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Emprego da hidrélise enzimatica utilizando
subtilisina para elevar o valor nutricional

do soro de leite

Use of enzymatic hydrolysis using subtilisin
for increasing the nutritional value of whey

ABSTRACT

AFONSO, W. O.; BIASUTTI, E. A. R.; GERALDI, L. M.; SILVA, V. D. M.;
CAPOBIANGO, M.; SILVESTRE, M. P. C. Use of enzymatic hydrolysis using
subtilisin for increasing the nutritional value of whey. Nutrire: rev. Soc.
Bras. Alim. Nutr. = J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP, v. 34, n. 1,
p- 97-114, abr. 2009.

With the aim of increasing the nutritional value of whey, a subtilisin was used
Jor bydrolysing its proteins and obtaining high di-tripeptide and free amino
acid contents, besides small amounts of large peptides. The whey protein
concentrate was used as raw material and different hydrolytic conditions
were tested such as reaction time (5, 10 and 15h), enzyme:substrate ratio
(1:100, 2:100 and 4:100) and raw material concentration (10% and 15%).
The peptide profiles were initially characterized using a fractionation
method by a size-exclusion-HPLC followed by a rapid Corrected Fraction
Area method for quantifying the peptides. The action of subtilisin showed
varied effects depending on the hydrolysis parameters used. The best
peptide profile was obtained using a raw material concentration of 10%,

an enzyme:substrate ratio of 4:100, after 5h reaction, reaching 13.34% of

di-tripeptides, 45.56% of free amino acids and just 12.28% of large peptides.
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Subtilisin. Di-tripeptides. Peptide profile. Whey.
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Con el proposito de mejorar el valor nutricional
del suero ldcteo, fue empleada una subtilisina
para bidrolizar sus proteinas y obtener un alto
contenido de di-tri péptidos, aminodcidos libres
con reduccion del tenor de grandes péptidos.
La materia prima fue el concentrado proteico
del suero ldcteo y diferentes condiciones de
bidralisis fueron probadas: tiempo de bidrolisis
(5, 10 y 15h), la relacion enzima: substrato
(1:100, 2:100 y 4:100) y la concentracion de la
materia prima (10% y 15%). Se caracterizo el
perfil peptidico por medio de fraccionamiento
de los hidrolizados utilizando cromatografia
liquida de alta eficiencia de exclusion molecular
y la cuantificacion de los componentes de las
[fracciones cromatogrdficas fue realizada por el
método rapido del drea corregida de la fraccion.
Para los pardametros estudiados, se observaron
efectos variados de la subtilisina en la obtencion
de los bidrolizados, y el mejor perfil peptidico fue
encontrado cuando se ulilizo la concentracion
de materia prima de 10%, relacion enzima:
substrato de 4:100 y 5 horas de reaccion. Estas
condiciones dieron origen a un hidrolizado
compuesto de 13,34% de di-tripeptideos, 45,56%
de aminodcidos libres y solo 12,28% de grandes
péptidos.

Palabras clave: Suero lacteo.
Proteinas. Hidrolisis enzimatica.
Subtilisina. Di-tripéptidos.
Perfil peptidico.
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Com o intuito de elevar o valor nutricional do
soro de leite, foi empregada uma subtilisina
para bidrolisar suas proteinas e obter alto teor
de di-tripeptidios, e de aminodcidos livres, além
de pequena quantidade de grandes peptidios.
A matéria-prima utilizada foi o concentrado
proteico do soro de leite e diferentes condigoes
bidroliticas foram testadas, tais como o tempo de
reacado (5, 10 e 15h), a relacdo enzima:substrato
(1:100, 2:100 e 4:100) e a concentragcdo da
mateéria-prima (10% e 15%). Caracterizou-se
o perfil peptidico pelo fracionamento dos
bidrolisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia de exclusdo molecular e, para
a quantificacdo dos componentes das fragcoes
cromatogrdficas, empregou-se o método rapido
da Area Corrigida da Fracdo. Para os pardmetros
estudados, observaram-se efeitos variados da
subtilisina na obtengdo dos bidrolisados, sendo
que o melbor perfil peptidico foi encontrado ao
se empregar a concentragdao da matéria-prima
de 10%, relacdo enzima:substrato de 4:100,
apos 5 b de reagdo, tendo obtido 13,34% de
ditripeptideos, 45,56% de aminodcidos livres e,
apenas, 12,28% de grandes peptidios.

Palavras-chave: Soro de leite.
Proteinas. Hidrolise enzimatica.
Subtilisina. Di-tripeptidios.
Perfil peptidico.
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INTRODUCAO

Soro de leite € o liquido remanescente apos a precipitacdo e remocao da caseina,
principal proteina do leite. E também definido como subproduto da fabricacao de queijo,
sendo considerado um residuo de baixo ou nenhum valor comercial usado na alimentacao
de animais ou descartado em efluentes sem qualquer tratamento (SGARBIERI, 1996; SISO,

1996).

Apesar de ser uma importante fonte nutricional de proteinas, o uso do soro de
leite, in natura, € limitado devido as caracteristicas pereciveis do material, a alta diluicio
de seus componentes e o conteido de minerais. Desta forma, diversas tecnologias de
processamento tém sido aplicadas de maneira a agregar valor a esta matéria-prima. Para
tal, destacam-se processos baseados na manipulacdo das propriedades fisico-quimicas
proteicas, os quais sdo capazes de isolar as principais proteinas do leite, caseinas e proteinas
do soro (BRANS et al., 2004).

O concentrado de proteinas do soro, CPS, produto originado da separacao por
membranas das proteinas do soro, e matéria-prima do presente trabalho, contém de 35 a
80% de proteinas, enquanto o isolado proteico do soro, IPS, possui de 80 a 95% de proteinas.
Virias aplicacoes importantes estao associadas ao CPS, sendo um ingrediente amplamente
utilizado na industria de alimentos em uma grande variedade de produtos como carneos,
bebidas, produtos de padaria e formulacoes infantis, devido as excelentes propriedades
funcionais destas proteinas (BRANS et al., 2004).

Um dos processos que promovem uma exponencial agregacio de valor ao CPS € a
hidrolise proteica, especialmente a enzimdtica. Este tratamento propicia o rompimento da
molécula proteica em unidades menores e tem se destacado na melhoria das propriedades
nutricionais e funcionais das proteinas (BOZA et al., 2000).

Dentre as enzimas utilizadas na hidrolise de proteinas, encontram-se as subtilisinas,
que sao originarias de varias espécies do género Bacillus sp, representam a segunda maior
familia de serino-proteases, atuam numa faixa de pH alcalino ou neutro e apresentam ponto
isoelétrico de aproximadamente 9,4 (RAO et al., 1998; REED, 1975; SGARBIERI, 1996). A
acdo proteolitica das subtilisinas mostra preferéncia por ésteres de aminoacidos aromaticos
e, em menor extensao, por ésteres da lisina e arginina. A acao das subtilisinas parece ocorrer
principalmente nas ligacdes peptidicas envolvendo os grupos amino e carboxila de residuos
neutros e acidos (BEYNON; BOND, 1989; PEREA et al., 1993).

Além da melhoria das propriedades funcionais e sensoriais, é possivel aumentar
o valor nutricional das proteinas por meio do tratamento enzimatico. Um dos principais
critérios na caracterizacdo de um hidrolisado para utilizacao dietética é sua distribuicio
quanto ao tamanho dos peptidios sendo utilizadas, mais efetivamente, aqueles contendo
um elevado teor de oligopeptidios, especialmente, di-tripeptidios (BOZA et al., 2000;
FRENHANI; BURINI, 1999).
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A introduc¢io na dieta de hidrolisados enzimaticos ricos em pequenos peptidios pode
ser importante, no sentido de propiciar uma melhor utilizacao das proteinas. Neste sentido,
os hidrolisados proteicos vém sendo usados na fabricacdo de alimentos especiais para
diversos grupos, tais como recém-nascidos prematuros, crian¢as com diarreia, gastroenterite,
ma-absorcdo, fenilcetonuria, pessoas com alergia a proteinas, visto que o decréscimo
no tamanho dos peptidios possui relacao direta com a diminuicdo da imunogenicidade
(CLEMENTE, 2000; LI-JUN; CHUAN-HE; ZHENG, 2007). Além disto, estes preparados
enzimaticos podem ser Uteis na suplementacao dietética de idosos (PALLAS, 2002), pacientes
HIV positivos (YUST et al., 2004), na nutricao de esportistas (PIMENTA et al., 2006), como
também, em dietas para controle de peso (AOYAMA et al., 2000).

Silvestre, Hamon e Yvon (1994a) desenvolveram um método para fracionamento e
quantificacao de peptidios, empregando uma coluna cromatografica de exclusio molecular
contendo o complexo poli (2-hidroxietil-aspartamida)-silica (PHEA), que lhes possibilitou
separar peptidios com massas moleculares menores do que 1000 Da, sendo este método
empregado neste trabalho.

O objetivo deste trabalho consistiu no emprego de uma subtilisina para hidrolisar
as proteinas do soro do leite, testando-se o efeito de alguns pardmetros hidroliticos, além
de caracterizar o perfil peptidico dos hidrolisados proteicos, de acordo com o tamanho da
cadeia molecular.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL

O concentrado proteico de soro de leite com 35% de proteina (CPS) na forma de po
(Kerrylac 750) foi doado pela Kerry do Brasil Ltda (Trés Coracdes, MG, BrasiD). A enzima
subtilisina utilizada (Protemax N200) foi fornecida pela Prozyn (Sao Paulo, SP, Brasil), é
uma endopeptidase de origem bacteriana (B. subtillis), atividade 200NU/g, estavel em pH
entre 4,7 e 7,5 com pH otimo entre 7 e 7,5, temperatura 6tima de 55°C e temperatura de
inativacao acima de 80°C por 20 min.

Um agitador magnético (Fisatom, modelo 752 A, Sio Paulo, SP, Brasil), com controle
de temperatura e agitacao, foi utilizado para homogeneizar a mistura. Um liofilizador (Freeze
Dry System / FreeZone 4,5, model 77500, LABCONCO Kansas City, MO, EUA) foi utilizado
para desidratacio das amostras. O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLO), usado no fracionamento dos hidrolisados proteicos era constituido por uma coluna
cromatografica PHEA [poli-(2-hidroxietil-aspartamida)-silical, 250 x 9,4mm, Spm e 200A
(PolylC, Columbia, MD, EUA), uma bomba isocratica e um detector espectrofotométrico
UV-VIS (série HP1100, Waldbronn, Alemanha), acoplado a um computador com software
(HPchemstation, Avondale, EUA). A dgua usada no cromatografo foi purificada em Sistema
de Purificacio (Aries Vaponics, Rockland, EUA). Todos os reagentes utilizados eram de
grau analitico.
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METODOS

Determinacao da composicao quimica do concentrado proteico do soro de leite

A composicao quimica do CPS foi determinada segundo os métodos descritos na
AOAC (1995). O método de secagem em estufa ventilada, a 105°C até peso constante, foi
utilizado para determinacao da umidade (Quimis Q-314M242, série 020, Diadema, SP); as
cinzas por incineracao, em mufla a 550°C; os lipidios, por extracio com éter etilico (Soxhlet
modificado, Quimis Q-308G26, série 018, Diadema, SP); as proteinas foram determinadas pelo
método de micro-Kjeldahl e a lactose por determinacao de glicidios redutores em lactose. O
fator de conversdo de nitrogénio para proteina usado foi de 6,38 (NIELSEN, 1998).

Preparo dos hidrolisados enzimaticos do concentrado proteico do soro de leite

Foram preparados 18 hidrolisados enzimaticos, utilizando-se a subtilisina como enzima
proteolitica. As suspensoes contendo 10% e 15% (p/v) do concentrado proteico do soro do leite
tiveram o pH ajustado para 7,0 com Na,CO; a 3mol/L, e foram colocadas em banho de 6leo a
55°C, sob agitacao continua. A enzima foi, entdo, adicionada em quantidade suficiente para
se obter a relag¢do enzima:substrato (E:S) desejada. Apos 5 h, 10 h e 15 h de hidrélise, a reacao
foi interrompida por meio do aumento da temperatura para 80°C por 20 min. Os hidrolisados
obtidos foram liofilizados. As condicoes de hidrolise estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 — Variaveis hidroliticas empregadas no preparo dos hidrolisados do
concentrado proteico do soro de leite

Hidrolisados Ma;glf;?gr;it;?agzoo/ojig/v) E:S Tempo d((le1 ;ndrohse
S1 10 1:100 5
52 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
59 10 4:100 15

S10 15 1:100 5
11 15 2:100 5
512 15 4:100 5
S13 15 1:100 10
S14 15 2:100 10
S15 15 4:100 10
S16 15 1:100 15
817 15 2:100 15
S18 15 4:100 15

E:S = relacao enzima:substrato.
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Caracterizacao do perfil peptidico dos hidrolisados do concentrado proteico do
soro de leite

A caracterizacao do perfil peptidico foi realizada em duas etapas: fracionamento
dos peptidios, de acordo com o tamanho da cadeia, e sua posterior quantificacao. O
fracionamento dos peptidios foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia de
exclusio molecular (SE-HPLC) em coluna PHEA, conforme descrito por Silvestre, Hamon
e Yvon (1994a). As amostras foram dissolvidas em uma concentracao de 1g% (p/v) na fase
movel (dcido formico a 0,05mol/L, pH 2,5) e submetidas a cromatografia, 4 temperatura
ambiente, sob condicoes isocriticas, a um fluxo de 0,5mL/min, durante 35 min, o volume
injetado foi de 20pL. A fase movel foi filtrada, através da membrana de 0,45pm (Millipore
Indastria e Comércio Ltda, Sio Paulo, SP, BrasiD) e desgaseificada imediatamente antes do
uso. As fracdes foram separadas de acordo com o tempo de elui¢do, sendo F1, de 11,5 a
16,0 min (grandes peptidios, com mais de 7 residuos de aminoacidos); F2, de 16,0 a 19,5 min
(peptidios médios, entre 4 e 7 residuos); F3, de 19,5 a 20,5 min (di-tripeptidios); e F4, de
20,5 a 32,0 min (aminoacidos livres).

O método rapido da Area Corrigida da Fracio (ACF), desenvolvido por Silvestre,
Hamon e Yvon (1994b) foi utilizado para quantificar os peptidios e aminodcidos livres
presentes nos hidrolisados do soro de leite. Resumidamente, neste método, foram
preparados cinco hidrolisados padrio de CPS a 1% (p/v), pH 7,0, preparados com as
enzimas tripsina e pancreatina (sendo, dois com tripsina e trés com pancreatina), os
quais foram fracionados por SE-HPLC em coluna PHEA. As quatro fracoes obtidas foram
coletadas (Coletor de Fracoes, modelo CF-1, Spectrum/Chrom, Houston, TX, EUA) sendo
o solvente removido de cada fracio em evaporador Centrivap (modelo 78100-00D,
Labconco, Kansas City, MO, EUA). Posteriormente, as fracoes foram submetidas a andlise
de aminoacidos. O cidlculo da ACF foi realizado por meio de férmulas desenvolvidas por
Silvestre, Hamon e Yvon (1994b), apos a multideteccdo das fracdes a 230nm, 280nm e
300nm, para se eliminar a interferéncia devida a absor¢cao dos aminodcidos aromaticos.
Tracou-se, entdo, uma curva padrao, plotando-se ACF em funcdo do teor de aminoacidos
(BARBOSA et al., 2004; CARREIRA et al., 2004; DELVIVO et al., 2006; LOPES; DELVIVO;
SILVESTRE, 2005; MORAIS et al., 2005; MORATO et al., 2000; SILVA et al., 2007; SILVESTRE
et al., 1994b; SOARES et al., 2000).

Analise estatistica

Todos os experimentos foram feitos em 3 repeticoes e as andlises realizadas em
triplicata. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e para a avaliacio das
diferencas entre as médias dos teores de peptidios e aminodcidos livres das fracoes
cromatograficas dos hidrolisados do concentrado proteico do soro de leite foi utilizado
o Teste de Duncan (p < 0,05) (PIMENTEL-GOMES, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

COMPOSICAO QUIMICA DO CONCENTRADO PROTEICO DO SORO DE LEITE

Observa-se, na tabela 2, que os teores obtidos para proteinas, cinzas totais e lactose
estdo proximos aos encontrados por outros autores (MORTENSON; VICKERS; REINECCIUS,
2008; SAMMEL; CLAUS, 2003). Além disso, o teor de umidade esta de acordo com a ficha
técnica do produto que informa apenas sobre este valor (> 5g%), porém ¢ bem superior
aos obtidos pelos autores citados acima.

Tabela 2 — Composiciao quimica do concentrado proteico do soro de leite

Componentes Valores obtidos CPS 1 CPS 2 CPS 3
(g%) (&%) (g%) (&%)
Proteinas 35,8 -—- 34,5 38,6
Umidade 8,38 >5 3,5 2,4
Lipidios 0,05 — 3,5 2,8
Cinzas totais 5,30 — 6,4 6,5
Lactose 50,18 - 52,1 49,8

'Valores encontrados ap6s andlise do concentrado proteico do soro de leite utilizado no experimento (KERRYLAC
750, Kerry do Brasil Ltda, MG, Brasil). CPS 1 - Valores disponibilizados na ficha técnica do produto KERRYLAC
750 da Kerry do Brasil Ltda (Trés Coracoes, MG, Brasil); CPS 2 - Valores encontrados por SAMMEL e CLAUS, 2003
analisando o CPS Foremost 365 (Foremost Farms, Baraboo, WI, USA). CPS 3 — Valores encontrados por Mortenson,
Vickers e Reineccius (2008).

Por outro lado, a quantidade de lipides aqui encontrada é muito menor do que a
reportada na literatura (MORTENSON; VICKERS; REINECCIUS, 2008; SAMMEL; CLAUS,
2003). Estas diferencas devem estar relacionadas, principalmente, as variacdes da matéria-
prima utilizada bem como aos processos industriais de obtencao do CPS.

CARACTERIZACAO DOS HIDROLISADOS DO CONCENTRADO PROTEICO DO SORO DE LEITE

Perfil peptidico dos hidrolisados proteicos

Os hidrolisados proteicos foram separados em quatro fracoes (F1, F2, F3 e F4),
conforme descrito, anteriormente, em diversos trabalhos realizados no mesmo laboratorio
do presente estudo (BIASUTTI et al., 2007; CARREIRA et al., 2004; DELVIVO et al., 2000;
LOPES; DELVIVO; SILVESTRE, 2005; MORAIS et al., 2005; MORATO et al., 2000; SILVA et al.,
2007; SILVESTRE; HAMON; YVON, 1994b; SOARES et al., 2006). A fracdo F1 corresponde
aos peptidios com mais de 7 residuos de aminodcidos, a fracdo F2 aos peptidios médios
contendo de 4 a 7 residuos de aminoacidos, a fracao F3 contém os di-tripeptidios e a fracio
F4 os aminoacidos livres. A titulo de exemplo, o perfil cromatografico do hidrolisado S1, a
230nm, esta apresentado na figura 1.
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F1: grandes peptidios (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios peptidios (4 a 7 residuos de aminoacidos); F3:
di-tripeptidios; F4: aminodcidos livres. Y = pico da tirosina, W = pico do triptofano. Hidrolisado S1: matéria-prima
a 10%; tempo de hidrolise = 5 h; relacao E:S = 1:100.

Figura 1 — Perfil cromatografico do hidrolisado S1 a 230nm

A técnica de SE-HPLC, utilizada no presente trabalho, foi eficiente na caracterizacao de
hidrolisados proteicos, especialmente quando o interesse esta voltado para o fracionamento
de peptidios com massas moleculares pequenas, ou seja, inferiores a 1000 Da. Estes
resultados confirmam mais uma vez, os obtidos no mesmo laboratério do presente estudo,
para o fracionamento e a quantificacao de hidrolisados de proteinas utilizando o soro
de leite (BIASUTTI et al., 2007; DELVIVO et al., 2006; SILVA et al., 2007) e outras fontes
proteicas como caseina (BARBOSA et al., 2004; CARREIRA et al., 2004; MORAIS et al., 2005;
MORATO et al., 2000), leite (LOPES; DELVIVO; SILVESTRE, 2006) e arroz (BIZZOTTO et
al., 2006).

Na literatura, sdo encontradas diversas técnicas para o fracionamento dos peptidios
de hidrolisados proteicos, como por exemplo, eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil
sulfato de s6dio (SDS-PAGE) (CHICON et al., 2009), cromatografia de exclusio molecular
(SEC) (LI-JUN; CHUAN-HE; ZHENG, 2007), cromatografia liquida de alta velocidade com
eletrospray acoplado ao espectrometro de massa (LI-JUN; CHUAN-HE; ZHENG, 2007),
HPLC capilar (ITO et al., 2005), HPLC de fase reversa (NOGUEIRA; LAMMERHOFER;
LINDNER, 2005), HPLC de exclusio molecular (SE-HPLC) empregando coluna TSK G-2000
SW (6x7,5cm) (LEMIEUX et al., 1991) e coluna Superose -12HR 10/30 (GOLOVCHENKO;
KATAEVA; AKIMENKO, 1992; VISSER; SLAGEN; ROBBEN, 1992), Cromatografia rapida
de fase liquida de proteina (Fast protein liquid chromatography - FPLC) (JE et al., 2007) e
Foco Isoelétrico em Fase Liquida (SAINT-SAUVEUR et al., 2008).

Entretanto, ao contrario da técnica aqui utilizada a maioria destes métodos apresenta
uma série de inconvenientes. Assim, Lemieux et al. (1991), empregando a SE-HPLC com
uma coluna TSK G-2000 SW, relataram a dificuldade de separar os peptidios de acordo
com o tamanho da cadeia, tendo observado uma superposicio de compostos com pesos
moleculares diferentes. De acordo com Nogueira, Limmerhofer e Lindner (2005), na HPLC
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de fase reversa ha sobreposiciao de peptidios e impureza nos picos. Além disso, também
pode ocorrer sobrecarga de peptidios basicos tanto na HPLC de fase reversa quanto na
HPLC capilar (McCALLEY, 2004).

Golovchenko, Katalva e Akimenko (1992) e Visser, Slogen e Robben (1992), também
utilizando SE-HPLC, porém com uma coluna Superose-12HR 10/30, verificaram a ocorréncia
de interacOes eletrostiticas e/ou hidrofobicas entre os solutos e a fase estaciondria.

Dois métodos cromatogrificos (exclusio molecular em coluna Sephadex G25 e
cromatografia liquida de alta velocidade com eletro spray acoplado ao espectrometro de
massa) foram empregados por Li-Jun, Quan-He e Zheng (2007) para avaliar a distribuicao
de tamanho molecular de peptidios obtidos de soro de leite pela acio de uma protease
alcalina (alcalase). Entretanto, estes métodos nao foram capazes de fracionar os peptidios
de acordo com o tamanho da cadeia, especialmente os pequenos peptidios. Segundo os
autores, apenas a faixa de peso molecular foi evidenciada, indo de 600 a 1400Da e de
300 a 1300Da, para o primeiro e o segundo método, respectivamente.

Saint-Sauveur et al. (2008) avaliaram as propriedades imunomoduladoras de
peptidios obtidos da hidrolise das proteinas isoladas do soro de leite com uso de tripsina e
quimotripsina. Entretanto, o método analitico utilizado por estes autores para caracterizar
o petfil peptidico (fracionamento por Foco Isoelétrico em Fase Liquida e quantificacio por
Cromatografia Liquida de Exclusao Molecular) separa os peptidios obtidos nas seguintes
fracoes: maiores que 10kDa, entre 5 e 10kDa, entre 2 e 5kDa e menores que 2kDa, nio
sendo eficiente para avaliacdo do contetdo de di-tripeptidios.

Teor de peptidios e aminoacidos livres dos hidrolisados

Observa-se, na tabela 3, que para alguns hidrolisados, a distribuicdo de peptidios
foi semelhante, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas entre os teores de
peptidios e de aminoacidos livres. Este € o caso observado quando se compara S2 com
S4, S2 com S5; S7 com S8; S10, S11 e S14 entre si e S12, S15 e S18, entre si.

Para a escolha do hidrolisado que apresentou o melhor perfil peptidico, do ponto
de vista nutricional, as ponderacoes de alguns autores devem ser consideradas. Assim,
segundo Frenhani e Burini (1999), durante o metabolismo de proteinas, o primeiro estagio
de hidrolise leva a formacdo de oligopeptidios contendo de 2 a 6 residuos de aminodcidos
e aminodcidos livres. Estes peptidios sdo, entio, quebrados em di-tripeptidios e, finalmente,
as proteinas sdo absorvidas na forma de di-tripeptidios e de aminoacidos livres. Ainda, de
acordo com estes mesmos autores os di-tripeptidios sao mais eficientemente absorvidos
que os aminoacidos livres, os quais, por sua vez, sao melhores que os tetra- ou peptidios
superiores. Em quantidades equivalentes de di-tripeptidios e misturas de aminoacidos
livres, os di-tripeptidios apresentam velocidade de absor¢ao aproximadamente 10 vezes
maior. Gonzilez-Tello et al. (1994) também relatam as vantagens dos di-tripeptidios sobre
os aminodcidos livres por apresentarem maior velocidade de absorcio.
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Tabela 3 — Teor de peptidios e de aminoacidos livres nas fracoes cromatograficas
dos hidrolisados do concentrado proteico do soro de leite obtidos pela
acao da subtilisina

F1 F2 F F4
Hidrolisados G 46 o (A Livres)
Comercial 39,0171 41,16 5,900def/4 13,9513
s1 51,9171 19,491 6,510’4 22,0812
) 49,294/ 21,180 6,180<ceté 23,341
s3 12,28% 28,802 iR 45,561
s4 47,4301 23,10%72 5,193 24,26%"
S5 49,631 22,6740 4,147 23,54¢172
S6 29,70* 16,7373 8,154 45,401
s7 51,181 18,787 5,06¢4 24,9652
S8 51,6651 18,00 5,51 dt4 24 812
S9 59,931 19,798h2 6,020cdetd 14,2473
510 50,13 21,9992 7,89b/4 19,97%
s11 48,281 22,65% 7,800/ 21,2582
S12 43,368 23,9200/2 6,43bcders 26,27
$13 47,190 14,33 5,804t/ 29,752
S14 50,29 21,7742 7,71be3 20,212
s15 43,8281 23,344 6,820de/s 26,00
$16 44,501 25,792 6,620cdes 23,0743
517 38,011 24,153 6,6<ders 31,222
s18 42,0101 23,574/ 7,560<4 26,84

Todos os valores sao apresentados em %nmols das quatro fracoes. Os resultados representam a média das
triplicatas. Médias indicadas por nimeros iguais nao diferem entre si a 5% de significincia na comparacao de
diferentes fracoes de um mesmo hidrolisado (linha). Médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a 5%
de significaincia na comparacao de uma mesma fracao para diferentes hidrolisados (coluna).

Desta maneira, conclui-se que o melhor perfil peptidico foi obtido para o hidrolisado
S3, pois apresentou maior quantidade de di-tripeptidios (13,34%), um dos maiores
teores de aminodacidos livres (45,56%) e o menor de grandes peptidios (12,28%), quando
comparado ao hidrolisado de CPS comercial o qual apresenta teores de grandes peptidios
de 39,01%, di-tripeptidios 5,90% e aminoacidos livres 13,95%.

Os resultados do presente trabalho foram comparados com os obtidos no mesmo
laborato6rio, assim como com os de outros autores, para os quais a hidrolise das proteinas
do leite ou do soro de leite foi realizada empregando-se uma subtilisina.

Em trabalho realizado, anteriormente, no mesmo laboratério, empregando-se
a mesma enzima do presente estudo para hidrolisar o soro de leite em p6, o melhor
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perfil peptidico obtido foi inferior ao do S3, principalmente com relacao aos teores de
aminoacidos livres (35,29%) e de grandes peptidios (22,91%). Além disso, a quantidade
de di-tripeptidios foi um pouco inferior (10,89%) (BIASUTTI et al., 2007).

A acdo da subtilisina (Carlsberg, P5380, Sigma) sobre o perfil peptidico de
hidrolisados de outras proteinas lacteas foi, igualmente, estudada neste mesmo laboratorio,
utilizando-se a caseina como substrato proteico (MORATO et al., 2000). Neste caso, o
melhor perfil peptidico obtido foi superior ao do S3 em termos de di-tripeptidios (23%). Por
outro lado, apresentou desvantagem em relacdo ao S3 quanto aos teores de aminodcidos
livres (16%) e de grandes peptidios (29%). Ressalta-se, ainda, que neste trabalho com a
caseina, foi utilizada uma concentracao de matéria-prima (0,125%) cerca de 270 vezes
menor que a empregada no presente estudo, o que elevaria em demasia os custos de
adaptacdo para larga escala, relacionados a secagem do produto.

Outros autores (LOOSEN et al., 1991) utilizaram a subtilisina Carlsberg, (P5380,
Sigma) para hidrolisar a caseina e obtiveram de 75 a 85% de di-tripeptidios. Entretanto,
este valor elevado foi encontrado apods o emprego da ultrafiltracio. Ainda, o método
empregado por estes autores para avaliacio do perfil peptidico (cromatografia de troca
de ligante de alta performance sobre silica recoberta com cobre) € inferior ao utilizado
no presente trabalho, uma vez que dosa diretamente apenas os aminoacidos livres e os
dipeptidios nao basicos, sendo os tripeptidios determinados indiretamente.

COMPARAGAO ENTRE OS DIFERENTES TRATAMENTOS ENZIMATICOS

Considerando que nio foram encontrados na literatura dados de outros autores
abordando o efeito dos parimetros na hidrolise do soro de leite, o trabalho de Biasutti
et al. (2007), realizado no mesmo laboratorio do presente estudo e utilizando a mesma
subtilisina (Protemax N200) para hidrolise das proteinas do soro de leite em po, foi a
principal referéncia adotada para comparacio de resultados com o presente trabalho.

Ainda, resultados da literatura abordando o efeito dos parimetros hidroliticos
empregados na acdo da subtilisina sobre a caseina foram, do mesmo modo, utilizados para
comparacao com os dados aqui obtidos, apesar de nestes estudos o efeito da concentracao
da matéria-prima nao ter sido avaliada.

Para a andlise de todos os parametros utilizados neste trabalho, levou-se em
consideracdo a reducido de custos do processo para adaptacio do mesmo a producgdao
em larga escala. Assim, o aumento da concentracdo inicial da matéria-prima esta
associado a reducao do volume de produto a ser desidratado e, consequentemente,
tempo e investimento despendido no processo de secagem; a reducdo da relacao E:S
esta associada ao emprego de menor quantidade de enzima necessaria a hidrolise; a
diminuicao do tempo de reacio esta relacionada a reducio do risco de contaminac¢io
bacteriana e menor probabilidade de formac¢ao de produtos de degradacao, além de
menor consumo de energia.
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Efeito da concentracédo da matéria-prima

Para analisar o efeito da concentracdo inicial do CPS sobre o perfil peptidico dos
hidrolisados, devem ser comparadas as seguintes amostras: S1 com S10, S2 com S11, S3
com S12, S4 com S13, S5 com S14, S6 com S15, S7 com S16, S8 com S17 € S9 com S18, uma
vez que os parimetros tempo de hidrdlise, relacdo E:S, pH e temperatura sio mantidos

constantes.

Em cada uma das partes A, B e C da figura 2, estao apresentados trés destes grupos.
Observa-se, na figura 2, que a vantagem de utilizacdo de uma maior concentracao de
matéria-prima ocorreu em varios casos e relaciona-se com a obtencdo de um maior teor de
di-tripeptidios (S5 - 10% com S14 - 15%) e de aminoacidos livres (S4 - 10% com S13 - 15%;
S8 -10% com S17 - 15%; S9 - 10% com S18 - 15%), além de menor teor de grandes peptidios
(S7 - 10% com S16 - 15%; S8 - 10% com S17 - 15%; S9 - 10% com S18 -15%).
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Fracdes Cromatograficas

Concentracoes utilizadas: 10% (S1, S2, S3, S4, S5 S0, S7, S8, S9) e 15% (S10, S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18).
F1: grandes peptidios (> 7 residuos de aminodcidos); F3: di-tripeptidios (2 e 3 residuos de aminodcidos); F4:
aminoacidos livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparaciao, médias indicadas
por letras iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracao para diferentes
hidrolisados.

Figura 2 — Efeito da concentracio da matéria-prima sobre o perfil peptidico dos
hidrolisados do concentrado proteico do soro de leite
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Em trabalho realizado, anteriormente, no mesmo laboratorio, utilizando-se a mesma
subtilisina para hidrolisar o soro de leite em p6, também foi observado este mesmo efeito
vantajoso da utilizacado de uma maior concentracao de matéria-prima (10% para 15%), porém
em um numero menor de casos, especialmente no que se refere a obtencao de maior teor
de di-tripeptidios (apenas 2 casos), maior teor de aminoacidos livres (dois casos) e menor
teor de grandes peptidios (dois casos).

Efeito da relacao E:S

A influéncia da relacao E:S no processo de hidrolise das proteinas do CPS pela
subtilisina pode ser avaliada na figura 3. Com o intuito de manter os demais parimetros
hidroliticos constantes, a analise dos dados deve considerar seis grupos contendo, cada
um, trés hidrolisados: grupo 1 (81, S2 e S3); grupo 2 (84, S5 e S6); grupo 3 (S7, S8 e S9);
grupo 4 (810, 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 3, estdo apresentados dois destes grupos.

Observa-se, na figura 3, que a utilizacdo de uma menor relacao E:S foi vantajosa para
varios casos, uma vez que se obteve menor teor de grandes peptidios (S9 - 4:100 com S8 -
2:100; S9 - 4:100 com S7 - 1:100; S14 - 2:100 com S13 - 1:100 e S18 - 4:100 com S17 - 2:100) e
maior teor de aminoacidos livres (S9 - 4:100 com S8 - 2:100; S9 — 4:100 com S7 — 1:100; S15
- 4:100 com S13 -1:100; S14 - 2:100 com S13-1:100 e S18 - 4:100 com S17 - 2:100). Por outro
lado, a utilizacdo de uma menor relacao E:S ndo afetou o teor de di-tripeptidios na maioria
dos casos ou observou-se menor teor desta fracao em quatro casos (S3 - 4:100 com S2 - 2:100;
S3 - 4:100 com S1 - 1:100; S6 - 4:100 com S5 - 2:100 e S6 - 4:100 com S4 - 1:100).

A utilizacao de uma menor relacdo E:S nos trabalhos realizados por Biasutti et al.
(2007), no mesmo laboratorio do presente estudo, na hidrolise das proteinas do soro de leite
em po6 também demonstrou efeito benéfico, entretanto, em apenas um caso relacionado a
obtencdo de maior teor de di-tripeptidios, um caso com maior teor de aminoacidos livres
e em dois casos com menor teor de grandes peptidios.

Ademais, Morato et al. (2000), em estudo realizado anteriormente no mesmo laboratorio,
observaram que a utilizacio de uma menor relacao E:S (4:100 para 2:100), na acao da subtilisina
sobre a caseina, promoveu a obten¢ao de um maior teor de aminoacidos livres (4% para 16%),
mas por outro lado, obteve-se maior teor de grandes peptidios (14% para 30%).

Efeito do tempo de hidroélise

A figura 4 demonstra a influéncia do tempo de hidrolise da enzima proteolitica
(subtilisina) sobre o CPS.

Com intuito de manter os demais parimetros constantes e de maneira andloga ao processo
comparativo realizado para estudar o efeito da relacdo E:S, a andlise dos dados deve considerar
seis grupos contendo, cada um, trés hidrolisados: grupo 1 (§1, S4 e S7); grupo 2 (S2, S5 e S8);
grupo 3 (83, S6 e S9); grupo 4 (510, 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 figura 4, estio apresentados dois destes grupos.
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Relacdes E:S utilizadas: 1:100 (S1, S4, S7, S10, S13, S16), 2:100 (S2, S5, S8, S11, S14, S17) e 4:100 (S3, S6, S9, S12,
§15, S18) F1: grandes peptidios (> 7 residuos de aminoacidos); F3: di-tripeptidios (2 e 3 residuos de aminoacidos);
F4: aminodcidos livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparacao, médias indicadas
por letras iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracdo para diferentes
hidrolisados.

Figura 3 — Efeito da relacdo E:S sobre o perfil peptidico dos hidrolisados do
concentrado proteico do soro de leite

Verifica-se, na figura 4, que a utilizacio de um menor tempo de hidrolise foi vantajosa
uma vez que, para varios casos obteve-se um menor teor de grandes peptidios (§7 — 15h
com S4 - 10h; S9 - 15h com S6 - 10h; S9 - 15h com S3 - 5h e S6 - 10h com S3 — 5h), um
maior de di-tripeptidios (S6 - 10h com S3 - 5h e S9 - 15h com S3 - 5h) e, em trés casos, um
maior teor de aminoacidos livres (89 - 15h com S6 - 10h; S9 - 15h com S3 - Sh e S16 - 15h
com S13 - 10h).

No trabalho realizado por Biasutti et al. (2007) neste mesmo laboratoério, foi observado
que o efeito benéfico devido a utilizacio de um menor tempo de hidrolise para acao da
subtilisina sobre as proteinas do soro de leite em pd ocorreu sempre em quatro casos,
tanto para os relacionados a obtencdao de maior teor de di-tripeptidios (10h com 5h e 15h
com 5h; 15h com 10h e 15h com 5h), quanto para aqueles em que se obteve maior teor
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de aminodacidos livres (15h com 5h e 10h com 5h; 15h com 10h e 15h com 5h) e menor de
grandes peptidios (15h com 5h e 10h com 5h; 10h com 5h; 15h com 5h e 10h com 5h; 15h
com 10h e 15h com 5h).
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Tempos utilizados: 5h (S1, S2, S3, S10, S11, S12), 10h (84, S5, S6, S13, S14, S15) e 15h (87, S8, S9, 516, S17, S18). F1:
grandes peptidios (> 7 residuos de aminodcidos); F3: di-tripeptidios (2 e 3 residuos de aminodcidos); F4: aminodcidos
livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparac¢ao, médias indicadas por letras iguais
ndo diferem entre si a 5% de probabilidade no caso de uma mesma fracdo para diferentes hidrolisados.

Figura 4 — Efeito do tempo de hidrolise sobre o perfil peptidico dos hidrolisados
do concentrado proteico do soro de leite

CONCLUSOES

A utilizacdo da subtilisina nas reacoes de hidroélise das proteinas do concentrado
proteico do soro de leite mostrou-se eficiente, uma vez que permitiu a obtencdo de
hidrolisados proteicos ricos em di-tripeptidios e aminodcidos livres. Considerando-se como
preferenciais os resultados favoraveis a aplicacio do processo desenvolvido a producdao
em larga escala, o efeito da alteracao dos pardmetros hidroliticos foi benéfico em varios
hidrolisados analisados. O melhor perfil peptidico encontrado foi obtido pelo emprego
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de uma de concentracao inicial de matéria-prima de 10%, E:S de 4:100 e 5 h de hidrolise,

caracterizado pelo elevado teor de di-tripeptidios (13,34%) e de aminodcidos livres (45,56%),

assim como pela pequena porcentagem de grandes peptidios (12,28%), quando comparado

ao hidrolisado comercial.
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