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RESUMO

As propriedades do soro lacteo vém despertando interesse da
indUstria e de pesquisadores. Na literatura encontram-se trabalhos sobre
a hidrdlise enzimatica do soro utilizando-se enzimas purificadas, o que,
industrialmente se torna invidvel devido ao alto custo destas enzimas.
Neste sentido, o presente trabalho tem como principal objetivo utilizar
enzimas de grau comercial, de facil disponibilizacdo, visando obter
hidrolisados proteicos de soro lacteo. Os experimentos foram realizados
em reatores com volumes varidveis, com tempos de hidrélise de até 24
horas, variando-se temperatura, pH, tipos de enzima, uso ou nao de pré-
tratamento por sonda ultrassdnica, concentracdo de enzima e
concentracdo de substrato. Utilizaram-se as enzimas pepsina, papaina,
gueratinase e Savinase®. Planejamentos experimentais foram utilizados
para identificar o efeito das varidveis do processo, bem como das
possiveis interagdes entre elas na eficiéncia da hidrélise. Realizaram-se,
também, estudos da estrutura da proteina ap6s exposi¢cdo ao ultrassom.
O maior grau de hidrdlise ocorreu com a utilizagdo da pepsina, em 10
horas de processo, 37 °C e pH 2,5 em solucdo aquosa. Nesse mesmo
ensaio, com a aplicagdo do ultrassom, o tempo foi reduzido para 6 horas.
As analises de conformagdo das proteinas mostraram que a estrutura
tercidria ndo sofreu alteracdo pela acdo do ultrassom. Entretanto,
verificou-se uma reducdo no tamanho das particulas, facilitando a acéo
da enzima, melhorando, consequentemente, o grau de hidrélise. Estudos
de biodisponibilidade in vitro evidenciaram que os peptideos podem ser
absorvidos sem necessidade de maior grau de hidrélise. Estes estudos
permitiram um melhor entendimento sobre o processo de hidrdlise
enzimatica do isolado proteico do soro lacteo para uma melhor
utilizacdo e otimizacdo das condic¢des deste processo.

Palavras-chave: Hidrolisado de soro lacteo, Papaina, Pepsina,
Ultrassom






ABSTRACT

The properties of whey have been attracting interest from
industry and many researchers. In the literature there are several studies
about enzymatic hydrolysis of whey. However, using purified enzymes,
which, industrially, becomes unfeasible due to the high cost of these
enzymes. In this sense, the main objective of this work is to use low
purity enzymes, which are readily available, in order to obtain whey
protein hydrolyzates. The experiments were carried out in reactors with
variable volumes, with hydrolysis for times up to 24 hours, varying
temperature, pH, enzyme, use or not of pretreatment by ultrasonic probe,
enzyme concentration and substrate concentration. The enzymes pepsin,
papain, keratinase and Savinase® were used. Experimental design
(DOE) were used to identify the effect of process variables as well as
possible interactions between them on hydrolysis efficiency. Protein
structure studies were also performed after exposure to ultrasound. The
highest hydrolysis degree occurred with the use of pepsin, in 10 hours of
process, 37 °C and pH 2.5 in aqueous solution. In that same test, with
the application of ultrasound, the time reduced for 6 hours. The protein
conformation analyzes showed that the tertiary structure was not altered
by the action of the ultrasound. However, a reduction in particle size has
been observed, facilitating the action of the enzyme, thereby improving
the hydrolysis degree. In vitro bioavailability studies have shown that
peptides can be absorbed without the need for a higher hydrolysis
degree. These studies allowed a better understanding of the enzymatic
hydrolysis process of whey protein isolate for a better use and
optimization of the conditions of this process.

Keywords: whey protein hydrolyzate, papain, pepsin, ultrasound.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem destaque mundial na producdo de alimentos. A
producdo anual de leite em 2016 foi estimada pela Companhia Nacional
de Abastecimento - CONAB em 35 bilhdes de litros, 22% dessa
producdo ¢ destinada a fabricacdo de queijos, gerando em torno de 761
mil toneladas de queijo produzidas.

A producdo de queijo gera residuos liquidos em grande
guantidade, cada quilo de queijo produzido resulta em aproximadamente
9 litros de soro lacteo. Esse soro nem sempre é tratado como um
subproduto, muitas vezes ocorre seu descarte como residuo sem nenhum
reaproveitamento, podendo gerar uma grande contaminagdo ambiental.
Quando ndo é destinado a estacBes de tratamento de residuos, em
comparagdo com o esgoto doméstico, o soro lacteo é aproximadamente
100 vezes mais poluente, com carga de demanda quimica de oxigénio
(DQO) proxima a 35000 mg/ml contra os 350 mg/ml do esgoto
domeéstico, figurando como alto potencial poluidor (CARVALHO;
PRAZERES; RIVAS, 2013).

O soro lacteo é composto por aproximadamente 94% de agua,
0,8% de proteinas e o restante de outras moléculas. Para tornar esse soro
em um concentrado proteico o método mais utilizado na industria
atualmente é a ultrafiltracio (INMETRO, 2017), a qual utiliza
membranas com poros que permitem a passagem de moléculas de
determinados tamanhos (LUZ, 2016). Conforme a concentracdo de
proteinas no produto obtido, este sera classificado como concentrado,
entre 35 a 89% de proteinas ou isolado, caso apresentar mais de 90% de
proteinas. O alto valor bioldgico apresentado nesse produto vem da
presencga de aminodcidos de cadeia ramificada, tendo importancia como
suplementos para atletas e convalescentes, além de vasta aplicacdo na
industria alimenticia como emulsificante, estabilizante, entre outros.

As proteinas do soro também sdo comercializadas isoladas. As
duas principais sdo a albumina e a globulina, que representam entre 60-
80% das proteinas do soro. A albumina do soro bovino (ASB), as
imunoglobulinas (IG’s) e os glicomacropeptideos (GMP) constituem o
restante das proteinas, todas apresentam alto valor biolégico e podem
ser adquiridas isoladamente (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).
Outra forma de consumo destas € parcialmente hidrolisada. Para obté-las
utilizam-se processos quimicos ou enzimaticos, 0s quais rompem
algumas das ligacdes das proteinas formando peptideos de melhor
absorcéo.
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A hidrélise enzimatica é uma importante forma de obtencédo
desses peptideos. Alguns estudos demonstram como aumentar a
velocidade dessa reacdo e como obter moléculas com massas
especificas, conforme desejado (AMBROSI et al., 2016; POULSEN et
al., 2016). Outros estudos empregam novas tecnologias, visando sempre
melhorar a quebra das moléculas de proteina. Esses trabalhos costumam
empregar enzimas purificadas, que apresentam alto custo de aquisicéo, o
gue pode ocasionar inviabilidade econdmica da producdo. Assim, 0 uso
de enzimas industriais com niveis de pureza menores, mas com precos
muito menores também, poderia reduzir o custo do processo. Na
literatura ha poucos trabalhos que reportam o uso de enzimas industriais
para hidrdlise parcial de soro lacteo, por isso, existem vérias lacunas que
podem ser exploradas nesse campo de pesquisa.

O objetivo desse estudo foi obter uma solucéo de isolado proteico
de soro lacteo parcialmente hidrolisado. Para isso foram estudados
pardmetros de processo como o tipo e concentracdo da enzima, pH e
temperatura empregados e 0 uso ou ndo de pré-tratamentos, sendo
avaliado o produto obtido. Foram feitos, ainda, estudos sobre a
disponibilidade in vitro dos peptideos.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de variagGes na producéo de hidrolisado proteico
de soro l4cteo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) estudar a eficiéncia de enzimas proteoliticas na hidrolise do
isolado proteico do soro;

b) definir as condi¢des do processo de hidrdlise para cada
enzima;

c) melhorar o GH através da variacdo dos pardmetros de
processo;

d) avaliar o ultrassom como pré-tratamento na hidrélise do
isolado proteico do soro lacteo;

e) avaliar as alteracbes estruturais na proteina apés o uso do
ultrassom;

f) caracterizar as solugdes hidrolisadas com relacdo ao perfil
peptidico;

g) estudar a biodisponibilidade in vitro das solu¢des hidrolisadas
gue apresentaram maior GH no decorrer do estudo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SORO LACTEO

A producdo de leite no Brasil, em 2015, foi de aproximadamente
34 bilhdes de litros. Desse volume, 24 bilhdes de litros foram destinados
a industrias. Do leite inspecionado e processado, 54% foram embalados
como leite fluido, leite em pd, iogurtes e sobremesas, enquanto 46% (11
bilhGes de litros) foram transformados em queijos (ABIQ, 2016).

Da producédo de queijos utilizando processo enzimatico resulta o
soro doce, que apresenta pH entre 6 e 7, este ¢ resultante da aplicacdo da
enzima quimosina. O soro doce representa cerca de 80% a 90% do
volume de leite utilizado e retém 55% dos nutrientes do leite, sendo em
média, 5% de lactose, 0,8% de proteinas sollveis, 0,1% de lipidios,
0,5% sais minerais e 10% do extrato seco. (GAJO et al, 2016)

O soro lacteo foi por muitos anos considerado apenas um efluente
da industria de queijos, gerando um sério problema ambiental, em
virtude da alta carga organica apresentada. Os valores citados na
literatura variam entre 30.000 e 60.000 mg.L™* para demanda biolégica
de oxigénio (DBO) e representa 50.000 mg.L* de demanda quimica de
oxigénio (DQO) (ALVES, 2005; ANDRADE, 2005; BALDASSO,
2008).

Atualmente, aproximadamente metade da producdo mundial de
soro é utilizada para producdo de outros produtos, como ricota, bebidas
lacteas, isolados proteicos ou para alimentagdo animal, porém o restante
costuma ser descartado em corpos hidricos sem o devido tratamento, o
gue além de representar um problema ambiental, gera desperdicio de
nutrientes, uma vez que retém aproximadamente 55% dos nutrientes do
leite (PORTO; SANTOS; MIRANDA, 2005).

Um dos empregos do soro lacteo sobressalente na industria é na
producdo de concentrados e isolados proteicos. Muito utilizados para
suplementacdo esportiva, apresentam alto valor nutricional, em virtude
do alto teor de aminoacidos essenciais e de cadeia ramificada, e ampla
aplicacdo na industria devido a capacidade de solubilizagdo em ampla
faixa de pH, acdo gelificante e retengdo de agua, formacédo de espumas e
emulsdes.

O processo mais utilizado para obtencdo de proteinas
concentradas de soro lacteo € a ultrafiltracdo, operacdo na qual o soro é
submetido a uma membrana semipermeavel e seletiva, que permite a
passagem de moléculas de menor massa molecular como lactose, sais
minerais e vitaminas, mantendo no retido em torno de 50 a 75% de
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proteinas. Apds a concentracdo € necessario secar o produto, para isso
normalmente é utilizado processamento por spray dryer. Por apresentar
um tempo curto de processo, o spray dryer permite que o calor ndo
prejudique as propriedades nutricionais do produto. A liofilizagdo
também pode ser usada nessa etapa, mas apresenta maior custo de
processo (INMETRO, 2017).

2.2 PROTEINAS DO SORO LACTEO

As proteinas do soro lacteo sdo altamente digeriveis e
rapidamente absorvidas pelo organismo, estimulando a sintese de
proteinas sanguineas e teciduais, o que classifica essas proteinas como
proteinas de metabolizacdo rapida, muito adequadas para situacdes de
estresses metabolicos em que a reposi¢do de proteinas no organismo
torna-se emergencial.

As proteinas do soro lacteo apresentam estrutura globular
contendo algumas pontes de dissulfeto que conferem um grau de
estabilidade estrutural. A maioria dessas proteinas apresentam elevada
hidrofobicidade e cadeias peptidicas densamente dobradas. Os dois
componentes principais das proteinas do soro sdo a-lactoalbumina e f3-
lactoglobulina (PATEL, 2015). Outras fragBes presentes no soro séo a
albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig‘s) e
glicomacropeptideos (GMP). Essas fracGes podem variar em tamanho,
peso molecular e funcdo, fornecendo as proteinas do soro caracteristicas
especiais (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).

As proteinas solGveis do soro possuem peptideos bioativos
contendo alto teor de aminoéacidos essenciais, especialmente os de
cadeia ramificada, tais como leucina, isoleucina e valina, que estdo
relacionados com fatores de crescimento, reconstrucdo e reparagdo
muscular (HARAGUCHI et al., 2006). A composicdo média de
amino4cidos (mg aa/g proteina) é: triptofano, cisteina, glicina, histidina,
arginina, fenilalanina, metionina, glutamina, tirosina, asparagina, serina,
prolina, treonina, isoleucina, valina, alanina, lisina, acido aspartico,
leucina e 4cido glutamico (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).

Comercialmente, as proteinas de soro lacteo podem ser
encontradas de trés formas: isolado, quando contém acima de 90% de
proteina, concentrado, entre 35 e 89% de proteina além de gordura e
lactose e hidrolisado, forma parcialmente digerida da proteina. Muitos
beneficios do consumo dessas proteinas sdo conhecidos, tais como
efeito antioxidante e anti-inflamatério, anti-obesidade, anticancerigeno,
imunomoduladores e redugdo da pressao arterial (PATEL, 2015).



Em relacdo aos aspectos nutricionais e fisioldgicos, as proteinas
do soro podem ser utilizadas em diversos suplementos, na forma nativa
ou pré-digeridas, como por exemplo, na formulacdo de hidrolisados
proteicos para pacientes com vérias sindromes de ma absorcao intestinal
e com intolerancia as proteinas do leite, para idosos, atletas, dietas de
controle de peso e para pacientes fenilcetontricos (BIASUTTI, 2006).

2.2.1 B-lactoglobulina

A B -lactoglobulina é o peptideo mais presente no soro (45,0% a
57,0%). Representando, no leite bovino, aproximadamente 3,2 g/L, €
abundante no leite de ruminantes e suinos, ndo sendo encontrada em
guantidade semelhantes no leite de outros animais. Apresenta massa
molar média de 18,4 a 36,8 kDa, 0 que lhe confere resisténcia & a¢do de
acidos e enzimas proteoliticas presentes no estdbmago, sendo, portanto,
absorvida no intestino delgado (BIASUTTI, 2006). E o peptideo que
apresenta maior teor de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA), com
aproximadamente 25,1%. Embora seja importante carreadora de retinol
(pr6 vitamina A) materno para o filhote, em animais, em seres humanos
essa fungdo biologica é desprezada, uma vez que a B-lactoglobulina ndo
esta presente no leite humano (BRASIL, 2003).

A PB-lactoglobulina tem na sua estrutura primaria 162
amino4cidos e ponto isoelétrico de 5,2. Possui cinco residuos de
cisteina, sendo que quatro estdo envolvidos em duas ligagdes dissulfeto
gue contribuem para a estrutura terciaria da proteina (BIASUTTI, 2006).

A alergenicidade atribuida as proteinas do leite estd,
essencialmente, associada a B-lactoglobulina, e afeta aproximadamente
2% de criangas com menos de 2 anos, sendo algo compreensivel, pois se
trata de uma proteina inexistente no leite humano (BIASUTTI, 2006).
Os relatos de alergia as proteinas do leite tém aumentado nos Gltimos
anos, e pesquisas vém mostrando que a forma como esses alimentos séo
preparados pode amenizar ou aumentar o potencial alergénico do
alimento. O processo de hidrélise € um exemplo, pois pode afetar a
conformacdo dessas proteinas diminuindo sua alergenicidade
(RAHAMAN; VASILIEVIC; RAMCHANDRAN, 2016).

2.2.2 a-lactoalbumina

Em termos quantitativos, a o-lactoalbumina é o segundo peptideo
do soro do leite bovino (15 a 25%) e o principal do leite humano. Com
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massa molar de 14,2 kDa, caracteriza-se por ser de féacil e réapida
digestdo. E rica em lisina, leucina, treonina e cistina. A a-lactoalbumina
é precursora da biossintese de lactose no tecido mamario e possui a
capacidade de se ligar a certos minerais, como célcio e zinco, 0 que
pode afetar positivamente sua absorcdo. Além disso, a fracdo desta
apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, como
por exemplo, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae (BRASIL, 2003).

E rica em aminoécidos essenciais, principalmente o triptofano,
um aminoacido precursor de niacina, vitamina hidrossolGvel, cujos
derivados desempenham importante papel no metabolismo energético
celular. Sua molécula é formada por 123 residuos de aminoacidos, que
sdo resistentes termicamente, pois conseguem se restaurar a baixas
temperaturas (ALMEIDA et al, 2013).

Biologicamente, a a-lactoalbumina tem a func@o de regular a
especificidade da galactosiltransferase na sintese da lactose, o que
catalisa o Ultimo passo da biossintese da lactose pelo substrato no tecido
mamario (KINSELLA & WHITEHEAD, 1989). Comercialmente, tem
aplicacdo em formulas infantis devido a similaridade com o leite
humano.

2.2.3 Outras proteinas do soro lacteo

Além da o-lactoalbumina ¢ da [-lactoglobulina existem
aproximadamente sessenta proteinas no soro lacteo, entre as quais
lipases e proteases e algumas que estdo listadas a seguir:

elmunoglobulinas: produzidas pelos linfcitos B, existem trés
classes no leite bovino: I1gG, IgM e IgA, mediam as respostas
imunoldgicas do corpo humano quanto a invasdo de corpos estranhos ao
organismo. Estruturalmente sdo compostas por duas cadeias de 23 kDa e
duas cadeias de 53 kDa.

eAlbumina do soro: aglomera-se no leite a partir do sangue,
ligando-se aos acidos graxos, mas se desconhece a sua fungdo bioldgica.
Estruturalmente é composta por 582 aminoacidos, com massa molar
aproximada de 65 kDa.

el actoferrina: sintetizada pelos neutrofilos, possui cadeia de 689
aminoacidos e massa molar aproximado de 80 kDa. Sua presenca é
vista, além do leite, em secrecbes de glandulas exdcrinas, no sistema
digestivo, respiratério e reprodutor, no sangue e lagrimas. Trata-se de
uma glicoproteina. Atua na defesa contra invasores patogénicos.



elLactoperoxidase: estruturalmente é composta por 612
amino4cidos com uma massa molar de 78,4 kDa. Pertence a familia das
peroxidases, participando em reacdes oxidativas, em que o peroxido de
hidrogénio é um dos reagentes, originando espécies reativas com
atividade microbiana (TORRES, 2005).

2.3 HIDROLISE DE PROTEINAS

A hidrélise proteica tem importancia em diversos processos
industriais e na alteracdo das propriedades funcionais das proteinas,
sendo utilizada para diminuir alergenicidade, melhorar a formacéo de
espumas, estabilidade de produtos além de ajudar na conservacdo de
valor nutricional (AMBROSI et al, 2016).

A hidroélise pode ocorrer por via enzimatica ou quimica. A via
guimica, alcalina ou acida, apresenta algumas desvantagens, como o
dificil controle da reacdo e formacdo de produtos com aminoacidos
modificados. As condic¢Ges de hidrdlise acida mais comuns costumam
destruir o triptofano. A hidrdlise alcalina pode reduzir o contetdo de
cistina, arginina, treonina, serina, isoleucina e/ou lisina e formar
residuos de aminoécidos incomuns, como a lisinoalanina ou a lantonina.

A hidrolise enzimatica, por sua vez, ocorre em condicdes mais
brandas, o que facilita o controle da reacdo e diminui a formacdo de
produtos indesejados, pois normalmente evitam as reagdes secundarias,
e ndo diminuem o valor nutricional das proteinas. A especificidade das
enzimas permite que se desenvolva hidrolisados com caracteristicas
quimicas e nutricionais melhor definidas (TAVANO, 2013).

A hidrolise enzimatica é aplicada quando se deseja melhorar a
disponibilidade dos peptideos biologicamente ativos presentes nas
moléculas de proteinas. Biopeptideos sdo definidos como fragmentos
especificos de proteina com impacto benéfico nas funcbes ou condigdes
corporais que influenciam a salde humana. Estes peptideos podem
apresentar boa variedade de atividades, tais como antimicrobiana,
antitrombdtica, anti-hipertensiva, atividades imunomoduladoras e
antioxidante (ROCHA et al, 2017).

Conforme se eleva o grau de hidrélise (GH) das proteinas do soro
lacteo, aumenta-se também sua solubilidade, facilitando a absorcéo e
consequentemente a biodisponibilidade desses aminoacidos, tornando os
produtos hidrolisados importantes para a nutricdo de pacientes
hospitalizados e desportistas (POULSEN et al, 2016). Entre as doencas
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gue necessitam dessa suplementacdo estdo a Doenga de Crohn, sindrome
do intestino curto, pancreatite e sindromes de imunodeficiéncias.

Os hidrolisados de soro comercial podem ter até 30% de GH. O
GH (%) elevado no hidrolisado proteico de soro lacteo pode ser
indesejavel devido ao aumento do nimero de peptideos amargos, que
podem limitar a utilizacdo de solugdes de soro. Além disso, o
monitoramento do desenvolvimento do GH (%) é de grande valor em
relacdo ao controle do processo na producdo de ingredientes a base de
proteina de soro. A amargura do hidrolisado é atribuida principalmente a
quatro peptideos principais, fenilalanina, tirosina, leucina e valina, que,
por outro lado, possuem propriedades bioativas. Portanto, também
trazem beneficios a salde de quem 0s consome, por isso € importante
manter um equilibrio na quantidade presente desses peptideos
(POULSEN et al, 2016).

Para atender aos requisitos nutricionais, além de manter proximas
as caracteristicas da proteina original, os hidrolisados devem reunir as
seguintes propriedades: sabor aceitavel, com o menor amargor possivel,
equilibrio osmotico e hipoalergenicidade (PACHECO et al, 2005).

Ha diferentes tipos de peptidases, provenientes de fontes animais,
vegetais e de microrganismos. De modo geral, essas enzimas hidroliticas
capazes de quebrar ligagBes peptidicas sdo renomeadas como
proteinases quando se referem as endopeptidases, enzimas que clivam
ligacdes peptidicas internas da molécula de proteina, ou exopeptidases
guando clivam as por¢Bes amino ou carboxiterminal. As enzimas
hidroliticas que ndo se encaixam nesses dois perfis formam uma terceira
classe EC 3.4.99 (RAWLINGS et al, 2014).

As propriedades resultantes da hidrdlise dependem dos fatores
utilizados no processo, da composicdo e do pré-tratamento aplicado ao
substrato, do pH do meio reacional, da temperatura, da especificidade da
enzima aplicada e do GH alcancado ao final do processo. Essas
propriedades definem quais funcionalidades serdo apresentadas. A
guebra decorrente pode resultar em peptideos com menores massas
molares ou na exposicdo de grupos ionizaveis (TAMM; DRUSCH,
2017).

A variacdo do pH pode influenciar diretamente na solubilizagdo
do isolado proteico de soro lacteo (IPS), afetando a distribuicdo das
cargas nas moléculas de proteinas e na eficiéncia da enzima, pois cada
enzima apresenta um pH étimo para sua atividade (PESSATO, 2014).

A escolha da enzima deve basear-se no produto que se deseja
obter, cada enzima apresenta sua especificidade e capacidade de
interacdo com o substrato. Existem diferentes enzimas que podem ser



usadas para a hidrdlise das proteinas do soro lacteo, cada uma apresenta
diferentes caracteristicas e por isso € importante conhecé-las para fazer a
escolha correta. As enzimas estudadas nesse trabalho sdo apresentadas a
seguir com uma breve definic¢do e seus principais usos.

2.3.1 Papaina

A papaina é uma protease de tiol presente no latex de Carica
papaya, exibe ampla atividade proteolitica e é uma enzima de alto
interesse em pesquisa, tendo também uma variedade de aplicagBes
industriais.

A importancia comercial da papaina é devido a sua forte
atividade proteolitica contra uma ampla gama de substratos proteicos,
além de se manter ativa em uma ampla gama de condi¢des operacionais.
Essas caracteristicas permitiram que a papaina liderasse 0 mercado de
proteases, ultrapassando outras plantas proteases derivada (LUCAS;
CASTANEDA; HORMIGO, 2017). Na indUstria alimentar, a papaina é
utilizada para amaciar carnes e derivados relacionados, producdo de
hidrolisado de proteinas, clarificacdo na industria cervejeira, producéo
de queijo na inddstria de laticinios, na inddstria de panificacdo e para
extracdo de sabor e compostos de cor de plantas.

A papaina também pode ser utilizada na industria forrageira,
visando elevar o teor de proteinas e na recuperacao de proteinas vegetais
e animais empregados na producdo de farmacos (HOMAEI et al, 2010).

2.3.2 Pepsina

A pepsina, constituida por 44 aminoacidos, € uma enzima
digestiva, encontrada na maioria dos organismos conhecidos, tais como
virus, protozoarios, plantas, invertebrados e vertebrados que tem como
funcdo a digestdo das proteinas ingeridas. A pepsina também atua na
ligacdo de seu sitio ativo as cadeias de proteinas, dividindo-se em
fragBes menores.

A pepsina é uma proteina monomérica, com alta porcentagem de
residuos &cidos, justificando seu baixo ponto isoelétrico, favorecendo,
assim, a hidrolise de ligacdes peptidicas entre dois aminoécidos
hidrofébicos. O sitio catalitico da pepsina é formado por dois residuos
de aspartato, um dos quais deve ser protonado e 0 outro desprotonado,
para que a proteina seja ativa. Isso ocorre quando o pH varia entre 1 e 5.
A atividade proteolitica da pepsina é afetada pelas condicdes do meio de
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dissolucdo. Em meios de dissolucdo é&cida, simulando o fluido gastrico
(pH 1-3; 37 ° C), a pepsina mostra a sua maxima atividade (GUZMAN,
2016).

2.3.3 Queratinase

A queratina, proteina estrutural insolvel e fibrosa, é abundante
na natureza, encontrada como parte do cabelo, pena, unha, chifre, casco,
escala e 4. As queratinases sdo enzimas proteoliticas especializadas que
atacam os substratos de queratina altamente recalcitrantes. Além das
proteases convencionais, as queratinases tém ampla especificidade para
substratos ricos em queratina insolUveis. As queratinases apresentam
grande utilidade em setores industriais, como reciclagem de penas,
couro, téxteis, alimentos, fertilizantes e cosméticos (KOTHARI; RANI;
GOYAL, 2017).

Estas enzimas sdo Uteis para a bioconversdo de residuos de
queratina em produtos para alimentacdo animal. Outras aplicagdes
promissoras ndo alimentares continuam a ser identificados com o
avango de pesquisas, algumas dessas novas aplicagdes incluem
desengordurantes enzimaticos para industrias de couro e cosméticos, uso
em detergentes (HADDAR et al., 2010) e bioprocessamento de fibras de
gueratina em biopolimeros Uteis (BRANDELLI, 2008). Além disso, as
gueratinases apresentaram importancia na melhora da chegada de
medicamentos em alguns tecidos (MOHORCIC et al.,2007).

2.3.4 Savinase®

A Savinase®, pertencente as serinas proteases que ocorrem em
praticamente todos os organismos, podem ser enzimas intracelulares ou
extracelulares. Essas proteinas existem como duas familias: a tripsina e
a subtilisina. A Savinase® além de possuir massa molar proxima a 28
kDa, € um membro altamente alcalofilico da familia secretada por
Bacillus lentus. Consiste em 269 aminoacidos e a sequéncia do gene é
conhecida (BETZEL et al., 1992).

Sua especificidade é muito ampla, apresentando estabilidade
méaxima na faixa de pH de 7 a 10 e alta atividade na faixa de 8 a 12,
criando assim consideravel interesse em sua utilizagdo como aditivos
degradantes de proteina para detergentes na indudstria de lavagem de p6
para a remogdo de solos com presenca elevada de proteinas.
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Apresenta estrutura cristalografica, possuindo dois ions de célcio
na estrutura, que sdo responsaveis pelo efeito estabilizador da
subtilisina. O ndmero relativamente elevado de pontes de sal
provavelmente contribui para a sua alta estabilidade térmica e o carater
mais hidrofilico da regido de ligacdo do substrato provavelmente
contribuem para a atividade alcalina da enzima (BETZEL et al, 1992).

2.3.5 Uso de proteases na hidrdlise de soro lacteo

O uso de diferentes enzimas proteoliticas para hidrolise de soro
lacteo bovino é uma pratica que tem sido amplamente utilizada nas
pesquisas atuais. Na Tabela 1 é apresentado um compilado de trabalhos
realizados recentemente nesta area destacando-se as principais enzimas

utilizadas, bem como os principais resultados.

Tabela 1 — Trabalhos recentes encontrados na literatura referentes a hidrélise
enzimatica obtida por diferentes enzimas.

Referéncia Et?ﬁlzrzg;s O que foi feito Resultados
A enzima
imobilizada
apresentou maior
1-Imobilizacdo  estabilidade térmica.
Protease da enzima. O soro atingiu um
aspartica 2-Hidrélise do grau similar  de
Zg%';A et al mobilizada de soro lacteo por hidrolise com ambas
frutos de 20h. as formas da enzima,
Salpichroa 3-Avaliacdo da entre 6-8%. O
origanifolia atividade hidrolisado pode ser
antioxidante. considerado  como
uma fonte
promissora de
antioxidantes.
A"?‘"ar. . 40 GH variou de 4 a
aplicabilidade
«. 17%, num tempo de
da alta presséo 30 min ara
AMBROSI et al Quimotripsina hidrostatica diferentes ressées
(2016) P (HHP)  para o0¢ P
e bromelina i aplicadas.  Quanto
auxiliar a - ~
. maior a  pressdo
hidrolise licad .
enzimatica das aplicada, —maior 0
GH obtido.

proteinas.
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POULSEN et al

Usou-se
espectroscopia
de meio-

infravermelho
para predicdo de
hidrdlise de
proteina de
soro.

O GH variou de 12 a
22% com 8 horas de
hidrélise. Observou-
se mudanga nos
resultados espectrais
conforme o GH
aumentava,
mostrando que o0
método pode ser
usado para
acompanhar 0
avango da hidrolise.

Testou-se  trés
métodos  para
quantificar 0
GH.

Ap6s 6 horas de
hidrolise  obteu-se
GH’s entre 12 e
19%. O método
baseado na variagdo
de pH foi
considerado o mais
rapido e com
melhores resultados,
permitindo 0
monitoramento em
tempo real do GH.

(2016) Tripsina
SHELLMAN et Alcalase
al. (2003) Debitrase
HYW20
OTTE et al. |1PSING,
(2007) pepsina
termolisina

Buscou-se inibir
a enzima
conversora de
angiotensina
(ACE).

Os substratos de
caseina deram
origem a
hidrolisados com
inibicdlo de ACE
significativamente
maior do que os
substratos de
proteina de soro. A
maior atividade
inibitoria de ACE foi
encontrada em
hidrolisados  feitos
com termolisina.

Os trabalhos supracitados apresentaram grande variagdo de tempo
e de GH obtidos, além de métodos utilizados para quantificar esse GH.
Como a gama de enzimas utilizadas € bastante diversa a comparagdo
direta entre elas ndo é possivel. Mas pode-se observar que os valores



maiores de GH’s obtidos ficam em torno de 20% de hidrolise em
tempos maiores de 6 horas. Os tempos de hidrdlise curtos apresentaram
pouca hidrdlise.

E importante destacar que as enzimas utilizadas nos estudos
acima relacionados sao de alto grau de pureza, destacando a necessidade
de estudos com enzimas industriais nessa area. Além disso, para
promover um maior GH tem sido proposto o uso de pré-tratamentos da
solucdo de soro lacteo. Um desses pré-tratamentos é o uso de sonda
ultrassdnica que sera abordada a seguir.

2.4 ULTRASSOM

O ultrassom é uma tecnologia limpa que vem ganhando espaco na
industria de alimentos. A energia ultrassénica em meio fluido leva a
formagdo de pequenas bolhas, provocando agitacdo e melhorando a
homogeneidade do meio. Esse movimento pode enfraquecer as
interacdes proteicas e perturbar as estruturas quaternarias e terciarias da
proteina (ZHOU et al, 2016).

O uso do ultrassom de alta intensidade, aplicacdo de ondas entre
20 e 100 kHz e intensidade entre 10 e 1000W vem ganhando
importancia na hidrolise enzimética assistida ou como pré-tratamento do
substrato anteriormente a adigdo das enzimas por se tratar de um
processo ndo térmico, evitando a deterioracdo de compostos e nutrientes
do alimento (JIN et al, 2015; ZOU et al, 2016). A eficacia do uso de
ultrassom em hidrolises enzimaticas ja foi comprovada para varias
proteinas, incluindo proteina isolada de aveia (WANG et al, 2014), clara
de ovo (STEFANOVIC et al, 2014) e proteinas da membrana de casca
do ovo (JAIN; ANAL, 2016).

Os efeitos das ondas ultrassdnicas sobre as proteinas sdo
complexos, podendo melhorar ou dificultar a acdo hidrolitica nas
proteinas dependendo das condigdes e intensidade em que é empregado,
bem como da natureza da enzima (ULUKO et al, 2015).

Algumas pesquisas estdo acontecendo empregando o pré-
tratamento com ultrassom para melhorar a hidrdlise das proteinas. Na
Tabela 2, alguns desses trabalhos séo apresentados.
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Tabela 2 — Trabalhos referentes ao uso de ultrassom como pré-tratamento a

hidrélise enzimatica.

Referéncias Etr;lzilzrzga O que foi feito Resultados
O GH alcangado foi
de 12 a 18%. O
ultrassom exerceu um
efeito significativo na
GARCIA et al Bromelina e Elsttrigs?ogr? uzgn(:g protedlise. Aumentou
2016 papaina . a bioatividade dos
ré tratamento
P ) hidrolisados, 0 que
poderia melhorar o
processo de hidrélise
enzimatica.
Es;;:i\ézztégadaa O ultrassom foi o
antioxidante do  MeINOr pre-
concentrado  de tratamento para
ULUKO et al Tripsina e proteina do leite 2;1%?;:%6 a
(2015) pepsina hidrolisado apds paci . .
0 pré-tratamento antioxidante, induziu
com calor, @ _produgéo de
microondas é pgptldeo_s MENOS
ultrassom hidrofébicos.
Investigou-se 0
efeito de pré- )
tratamentos IOde o pre-tratamento
calor, ultrassom O™ ultrassom
ZHOU et al o (,:ombina Ses melhorou a taxa de
(2017) Protamex® ¢ reacdo da enzima,
de calor / ultra-
som e ultrassom melhorando o GH
/ calor no farelo atag%agcygoado em
de glaten de '
milho.
Avaliou-se o O uso do pre
impacto do uso trata}men_to melhorou
de ultrassom na a hidrolise, afetando
reacio de © tamanho de
JOVANOVIC, i (;, . particula, a
Alcalase 2.4 hidrolise na - .
et al (2016) L® proteina do ovo uniformidade e carga

quando
comparado  ao
pré-tratamento
térmico.

da amostra, fazendo
com que se obté-se
GH de até 45%. O
ultrassom mostrou-se
mais eficiente que o




calor.

SHEN et al
(2017)

Determinou-se o
efeito do
ultrassom de alta
intensidade em
propriedades
fisico-quimicas e
emulsionantes
das proteinas de
soro lacteo
agregadas
termicamente

O tamanho das
particulas foi
diminuido. Teve
reducdo significativa
na turbidez. As
propriedades
reolégicas e
emulsionantes foram
significativamente
influenciadas  pelo
ultrassom.

MA et al (2017)

Os efeitos do
pré-tratamento
com ultrassom
na hidrélise
enzimatica da
pectina  foram
investigados.

Diminuiu
significativamente
molecular massa

molar da pectina em
50%, ao passo que
aumentou o GH para
as reacoes
enzimaticas em 20%.

Os trabalhos mostram um efeito positivo em diferentes
objetivos de cada estudo com a aplicacdo do ultrassom. Na maioria das
pesquisas mostradas na tabela, os objetivos buscados foram melhorados
apos o tratamento, resultados estes bastante diversos, desde aumento do
GH até a reducdo do tamanho das particulas em uma solu¢do. A acédo da
cavitacdo provocada pela sonda ultrassdnica se mostrou uma facilitadora
dos processos.

2.5 DETERMINACOES ANALITICAS E CARACTERIZACAO

Para caracterizar o produto obtido apds a hidrélise enzimatica,
diferentes técnicas podem ser empregadas, de forma a abranger
caracteristicas diversas da solucdo obtida e melhor avalia-la.

2.5.1 Determinacao do grau de hidrdlise-Método de Sorensen

O método com formol é muito aplicado para proteinas do leite e,
dentro de certos limites, rende boas correlagBes entre proteina por
Kjeldahl e proteinas por titulacdo ap6s reagdo com formol. O método é
baseado no principio de que, na regido de pH 8,3, grupos amino livres
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das proteinas (-NH; terminal, -NH, da lisina e, até certo ponto,
arginina) reagem com aldeido férmico formando compostos aminicos e
consequentemente liberam prétons.

Esse método € altamente correlacionado com o teor de proteina.
O principio do método consiste na reacdo do formaldeido com os grupos
—NH; das proteinas, deslocando o equilibrio quimico no sentido da
liberacdo de prdtons, que estavam anteriormente ligados a esses grupos
formando os grupos —NHs*. Ao reagir com os grupos —NHj, o0
formaldeido desloca o equilibrio quimico para manter a constante que
governa tal equilibrio. Os prétons liberados séo neutralizados (titulados)
com uma solucéo de hidréxido de sodio, formando uma correlagéo entre
guantidade de proteina e quantidade de hidroxido de sédio gasta para
neutraliza-los.

Durante o periodo de hidrolise retira-se aliquotas para
determinacéo do GH, definido como a proporcao de ligacfes peptidicas
clivadas numa proteina hidrolisada. Para acompanhar a evolugdo da
hidrélise foi monitorado o GH através da titulacdo com formaldeido,
baseado no método de Sorensen (1907), utilizado atualmente para
quantificar proteinas de peixes, de sementes oleoginosas, proteinas
lacteas e hemoglobulina.

O célculo para a quantidade de nitrogénio aminado é feito através
da formula:

_ Vnaon X Nyaon X 0,014 X 100

Ng M)

Pamostra

Onde: N, é a quantidade de nitrogénio aminado, Vnaon é 0
volume de hidréxido de s6dio gasto na titulagdo e Pamosta € O peso de
amostra.

Com esse valor de nitrogénio aminado pode-se calcular o GH da
amostra:

Na
— 2
GH = Nt X 100 ( )

Onde o N; é o nitrogénio total presente na amostra, calculado
através do método de Kjeldahl.



2.5.2 Espectrometria de massa

E uma técnica analitica que permite detectar e identificar
moléculas de interesse por meio de sua massa molar e da caracterizacdo
da estrutura quimica, 0o que ocorre através da formacdo de ions de
compostos organicos que sdo separados pela sua taxa de massa/carga
(m/z) e assim detectados.

Uma das técnicas utilizadas é a MALDI-TOF-MS, ionizagdo por
dessorcao de laser assistido por matriz, onde a amostra é analisada sobre
uma placa de metal condutora bombardeada por breves pulsos de laser.
Quando esta absorve a energia emitida pelo laser ocorre a transferéncia
de prétons da matriz para 0s componentes da amostra e desencadeia-se o
processo de dessorcdo que permite a mudanga do estado sélido para o
gasoso, esses compostos serdo direcionados ao analisador TOF,
acelerados através de um campo elétrico dentro de um tubo a vacuo,
onde sdo separados de acordo com suas relagdes m/z (onde m é a massa
e z a carga), chegando ao detector em tempos diferentes.

Para massas menores, até 4.000 a 5.000 Da, utiliza-se 0 método
chamado Refletor positivo e para massas maiores, no caso entre 2.000 -
200.000 Da pode-se utilizar o método Linear positivo. A diferenca entre
0s métodos sdo as voltagens utilizadas, que favorecem uma ou outra
faixa de massas e o detector utilizado. No caso do método linear o
detector fica posicionado de forma linear a fonte dos ions e no modo
refletor os ions sdo redirecionados/refletidos para outro detector, o que
aumenta o percurso destes ions no equipamento, favorecendo a sua
separacao e consequentemente uma melhor resolugdo. Outra diferenca é
a matriz utilizada para cristalizar as amostras e permitir a sua ionizacdo.
O tipo de matriz também varia de acordo com o método (modo linear ou
refletivo) e consequentemente para o tipo de massa que se deseja
detectar.

2.5.3 Fluorescéncia

A técnica da fluorescéncia se baseia no fato de que quando a
energia da luz é absorvida, a molécula passa de um nivel de energia
mais baixo para um mais alto, ficando excitada. Para voltar a sua
estabilidade ela emite luz (fluorescéncia), como parte da energia €
perdida, a luz emitida terd menos energia (maior comprimento de onda)
que a luz absorvida. Assim, a luz de fluorescéncia ter4d sempre um
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comprimento de onda maior que a luz de excitagdo. Se existirem
diferentes absorvedores, a luz emitida serd& composta de diferentes
comprimentos de onda (todos maiores que aqueles da luz absorvida); a
probabilidade de decaimento do primeiro estado excitado para cada
nivel vibracional do estado fundamental determina a forma do espectro
de fluorescéncia.

Para proteinas, ha somente trés fluoréforos intrinsecos —
triptofano, tirosina e fenilalanina, que indicam como esta a estrutura
tercidria dessa. Na pratica, a fluorescéncia do triptofano é a mais
comumente estudada, porque a fenilalanina tem uma energia muito
baixa e a fluorescéncia da tirosina é frequentemente muito baixa devido
a supressao. Quando a molécula esta bastante enovelada os aminoacidos
devem estar em uma regido interna da proteina e cercados por
aminoacidos ndo polares, o espectro de um destes aminoacidos mostra
picos de menor intensidade do que se essa estrutura estiver mais solta,
com o0s aminoacidos mais livres. Com isso pode-se analisar se a
estrutura da proteina foi afetada, teve suas interaces enfraquecidas e o
contato com os aminoacidos facilitado.

2.5.4 Difracao a laser

Para uma analise macroscopica das proteinas pode fazer o uso da
difracdo a laser, uma técnica amplamente utilizada na determinacéo do
tamanho de particulas. A difragdo a laser mede as distribuigdes de
tamanho das particulas por medicdo da variagdo angular na intensidade
da luz difundida a medida que um feixe de laser interage com as
particulas dispersas da amostra. Particulas grandes dispersam a luz em
pequenos angulos em relagdo ao feixe de laser e particulas pequenas
dispersam a luz em angulos grandes. Os dados sobre a intensidade da
dispersdo angular sdo entdo analisados para calcular o tamanho das
particulas responsaveis por criar o padrdo de dispersdo, com base na
teoria de difusdo da luz de Mie (MEDENDORRP, et al., 2015).

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

O isolado proteico de soro lacteo foi adquirido no comércio local
- Farmécia de manipulacdo Vita Farma, Floriandpolis, SC. Laudo



técnico acompanhou o produto com indicagdo de sua composicdo
basica. Foram realizados testes confirmatérios no LABCAL-UFSC.

A enzima queratinase, de nome comercial Cibenza DP100®, da
empresa NOVUS (Indaiatuba, SP), a Savinase® da empresa Novozymes
(Copenhague, Dinamarca) e a papaina, nome comercial Brauzyn 100®,
da empresa Prozyn, (Butantd, SP). A pepsina foi adquirida da Neon
Comercial (Suzano, Séo Paulo).

Os reatores para a hidrélise foram projetados e construidos
especialmente para esse projeto, pela Eco Educacional (Floriandpolis,
SC). O sonicador de ponteira ultrassénico usado como pré-tratamento,
foi adquirido da Eco-sonics (modelo QR500, Indaiatuba, SP).

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2 PROCESSO DE HIDROLISE

Para hidrdlise foi utilizado o equipamento da Figura 1, composto
de trés reatores encamisados, com temperatura da camisa controlada por
banho termostatico e indicada digitalmente em cada reator através de
termopar. O reator possui agitagdo mecénica varidvel e sistema de
fechamento seguro evitando-se perda de produto ou contaminacgdo
externa.

Figura 1 — Fotografia dos reatores com controle de temperatura e agitacéo,
utilizados nos experimentos de hidrolise.
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Um esquema da estrutura dos reatores, € mostrado na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura do reator utilizado.
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A reacdo de hidrolise ocorreu com a adigdo do IPS dissolvido em
agua destilada, na concentracdo e pH de estudo, ajustado com hidroxido
de sddio 0,1M ou &cido citrico 1M, e da enzima estudada. A temperatura
do banho era regulada e controlada através do visor digital ligado a cada
termopar submerso na solucao.

Mantinha-se uma agitagdo de 120 rpm durante todo o processo,
retirando-se aliquotas para analises em tempos pré-determinados. Ao
final do periodo de hidrélise, o hidrolisado era retirado através de
valvulas na base de cada reator, neutralizado e congelado.

Na Figura 3 é mostrado um esquema do processo de hidrolise.



Figura 3 - Esquema simplificado do processo de hidrélise.

Solucéo do IPS em &gua
destilada no pH desejado

Tratamento sem
ultrassom

Retirada de

aliquotas de 10 |5

ml para analises
a cada hora.

Tempo de
Tratamento com exposicéo:
ultrassom Sl 2a6min.
Poténcia:
300 a 500

/ W.

Solugéo
adicionada ao
reator + enzima

Sl

.

Temperatura no reator
mantida por banho
termostatico.

Tempo de

hidrdlise (até 24 h)

l

Retirada da
amostra,

neutralizagdo e
congelamento.

3.2.1 Definicéo das enzimas

Para realizacdo do estudo analisaram-se quatro enzimas:
gueratinase, papaina, pepsina e Savinase®. O objetivo era escolher 2
enzimas que apresentassem melhores desempenhos no GH do IPS. A
escolha das enzimas se baseou nos relatos da literatura sobre afinidade
enzimatica e aplicabilidade em soro lacteo. Além disso, foi realizado um
teste comparativo mantendo-se as condi¢Bes descritas como melhores
pelos fabricantes - pH e temperatura - em um processo de hidrélise por
um periodo de 24h. A cada 6 horas foram coletadas amostras e

determinou-se o GH pelo método de Sorensen (ltem 2.5.1).
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Tabela 3 — Condig¢Bes de processo durante a hidrdlise do IPS

Queratinase Papaina Pepsina Savinase®

Temperatura 65,0 55,0 37,0 50,0
(°C)
pH 6,5 6.0 25 7.0

3.2.2 Definigdo das condicOes de processo

A partir dos resultados obtidos no item 3.2.1 foram escolhidas
as enzimas pepsina e papaina. Para se ter a melhor atividade das
enzimas e obter um GH maior, fez-se planejamentos experimentais de
forma a definir as condi¢cdes de pH e temperatura a serem utilizados
durante o processo.

As condicfes 6timas da pepsina sdo equivalentes as do corpo
humano, e pequenas variagdes nestes parametros ja causam perda de sua
atividade. Portanto, para esta enzima ndo foi realizado um estudo das
condicdes operacionais e definiu-se, entdo, a temperatura de 37 °C e pH
2,5.

Para a papaina fez-se um planejamento fatorial completo 23
(com triplicata no ponto central), variando temperatura, pH e a relagdo
enzima/substrato de acordo com o recomendado pelo fabricante como
melhores condigBes de trabalho. Para avaliar a melhor condicéo,
analisou-se como resposta 0 GH obtido, através de medidas com 1, 5 e
10 horas de reacao.

Tabela 3 - Valores utilizados no planejamento fatorial completo 23 (com
triplicata no ponto central) para a papaina.

Niveis/Parametros T (°C) E/S (%) pH
-1 50 15
+1 70 3,5 7

0 60 2,5 6




3.2.3 Hidrélise enzimatica

Tendo definido as condi¢Ges de processo (pH e T) de cada
enzima, fez-se um novo estudo, através de planejamento experimental,
agora para definicdo dos melhores niveis de concentracdo de enzima e
de substrato na solugdo de reagéo.

O planejamento experimental para ambas as enzimas foi feito
através de um planejamento fatorial completo 22 com trés pontos
centrais, variando as concentragdes de substrato e enzima, utilizando
como resposta 0 GH. Para essa etapa aplicou-se as condigdes de pH e
temperatura constantes definidas anteriormente de acordo com cada
enzima.

Tabela 4 - Valores utilizados no planejamento fatorial completo 2% (com
triplicata no ponto central) para as enzimas papaina e pepsina.

Papaina Pepsina
Parametros Enzima (g) Sub(sgt)rato Enzima (g) Substrato (g)
-1 0,2 2 0,05 4
0 0,6 5 0,275 8
+1 1 8 0,5 12

3.3 PRE-TRATAMENTO COM ULTRASSOM

Visando melhorar os resultados obtidos na hidrdlise enzimética
do IPS foi aplicado um pré-tratamento com sonda ultrassonica. Para isso
a solucdo aquosa de IPS, sempre no volume de 50 ml, nas condigdes
desejadas, era submetida ao ultrassom variando a poténcia e o tempo de
exposicdo, sendo que a poténcia maxima do equipamento é de 500 W,
seguindo um planejamento fatorial completo 22 com os parametros
descritos na Tabela 5. Apds isso era realizada a hidrélise como descrito
anteriormente no item 3.2.
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Tabela 5 - Valores utilizados no planejamento fatorial completo 2% (com
triplicata no ponto central) da sonda ultrassénica.

Parametros Poténcia (W) Tempo (min)
-1 300 2
0 400 4
+1 500 6

3.4 DETERMINACOES ANALITICAS E CARACTERIZACAO DO
HIDROLISADO

3.4.1 Caracterizacdo quimica do IPS

A composicdo quimica do soro lacteo foi determinada segundo
0s métodos descritos na AOAC (1995) no Laboratério de analises
LABCAL (Floriandpolis,SC). As cinzas foram determinadas por
incineracdo, em mufla a 550 °C; os lipideos, por extracdo com éter
etilico (Quimis Q-308G26, Diadema, SP); as proteinas foram
determinadas pelo método de macro-Kjeldahl; e a lactose, por diferenga.
O fator de conversdo de nitrogénio para proteina usado foi 6,38
(NIELSEN,1998).

3.4.2 Determinacéo de grau de hidrdlise (GH) - Método de Sorensen

Para determinar o GH da amostra, uma aliquota de 10 ml de
amostra era retirada de dentro do reator durante o processo a cada uma
hora. Seu pH era ajustado para 8,3, adicionado 10 ml de uma solucéo de
cloroférmio 37% v/v adicionado de fenolftaleina 0,05% v/v e essa
mistura era titulada com NaOH 0,1 M até a viragem de cor para roseo.

Com esse volume gasto na titulacdo eram realizados os calculos
e obtido 0 GH naquele momento.

3.4.3 Simulacéo gastrointestinal — biodisponibilidade
Seguindo a metodologia de Verruck et al. (2017), cinco

amostras foram submetidas a simulagéo das condicdes gastrointestinais.
Essas amostras foram selecionadas por apresentarem os maiores valores



de GH segundo estudos realizados anteriormente. Assim, para o0 estudo
da biodisponibilidade as seguintes amostras foram selecionadas: IPS
solubilizado em &gua (amostra 1/padrdo), amostra hidrolisada por 6
horas de IPS a 8% e pepsina a 1% (amostra 2), amostra hidrolisada por 6
horas de IPS a 8% e pepsina a 1% submetida ao sonicador ultrassdnico
(amostra 3), amostra hidrolisada por 6 horas de IPS a 8% e papaina a
1% (amostra 4), amostra hidrolisada por 6 horas de IPS a 8% e papaina
a 1% submetida ao sonicador ultrassdnico (amostra 5).

As condicbes tipicas prevalecentes na boca humana,
esdfago/estdbmago, duodeno e ileo foram sequencialmente simuladas. Os
pardmetros (solucbes enzimaticas, valores de pH, periodo de tempo e
intensidades de agitacdo em cada parte do sistema digestivo humano)
usados para simular o processo estdo descritos na Tabela 7.

Para representar a temperatura e a intensidade dos movimentos
peristalticos em cada parte do sistema digestivo humano, usou-se um
banho de agua termostatico (Dist DI950 M, Florianépolis, SC) a 37 £ 1
° C com agitacdo mecanica, cujas intensidades se assemelham as
atingidas em cada fase da digest&o.

As amostras indicadas foram colocadas em tubos de vidro
dentro do banho com agitacdo e submetidas primeiro a simulacdo de
movimento de mastigagdo (boca) onde o pH foi ajustado para 6,9 com
NaHCO3z 0,1M. Neste passo, uma solu¢do simulando a saliva foi
preparada com 100 U.mL™ da a-amilase em 1 mmol.L* de CaCl,, desta
foi adicionado 24 uL.min? durante 2 min, com agitacdo a 200 rpm. No
passo es6fago-estdbmago, o pH das amostras foi diminuido até atingir 2,
utilizando HCI 0,1 mol.L, a0 mesmo tempo em que 50 puL de uma
solucéo de pepsina foi adicionada (25 mg.mL* em 0,1 mol.L* de HCI)
em aliquotas iguais durante toda a fase gastrica, totalizando 90 min a
130 rpm. Para o passo do duodeno, a acidez foi diminuida para pH 5 por
adicdo de 1 mol.L* de NaHCOs. Entdo, no inicio desta etapa, 250 pL de
solucdo de sais biliares bovinos e pancreatina (2 g.L* de pancreatina e
12 g.L' de sais biliares bovinos em NaHCOs; 0,1 mol.L'?) foram
adicionados. Dentro deste passo, foi empregada uma agitacéo de 45 rpm
durante 20 minutos. Finalmente, para o passo do ileo, o pH foi
aumentado para 6,5 por adicdo de NaHCO3 a 1 mol.L* e a agitacéo foi
mantida a 45 rpm durante 90 min. Apds cada etapa, 0 tubo
correspondente a ela era completado com 4gua destilada até 10 ml e
congelado rapidamente para parar a rea¢do enzimatica.
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Tabela 6 - CondicOes da simulacdo gastrointestinal.

Etapas Condigdes Agitacdo Tempo
. pH -
simuladas (rpm) (min)
Boca A-amilase+
CaCl, 200 6,9 2
Esofago- Pepsina+HClI 130 5,5 15
estdbmago
4,6 15
3,8 15
2,8 15
2 15
Duodeno Pancreatina +
sais biliaticos + 45 5 20
NaHCO;
ileo NaHCO; 45 6,5 90

Para avaliar se 0s compostos de interesse, peptideos e
aminoacidos obtidos com a hidrdlise, permaneceram disponiveis até a
Gltima fase da digestdo foi avaliado seu teor de proteina pelos métodos
de Lowry (1951) e Kjeldahl.

3.4.4 Atividade enzimatica das proteases

Para garantir a atividade das enzimas aplicadas e saber com
qual intensidade estas reagiriam com o substrato foi aplicado um teste
de atividade enzimatica nas 4 enzimas pesquisadas.

O extrato enzimatico foi obtido da mesma forma que a descrita
anteriormente. A hidrélise enzimética foi realizada com 1 mL do extrato
enzimatico e 2,5 mL do substrato albumina 0,5% (p.v'') em banho-maria
a 35°C por 20 min. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 5 mL de
acido tricloroacético (TCA) 10% (p.v). No tempo zero o TCA foi
adicionado antes do extrato. Ao término da reacdo os aminoacidos
produzidos foram determinados com 3 mL do extrato enzimatico em 6
mL de NaOH 1 N e 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau 2 N (diluido 1:2
com agua) sendo a absorbancia do complexo lida ap6s 10 min em
espectrofotdbmetro a 660 nm. A atividade enzimatica especifica do
extrato foi definida como a quantidade (mg) de tirosina liberada (mg)
por minuto por miligrama de proteina, sendo a curva de tirosina
previamente construida entre as concentracdes de 0 a 0,02 mg.mL™*
(BADIALEFURLONG et al., 1994).



3.4.5 Espectrometria de massa

A analise MALDI-TOF-MS foi realizada utilizando um
espectrometro de massa MALDI autoflex 11l smartbean (Bruker
Daltonics) equipado com o pacote de software FlexControl (verséo 3.4,
Bruker Daltonics). O método de aquisicdo espectral foi desenvolvido
para maximizar o nimero de sinais presentes nos espectros de massa e
as correspondentes relagdes sinal-ruido. Os espectros foram registrados
no modo linear positivo (frequéncia do laser, 1000 Hz, tensdo da fonte
de ion 1, 25,19 kV, tensdo da fonte de ions 2, 23,59 kV, tenséo da lente,
7,50 kV, taxa de amostragem, 0,31, intervalo de massa, 5000-20000
Da). Para cada amostra, foram automaticamente adquiridos cinco
espectros independentes (1000 disparos / espectro em posigdes
aleatérias no mesmo local de destino), calibrados externamente usando o
Padrdo de Calibracdo de Proteina 1 (Bruker Daltonics) através do
software FlexAnalysis (Bruker Daltonics) e posteriormente analisados.

3.4.6 Analise da estrutura da proteina antes e depois da aplicacdo do
ultrassom

Para compreensdo dos efeitos do ultrassom sobre a estrutura das
proteinas do soro lacteo foram aplicadas duas técnicas: analise da
estrutura terciéria da proteina e tamanho de particula.

Para a analise da estrutura tercidria da proteina, utilizou-se
espectrometria de fluorescéncia, logo apds aplicacdo do ultrassom e sem
0 pré-tratamento (padrao).

Para analise de fluorescéncia, separou-se 1 mL das soluges de
IPS tratadas e ndo tratadas com ultrassom (na concentracdo de 20 g/L).
Essas amostras foram transportadas até o local da analise em seguida da
aplicacdo do pré-tratamento, a fim de manter ao maximo o efeito do
ultrassom. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram registrados
na faixa de 280 a 500 nm, com excitagdo em 210 nm (fendas de
excitacdo e emissdo de 20 nm e voltagem da fotomultiplicadora 800 V),
parametros definidos através de tentativas consecutivas.

As analises de tamanho de particula foram feitas em triplicata,
pelo equipamento Multi-Angle Static Light-Scattering Mastersizer
(Malvern Instruments, UK) disponibilizado pelo LFC-UFSC. O
tamanho médio das gotas ou particulas foi caracterizado em termos de
didmetro médio de Sauter, D3, obtido pela Equacdo 3 e 4
respectivamente (COSTA et al., 2008)
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Os dados de distribuicdo de tamanho podem ser usados para
estimar a largura da distribuicdo, conforme a Equacdo 4.
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Sendo D1o, Dso e Dgo 0s didmetros méximos que correspondem a
10%, 50% e 90% do diametro total das particulas.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os efeitos das varidveis independentes investigadas sobre 0 GH
do soro lacteo foram avaliados estatisticamente mediante analise do
planejamento fatorial, utilizando software STATISTICA versdo 10, e a
ferramenta Estatistica Experimental Design (DOE). Os resultados foram
analisados estatisticamente pela andlise de variancia ao nivel de 5% de
significancia. As médias e os desvios padrdo foram analisados pelo
software Excel (Microsoft, versdo 2013).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO ISOLADO PROTEICO DE
SORO LACTEO

O IPS foi inicialmente analisado para determinar sua composicao
guanto ao teor de proteinas, lipideos, cinzas e lactose. Obtiveram-se os
resultados mostrados na Tabela 8, comparados aqueles especificados
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) e
aos fornecidos pelo fabricante.



Tabela 7 — Comparagdo de resultados dos componentes do IPS.

Componente MAPA (g%) For(r;%joe)dor VanQZs;)/oog)tidos
Proteina >90,00 92,66 90,50
Lipideos <1,50 0,50 0,60
Lactose <1,00 0,99 0,99
Cinzas <4,50 3,24 3,76

Observa-se na Tabela 8 que embora os resultados obtidos
apresentem algumas diferengas quando comparados com os fornecidos
pelo laudo do fabricante, principalmente no que se refere ao teor de
proteina, todos os componentes atendem as exigéncias do MAPA para
que seja considerado um isolado proteico de soro lacteo.

4.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimdtica em enzimas industriais &
consideravelmente mais baixa do que em enzimas purificadas, pois
essas enzimas apresentam em sua constituicdo impurezas, aditivos e
estabilizantes sem fungdo ativa, que se encontram na amostra, para
estabilizacdo, conservacdo ou devido & auséncia de um processo de
purificacdo.

A queratinase apresenta atividade de 600 kU/g segundo o
fabricante, no teste realizado foi obtida uma atividade de 590+6,4 kU/g,
coincidente com o indicado pelo fabricante. Para a pepsina, a atividade
enzimatica obtida foi de 447+59kU/g. A papaina a savinase
apresentaram atividade enzimatica de foi 325+5,2 kU/g e 298+5,8 kU/g,
repectivamente.

Os valores obtidos mostram a baixa pureza das enzimas
utilizadas, quando comparadas a enzimas purificadas como, por
exemplo, a lisozima da empresa Sigma-Aldrich que apresenta uma
atividade de 109,05 kU/mg segundo o fabricante.
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4.3 DEFINIGAO DAS ENZIMAS

Para verificar a atuacdo da enzima junto a solugédo aquosa de IPS
foram realizados ensaios preliminares acompanhando a evolugdo do GH
durante 24h. As condicdes aplicadas para cada enzima foram escolhidas
através da literatura e sdo apresentadas na Tabela 3 (item 3.2.1).

A Tabela 9 mostra os valores de GH obtidos para as enzimas
estudadas nesse trabalho.

Tabela 8 - VValores de GH obtidos para as diferentes enzimas estudadas.

Tempo(h)/ Queratinase Papaina Pepsina Savinase®
Enzimas (%) (%) (%) (%)

TO 6,1+0,04% 6,0£0,03%  6,1+0,02%  6,2+0,02%¢
T6 10,2+0,04° 13,740,130 15,3+0,06°°C 12,5+0,05°
T12 12,6+0,12%¢  152+0,13°C 16,0£0,11°® 14,6+0,04C
T18 15,4+0,09®  16,1+0,07°® 16,4+0,03*® 15,9+0,08"8
T24 17,5+0,05"* 17,240,084 17,9+0,01** 17,0+0,04%*

abe - Médias seguidas com a mesma letra na horizontal (linha) ndo diferem
estatisticamente (5 % de significancia). #BC - Médias seguidas com a mesma
letra na vertical (coluna) ndo diferem estatisticamente (5 % de significancia).

O maior valor de GH obtido foi com o uso da pepsina,
atingindo 17,9% (24h), valor aproximadamente 3 vezes maior do que 0
valor inicial (6,1%), seguido pela queratinase (17,5%), papaina (17,2%)
e Savinase® (17,0%). Até o tempo de 12 horas o maior valor de GH
obtido foi também para a pepsina (16%).

As enzimas que apresentaram melhor comportamento e maior
GH em tempos menores (de até 12 h) foram a papaina e a pepsina. Isso
pode ser explicado pela maior afinidade dessas enzimas com o substrato,
ja que a queratinase tem como principal atuacdo a degradacdo de
substratos compactos, como as queratinas, e funciona melhor na
presenca de agentes redutores, como o sulfito, ausentes na amostra em
estudo (BON; FERRARA; CORVO, 2008). J4 a Savinase® é uma
mistura de proteases, sendo assim pouco especifica, é mais utilizada em
detergentes onde é necessario atacar proteinas variadas, como na
limpeza industrial de roupas.



A papaina e a pepsina tém boa afinidade com as proteinas do
leite, apresentaram maior GH em tempos de até 12 horas, 0 que pode
representar um custo financeiro e de tempo de processo menor. A
papaina ndo tem boa especificidade, mas exibe eficiéncia na hidrolise
das proteinas do leite, atuando sobre substratos contendo residuos de
lisina, arginina ou valina (BEZERRA et al, 2013).

Queratinase, papaina e Savinase® apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre todos os tempos e quanto maior o periodo de
reacdo melhor o resultado obtido. A pepsina ndo apresentou tal
comportamento, o valor obtido no tempo de 12 horas mostrou-se
estatisticamente igual ao de 6 horas, 0 mesmo ocorreu com o resultado
de 12 horas quando comparado ao de 18 horas. O que demonstra uma
maior velocidade de reacdo da pepsina, necessitando de menos tempo de
hidrdlise para alcangar graus de hidrélise semelhantes aos das outras
enzimas estudadas.

Até o tempo de 12 horas todas as enzimas apresentavam
diferenca significativa entra si (p<0,05), como o trabalho busca reduzir
o0 tempo de processo optou-se por escolher as enzimas que apresentavam
melhor resultado até esse tempo. Apds 12 horas as enzimas papaina e
Savinase® ndo apresentaram mais diferenca significativa entre si
(p>0,05).

Com isso foram escolhidas a pepsina e a papaina para
desenvolver as demais etapas deste estudo.

4.4 DEFINICAO DAS CONDICOES DE TRABALHO (pH E
TEMPERATURA)

Como ja comentado anteriormente, a pepsina possui uma
condicdo 6tima de hidrélise e fora desta pode leva-la a desnaturagéo.
Assim, para a pepsina as condi¢des de temperatura e pH foram definidas
pela literatura em 37°C e pH 2,5 (ULUKO et al., 2015; MAT et al.,
2017; PRICE et al., 2016)

Para a papaina desenvolveu-se um planejamento experimental
onde se obtiveram-se 0s resultados apresentados na Tabela 10. Nesta
tabela sdo mostrados os GH’s em func¢do do tempo, ou seja, assim que
adicionada a enzima, ap6s 5 h e 10 h de reacéo.
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Tabela 9 - Valores de GH nos tempos 0, 5 e 10 h obtidos para soro lacteo
utilizando-se a papaina.

Ensaio T(°C) E/S(%) pH GH(t0) GH(t5) GH(t10)
1 50 15 5 7,33 1017 1017
2 70 15 5 712 8,14 8,14
3 50 35 5 6,92 8,95 9,16
4 70 35 5 6,51 10,17 10,17
5 50 15 7 7,12 1221 1221
6 70 15 7 733 10,17 10,17
7 50 35 7 7,12 1424 1424
8 70 35 7 6,10 1017 12,62
9 60 25 6 6,10 1201 1221
10 60 25 6 6,31 11,80 12,21
11 60 25 6 6,10 1201 1221

De acordo com a Tabela 10 o maior GH obtido, em torno de
14%, utilizou maior quantidade de enzima, com pH em 7 e temperatura
de 50 °C (ensaio 7). J& a condicdo que apresentou menor hidrélise
(8,14%) do substrato, possuia condicdes opostas a essa, temperatura
elevada de 70 °C, pH 5 e menor concentracdo de enzima na solucdo
(ensaio 2). No tempo de 5 h foi possivel observar que o GH do ensaio 7
foi de 40 % maior que 0 GH do ensaio 2.

O tempo de 5 h foi escolhido para a analise estatistica do
planejamento experimental, por ser um tempo em que a reagdo
apresentou maiores alteragdes. Observou-se, de maneira geral, a
influéncia da temperatura e do pH nos resultados obtidos. Ressalte-se
gue o modelo apresentou um fator de correlagdo (R) de 0,93. Os
resultados do planejamento fatorial, com triplicata do ponto central,
foram tratados estatisticamente com confianca de 95%.



Para facilitar a visualizacdo do efeito das variaveis no GH
obtido, foi construido um gréafico de Pareto (Figura 4), que mostra quais
foram os fatores significativos.

Figura 3 - Gréfico de Pareto indicando os efeitos significativos dos parametros
avaliados durante a hidrolise de IPS utilizando a papaina (p= 0,05).

(3)pH .28;16913
(nr -20,8207
1by3 15,9217
(2)E/S 8573214
2by3 3674235
1by2 3674235
p:,OIS

Através do grafico de Pareto verificam-se que todas as variaveis
estudadas apresentaram efeito significativo (p < 0,05) sobre o GH. O
efeito estimado indica o quanto cada fator influiu na resposta estudada,
pois quanto maior o seu valor, maior é a sua influéncia. Dessa forma,
observa-se que o resultado foi maior quando foram utilizados maiores
valores de pH e menores temperaturas. Isso se confirma quando
analisado de forma independente o ensaio 5 e 7 onde foram observados
0s maiores GHs. A relacdo enzima/substrato maior apresentou melhora
nos resultados, isso se deve a maior disponibilidade de sitios ativos para
interacdo com uma maior quantidade de substrato disponivel, o que
facilita a reacéo.

Homaei et al. (2010) analisou as melhores condi¢bes de pH e
temperatura para a papaina e verificou que a forma livre da enzima
mostra alta atividade em baixas temperaturas, até 60 °C, mas diminui
significativa em temperaturas acima de 70 °C, sugerindo a alta
sensibilidade da enzima ao calor, o que corrobora com os resultados do
presente trabalho. Ja o pH onde obteve maior atividade enzimética foi de
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6,5 a 7, em valores diferentes desses ocorreu perda de atividade. Os
resultados apresentados no estudo desses autores foram préximos aos
encontrados no presente estudo.

Por essa analise estabeleceram-se as condicfes de trabalho com a
papaina em 50 °C, pH 7 e uma relacdo enzima/ substrato elevada.

4.5 PROCESSO DE HIDROLISE
4.5.1 Pepsina

Com as condi¢cdes de pH e temperatura escolhidas através da
literatura para a pepsina, buscou-se aperfeigoar a hidrélise, estudando-se
diferentes concentragbes de enzima e substrato, a fim de se atingir a
hidrolise maxima possivel. Os resultados obtidos para a pepsina estdo
apresentados na Tabela 10. A temperatura de 37 °C e pH de 2,5 foram
mantidos constantes.

Tabela 10 — GH’s obtidos para o IPS utilizando a pepsina em diferentes
concentragdes de enzima e substrato nos tempos 0, 5 e 10 h.

Ensaio Enzima (g) SUb(SJ)r M0 GHMO)  GH(t5)  GH(t10)
1 0,05 4 6,6 15,3 15,3
2 0,05 12 8,5 11,9 11,9
3 05 4 7.6 18,3 21,6
4 05 12 8,5 11,9 17,0
5 0,275 8 7.6 14,0 16,5
6 0,275 8 7.6 14,6 16,9
7 0,275 8 7,7 14,4 16,5

De acordo com a Tabela 11, é possivel observar que os maiores
valores para 0 GH foram obtidos no tempo de 10 h de reagdo, obtendo-
se um valor maximo de 21,6% quando se utilizou a concentracdo de
substrato em seu nivel inferior (4 g) e concentracdo de enzima em seu
nivel superior (0,5 g). Esse resultado é coerente uma vez que quando se
tem concentracdo de substrato muito superior ao de enzima, ndo ha
sitios ativos suficientes para a hidrolise de todo o substrato. Este fato é
corroborado pelo resultado do ensaio 2 onde havia menor concentragéo



de enzima disponivel para a hidrélise do substrato gerando menor GH.
Os resultados da Tabela 11 sdo corroborados pelo Gréafico de Pareto,
apresentado na Figura 5, referentes ao tempo de hidrélise de 10 horas.

Figura 4 - Gréafico de Pareto para a pepsina mostrando os efeitos significativos

(1)Enzima | 2468172
(2)Substrato -17,3205
1by2 -2,59808
p=,05

dos parametros avaliados durante a hidrélise de IPS (p = 0,05).

O grafico de Pareto (R2=0,99) da Figura 5, mostra que a enzima e
0 substrato influenciam de maneira significativa (p<0,05) no GH do IPS.
Pode-se observar que para se obter 0 maior GH é deve-se utilizar uma
menor quantidade de substrato e uma maior quantidade de enzima.

O ensaio 3 evidencia a importancia das concentragdes de enzima
e substrato mostradas pelo Grafico de Pareto, onde foi obtido o maior
valor de GH quando se utilizou a concentragdo de enzima em seu nivel
inferior (0,5 g) em um substrato menos concentrado, com 4% de IPS. O
ensaio 2, ao contrario, vem corroborar com essa tendéncia, quando se
adiciona uma quantidade menor de enzima em uma solugdo mais
concentrada, com 12% de substrato ocorre uma reducéo na capacidade
hidrolitica.

Na Figura 6 observa-se a hidrolise do IPS, em funcédo do tempo,
utilizando-se a pepsina.
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Figura 5 - GH do soro lacteo utilizando-se a pepsina em diferentes
concentragdes de enzima e substrato (T= 37 °C; pH=2,5).
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Conforme a Figura 6, é possivel observar a estabilizacdo da
reacdo a partir de 6 — 8 h em quase todos o0s experimentos, a velocidade
inicial média dos ensaios foi de 1,5 %GH/h, sendo que apds 6 h de
hidrélise essa velocidade caiu para 0,8 %GH/h, comprovando a
estabilizacdo da hidrdlise. Isto provavelmente ocorreu em razéo da baixa
concentracdo de enzima em relagdo & concentracdo de substrato, visto
gue no experimento 3, onde a concentracdo de substrato era menor, o
GH aumentou apés 6 h de processo. O comportamento apresentado na
Figura 6 pode indicar uma diminuicdo na atividade dos sitios ativos das
enzimas responsaveis pela hidrolise do substrato. Pela Figura 6 pode-se
considerar que havendo maior disponibilidade de enzima no meio
reacional poderia se obter maiores valores de GH.

Para confirmacdo um novo planejamento fatorial completo 22 foi
realizado, com diminuicdo na concentra¢do do substrato e aumentando-
se a concentracdo de enzima. Definiram-se 0s novos valores conforme
apresentados na Tabela 12.



Tabela 11 - Valores empregados para novos ensaios de melhoramento do GH
com a pepsina, mantendo-se a temperatura de 37 °C e pH 2,5.

Parametros Enzima (g) Substrato (g)
-1 0,5 2
0 0,725 4
1 1 6

Com o emprego desses novos parametros e realizacdo das
analises, obtiveram-se os GH’s apresentados na Tabela 13.

Tabela 12 - Valores de GH obtidos para a pepsina com o segundo planejamento
experiental (Tabela 12).

Ensaio Enzima Substrato GH(t0) GH(t5) GH(t10)
1 -1 -1 51 20,3 20,3
2 -1 1 8,5 12,2 13,6
3 1 -1 51 25,4 26,5
4 1 1 8,1 11,9 12,2
5 0 0 6,6 16 17,8
6 0 0 6,9 16,3 17,8
7 0 0 71 15,8 17,8

Com esses novos parametros o GH alcangou valores de 26,5%,
utilizando 1 g. de enzima e 2 g. de substrato (ensaio 3). Comparando-se
com o maior valor obtido anteriormente, de 21,6%, que utilizou 4g de
substrato e 0,5g de enzima, obteve-se um aumento de 22,5%.

Portanto, pode-se observar um maior GH & medida que se
diminuiu a concentracdo do substrato na solu¢do, melhorando-se a acéao
da enzima, levando-se a um maior GH.

Quando se comparam oS experimentos 3 e 4, que possuem a
mesma concentracdo de enzima (1 g), mas com diferentes concentragdes
de substrato (experimento 3: 2 g e experimento 4: 6 g), observa-se um
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aumento de mais de 200% na hidrolise das moléculas de proteinas.
Ressalte-se que mesmo quando a concentracdo de enzima é reduzida, 0s
melhores resultados se confirmam em amostras com menor
concentracdo de substrato, como mostra o ensaio 1.

Para ilustrar, a Figura 7, mostra o aumento dos GH’s em fung¢ao
do tempo, nos ensaios realizados.

Figura 6 — Grafico de GH do soro lacteo utilizando a pepsina em diferentes
concentragdes de enzima e substrato (T= 37 °C; pH=2,5).
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Pelo gréfico da Figura 7 fica evidente 0 aumento do GH nas
primeiras duas horas de reagdo. O ensaio 3 apresenta velocidade inicial
de 4,2 %GH/h, enquanto o ensaio 4, que apresentou menor GH teve
velocidade inicial de 1,1 %GH/h., apdés 4 h de reacdo as velocidades
ficaram em torno de 0,9 %GH/h. A amostra com maior variagdo de GH,
0 ensaio 3, aumentou em 459% em 2 horas. No entanto, entre 2 e 10
horas o aumento foi apenas 113%, mostrando a rapida atuacdo da
enzima sobre substrato. Poulsen et al. (2016) observou uma tendéncia
similar, um rapido aumento do GH nas primeiras 2 horas seguido de
uma estabilizacdo em torno de 8 horas, ap6s o inicio da reacéo.
Acredita-se que este fato pode ser em decorréncia do agregamento das
moléculas de proteina ou eventualmente com reacdes sofridas pelo IPS
durante a fabricagdo, como a reacdo de Maillard.



4.5.2 Papaina

Para a papaina, fez-se 0 mesmo estudo, seguindo as condicOes
definidas para a pepsina, com temperatura de 50 °C e pH 7. A Tabela 14
apresenta os dados obtidos.

Tabela 13 - Resultados da hidrolise com papaina para o primeiro planejamento
experimental.

Ensaio  Enzima (g) S“b(s;)r o 5t0) GH()  GH(t10)
1 02 2 5,09 15,26 1831
2 02 8 6,36 10,81 13,99
3 1 2 5,09 15,77 22,89
4 1 8 6,36 12,97 16,53
5 0,6 5 8,14 14,45 19,94
6 0,6 5 8,14 13,84 20,35
7 0,6 5 8,55 14,24 20,35

Os valores de GH obtidos com a aplicacdo da papaina atingiram
22,9% apds 10 horas de reacdo, utilizando-se maior concentracdo de
enzima e menor de substrato (ensaio 3). Ao contrario, com maior
concentracdo de substrato e menor concentracdo de enzima, obteve-se
apenas 14% (ensaio 2) de hidrolise, uma variacdo de 30%.

A papaina apresentou comportamento diferente da pepsina, ndo
havendo estabilizacdo do GH durante o tempo de processo. Em todos 0s
experimentos a hidrolise evoluiu linearmente com o tempo, embora
atingindo valores menores de GH do que 0s obtidos com a utilizacéo da
pepsina.

O Gréafico de Pareto mostra a importancia da concentracdo de
substrato na solucéo.
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Figura 7 - Gréafico de Pareto para o primeiro planejamento experimental
utilizando a papaina.

(2)sub | 11,661
(1)enz | 4,296165
1by2 | 2,659531
p=.05

Pelo grafico de Pareto da Figura 8 pode-se perceber a influéncia
negativa da concentracdo de substrato na hidrdlise, indicando que a
menor concentracdo de substrato é o que leva a uma maior hidrélise. A
guantidade de enzima nao influenciou significativamente na hidrolise.

Portanto, verificou-se que para se obter um grau maior de
hidrélise é necessario manter-se baixas concentracfes de substrato,
facilitando-se, assim, a atuacdo da enzima.

Na Figura 9 pode-se observar a evolucdo da hidrélise pela
papaina em funcdo de tempo. Verifica-se que houve um aumento
gradual no GH, sem atingir a estabilizacdo, pelo menos no tempo
estudado.



Figura 8 - Gréfico da evolucdo do GH utilizando-se a papaina
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O aumento constante do GH observado, pode ser explicado pela
baixa especificidade da papaina. A velocidade inicial embora mais baixa
do que na reagdo com a pepsina ndo apresenta estabilizagcdo, mantendo-
se em torno de 0,8 %GH/h durante todo o tempo observado. Esta
enzima ndo possui muita especificidade no ataque as ligacGes peptidicas,
ndo apresentando uma grande hidrdlise inicial como observado no
estudo da pepsina, mas sim, um aumento constante na hidrolise em
fungdo do tempo de reacdo. O mesmo comportamento foi observado por
Silva et al. (2010), que relata que o uso da papaina produziu um
hidrolisado com peptideos de maior massa molecular do que ao
empregar uma enzima mais especifica para o IPS, constatando a
aleatoriedade de ataque dessa enzima.

4.6 APLICACAO DO ULTRASSOM COMO PRE-TRATAMENTO
DA HIDROLISE ENZIMATICA

Como estratégia para melhorar a hidrélise, testou-se o uso de
sonda ultrassonica anteriormente a adicdo das enzimas e ap6s o pré-
tratamento, seguiu-se o protocolo de hidrélise definido neste trabalho.
Utilizou-se um planejamento fatorial completo 22 com 3 pontos centrais
para cada enzima para avaliar a influéncia das condicbes de processo
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utilizando-se o ultrassom. Os resultados sdo mostrados nos itens a
sequir.

4.6.1 Pepsina

Na Tabela 15 estdo apresentados os valores de GH, em funcéo do
tempo de hidrélise, para a pepsina utilizando-se diferentes condicdes
operacionais durante a aplicacdo de ultrassom. As condi¢des de hidrdlise
utilizadas para a pepsina foram: temperatura de 37°C, pH de 2,5,
concentragdo de enzima de 1g/100ml e concentragdo de substrato de
29/100ml.

Tabela 14 - Parmetros utilizados e graus de hidrdlise com a pepsina em
diferentes condicOes de processo — poténcia e tempo de exposigdo ao ultrassom.

Poténcia Tempo

Ensaio GH(t0) GH(t2) GH(t4) GH(t6) GH(t8) GH(t10)

(W) (min)
1 300 2 5,14 23,4 25,4 26,5 26,5 26,5
2 300 6 5,14 23,3 25,4 26,5 26,5 26,5
3 500 2 5,16 23,5 25,5 26,4 26,5 26,5
4 500 6 5,16 23,4 25,4 26,5 26,5 26,5
5 400 4 5,16 23,4 25,4 26,5 26,5 26,5
6 400 4 5,25 23,5 25,6 26,5 26,6 26,6
7 400 4 5,25 23,6 25,6 26,5 26,5 26,6

Pode-se observar que os resultados obtidos se mantiveram muito
préximos em todas as variacdes de tempo e poténcia aplicadas,
resultados estes similares também aos encontrados sem a aplicacdo do
pré-tratamento (padrdo) para as mesmas condi¢des de processo e
enzima. Por isso, para a pepsina 0 uso de pré-tratamento nessas
condicdes ndo favoreceu a hidrdlise. Isso pode ter ocorrido devido a alta
especificidade dessa enzima para o IPS ou a sua maior atividade
enzimatica quando comparada com a papaina, garantindo uma boa



interacdo e ativacdo dos sitios ativos da enzima mesmo com a
diminuicdo do tamanho das particulas devido ao ultrassom, conforme
evidenciado no item 4.7.3.

Para ilustrar o resultado, na Figura 10 esta representado o gréafico
de Pareto do planejamento experimental para o tempo de 6 horas, com
R2 de 0,875.

Figura 9 - Grafico de Pareto mostrando os efeitos dos parametros avaliados
durante a hidrolise de IPS utilizando-se a pepsina e o pré-tratamento com
ultrassom (p = 0,05).

{1)poténcia -2,6599
1by2 ,8913494
(2)tempo | -,891349

p=.05
Como observado, nenhum dos pardmetros apresentou influéncia
significativa sobre o0 GH. Destaca-se, portanto, a eficiéncia da pepsina,
verificando-se que em 2 horas ja ocorreu um grau significativo de
hidrolise, indiferente do pré-tratamento utilizado. Acredita-se que isto
possa ter ocorrido em razdo da eficiéncia da enzima na hidrélise das
moléculas de proteina, a despeito das fortes ligacdes em sua estrutura
terciria.

4.6.2 Papaina

Variando-se a poténcia do ultrassom e o tempo de exposicdo da
amostra, fez-se também para a papaina, um estudo da influéncia desses
fatores no GH obtido na solugdo aquosa de IPS a 2%. A Tabela 16
apresenta os resultados obtidos. Apds o uso do ultrassom nas condigdes
estabelecidas na Tabela 15, foi realizada a hidrdlise. As condic6es
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utilizadas para a papaina foram: temperatura de 50°C, pH de 7,
concentracdo de enzima de 1g/100ml e concentracdo de substrato de
29/100ml.

Tabela 15 - Parametros utilizados e graus de hidrélise com a papaina em
diferentes condi¢des de processo — poténcia e tempo de exposi¢do ao ultrassom.

- Poténcia Tempo GH GH GH GH oGH °

w ~mno ) @ ) () (1) (10
1 300 2 510 203 214 219 224 235
2 300 6 50 163 185 193 204 204
3 500 2 52 173 183 183 183 183
4 500 6 52 163 183 183 183 183
5 400 4 52 193 203 204 208 2L4
6 400 4 52 195 202 206 209 2L4
7 400 4 52 193 203 206 210 214

A Tabela 16 mostra um melhor desempenho na hidrdlise
enzimatica conforme reduziu-se o tempo de exposicdo e a poténcia do
sonicador, sendo que a maior variagdo do grau de hidrélise ocorreu nas
duas horas iniciais. Comparando-se 0 ensaio 1, onde se obteve maior
GH, com o ensaio 3, com menor GH, tém-se uma diferenca de 24,5%,
considerando-se 2 horas de reacéo.

Garcia et. al. (2016) estudaram a influéncia da poténcia do
ultrassom como pré-tratamento de proteinas do soro lacteo hidrolisadas
posteriormente com proteases Vvegetais e verificou esse mesmo
comportamento. Os resultados indicaram que maiores densidades de
ultrassom (0,220 W/mL) produziram rearranjos na estrutura proteica que
resultavam na reducdo da taxa de hidrdlise. Entretanto, em todos 0s
ensaios o0 uso do ultrassom levou & um aumento na taxa de hidrdlise.

A Figura 11 mostra como o tempo e a poténcia do ultrassom
influenciaram na hidrélise enzimatica, considerando-se 6 horas de
processo.



Figura 10 — Influéncia do tempo de exposicdo e poténcia do ultrassom na
hidrélise utilizando-se a papaina.

(1)poténcia -19,918§
1by2 11,25833
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O grafico mostrado na Figura 11, evidencia uma maior influéncia
da poténcia do ultrassom nos resultados. Entretanto, verifica-se que o
tempo de exposi¢do e a combinacgdo dos dois fatores, tempo e poténcia,
tém oposta influéncia nos resultados de hidrolise. Nos pontos centrais
pode-se notar um GH maior do que nos ensaios 3 e 4. Utilizando-se uma
poténcia menor, 0 maior tempo de exposicdo, combinado com uma
poténcia média, levou a uma maior hidrolise.

Para melhor compreensdo do efeito do ultrassom na velocidade
da hidrdlise, a Figura 12 mostra a evolucdo do GH de uma amostra com
e sem pré-tratamento com ultrassom. Ambas as amostras que foram
submetidas ao ultrassom apresentavam concentragfes de 1 g de
enzima/100ml de solucéo e 2 g de enzima/100ml de solucéo.
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Figura 11 - Resultados do comparativo do ensaio 3, utilizando-se papaina com
e sem pré-tratamento por ultrassom .
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A Figura 12 mostra o efeito do ultrassom sobre o tempo de
hidrolise. Nas primeiras duas horas de processo, apds o pré-tratamento,
verificou-se um incremento da hidrolise de 12 para 20%. A velocidade
inicial também aumentou de 2 %GH/h no experimento sem o ultrassom
para 3,6 %GH/h ap6s o pré-tratamento. Com o tempo, ambas as
amostras convergiram para um mesmo GH. Entretanto, com o pré-
tratamento é possivel reduzir, significativamente, o tempo de processo.
Se comparado o GH no tempo de 2h na amostra pré-tratada, que foi de
20%, com o valor obtido apds 10h de processo na amostra nio pré-
tratada, que foi de 23%, essa pequena diferenca no valor de GH fica
evidente. Entretanto, tem-se 8 h de diferenca no tempo de hidrélise, o
gque torna O processo mais interessante economicamente e mais
compativel com a realidade industrial.

4.7 DETERMINACOES ANALITICAS E CARACTERIZACAO DO
HIDROLISADO

4.7.1 Espectrometria de massa

Para se verificar o grau de hidrélise das proteinas analisaram-se
amostras submetidas e ndo submetidas ao pré-tratamento com ultrassom,



utilizando-se poténcia de 400 Watts, por 4 min, para cada uma das
enzimas.

Para efeito comparativo, a Figura 13 mostra as massas molares do
IPS antes da ser submetido & hidrdlise.

Figura 12 — Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos do IPS em
solucédo aquosa.
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Observa-se na Figura 13 uma maior concentracdo de
polipeptidios e/ou proteinas com massa molar superior a 10.000g/mol e
uma quantidade consideravel de aminoacidos, com massa molar em
torno de 100 g/mol. Na faixa compreendida entre 10.000g/mol e 30.000
g/mol estdo situadas as lactoglobulinas (com massa molar média de
25.000 g/mol) e as lactoalbuminas (massa molar média de
14.200g/mol).

4.7.1.1 Pepsina

Realizou-se um novo ensaio, utilizando-se as condicGes de
processo que resultou em um maior GH - 1 g de enzima e 2 g de
substrato em 100ml de solucdo. As amostras foram submetidas a
hidrélise durante 6 horas (T=37°C e pH=2,5), sendo que uma delas foi
submetida ao pré-tratamento com ultrassom, para se comparar as massas
molares resultantes da hidroélise.
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Figura 14 — Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados
apoés a hidrélise utilizando-se a pepsina sem pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37
°C, 1% de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h.
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Figura 15 — Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados

apos a hidrdlise utilizando-se a pepsina com pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37
°C, 1% de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidroélise de 6h.
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A reducdo da concentracdo de peptideos com massas molares
superiores a 5000 g/mol é resultado da acdo da enzima que libera
peptideos de menor massa molar, que sdo mais eficientemente
absorvidos pelo organismo humano.



Pelos resultados mostrados nas Figuras 14 e 15, verificam-se
picos semelhantes em ambas as amostras, mostrando que o ultrassom
ndo afeta a forma como a enzima atua nas moléculas de proteina, apenas
torna a hidrélise mais eficiente. Maiores investigacbes precisam ser
feitas para entender melhor o processo.

4.7.1.2 Papaina

Também foi realizado ensaios com a papaina, utilizando-se as
condicdes de processo que resultou em um maior GH - 1g de enzima e
29 de substrato em 100ml de solucdo. As amostras foram submetidas &
hidrolise durante 6 horas, sendo uma pré-tratada e outra nao pré-tratada
om ultrassom. O perfil de distribuicdo dos peptideos de ambas as
amostras, sdo mostrados nas Figuras 16 e 17.

Figura 16 — Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados
apos a hidrolise utilizando-se a papaina sem pré-tratamento (pH 7, temp. 50 °C,
1% de papaina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h.
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Figura 17 — Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados
apos a hidrolise utilizando-se a papaina com pré-tratamento (pH 7, temp. 50 °C,
1% de papaina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h.
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Da mesma forma, a hidrélise ocorreu de forma semelhante em
ambas as amostras, com ou sem pré-tratamento com ultrassom. Embora
0 tempo de hidrélise tenha sido menor, 0s espectros mostram que a
hidrolise se manteve e em alguns intervalos de massa molar obteve-se
maior intensidade de sinal espectrofotométrico, mostrando que o tempo
de reacdo ndo afetou a formacdo dos produtos. Picos com massas
maiores, entre 1000 e 3000 g/mol aparecem com maior frequéncia, o
gue indica uma quebra mais homogénea entre as moléculas de proteinas,
ao mesmo tempo em que se tém uma reducdo na frequéncia de picos
acima de 1000 g/mol.

A Tabela 17 mostra as massas molares obtidas para cada amostra
hidrolisada e para o IPS em solucéo aquosa.



Tabela 17: listas de massas molares das amostras hidrolisadas e do IPS

solubilizado.

Pepsina sem Pepsina com Papaina sem Papaina com IPS

ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom

159,355 159,365 159,362 159,36 159,366
237,132 237,134 170,309 255,059 326,442
256,113 256,115 255,179 360,412 360,415
445,048 360,412 360,413 718,435 691,007
648,103 445,054 718,442 732,879 708,567
656,056 656,061 758,543 758,555 732,885
692,492 674,587 760,908 780,606 758,565
780,549 714,388 780,93 788,952 780,818
804,555 780,576 788,942 2096,983 794,744
879,527 804,561 796,546 2818,711 796,522
915,579 879,549 820,504 2877,566 820,519
961,054 915,792 915,809 3031,308 1538,909
983,359 937,924 932,206 3188,371 1562,886
1005,75 960,978 1138,267 3418,099 6746,36
1059,581 983,358 1537,802 3629,518 6856,928
1119,665 1005,726 1563,531 4514,625 7079,606
1206,975 1017,62 1790,186 4613,835 9170,018
1322,669 1059,62 1905,478 7776,529 14116,56
1340,739 1119,516 2818,795 14115,698 14317,82
1342,741 1322,69 2878,905 15898,227 1443493
1451,049 1450,939 3390,914 18374,053  15910,73
1473,641 1511,625 3418,379 18120,21
1511,54 1576,695 3630,052 18203,95
1576,499 1732,008 7802,962 18493,28
1732,213 1799,922 14115,616 21331,54
1799,877 2161,152 15910,602 25949,64
2139,25 2239,55 18390,601 29454,18
2161,137 2412,252 29515,674 34020,28
2204,359 2447,539 38742,38
2239,204 2469,844

Continua.
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Continuacdo Tabela 17

Pepsina sem Pepsina com Papaina sem Papaina com

ultrassom ultrassom ultrassom ultrassom IPS
2386,254 3156,687
2412,235 3929,207
2468,809 3945,363
3967,055 4092,018
4091,756 4165,074
4795,826 4796,531
4940,87 4943,026
6318,349 6465,034
18412,557 18383,85
21929,75 22000,26
38540,906 38747,46

Comparando as massas molares observadas com as massas
conhecidas de alguns aminoacidos, pode-se observar semelhangas, como
por exemplo o pico de massa 159 g/mol que provavelmente corresponde
a arginina, que apresenta massa molar de 157 g/mol.

Os perfis peptidicos de todas as amostras dos ensaios estdo
apresentados no apéndice.

4.7.2 Biodisponibilidade

As amostras de IPS, antes e apds hidrélise enzimatica, foram
submetidas a condigdes gastrointestinais simuladas in vitro para
investigar as variacGes durante a passagem da boca até o intestino
delgado, de forma a avaliar como as proteinas hidrolisadas estariam
disponiveis para absor¢do. Apbs cada etapa, as amostras que foram
submetidas as condicGes simulando o trato digestivo, referente a cada
etapa analisada, eram congeladas, para posterior analise da concentracéo
de proteinas bem como o perfil de peptideos baseados em sua massa
molar.



As amostras com concentracgdes iniciais de substrato de 8%, com
7,2% de proteinas, foram diluidas 10 vezes. Nesse processo, algumas
enzimas foram adicionadas, aumentando, portando, a concentracdo de
proteina total até 0,80%. As amostras inicias apresentaram massa de
proteina de 0,712+0,009¢ e ao final, 0,798+0,007g.

Por este resultado, pode-se verificar que as proteinas do
hidrolisado podem atingir o ileo, devido as condi¢bes semelhantes ao
trato digestivo & que foram submetidas, onde poderdo parcial ou
integralmente serem absorvidas.

Avaliou-se, também, o perfil peptidico das amostras antes e ap6s
passarem pelo trato gastrointestinal simulado. Os resultados foram
similares. Em todas observou-se aumento na quantidade de massas
molares detectadas abaixo de 5000 g/mol através das intensidades dos
sinais, que antes da digestdo simulada situavam-se em 2x10° e, ap0s
eram superiores a 5x10°. Além disso, observa-se maior concentragao de
picos na regido abaixo de 500 g/mol, o que indica maior quantidade de
peptideos nas amostras apds a simulacdo gastrointestinal. Verificou-se,
também, um aumento na intensidade e na quantidade de peptideos de
baixa massa molar préximas a di e tripeptideos, como 198,7; 205,4;
273,8; 356,9 e 370,9 g/mol. A disponibilidade de agrupamentos de 2 ou
3 peptideos tém efeitos benéficos ao organismo humano, tendo efeitos
sobre doengas cardiovasculares e inflamagdes, contribuindo para a
manutencado da salde humana (UDENIGWE; ALUKO, 2012).

Para ilustrar esse comportamento, a Figura 18 apresenta o perfil
peptidico de uma das amostras analisadas.
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Figura 18 - Amostra hidrolisada por 6 horas de IPS a 8% e pepsina a 1% sem
aplicacdo de ultrassom, antes (a) e apés (b) a digestdo.
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4.7.3 Analise da estrutura da proteina ap6s o ultrassom

Para se ter uma informacao, pelo menos primaria, se houve algum
tipo de alteracdo na estrutura das proteinas, apds serem submetidas ao
ultrassom, realizaram-se andlises de suas estruturas.

Quando ocorre a medi¢do da fluorescéncia em amostras de
alimentos, compostos quimicos presentes naturalmente em sua matriz
produzem fluorescéncia. Em derivados lacteos algumas das substancias
gue contribuem para isso sdo os aminoacidos aromaticos, vitamina A,
coenzimas, entre outros. Cada molécula tem seu espectro de excitacdo e
emissdo definidos, o que permite identifica-las (ANDERSEN;
MORTENSEN, 2008).

Duas solugdes, contendo apenas IPS a 2% solubilizado em agua
destilada, uma pré-tratada e outra ndo pré-tratada com ultrassom, foram
submetidas a espectroscopia de fluorescéncia e os graficos obtidos sdo
apresentados nas Figuras 19 e 20.



Figura 19 - Espectro de fluorescéncia das amostras de IPS sem aplicacdo do
ultrassom.
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Figura 20 - Espectro de fluorescéncia amostras com aplicagéo do ultrassom.
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Em ambas as amostras, Figuras 19 e 20, é evidenciado um pico
no comprimento de onda de 300 nm com intensidade de 280 a.u.,
indicando que o sonicador ultrassdnico ndo afeta a estrutura terciaria das
proteinas.
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Embora a faixa espectral de emissdo usada seja conhecida na
literatura por atribuicdo a diferentes aminoacidos (CHRISTENSEN et
al.,2006), o pico obtido estd mais proximo dos valores atribuidos a
tirosina (302 nm com excitagdo em 276 nm) do que ao triptofano (357
nm com excitagdo em 280 nm), mostrando a influéncia da tirosina na
fluorescéncia obtida.

Como ndo foi verificado alteracdo na estrutura terciria das
proteinas do soro lacteo, fez-se o estudo do tamanho de particulas no
meio reacional. A Figura 21 mostra os resultados obtidos para a amostra
sem pré-tratamento e pré-tratada com ultrassom.

Figura 21 — Perfil de distribuicdo de tamanho médio de particulas das amostras
de IPS com e sem pré-tratamento por ultrassom.
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Pela Figura 21 é possivel observar a diferenca entre o tamanho
médio das particulas de cada amostra. A amostra que ndo foi submetida
ao pré-tratamento apresentou didmetro médio de particulas de 20,7 pum,
enquanto a amostra pré-tratada teve seu tamanho médio reduzido para
7,2 um, uma reducédo de tamanho de particula em torno de 3 vezes. Os
valores de spam (distribui¢do dos tamanhos de particula) passaram de
2,7 para 2,0 ap6s a aplicacdo do ultrassom, mostrando assim uma
melhora na homogeneidade dos tamanhos de particula da solucéo.



As propriedades fisicas e estruturais das proteinas podem mudar
por acdo mecénica. As vibraces do sonicador ultrassénico podem
causar essas alteragcfes (Bryant and McClements, 1998). Jambrak et al.
(2014), trabalhando com soro lacteo, verificaram que o ultrassom
causou uma diminuicdo do tamanho das particulas, reduziu sua
distribuicdo e aumentou a superficie livre especifica. As alteracoes
estruturais induzidas em proteinas pelo ultrassom estdo associadas a
clivagem parcial das interagbes hidrofdbicas intermoleculares, em vez
de ligacOes peptidicas e dissulfeto. Quando particulas sdo submetidas ao
cisalhamento, aumentam as colisfes, reduzindo, frequentemente, o
tamanho das particulas. A sonicacdo ndo tem efeito sobre a carga
superficial, mas aumenta a superficie livre no material. O ultrassom de
alta intensidade aplicado causa fricgdo e turbuléncia, porque gera uma
pressdo negativa levando a imploséo de bolhas e cavitagdo.

Yanjun et al. (2014) também verificaram a diminui¢cdo do
tamanho das particulas em solucdo de concentrado proteico de soro
lacteo apds serem submetidas a sonda ultrassdnica. Com isso obtiveram-
se melhoras nas propriedades funcionais do IPS, como solubilidade e
emulsdo. Atribuiu-se essas melhoras & mudanca na estrutura
tridimensional das proteinas, aumentando a interacdo proteina-agua pelo
aumento das forcas eletrostaticas.

3 CONCLUSAO

Neste trabalho, o estudo da hidrdlise enzimatica do IPS
utilizando-se as enzimas pepsina e papaina em diferentes concentragdes,
e variando-se a concentracdo do substrato e 0 uso de pré-tratamento,
teve como objetivo principal melhorar o grau de hidrolise do IPS. Foi
utilizado um planejamento experimental para melhor avaliar o efeito das
condicdes aplicadas. Diferentemente dos outros parametros avaliados, a
concentracdo de substrato influenciou o GH final para todas as
condicdes de processo.

Maior grau de hidrélise das proteinas do IPS foi obtido com a
papaina a 1% em relagdo a solucdo de IPS a 2%, 55°C e pH 7, quando
submetida a um pré-tratamento com o ultrassom. Nesta condicdo,
obteve-se 23% de hidrdlise em duas horas de processo, enquanto sem
pré-tratamento este tempo foi de 10 horas. Para a pepsina, o melhor grau
de hidrolise foi obtido a 1% em relagdo a solucéo de IPS & 2%, 37°C e
pH 2,5, onde se alcangou um grau de hidrdlise de 26,5% em 6 horas de
processo. O uso do pré-tratamento com ultrassom néo alterou o grau de
hidrélise para esta enzima.
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O teste de biodisponibilidade mostrou que até o ponto de
absorcdo pelo organismo (ileo) estdo disponiveis uma consideravel
quantidade de di e tripeptideos, produtos desejados na hidrélise de
proteinas para obtencdo de suplemento alimentar.

A anélise de alteracdo conformacional do IPS mostrou que as
estruturas terciarias das moléculas de proteinas, de uma maneira geral,
ndo foram afetadas pelo pré-tratamento com ultrassom. O efeito positivo
na atuacdo da papaina pelo ultrassom ocorreu possivelmente devido a
diminuicdo do tamanho médio das particulas e homogeneizacdo destas,
conforme mostrado por difracdo a laser. Provavelmente, pelo melhor
desempenho da pepsina, essa alteracdo de tamanho ndo teve efeito
significativo na taxa de hidrolise.

Devido a caréncia de estudos na literatura sobre o emprego de
enzimas comerciais para obtencéo de hidrolisados proteicos, acredita-se
que este trabalho contribui para o desenvolvimento de novas aplicacdes
€ processos com essas enzimas, diminuindo os custos de producao.
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Apéndice A - perfis de distribuicdo de massas molares dos peptideos.

Figura A - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados apés
a hidrolise utilizando-se a pepsina sem pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37 °C, 1%
de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrolise de 6h, de 0 a 3000
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Figura B - Perfil de distribui¢do de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a hidroélise utilizando-se a pepsina sem pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37 °C, 1%
de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h, de 0 a 5000 Da.
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Figura C - Perfil de distribui¢do de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a hidroélise utilizando-se a pepsina sem pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37 °C, 1%
de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrolise de 6h, de 0 a 10000 Da.
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Figura D - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a hidroélise utilizando-se a pepsina sem pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37 °C, 1%
de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrolise de 6h, de 0 a 20000 Da.
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Figura E - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a hidrolise utilizando-se a pepsina com pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37 °C, 1%
de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h, de 0 a 3000 Da.
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Figura F - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a hidrolise utilizando-se a pepsina com pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37 °C, 1%
de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h, de 0 a 5000 Da.
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Figura G - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a hidrolise utilizando-se a pepsina com pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37 °C, 1%
de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrolise de 6h, de 0 a 10000 Da.
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Figura H - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados apds
a hidrolise utilizando-se a pepsina com pré-tratamento (pH 2,5, temp. 37 °C, 1%
de pepsina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h, de 0 a 20000 Da
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Figura | - Perfil de distribuigdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a hidrélise utilizando-se a papaina sem pré-tratamento (pH 7, temp. 50 °C, 1%
de papaina e 2% de substrato) e tempo de hidrdlise de 6h, de 0 a 3000 Da.
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Figura J - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados apds
a hidrélise utilizando-se a papaina sem pré-tratamento (pH 7, temp. 50 °C, 1%
de papaina e 2% de substrato) e tempo de hidrdlise de 6h, de 0 a 5000 Da.
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Figura L - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados apds
a hidrélise utilizando-se a papaina sem pré-tratamento (pH 7, temp. 50 °C, 1%
de papaina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h, de 0 a 20000 Da.
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Figura M - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados
apos a hidrolise utilizando-se a papaina com pré-tratamento (pH 7, temp. 50 °C,
1% de papaina e 2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h, de 0 a 3000 Da.
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Figura N - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a hidrdlise utilizando-se a papaina com pré-tratamento (pH 7, temp. 50 °C, 1%
de papaina e 2% de substrato) e tempo de hidrdlise de 6h, de 0 a 5000 Da.
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Figura O - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados apds
a hidrdlise utilizando-se a papaina com pré-tratamento (pH 7, temp. 50 °C, 1%
de papaina e 2% de substrato) e tempo de hidrdlise de 6h, de 0 a 20000 Da.
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Figura P - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos do IPS
solubilizado, de 0 a 3000 Da.
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Figura Q - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a simulacéo gastrointestinal, submetidos a hidrélise utilizando-se a pepsina sem
e com pré-tratamento, respectivamente (pH 2,5, temp. 37 °C, 1% de pepsina e
2% de substrato) e tempo de hidrdlise de 6h, de 0 a 4500 Da.
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Figura R - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a simulagéo gastrointestinal, submetidos a hidrélise utilizando-se a pepsina sem
e com pré-tratamento, respectivamente (pH 2,5, temp. 37 °C, 1% de pepsina e
2% de substrato) e tempo de hidrélise de 6h, de 500 a 20000 Da.
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Figura S - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados ap6s
a simulacdo gastrointestinal, submetidos a hidrélise utilizando-se a papaina sem
e com pré-tratamento, respectivamente (pH 7, temp. 50 °C, 1% de papaina e 2%
de substrato) e tempo de hidroélise de 6h, de 0 a 4500 Da.
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Figura T - Perfil de distribuicdo de massas molares dos peptideos liberados apds
a simulacéo gastrointestinal, submetidos a hidrélise utilizando-se a papaina sem
e com pré-tratamento, respectivamente (pH 7, temp. 50 °C, 1% de papaina e 2%
de substrato) e tempo de hidroélise de 6h, de 500 a 20000 Da.
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