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The aim of this study was to obtain enzymatic hydrolysates from whey protein
concentrate with high oligopeptide, especially di- and tripeptides, and free
amino acid contents, besides small amounts of large peptides. Different
parameters were evaluated such as type of enzyme (pancreatin and papain),

enzyme:substrate ratio (0.5:100, 1:100, 2:100 and 3:100), and the use of

ultrafiltration. The peptide profiles of the hydrolysates were characterized
by using a fractionation method by size-exclusion HPLC followed by a

rapid Corrected Fraction Area method for quantifying the components of

the chromatographic fractions. The results showed that, in terms of number
of analyzed samples, the pancreatin action was more advantageous than
papain. However, the best peptide profile was obtained by papain, reaching

15.29% of di- and tripeptides, 47.83% of free amino acids and 25.73% of

large peptides. The use of the smallest enzyme:substrate ratio (0.5:100) was
beneficial in some cases for both enzymes, while the lack of ultrafiltration
was favorable just for pancreatin.

Keywords: Whey Protein Concentrate.
Enzyme:Substrate Ratio. Enzymatic Hydrolysis.
Ultrafiltration. Peptide Profile.

MAURO RAMALHO SILVA';
DEBORA FERNANDES
RODRIGUES'; FLAVIA DE
CARVALHO LANA'; VIVIANE
DIAS MEDEIROS SILVA';
HARRIMAN ALEY MORAIS?
MARIALICE PINTO
COELHO SILVESTRE'
'Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG)
%Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude,
Universidade Federal

dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri (UFVJM)
Endereco para
correspondéncia:
Marialice Pinto

Coelho Silvestre

Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de
Minas Gerais

Av. Antonio Carlos,

6627 - Sala 4132

Bloco 4 - CEP 31270-901
Belo Horizonte, MG, Brasil.
E-mail:
malice@farmacia.ufmg.br
Agradecimentos:

os autores agradecem

a CAPES, ao CNPq

e a FAPEMIG,

pelo apoio financeiro.

97



SILVA, M. R.; RODRIGUES, D. F; LANA, F. C.; SILVA, V. D. M.; MORAIS, H. A.; SILVESTRE, M. P. C. Perfil peptidico de hidrolisados
enzimaticos do concentrado proteico do soro de leite, obtidos pela agdo da pancreatina e da papaina. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim.
Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP, v. 35, n. 3, p. 97-114, dez. 2010.

El objetivo de este trabajo fue obtener bidrolizados
enzimdticos a partir de concentrado proteico
de suero ldacteo con elevados contenidos de
oligopéptidos, especialmente di y tri péptidos,
y aminodcidos libres, ademds de reducida
cantidad de grandes péptidos. Para eso fueron
evaluados algunos pardmetros como el tipo de
enzima (pancreatina o papaina), la relacion
enzima:substrato (0,5:100, 1:100, 2:100y 3:100)
y el empleo de ultrafiltracion. Para evaluar el
perfil peptidico, los hidrolizados se sometieron
a fraccionamiento en cromatografia liquida de
alta eficiencia de exclusion molecular (SE-HPLC)
y para la cuantificacion de los componentes de
las fracciones de la cromatografia fue utilizado el
método del Area Corregida de la Fraccion (ACF).
Los resultados indican que el uso de pancreatina
Jue mds ventajoso que el de papaina, asi como
la menor relacion enzima:substrato (0,5:100).
Por otro lado, el mejor perfil peptidico (15,29%
de diy tri péptidos, 47,83% de aminodcidos libres
y 25,73% de grandes péptidos) fue conseguido
con el empleo de papaina. La menor relacion
enzima:substrato (0,5:100) fue favorable en
algunos casos para las dos enzimas. La ausencia
de ultrafiltracion favorecié los hidrolizados
producidos con pancreatina.

Palabras clave: Concentrado proteico

de lactosuero. Relacion enzima:substrato.
Hidrolisis enzimatica. Ultrafiltracion.
Perfil peptidico.
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O presente trabalbo teve como objetivo a obtengdo
de bidrolisados enzimdticos do concentrado
proteico do soro de leite com elevado teor de
oligopeptideos, principalmente di- e tripeptideos,
e de aminodcidos livres, alem de quantidade
reduzida de grandes peptideos. Para tal, foram
avaliados diferentes pardmetros, como tipo
de enzima (pancreatina e papaina), relacdo
enzima:substrato (0,5:100, 1:100, 2:100 e 3:100)
e o emprego da ultrafiltracdo. 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 fracoes
cromatogrdficas, empregou-se o método rapido
da Area Corrigida da Fracdo. Os resultados
obtidos indicaram que, em termos de niimero
de casos analisados, a agdo da pancreatina foi
mais vantajosa do que a da papaina. Entretanto,
o melbor perfil peptidico foi obtido pela acdo
da papaina, dando origem a 15,29% de di- e
tripeptideos, 47,83% de aminodcidos livres e
25,73% de grandes peptideos. A utilizacdo da
menor relacdo enzima:substrato (0,5:100)
foi benéfica em alguns casos para ambas
as enzimas, enquanto que a auséncia da
ultrafiltracdo mostrou-se favordvel apenas para
a pancreatina.

Palavras-chave: Concentrado proteico do
soro de leite. Relacio enzima:substrato.
Hidrolise enzimatica. Ultrafiltracio.
Perfil peptidico.
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INTRODUCAO

O concentrado proteico do soro de leite (WPC — Whey Protein Concentrate), produto
originado da separacao em membranas das proteinas do soro de leite, contém de 35 a
80% de proteinas, o que contribui para agregar valor ao soro de leite. Ressalta-se, ainda,
sua maior estabilidade e conservacao das caracteristicas fisico-quimicas dos componentes,
além da facilidade de manipulacao laboratorial (BRANS et al., 2004).

Diversas aplicacdes estao associadas ao WPC, devido as excelentes propriedades
funcionais destas proteinas, sendo um ingrediente amplamente utilizado na induastria de
alimentos em uma grande variedade de produtos como cirneos, bebidas, produtos de
padaria e formulacoes infantis (BRANS et al., 2004).

A hidrolise enzimatica tem sido utilizada na melhoria das propriedades funcionais
e nutricionais das proteinas, influenciando principalmente as caracteristicas de absorcao
proteica. Assim, varios estudos tém demonstrado que formulacoes contendo elevado
teor de oligopeptideos, principalmente di- e tripeptideos provenientes da hidrolise
enzimatica de proteinas, sio absorvidos mais efetivamente do que a proteina intacta ou
uma mistura equivalente de aminoacidos livres, apresentando, assim, um maior valor
nutritivo (FRENHANIL; BURINI, 1999; HINSBERGER; SANDHU, 2004).

Nesse sentido, hidrolisados proteicos vém sendo utilizados na pratica clinica com
finalidades terapéuticas relacionadas a manutencao do estado nutricional de individuos
que apresentam necessidades nutricionais e/ou fisiologicas ndo cobertas pela alimentacio
convencional. Estes hidrolisados tém sido empregados na fabricacio de alimentos
especiais para diversos grupos, tais como recém-nascidos prematuros, crian¢cas com
diarréia, gastroenterite, ma-absorcao (BIZZOTTO et al., 2006), suplementacdo para idosos
(AFONSO et al., 2009), nutricao de esportistas (ROGERO; TIRAPEGUI, 2008), e pessoas
com alergia a proteinas (LI-JUN et al., 2008).

A avaliacdo da qualidade dos hidrolisados proteicos envolve a determinacao dos
teores de peptideos obtidos durante o processo hidrolitico. Neste sentido, algumas técnicas
cromatograficas tém sido descritas na literatura, entretanto, estes métodos apresentam
varios inconvenientes associados a interacdes entre o soluto e a fase estacionaria e a
ineficiéncia em separar os pequenos peptideos (NOGUEIRA; LAMMERHOFER; LINDNER,
2005; LI-JUN; CHUAN-HE; ZHENG, 2008).

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

Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de hidrolisados enzimaticos de
WPC com elevado teor de oligopeptideos, principalmente di- e tripeptideos,
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e de aminodcidos livres, assim como quantidade reduzida de grandes peptideos,
avaliando-se o efeito de diversos parimetros como tipo de enzima, relacio E:S e o

emprego da ultrafiltracao.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL

O concentrado proteico de soro de leite (WPC - Whey Protein Concentrate) na forma
de po (Kerrylac 750) foi doado pela Kerry do Brasil Ltda (Trés Coragoes, MG, Brasil).
A pancreatina (Corolase PP), EC 3.4.21.4, atividade 34,71 U.mL"! e a papaina (Corolase
L10), EC 3.4.22.2, atividade 31,56U.mL" foram doadas pela AB Enzymes® (Barueri, SP,
Brasil). O acido férmico foi adquirido da Merck (Whitehouse Station, NJ, EUA); a bomba
peristaltica foi obtida da Millan (Colombo, PR, Brasil); as membranas de fluoreto de
polivinilideno para filtracio das amostras (0,22um) e dos solventes (0,45um), assim
como o sistema de fluxo tangencial com porosidade de corte para peso molecular de
10KDa foram adquiridos da Millipore (Sao Paulo, SP, Brasil). Todos os demais reagentes
empregados neste trabalho eram de grau analitico.

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usado no fracionamento
dos hidrolisados proteicos, era constituido por uma coluna cromatografica PHEA [poli-(2-
hidroxietil-aspartamida)-silical, 250 x 9,4mm, Sum e 200 A (PolylC, Columbia, MD, EUA),
uma bomba isocratica e um detector espectrofotométrico UV-VIS (série HP 1100, Waldbronn,
Alemanha), acoplado a um computador com software (HPchemstation, Avondale, EUA).
A 4dgua usada no cromatografo foi purificada em Sistema de Purificacio (Aries Vaponics,
Rockland, EUA).

METODOS

Determinacao da composicao quimica do concentrado proteico do soro de
leite

A composicio quimica do concentrado proteico do soro de leite (WPC)
foi determinada segundo os métodos descritos na Association of Official Analytical
Chemists (1995). A umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa ventilada
(Quimis Q-314M242, série 020, Diadema, SP, Brasil) a 105°C até peso constante; as
cinzas, por incineracdo, em mufla (MDS, Fornitec, Sio Paulo, SP, Brasil) a 550°C; os
lipideos, por extracio com éter etilico (Soxhlet modificado, Quimis Q-308G20, série
018, Diadema, SP, Brasil); as proteinas foram determinadas pelo método de micro-
Kjeldahl (bloco digestor modelo MA4025 e destilador de nitrogénio modelo MA030,
Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). A lactose foi quantificada por determinacao de glicidios
redutores em lactose. O fator de conversao de nitrogénio para proteina usado foi
6,38 (NIELSEN, 1998).
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Preparo dos hidrolisados enzimaticos do concentrado proteico do soro de leite

Foram preparados dezesseis hidrolisados enzimaticos, variando-se os seguintes
parametros: tipo de enzima, relacdo enzima:substrato (E:S) e o emprego da ultrafiltracao.
As condicoes empregadas no preparo destes hidrolisados estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Parametros empregados no preparo dos hidrolisados do concentrado
proteico do soro de leite

Hidrolisados Tipo de enzima E:S Ultrafiltracao
H1 Pancreatina 0,5:100 Nao
H2 Pancreatina 0,5:100 Sim
H3 Pancreatina 1:100 Nao
H4 Pancreatina 1:100 Sim
H5 Pancreatina 2:100 Nao
HG6 Pancreatina 2:100 Sim
H7 Pancreatina 3:100 Nao
HS Pancreatina 3:100 Sim
H9 Papaina 0,5:100 Nao
H10 Papaina 0,5:100 Sim
H11 Papaina 1:100 Nao
H12 Papaina 1:100 Sim
H13 Papaina 2:100 Nao
H14 Papaina 2:100 Sim
H15 Papaina 3:100 Nao
H16 Papaina 3:100 Sim

E:S = relacao enzima substrato.

As solucgoes a 10g% (p/v) de concentrado proteico de soro de leite foram preparadas
em agua destilada, correspondendo a 3,42% de proteina, sendo o pH ajustado para 7,0 com
solucdo de NaOH a 3mol.L". Posteriormente, foram aquecidas em banho de vaselina, sob
agitacdo constante em agitador magnético (modelo 752A, Fisatom, Sdo Paulo, SP, Brasil),
na temperatura 6tima de cada enzima (50°C ou 55°C), seguida da adicao de pancreatina ou
papaina, respectivamente, para se obter a relacao E:S desejada. O tempo total de hidrolise
foide 5 horas e, ap0s este periodo, as enzimas foram inativadas por aquecimento em banho-
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maria a 75°C, por 15 segundos. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas (Freeze Dry
System/FreeZone 4,5, model 77500, LABCONCO, Kansas City, MO, EUA).

Ultrafiltracao dos hidrolisados proteicos

Algumas amostras dos hidrolisados proteicos (Tabela 1) foram submetidas ao processo
de ultrafiltracdo e diafiltracao, utilizando uma quantidade de dgua equivalente a dez vezes
o volume inicial. Para tal, empregou-se um sistema de fluxo tangencial com porosidade de
corte para peso molecular de 10KDa e uma bomba peristaltica. Posteriormente, as amostras
foram liofilizadas.

Caracterizacao do perfil peptidico dos hidrolisados do concentrado proteico do
soro de leite

A caracterizacdo do perfil peptidico foi realizada em duas etapas: fracionamento
dos peptideos, de acordo com o tamanho da cadeia, e sua posterior quantificacio.
O fracionamento dos peptideos foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
de exclusao molecular (Size-Exclusion High Performance Liquid Chromatography - SE-
HPLC) em coluna PHEA, conforme descrito por Silvestre, Hamon e Yvon (1994a). As
amostras foram dissolvidas em uma concentracio de 1g% (p/v) na fase movel (acido
formico a 0,05mol.L, pH 2,5), filtradas por meio de membranas de 0,22um e submetidas
a cromatografia a temperatura ambiente, sob condicoes isocraticas, a um fluxo de 0,5mL.
min™, durante 35min, o volume injetado foi de 20uL. A fase movel foi filtrada, através da
membrana de 0,45um e desgaseificada em ultrassom (modelo T14, Thornton, Vinhedo, SP,
Brasil), sob vacuo, por 30 minutos. As fracoes foram separadas de acordo com o tempo
de eluicdo, sendo F1, de 11,5 a 16,0min (grandes peptideos, com mais de 7 residuos de
aminodcidos); F2, de 16,0 a 19,5min (peptideos médios, entre 4 e 7 residuos); F3, de 19,5
a 20,5min (di- e tripeptideos); e F4, de 20,5 a 32,0min (aminodcidos livres).

O método ripido da Area Corrigida da Fracio (ACF), desenvolvido por Silvestre,
Hamon e Yvon (1994b), foi utilizado para quantificar os peptideos e aminoacidos livres
presentes nos hidrolisados do soro de leite. Resumidamente, foram preparados cinco
hidrolisados padrio (dois com tripsina e trés com pancreatina) os quais foram fracionados
por HPLC de exclusao molecular em coluna PHEA. As quatro fracdes 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 analise
de aminoacidos. O célculo da ACF foi realizado por meio de férmulas desenvolvidas
por Silvestre, Hamon e Yvon (1994b), ap6s a multideteccao das fracdes a 230nm,
280nm e 300nm, para se eliminar a interferéncia devida a absorcdo dos aminoacidos
aromaticos. Tracou-se, entdo, uma curva padrio, plotando-se ACF em func¢do do teor de
aminoacidos (DELVIVO et al., 2006; SILVA et al., 2007; SILVESTRE; HAMON; YVON, 1994b;
SOARES et al., 2000).
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Avaliacao do efeito de alguns parametros

O efeito de alguns pardmetros (tipo de enzima, relacdo E:S e ultrafiltracio) sobre
o pertfil peptidico dos hidrolisados enzimaticos de WPC foi avaliado. Assim, no preparo
destes hidrolisados foram utilizadas duas enzimas (pancreatina e papaina) nas relacoes E:S
de 0,5:100, 1:100, 2:100 e 3:100. Além disso, para cada um destes casos, as amostras foram
ou nao submetidas ao processo de ultrafiltracao.

Analise estatistica

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

RESULTADOS E DISCUSSAO
COMPOSIQI\O QUIMICA DO CONCENTRADO PROTEICO DO SORO DE LEITE

A necessidade da determinacdo da composicao quimica do WPC é relevante, uma vez
que esse concentrado representou no presente trabalho, a matéria-prima para o preparo
de hidrolisados proteicos.

Observa-se, na tabela 2, que o teor de proteinas € similar aos dois valores encontrados
na literatura, enquanto que os resultados de umidade, lipideos e lactose estio muito
proximos aos relatados por Silva et al. (2010), porém diferentes conforme descrito por
Afonso et al. (2009) e o teor de cinzas totais foi inferior aos descritos. Ressalta-se, ainda,
que o resultado de umidade esta de acordo com o citado na ficha técnica do produto, a
qual informa apenas sobre este componente (> 5 g%).

Tabela 2 - Composicao quimica do concentrado proteico do soro de leite

valores obtidos

Componentes (g %) WPC1 WPC2 WPC3
Proteinas 34,23 - 35,8 32,64
Umidade 5,29 >5 8,38 5,06
Lipideos 0,17 - 0,05 0,15

Cinzas totais 4,74 - 5,30 7,40
Lactose 54,79 = 50,18 54,75

Walores encontrados ap6s andlise do concentrado proteico do soro de leite utilizado no experimento (KERRYLAC
750, Kerry do Brasil Ltda, MG, Brasil). WPC 1 - Valores disponibilizados na ficha técnica do produto; WPC 2 e
WPC 3 — Valores encontrados por Afonso et al. (2009) e por Silva et al.(2009), respectivamente, analisando o
produto citado anteriormente, porém, em lotes diferentes.
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Estas diferencas, citadas acima, devem estar relacionadas, principalmente, as variacoes
entre lotes diferentes, uma vez que diversos fatores como rac¢a das vacas, alimentacao (plano
de nutricao e forma fisica da racdo), temperatura ambiente, manejo e intervalo entre as
ordenhas, producio de leite e presenca de infeccao da glandula mamaria, podem interferir
na composicao do leite e, consequentemente, na do soro (EMBRAPA, 2010).

CARACTERIZAGAO DOS HIDROLISADOS DO CONCENTRADO PROTEICO DO SORO DE
LEITE

Perfil peptidico

A técnica de SE-HPLC utilizada foi eficiente na caracterizacdo de hidrolisados
proteicos, especialmente com relacdo ao fracionamento de peptideos de baixas massas
moleculares, ou seja, inferiores a 1000 Da. Assim, os hidrolisados proteicos foram
separados em quatro fracoes (F1, F2, F3 e F4), conforme descrito em diversos trabalhos
realizados no mesmo laboratorio (DELVIVO et al., 2006; SILVA et al., 2007; SILVESTRE;
HAMON; YVON, 1994b; SOARES et al., 2006; SOUZA et al., 2008). A fracido F1 corresponde
aos peptideos com mais de 7 residuos de aminoacidos, a fracao F2 aos peptideos médios
contendo de 4 a 7 residuos de aminoacidos, a fracio F3 contém os di- e tripeptideos e a
fracdo F4 os aminodcidos livres. A titulo de exemplo, o perfil cromatogrifico do hidrolisado
H5, a 230nm, estd apresentado na figura 1.

mAU
70 4
60 4
50 A
40 4
30
20 3
10 3

0 ] /W P23 Ry W

0 | 5 10 1IS 20 25 30 min.

F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de aminoacidos);
F3: di- e tripeptideos; F4: aminodcidos livres. Y = pico da tirosina, W = pico do triptofano. Hidrolisado H5: substrato
a 10%; enzima pancreatina, tempo de hidrolise = 5h; relacao E:S = 2:100, pH 7.

Figura 1 — Perfil cromatografico do hidrolisado H5 a 230nm.
Na literatura, sio encontradas diversas técnicas para o fracionamento dos peptideos
de hidrolisados proteicos, como por exemplo, eletroforese em gel de poliacrilamida

dodecil sulfato de sodio (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
- SDS-PAGE) (CHICON et al., 2009), cromatografia de exclusio molecular (LI-JUN;
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CHUAN-HE; ZHENG, 2008), cromatografia liquida de alta velocidade com eletrospray
acoplado ao espectrémetro de massa (LI-JUN; CHUAN-HE; ZHENG, 2008), HPLC capilar
(ITO et al., 2005), HPLC de fase reversa (NOGUEIRA; LAMMERHOFER; LINDNER, 2005),
HPLC de exclusao molecular (SE-HPLC) empregando coluna TSK G-2000 SW (600 x
7,5mm) (LEMIEUX et al., 1991) e coluna Superose -12HR 10/30 (GOLOVCHENKO;
KATAEVA; AKIMENKO, 1992; VISSER; SLAGEN; ROBBEN, 1992), cromatografia liquida
rapida 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 utilizada, a maioria destes métodos apresenta uma
série de inconvenientes associados a dificuldade de se separar os peptideos de acordo
com o tamanho da cadeia, tendo sido observada sobreposicao de peptideos de tamanhos
diferentes e ocorréncia de interacoes eletrostaticas ou hidrofobicas com a fase estacionaria
(NOGUEIRA; LAMMERHOFER; LINDNER, 2005; VISSER et al., 1992).

A metodologia de fracionamento de peptideos do presente trabalho foi, previamente,
utilizada pela mesma equipe para a caracterizacio do perfil peptidico de hidrolisados
enzimdticos obtidos de diversas fontes protéicas e em condi¢coes de reacoes variadas. Dentre
estes estudos, destacam-se os realizados com caseina (BARBOSA et al., 2004; CARREIRA et
al., 2004; MORAIS et al., 2005; MORATO et al., 2000), soro de leite (DELVIVO et al., 2006;
SILVA et al., 2007; SOUZA et al., 2008), concentrado proteico de soro de leite (AFONSO
et al., 2008; AFONSO et al., 2009; SILVA et al., 2010), leite (LOPES; DELVIVO; SILVESTRE,
2005; SOARES et al., 2007) e arroz (LOPES et al., 2008).

Teores de peptideos e de aminoacidos livres

Observa-se na tabela 3, uma significativa variacao do perfil peptidico entre os
diferentes hidrolisados enzimaticos do WPC. Para a escolha do hidrolisado que apresentou
o melhor perfil peptidico, do ponto de vista nutricional, as 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 formacio de oligopeptideos, contendo
de 2 a 6 residuos de aminoacidos, e de aminodacidos livres. Estes peptideos sdo, entio,
quebrados pelas peptidases da borda em escova, com liberacao de mais aminoacidos, di- e
tripeptideos (HINSBERGER; SANDHU, 2004). A absorcao dos produtos da digestao proteica
ocorre por processos complementares, sendo que os aminoacidos podem ser absorvidos
tanto na forma livre, por difusao simples ou facilitada (transportadores de membrana),
quanto na de di- e tripeptideos (transportador de oligopeptideos PepT1) (GILBERT; WONG;
WEBB Jr, 2008).

O PepT1 pode potencialmente transportar os milhares de di- e tripeptideos, que
diferem em estrutura, massa molecular, carga elétrica e polaridade (DANIEL; RUBIO-
ALTAGA, 2003). Além disso, a absorcdo pelo PepT1 requer o mesmo gasto que a de um
simples AA livre (GILBERT; WONG; WEBB Jr, 2008). Em quantidades equivalentes de di- e
tripeptideos e misturas de aminoacidos livres, os di- e tripeptideos apresentam velocidade
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de absorc¢io aproximadamente 10 vezes maior. GONZALEZ-TELLO et al. (1994) também
relatam as vantagens dos di- e tripeptideos sobre os aminoacidos livres por apresentarem
maior velocidade de absorcao.

Tabela 3 — Teor de peptideos e de aminoacidos livres nas fracdes cromatograficas
dos hidrolisados do concentrado proteico do soro de leite

F1 F2 F3 B4
Hidrolisados (>7 residuos (4-7 residuos (2-3 residuos (AA livres)
de AA) de AA) de AA)

H1 65,944 21,51%8 2,318P 10,24h¢
H2 39,887 31,08 9,38 19,66
H3 36,0884 31,028 14,770 18,13
H4 30,25® 23,27¢¢ 12,159 34,33
H5 31,55 33,49:A 16,98 17,99
H6 30,55 27,074 14,67 27,714
H7 25,041° 32,61 15,46b<P 26,894
HS8 21,20k 34,27 15,97"0 28,56
H9 71,00 16,11 2,258P 10,65
H10 ST 20,4188 7,48™ 15,015
H11 63,444 22,77 2,32¢0 11,47+¢
H12 30,37 10,43" 11,984 47,238
H13 54,574 19,29h¢ 2,208P 23,85
H14 25,73 11,15P 15,29 47,8324
H15 36,765 19,43 7,08 36,73
H16 34,65 19,91h¢ 7,17™ 38,2704

Todos os valores sao apresentados em % nmols das quatro fracoes. AA: aminoacidos. Os resultados
representam a média das triplicatas. Médias indicadas por letras maitsculas iguais ndo diferem entre si a 5%
de significincia na comparacdo de diferentes fracoes de um mesmo hidrolisado (linha). Médias indicadas
por letras mintsculas nao diferem entre si a 5% de significincia na compara¢ao de uma mesma fragao para
diferentes hidrolisados (coluna).

Deste modo, conclui-se que, do ponto de vista nutricional, o melhor perfil peptidico foi
obtido para o hidrolisado H14, pois apresentou um dos maiores teores de di- e tripeptideos
(15,29%) e de aminodcidos livres (47,83%), assim como um dos menores teores de grandes
peptideos (25,73%). Entretanto, outros hidrolisados apresentaram perfis peptidicos proximos
ao do H14 do ponto de vista nutricional. Este € o caso dos hidrolisados H4, H5, H6 e H7 que
apresentaram como desvantagens em relacio a H14 e de di- e tripeptideos (H4), um menor
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teor de aminodcidos livres (H4, H5, H6 e H7), assim como um maior contetdo de grandes
peptideos (H4, H5 e HO). Por outro lado, estes hidrolisados revelaram alguma superioridade
em relacao ao perfil peptidico do H14, com destaque para H5 que apresentou maior teor de
di- e tripeptideos e de peptideos médios (F2). Para os outros trés hidrolisados (H5, H6 e H7),
a Gnica vantagem observada refere-se aos seus teores mais elevados de peptideos médios.

O perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos do WPC foi, anteriormente, avaliado em
dois estudos. No primeiro, diversas enzimas proteoliticas foram empregadas para hidrolisar o
WPC, sendo que o melhor perfil peptidico, obtido pela acao de uma protease do Aspergillus
oryzae (Flavourzyme, AB Enzymes) (E:S 1:100, 50°C) foi inferior ao do H14 em termos de
uma quantidade menor de aminoacidos livres (18,43%). Por outro lado, a quantidade de di-
e tripeptideos foi proxima (16,14%) e o teor de grandes peptideos (18,76%) foi inferior ao
do H14, o que representa uma vantagem do ponto de vista nutricional (SILVA et al., 2010).
No segundo estudo, uma subtilisina comercial (Prozyn, Sao Paulo, SP) foi empregada para
hidrolisar o WPC, tendo sido obtido um perfil peptidico inferior ao do H14, com relacio
ao menor teor de di- e tripeptideos (13,34%). Por outro lado, a quantidade de aminoacidos
livres (45,56%) foi proxima e a de grandes peptideos foi inferior (12,28%) a do H14, sendo
isto considerado uma vantagem do ponto de vista nutricional (AFONSO et al., 2009).

Ressalta-se, ainda, que nao foram encontrados na literatura relatos de outros autores
que avaliaram o perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos de WPC.

EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE O PERFIL PEPTIDICO

O efeito do tipo de enzima, da relacio enzima:substrato (E:S) e do emprego da
ultrafiltracio (UF), foi avaliado sob dois diferentes aspectos: obtencao do melhor perfil
peptidico do ponto de vista nutricional, e reducio de custos do processo para adaptacao
em larga escala (utilizacdo da menor E:S e auséncia de UF).

Efeito do tipo de enzima

A figura 2 permite avaliar a influéncia do tipo de enzima sobre o perfil peptidico dos
hidrolisados enzimaticos do WPC. Com o intuito de manter os demais parametros constantes,
devem ser comparadas as seguintes amostras: H1 com H9, H3 com H11, H5 com H13, H7
com H15, H2 com H10, H4 com H12, H6 com H14 e H8 com H16. Em cada uma das partes
A e B da figura 2, estio apresentados quatro destes grupos.

Observa-se na figura 2 que, em termos de niimero de casos, a utilizacio da pancreatina
foi mais vantajosa do que a papaina, tanto na auséncia quanto na presenca da UF. Na
primeira situacdo, encontrou-se menor teor de grandes peptideos em todos 0s casos, maior
quantidade de di- e tripeptideos em trés casos (H11 com H3, H13 com H5 e H15 com H7),
e maior contetdo de aminodcidos livres em um caso (H11 com H3). Enquanto que, sob
acao da papaina, também na auséncia da UF, a Gnica vantagem foi apresentar maior teor
de aminoacidos livres em dois casos (H5 com H13, H7 com H15).
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Enzimas utilizadas: pancreatina (H1 a H8), papaina (H9 a H16). F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminodcidos);
F2: peptideos médios (4 a 7 residuos de aminoacidos); F3: di- e tripeptideos (2 e 3 residuos de aminoacidos); F4:
aminodcidos livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparacao, médias indicadas
por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, no caso de uma mesma fracio para diferentes
hidrolisados.

Figura 2 — Efeito do tipo de enzima sobre o perfil peptidico dos hidrolisados do
concentrado proteico do soro de leite.

A vantagem da pancreatina sobre a papaina, na situacado em que se empregou a UF,
pode ser observada na figura 2, tendo sido obtidos para alguns casos, menores quantidades
de grandes peptideos (H10 com H2, H16 com H8), maiores teores de di- e tripeptideos
(H10 com H2 e H16 com H8) e de aminoacidos livres (H10 com H2). Contudo, a a¢do
da papaina foi mais favoravel, em um namero inferior de casos, levando a um menor
contetado de grandes peptideos (H6 com H14) e quantidade mais elevada de aminoacidos
livres (H4 com H12, H6 com H14 e H8 com H16).

Ressalta-se, entretanto, que no coOmputo geral a acdo da papaina foi mais vantajosa
do que a da pancreatina, pois levou a obtencao do melhor perfil peptidico, entre todos
os hidrolisados analisados (H14).

Este resultado revela que nem sempre uma enzima de acao mais ampla, como é
o caso da pancreatina que possui atividade de endo- e exopeptidase, produz o melhor
perfil peptidico. Portanto, a acdo mais restrita de uma enzima, como a papaina, que é
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uma endopeptidase, dependendo das condi¢des empregadas no preparo de hidrolisados
proteicos, pode ser mais vantajosa, levando a obten¢ao de teores mais elevados de di- e
tripeptideos e de aminoacidos livres.

A influéncia do tipo de enzima sobre o perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos
de soro de leite e de WPC, foi, anteriormente, avaliada em trés estudos. Desta maneira,
ao se utilizar a mesma pancreatina e uma subtilisina (Prozyn, Sio Paulo, SP) para
hidrolisar soro de leite em po, observou-se que os trés melhores perfis peptidicos
foram obtidos, também, pela pancreatina, apresentando, em média, teores de 22,63%,
10,30% e 40,97% para grandes peptideos, di- e tripeptideos e aminodcidos livres,
respectivamente (SOUZA et al., 2008). No segundo estudo, avaliou-se o efeito das
enzimas citadas acima na hidrolise de WPC, e observou-se uma similaridade entre
os perfis peptidicos obtidos pela acio destas enzimas. Assim, obtiveram-se teores de
di- e tripeptideos estatisticamente iguais (13,34% para subtilisina e 12,11%, em média,
para pancreatina) e valores proximos de aminodcidos livres (45,56% para subtilisina e
49,06%, em média, para a pancreatina) e de grandes peptideos (12,28% para subtilisina
e 12,80%, em média, para a pancreatina), apesar de serem estatisticamente diferentes
(AFONSO et al., 2008).

Em outro estudo realizado por Silva et al. (2010), o emprego de diferentes enzimas
proteoliticas na hidrolise de WPC, afetou de forma variada o perfil peptidico, sendo que o
melhor resultado foi obtido pela acao da protease de Aspergillus oryzae (Flavourzyme, AB
Enzymes), apresentando teores de 18,76%, 16,43% e 18,43% para os grandes peptideos,
di- e tripeptideos e aminodcidos livres, respectivamente.

Efeito da relacdo enzima: substrato

A influéncia da relacdo E:S (0,5:100, 1:100, 2:100 e 3:100) no processo de hidrolise das
proteinas do WPC foi avaliada (Figura 3). Com o intuito de manter os demais parametros
hidroliticos constantes, a analise dos dados considerou quatro grupos contendo, cada
um, quatro hidrolisados: grupo 1 (H1, H3, H5 e H7), grupo 2 (H2, H4, H6 e H8), grupo
3 (H9, H11, H13 e H15) e grupo 4 (H10, H12, H14 e H16). Em cada uma das partes A e
B da figura 3, estao apresentados dois destes grupos.

Observa-se na figura 3, a utilizacdo de uma menor relacao E:S foi vantajosa no caso
da acdao da pancreatina para alguns casos. Assim, na auséncia da UF, obteve-se maior
teor de di- e tripeptideos, ao se passar de 3:100 para 2:100 (H7 e H5), enquanto que
utilizando-se a UF encontrou-se uma quantidade mais elevada de aminoacidos livres, ao
se passar de 2:100 para 1:100 (H6 e H4).

Com relacao a acao da papaina, observa-se na figura 3 que a utilizacado de uma
menor E:S foi benéfica, apenas quando se empregou a UF, tendo sido encontrados menores
teores de grandes peptideos e maior contetido de di- e tripeptideos e de aminoacidos
livres quando se passou de 3:100 para 2:100 (H16 e H14).
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Relacoes E:S utilizadas: 0,5:100 (H1, H2, H9 e H10), 1:100 (H3, H4, H11, H12), 2:100 (H5, H6, H13, H14) e 3:100
(H7, H8, H15, H16). F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: peptideos médios (4 a 7 residuos
de aminodcidos); F3: di- e tripeptideos (2 e 3 residuos de aminoacidos); F4: aminoacidos livres. S/UF: sem
ultrafiltracao; C/UF: com ultrafiltracdo. Os resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparagio,
meédias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, no caso de uma mesma fracio
para diferentes hidrolisados.

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

O efeito benéfico da utilizacio de uma menor relacio E:S sobre o perfil peptidico
de hidrolisados enzimaticos de WPC ja havia sido, anteriormente, demonstrado em dois
estudos. Assim, ao se utilizar a mesma pancreatina, foi possivel obter menor teor de grandes
peptideos e maior de aminodcidos livres, ao se passar de 4:100 para 2:100 (SILVA et al., 2010).
Empregando-se uma subtilisina comercial com E:S de 1:100, 2:100 e 4:100, foi mostrado,
em alguns casos, a vantagem da utilizacao de menor valor ao se passar de 4:100 para 2:100,
assim como de 2:100 para 1:100, tendo sido observada uma reducao do teor de grandes
peptideos e um aumento da quantidade de aminoacidos livres (AFONSO et al., 2009).

Efeito da ultrafiltracao

Para analisar o efeito da ultrafiltracio sobre o perfil peptidico dos hidrolisados
proteicos, foram comparadas as seguintes amostras: H1 com H2, H3 com H4, H5 com
H6, H7 com H8, H9 com H10, H11 com H12, H13 com H14, H15 com H16, uma vez que
os pardmetros tipo de enzima e relacio E:S foram mantidos constantes. Em cada uma das
partes A e B da figura 4, estdo apresentados quatro destes grupos.
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Hidrolisados sem ultrafiltracdao (S/UF): H1,H3,H5,H7,H9,H11,H13 e H15. Hidrolisados com ultrafiltracao (C/UF):
H2,H4,H6,H8,H10,H12,H14,H16.F1:grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: peptideos médios (4
a 7 residuos de aminoacidos); F3: di- e tripeptideos (2 e 3 residuos de aminoacidos); F4: aminoacidos livres. S/UF:
sem ultrafiltracio; C/UF:com ultrafiltracao. Os resultados representam a média das triplicatas. Para cada comparacio,
médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade, no caso de uma mesma fracio para
diferentes hidrolisados.

Figura 4 — Efeito da ultrafiltracio sobre o perfil peptidico dos hidrolisados do
concentrado proteico do soro de leite.

Observa-se, na figura 4, que a auséncia da ultrafiltracao (UF) foi vantajosa para alguns
€as0s, 20 se empregar a pancreatina. Deste modo, obteve-se maior teor de di- e tripeptideos
ao se comparar os hidrolisados H4 com H3 e o H6 com H5. Nao foi observado o efeito
benéfico da auséncia da UF em termos de grandes peptideos e de aminoacidos livres. Em
relacdo a acdo da papaina, nio foi observada a vantagem da auséncia da UF sobre o perfil
peptidico dos hidrolisados enzimaticos de WPC.

Este parametro foi, igualmente, avaliado, anteriormente por Delvivo et al. (2005)
em hidrolisados de soro de leite em po, utilizando uma pancreatina comercial (Sigma, St.
Louis, MO, EUA), sendo que, ao contrario da pancreatina utilizada, o efeito benéfico da
auséncia da UF nao foi observado, pois o emprego da UF promoveu maior quantidade das
fracoes peptidicas mais desejadas (di- e tripeptideos, aminoacidos livres), além de reduzir
os teores de grandes peptideos.

Deve-se considerar que na fabricacio de hidrolisados proteicos, em larga escala,
o emprego da UF elevaria o custo da producdo por constituir uma etapa suplementar no
processo. Por outro lado, as vantagens imunologicas e nutricionais das fracdes proteicas
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obtidas pelo emprego da UF ndo podem ser negligenciadas, ja que pode diminuir o poder
alergénico destes preparados enzimaticos (CHANDRA, 2002; EXL, 2001; VAN BERESTEIJN
etal.,, 1994), além de enriquecé-los em oligopeptideos (VAN BERESTJEIN et al., 1994), visto
que a membrana empregada restringe a passagem de moléculas maiores que 10.000Da.

CONCLUSAO

O emprego da pancreatina e da papaina foi eficiente na obtencao de hidrolisados
enzimaticos do concentrado proteico do soro de leite com perfil peptidico nutricionalmente
adequado. O efeito dos parimetros tipo de enzima, relacio enzima:substrato e o emprego
da ultrafiltracao foi variado, sendo que o melhor perfil peptidico foi obtido empregando-se
a papaina em uma E:S de 2:100, apds a ultrafiltracio, tendo sido obtidos 15,29% de di- e

tripeptideos, 47,83% de aminoacidos livres e 25,73% de grandes peptideos.
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