresentaram os
menores teores de grandes peptideos (média de 20%) e os maiores de di-tripeptideos
(16,14% e 9,12%, respectivamente). Além disso, ressalta-se a semelhanga entre os perfis
peptidicos destes dois hidrolisados, ja que ndo houve diferenga significativa com relagao
aos teores de grandes peptideos e, além disso, embora o teor de di-tripeptideos do H5
(16,14%) tenha sido superior ao do H10 (9,12%), o oposto foi observado com relagéo a
quantidade de aminoacidos livres (18,43% para H5 e 38,04% para H10). Por outro lado,
deve-se ressaltar uma ligeira superioridade de H5 sobre H10 com relagdo ao teor de
oligopeptideos (F2+F3), que foi de 62,38% e 40,61%, respectivamente, o que daria a H5
uma certa vantagem sobre H10, do ponto de vista nutricional.

Considerando que nao foram encontrados na literatura estudos de outros autores
sobre o perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos de WPC ou soro de leite, os resultados
do presente trabalho foram comparados com os obtidos, anteriormente, no mesmo
laboratério para estas duas fontes protéicas. Assim, ao se utilizar a mesma pancreatina do
presente trabalho, mas para hidrolisar o soro de leite, o resultado obtido para o perfil
peptidico foi inferior ao do H5 aqui encontrado, com relacdo ao menor teor de di-
tripeptideos (10,45%) e maior de grandes peptideos (23,34%). Por outro lado, este
tratamento produziu uma maior quantidade de aminoacidos livres (36,97%) do que a
obtida no presente trabalho para o H5 (SOUZA et al., 2008).

O efeito da acdo de uma subtilisina (Protemax N200, Prozyn, S&o Paulo, SP) na
hidrolise das proteinas do soro do leite foi, igualmente, testado, sendo observado que o
melhor resultado obtido para o perfil peptidico foi inferior ao resultado do H5 do presente
trabalho, uma vez que apresentou um maior teor de grandes peptideos (43,21%), e menor
conteudo de di-tripeptideos (10,89%) e de aminoacidos livres (15,37%) (SOUZA et al.,
2008).

A acao desta mesma subtilisina sobre o perfil peptidico de hidrolisados do WPC foi,
igualmente, estudada neste mesmo laboratério. Neste caso, o melhor perfil peptidico
obtido foi, também inferior ao H5 em termos de di-tripeptideos (13,43%). Por outro lado,
apresentou vantagens quanto aos teores de aminodacidos livres (45,56%) e de grandes
peptideos (12,28%). Em outro estudo, utilizou-se a mesma pancreatina do presente
trabalho para hidrolisar as proteinas do WPC, porém em condi¢des diferentes de reacéo.

Apesar de ter sido encontrado um teor de di-tripeptideos inferior (12,11%, em média), o
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conteudo de aminodcidos livres foi superior (49,06%, em média) e o de grandes peptideos
inferior (12,8%, em média), quando comparado com os resultados do H5 do presente
trabalho (AFONSO, 2008).

3.3 EFEITO DOS PARAMETROS HIDROLITICOS SOBRE O GRAU DE HIDROLISE E
PERFIL PEPTIDICO

O efeito do tipo de enzima foi avaliado com o intuito de se obter o hidrolisado com o
maior percentual de grau de hidrélise e o melhor perfil peptidico. Os demais parametros —
relacdo enzima:substrato (E:S) e concentracdo da matéria-prima (p/v) - foram analisados
levando-se, igualmente, em consideragdo a reducdo dos custos do processo paa
adaptacdo em larga escala. Assim, o emprego de uma menor relagéo E:S esta associado
a utilizacao de menor quantidade de enzima necessaria para hidrolise e a utilizacdo de
uma maior concentragao da matéria-prima, facilita posterior processo de secagem na

obtencao do produto final.

3.3.1 Efeito de diferentes enzimas

Para a avaliacao do efeito da utilizacdo das diferentes enzimas no preparo dos
hidrolisados do WPC sobre o grau de hidrdlise e perfil peptidico, foram comparados os
hidrolisados de H1 até H7.

Observa-se na Tabela I1.3 que a pancreatina e a protease do A. oryzae levaram a
obtencdo dos hidrolisados com os maiores valores de grau de hidrélise (H7-30% e
H5-27%, respectivamente). No caso da pancreatina, este resultado poderia ser explicado
pelo fato de que trata-se de um complexo enzimatico que apresenta tanto endopeptidases
(tripsina, quimiotripsina) como exopeptidases (carboxipeptidase A e B) sendo, portanto,
capaz de hidrolisar ligacdes peptidicas tanto no interior quanto nas porgbes N- ou C-
terminais da cadeia peptidica. Quanto a protease do A. oryzae, a sua maior eficiéncia na
hidrélise das proteinas, poderia estar associada ao fato de que esta enzima € a que possui

a maior atividade enzimatica, dentre todas as testadas (Tabela 11.1).
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Tabela 11.4 — Teor de peptideos e de aminoacidos livres nas fragdes cromatograficas dos

hidrolisados do concentrado protéico do soro de leite.

Hidrolisados F1 F2 . .F3 . F4
(>7 residuos de AA) (4-7 residuos de AA) (di-tripeptideos) (AA livres)
HA1 72,25 24,23% 2,819 0,709
H2 75,77"" 12,95°2 2,569 8,72"
H3 24,42" 34,41°" 6,293 34,87
H4 46,46%" 29,562 3,519 20,4743
H5 18,7692 46,66%" 16,142 18,432
H6 34,37°" 38,217 9,793 17,6202
H7 15,75"3 22,29%¢2 6,51 55,43%
H8 53,99 19,39°3 2,769 23,862
H9 80,64%" 9,81" 5,757 3,809
H10 21,3597 31,49% 9,124 38,04
H11 24,20 33,23 5,377 37,17"
H12 52,27¢" 27,1059 5,144 15,47°3

AA: aminoéacidos.Todos os valores sdo apresentados em % nmols das quatro fragbes. Os resultados representam a
média das triplicatas. Médias indicadas por numeros iguais nao diferem entre si a 5% de significancia na comparagao de
diferentes fragdes de um mesmo hidrolisado (linha). Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de
significancia na comparagdo de uma mesma fragdo para diferentes hidrolisados (coluna).

Com relagdo ao perfil peptidico, observa-se na Tabela [I.4 que o emprego de

diferentes enzimas afetou de forma variada o perfil peptidico dos hidrolisados de WPC,

sendo que o melhor resultado foi obtido pela agdo da protease do A. oryzae (HS),

enquanto as enzimas do B. subtillis (H1) e do A. sojae (H2) produziram os perfis

peptidicos mais desfavoraveis do ponto de vista nutricional.

Nenhum relato foi encontrado na literatura abordando o efeito da utilizacdo de

diferentes enzimas sobre o grau de hidrélise de hidrolisados protéicos. Com relagdo ao

efeito deste parametro sobre o perfil peptidico, ndo foram encontrados na literatura

estudos de outros autores. Portanto, os resultados aqui obtidos foram comparados com os

encontrados, anteriormente, no mesmo laboratoério para o soro de leite e 0 WPC.
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Assim, o estudo da acgéao isolada de trés enzimas, papaina (Biobras, Montes Claros,
MG), protease de A. sojae (Sigma, St. Louis, MO, USA) e pepsina (Sigma, St. Louis, MO,
USA) sobre o perfil peptidico de hidrolisados protéicos de leite desnatado, revelou que a
papaina deu origem ao melhor perfil peptidico apresentando teores de 25,6%, 19,9% e
25,7% para os grandes peptideos, di- e tripeptideos e aminoacidos livres, respectivamente
(SOARES et al., 2007).

O efeito da utilizagdo de uma papaina (P-1500, Sigma, St. Louis, MO, USA) e de
uma pancreatina (Sigma, St. Louis, MO, USA), imobilizadas em carvao ativado e alumina,
sobre o perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos do soro do leite foi também avaliado.
Observou-se que a agao da pancreatina foi favoravel a obtencao do hidrolisado com o
maior teor de di- e tripeptideos (17%). Entretanto, a papaina apresentou o maior conteudo
de aminoacidos livres (34%) e menor quantidade de grandes peptideos (45%) (SILVA, et
al., 2007).

No caso de se utilizar, separadamente, a mesma pancreatina do presente trabalho,
e uma subtilisina (Protemax N200, Prozyn, Sdo Paulo, SP), para hidrolisar as proteinas do
soro do leite, o resultado encontrado para o melhor perfil peptidico foi obtido pela
pancreatina, tendo apresentado teores de 22,98%, 9,77% e 40,91% para grandes
peptideos, di- e tripeptideos e aminoacidos livres, respectivamente (SOUZA et al., 2008).

Estas mesmas enzimas citadas acima foram, igualmente, empregadas para
hidrolisar o concentrado protéico do soro do leite (WPC), tendo sido observado que os
teores de di- e tripeptideos originados da agao das duas enzimas (13,34% para subtilisina
e 12,11 %, em média, para a pancreatina) foram estatisticamente iguais e os de
aminoacidos livres (45,56 % para subtilisina e 49,06 %, em média, para a pancreatina) e
de grandes peptideos (12,28% para subtilisina e 12,80%, em média, para a pancreatina),
situaram-se muito proximos, apesar de serem estatisticamente diferentes (AFONSO,
2008).

3.3.2 Efeito da relagao E:S e concentracdao da matéria-prima
A influéncia da relagdo E:S sobre o grau de hidrélise e o perfil peptidico dos

hidrolisados enzimaticos do WPC, pode ser avaliada comparando-se os hidrolisados H7,

H8 e H9, para os quais empregou-se a pancreatina nas relagdes E:S de 1:100, 2:100 e
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4:100, respectivamente. Observa-se na Tabela I1.3 que o emprego de uma menor relagao
E:S (1:100; H7) levou a obtengao do hidrolisado com o maior grau de hidrdlise (30%).

No que se refere ao efeito da relagéo E:S sobre o perfil peptidico, observa-se na
Tabela 1.4, que a utilizagdo da menor relagdo E:S (1:100) foi benéfica pois, quando
comparada com 2:100, levou a obtencdo de uma menor quantidade de grandes peptideos,
maior de di- e tripeptideos e de aminoacidos livres. Ainda, com relagao ao valor de 4:100,
esta vantagem nao foi observada apenas para os teores de di- e tripeptideos, os quais n&o
diferiram significativamente entre si.

Uma provavel explicagao para estes resultados poderia estar relacionada a autélise
enzimatica, uma vez que a enzima pode conter em sua estrutura ligagbes peptidicas
compativeis com sua especificidade. Este fenbmeno sofre influéncia de fatores fisico-
quimicos, tais como a concentracdo da enzima que, quando elevada, favorece a autdlise
em detrimento da hidrélise (FORTES-DIAS & ROGANA, 1986).

Para analisar o efeito da concentracao inicial do WPC, sobre o grau de hidrdlise e
perfil peptidico, devem ser comparados os hidrolisados H10, H11, H12 e H7, para os quais
foram utilizados valores de 7%, 8%, 9% e 10%, respectivamente. Como observado na
Tabela 1.3, pode-se dizer que, como esperado teoricamente, o0 emprego de uma maior
concentragdo da matéria-prima, ou seja, do substrato, embora ndo tenha sido de forma
linear, levou a um maior GH, uma vez que passando-se de uma concentragao de 7% para
10%, o GH variou de 19% para 30%. Neste caso, n&o deve ter sido ultrapassado o ponto
de saturacao dos sitios ativos da enzima, e, portanto, uma maior quantidade de substrato
levou, consequentemente, a uma maior formacgao de produto.

Resultado semelhante foi obtido para o efeito da concentracdo da matéria-prima
sobre o perfil peptidico, ja que comparando-se os valores encontrados ao se utilizar 7% e
10% de WPC, observa-se uma hidrélise enzimatica relativamente mais pronunciada. Isto
ocorre com relagcao aos teores de grandes peptideos e de aminoacidos livres, para os
quais foram observados uma reducédo e uma elevacéao, respectivamente. Por outro lado, o
emprego de uma maior concentragdo do substrato (10%) produziu menor teor de di- e
tripeptideos.

Este estudo revelou, ainda, um certo paralelismo entre os resultados obtidos para o
GH e o perfil peptidico. Assim, em linhas gerais, quanto maior foi o GH mais elevados
foram os teores de peptideos de cadeias média e curta (di-tripeptideos) e de aminoacidos

livres, enquanto que os teores de grandes peptideos caminharam no sentido contrario.
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Estes resultados se devem, provavelmente, ao fato de que o método empregado para a
avaliacao do GH baseia-se na medida da quantidade de grupamentos amino liberados no
meio da reacgdo. Assim sendo, este valor sera tanto mais elevado quanto maior for a
quantidade de peptideos de cadeias média e curta ou de aminoacidos livres encontrados.

Nao foi encontrado qualquer relato na literatura abordando o efeito da relacédo E:S e
da concentragdo da matéria-prima sobre o grau de hidrolise de hidrolisados protéicos.
Com relacao ao efeito destes parametros sobre o perfil peptidico, nenhuma publicagdo de
outros autores foi encontrada. Desta maneira, os resultados aqui obtidos foram
comparados com os encontrados, anteriormente, no mesmo laboratério para a hidrélise do
soro do leite e do WPC. Para estas duas matérias-primas, foram utilizadas as mesmas
enzimas do presente trabalho (subtilisina e pancreatina) e, para cada enzima, foram
testados os efeitos da relagdo E:S (1:100, 2:100 e 4:100) e da concentragdo da matéria-
prima (10% e 15%) sobre o perfil peptidico.

No caso de se utilizar o soro de leite e a subtilisina, foi observado que, ao contrario
do presente trabalho, ndo foram encontradas diferengas entre os perfis peptidicos obtidos
com uma relagao E:S de 1:100 e 2:100 e, ainda, este menor valor de E:S levou a um perfil
peptidico inferior ao obtido com uma E:S de 4:100. Observou-se, também, que ao se
utilizar a concentragédo mais elevada de substrato (15%), os resultados obtidos para as 3
fracbes foram semelhantes aos encontrados no presente trabalho, uma vez que houve
uma elevagéao dos teores de grandes peptideos e de aminoacidos livres e uma redugéo na
quantidade de di-tripeptideos, quando comparados com a concentragdo de 10% (SOUZA
et al., 2008).

Ao se utilizar a pancreatina para hidrolisar o soro do leite, observou-se que com o
uso da menor relagdo E:S (1:100) obteve-se resultado semelhante ao do presente trabalho
apenas para os di-tripeptideos, cujos teores apresentaram uma elevagéo. Entretanto, este
tratamento produziu uma maior quantidade de grandes peptideos e menor conteudo de
aminoacidos livres, sendo estes resultados o oposto ao obtido no presente trabalho. Com
relagdo a concentracdo da matéria-prima, observou-se que a utilizacdo do maior valor
(15%), diferentemente do presente trabalho, ndo alterou o teor de grandes peptideos e,
ainda, reduziu a quantidade de aminoacidos livres. Por outro lado, da mesma maneira
como aqui observado, os teores de di-tripeptideos sofreram uma reducao (SOUZA et al.,
2008).
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Em outro estudo, utilizando uma subtilisina para hidrolisar as proteinas do WPC,
observou-se que o emprego da menor relacdo E:S (1:100) produziu resultados opostos
aos do presente trabalho, referentes a todas as trés fragbes, uma vez que obteve-se um
maior teor de grandes peptideos, e menor conteudo de di- e tripeptideos e aminoacidos
livres. Ao se avaliar o efeito da concentracdo da matéria-prima, foi observado que o uso de
maior valor (15%) levou a resultados diferentes aos do presente trabalho, uma vez que
nao houve alteracdo dos teores de grandes peptideos e de di- e tripeptideos, enquanto
que a quantidade de aminoacidos livres foi reduzida (AFONSO et al., 2008).

Ao se utilizar a pancreatina para hidrolisar as proteinas do WPC, observou-se que o
emprego da menor relacéo E:S (1:100), levou a resultados semelhantes aos do presente
trabalho, uma vez que reduziu o teor de grandes peptideos e elevou os conteudos de di- e
tripeptideos e aminoacidos livres. Com relagdo ao efeito da concentragdo do substrato, a
unica semelhanca observada referente ao presente trabalho esta associada a redugcao dos
teores de di- e tripeptideos. Para as outras duas fragdes, os resultados obtidos foram os
opostos aos aqui encontrados, uma vez que obteve-se uma elevacao dos teores de

grandes peptideos e uma queda dos aminodacidos livres (AFONSO, et al., 2008).

3.4 CORRELAGAO ENTRE PERFIL PEPTIDICO E GRAU DE HIDROLISE

Estao apresentados na Tabela 1.5 os dados referentes a correlagao entre o grau de
hidrolise e as fragdes peptidicas e de aminoacidos livres dos hidrolisados enzimaticos do
WPC. Pode-se observar que existe correlacdo (p< 0,05) entre o grau de hidrdlise e os
teores de peptideos e aminoacidos livres obtidos para os hidrolisados do WPC, entretanto,
observa-se que esta correlagao (r) apresentou fraca intensidade de associacao, pois todos
os valores apresentados encontram-se abaixo de 0,7, de acordo com o estabelecido por
SAMPAIO (2002). A intensidade de associagdo entre as variaveis (grau de hidrolise e
perfil peptidico), em termos absolutos, foi mais forte para a fracdo F1 (-0,523), o que
poderia ser explicado, provavelmente, pelo menor desvio da linearidade observado ao se
analisar esta correlacdo. Ressalta-se, ainda, que as fracdes F2, F3 e F4 apresentaram
correlagdo positiva com o GH, enquanto que para a F1 foi negativa, conforme esperado,

uma vez que com o aumento da taxa de hidrélise das proteinas do WPC, ocorre uma
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diminuicdo do teor de grandes peptideos e um aumento da quantidade de peptideos

menores e de aminoacidos livres.

Tabela I1.5- Correlagao entre o grau de hidrélise e o perfil peptidico dos hidrolisados
enzimaticos do WPC.

Variaveis r p

GH com F1 -0.523 0.001

GH com F2 0.335 0.0455
GH com F3 0.452 0.0056
GH com F4 0.434 0.0081

r: correlagéo; p:determinado pelo teste t-Student com diferengas significativas para p< 0,05; GH: Grau de
hidrélise; Fragdes cromatograficas: F1: grandes peptideos; F2: Peptideos meédios; F3:di-tripeptideo; F4:
aminoacidos livres.

Para as demais fragdes, a correlagdo foi positiva, ou seja, uma maior taxa de

hidrolise elevou os teores de peptideos e de aminoacidos livres, ou seja, reduziu o
tamanho das moléculas como era, igualmente, esperado. Além disso, € importante
ressaltar o resultado obtido para fracdo F3, que apresentou associacao relativamente forte
com o grau de hidrdlise (r= 0,452), uma vez que os di-tripeptideos sao, preferencialmente,
absorvidos pelo trato gastrointestinal, quando comparados aos aminoacidos livres e
grandes peptideos (FRENHANI & BURINI, 1999).

4 CONCLUSAO

O emprego da pancreatina e da protease do A. oryzae levaram a obtencédo de
hidrolisados protéicos que apresentaram o maior grau de hidrolise (30% e 27%,
respectivamente) e os teores mais elevados de di- e tripeptideos (9,12% e 16,14%,

respectivamente). Estes resultados foram obtidos com uma relacédo E:S de 1:100 para
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ambas as enzimas, e valores de 7% e 10%, respectivamente, para a concentragao da
matéria-prima. Além disso, o grau de hidrolise apresentou correlagdo com o perfil

peptidico, com fraca intensidade de associacgéo (0,7).
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CONCLUSOES INTEGRADAS E PERSPECTIVAS

Na primeira etapa deste trabalho, as condi¢cdes de reacao testadas para a hidrélise
enzimatica do concentrado protéico do soro do leite (WPC), assim como o emprego do
carvao ativado (CA), como meio adsorvente, levaram a obtencdo de hidrolisados
enzimaticos com teor reduzido de fenilalanina (Phe), tendo o percentual de remocéao
ultrapassado os 80%. Este procedimento deu origem a um hidrolisado protéico que
poderia ser utilizado, em uma quantidade de 25,49/100g, como alimento ou ingrediente
alimentar na dieta de fenilcetonuricos.

Durante a remocgao de Phe pelo CA, os outros aminoacidos aromaticos, tirosina
(Tyr) e triptofano (Trp), também podem ser removidos. Propde-se, primeiramente, que
estas perdas sejam quantificadas, para que, posteriormente, pesquisas sejam realizadas
para minimizar tais perdas ou que seja reincorporada ao produto final, a quantidade
perdida. Propbe-se a realizagcdo do aminograma desses hidrolisados, para verificar
possiveis perdas de outros aminoacidos, assim como para avaliar, com mais detalhe, o
valor nutricional dessas preparacgoes.

Dentre as condicbes testadas para a remocao de Phe nos hidrolisados, o melhor
resultado foi obtido ao se empregar a pancreatina na relagao E:S de 1:100, concentragao
da matéria-prima de 10% (p/v) e tempo de reacédo de 5 horas, tendo atingido 81,3% de
remocdo e o teor final de Phe de 394,1 mg/100g de hidrolisado. Sugere-se o
desenvolvimento de uma bebida que fornega 8,289/100g de proteina, adicionada de
carboidratos e aromatizantes, para o oferecimento aos pacientes portadores de
fenilcetonuria, sendo as por¢cdes recomendadas de acordo com a tolerancia de cada
paciente ao aminoacido fenilalanina, ou ainda, a utilizagdo do hidrolisado como um
ingrediente alimentar para a produgao de bebidas lacteas, producédo de ricota e como
ingrediente na produgao de alimentos industrializados diversos.

Na segunda etapa, foi possivel caracterizar os hidrolisados protéicos de WPC,
quanto ao grau de hidrélise e perfil peptidico, sendo observado que as condigdes
hidroliticas testadas neste estudo levaram a obtencdo de hidrolisados com percentuais
variados de grau de hidrdlise e, ainda, ricos em di- e tripeptideos e aminoacidos livres e

com baixo teor de grandes peptideos. Ou seja, a partir do WPC, foi possivel obter
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produtos de melhor valor nutricional, uma vez que na forma de pequenos peptideos a
proteina é mais completa e rapidamente absorvida pelo organismo.

Os hidrolisados obtidos pela agdo da pancreatina e da protease do A. oryzae ,
ambos na relacao E:S de 1:100 e concentragao da matéria-prima de 10%, apresentaram
0s maiores valores de grau de hidrélise (30% e 27%, respectivamente). Em relagéo ao
perfil peptidico, os melhores resultados foram obtidos pela acdo da protease do A. oryzae
e pancreatina, ambas com relacédo E:S de 1:100 e concentragcao da matéria-prima de 10%
e 7%, respectivamente, uma vez que levaram a formacédo de uma maior quantidade de di-
e tripeptideos (16,14% e 9,12%, respectivamente) e menor teor de grandes peptideos
(20%, em média).

Considerando-se os resultados aqui obtidos, sugere-se a realizacdo de estudos
envolvendo o emprego de condigdes hidroliticas diferentes das que aqui foram utilizadas,
que poderéo incluir o teste de outras enzimas de diversas origens (animal, vegetal ou
microorganismos), na busca de hidrolisados protéicos com teores ainda mais elevados de
di- e tripeptideos. Além disso, outras fontes protéicas poderiam ser utilizadas como
matéria-prima. Nesse caso, torna-se importante avaliar economicamente a escolha do
substrato.

Estes resultados levam a conclusdo de que os hidrolisados do WPC poderiam ser
utilizados como fonte protéica na elaboracédo de suplementos alimentares para os diversos
casos de nutricdo clinica, apresentando como vantagem, além do enriquecimento do teor
protéico, uma melhor absorgcao das proteinas.

Propbem-se, também, o estudo de diversas propriedades bioativas destes
hidrolisados protéicos, assim como foi feito com os hidrolisados obtidos a partir das
proteinas do arroz desenvolvidos no mesmo laboratorio do presente trabalho, os quais
foram testados e mostraram ser eficientes na reducdo da translocacao bacteriana em
ratos.

Finalmente, propde-se o0 estudo das propriedades funcionais destes hidrolisados
(capacidade emulsionante, solubilidade, formagao de espuma, geleificagcdo etc), visando
seu emprego em diversos produtos alimenticios.

Em relagcdo a avaliagao da existéncia de correlagdo entre o grau de hidrdlise e o
perfil peptidico, observou-se que existe correlacado entre estes dois parametros, entretanto,
com fraca intensidade de associagdo. A realizagdo deste estudo, empregando-se um

numero maior de amostras (hidrolisados analisados), poderia elevar a precisdo quanto a
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avaliagao da associacao entre estas variaveis, sendo importante, neste caso, considerar o
custo do trabalho, tanto do ponto de vista econbémico, quanto em relagédo ao tempo de

execucgao.
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