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RESUMO

Os hidrolisados enzimaticos de proteinas sdao amplamente utilizados em
pacientes com necessidades nutricionais e fisiologicas particulares, uma vez que
apresentam inumeras vantagens em relagdo as misturas de aminoacidos livres e as
proteinas intactas. O valor nutricional dos hidrolisados protéicos esta relacionado ao
teor de di- e tripeptideos sendo que, quanto mais elevado este teor, maior a qualidade
do produto final. O objetivo deste trabalho foi obter hidrolisados protéicos de soro de
leite ricos em di- e tripeptideos, bem como em peptideos médios (500Da) e com baixo
teor de grandes peptideos (>1000Da) e de aminoacidos livres, empregando-se uma
subtilisina e uma pancreatina, isoladamente. Para isso, foram otimizadas as etapas do
processo, visando, também, a reduc¢ao de custos para adaptacdo em escala industrial.
A analise do perfil peptidico destes hidrolisados foi realizada pelo fracionamento por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular (SE-HPLC), seguida
pela quantificacdo dos peptideos e aminoécidos livres pelo método da Area Corrigida
da Fracao. Assim, utilizando-se a subtilisina, o melhor perfil peptidico foi obtido ao se
empregar 15% de substrato, relacdo enzima:substrato de 1:100 e 5h de reagao,
apresentando um teor de oligopeptideos de 41,42%. Ja, para a pancreatina, a
concentragao do substrato de 10%, a relacdo enzima: substrato de 4:100 e o tempo de
reacdo de 10h propiciou o melhor resultado, tendo alcangado um teor de

oligopeptideos de 49,00%.

Palavras chave: soro de leite; hidrélise protéica; subtilisina; pancreatina; perfil

peptidico; oligopeptideos.
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ABSTRACT

The protein enzymatic hydrolysates are widely used in patients with particular
nutritional and physiological needs, since these preparations show several advantages
in relation to free amino acid mixtures and intact proteins. The nutritional value of
protein hydrolysates is associated with their di- and tripeptide contents and their quality
is as higher as these contents increase. The aim of this work was to obtain whey
protein hydrolysates rich in di- and tripeptides as well as in average size peptides
(500Da) and with low contents of large peptides (>1000Da) and free amino acids, using
a subtilisin and a pancreatin, separately. Process stages were optimized to reduce the
cost for scaling up. The peptide profile analysis of these hydrolysates was performed by
fractionation on size-exclusion-HPLC, followed by quantification of peptides and free
amino acids by the Rapid Correct Fraction Area method. Using subtilisin, the best
peptide profile was obtained with a substrate concentration of 15%, enzyme:substrate
ratio (E:S) of 1:100 and 5h of reaction, with production of 41,42% of oligopeptides. For
pancreatin, the substrate concentration of 10%, enzyme:substrate ratio (E:S) of 4:100

and reaction time of 10h gave the best result producing 49,00% of oligopeptides.

Key words: whey; protein hydrolysis; subtilisin; pancreatin; peptide profile;

oligopeptides.
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INTRODUCAO

Este trabalho faz parte da Linha de Pesquisa “Propriedades nutricionais e
funcionais de proteinas alimentares”, criada em 1994 pela orientadora do presente
trabalho, cuja meta final consiste na produgdo de suplementos dietéticos e alimentos
para fins dietéticos especiais com diversas aplicagbes relevantes para as areas de
nutricdo e saude, como também a obtengao de ingredientes ou agentes funcionais para
alimentos e medicamentos. O presente projeto representa a continuidade desta Linha,
tendo como interesse primordial a obtengao de hidrolisados protéicos de soro de leite,
ricos em oligopeptideos.

O interesse do laboratério de Bromatologia/ Pesquisa da Faculdade de Farmacia
da UFMG em hidrolisados protéicos estd associado a preparacdo de suplementos
dietéticos para diversas finalidades. Neste sentido, diferentes fontes protéicas, enzimas
e condi¢cbdes hidroliticas tém sido testadas a fim de se obter um perfil peptidico
apropriado do ponto de vista nutricional, ou seja, com elevado teor de oligopeptideos
(MORATO et al., 2000; CARREIRA et al., 2004; LOPES et al., 2005; MORAIS et al.,
2005; SOARES et al., 2006; BARBOSA et al., 2004; DE MARCO et al., 2005; SILVA et
al., 2005; DELVIVO et al., 2006, BIZZOTTO et al., 2006).

As proteinas, como resultado da clivagem de suas ligagcdes peptidicas, sao
transformadas em peptideos de diferentes tamanhos e em aminoacidos livres. Essa
hidrolise protéica pode ser realizada por enzimas, acidos ou bases. A hidrdlise quimica
€ um processo de dificil controle, que origina produtos com reduzida qualidade
nutricional, devido a formacdo de D-aminoacidos e de substancias téxicas, como a
lisinoalanina (LAHL e BRAUN, 1994; CLEMENTE, 2000). Esse método também pode
destruir o triptofano, a lisina e a treonina e causar racemizagdo da maioria dos
aminoacidos (ADLER-NISSEN, 1981).

A hidrolise enzimatica apresenta uma seérie de vantagens sobre a hidrolise
quimica, como especificidade, controle do grau de hidrélise, condigbes moderadas de
acgao, disponibilidade comercial em larga escala, custo moderado, menor teor de sal no
produto final e formagcdo minima de subprodutos (MANNHEIM e CHERYAN, 1992;
PEARCE, 1995; CLEMENTE, 2000).

Além da melhoria das propriedades funcionais (solubilidade, poder emulsificante
e textura) e organolépticas, é possivel aumentar o aproveitamento nutricional das

proteinas através do tratamento enzimatico. Diversos autores tém demonstrado que
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férmulas contendo um elevado teor de oligopeptideos, especialmente, di- e
tripeptideos, sao utilizadas mais efetivamente do que uma mistura equivalente de
aminoacidos livres, apresentando assim um maior valor nutritivo (KEOHANE et. al.,
1985, GRIMBLE et al., 1986; RERAT, 1993; BOZA et al., 2000).

Nesse sentido, a introdugéo de hidrolisados protéicos ricos em oligopeptideos na
dieta pode ser importante, principalmente em determinadas situagdes como sindromes
de ma absorcéo intestinal, intolerancia as proteinas do leite e em casos de deficiéncia
enzimatica, como por exemplo, fenilcetonuria (CHATAUD et al., 1988; FREITAS et al.,
1993; GONZALES-TELLO et al., 1994; BOZA et al., 1995; CLEMENTE, 2000).

Para se obter hidrolisados com qualidade nutricional elevada e com
propriedades desejaveis e agradaveis ao consumidor, € importante o controle das
condicdes hidroliticas, como pH, temperatura, enzima, tempo de hidrélise, tipo e
concentracdo do substrato, relagdo enzima:substrato e inativagdo enzimatica ao final
do processo (SVENNING et al., 1993; CANDIDO, 1998).

A avaliagdo dos teores de peptideos em hidrolisados protéicos envolve,
inicialmente, o fracionamento das amostras. Neste sentido, varias técnicas
cromatograficas tém sido descritas na literatura, mas estas apresentam inumeros
inconvenientes, tais como interagdes entre o soluto e a fase estacionaria e a
ineficiéncia em separar os pequenos peptideos (LEMIEUX et al., 1991; SCHIMIDT &
POLL, 1991; DAVIS & LEE, 1992; GOLOVCHENKO et al., 1992; VISSER et al., 1992).

SILVESTRE et al. (1994a) desenvolveram um método eficiente para
fracionamento e quantificacdo dos peptideos, empregando uma coluna cromatografica
de exclusdo molecular contendo o complexo poli-(2-hidroxietil-aspartamido)-silica
(PHEA), que Ihes possibilitou separar peptideos com massas moleculares menores do
que 1000Da, sendo este método empregado no presente trabalho.

A caseina, a principal proteina do leite, tem sido a primeira escolha como fonte
protéica no preparo de hidrolisados protéicos. Entretanto, em paises subdesenvolvidos,
esta proteina é importada, o que representa um importante aumento nos custos de
producdo. Portanto, o uso de fontes alternativas deve ser investigado. Por esta razao,
neste trabalho o soro de leite foi selecionado como matéria prima. Além disso, suas
proteinas possuem um elevado valor biologico, devido ao seu elevado conteudo em
aminoacidos livres (SGARBIERI, 2004).

E também, a utilizacdo do soro pode contribuir para a reducdo da poluicdo
ambiental, ja que, a despeito das varias possibilidades de sua utilizagdo, que tém sido

descobertas nos ultimos 50 anos, aproximadamente metade da produgdo mundial de
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soro é descartada em efluentes sem qualquer tratamento (SISO, 1996; CHERYAN,
1998).

Este trabalho teve como objetivo estudar diferentes condi¢cdes de hidrélise, a fim
de se obter hidrolisados protéicos de soro de leite ricos em di- e tripeptideos, e em
peptideos médios (500Da), além de conter baixo teor de grandes peptideos
(>1000Da) e de aminoacidos livres, empregando-se as enzimas subtilisina e
pancreatina, isoladamente. Para isso, as etapas do processo foram otimizadas,
visando, também, a adaptacdo em escala industrial. Os hidrolisados foram fracionados
por HPLC de exclusao molecular e, para a quantificacdo dos peptideos, empregou-se o

método rapido da Area Corrigida da Fragao.

REVISAO DE LITERATURA

1 SORO DE LEITE — DADOS RELEVANTES

Soro é o liquido remanescente apds a precipitacdo e remogao da caseina do
leite, sendo que seus principais componentes s&o: a lactose (4,5%-5,0%), as proteinas
soluveis (0,6%-0,8%), os lipidios (0,4%-0,5%) e os sais minerais (8,0%-10,0%) (SISO,
1996).

A composigcao do soro varia de acordo com o procedimento de separacédo da
caseina obtendo-se dois tipos de soro: o soro acido (pH < 5,0) e o soro doce (pH 6,0-
7,0). O soro doce € obtido no processo de coagulagdo enzimatica (enzima quimosina),
enquanto o soro acido resulta da precipitagdo acida no pH isoelétrico (pH = 4,6)
(SGARBIERI, 2004). O soro acido geralmente contém maior teor de minerais € menor
conteudo de proteinas que o soro doce, sendo seu uso em alimentagdo mais limitado
devido ao seu sabor acido e ao elevado teor salino (SISO, 1996).

Para fazer 1kg de queijo, cerca de 9kg de soro sdo gerados, por isso, 0 soro é
também definido como subproduto da fabricagcdo de queijo, sendo considerado um
residuo de baixo ou nenhum valor comercial usado na alimentacdo de animais ou
descartado em efluentes sem qualquer tratamento (SGARBIERI, 1996, SISO, 1996;
WALZEN et al., 2002). Devido ao seu elevado conteudo em matéria organica,
associado principalmente a presenca de lactose e proteinas, 0 soro possui uma
elevada demanda bioquimica de oxigénio (DBO). A DBO é a determinacdo da
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quantidade de oxigénio dissolvida na agua e utilizada pelos microorganismos na
oxidagdo bioquimica da matéria organica. E o parametro mais empregado para medir a
poluicdo, normalmente utilizando-se a demanda bioquimica de cinco dias (DBOs). A
DBOs do soro € de 3.0000 — 50. 000mg/L), isto significa que para cada litro de soro
descartado nos efluentes, cerca de 30g a 50g de oxigénio dissolvido na agua
desaparecerao (REDE AMBIENTE, 2007). Além da poluicdo ambiental, o descarte do
soro € também um desperdicio de material protéico e outros nutrientes, uma vez que
retém cerca de 55% dos nutrientes do leite. (SISO, 1996; ALMEIDA et al., 2001).

Porém, esta visdo vem mudando com a descoberta de propriedades funcionais e
bioativas do soro e seus componentes, sendo este, agora, considerado como um
co-produto da produgao de queijo (WALZEN et al., 2002).

No Brasil, a elaboracdo de bebidas lacteas € uma das principais op¢des de
aproveitamento do soro de leite, e as mais comercializadas s&o as bebidas
fermentadas, com caracteristicas sensoriais semelhantes ao iogurte, e bebidas lacteas
nao fermentadas. Contudo, o aproveitamento desse subproduto atinge apenas 15% do
total de soro produzido, com a producdo nacional, em 2002, estimada em 470 mil
toneladas (NEVES, 2001; CAPITANI et al., 2005).

1.1 As proteinas do soro

O soro contém aproximadamente 20% das proteinas originais do leite. As duas
principais proteinas sdo as B-lactoglobulinas e a a-lactalbumina, que perfazem de 70%
a 80% das proteinas totais do soro (SGARBIERI,1996). As sub-fragdes ou peptideos
secundarios, assim denominados por se apresentarem em pequenas concentragdes no
soro de leite, sdo 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).

As quantidades de referéncia de aminoacidos essenciais foram revistas em 1990
pela FAO/WHO (Food and Agriculture Organization e World Health Organization) que
estabeleceu dois padrées de necessidades: um para criangas com menos de 2 anos,
que corresponde a composicdo do leite humano; e um outro padrao, para as idades
seguintes, obtido com base na taxa de oxidagdo de aminoacidos em fung¢ao dos niveis

ingeridos. As proteinas do soro apresentam quase todos os aminoacidos essenciais em
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excesso as recomendacdes nutricionais de consumo da FAO/WHO, exceto para os
aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina), tanto para criangas como para adultos
(SGARBIERI, 2004; TORRES, 2005).

Devido ao seu conteudo em aminoacidos essenciais, o valor biolégico das
proteinas do soro é alto se comparado ao de outras proteinas, além disso, as proteinas
do soro contém uma alta concentracdo de aminoacidos de cadeia ramificada (leucina,
isoleucina e valina). Segundo HA & ZEMEL (2003), a abundéancia de leucina no soro €
de particular interesse, uma vez que este aminoacido tem sido identificado como
iniciador da sintese protéica muscular. Em razdo do seu relativo excesso em
aminoacidos essenciais (lisina, treonina, metionina, isoleucina) as proteinas do soro
sdo suplementos efetivos para proteinas vegetais que sdo deficientes nestes
aminoacidos (WALZEN et al., 2002; HA & ZEMEL, 2003).

As proteinas do soro contém varias sequéncias de aminoacidos com
propriedades bioativas, ou seja, sua hidrolise pode liberar peptideos capazes de
modular respostas fisiolégicas no organismo animal. Muitos ja foram isolados e
caracterizados, tendo sido observadas atividades imunomoduladora, antimicrobiana e
antiviral, antitumoral, antitlcera, antihipertensiva, anticoagulante, opidide, ergogénica,
anticolesterdlemica e fatores de crescimento celular (PIHLANTO-LAPPALLA, 2001;
GAUTHIER & POULIOT, 2003; SGARBIERI, 2004; PACHECO et al., 2005).

As proteinas do soro de leite sdo muito conhecidas pela versatilidade de suas
propriedades funcionais, sendo utilizadas na fabricacdo de bebidas lacteas, na
producao de ricota e como coadjuvante tecnoldgico e/ou ingrediente nas industrias de
produtos carneos, panificagao e confeitaria (WIT, 1998; USDEC, 2002).

Em relagdo aos aspectos nutricionais e fisioldgicos, as proteinas do soro podem
ser utilizadas em diversos suplementos, na forma nativa ou pré-digeridas, como por
exemplo, na formulacéo de hidrolisados protéicos para pacientes com varias sindromes
de ma absorcao intestinal e com intolerancia as proteinas do leite (FREITAS et al.,
1993; BOZA et al.,, 1995), para idosos, atletas e dietas de controle de peso
(FROKJAER, 1994) e para pacientes fenilcetonuricos (KITAGAWA et al.,, 1987,
SHIMAMURA et al., 1999; CLEMENTE, 2000). Com relagao a esta ultima utilizacdo do
soro, em estudos recentes realizados no laboratério de Bromatologia/ Pesquisa da
Faculdade de Farmacia da UFMG, no qual foi desenvolvido o presente trabalho, grande
parte da fenilalanina foi removida de hidrolisados enzimaticos preparados com a
pancreatina e a papaina, visando o desenvolvimento de suplementos dietéticos para
fenilcetonuricos (DE MARCO et al., 2005; SILVA et al., 2005; DELVIVO et al., 2006).
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1.1.1 B-lactoglobulina

A B-lactoglobulina (B-Lg) é, quantitativamente, a principal proteina do soro de
leite, apresentando peso molecular médio entre 18400 Da — 36800Da. E a principal
proteina do soro de leite em ruminantes e porcos, ndao sendo encontrada em
abundancia no leite de muitas outras espécies. A B-lactoglobulina apresenta
polimorfismo genético, sendo que as variantes A e B sdo mais comuns (KINSELLA &
WHITEHEAD, 1989; SGARBIERI, 1996; HARAGUCHI, et al., 2006).

A [B-lactoglobulina tem na sua estrutura primaria 162 aminoacidos, ponto
isoelétrico de 5,2 e peso molecular de aproximadamente 18.300Da. Possui cinco
residuos de cisteina sendo que quatro estdo envolvidos em duas ligagbes dissulfeto
entre os residuos de cisteina (106-119) e (66-160) que contribuem para a estrutura
terciaria da proteina (TORRES, 1995).

A alergenicidade atribuida as proteinas do leite esta, essencialmente, associada
a B-lactoglobulina, e afeta cerca de 1%-2% de criangas com menos de 2 anos, sendo
algo compreensivel ja que se trata de uma proteina inexistente no leite humano
(TORRES, 1995).

A proteina existe como um dimero estavel em solugéo (leite) devido a interagéo
eletrostatica entre Asp'° e Glu™* de um mondmero com o residuo de lisina de outro
mondmero e em pH < 3 e pH > 8, os dimeros se dissociam em monémeros (KINSELLA
& WHITEHEAD, 1989; SGARBIERI, 1996).

Embora isolada ha 60 anos atras, a fungédo desta proteina, segundo WALZEN et
al. (2002), ainda € desconhecida, mas ela se liga ao calcio e zinco e a uma variedade
de pequenas moléculas hidrofébicas. Entretanto WIT (1998), em seu trabalho, atribui a
B-lactoglobulina a propriedade de transportador de retinol (pré vitamina A). De acordo
com o autor, a estrutura globular da B-Lg € extraordinariamente estavel aos acidos e
enzimas proteoliticas do estdbmago, tornando-a um resistente carreador de retinol
materno para o filhote. Porém, esta funcao biolégica parece nao ser importante para

bebés humanos, uma vez que a B-Lg nao esta presente no leite humano (WIT, 1998).

1.1.2 a -lactalbumina

Em termos quantitativos, a a -lactalbumina (a-La) € a segunda proteina do soro

(14000 Da) e esta presente no leite de todos os mamiferos cuja lactose é o principal
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agucar. A proporgdo de o -La e B-Lg no leite bovino é de 1:3 (KINSELLA &
WHITEHEAD, 1989; WALZEN et al., 2002).

A a-lactalbumina (a-La) € uma proteina globular compacta e aparece como
mondmero no pH natural do leite (pH 6,6), possui um excelente perfil de aminoacidos
essenciais, sendo rica em lisina, leucina, treonina, triptofano e cistina (KINSELLA &
WHITEHEAD, 1989; SGARBIERI, 1996).

A funcgédo biologica da a-La é modular a especificidade da galactosiltranferase no
complexo lactose sintetase, que catalisa o ultimo passo da biossintese da lactose no
tecido mamario, pelo substrato (KINSELLA & WHITEHEAD, 1989; SGARBIERI, 1996;
WALZEN et al., 2002).

A a-La purificada é usada comercialmente em féormulas infantis devido a
similaridade estrutural e composicional em relac&o a principal proteina do leite materno.
E também utilizada em alimentos protéicos para esportistas, pois constitui uma boa
fonte de aminoacidos de cadeia ramificada, os quais estdo envolvidos no fornecimento
de energia e sintese protéica muscular (WALZEN et al., 2002; HA & ZEMEL, 2003).

HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINAS

2.1 Importancia

A hidrolise de proteinas pode ser catalisada por acidos, bases ou enzimas. A
hidrdlise acida e alcalina sdo totalmente inespecificas, podendo destruir aminoacidos
como triptofano, lisina, treonina e causar a racemizagdo da maioria dos aminoacidos,
comprometendo o valor nutricional da proteina (ADLER-NISSEN, 1985).

A utilizacdo de proteases especificas apresenta algumas vantagens sobre a
hidrolise alcalina ou acida, como a especificidade, o controle do grau de hidrélise, as
condigdes moderadas de agdo, o menor conteudo de sal no hidrolisado final e, ainda, a
formagao minima de subprodutos (MANNHEIM & CHERYAN, 1992; PEARCE, 1995).

Além disto, como as enzimas podem ser empregadas, geralmente, em
concentracbes muito baixas, sua remog¢ao do sistema da reacdo é frequentemente
desnecessaria e mais facil do que para outros catalisadores, os quais devem ser

usados em concentragdes maiores (REED, 1975).
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O processo de hidrolise enzimatica tem se destacado na melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, como solubilidade, poder emulsificante, textura,
tendo grande aplicabilidade em varios produtos alimenticios (ABERT & KNEIFEL, 1993;
DUARTE et al., 1998; SILVESTRE et al., 2002; SILVA et al., 2003a,b,c; VIANA et al.,
2004, 2005; CAPOBIANGO et al., 2006). As proteases tém sido utilizadas para a
modificagdo de proteinas, como na hidrélise de soja e outros vegetais, para a
solubilizagdo de concentrados de peixes, amaciamento de carnes, hidrdlise de caseina,
na melhoria da textura de queijos, aumentando assim, significativamente, a qualidade e
o valor nutritivo dos produtos (CHEFTEL et al., 1989).

Além da melhoria das propriedades funcionais e organolépticas, € possivel
aumentar o aproveitamento nutricional das proteinas através do tratamento enzimatico.
Um dos principais critérios na caracterizacdo de um hidrolisado para utilizagao dietética
€ sua distribuicao quanto ao tamanho dos peptideos, pois é sabido que o comprimento
da cadeia peptidica influencia a taxa de absor¢dao (GRIMBLE et al., 1986;
VIJAYALAKSHIMI et al., 1986). Diversos autores tém demonstrado que férmulas
contendo um elevado teor de oligopeptideos, especialmente, di- e tripeptideos, sao
utilizadas mais efetivamente pelo organismo do que uma mistura equivalente de
aminoacidos livres ou a proteina intacta, apresentando assim um maior valor nutritivo
(KEOHANE et. al., 1985, GRIMBLE et al., 1986; RERAT, 1993; BOZA et al., 2000).

As proteinas do soro do leite contém varias sequéncias de aminoacidos com
propriedades bioativas, ou seja, sua hidrolise pode liberar peptideos com atividades
funcional e bioldgica. Muitos ja foram isolados e caracterizados, tendo sido observadas
atividades imunomoduladora, antimicrobiana e antiviral, antitumoral, antitlcera,
antihipertensiva, anticoagulante, opidide, ergogénica, anticolesterélemica e fatores de
crescimento celular (PACHECO et al., 2005; SGARBIERI, 2004; GAUTHIER &
POULIOT, 2003; PIHLANTO-LAPPALLA, 2001).

Uma desvantagem encontrada no processo de hidrélise enzimatica € o
desenvolvimento de sabor amargo no decorrer da catalise, o qual parece estar
relacionado a liberagdo de grupamentos hidrofébicos que se encontravam no interior
das moléculas protéicas. Esta caracteristica representa um dos principais obstaculos
na aplicacdo generalizada dos hidrolisados (MINAGAWA et al.,, 1989; SAHA &
HAYASHI, 2001).

Entretanto, alguns procedimentos podem ser utilizados para o mascaramento do
sabor amargo de hidrolisados protéicos, tais como adigao de compostos para mascarar

sabor, aplicacdo de cromatografia hidrofébica, adsor¢do de peptideos amargos,
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hidrolise com exopeptidases, adicdo de lactobacillus, formacdo de plasteina,
tratamento com carvao ativado e extragdo com solventes organicos (SAHA &
HAYASHI, 2001; MORAIS et al., 2005).

A encapsulagdo em lipossomas e em lipoesferas foi utilizada no mesmo
laboratério onde foi realizado o presente trabalho, tendo sido eficiente para mascarar o
sabor amargo de hidrolisados enzimaticos de caseina, obtidos pela acdo da papaina
(BARBOSA et al., 2004; MORAIS et al., 2004, 2005).

Desta forma, fica evidente que o controle dos parametros hidroliticos nas
modificacdes enzimaticas das proteinas constitui uma etapa importante para se obter
produtos com qualidade nutricional elevada, propriedades funcionais desejaveis e

caracteristicas organolépticas agradaveis ao consumidor.

2.2 Fatores interferentes

A qualidade e as caracteristicas finais do hidrolisado protéico dependem de
varios fatores que devem ser controlados para se alcangar os resultados desejados,
entre eles encontram-se a natureza e associacdo de enzimas, pH, temperatura, tempo
de hidrdlise, tipo e concentragdo de substrato, relagdo enzima / substrato, inativagao
enzimatica ao final do processo (ADLER NISSEN, 1981; CHOBERT et al.,1988a,b;
SILVESTRE et al., 1994a,b CANDIDO, 1998).

2.2.1 Natureza da enzima

A escolha da enzima proteolitica € muito importante, uma vez que sua acéo
especifica ira influenciar a composicao final dos produtos de hidrélise, principalmente
com relagdo ao tamanho médio dos peptideos (GAUTHIER et al., 1986; CHATAUD et
al., 1988; HAQUE e MOZAFFAR, 1992).

Segundo DEESLIE & CHERYAN (1981), a hidrdlise enzimatica ¢é uma
alternativa atrativa para a modificacdo das proteinas devido a possibilidade de trabalhar
em sistemas continuos, e a relativa especificidade das enzimas, que pode ser utilizada
para aumentar o controle da funcionalidade do produto final. Estes autores verificaram
que a selecdo da enzima é essencial para o sucesso da operacdo do reator de

ultrafiltracdo, uma vez que o substrato ndo hidrolisado pode acumular no sistema e
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causar problemas como inibicao da reacdo e polarizacdo, entupimento e/ou aumento
da pressao da membrana.

SCHMID & POOL (1991) testaram a acao de 14 enzimas na hidrdlise da a-La e
B-Lg e concluiram que a agao de uma dada enzima sobre estas proteinas pode ser
bem diferente dependendo da composicdo do meio (presenca de Ca** ), temperatura
de incubagado e grau de desnaturagédo da proteina. Assim a a-La foi extensamente
hidrolisada pela tripsina, papaina, bromelina e elastase, e de forma incompleta pela
tripsina e pancreatina na presenca de Ca®’, colagenase, termolisina e dispase. Ja a
B-Lg foi significantemente hidrolisada somente pela pancreatina sem Ca?* e
parcialmente pela tripsina sem Ca®*, pepsina, quimosina, colagenase e dispase.

Ao promover a hidrolise das proteinas do soro do leite, empregando uma
protease do Aspergillus niger e a tripsina, PINTADO et al. (1999) observaram
diferencas significativas, entre as duas enzimas, em termos de performance catalitica,
ao analisar a concentracgao total de aminoacidos livres dos hidrolisados

Por outro lado, PEREA et al. (1993) verificaram que tanto a a-La quanto a pB-Lg
foram hidrolisadas de forma similar, em relagdo a média molecular de peptideos
formados, por diferentes enzimas (alcalase, tripsina (pancreatina), mistura de enzimas
proteoliticas). Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por GONZALLEZ-
TELLO et al. (1994) que, utilizando a alcalase 6L para hidrolisar a a-La, nao
encontraram variagao na distribuicdo dos peptideos das fragées cromatograficas, e por
CHOBERT et al. (1988a) que, empregando duas enzimas diferentes (tripsina e
protease V8 (S. aureus)), na hidrélise da caseina, ndo observaram variagdes no
tamanho dos peptideos obtidos nos dois processos.

A hidrélise da albumina sérica bovina pela subtilisina levou a uma predominancia
de di- e tripeptideos, sem uma concomitante producado de aminoacidos livres. Por outro
lado, empregando-se uma protease acida do Rhizopus sp, ocorreu uma menor
proporcao de di- e tripeptideos e um marcante aumento na propor¢do de grandes
peptideos e aminoacidos livres (VERNEUIL et al.,1990).

O grau de amargor de hidrolisados também pode estar relacionado com o tipo de
enzima. Assim, COGAN et al. (1981), observaram que hidrolisados de caseina obtidos
com papaina ou pepsina apresentaram um grau de amargor maior, se comparados com
outros originados pela acdo de enzimas do tipo rozima.

GALLAGHER et al. (1994) verificaram que a agao individual de duas proteases
produz hidrolisados com diferentes composi¢des de peptideos. Assim, a hidrdlise da

caseina resultou na produgdo de uma grande variedade de peptideos hidrofébicos,
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normalmente associados ao sabor amargo, de baixo peso molecular (<1000Da),
empregando-se a subtilisina, e com elevado peso molecular (>1000Da), utilizando-se a
bromelina.

Empregando-se as mesmas condi¢des hidroliticas, o hidrolisado preparado com
pancreatina apresentou maior conteudo de peptideos nas fragdes cromatograficas do
que aquele preparado com tripsina, exceto a fracdo de grandes peptideos (> 7 residuos
de aminoacidos) (SILVESTRE et al.,1994 b). Esta diferenga no grau de hidrélise e na
composicao dos hidrolisados foi atribuida a mistura de enzimas presentes na
pancreatina utilizada.

Uma extensiva hidrélise da caseina pela pancreatina foi demonstrada pelo perfil
do peso molecular dos hidrolisados finais. Estes eram compostos principalmente por
pequenos peptideos, com pesos moleculares menores que 500Da, perfazendo 95%
dos hidrolisados, ndo sendo observado nenhum hidrolisado com peso molecular maior
que 2000 Da (MAHMOUD, et al., 1992).

2.2.2 Tratamento térmico do substrato

A influéncia da temperatura na hidrolise enzimatica pode ser observada em 3
etapas distintas, a saber: no pré-tratamento do substrato, durante a reacao hidrolitica e
na interrupcao desta reacao.

O pré-tratamento do substrato pelo calor, pode influenciar no grau de hidrélise,
devido a desnaturacdo protéica. Este procedimento provoca uma modificagcdo da
estrutura tridimensional da proteina, agindo sobre suas ligagdes fracas, as quais sao
responsaveis pela conformacdo nativa, aumentando a exposi¢do das ligagdes
peptidicas (estrutura primaria) melhorando, assim, a acessibilidade do substrato as
enzimas (KATO et al., 1985; SCHMIDT e MARKWIJK, 1993).

Entretanto, € interessante ressaltar que o tratamento térmico dos substratos nem
sempre apresenta efeitos benéficos sobre as reagdes enzimaticas. SCHMID &
MARKWIJK estudaram a influéncia da desnaturacdo pelo calor na velocidade de
hidrélise das proteinas do leite (a-La e B-Lg), através do pré-aquecimento da solugéo
por 8 min a 82°C. Estes autores verificaram que este tratamento ndo promoveu
nenhuma influéncia significativa no tempo de protedlise da a-La e da p-Lg tratadas com

pepsina porém, utilizando-se a papaina, a B-Lg foi mais rapidamente hidrolisada.
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Empregando-se a enzima pronase na hidrélise da B-Lg e a pancreatina na
hidrélise da a-La, SCHMIDT & POOL observaram que o desnaturamento protéico
através do pré-aquecimento da solugcdo a 95°C por 10 min tornou a proteina altamente
susceptivel a acdo da enzima no primeiro caso, porém, a susceptibilidade foi
fortemente diminuida no segundo.

A desnaturagao protéica provocada pelo calor podera, por sua vez, influenciar o
pH étimo de algumas enzimas. A pepsina, por exemplo, apresenta atividade maxima a
pH 2 ao atuar sobre a hemoglobina. Apds o substrato protéico ter sido desnaturado por
tratamento térmico, este valor passa para 3,5 (WHITAKER, 1994).

Com relagao ao efeito da temperatura durante a reacdo enzimatica, sabe-se que
cada enzima apresenta o seu valor 6timo de atuagdo, o qual é interpretado pela
avaliacdo da curva de atividade versus temperatura, sendo dependente da duracido da
reagao. Assim, ocorre uma grande variagdo entre as enzimas no que se refere as
caracteristicas de resisténcia ao calor uma vez que sua estabilidade térmica esta
inversamente relacionada com a duracdo de uma reacgao hidrolitica. Deste modo, as
reacoes de periodo curto podem ser realizadas a temperaturas mais elevadas do que
aquelas mais longas (REED, 1975).

Segundo 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.

Como as enzimas sao termolabeis, o calor de desnaturacédo resulta em uma
perda gradual de suas propriedades cataliticas, sendo crescente a taxa de inativagao
com o aumento da temperatura. Deste modo, se por um lado as temperaturas mais
elevadas aumentam o rendimento das reagbdes enzimaticas, por outro, podem provocar
a inativagcédo da enzima, dependendo do calor aplicado (REED, 1975).

Esta acdo do calor sobre a atividade enzimatica tem sido utilizada por alguns
autores, visando a interrupgdo da reacgdo hidrolitica, empregando-se temperaturas na
faixa de 80°C a 90°C, por 10 a 20 min. (LOOSEN et al., 1991; SCHMIDT e MARKWIJK,
1981; SCHMID & POOL, 1991; SILVA et al., 2005). De fato, valores mais elevados do
que estes devem ser evitados, para que nao ocorra alteragdes na composicao dos
hidrolisados protéicos (CHEFTEL et al., 1989).
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2.2.3 Relacao enzima: substrato

A relagédo enzima substrato (E:S) exerce influéncia na velocidade da reagao e no
tamanho dos peptideos produzidos no final do processo de hidrélise (GAUTHIER et al.,
1986).

Assim, SCHMID & POOL (1991), utilizando diferentes enzimas, verificaram que
a reducao da relagao E:S de 1:100 para 1:1000, aumentou ou diminuiu a velocidade de
hidrolise da a-La e/ou da B-Lg dependendo da enzima utilizada.

PINTADO et al. (1999), empregando duas enzimas, protease 2A (A.niger) e
tripsina, ao testarem o efeito da relagdo E:S (2:100 e 4:100) na hidrolise do soro de
leite, verificaram que o maior teor de todos os aminoacidos, exceto Asp, Gly e Ala, foi
obtido utilizando-se uma protease do Aspergillus niger numa relagao E:S de 4:100.

Comparando dois hidrolisados pancreaticos de caseina, SILVESTRE et al.
(1994b) mostraram que uma redugao na relagéo E:S de 1:25 para 1:200 levou a um
maior conteudo de grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos), e a uma menor
proporgcao de peptideos médios (4 a 7 residuos de aminoacidos) e aminoacidos livres.

Por outro lado, o teor de di- e tripeptideos permaneceu inalterado.

2.3 Proteases

Enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligagdes peptidicas
em proteinas. Sao enzimas da classe 3, as hidrolases, e subclasse 3.4, as peptideo-
hidrolases ou peptidases. Estas enzimas constituem uma grande familia, dividida em
endopeptidases ou proteinases e exopeptidases, de acordo com a posigado da ligagao
peptidica a ser clivada na cadeia peptidica (RAO et al., 1998; CLEMENTE, 2000).

Uma vez que sao fisiologicamente necessarias para organismos vivos, as
proteases sao ubiquas, sendo encontradas numa ampla diversidade de fontes como
plantas, animais e microrganismos (RAO et al., 1998).

As exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias polipeptidicas. Com
base em seu sitio de agao, regidao N ou C terminal, sdo classificadas como amino ou
carboxipeptidases, respectivamente. As endopeptidases atuam preferencialmente nas
regides internas da cadeia polipeptidica, entre as regides N e C terminal sendo que a
presenga de grupos amino ou carboxila livres tem um efeito negativo na atividade da

enzima. Estas enzimas sao divididas em quatro subgrupos de acordo com seu
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mecanismo catalitico: serina proteases, aspartico proteases, cisteina proteases, e
metaloproteases (RAO et al., 1998).

Algumas proteases s&o produzidas por microorganismos, 0S quais sdo comuns
entre os géneros Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Proteus, Aspergillus,
Streptomyces e Rhizopus (DINIZ & MARTIN, 1999).

A hidrdlise seletiva de algumas ligagdes peptidicas € uma ferramenta importante
para a obtenc&o de oligo e polipeptideos (SBARBIERI, 1996). Aproximadamente 60%
do total das enzimas industriais sdo proteases, amplamente empregadas na produg¢ao
de couro e na industria de alimentos. Nesta ultima, as proteases sao utilizadas como
adjuvantes no processamento de cerveja,vinho, cereais, leite, produtos lacteos,
chocolate, ovos, produtos a base de ovos, produtos a base de carne e de peixe,
legumes e na produgdo de proteina hidrolisada e flavorizantes (FURLAN &
OETTERER, 2002).

2.3.1 Subtilisinas

As subtilisinas, originarias de varias espécies do género Bacillus spp,
representam a segunda maior familia de serino-proteases, atuando numa faixa de pH
alcalino (Bacillus licheniformes, amylolyquefaciens, firmus, megaterium, e pumilis) ou
neutro (Bacillus subtilis, cereus, megaterium), com ponto isoelétrico de
aproximadamente 9,4 (OTTESEN e SVENDSEN, 1970; REED, 1975; SAGARBIERI,
1996; RAO et al., 1998).

As subtilisinas apresentam também preferéncia por ésteres de aminoacidos
aromaticos, e em menor extensao por ésteres da lisina e arginina. A agao da subtilisina
parece ocorrer, principalmente nas ligagdes peptidicas envolvendo os grupos amino e
carboxila de residuos neutros e acidos (BEYNON e BOND, 1989; PEREA et al., 1993).

O sitio ativo das subtilisinas se assemelha ao das serino-proteases de
mamiferos, apresentando um residuo de serina (221), de histidina (64) e de acido
aspartico (32), como também, o mesmo mecanismo enzimatico. Por outro lado, estas
classes de enzimas nao apresentam qualquer semelhangca na sequéncia de
aminoacidos na regido proxima ao sitio ativo, bem como na estrutura tridimensional
(BEYNON & BOND, 1989). Outra caracteristica dessa enzima refere-se a completa

auséncia de cisteina ou cistina, em contraste com o elevado conteudo de ligacdes
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dissulfidicas nas varias proteases pancreaticas (OTTESEN e SVENDSEN, 1970;
MARKLAND & SMITH, 1971).

O emprego da eletroforese mostrou que as subtilisinas apresentam uma maior
estabilidade em pH &cido (5,3 a 6,5) do que em pH alcalino (8,1 a 9,5) onde ocorre a
sua autolise. Apesar disso, sua estabilidade na regido alcalina € superior a tripsina ou a
quimotripsina. Estas proteases mantém-se inalteradas por varios meses na forma
liofilizada, em solucdes dializadas mantidas a -10°C e em solucdo de glicerol. Em
valores de pH < 5, entretanto, as proteases perdem rapidamente sua atividade, sendo
irreversivelmente desnaturadas (MARKLAND e SMITH, 1971). Segundo PERLMANN e
LORAND (1970), a instabilidade acida pode ser devido a protonagao de residuos de

histidina das porgdes hidrofébicas situadas no interior da estrutura tridimensional.

2.3.2 Pancreatina

A pancreatina € um complexo enzimatico constituido por enzimas secretadas
pelo pancreas que possuem atividades proteoliticas, amiloliticas e lipoliticas (PARK,
2001). As proteases pancreaticas sao divididas em endopeptidases (tripsina,
quimotripsina e elastase) e exopeptidases (carboxipeptidases A e B) (HINSBERGER e
SANDHU, 2004).

A tripsina catalisa apenas a hidrélise das ligacbes peptidicas em que o grupo
carbonila (-CO-) é fornecido pela arginina ou lisina, ja a elastase cliva ligagcbes entre
residuos de aminoacidos alifaticos (SBARBIERI, 1996; HINSBERGER e SANDHU,
2004).

A quimotripsina catalisa, principalmente, a hidrolise das ligagdes peptidicas
adjacentes ao grupo carboxila dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e
triptofano, podendo também ocorrer com os aminoacidos hidrofébicos leucina e
metionina. Esta enzima tem peso molecular de 25.000 e contém 241 residuos de
aminoacidos, dentre estes, os residuos de Asp-120, His-97 e Ser-195 participam na
reacao catalitica. A atividade 6tima da quimotripsina situa-se na faixa de pH entre 7 e 9.
Apresenta-se estavel em pH acido e perde sua atividade a pH superior a 9, quando o
grupo NH3" é convertido a NH, (HESS, 1971; YAMAMOTO, 1975).

A carboxipeptidase A € uma enzima proteolitica contendo zinco, que hidrolisa a
ligacdo peptidica de residuos carboxi-terminais com cadeias laterais aromaticas

(fenilalanina, tirosina e triptofano) e alifaticas longas, desde que o carboxilato
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C-terminal esteja livre. O zinco é ligado a dois anéis imidazodis da histidina e o grupo
carboxil do glutamato esta proximo do sitio ativo, o que proporciona estabilidade a
atividade catalitica. A carboxipeptidase A tem peso molecular de 34.000 Da e seu pH
6timo esta na faixa de 7 a 8 (HARTSUCK e LIPSCOMB, 1971; VERTESI et al., 1999;
PEDROCHE et al., 2002). A carboxipeptidase B também contém zinco em sua
estrutura e seu mecanismo de agao € similar a carboxipeptidase A, no entanto, o que
difere uma da outra € quanto a especificidade ao substrato. A carboxipeptidase B
requer que o residuo C-terminal seja arginina ou lisina (WHITAKER, 1994;
HINSBERGER e SANDHU, 2004).

Em fungcado de sua especificidade, associada a presenga da quimotripsina e da
carboxipeptidase A, a pancreatina € usada como enzima proteolitica para produzir
hidrolisados protéicos com teor reduzido de fenilalanina (OUTINEN et al., 1996). Esta
aplicagao foi objeto de recentes estudos, realizados no mesmo laboratério do presente
trabalho (SILVA et al.,2005; BIZZOTTO et al., 2006; DELVIVO et al., 2006).

3 IMPORTANCIA NUTRICIONAL OS HIDROLISADOS PROTEICOS

Desde 1940, os hidrolisados protéicos vém sendo utilizados com finalidades
terapéuticas para a manutengao do estado nutricional de pacientes impossibilitados de
digerir proteinas. Entretanto, na década de setenta esta utilizagdo manifestou
expressivo crescimento, que continua ao longo dos ultimos anos, tanto por seus
aspectos nutricionais e clinicos, como pela melhoria das propriedades funcionais das
proteinas (CANDIDO, 1998).

Hidrolisados protéicos sao produtos destinados, primeiramente, para uso
nutricional de individuos que apresentam necessidades nutricionais e/ ou fisiolégicas
nao cobertas pela alimentagcao convencional (MIRA & MARQUEZ, 2000; CLEMENTE,
2000).

O valor nutricional ira depender, essencialmente, de 3 fatores: da proteina de
origem, do modo de hidrélise e do tamanho dos peptideos formados na hidrélise. Assim
a qualidade de uma proteina alimentar é funcao da natureza e da sua composicdo em
aminoacidos, especialmente os essenciais (ANANTHARAMAN & FINOT, 1993).

Misturas de aminoacidos livres podem ser usadas para substituir alimentos

protéicos em dietas especiais. Entretanto, estas preparagdes apresentam, pelo menos,
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trés limitagcbes a sua utilizagdo, a saber: 1. o gosto e o odor desagradaveis
caracteristicos de aminoacidos livres; 2. a alta osmolaridade, o que acarreta um
aumento da pressao osmoética intestinal causando diarréia; 3. absorgéo reduzida, uma
vez que os aminoacidos livres ndo sao tao rapida e completamente absorvidos pelo
organismo quanto os hidrolisados protéicos (SHIMAMURA, 1999).

Varios trabalhos comparam a absorcdo entre os aminoacidos originados de
hidrolise enzimatica de proteinas com uma mistura equivalente de aminoacidos livres.
A velocidade de absorcdo intestinal de aminoacidos € consideravelmente maior para
solugdes contendo somente di- e tripeptideos ou proteina parcialmente hidrolisada, do
que aquelas constituidas apenas de aminoacidos livres (KEOHANE et. al., 1985;
GRIMBLE et al., 1986; RERAT, 1993; BOZA et al., 2000).

Estudos do mecanismo de absorcéo intestinal verificaram que a velocidade de
absorcdo de aminoacidos livres € menor que aquela dos pequenos peptideos devido a
alguns fatores como: 1 competicdo entre aminoacidos com moléculas estruturalmente
relacionadas pelo mesmo carreador. Assim, a absorgdo de alguns aminoacidos pode
ser inibida por outros, como, por exemplo, o triptofano inibe a absor¢ao de histidina e a
leucina diminui a absorcédo de isoleucina, fenilalanina e triptofano; 2 o transporte de
aminoacidos é facilmente saturavel, pois, depende de carreadores que sao especificos
para aminoacidos neutros, basicos e acidos; 3 enquanto os aminoacidos livres
parecem ser mais rapidamente absorvidos apenas no delgado proximal, os di- e
tripeptideos o0 sdo tanto na porgdo proximal, quanto distal do delgado (GRIMBLE &
SILK, 1989; FRENHANI & BURINI, 1999; HINSBERGER & SANDHU, 2004).

A dietoterapia € uma importante area que faz uso dos hidrolisados protéicos
para complementar ou suplementar dietas de individuos que sdo incapazes de ingerir
quantidades adequadas de alimentos de forma convencional, ou prover nutricdo
especial para pacientes com necessidades fisiolégicas e nutricionais particulares
(CLEMENTE, 2000). Neste sentido, os hidrolisados protéicos tém sido utilizados,
especialmente nos paises desenvolvidos, na fabricacdo de alimentos especiais para
diversos grupos, tais como os recém-nascidos prematuros, as criangas com diarréia,
gastroenterite, ma-absorgéo, fenilcetonuria e, ainda, para pessoas com alergia a
proteinas, visto que o decréscimo no tamanho dos peptideos possui relagao direta com
a diminuicdo da imunogenicidade (FREITAS et al., 1993, GONZALEZ-TELLO et
al.,1994; BOZA et al.,, 1995). Além disso, estes preparados enzimaticos podem ser
uteis na suplementacao dietética de idosos, na nutricdo de esportistas, como também,
em dietas para controle de peso (FROKJAER, 1994).
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As misturas de peptideos sao indispensaveis como matérias-primas de patés,
paes, doces, produtos alimenticios fortificados, produtos alimenticios para criangas,
alimentos em geral para a saude, nutrientes para dieta enteral, suplementos para
atletas, entre outros (SHIMAMURA et al., 1999).

Além disso, o valor nutricional dos hidrolisados protéicos depende da presenca,
em quantidade significativa, de determinados aminoacidos na forma de pequenos
peptideos, uma vez quando livres apresentam problemas com relagdo a estabilidade e
a solubilidade. Assim, a tirosina e a cistina s&o pouco soluveis, a glutamina e a cisteina
sao instaveis em solucdo e facilmente destruidas durante as etapas de esterilizacao e
armazenamento. Entretanto, sob a forma de di- e tripeptideos, estes aminoacidos
apresentam boa solubilidade e estabilidade, o que mostra a importancia do isolamento
destes peptideos de hidrolisados protéicos (FURST et al., 1990; ANANTHARAMAM &
FINOT, 1993). Por este motivo, a caracterizagdo nutricional destas preparacdes deve,
também, envolver o doseamento destes aminoacidos nas diferentes fragdes peptidicas
(SILVESTRE et al., 1994a, MORATO et al., 2000).

A utilizacdo de hidrolisados protéicos, além de ser vantajosa do ponto de vista
nutricional, € consideravelmente menos onerosa que uma mistura de aminoacidos
sintéticos (COGAN et al. 1981, AUBES-DUFAU et al., 1995).

4 METODOS DE CARACTERIZACAO DO PERFIL PEPTIDICO DE
HIDROLISADOS PROTEICOS

Varios métodos tém sido relatados na literatura visando o fracionamento de
hidrolisados protéicos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), especialmente
a de fase reversa (RP-HPLC), mostrou-se eficiente em varios estudos para separar
peptideos de um hidrolisado protéico, além de fornecer algumas informagdes sobre as
suas hidrofobicidades ou hidrofilicidades (LEMIEUX, et al., 1991). A cromatografia de
troca ibnica é outro método que, também, tem sido utilizado para analisar os
hidrolisados protéicos (DIZDAROGLU, 1985).

A cromatografia de exclusdo molecular (SEC) ou cromatografia em gel,
especialmente a liquida de alta eficiéncia (SE-HPLC) representa uma escolha muito
interessante dentre as técnicas cromatograficas. Varios materiais tém sido elaborados

como suporte para separar os peptideos por tamanho. Muitos géis sao estudados para

30



saber qual é o melhor para determinado aminoacido ou peptideo. Por exemplo, os géis
Sephadex G-25 (AMIOT & BRISSON, 1980; ZHANG, et al., 1992), Sephadex G-10
(LANDRY et al., 1988) e o Bio-gel P-2 (ILIEV & TCHORBANOQV, 1992) sao utilizados
por varios autores para determinar o triptofano.

A cromatografia de troca de ligante, que envolve a formagéao de complexos entre
ions metalicos, é outro método para separar peptideos e aminoacidos de hidrolisados
protéicos. Varios autores tém usado a cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca
ligante (LE-HPLC) para separar peptideos de hidrolisados protéicos.

LEMIEUX & AMIOT (1990), ao comparar a utilidade de cinco tipos de
cromatografias, para separar um hidrolisado protéico de caseina comercial, concluiram
que o melhor sistema para a distribuicdo do peso molecular foi o SE-HPLC. A
combinagdo de SE-HPLC e AE-HPLC mostrou grande sucesso na separagédo de
peptideos fosforilados e desfosforilados no hidrolisado de caseina, além da
identificacdo de mais de 200 destes compostos (LEMIEUX & AMIOT, 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 Ihes possibilitou separar peptideos com massas
moleculares menores do que 1000Daltons.

Devido a sua simplicidade e rapidez, a eletroforese em gel de poliacrilamida-
sédio dodecil sulfato (SDS-PAGE) sulfato foi utilizada por SCHIMIDT & POLL (1991)
para estimar a distribuicdo por pesos moleculares de peptideos. Entretanto, esta
técnica ndo permite a identificacdo dos oligopeptideos que s&o arrastados no momento
da coloracgéo e lavagem do gel.

A Espectrofotometria Derivada Segunda (EDS) foi empregada por SILVESTRE
et al. (1994b) para analisar hidrolisados de caseina. Com este método, os autores
estimaram o grau de hidrdlise 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 trabalho, para a avaliagado do grau de
encapsulacdo de hidrolisados enzimaticos de caseina (BARBOSA et al.,, 2004;
MORAIS et al., 2004; 2005), como também para a determinacdo de aminoacidos
aromaticos de hidrolisados enzimaticos de soro de leite (SILVA et al.,, 2005; DE
MARCO et al., 2005 et al., DELVIVO 2006)
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TRABALHO EXPERIMENTAL

APRESENTACAO

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

O primeiro capitulo refere-se a utilizagcdo da subtilisina na obtencdo de
hidrolisados de soro de leite ricos em di- e tripeptideos e peptideos com massa
molecular média (500Da), bem como com baixos teores de grandes peptideos e
aminoacidos livres. Algumas variaveis como a concentragdo do substrato, a relagao
enzima substrato e o tempo de reagcdo foram testadas. Para isso, os dezoito
hidrolisados obtidos foram fracionados, utilizando-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia de exclusdo molecular e, para a quantificacdo dos componentes das fracoes
cromatograficas, empregou-se o método rapido da area corrigida da fragao.

No capitulo 2, a pancreatina foi utilizada para o preparo de hidrolisados de soro
de leite com elevados teores de di- e tripeptideos e peptideos com massa molecular
média (500Da), bem como com baixos conteudos de grandes peptideos e aminoacidos
livres. As variaveis como concentracdo do substrato, relacdo enzima substrato e tempo
de reacao foram, igualmente, testadas, obtendo-se dezoito hidrolisados. Em seguida,
os hidrolisados foram fracionados e quantificados pelos mesmos procedimentos citados

acima.
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Soro de leite
(em po)

Determinacéo da
composi¢ao quimica

l

Capitulo 1

Hidrolise das proteinas:
SUBTILISINA

l

Capitulo 2

Hidrdlise das proteinas:
PANCREATINA

Fracionamento dos peptideos por
SE-HPLC em coluna PHEA'

Quantificagdo dos peptideos pelo
Método da ACF?

Avaliacdo do efeito de variaveis
sobre o perfil peptidico

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

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

Figura 1 - Principais etapas do trabalho experimental
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CAPITULO |

UTILIZACAO DA SUBTILISINA NA HIDROLISE DAS
PROTEINAS DO SORO DE LEITE PARA OBTER ELEVADO
TEOR DE OLIGOPEPTIDEOS

RESUMO

Tendo como objetivos a elevagao do teor de oligopeptideos e a reducao de custos para
producdo em larga escala, diferentes condigdes hidroliticas foram empregadas na
obtencdo de hidrolisados enzimaticos de soro de leite. Foram testados o tempo de
hidrolise (5h, 10h e 15h), a relagdo enzima:substrato (E:S) (1:100, 2:100 e 4:100) e a
concentragdo do substrato (10% e 15%). Os hidrolisados foram fracionados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular (SE-HPLC) e, para a
quantificacdo dos componentes das fragdes cromatograficas, empregou-se o método
rapido da Area Corrigida da Fragdo. Para os parametros estudados, observaram-se
efeitos variados da subtilisina sobre o perfil peptidico dos hidrolisados, sendo que
teores de oligopeptideos superiores a 40% foram encontrados para os hidrolisados S10
(substrato a 15%; E:S = 1:100; tempo = 5h) e S17 (substrato a 15%; E:S = 2:100;
tempo = 15h). Porém, no preparo do hidrolisado S10 foi empregada maior
concentracido de substrato e menores relacao E:S e tempo de reacdo, condigcbes estas

mais adequadas para serem testadas em escala industrial.

Palavras chave: hidrolisados protéicos, subtilisina, soro de leite, oligopeptideos, perfil

peptidico.
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ABSTRACT

USE OF SUBTILISIN FOR HYDROLYSING WHEY PROTEINS AND OBTAINING
HIGH OLIGOPEPTIDE CONTENTS. With the aim of increasing the oligopeptide
contents and reducing the costs for the scale up, different hydrolytic conditions were
used for obtaining whey enzymatic hydrolysates. The hydrolysis time (5h, 10h and 15h),
the enzyme:substrate ratio (E:S) (1:100, 2:100 and 4:100) and the substrate
concentration (10% and 15%) were tested. The hydrolysates were fractionated by size-
exclusion-HPLC and the rapid Correct Fraction Area method was used for quantifying
the peptides. Varied effects on the peptide profiles were observed for the different
parameters and oligopeptide contents above 40% were found for the hydrolysates S10
(substrate = 15%; E:S = 1:100; reaction time= 5h) and S17 (substrate = 15%; E:S =
2:100; reaction time = 15h). However, S10 was more advantageous than S17, since its
preparation involved more appropriate conditions to be tested in large scale production,

I.e., higher substrate concentration and lower E:S ratio and reaction time.

Key words: protein hydrolysate, subtilisin, whey, oligopeptides, peptide profile.
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INTRODUCAO

O soro de leite é o liquido remanescente apds a precipitagdo e remog¢ao da
caseina do leite. Contém, aproximadamente, 20% das proteinas originais do leite. As
duas principais proteinas sao as p-lactoglobulinas e a a—lactalbumina, que perfazem
de 70 a 80% das proteinas totais do soro (SGARBIERI,1996).

As proteinas do soro contém varias sequéncias de aminoacidos com
propriedades bioativas, ou seja, sua hidrolise pode liberar peptideos com atividades
funcional e bidlogica. Muitos ja foram isolados e caracterizados, tendo sido observadas
atividades imunomoduladora, antimicrobiana e antiviral, antitumoral, antiulcera,
antihipertensiva, anticoagulante, opidide, ergogénica, anticolesterélemica e fatores de
crescimento celular (PACHECO et al., 2005; SGARBIERI, 2004; GAUTHIER &
POULIOT, 2003; PIHLANTO-LAPPALLA, 2001).

Diversas aplicagdes industriais para o soro do leite ja estdo bem definidas, a
mais usada é na industria de laticinios, como, por exemplo, na produg¢ao de ricota e
inumeras bebidas lacteas. Além disso, € extensamente utilizado como coadjuvante
tecnoldgico e/ ou ingrediente na industria de produtos carneos, panificagcao e confeitaria
(USDEC, 2002).

Por outro lado, a despeito de todas as possiveis aplicagdes nas industrias
alimenticia e farmacéutica, no Brasil o soro ainda é considerado como um rejeito de
baixo ou nenhum valor comercial, subproduto da fabricagdo de queijo, sendo utilizado
na alimentagdo de animais ou descartado em efluentes sem qualquer tratamento.
Devido a sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO), associada, principalmente,
a presenca de lactose e proteinas, constitui-se num forte agente de poluicdo ambiental
(SISO, 1996; CHERYAN, 1998). Por esta raz&o, € de grande interesse criar opgdes
para utilizacdo do soro do leite e o presente trabalho representa mais uma contribuicéo
neste sentido.

A hidrélise de proteinas pode ser catalisada por acidos, bases ou enzimas. O
tratamento enzimatico, utilizando-se proteases especificas, apresenta algumas
vantagens sobre a hidrolise quimica, como a especificidade, o controle do grau de
hidrdlise, o emprego de condi¢gdes moderadas de agdo, o menor conteudo de sal no
hidrolisado final e, ainda, a formagdo minima de subprodutos (MANNHEIM &
CHERYAN, 1992; PEARCE, 1995). Além disso, o tratamento enzimatico contribui para

a melhoria das propriedades funcionais, organolépticas e nutricionais das proteinas.
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Um dos principais critérios na caracterizacdo de um hidrolisado para utilizacéo
dietética consiste na distribuicdo de peptideos quanto ao tamanho da cadeia, pois
sabe-se o comprimento da cadeia peptidica influencia a taxa de absorgao
(VIJAYALAKSHIMI et al., 1986). Diversos autores tém demonstrado que formulas
contendo um elevado teor de oligopeptideos, especialmente di- e tripeptideos, séo
utilizadas mais efetivamente do que uma mistura equivalente de aminoacidos livres ou
a proteina intacta, apresentando assim um maior valor nutritivo (KEOHANE et al., 1985;
GRIMBLE et al., 1986; RERAT, 1993; BOZA et al., 2000). Portanto, é necessaria a
quantificacdo dos teores de peptideos dos hidrolisados a fim de avaliar a qualidade
nutricional do hidrolisado.

Neste sentido, varias técnicas cromatograficas tém sido descritas na literatura,
mas apresentam inumeros inconvenientes, tais como interagbes secundarias entre o
soluto e a fase estacionaria e a ineficiéncia em separar os pequenos peptideos
(LEMIEUX et al.,, 1991; SCHIMIDT & POLL, 1991; DAVIS & LEE, 1992;
GOLOVCHENKQO et al., 1992; VISSER et al., 1992).

SILVESTRE et al. (1994a) desenvolveram um meétodo para fracionamento e
quantificacdo dos peptideos, empregando uma coluna cromatografica de exclusao
molecular contendo o complexo poli (2-hidroxietil-aspartamida)-silica (PHEA), que |Ihes
possibilitou separar peptideos com massas moleculares menores do que 1000Da,
sendo este método empregado neste trabalho.

O efeito da hidrdlise enzimatica sobre o perfil peptidico de hidrolisados protéicos
vem sendo estudado no laboratério de Bromatologia da Faculdade de Farmacia da
UFMG, no qual foi desenvolvido o presente estudo. Assim, diferentes fontes protéicas
(caseina, soro de leite e leite em pd) e diversas condi¢des hidroliticas ja foram testadas
(MORATO et al., 2000; CARREIRA et al., 2004; LOPES et al., 2005; MORAIS et al.,
2005; SOARES et al., 2006; BARBOSA et al., 2004; DE MARCO et al., 2005; SILVA et
al., 2005; DELVIVO et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi obter hidrolisados protéicos de soro de leite ricos
em di- e tripeptideos bem como em peptideos médios (500Da) e com baixo teor de
grandes peptideos (>1000Da) e de aminoacidos livres, empregando-se a subtilisina.
Para isso, foram otimizadas as etapas do processo, visando, também, a redugao de

custos para adaptacdo em escala industrial.
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MATERIAL E METODOS

Material

O soro de leite em po (Kerrylac 700), parcialmente desmineralizado, foi doado
pela Kerry do Brasil Ltda (Trés Coragbes, MG, Brasil). A enzima subtilisina (Protemax
N200), fornecida pela Prozyn (Sao Paulo, SP, Brasil), € uma endopeptidase de origem
bacteriana (cepa do B. subitillis), atividade 200NU/g, estavel em pH entre 4,7 e 7,5 com
pH 6timo entre 7 e 7,5, temperatura 6tima de 55°C e temperatura de inativagdo acima
de 80°C por 20min.

Um agitador magnético (Fisatom, modelo 752A) com temperatura controlada e
agitacado 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)-silica], 250 x 9,4 mm, 5 um 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
cromatdgrafo foi purificada em Sistema de Purificacdo (Aries Vaponics, Rockland,

USA). Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico.

Métodos

1 Determinacdo da composicdo quimica do soro de leite

A composicao quimica do soro de leite foi determinada segundo os métodos
descritos na AOAC (1995). A umidade foi determinada pelo método de secagem em
estufa ventilada (Quimis Q-314M242, série 020, Diadema, SP) a 105 °C até peso
constante; as cinzas por incineracao, em mufla a 550 °C; os lipideos, por extracdo com
éter etilico (Soxhlet modificado, Quimis Q-308G26, série 018, Diadema, SP); as
proteinas foram determinadas pelo método de micro-Kjeldahl; os carboidratos, por
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diferenga. O fator de conversao de nitrogénio para proteina usado foi 6,38 (NIELSEN,
1998).

2 Preparo dos hidrolisados enziméticos do soro de leite

Foram preparados 18 hidrolisados enzimaticos utilizando-se a subtilisina. As
solugdes a 10% e 15% (p/v) de soro de leite tiveram seu pH ajustado para 7,0 com
Na,COs3 a 3mol/L e foram colocadas em banho de dleo a 55°C, sob agitagdo continua.
A enzima foi, entdo, adicionada em quantidade suficiente para se obter a relagcdo
enzima:substrato (E:S) desejada. Apds 5h, 10h e 15h de hidrdlise, a reagao foi
interrompida por meio do aumento da temperatura para 85°C por 20 min. Os
hidrolisados obtidos foram, entdo, liofilizados. Algumas das condi¢gbes de hidrdlise

estao apresentadas na Tabela 1.

3 Caracterizacao do perfil peptidico dos hidrolisados de soro de leite

Esta caracterizacao foi realizada em duas etapas: fracionamento dos peptideos,
de acordo com o tamanho da cadeia, e sua posterior quantificagao.

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 concentracédo de
19% (p/v) na fase movel (acido férmico a 0,05 mol/L, pH 2,5) e submetidas a
cromatografia a temperatura ambiente, sob condigdes isocraticas, a um fluxo de 0,5
mL/ min, durante 35 min, sendo que um volume injetado foi de 20 uL. A fase moével foi
filtrada, através de membrana de 0,45 um, e desgaseificada imediatamente antes do
uso. As fracdes foram separadas de acordo com o tempo de eluicdo, sendo F1, de 11,5
a 16,0 min (peptideos grandes, com mais de 7 residuos de aminoacidos); F2, de 16,0 a
19,5 min (peptideos médios, entre 4 e 7 residuos); F3, de 19,5 a 20,5 min (di- e
tripeptideos); e F4, de 20,5 a 32,0 min (aminoacidos livres).
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Tabela I.1- Variaveis hidroliticas empregadas no preparo de hidrolisados
protéicos de soro de leite.

Concentracao do Tempo de
Hidrolisados substrato E:S hidrolise

(p/v) (h)
S1 10 1:100 5
S2 10 2:100 5
S3 10 4:100 5
S4 10 1:100 10
S5 10 2:100 10
S6 10 4:100 10
S7 10 1:100 15
S8 10 2:100 15
S9 10 4:100 15
S10 15 1:100 5
S11 15 2:100 5
S12 15 4:100 5
S13 15 1:100 10
S14 15 2:100 10
S15 15 4:100 10
S16 15 1:100 15
S17 15 2:100 15
S18 15 4:100 15

E:S = relagcdo enzima substrato

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 soro de leite. Resumidamente, foram preparados
cinco hidrolisados padrdao (dois com ftripsina e trés com pancreatina) que foram
fracionados por HPLC de exclusdo molecular em coluna PHEA . As quatro fracdes
obtidas foram coletadas (Coletor de Fracdes, modelo CF-1, Spectrum/Chrom, Houston,
TX, EUA) sendo que o solvente foi removido, de cada fragdo, em evaporador Centrivap
(modelo 78100-00D, Labconco, Kansas City, MI, EUA). Posteriormente, as fracdes
foram submetidas a analise de aminoacidos. O calculo da ACF foi realizado por meio
de férmulas desenvolvidas por SILVESTRE et al. (1994b), apds a multideteccédo das
fragdes a 230nm, 280nm e 300 nm, para se eliminar a interferéncia devida a absorcao
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dos aminoacidos aromaticos. Tracou-se, entdo, uma curva padrao, plotando-se ACF
em funcao do teor de aminoacidos (SILVESTRE et al., 1994b; MORATO et al., 2000;
CARREIRA et al., 2004; LOPES et al., 2005; MORAIS et al., 2005; SOARES et al.,
2006; BARBOSA et al., 2004; DE MARCO et al., 2005; SILVA et al., 2005; DELVIVO et
al., 2006).

4 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram feitos em 3 repeticdes e as analises realizadas em
triplicata. Para a avaliacdo das diferencas entre as médias dos teores de peptideos e
aminoacidos livres das fragdes cromatograficas dos hidrolisados de soro de leite foram
realizadas a Analise de Variancia (ANOVA fator unico) e o Teste de Duncan (p<0,05).
(PIMENTEL-GOMES, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Composicao quimica do soro de leite em po

Tabela |.2- Composicdo quimica do soro de leite em pé.

Componentes Valores obtidos’  SILVA et al. (2005)°  USDA (2006)°
Umidade (g%) 2,63 3,51 3,19
Proteinas (g%) 13,54 11,82 12,93
Lipideos (g%) 0,75 0,85 1,07
Cinzas totais (g%) 5,11 8,72 8,35
Acucares totais (g%) 77,97 67,47 74,46

"Valores obtidos no soro de leite utilizado no experimento. “Valores obtidos no soro de leite da
Prolacteos Industria e Comércio Ltda (Contagem, MG, Brasil).3USDA National Nutrient Database for
Standard Reference, Release 19, 2006.

Observa-se na Tabela 1.2 que, para proteinas, os teores encontrados neste
estudo estao préximos dos valores publicados pela USDA (2006) e por SILVA et al.
(2005), e para lipideos o valor obtido estda mais préximo do citado por SILVA et al.
(2005). Isto é importante ressaltar, uma vez que diversos fatores como raga das vacas,
alimentagao (plano de nutricdo e forma fisica da ragao), temperatura ambiente, manejo

e intervalo entre as ordenhas, produgdo de leite e infecgdo da glandula mamaria,
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podem interferir na composicdo do leite e, consequentemente, na do  soro.
(EMBRAPA, 2006).

Quanto ao teor de cinzas, o valor obtido no presente trabalho, que € inferior aos
relatados na literatura consultada, pode estar relacionado ao fato de ter sido utilizado

no experimento soro parcialmente desmineralizado.

2 Caracterizagdo dos hidrolisados de soro de leite

2.1 Perfil peptidico dos hidrolisados protéicos

Os hidrolisados protéicos foram separados em quatro fragdes (F1, F2, F3 e F4),
conforme descrito anteriormente em diversos trabalhos realizados no mesmo
laboratorio 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; SILVA et al., 2005; SOARES et al., 2006). A fragao F1
corresponde aos peptideos com mais de 7 residuos de aminoacidos, a fragdo F2 aos
peptideos médios contendo de 4 a 7 residuos de aminoacidos, a fragao F3 contém os
di- e tripeptideos e a fragdo F4 os aminoacidos livres. A titulo de exemplo, o perfil
cromatografico do hidrolisado S1, a 230nm, esta apresentado na Figura I.1.

A técnica de SE-HPLC, utilizada no presente trabalho, foi eficiente na
caracterizacao de hidrolisados protéicos, especialmente quando o interesse esta
voltado para o fracionamento de peptideos de baixas massas moleculares, ou seja,
inferiores a 1000Da. Estes resultados confirmam mais uma vez, os obtidos no mesmo
laboratdrio do presente estudo, para o fracionamento e a quantificacdo de hidrolisados
de proteinas utilizando o soro de leite (DE MARCO et al., 2005; SILVA et al., 2005;
DELVIVO et al., 2006) e outras fontes protéicas como caseina (MORATO et al., 2000;
CARREIRA et al., 2004; MORAIS et al., 2005; BARBOSA et al., 2004), leite (LOPES et
al., 2005; SOARES et al., 2006) e arroz (BIZZOTTO et al.,2006).

Na literatura, sdo encontradas diversas técnicas para o fracionamento dos
peptideos de hidrolisados protéicos, como por exemplo, eletroforese em gel de
poliacrilamida-sédio dodecil sulfato (SDS-PAGE) (SCHIMIDT & POLL, 1991;SCHIMIDT
& MARKWIJK, 1993; GALLAGHER et al., 1994) cromatografia de exclusdo molecular
(SEC) (DEESLIE & CHERYAN 1991), HPLC capilar (DAVIS & LEE, 1992), HPLC de
troca de ibnica (AE-HPLC) (DIZDAROGLU, 1985) e HPLC de exclusdo molecular (SE-
HPLC) empregando coluna TSK G-2000 SW (6 x 7,5 cm) (LEMIEUX et al., 1991) e
coluna Superose -12HR 10/30 (GOLOVCHENKO et al., 1992; VISSER et al., 1992).
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Entretanto, ao contrario da técnica aqui utilizada, a maioria destes métodos
apresentam uma série de inconvenientes. LEMIEUX et al. (1991), empregando a SE-
HPLC com uma coluna TSK G-2000 SW, e DAVIS & LEE (1992), empregando a HPLC
capilar, relataram a dificuldade de separar os peptideos de acordo com o tamanho da
cadeia, tendo observado uma superposicao de compostos com pesos moleculares
diferentes.

VISSER et al. (1992) e GOLOVCHENKO et al. (1992), também utilizando SE-
HPLC, porém com uma coluna Superose -12HR 10/30, verificaram a ocorréncia de
interacdes eletrostaticas e/ ou hidrofobicas entre os solutos e a fase estacionaria.
SCHIMIDT & POLL (1991), empregando a SDS-PAGE, relataram a dificuldade de
detectar pequenos peptideos (<2000Da) pela técnica utilizada uma vez que os
peptideos, devido a fixagao insuficiente, sdo removidos durante os procedimentos de

revelagao e lavagem do gel.
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Figura I.1 - Perfil cromatografico do hidrolisado S1 a 230 nm.

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 S1: substrato a 10%; tempo de hidrdlise = 5h; relagao E:S = 1%.

2.2 Teor de peptideos e aminoécidos livres dos hidrolisados

Observa-se na Tabela 1.3 que, para alguns hidrolisados, a distribuicdo de
peptideos foi semelhante, ndo havendo diferengas significativas entre os seus teores
de peptideos e de aminoacidos livres. Este é o caso observado quando se compara S1
com S2; S5 com S7 e com S16; S11 com S12; S14 com S15.

Os hidrolisados S10 e S17 apresentaram os melhores resultados, uma vez que
ambos obtiveram elevados teores de di- e tripeptideos (média 10,8%) e peptideos com
massa molecular média de 500Da (média 30,7%). Com relagédo ao teor de aminoacidos
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livres, o S10 foi mais vantajoso que o S17 pois apresentou menor valor (15,37% e
35,29%, respectivamente), enquanto que o S17 destaca-se pelo seu baixo conteudo de

grandes peptideos (22,91%) em relagdo ao S10 (43,21%).

Tabela 1.3 — Teor de peptideos e de aminoacidos livres nas fracfes
cromatograficas dos hidrolisados de soro de leite obtidos pela acdo da
subtilisina.

Hidrolisados F1 F2 F3 F4

S1 4591 9" 18,38 ¢ 7,15 " 28,54 P2

S2 46,84 9" 17,72 cdef3 7,88 44 27,54 b°2
S3 43,65h" 19,97 °3 7,96 ¥4 28,39 P2

S4 54,86 ¢ 18,60 cdef2 8,51 a3 18,00 92

S5 48,98 7 17,10 7 8,30 P4 25,56 °2
S6 42,70 M 20,31 %3 8,09 /4 28,87 12

S7 49,90 ef/1 17,86 cdef/3 8,34 bc/4 23,87 de/2
S8 46,58 9 19,89 cde’3 8,09 ¢4/ 25,42 °42
S9 40,03 " 24,90 P2 8,18 ¢ 26,88 b¢’2
S10 43,21 M 30,53 22 10,89 ¥4 15,37 "3

S11 55,17 <" 17,49 93 6,86 ¥4 20,40 7

S12 54,84 17,70 cdef3 6,22 c4 21,19 ©f2
S13 58,66 ' 17,60 972 5,49 93 18,23 92

S14 52,63 9 16,80 7 6,27 c¥4 24,29 92

S15 51,97 %/ 17,40 93 6,12 ¥4 24.48 92

S16 49,74 ™ 16,97 6,45 c4 26,83 bc’2
S17 22,9113 31,00 22 10,77 2 35,29 /1

S18 77,36 2 11,96 92 2,77 ¢4 790"

Todos os valores sédo apresentados em % nmols das quatro fragdes. Os resultados representam a média
das ftriplicatas. Médias indicadas por numeros iguais nao diferem entre si a 5% de significAncia na
comparagao de diferentes fragbes 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).

N&o foram encontrados na literatura dados abordando a agédo da subtilisina
sobre o perfil peptidico de hidrolisados de soro de leite. Entretanto, a acdo desta
enzima, sobre o perfil peptidico de hidrolisados de caseina foi, anteriormente, avaliada
em um estudo no mesmo laboratorio do presente trabalho, mas empregando-se

condicdes diferentes para o preparo dos hidrolisados e da enzima.
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Assim, MORATO et al. (2000), empregando uma subtilisina (Carlsberg, P5380,
Sigma) para hidrolisar a caseina, obtiveram elevados teores de di- e tripeptideos (36%)
e de peptideos com massa molecular média de 500Da (46,6%), além de baixos
conteudos de grandes peptideos (14%) e aminoacidos livres (4%). Estes valores foram
muito superiores aos encontrados no presente estudo, no qual os melhores resultados
obtidos para os hidrolisados S10 e S17, apresentaram, em média, 10,89% e 30,53% de
di- e tripeptideos e 30,53% e 31% de peptideos com massa molecular média de
500Da, respectivamente. Entretanto, estes autores utilizaram uma concentracdo de
substrato cerca de 120 vezes menor do que a empregada neste trabalho (0,125%), o
que eleva em demasia os custos para adaptagao para escala industrial.

LOOSEN et al., (1991) também utilizando a subtilisina de Calrsberg na hidrdlise
da caseina, encontraram hidrolisados com 75 a 85% de di- e tripeptideos € menos que
4% de aminoacidos livres. Estes resultados foram melhores que os obtidos neste
trabalho. Porém, esses autores empregaram a ultrafiltragdo (UF) a fim de remover os
peptideos maiores que 1000Da o que justifica o aumento na concentragcdo de
oligopeptideos. Por outro lado a UF apresenta a desvantagem de encarecer o

processo, dificultando a sua aplicagao em larga escala.

3. Comparagéao entre os diferentes tratamentos enzimaticos

Nao foram encontrados na literatura dados abordando o efeito dos parametros
hidroliticos empregados na acéo da subtilisina sobre o soro de leite. Sendo assim, os
resultados aqui obtidos foram comparados com os relatados para acédo desta enzima
sobre a caseina. Mesmo assim, nestes estudos o efeito da concentragdo do substrato
nao foi avaliado.

Todos os parametros foram analisados levando-se em consideracdo a reducao
de custos do processo para adaptacdo em escala industrial. O aumento da
concentragdo do substrato esta associado a redugdo da quantidade de agua e,
consequentemente, do tempo gasto no processo de secagem; a redugcao da relagao
E:S estd associada ao emprego de menor quantidade de enzima necessaria para a
hidrolise; a reducdo do tempo de hidrélise esta relacionada a diminuicdo de
contaminagao bacteriana, a redugédo de formagao de produtos de degradagéao, além de

menor consumo de energia.
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3.1.1 Efeito da concentragao do substrato

Para analisar o efeito da concentragéo inicial do soro de leite sobre o perfil
peptidico dos hidrolisados protéicos, devem ser comparados os seguintes hidrolisados:
S1 com S10, S2 com S11, S3 com S12, S4 com S13, S5 com S14, S6 com S15, S7
com S16, S8 com S17 e S9 com S18, uma vez que os parametros tempo de hidrélise,
relagdo E:S, pH e temperatura sdo mantidos constantes. Em cada uma das partes A, B

e C da Figura .2, estdo apresentados trés destes grupos.
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Figura 1.2: Efeito da concentracdo do substrato sobre o perfil peptidico de

hidrolisados de soro de leite. Concentragdes utilizadas: 10% (S1, S2, S3, S4, S5 S6, S7, S8,
S9) e 15% (S10, S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18). F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminoacidos); F2+F3: oligopeptideos (2 a 7 residuos de aminoacidos); F4: aminoé&cidos livres. Os
resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparacdo, médias indicadas por
letras iguais néo diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracdo para
diferentes hidrolisados.

Observa-se na Figura 1.2 que a vantagem da utilizagdo de uma maior
concentragdo do substrato ocorreu em alguns casos e relaciona-se a elevagao do teor
de oligopeptideos (S1 com S10; S8 com S17), e a queda nos teores de grandes

peptideos (S1 com S10; S8 com S17) e de aminoacidos livres (S1 com S10; S2 com
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S11; S3 com S12; S6 com S15; S9 com S18) ao se aumentar a concentracado de 10%

para 15%.

3.1.2 Efeito da relagao E:S

A influéncia da relacao E:S na agao da subtilisina sobre o soro de leite pode ser
avaliada na Figura 1.3. No intuito de manter os demais parametros hidroliticos
constantes, a analise dos dados deve considerar seis grupos contendo, cada um, trés
hidrolisados: grupo 1 (S1, S2 e S3); grupo 2 (S4, S5 e S6); grupo 3 (S7, S8 e S9);
grupo 4 (S10, S11 e S12) grupo 5 (S13, S14 e S15) e grupo 6 (S16, S17 e S18). Em

cada uma das partes A, B e C da Figura 1.3, estdo apresentados dois destes grupos.

60 d
a e A $1-1:100
50 a b f
0 S2-2:100
40 m S3-4:100
30 a oS4 - 1:100
8 20 m S5-2:100
S 10 @ 6 - 4:100
S 0
N
< F1
2]
©
(&)
5 60 e e
= a S7-1:100
= 50 b
2 c d Os8-2:100
©
£ 40 @S9 - 4:100
8 30 a 0 $10 - 1:100
g 21 m 511 - 2:100
(o] .
‘g 10 | O S12 - 4:100
T 0 ‘ ‘
2]
< F1 F2+F3 Fa
k=)
R
©
s 9
s 80 S13 - 1:100
o 01 4 C 0 S14 - 2:100
@ 60 $15- 4:100
50 e mS15-4;
40 b d e @ S16 - 1:100
30 a a a ¢ a b W17 - 2:100
207 f f 0 S18 - 4:100
10 - :
0 : ‘

F1 F2+F3 F4

Fracdes Cromatrogréaficas

Figura I.3: Efeito da relacdo E:S sobre o perfil peptidico de hidrolisados de

soro de leite. Relagdes E:S utilizadas: 1:100 (S1, S4, S7, S10, S13, S16), 2:100 (S2, S5, S8, S11,
S14, S17) e 4:100 (S8, S6, S9, S12, S15, S18) F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminoacidos); F2+F3: oligopeptideos (2 a 7 residuos de aminoacidos); F4: aminoacidos livres. Os
resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparacdo, médias indicadas por
letras iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracdo para
diferentes hidrolisados.

Observa-se que o efeito benéfico devido a utilizagdo de uma menor relagédo E:S

ocorreu em um caso relacionado com a elevagao do teor de oligopeptideos, quando a
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E:S passou de 4:100 para 2:100 (S18 e S17) e, em dois casos ao passar de 2:100 para
1:100 (S5 e S4; S11 e S10). Além disso, a reducao do teor de grandes peptideos foi
obtida em apenas um caso quando a relagao E:S passou de 4:100 para 2:100 (S18 e
S17) e, em outro caso, quando passou de 2:100 para 1:100 (S11 e S10). Os menores
teores de aminoacidos livres foram obtidos em apenas em um caso quando a E:S foi
reduzida de 4:100 para 2:100 (S5 e S6), e em quatro casos quando foi reduzida de
2:100 para 1:100 (S5 e S4; S11 e S10; S14 e S13; S17 e S16).

Por outro lado, em estudo realizado anteriormente no mesmo laboratério, ndo foi
observado qualquer efeito benéfico associado a utilizacdo de uma menor relagao E:S,
na agao da subtilisina sobre a caseina (MORATO et al., 2000). Assim, ao reduzir a
relagdo E:S de 4:100 para 2:100, estes autores observaram a elevacédo nos teores de
grandes peptideos (de 14% para 30%) e de aminodacidos livres (de 4% para 16%), além

de decréscimo no conteudo de oligopeptideos (de 82% para 54%).

3.1.3 Efeito do tempo de hidrdlise

A influéncia do tempo de acido da subtilisina sobre o soro de leite pode ser
avaliada na Figura l.4. No intuito de manter os demais parametros hidroliticos
constantes, a analise dos dados deve considerar seis grupos contendo, cada um, trés
hidrolisados: grupo 1 (S1, S4 e S7); grupo 2 (S2, S5 e S8); grupo 3 (S3, S6 e S9);
grupo 4 (S10, S13 e S16) grupo 5 (S11, S14 e S17) e grupo 6 (S12, S15 e S18). E
cada uma das partes A, B e C da Figuras 1.4, estdo apresentados dois destes grupos.

Observa-se que o efeito benéfico devido a utilizacdo de um menor tempo de
hidrolise ocorreu em um caso relacionado com a elevagao do teor de oligopeptideos
quando o tempo passou de 15h para 10h (S18 e S15) e, em um caso, ao passar de
10h para 5h (S13 e S10). Além disso, a redugédo do teor de grandes peptideos foi
obtida em um caso quando o tempo passou de 15h para 10h (S18 e S15) e, em trés
casos, quando passou de 10h para 5h (S4 e S1; S5 eS2; S13 e S10). Os menores
teores de aminoacidos livres foram obtidos em trés casos quando o tempo foi reduzido
de 15h para 10h (S7 e S4; S16 e S13; S17 e S14) e, em trés casos, quando foi
reduzido de 10h para 15h (S13 e S10; S14 e S11; S15 e S12).
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Figura 1.4:. Efeito do tempo de hidrolise sobre o perfil peptidico de

hidrolisados de soro de leite. Tempos utilizados: 5h (S1, S2, S3, S10, S11, S12), 10h (S4, S5,
S6, S13, S14, S15) e 15h (S7, S8, S9, S16, S17, S18). F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminoacidos); F2+F3: oligopeptideos (2 a 7 residuos de aminoacidos; F4: aminoacidos livres. Os
resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparacdo, médias indicadas por
letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracdo para
diferentes hidrolisados.

CONCLUSAO

A acao da subtilisina foi eficiente na produg¢ao de hidrolisados de soro de leite, ricos em
oligopeptideos e pobres em grandes peptideos e aminoacidos livres, tendo atingido
teores de oligopeptideos superiores a 40%. Dentre os parametros testados, o efeito
benéfico da utilizagdo de uma maior concentracdo do substrato e de menores relacéo
E:S e do tempo de reacao, levando a um maior teor de oligopeptideos, foi observado
em varios casos. O melhor perfil peptidico foi obtido ao se empregar 15% de substrato,
E:S de 1:100 e 5h de hidrdlise, o que corresponde, igualmente, a condigdo mais

vantajosa, do ponto de vista econdmico.
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CAPITULO Il

UTIL[ZAQAO DA PANCREATINA NA HIDROLISE DAS
PROTEINAS DO SORO DE LEITE PARA OBTER ELEVADO
TEOR DE OLIGOPEPTIDEOS

RESUMO

Varios hidrolisados enzimaticos de soro de leite foram preparados visando a elevagao
do teor de oligopeptideos e a redugao de custos para producéo em larga escala. Para
iSsO, empregou-se a pancreatina e alguns parametros hidroliticos como o tempo de
reacao (5h, 10h e 15h), a relagdo E:S (1:100, 2:100 e 4:100) e a concentragdo do
substrato (10% e 15%) foram testados. Os hidrolisados foram fracionados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular (SE-HPLC) e, para a
quantificacdo dos componentes das fragdes cromatograficas, empregou-se o método
rapido da Area Corrigida da Fracdo. Para os parametros estudados, observou-se efeito
benéfico sobre o perfil peptidico, sendo que o melhor resultado, associado,
principalmente, ao maior teor de oligopeptideos (49,00%) e ao menor conteudo de
aminoacidos livres (22,00%), foi obtido quando se empregou a concentragédo do

substrato a 10%, a relagao E:S de 4:100 e o tempo de reacao de 10h.

Palavras chave: hidrolisados, pancreatina, soro de leite, oligopeptideos, perfil
peptidico.
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ABSTRACT

USE OF PANCREATIN FOR HYDROLYSING WHEY PROTEINS AND OBTAINING
HIGH OLIGOPEPTIDE CONTENTS. Several enzymatic hydrolysates of whey were
prepared with the objective of increasing the oligopeptide content and reducing the cost
of large scale production. Pancreatin was used and some hydrolytic parameters such as
reaction time (5h, 10h and 15h), enzyme:substrate ratio (E:S) (1:100, 2:100 and 4:100)
and substrate concentration (10% and 15%) were tested. The hydrolysates were
fractionated by size-exclusion-HPLC and the rapid corrected fraction area method was
used for quantifying the chromatographic fractions. The beneficial effect on the peptide
profile was observed in several cases, and it was mainly associated with higher
oligopeptide (49%) and lower amino acid (22%) contents, which were obtained for a

substrate concentration of 10%, E:S ratio of 4:100 and reaction time of 10h.

Key words: hydrolysates, pancreatin, whey, oligopeptide, peptide profile.

55



INTRODUCAO

Tradicionalmente, o soro era considerado pelos produtores de queijo como um
subproduto da fabricagdo, com baixo ou nenhum valor comercial. Porém, esta visao
mudou com a descoberta de propriedades funcionais e bioativas de seus componentes
(WALZEN et al., 2002).

As proteinas do soro do leite tém sido apontadas como nutrientes portadoras de
atividade funcional, capazes de modular algumas respostas fisiolégicas do organismo
animal (PACHECO et al., 2006; SGARBIERI, 2004; GAUTHIER & POULIOT, 2003;
PIHLANTO-LAPPALLA, 2001).

Entretanto, a despeito das varias possibilidades de utilizacdo do soro, que tém
sido descobertas nos ultimos 50 anos, aproximadamente metade da producdo mundial
de soro é descartada em efluentes sem qualquer tratamento. Desta forma, devido a
sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO), associada, principalmente, a
presenca de lactose e proteinas, constitui-se num forte agente de poluicdo ambiental
(SISO, 1996; CHERYAN, 1998). Portanto, este trabalho representa uma importante
contribuicdo no sentido de criar opgdes para utilizagado do soro do leite.

O tratamento enzimatico contribui para a melhoria das propriedades fisicas,
quimicas, funcionais, organolépticas e nutricionais das proteinas, atuando,
particularmente, nas caracteristicas de absorcdo protéica. Diversos autores tém
demonstrado que férmulas contendo um elevado teor de oligopeptideos, especialmente
de di- e tripeptideos, séo utilizadas mais efetivamente do que uma mistura equivalente
de aminoacidos livres, apresentando, assim, um maior valor nutritivo (KEOHANE et. al.,
1985; GRIMBLE et al., 1986; RERAT, 1993; BOZA et al., 2000).

A avaliagdo dos teores de peptideos em hidrolisados protéicos envolve,
inicialmente, o fracionamento das amostras. Neste sentido, varias técnicas
cromatograficas tém sido descritas na literatura, mas estas apresentam inumeros
inconvenientes, tais como interacbes entre o soluto e a fase estacionaria e a
ineficiéncia em separar os pequenos peptideos (LEMIEUX et al., 1991; SCHIMIDT &
POLL, 1991; DAVIS & LEE, 1992; GOLOVCHENKO et al., 1992; VISSER et al., 1992).

SILVESTRE et al. (1994a) desenvolveram um método eficiente para
fracionamento e quantificacdo dos peptideos, empregando uma coluna cromatografica
de exclusdao molecular contendo o complexo poli (2-hidroxietil-aspartamido)-silica
(PHEA), que Ihes possibilitou separar peptideos com massas moleculares menores do
que 1000Da, sendo este método empregado no presente trabalho.
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O perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos de diferentes fontes protéicas
(caseina, soro de leite e leite em pd) e diversas condi¢gdes hidroliticas, vém sendo
estudados no laboratério de Bromatologia / Pesquisa da Faculdade de Farmacia da
UFMG, no qual foi desenvolvido o presente estudo (MORATO et al., 2000; CARREIRA
et al.,, 2004; LOPES et al, 2005; MORAIS et al.,, 2005; SOARES et al., 2006;
BARBOSA et al., 2004; DE MARCO et al., 2005; SILVA et al., 2005; DELVIVO et al.,
2006).

Este trabalho teve como objetivo otimizar as condi¢gdes hidroliticas, a fim de
reduzir os custos para adaptacdo em escala industrial e obter hidrolisados de soro de
leite com elevado teor de di- e tripeptideos e peptideos médios (500Da), bem como

com baixos teores de grandes peptideos (>1000Da) e de aminoacidos livres.

MATERIAL E METODOS

Material

O soro de leite em po6 (Kerrylac 700), parcialmente desmineralizado, foi doado
pela Kerry do Brasil Ltda (Trés Coracdes, MG, Brasil). A enzima pancreatina (Corolase
PP), fornecida pela AB Enzymes® (Barueri, SP, Brasil), € uma enzima mista, de origem
animal (péncreas suino), atividade 2000.000 LVE/g, estavel em pH neutro ou
ligeiramente alcalino, pH 6timo entre 7 e 9 com temperatura étima entre 35-50°C.

Um agitador magnético (Fisatom, modelo 752A) com temperatura controlada e
agitacado 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)-silica], 250 x 9,4 mm, 5 um 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
cromatdgrafo foi purificada em Sistema de Purificacdo (Aries Vaponics, Rockland,

USA). Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico.
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Métodos

1 Determinacdo da composicdo quimica do soro de leite

A composicado quimica do soro de leite foi determinada segundo os métodos
descritos na AOAC (1995). A umidade foi determinada pelo método de secagem em
estufa ventilada (Quimis Q-314M242, série 020, Diadema, SP) a 105 °C até peso
constante; as cinzas, por incineragao, em mufla a 550 °C; os lipideos, por extragdo com
éter etilico (Soxhlet modificado, Quimis Q-308G26, série 018, Diadema, SP); as
proteinas foram determinadas pelo método de micro-Kjeldahl; os carboidratos, por
diferenga. O fator de conversao de nitrogénio para proteina usado foi 6,38 (NIELSEN,
1998).

2 Preparo dos hidrolisados enziméticos do soro de leite

Foram preparados 18 hidrolisados enzimaticos utilizando-se a pancreatina. As
solugdes a 10% e 15% (p/v) de soro de leite tiveram seu pH ajustado para 7,0 com
Na,COs3 a 3mol/L e foram colocadas em banho de dleo a 50°C, sob agitagdo continua.
A enzima foi, entdo, adicionada em quantidade suficiente para se obter a relagcdo
enzima:substrato (E:S) desejada. Apds 5h, 10h e 15h de hidrdlise, a reagao foi
interrompida por meio do aumento da temperatura para 85°C por 20 min. Os
hidrolisados obtidos foram liofilizados. Algumas condi¢des de hidrolise estdo

apresentadas na Tabela Il.1.

3 Caracterizacao do perfil peptidico dos hidrolisados de soro de leite

Esta caracterizagao foi realizada em duas etapas: fracionamento dos peptideos,

de acordo com o tamanho da cadeia, e sua posterior quantificagao.
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Tabela 1.1 — Variaveis hidroliticas empregadas no preparo de hidrolisados
protéicos de soro de leite.

Concentragao do ES Tempo de
Hidrolisados substrato (p/v) hidrolise (h)
P1 10 1:100 5
P2 10 2:100 5
P3 10 4:100 5
P4 10 1:100 10
P5 10 2:100 10
P6 10 4:100 10
P7 10 1:100 15
P8 10 2:100 15
P9 10 4:100 15
P10 15 1:100 5
P11 15 2:100 5
P12 15 4:100 5
P13 15 1:100 10
P14 15 2:100 10
P15 15 4:100 10
P16 15 1:100 15
P17 15 2:100 15
P18 15 4:100 15

E:S = relagcdo enzima substrato

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 concentragcédo de
19% (p/v) na fase movel (acido férmico a 0,05 mol/L, pH 2,5) e submetidas a
cromatografia a temperatura ambiente, sob condigdes isocraticas, a um fluxo de 0,5
mL/ min, durante 35 min, sendo que o volume injetado foi de 20uL. A fase movel foi
filtrada, através de membrana de 0,45 um, e desgaseificada imediatamente antes do
uso. As fracdes foram separadas de acordo com o tempo de eluicdo, sendo F1, de 11,5
a 16,0 min (peptideos grandes, com mais de 7 residuos de aminoacidos); F2, de 16,0 a
19,5 min (peptideos médios, entre 4 e 7 residuos); F3, de 19,5 a 20,5 min (di- e

tripeptideos); e F4, de 20,5 a 32,0 min (aminoacidos livres).
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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 soro de leite. Resumidamente, foram preparados
cinco hidrolisados padrdo (dois com tripsina e trés com pancreatina) que foram
fracionados por HPLC de exclusdo molecular em coluna PHEA. As quatro fracdes
obtidas foram coletadas (Coletor de Fracdes, modelo CF-1, Spectrum/Chrom, Houston,
TX, EUA) sendo que o solvente foi removido, de cada fragdo, em evaporador Centrivap
(modelo 78100-00D, Labconco, Kansas City, MI, EUA). Posteriormente, as fracdes
foram submetidas a analise de aminoacidos. O calculo da ACF foi realizado por meio
de férmulas desenvolvidas por SILVESTRE et al. (1994b), apds a multideteccédo das
fragdes a 230nm, 280nm e 300 nm, para se eliminar a interferéncia devida a absorcao
dos aminoacidos aromaticos. Tragou-se, entdo, uma curva padrao, plotando-se ACF
em fungao do teor de aminoacidos (SILVESTRE et al., 1994b; MORATO et al., 2000;
CARREIRA et al., 2004; LOPES et al., 2005; MORAIS et al., 2005; SOARES et al.,
2006; BARBOSA et al., 2004; DE MARCO et al., 2005; SILVA et al., 2005; DELVIVO et
al., 2006).

4 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram feitos em 3 repeticdes e as analises realizadas em
triplicata. Para a avaliacdo das diferencas entre as médias dos teores de peptideos e
aminoacidos livres das fragdes cromatograficas dos hidrolisados de soro de leite foram
realizadas a Analise de Variancia (ANOVA fator unico) e o Teste de Duncan (p<0,05).
(PIMENTEL-GOMES, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Composicdo quimica do soro de leite em pé

Tabela 1.2 - Composicdo quimica do soro de leite em po.

Componentes Valores obtidos’  SILVA et al. (2005)°  USDA (2006)°
Umidade (g%) 2,63 3,51 3,19
Proteinas (g%) 13,54 11,82 12,93
Lipideos (g%) 0,75 0,85 1,07
Cinzas totais (g%) 5,11 8,72 8,35
Acucares totais (g%) 77,97 67,47 74,46

"Valores obtidos no soro de leite utilizado no experimento. “Valores obtidos no soro de leite da
Prolacteos Industria e Comércio Ltda (Contagem, MG, Brasil).>USDA National Nutrient Database for
Standard Reference, Release 19, 2006.

Diversos fatores como raga das vacas, alimentagao (plano de nutrigao e forma
fisica da racao), temperatura ambiente, manejo e intervalo entre as ordenhas, producao
de leite e infeccdo da glandula mamaria, podem interferir na composigcéo do leite e,
consequentemente, na do soro. (EMBRAPA, 2006). Apesar disso, observa-se na
Tabela 1l.2, que para proteinas, os teores encontrados neste estudo estdao proximos
dos valores publicados pela USDA (2006), como também dos citados por SILVA et al.
(2005). Ja o valor de lipideos esta mais proximo do encontrado por SILVA et al. (2005).

Foi utilizado no experimento soro parcialmente desmineralizado, o que explica o
teor de cinzas, que é inferior aos relatados na literatura consultada, obtido no presente

trabalho.

2 Caracterizacao dos hidrolisados de soro de leite

2.1 Perfil peptidico dos hidrolisados protéicos

Conforme descrito anteriormente em diversos trabalhos realizados no mesmo
laboratério do presente estudo, os hidrolisados protéicos foram separados em quatro
fragcdes (F1, F2, F3 e F4) (SILVESTRE et al., 1994a, 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; SILVA et al., 2005; SOARES et al.,, 2006). A fracdo F1

corresponde aos peptideos com mais de 7 residuos de aminoacidos, a fragcado F2 aos

61



peptideos médios contendo de 4 a 7 residuos de aminoacidos, a fragao F3 contém os
di- e tripeptideos e a fracdo F4 os aminoacidos livres. A titulo de exemplo, o perfil
cromatografico do hidrolisado S1, a 230nm, esta apresentado na Figura I1.1.

A técnica de SE-HPLC, utilizada no presente trabalho, foi eficiente na
caracterizacao de hidrolisados protéicos, especialmente quando o interesse esta
voltado para o fracionamento de peptideos de baixas massas moleculares, ou seja,
inferiores a 1000Da.

Varios estudos realizados no mesmo laboratério do presente trabalho, utilizando
o soro de leite (DE MARCO et al., 2005; SILVA et al., 2005; DELVIVO et al., 2006) e
outras fontes protéicas como caseina (MORATO et al., 2000; CARREIRA et al., 2004;
MORAIS et al., 2005; BARBOSA et al., 2004), leite (LOPES et al., 2005; SOARES et
al., 2006) e arroz (BIZZOTTO et al.,2006) confirmam estes resultados.

Técnicas como a eletroforese em gel de poliacrilamida-sddio dodecil sulfato
(SDS-PAGE) (SCHIMIDT & POLL, 1991; SCHIMIDT & MARKWIJK, 1993;
GALLAGHER et al., 1994) a cromatografia de exclusdo molecular (SEC) (DEESLIE &
CHERYAN 1991), a HPLC capilar (DAVIS & LEE, 1992), a HPLC de troca de iénica
(AE-HPLC) (DIZDAROGLU, 1985) e a HPLC de exclusdo molecular (SE-HPLC)
empregando coluna TSK G-2000 SW (LEMIEUX et al., 1991) e coluna Superose -12HR
10/30 (GOLOVCHENKO et al., 1992; VISSER et al., 1992) podem ser utilizadas para o
fracionamento dos peptideos de hidrolisados protéicos.

Entretanto, ao contrario da técnica aqui utilizada, a maioria destes métodos
apresenta uma série de inconvenientes como, a dificuldade de separar os peptideos de
acordo com o tamanho da cadeia, sendo observada a superposi¢cao de compostos com
pesos moleculares diferentes, relatada por LEMIEUX et al. (1991) empregando a SE-
HPLC com uma coluna TSK G-2000 SW e DAVIS & LEE (1992) empregando a HPLC
capilar. Além disso, empregando a SDS-PAGE, SCHIMIDT & POLL (1991), relataram
a dificuldade de detectar pequenos peptideos (<2000Da) pela técnica utilizada uma vez
que os peptideos, devido a fixagdo insuficiente, sdo removidos durante os
procedimentos de revelac&o e lavagem do gel.

Também utilizando SE-HPLC, porém com uma coluna Superose-12HR 10/30,
VISSER et al. (1992) e GOLOVCHENKO et al. (1992) verificaram a ocorréncia de

interagdes eletrostaticas e/ ou hidrofobicas entre os solutos e a fase estacionaria.
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Figura Il.1: Perfil cromatogréafico do hidrolisado P1 a 230 nm.

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 P1= substrato a 10%; tempo de hidrdlise = 5h; relagéo E:S = 1%.

2.2 Teor de peptideos e aminoéacidos livres dos hidrolisados

Observa-se na Tabela 11.3 que, para 7 hidrolisados (P1, P2, P9, P10, P11, P12 e
P14), a distribuicdo de peptideos e de aminoacidos livres foi semelhante, uma vez que
nao foram observadas diferengas significativas para os valores das quatro fracdes
cromatograficas.

O hidrolisado P6 apresentou o melhor perfil peptidico, uma vez que, apesar de
seu teor de di- e tripeptideos (12,42%) ter sido semelhante ao de outros hidrolisados,
seu conteudo de peptideos com massa molecular média de 500Da (36,56%) foi o maior
e 0 de aminoacidos livres (22,02%) o menor, dentre todas as amostras analisadas.

A acao da pancreatina sobre o perfil peptidico de hidrolisados de soro de leite
foi, anteriormente, avaliada em dois estudos, no mesmo laboratério do presente
trabalho, mas utilizando-se condi¢cdes diferentes para o preparo dos hidrolisados e o
emprego da enzima.

Assim, no primeiro estudo, a pancreatina foi imobilizada em carvao ativado,
antes de se proceder a hidrélise do soro do leite. Em seguida, fez-se a caracterizagao
do perfil peptidico dos hidrolisados, cujo melhor resultado se mostrou inferior ao do
hidrolisado P6 aqui obtido, com relagdo aos teores de grandes peptideos (58%) e de
peptideos médios (25%) (SILVA et al.,, 2005). A unica vantagem da imobilizagdo da
pancreatina, em relacdo ao presente trabalho, refere-se ao baixo teor de aminoacidos
livres (2%), ja que o de di- e tripeptideos foi semelhante (15%) ao do presente trabalho.

No segundo estudo, apds a agdo da pancreatina, os hidrolisados do soro de leite

foram passados por uma coluna de carvao ativado e por uma membrana de
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ultrafiltracdo (UF) (corte 1000Da) e, posteriormente, caracterizou-se o perfil peptidico.
Os melhores resultados obtidos foram superiores aos do presente trabalho,
especialmente com relagéo aos teores de di- e tripeptideos (21%) e grandes peptideos
(16%) (DELVIVO et al., 2006). Este fato pode ser explicado pela utilizagdo da UF,
porém esta técnica apresenta a desvantagem de encarecer o processo, dificultando a
sua aplicagdo em larga escala. Além disso, foi utilizada no estudo uma concentragao
de substrato cerca de 10 vezes menor do que a empregada no presente trabalho

(1,06%), o que eleva em demasia os custos do processo.

Tabela 1.3 — Teor de peptideos e de aminoé&cidos livres nas fragdes
cromatograficas dos hidrolisados de soro de leite obtidos pela acdo da
pancreatina.

Hidrolisados F1 F2 F3 F4

P1 22 44 93 26,26 %72 10,24 34 41,04 19
P2 23,34 3 26,52 9’2 10,45 34 39,68 9
P3 8,69 21,5112 8,26 93 61,52 2/
P4 19,55 ©73 31,29 b2 5,35 4 43,78 ¢
P5 18,717 23,78 fn’2 10,10 @4 47,39 ¢
P6 28,93 2 36,56 " 12,42 3 22,027
P7 14,37 9® 16,58 /2 6,20 %4 62,83 2
P8 31,48 @ 28,05 °? 9,67 >3 30,78 "
P9 21,65 93 27,68 °42 10,13 abc/4 40,53 191
P10 23,85 93 28,50 ©2 8,62 39,01 9
P11 23,15 92 24,83 ©19/2 9,35 b3 42,64
P12 2212 93 25,47 972 10,20 3c4 42 19
P13 25,66 °? 25,08 ©2 5113 4413 ¢
P14 21,83 93 27,01 %2 11,34 34 39,80 9"
P15 15,01 9% 22,62 N2 9,61 P4 52,74 °1
P16 15,29 9° 21,80 "2 5,67 ¢ 57,219/
P17 19,10 26,71 °de/2 10,34 3bc/4 43,84 1
P18 17,827 27,62 ¢9? 10,44 34 44,10 °

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

64



3. Comparacéao entre os diferentes tratamentos enzimaticos

Os resultados aqui obtidos serdao comparados com os relatados na literatura
para a acdo da pancreatina sobre o perfil peptidico do soro de leite, porém, nesses
estudos foram empregadas condi¢des diferentes das utilizadas no presente trabalho no
que se refere ao preparo dos hidrolisados e ao emprego da enzima.

Todos os parametros foram analisados levando-se em consideragcdo a redugao
de custos do processo para adaptacdo em escala industrial. O aumento da
concentracdo do substrato estd associado a reducdo da quantidade de agua e,
consequentemente, do tempo gasto no processo de secagem; a reducao da relagao
E:S esta associada ao emprego de menor quantidade de enzima necessaria para a
hidrdlise; a reducdo do tempo de hidrélise esta relacionada a diminuicdo de
contaminacgao bacteriana, a redugao de formagao de produtos de degradagéao, além de

menor consumo de energia.

3.1.1 Efeito da concentracao do substrato

Para analisar o efeito da concentracao inicial do soro de leite sobre o perfil
peptidico dos hidrolisados protéicos, devem ser comparados os seguintes hidrolisados:
P1 com P10, P2 com P11, P3 com P12, P4 com P13, P5 com P14, P6 com P15, P7
com P16, P8 com P17 e P9 com P18, uma vez que os parametros tempo de hidrdlise,
relagao E:S, pH e temperatura sdo mantidos constantes. Em cada uma das partes A, B
e C da Figura 1.2, estao apresentados trés destes grupos.

Observa-se na Figura Il.2 que a vantagem da utilizagdo de uma maior
concentragédo do substrato ocorreu em alguns casos e relaciona-se a elevagao do teor
de oligopeptideos (P3 e P12; P5 e P14; P7 e P16) e a queda nos teores de grandes
peptideos (P6 e P15; P8 e P17; P9 e P18) e de aminoacidos livres (P3 e P12; P5 e

P14; P7 e P16) ao aumentar a concentragédo de 10% para 15%.
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Figura I1.2: Efeito da concentracdo do substrato sobre o perfil peptidico de

hidrolisados de soro de leite. Concentracdes utilizadas: 10% (P1, P2, P3, P4, P5 P6, P7, P8,
P9) e 15% (P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17, P18). F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminoacidos); F2+F3: oligopeptideos (2 a 7 residuos de aminoacidos); F4: aminoacidos livres. Os
resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparacdo, médias indicadas por
letras iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracdo para
diferentes hidrolisados.

3.1.2 Efeito da relagao E:S

A influéncia da relagdo E:S na agao da pancreatina sobre o soro de leite pode
ser avaliada na Figura 11.3. No intuito de manter os demais parametros hidroliticos
constantes, a analise dos dados deve considerar seis grupos contendo, cada um, trés
hidrolisados: grupo 1 (P1, P2 e P3); grupo 2 (P4, P5 e P6); grupo 3 (P7, P8 e P9);
grupo 4 (P10, P11 e P12) grupo 5 (P13, P14 e P15) e grupo 6 (P16, P17 e P18). Em

cada uma das partes A, B e C da Figura 1.3, estdo apresentados dois destes grupos.
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Figura I1.3: Efeito da relacdo E:S sobre o perfil peptidico de hidrolisados de

soro de leite. Relagbes E:S utilizadas: 1:100 (P1, P4, P7, P10, P13, P16), 2:100 (P2, P5, P8, P11,
P14, P17) e 4:100 (P3, P6, P9, P12, P15, P18) F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos);
F2+F3: oligopeptideos (2 a 7 residuos de aminoacidos); F4: aminoacidos livres. Os resultados
representam a média das triplicatas. Para cada comparagdo, médias indicadas por letras iguais
ndo diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracdo para diferentes
hidrolisados.

Observa-se que o efeito benéfico devido a utilizagdo de uma menor relagcéao E:S
ocorreu em dois casos relacionados com a elevacéo do teor de oligopeptideos quando
a E:S passaou de 4:100 para 2:100 (P3 e P2; P15 e P14). e, em dois casos, ao passar
de 2:100 para 1:100 (P5 e P4; P11 e P10) Além disso, a redugao do teor de grandes
peptideos foi obtida em apenas um caso, quando passou de 4:100 para 2:100 (P6 e
P5), e em dois casos quando a relagdo E:S passou de 2:100 para 1:100 (P8 e P7; P17
e P16). Os menores teores de aminoacidos livres foram obtidos em trés casos quando
a E:S caiu de 4:100 para 2:100 (P3 e P2; P9 e P8; P15 e P14) e em dois casos quando
a E:S foi reduzida de 2:100 para 1:100 (P5 e P4; P11 e P10).

Em dois estudos anteriores realizados no mesmo laboratério do presente
trabalho, empregando-se a pancreatina para hidrolisar o soro de leite, o efeito da
reducdo da relagdo E:S sobre o perfil peptidico foi avaliado apds o tratamento dos

hidrolisados com carvao ativado para remocao de fenilalanina.
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Assim, empregando-se esta enzima imobilizada em carvao ativado, observou-se
que a utilizagcdo de uma relacdo E:S 100 vezes menor (de 1:100 para 0,01:100) foi
benéfica para o perfil peptidico, tendo aumentado substancialmente o teor de
oligopeptideos (de 8% para 40%) e reduzido drasticamente o conteudo de aminoacidos
livres (de 53% para 2%) (SILVA et al.,2005). No segundo estudo, a pancreatina foi
usada em solugcdo, e nao foi observado qualquer efeito sobre o perfil peptidico,
relacionado a utilizacdo de uma menor relacdo E:S de 0,1:100 para 0,01:100
(DELVIVO et al., 2006).

3.1.3 Efeito do tempo de hidrdlise

A influéncia do tempo na acdo da pancreatina sobre o soro de leite pode ser
avaliada na Figura I1.4. No intuito de manter os demais parametros hidroliticos
constantes, a analise dos dados deve considerar seis grupos contendo, cada um, trés
hidrolisados: grupo 1 (P1,P4 e P7); grupo 2 (P2, P5 e P8); grupo 3 (P3, P6 e P9); grupo
4 (P10, P13 e P16) grupo 5 (P11, P14 e P17) e grupo 6 (P12, P15 e P18). Em cada
uma das partes A, B e C da Figura 1.4, estdo apresentados dois destes grupos.

Observa-se que o efeito benéfico devido a utilizagcdo de um menor tempo de
reacado, associado com a elevacao do teor de oligopeptideos, ocorreu em trés casos
relacionados quando o tempo passou de 15h para 10h (P7 e P4; P9 e P6; P16 e P13)
e, em outros trés , ao passar de 10h para 5h (P5 e P2; P13 e P10; p15 e p12). Além
disso, a reducédo do teor de grandes peptideos foi obtida em dois casos quando o
tempo passou de 15h para 10h (P8 e P5; P18 e P15) e, em um caso, quando passou
de 10h para 5h (P6 e P3). Os menores teores de aminoacidos livres foram obtidos em
quatro casos quando o tempo foi reduzido de 15h para 10h (P7 e P4; P9 e P6; P16 e
P13; P17 e P14) e, em quatro casos, quando o tempo foi reduzido de 10h para 15h (P4
e P1; P5e P2; P13 e P10; P15 e P12).
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Figura Il.4: Efeito do tempo de hidrdlise sobre o perfil peptidico de

hidrolisados de soro de leite. Tempos utilizados: 5h (P1, P2, P3, P10, P11, P12), 10h (P4, P5,
P6, P13, P14, P15) e 15h (P7, P8, P9, P16, P17, P18). F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminoacidos); F2+F3: oligopeptideos (2 a 7 residuos de aminoacidos; F4; aminoacidos livres. Os
resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparacdo, médias indicadas por
letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracdo para
diferentes hidrolisados.

CONCLUSAO

A acao da pancreatina foi eficiente na produgao de hidrolisados de soro de leite
com perfil peptidico adequado para uso em dietas especiais. Dentre as condicbes
testadas, a que empregou a concentragéo do substrato de 10%, a relacao E:S de 4:100
e o tempo de hidrdlise de 10h, propiciou o melhor resultado, tendo alcangado um teor
de oligopeptideos de 49%. O efeito benéfico, associando os diversos parametros
estudados (utilizagdo de maior concentragdo do substrato e de menores relagéo E:S e
tempo de reacgédo), com a redugédo dos custos de processo, foi observado em varios

Casos.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As condic¢des hidroliticas testadas neste estudo foram eficientes na obtengao de
hidrolisados de soro de leite, ricos em oligopeptideos e com baixo teor de grandes
peptideos e aminoacidos livres, empregando-se a subtilisina e pancreatina.

Dentre os parédmetros testados, o efeito benéfico do aumento da concentragéo
do substrato e das redug¢des da relagcao E:S e do tempo de reacao, levando a um maior
teor de oligopeptideos, foi observado em varios casos. Além disso, a selegdo do melhor
hidrolisado levou em consideracdo a reducao de custos do processo para adaptacao
em escala industrial. Neste sentido, € importante ressaltar que: o aumento da
concentragdo do substrato esta associado a reducdo da quantidade de agua e,
consequentemente, do tempo gasto no processo de secagem; a redugcao da relagdo
E:S estd associada ao emprego de menor quantidade de enzima necessaria para a
hidrolise; a reducdo do tempo de hidrélise esta relacionada a diminuicdo de
contaminagao bacteriana, a redugédo de formagao de produtos de degradagéao, além de
menor consumo de energia.

Assim, utilizando-se a subtilisina, o melhor perfil peptidico foi obtido ao se
empregar 15% de substrato, E:S de 1:100 e 5h de reagdo, obtendo-se um teor de
oligopeptideos de 41,42%. Ja, para a pancreatina, a concentragdo do substrato de
10%, a relacéo E:S de 4:100 e o tempo de reacao de 10h propiciou o melhor resultado,
tendo alcangado um teor de oligopeptideos de 49,00%.

Os melhores resultados dos hidrolisados obtidos pela agao da subtilisina (S10) e
da pancreatina (P6) foram comparados. Observa-se que a utilizagdo da pancreatina foi
mais vantajosa uma vez que deu origem a um hidrolisado contendo elevado teor de
oligopeptideos (49%) e baixo teor de grandes peptideos (28,93%), enquanto que a
utilizacdo da subtilisina destaca-se pelo seu baixo conteudo de aminoacidos livres
(15,37%).

Dando continuidade a este estudo seria interessante a avaliagdo do teor de
aminoacidos, a fim de complementar a caracterizagao dos hidrolisados, possibilitando
assim uma visao mais precisa do valor nutricional destas preparagdes. Além disso,
propde-se a realizagao de testes piloto a fim de ajustar as condi¢gbes para produgdo em
larga escala.

Considerando-se os resultados aqui obtidos, sugere-se o estudo da utilizacédo de
outras enzimas de diversas origens (animal, vegetal ou microorganismos) na busca de

hidrolisados protéicos com elevados teores de oligopeptideos. Da mesma forma,
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outras fontes protéicas poderiam ser utilizadas como matéria-prima. Nesse caso, torna-
se importante avaliar economicamente a escolha do substrato. Em todos estes casos,
diferentes parametros hidroliticos devem ser, igualmente, testados.

Os hidrolisados de soro de leite poderiam ser utilizados como fonte protéica na
elaboragao de suplementos alimentares para os diversos casos de nutricdo clinica,
bem como no desenvolvimento de outros alimentos, por exemplo, bebidas lacteas,
apresentando como vantagem, além do enriquecimento do teor protéico, a melhor
absorcao das proteinas.

Propdem-se também, o estudo das propriedades bioativas destes hidrolisados
em modelos animais, assim como foi feito com os hidrolisados de arroz desenvolvidos
no mesmo laboratério do presente trabalho, que foram testados na reducdo da
translocacao bacteriana em ratos, obtendo-se resultados positivos.

Finalmente, propde-se o estudo das propriedades funcionais destes hidrolisados
(capacidade emulsionante, solubilidade, formacdo de espuma, geleificacdo etc),

visando seu emprego em diversos produtos alimenticios.
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