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Perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos de leite em p6 desnatado
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Sete hidrolisados de leite em po desnatado foram preparados,
visando a producdo de hidrolisados protéicos, como suplemento
dietético para fenilcetonuricos. Para isso, utilizaram-se uma
protease do Aspergillus oryzae (A0), a papaina (PA) e a pepsina
(PE), isoladamente ou em associacdo, em diferentes relacoes
enzima:substrato (E:S), sendo o tempo total de reagdo de 5 h e a
temperatura de 50 °C. Adotou-se como critério para a avalia¢do
nutricional dos hidrolisados, o estudo da distribuicdo dos peptideos
nas amostras, de acordo com o tamanho da cadeia. Inicialmente,
os hidrolisados foram fracionados por cromatografia ligiiida de
alta eficiéncia de exclusao molecular (SE-HPLC) e, para a
quantificagdo dos componentes das fra¢oes cromatograficas,
empregou-se o método rdpido da Area Corrigida da Fracio (ACF).
Os resultados indicaram que, de modo geral, a agdo isolada das
trés enzimas foi mais vantajosa em relagdo ao perfil peptidico em
comparag¢do com as associagdes estudadas. Entre todas as
preparagoes testadas, a a¢do isolada de AO e de PA, e a associa¢do
destas enzimas (relagdo E:S de 1% e 2%, respectivamente)
produziram hidrolisados com perfis peptidicos semelhantes, mais
adequados nutricionalmente, ou seja, com maior teor de di- e
tripeptideos e menor propor¢do de aminodcidos livres.
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INTRODUCAO

Desde 1940, os hidrolisados enzimaticos de proteinas
vém sendo utilizados com finalidades terapéuticas para a recu-
peracao ou a manuteng¢ao do estado nutricional de pacientes
com restri¢des protéicas ou de aminoacidos em sua dieta.
Desta forma, estas preparacdes enzimaticas t€m sido utilizadas,
tanto como suplemento em dietas para idosos e desportistas,
como na fabricagdo de alimentos especiais para recém-nasci-

dos prematuros, criangas com diarréia, gastroenterites,
sindromes de ma-absor¢ao, fenilcetontiria (PKU) e outros
erros inatos do metabolismo (Takase et al., 1979; Smithers,
Bradford, 1991; Freitas et al., 1993; Frokjaer, 1994; Mahan,
Stump, 1998; Clemente, 2000; Mira, Marquez, 2000). Ressal-
ta-se, ainda, o crescente interesse tecnologico pelos
hidrolisados enzimaticos protéicos, uma vez que a hidrolise
enzimatica pode contribuir para a melhoria das propriedades
funcionais das proteinas (Candido, 1998; Leonil ez al., 2000).
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Ha, na literatura, varios trabalhos comparando a
absorcdao de aminoacidos resultantes da hidrolise
enzimatica de proteinas, com misturas equivalentes de
aminoacidos livres. Constatou-se que a velocidade de
absor¢ao intestinal de aminoacidos €, consideravelmente,
maior para as solugdes contendo di- e tripeptideos ou pro-
teinas parcialmente hidrolisadas do que para as solugdes
contendo apenas aminoacidos livres (Adibi, Morse, 1971;
Adibi, Soleimanpour, 1974; Hara et al., 1984; Keohane et
al.,1985; Grimble et al., 1989).

O valor nutricional dos hidrolisados depende da qua-
lidade da proteina utilizada, a qual devera ser de alto va-
lor bioldgico, do método de hidrdlise e dos tamanhos das
cadeias peptidicas nos hidrolisados (Grimble ez al., 1989;
Silvestre et al., 1994a.,b). Segundo Gonzales-Tello et al.
(1994), a avaliagdo da qualidade nutricional dos
hidrolisados protéicos deve envolver a analise dos seus
perfis peptidicos. Os hidrolisados de melhor qualidade
devem apresentar elevados teores de di- e tripeptideos,
assim como de peptideos com massa molecular média de
500 Da. Além disso, devem conter baixos teores de
aminoacidos livres e de peptideos com massa molecular
superior a 800 Da.

Duas patentes foram encontradas na literatura, re-
lativas a preparagao industrial de hidrolisados protéicos de
caseina com elevado teor de di- e tripeptideos. Na primei-
ra, Chataud et al. (1988) testaram varias condigdes
hidroliticas, utilizando duas enzimas bacterianas e a tripsina,
isoladas ou em associagdo. Na segunda, Loosen ef al.
(1991) prepararam diferentes hidrolisados protéicos, utili-
zando trés enzimas bacterianas. Entretanto, os autores nao
mencionaram se as enzimas foram empregadas separadas
ou em associacdo. Nos dois trabalhos, os peptideos com
massas moleculares superiores a 10.000 ou 15.000 Da
foram separados por ultrafiltragdo. O fracionamento dos
hidrolisados foi realizado por HPLC capilar e de troca de
ligante (LE-HPLC), porém nao relataram o método esco-
lhido para a quantificacdo dos peptideos. Segundo os au-
tores destes dois trabalhos, foram obtidos elevados teores
de di- e tripeptideos, além de baixos teores de aminoacidos
livres. Entretanto, os métodos de fracionamento utilizados
sdo considerados ineficazes para separar os di- e
tripeptideos dos peptideos com maior niimero de residuos
de aminoacidos (Lemieux, Amiot, 1989; Davis, Lee, 1992).

Alguns autores tém utilizado varias enzimas, em di-
ferentes condigdes hidroliticas para a obtencdo de
hidrolisados protéicos com baixos teores de fenilalanina
(Kitagawa et al., 1987; Lopez-Bajonero et al., 1991;
Moszczynski, Idziak, 1993; Kasai et al., 1994; Outinen et
al., 1996; Shimamura et al., 1999). Entretanto, em nenhum
dos trabalhos descritos na literatura, relacionados a prepa-
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racdo de formulagdes para fenilcetonuricos, foi realizada
avaliacdo do perfil peptidico dos hidrolisados. Sendo assim,
torna-se importante a utilizacao de métodos eficientes tanto
para o fracionamento quanto para a quantificacdo de
peptideos e de aminoacidos livres dos hidrolisados
protéicos em estudo, como o descrito por Silvestre et al.
(1994b).

Neste trabalho, foram utilizadas trés enzimas para o
preparo de hidrolisados de leite em p6 desnatado: a
papaina, a pepsina e uma protease do Aspergillus Oryzae.
A papaina, uma sulfidrilo protease, apresenta baixa
especificidade, hidrolisando ligagdes amida e éster, tanto
em peptideos como em proteinas (Liener, 1974; Reed,
1975). A pepsina ¢ uma protease do acido gastrico e tem
ampla especificidade para ligagdes peptidicas contendo
aminoacidos aromaticos adjacentes. A protease tipo X XIII
do Aspergillus oryzae possui baixa especificidade
(Loosen et al., 1991).

No Brasil, as formulagdes dietéticas essenciais ao
tratamento de fenilcetonuricos sao geralmente importadas,
de alto custo e constituidas basicamente de aminoacidos
livres (NUPAD, 2002).

Este trabalho teve por objetivo o estudo dos efeitos
das acoes de trés enzimas, a papaina, a pepsina e uma
protease do Aspergillus oryzae, isoladas ou em associa-
¢ao, sobre o perfil peptidico de hidrolisados de leite em pd
desnatado, visando a preparagdo, no futuro, de um produ-
to dietético de alto valor nutricional, para ser utilizado por
fenilcetonuricos.

MATERIAL E METODOS
Material

O sistema de cromatografia liqliida de alta eficién-
cia (HPLC) usado no fracionamento dos hidrolisados
protéicos consistiu de uma coluna cromatografica PHEA
[poli-(2-hidroxietilaspartamida)-silica], 250 X 9,4 mm, 5 um
e 200 A (PolylC, Columbia, MD, EUA), uma bomba
isocratica e um detector espectrofotométrico em UV-VIS
(série HP1100, Waldbronn, Alemanha), acoplado a um
computador com software HPchemstation (Avondale,
EUA). As amostras foram liofilizadas no liofilizador Free
Zone, modelo 77500, Labconco (Kansas City, MI, EUA).
A pancreatina (25 USP unid. de atividade de amilase, 2,0
USP unid. de atividade de lipase e 25 USP unid. de ativi-
dade de protease/mg de solido), a tripsina (atividade de
10.800 unid/mg de proteina), a pepsina (atividade de 3.600
unid./mg de proteina), a protease tipo XXIII do Aspergillus
oryzae (atividade de aproximadamente 4 unid./mg de
solido), o fenol cristalino, o 4acido cloridrico ¢ a
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trietanolamina (grau HPLC) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A papaina (atividade de 10
unid./mg de proteina) foi gentilmente doada pela
BIOBRAS (Montes Claros, Brasil). O leite em po6 desna-
tado da marca Gloria (Itaperuna, RJ, Brasil), sem a adigao
de vitaminas e sais minerais, foi comprado em um super-
mercado de Belo Horizonte. A dgua, usada no croma-
tografo, foi purificada em Sistema de Purifica¢io de Agua
Aries (Vaponics, EUA). As membranas de celulose, utili-
zadas para filtracdo das amostras (0,20 mm) e dos
solventes (0,45 mm), foram adquiridas da Sartorius (Ale-
manha).

Métodos

Preparagao dos hidrolisados de leite em p6 desnatado

Foram preparados sete hidrolisados protéicos a partir
de solugdes de leite em po6 desnatado a 0,35% (p/v),
correspondendo a concentragao protéica de 0,125 g/100
mL. O tampao HCI-KC1 0,01 mol/L (pH 1,9) foi utilizado
na hidrdlise pela pepsina (H3). Nas demais hidrolises, uti-
lizou-se o tampao fosfato 0,01 mol/L (pH 6,0). Todas as
amostras foram, inicialmente, aquecidas a 80 °C por 10
min. A seguir, a temperatura foi reduzida para 50 °C, em
banho de gelo, e as enzimas, uma protease do Aspergillus
oryzae (AQO), papaina (PA) e pepsina (PE), foram adici-
onadas em quantidades suficientes para se obter as rela-
¢oes enzima:substrato desejadas. A AO foi, também, uti-
lizada em associagdao com a PA e a PE (Tabela I). As
reagdes foram interrompidas abaixando-se a temperatura
para 10 °C, em banho de gelo e acetona Imediatamente,
apos a hidrolise, os hidrolisados foram congelados e
liofilizados. O tempo total de hidrdlise foi de 5 h, para to-
das as amostras. As outras condi¢des de reacdo estdo
apresentadas na Tabela I.
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Fracionamento dos hidrolisados de leite em p6
desnatado

O fracionamento dos hidrolisados foi realizado por
cromatografia SE-HPLC em coluna PHEA, como descrito
por Silvestre et al. (1994a). As amostras foram dissolvi-
das na concentragao de 0,40 g% (p/v), em solugdo de
acido formico 0,05 mol/L (pH 2,5), e cromatografadas a
temperatura ambiente, sob condi¢des isocraticas, a um
fluxo de 0,5 mL/min, durante 35 min. A fase modvel foi fil-
trada, através de membrana de 0,45 mm, e desgaseificada
imediatamente antes do uso. A deteccdo dos picos
cromatograficos foi efetuada em trés comprimentos de
onda: 230, 280 € 300 nm. As amostras foram analisadas em
triplicata e as fragcdes foram separadas, de acordo com o
tempo de retencao, sendo F1 de 13,5 a 18,0 min.; F2 de
18,0a21,5min.; F3de21,5a22,5min. e F4de22,5a33,0
min,

Quantificagao de peptideos e aminoacidos livres nos
hidrolisados de leite em p6 desnatado

O método rapido da Area Corrigida da Fragdo (ACF),
desenvolvido por Silvestre et al. (1994b), foi utilizado para
quantificar os peptideos e aminoacidos livres presentes nos
hidrolisados de leite em p6 desnatado. As amostras foram
fracionadas e os teores de peptideos e aminoacidos livres
das fragoes foram calculados, por extrapolagao grafica em
uma curva padrao preparada como descrito por Lopes et
al. (2003), empregando-se o leite em p6 desnatado como
substrato. Resumidamente, foram preparados cinco
hidrolisados padroes (dois com tripsina e trés com
pancreatina), que foram fracionados por cromatografia
SE-HPLC em coluna PHEA. As quatro fragdes obtidas
foram coletadas, sendo o solvente removido, de cada fra-
¢ao, em evaporador Centrivap, modelo 78100-00D,
Labconco (Kansas City, MI, EUA). Em seguida, foram

TABELA | — Condigdes hidroliticas empregadas na preparacao dos hidrolisados de leite em p6 desnatado

Hidrolisados Tempo de hidrélise (h) E:S (%)

AO PA PE
H1 AO (5) 1 - -
H2 PA (5) - 1 -
H3 PE (5) - - 1
H4 AO (1) + PA (4) 1 2 -
H5 AO (1) +PA (4) 10 20 -
H6 AO (1) + PE (4) 1 - 2
H7 AO (1) + PE (4) 10 - 20

E:S = Relagdo enzima:substrato; AO= protease do Aspergillus oryzae, PA= Papaina, PE=Pepsina. Temperatura: 50 °C
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submetidas a analise de aminoacidos. O calculo da ACF foi
realizado como descrito por Silvestre ef al. (1994b). Tra-
cou-se, entdo, a curva padrao, locando-se a ACF em fun-
¢do do teor de aminoacidos.

Andlise Estatistica

Todas as determinacdes analiticas foram realizadas
em triplicatas. Para as determinag¢des das diferengas en-
tre as médias e dos contetidos de aminoacidos nas fragoes
cromatograficas foram utilizadas a Analise Fatorial 7x4
(hidrolisados x fragdes cromatograficas) e o Teste de
Duncan. Na determinagao da diferencga entre as médias
das areas dos picos da Phe nos hidrolisados foram realiza-
das a Analise de Variancia (ANOVA fator tinico) e o tes-
te de Duncan. A curva padrao foi calculada por regressao
linear, empregando dezessete niveis de conteudo de
aminoacidos em nmoles% com trés repeticdes (Pimentel-
Gomes, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao dos hidrolisados de leite em p6
desnatado

Fracionamento por SE-HPLC

O perfil cromatografico do hidrolisado H4, a 230 nm,
estd apresentado na Figura 1, em que podem ser observa-
das as quatro fragdes (F1 a F4) e os picos corresponden-
tes a tirosina (y) e ao triptofano (w), livres.
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Diferentes técnicas tém sido empregadas no
fracionamento de peptideos de hidrolisados protéicos. A
maioria refere-se ao fracionamento de peptideos com
massa molecular superior a 1000 Da. Dentre estas técni-
cas, destacam-se a eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), a
cromatografia de exclusdo molecular (SEC), HPLC capi-
lar e de troca de ligante (Lemieux, Amiot, 1989; Adachi et.
al. 1991; Armstead, Ling, 1991; Aubry et. al. 1992; Davis,
Lee, 1992; Visser et al., 1992; Zhang et al., 1992;
Gallagher et al., 1994; Parrado et al., 1993; Perea et al.,
1993). Entretanto, estas técnicas tém apresentado série de
inconvenientes, tais como, interagdes secundarias
(eletrostaticas ou hidrofobicas) entre os solutos e a fase
estaciondria e a inefici€éncia para separar pequenos
peptideos (Verneuil ef al., 1990; Lemieux et al., 1991;
Golovchenko et al., 1992). Outros autores, como Lemieux,
Amiot (1989) e Davis, Lee (1992), respectivamente, rela-
taram a dificuldade de separar os peptideos de acordo com
o tamanho da cadeia, tendo observado superposicao de
pesos moleculares, utilizando a SE-HPLC ou a HPLC
capilar.

A técnica de SE-HPLC, utilizada no presente traba-
lho, mostrou ser eficiente na caracterizacdo de
hidrolisados protéicos, especialmente quando o interesse
esta voltado para o fracionamento de peptideos de baixas
massas moleculares, ou seja, inferiores a 1000 Da (Silves-
tre et al., 1994a; Léonil et al., 2000; Morato et al. 2000,
Carreira et al., 2001; Barbosa et al., 2002).

220 4
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FIGURA 1 - Perfil cromatografico do hidrolisado H4. Condig¢des: Coluna PHEA (250 x 9,4 mn, 5 um € 200 A — PolylC)
1 h de hidrolise com a protease do Aspergillus oryzae (relagdo E:S = 1%) mais 4 h de hidrolise com a papaina (relagao
E:S =2%) em tampao fosfato de sodio, pH 6,0 a 50 °C. Deteccao das fragdes a 230 nm. F1: peptideos grandes (> 7
residuos de aminoacidos); F2: peptideos médios (4 a 7 residuos de aminoacidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos

livres. Y = pico da tirosina, W = pico do triptofano.
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Quantificagao de peptideos e aminoacidos livres dos
hidrolisados

Os teores de peptideos e aminoacidos livres nas fra-
¢oes cromatograficas dos hidrolisados estdo apresentados
na Tabela II. Observa-se uma semelhanga, do ponto de
vista nutricional, nos perfis peptidicos dos hidrolisados H1,
H2 e H4, com ligeira superioridade nutricional para o
hidrolisado H2, que apresentou o menor teor de
aminoacidos livres. Assim, fica evidenciada a vantagem,
embora pequena, da agdo isolada da enzima papaina (H2),
em relagdo a sua associagdo com a protease do
Aspergillus oryzae (H4). Ressalta-se, ainda que, neste
caso, a utilizagdo de apenas uma enzima implica menor
custo, principalmente na producao em larga escala.

Considerando-se os diversos fatores citados por
Gonzalez-Tello et al. (1994), que devem ser avaliados em
um hidrolisado protéico para uso em dietas especiais, pode-
se concluir que os melhores resultados foram obtidos para
os hidrolisados H1, H2 ¢ H4, uma vez que eles apresenta-
ram maiores teores de di- e tripeptideos (média de 12%)
e peptideos com massa molecular média de 500 Da (mé-
dia de 42%) e, além disso, baixas porcentagens de
aminoacidos livres (média de 19%).

Os dados da Tabela II indicam, ainda, que o
hidrolisado HS apresentou os menores teores de grandes
peptideos (F1); no entanto, ele contém uma quantidade de
aminoacidos livres bem mais elevada que os demais
hidrolisados. Além disso, o H5 foi o hidrolisado mais pobre
em peptideos médios (F2). Por isso, este hidrolisado pode
ser considerado o que apresenta o perfil peptidico mais
desvantajoso, do ponto de vista nutricional. Entretanto,
considerando que o teor elevado de aminodcidos livres
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poderia levar a maior remocdo de Phe, esta preparacao
deve, também, ser testada quanto ao desenvolvimento de
formulacdes dietéticas para fenilcetonuricos.

Comparacao entre os diferentes tratamentos enzimaticos

Nao foram encontrados dados na literatura, abor-
dando os perfis peptidicos obtidos pela hidrolise enzimatica
do leite em po6 desnatado. Este alimento ¢ constituido de
mistura de varios nutrientes, sendo que cerca de 85% das
proteinas ¢ representado pela caseina. Portanto, a seguir
serdo feitas comparagdes com trabalhos que utilizaram a
caseina na caracterizacdo do perfil peptidico.

Acado isolada das enzimas

Avaliando-se a influéncia da acdo de AO, PA ¢ PE
sobre o perfil peptidico de hidrolisados de leite em po des-
natado, pode-se observar na Tabela II que a PA (H2) pro-
duziu o melhor perfil peptidico, do ponto de vista
nutricional. Assim, comparando-se com a AO (H1), o
hidrolisado obtido pela acdo de PA apresentou menores
teores de aminoacidos livres (12% e 26%, respectivamen-
te) e maiores teores de peptideos médios e de di- ¢
tripeptideos (F2 + F3), 56% e 49%, respectivamente. Na
comparagdo com a PE (H3), verificou-se que a agdo da
PA levou a menor teor de peptideos grandes (32% e 57%,
respectivamente) e maiores teores de médios e de di- e
tripeptideos (F2 + F3), 56% e 25%, respectivamente.

Em outros trés trabalhos realizados, anteriormente
no mesmo laboratdrio envolvido no presente estudo, a agao
isolada de enzimas, sobre o perfil peptidico de hidrolisados
protéicos, foi igualmente testada.

TABELA Il - Teores de peptideos e de aminoacidos livres das fragdes cromatograficas dos hidrolisados

Hidrolisados FRACOES
F1 F3 F4
H1 25,55 2 37,80 ' 10,92 3a> 25,74 24
H2 31,98 2* 45,31 10,59 ¥a> 12,133
H3 56,86 ' 21,09 ed 4,14 3¢ 17,92 2of
H4 26,29 2be 41,72 Vab 13,08 #a 18,92 3
H5 6,18 4 18,74 4 6,35 ¥ 68,73 1
H6 30,05 * 25,37 % 8,71 3abe 35,88 e
H7 20,44 2 24,66 8,86 abe 46,05 1P

Todos os valores sao apresentados em % nmoles das quatro fragdes. Os resultados representam a média das triplicatas.
Meédias indicadas por nimeros iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade na comparacao de diferentes fragdes
de um mesmo hidrolisado. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade na comparagao
de uma mesma frago para diferentes hidrolisados. F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios
peptideos (4 a 7 aminoacidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos livres.
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Inicialmente, a subtilisina (E:S=4%, pH 7,5 ¢ 40 °C)
foi empregada para hidrolisar a caseina, tendo produzido
melhor perfil peptidico, especialmente quanto aos teores de
di- e tripeptideos (36%) e de aminoacidos livres (4%),
quando comparado aos obtidos no presente trabalho
(Morato et al., 2000).

Em seguida, a pepsina foi a enzima escolhida por
Carreira et al. (2002) para hidrolisar a caseina (E:S=4%,
pH 1,9 e 40 °C), produzindo um hidrolisado cujo perfil
peptidico se assemelha ao do H3, com a vantagem de
terem obtido menores teores de aminoacidos livres (7%)
do que aqueles descritos neste trabalho (12%).

Finalmente, o emprego da papaina (E:S=2%, pH 7,5
e 37 °C) foi testado na hidrélise da caseina, tendo obtido
melhor perfil peptidico que o do presente trabalho (Morais
etal.,2002).

E importante ressaltar que, nos trés trabalhos descri-
tos, nos quais se obteve melhor perfil peptidico, quando
comparado com o do presente estudo, foram utilizadas
condi¢des hidroliticas diferentes.

Associagao das enzimas

» Efeito da relagdo E:S

Neste caso, podem ser avaliados dois tipos de asso-
ciagdo, nas quais a relacao E:S foi alterada, ou seja, AO
com PA ¢ AO com PE.

- Associacdo de AO com PA

Observa-se na Tabela I que o aumento de dez ve-
zes na relacdao E:S (H5 em relacdo a H4) levou a altera-
¢des significativas nos contetidos das fracdes
cromatograficas, produzindo perfil peptidico de qualidade
nutricional inferior. Houve mais de 50% de redugao nos
teores de médios (F2) e de di- e tripeptideos (F3), assim
como um aumento de, aproximadamente, quatro vezes no
teor de aminoacidos livres (F4). A inica alteragdo vanta-
josa, do ponto de vista nutricional, refere-se ao decrésci-
mo no contetdo de peptideos grandes (F1).

Estes resultados indicam que a elevagao da relacao
E:S, provavelmente, produziu quantidade pequena de di- e
tripeptideos, contendo fenilalanina como segundo
aminoacido a partir da por¢do carboxi-terminal, os quais,
de acordo com Liener (1974) e Reed (1975), ndo serviri-
am de substratos para a acao da papaina. Isto explicaria,
pelo menos em parte, o elevado teor de aminoacidos livres,
apresentado pelo hidrolisado H5. Esta modificag@o na
relag@o E:S ndo produziu, em termos nutricionais, o resul-
tado desejado e seria inadequado, do ponto de vista eco-
noémico, devido ao custo elevado das enzimas, se for con-
siderada a produgdo em larga escala.
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- Associacdo de AO com PE

Avaliando-se os efeitos do aumento de dez vezes na
relacdo E:S para a associacao de AO e PE, sobre os per-
fis peptidicos dos hidrolisados de leite em p6 desnatado (H7
em relacdo a H6), observa-se que este procedimento nao
foi prejudicial ao perfil peptidico, como foi observado para
aumentos semelhantes na associacdao de AO com PA
(Tabela IT). Assim, se por um lado este aumento contribui
para elevar o teor de aminoacidos livres (F4), por outro,
produziu queda na quantidade de peptideos grandes (F1).
Os teores de peptideos médios (F2) e di- e tripeptideos
(F3) néo sofreram quaisquer altera¢des. Conclui-se, por-
tanto, que, do ponto de vista nutricional, o perfil peptidico
dos hidrolisados H6 e H7 sdo semelhantes.

Outros trabalhos também relataram o efeito do au-
mento da relagdo E:S sobre os teores de peptideos de
hidrolisados protéicos sendo que, em alguns casos, os re-
sultados foram benéficos e, em outros, prejudiciais para o
perfil peptidico. Assim, Loosen et al. (1991) testaram a
utilizagdo da subtilisina na hidrolise da caseina, variando-
se arelacdo E:S de 1 para 4%, obtendo os melhores resul-
tados empregando-se a relagao E:S de 2%, que levou a
obtencao de um hidrolisado contendo elevados teores de
di- e tripeptideos e apenas 5% de aminoacidos livres.

Morato et al. (2000) estudaram a agdo da subtilisina
associada a tripsina, sobre a hidrélise da caseina. Ao au-
mentar a relacdo E:S das enzimas de 2% para 4% para a
subtilisina e de 10% para 20% para a tripsina, estes auto-
res obtiveram alterac@o desvantajosa sobre o perfil
peptidico dos hidrolisados, uma vez que houve decréscimo
de di- e tripeptideos, enquanto que as outras fragdes man-
tiveram-se constantes.

Todos estes estudos contradizem a afirmacgdo de
Gonzalez-Tello et al. (1994) de que alteracao na relagao
E:S ndo exerce qualquer influéncia na distribuicdo de
peptideos nas fragdes cromatograficas de hidrolisados
protéicos.

* Efeito da segunda enzima adicionada

Neste caso, duas comparagdes podem ser feitas, H4
com H6 e H5 com H7 (Tabela II) para considerar as
mesmas relacoes E:S, variando-se, apenas, a segunda
enzima adicionada (PA ou PE).

- Associagdo de AO com PA ou PE, para uma re-

lagdo E:S de 1% e 2%, respectivamente

A introdugdo de PA como segunda enzima (H4) foi
mais vantajosa (Tabela II), do ponto de vista nutricional, do
que a de PE (H6), uma vez que se obteve maior teor de
peptideos médios (F2) e menor teor de aminoacidos livres
(F4). Nao houve diferencas significativas entre estes dois



Perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos de leite em p6 desnatado

tratamentos, com relagdo aos teores de grandes peptideos
(F1) e de di- e tripeptideos (F3).

- Associagao de AO com PA ou PE, para relagdes

E:Sde 10% e 20%, respectivamente

Os dados apresentados na Tabela II, indicam que
quando se aumentou em dez vezes a relacdo E:S para as
duas enzimas (H7 em relagdo a H5), foram obtidos resul-
tados nutricionalmente semelhantes para as duas associ-
acoes.

Inicialmente, observa-se que nao houve diferenca
significativa entre as duas associag¢des, com relagdo ao
teor de di- e tripeptideos (F3). Ainda, se por um lado, a
introdugdo de PA como segunda enzima (HS5) levou a pro-
ducdo de quantidade bem inferior de grandes peptideos
(F1), autilizagdo de PE, como segunda enzima, deu origem
aum hidrolisado (H7) com menor teor de aminoacidos li-
vres (F4). Entretanto, pode-se ressaltar que houve ligeira
vantagem de H7 sobre H5, no que se refere ao seu teor
mais elevado em peptideos médios (F2).

Acao isolada versus associacao de enzimas

* AO e AO com PA

Comparando-se a acdo isolada de AO (Hl) eada
sua melhor associagao com PA (H4), observa-se na Tabela
II, que H4 se apresentou ligeiramente melhor em relagao
a H1, uma vez que deu origem a teor menor de
aminoacidos livres (F4).

A vantagem da associacdo de enzimas foi, igualmen-
te, relatada por Chataud et al. (1988), que mostraram a
superioridade da associagdo da tripsina com duas enzimas
de origem bacteriana, sobre a sua a¢ao isolada, tendo pro-
duzido um teor mais elevado de di- e tripeptideos.

* AO e AO com PE

Comparando-se a acdo isolada de AO (H1) e as suas
duas associagdes com a PE (H6 e H7) na Tabela II, ob-
serva-se que, ao contrario do que foi relatado para a asso-
ciacdo de AO com PA, a agdo isolada da enzima (AO) foi
mais vantajosa, do ponto de vista nutricional, do que a sua
associacdo com PE tendo produzido um hidrolisado com
maior teor de peptideos médios (F2) e menor teor de
aminodcidos livres (F4).

* PAe AO com PA

Como mostrado na Tabela I, a agdo isolada de PA
(H2) apresentou ligeira vantagem em relagdo a sua asso-
ciagdo com AO (H4), uma vez que em H2 observa-se
menor teor de aminoacidos livres (F4).

Morato et al. (2000), comparando as a¢des da
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subtilisina isolada e associada a tripsina na preparagdo de
hidrolisados de caseina, obtiveram também, resultados
semelhantes aos do presente trabalho. Estes autores mos-
traram a superioridade do hidrolisado preparado com a
subtilisina, isoladamente, que apresentou maiores teores de
di- e tripeptideos (F3) do que o hidrolisado preparado com
a associacdo das duas proteases.

* PE ¢ AO com PE

Comparando-se a acdo isolada da enzima PE (H3)
com as agoes de suas duas associagdes (H6 e H7), obser-
va-se (Tabela II) que a agdo isolada de PE e a sua asso-
ciacdo com AO produziram perfis peptidicos semelhantes,
do ponto de vista nutricional. Se por um lado H3 possui
maior teor de grandes peptideos (F1), por outro lado apre-
sentou menor teor de aminoacidos livres (F4).

Entretanto, Carreira et al. (2001b) obtiveram, do
ponto de vista nutricional, melhores perfis peptidicos de
hidrolisados de caseina, quando associaram a pepsina com
a tripsina, em relagdo aos teores de di- e tripeptideos.

CONCLUSAO

Comparando-se todas as preparacdes enzimaticas,
pode-se concluir que as a¢des isoladas de AO e de PA,
bem como a associacdo de AO com PA (E:S de 1% e 2%,
respectivamente), deram origem a perfis peptidicos seme-
lhantes do ponto de vista nutricional.

No caso da associagdo de AO com PA, este proce-
dimento foi desvantajoso para o perfil peptidico, enquan-
to que na associa¢do de AO com PE ndo produziu altera-
¢ao significativa.

O efeito da adi¢do da segunda enzima na associagao
enzimatica de AO com PA ou com PE mostrou ser depen-
dente darelacdo E:S empregada. Para uma relagdo E:S de
1% e 2% (primeira e segunda enzimas, respectivamente),
a acdo da PA foi mais vantajosa que a da PE para o perfil
peptidico, enquanto que o inverso foi obtido para uma re-
lagdo E:S de 10% e 20% (primeira e segunda enzimas),
respectivamente.

O estudo comparativo das acdes isoladas das trés
enzimas (AQ, PA e PE) com as suas diversas associa¢des
revelou a superioridade, em termos de perfil peptidico, do
primeiro procedimento.
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ABSTRACT

Peptide profile of enzymatic hydrolysates from
skim milk powder

Seven enzymatic hydrolysates from skim milk powder
were prepared with the aim of producing dietary
supplement for phenylketonurics. A protease from
Aspergillus oryzae (40), papain (PA) and pepsin (PE),
separately or in association, were used in different
enzyme:substract ratios (E:S), at 50 °C and total
reaction time of 5 h. The distribution of peptides
according to chain length was used to evaluate the
nutritional quality of protein hydrolysates. Initially, the
hydrolysates were fractionated by high-performance
liquid chromatography in size-exclusion mode (SE-
HPLC) and the rapid method of Correct Fraction Area
(CFA) was used for quantifying the peptides and amino
acids in the chromatographic fractions. The results
showed the advantage of isolated action of each
enzyme when compaired with the associations studied.
Among all tested preparations, the isolated action of
AO and PA, and the association of these two enzymes
in E:S ratio of 1% and 2%, respectively, produced
hydrolysates having similar peptide prolifes, with the
highest proportion of di- and tripeptides and the lowest
of free amino acids.

UNITERMS: Dietary supplement. Peptide profile.
Enzymatic hydrolysis. Phenylketonuria. Skim milk
powder.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADACHI, S.; KIMURA, Y.; MURAKAMI, K.;
MATSUNO, R.; YOKOGOSHI, H. Separation of
peptide groups with definite characteristics from
enzymatic protein hydrolysate. Agric. Biol. Chem., V.55,
n.4,p.925-932,1991.

ADIBI, S.A.; MORSE, E.L. Intestinal transport of dipeptides
in man: relative importance of hydrolysis and intact
absorption. J. Clin. Invest.,v.50,n. 3, p.2266-2275,1971.

ADIBI, S. A.; SOLEIMANPOUR, M. R. Functional
characterization of dipeptide transport system in human
jejunum. J. Clin. Invest., v.53,n.2, p.1368-1374, 1974.

ARMSTEAD, L. P,; LING; J. R. Chromatographic separation
of mixed peptides from amino acids in biological digests
with volatile buffers. J. Chromatogr., v.586,1n.3, p.259-
263,1991.

R. D. L. Soares, V. D. M. Silva, D. C. F. Lopes, R. G. Junqueira, A. F. S. Figueiredo, M. P. C. Silvestre

AUBRY, A. F.; CAUDE, M.; ROSSET, R. Separation and
identification of dipeptides in an hydrolyzed brain extract.
Chromatogr.,v.33,1n.3, p.533-538, 1992.

BARBOSA, C. M. S.; MORALIS, H. A.; SILVA, V. D. M.;
OLIVEIRA, M. C.; SILVESTRE, M. P. C.
Padronizacao de método analitico para avaliagao do grau
de exposicao de fenilalanina em hidrolisados de caseina,

por espectrofotometria derivada segunda. Rev. Bras.
Cién. Farmac., Sao Paulo, v.38, n.1, p.113-119, 2002.

CANDIDO, L.M.B. Obtencido de concentrados e
hidrolisados protéicos de tilapia do nilo (Oreochromus
niloticus): composi¢do, propriedades nutritivas e
funcionais. Campinas, 1998. 207 p. [Tese de Doutorado.
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade
Estadual de Campinas].

CARREIRA,R. L.; MORAIS,H.A.; BARBOSA,C.M.S.;
MOTTA, S.; SILVESTRE, M. P. C. Otimizacdo na
produgdo de di- e tripeptideos em hidrolisados de caseina
pela associagdo de enzimas: pepsina, tripsina e subtilisina.
Braz. J. Food. Tech., Campinas, v.4, n.5, p.103-108,
2001.

CHATAUD, J.; DESREUMEUX, S.; CARTWRIGHT, T.
Procédé de fabrication dun hydrolysat enzymatique de
proteins riche en di- et tri-peptides, utilizable notamment
en nutrition artificielle et en dietétique. Laboratério Roger
Bellon, Neuilly-sur-Seine-Fr. A23J3/00. FR87402837.6,
0.274946A1.14/12/1987,20/07/1988.

CLEMENTE, A. Enzimatic protein hydrolysates in human
nutrition. Trends Food Sci. Technol., v.11,n. 7, p.254-
262,2000.

DAVIS, M.; LEE, T.D. Analysis of peptide mixtures by
capillary high performance liquid chromatography: a
practical guide to small-scale separations. Prot. Sci., v.1,
n.2,p.935-944,1992.

FREITAS, O.; PADOVAN, G. J.; VILELA, L.; SANTOS,
J. E.; DUTRA DE OLIVEIRA, J. E.; GREENE, L. J.
Characterization of protein hydrolysates prepared for
enteral nutrition. J. Agric. Food Chem., v.41,1n.8,p.1432-
1438, 1993.

FROKJAER, S. Use of hydrolysates for protein
supplementation. Food Technol., v.48, 1n.10, p.86-88,
1994.



Perfil peptidico de hidrolisados enzimaticos de leite em p6 desnatado

GALLAGHER, J.; KANEKANIAN, A. D.; EVANS, E. P.
Hydrolysis of casein: a comparative study of two proteases
and their peptide maps. Int. J. Food Sci. Tech.,v.29,1.3,
p.279-285,1994.

GOLOVCHENKO, N.; KATAEVA, I. A.; AKIMENKO,
V. K. Analysis of pH-dependent protein interactions with
gel filtration medium. J. Chromatogr., v.591,n.4,p.121-
128, 1992.

GONZALEZ-TELLO, P.; CAMACHO, F.; JURADO, E;
PAEZ, M. P; GUADIX, E. M. Enzymatic hydrolysis of
whey proteins. II. Molecular-weight range, Biotech.
Bioeng., v.44,n.4, p.529-532, 1994,

GRIMBLE, G. K.; SILK, D. B. A. Peptides in human
nutrition. Nutr. Res. Rev.,v.2,n. 1, p.87-108, 1989.

HARA, H.; FUNABIKI, R.; IWATA, M.; YAMAZAKI, K.
Portal absorption of small peptides in rats under
unrestrained conditions. J. Nutr., v. 114,n.3,p.1122-1129,
1984.

KASAI T.; SAKAMAKI, T.; KIRIYAMA, S. Modified
process for preparation of ozonated casein and nutritional
evaluation of the product with rats. Biosci. Biotechnol.
Biochem., v.58,1n. 3, p 451-454, 1994,

KEOHANE, P. P.; GRIMBLE, G. K.; BROWN, B;
SPILLER, R. C. Influence of protein composition and
hydrolysis method on intestinal absorption of protein in
man. Gut., v.26,n. 3, p.907-913, 1985.

KITAGAWA, T.; OWADA, M.; AOKI, K.; ARAIL S.;
OURA, T.; MATSUDA, I.; IGARASHL, Y.; TADA, K ;
KATAYAMA, S.; HASHIDA, W. Treatment of
phenylketonuria with a formula consisting of low —
phenylalanine peptide. Enzyme, v.38, n. 1, p.321-327,
1987.

LEMIEUX, L.; AMIOT, J. Application of reversed-phase
high-performance liquid chromatography to separation of
peptides from phosphorylated and dephosphorylated
casein hydrolysates. J. Chromatogr.,v.73,n.1, p.189-2006,
1989.

LEMIEUX, L.; PIOT, J. M.; GUILLOCHON, D.; AMIOT,
J. Study of'the efficiency of a mobile phase used in size-
exclusion HPLC for the separation of peptides from a
casein hydrolysate according to their hydrodynamic
volume, J. Chromatogr., v.32,n. 2, p.499-504, 1991.

361

LEONIL, J.; GAGNAIRE, V.; MOLLE, D.; PEZZENEC,
S.; BOUHALLAB, S. Application of chromatography
and mass spectrometry to the characterization of food
proteins and derived peptides. J. Chromatogr. A, v.881,
n. 1/2,p.1-21,2000.

LIENER, I. E. The sulthydryl proteases. In: WHITAKER, J.
R. Food related enzymes. Washington: American
Chemistry Society, 1974. 374p. (Advances in Chemistry
Series, 136).

LOOSEN, P. C.; BRESSPOLLIER, P. R.; JULIEEN, A. R.;
PEJOAN, C. H; VERNEUIL, B. Procede pour
preparer um hydrolysat enzymatique. Tessenderlo
Cheemie n. v. [BE/BE]; Stationsstraat, B-3980
Tessenderlo (BE). A23J3/34, C12P21/06 C12S3/14,
CO7K15/00//A61K37/18, A23]3/04, 3/14. FR-PCT/
BE91/00001, W091/10369. 11/01/1991; 25/07/1991.
(Verificar).

LOPES, D. C. F.; SILVA, V. D. M.; MORAIS, H. A_;
SANTORO, M. M.; FIGUEIREDO, A. F. S.;
SILVESTRE, M. P. C. Hidrolisados enzimaticos de leite
em po6 desnatado como fonte de oligopeptideos para
formulagdes dietéticas. Nutrire, 2003 (no prelo).

LOPEZ-BAJONERO, L. J.; LARA-CALDERON, P.;
GALVEZ-MARISCAL, A.; VELASQUEZ-
ARELLANO, A .; LOPEZ-MUNGUIA, A. Enzimatic
production of a low-phenilalanine product from skim milk
powder and caseinate. J. Food Sci., v.56,n.4,p. 938-942,
1991.

MAHAN, L. K.; STUMP, S. E. Krause - Alimentos,
nutri¢do e dietoterapia. 9. ed. Sdo Paulo: Editora Rocca,
1998. 1179 p.

MIRA, N. V. M.; MARQUEZ, U. M. L. Importancia do
diagnostico e tratamento da fenilcetonuria. Rev. Saiide
Publica, v.34,1n.1, p.86-96, 2000.

MORAIS, H. A.; BARBOSA, C. M. S.; LOPES, D. C. F,;
OLIVEIRA, M. C.; SILVESTRE, M. P. C.
Caracterizacao do perfil peptidico e de aminoacidos em
hidrolisados de caseina. Arch. Lat. Am. Nut., v.52,n.1,
p.77-83,2002.

MORATO, A. F.; CARREIRA, R. L.; JUNQUEIRA, R. G;
SILVESTRE, M. P. C. Optimization of casein hydrolysis
for obtaining high contents of small peptides: use of
subtilisin and trypsin. J. Food Compos. Anal., v.13,1.5,
p.843-857,2000.



362

MOSZCZYNSKI, P.; IDZIAC, J. Preparation of enzymatic
hidrolysates of casein depleted in phenyllalanine. Appl.
Biochem. Microbiol., v. 29, n. 3, p. 302-306, 1993.

NUPAD. Comunicacao pessoal, Belo Horizonte, 2002.

OUTINEN, M. T.; TOSSAVAINEN, O.; HARJU, M.;
LINKO, P. Method for removing phenilalanine from
proteinaceous compositions, a product so obtained and use
thereof. Valio Oy, Helsink, Finland, Patents US
5547687, A23J3/34B4; A23J3/34C; A23L1/015E2;
A6IK38/01B; A61K38/01D6. 12/09/1994; 20/08/
1996. (verificar)

PARRADO, J.; MILLAN, F.; HERNANDEZ-PINZON;
BAUTISTA, J.; MACHADO, A. Characterization of

enzymatic sunflower protein hydrolysates. J.Agric. Food
Chem., v41,n.11,p.1821-1825, 1993.

PEREA, A.; UGALDE, U.; RODRIGUEZ, I.; SERRA, J.
L. Preparation and characterization of whey protein
hydrolysates: applications in industrial whey bioconversion
processes. Enz. Microb. Technol., v.15,n.11, p.418-423,
1993.

PIMENTEL-GOMES, F. Curso de estatistica
experimental. 14. ed. Piracicaba: ESALQ, 2000. 477p.

REED, G. Enzymes in food processing. 2. ed. New York:
Academic Press, 1975. 573p.

SHIMAMURA, S.; TAMURA, Y.; MIYAKAWA, H.;
SAITO, H.; KAWAGUCHI, Y.; ISOMURA,N.;
AKAZOME, Y.; OCHI, H.; KAWAMOTO, M. Peptide
mixture and products thereof. Morinaga Milk Industry
Co., Ltd., Tokio, Japan, Patents US 5952193, A23C
21/02; A23C 21/04; A23C 21/06, A61K 38/01. 14/04/
1997, 14/09/1999. (Verificar).

R. D. L. Soares, V. D. M. Silva, D. C. F. Lopes, R. G. Junqueira, A. F. S. Figueiredo, M. P. C. Silvestre

SILVESTRE, M. P. C.; HAMON, M.; YVON, M. Analysis
of protein hydrolysates. 1. Use of poly (2-hydroxyethyl-
aspartamide)-silica column in size-exclusion
chromatography for the fracionation of casein
hydrolysates. J. Agric. Food Chem.,v.42,1.12,p.2778-
2782,199%4a.

SILVESTRE, M. P. C.; HAMON, M.; YVON, M. Analyses
of protein hydrolysates. 2. Characterization of casein
hydrolysates by a rapid peptide quantification method. J.
Agric. Food Chem.,v.42,n.12, p.2783-2789, 1994b.

SMITHERS, G. W.; BRADFORD, R. S. New casein
products: fresh opportunities for the dairy industry. Food
Res. Quart.,v.51,n.1, p.92-98, 1991.

TAKASE, M.; KAWASE, K.; DIYOSOWA, I.; OGASA,
K.; SUSUKI, S.; KUROUME, T. Antigenicity of casein
enzymatic hydrolysate. J. Dairy Sci., v.62,n.11, p.1570-
1576,1979.

VERNEUIL, B.; BRESSOLIER, P. H.; JULIEN, R.
Quantification of amino acids, and di- and tripeptides in
nutritional interest protein hydrolysates by ligand exchange
chromatography in combination with Edman degradation.
SYMPOSIUM ON PURIFICATION TECHNO-
LOGIES, 4., 1990. Resumos. Clermont-Ferrand: s.c.p.,
1990.p.253-258.

VISSER, S.; SLAGEN, C. J.; ROBBEN, A. J. P. M.
Determination of molecular mass distributions of whey
protein hydrolysates by high-performance size-exclusion
chromatography. J. Chromatogr., v.599, n.2, p.205-209,
1992.

ZHANG, Y.; DORJPALAM, B.; HO, C. T. Contribution of
peptides to volatile formation in the Maillard reaction of
casein hydrolysate with glucose. J. Agric. Food Chem.,
v.40,n.5,p.2467-2471,1992.

Recebido para publicagdo em 07 de abril de 2003.
Aceito para publicagdo em 20 de agosto de 2004.



