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RESUMO. Virios estudos tém relacionado a importéancia
nutricional dos hidrolisados protéicos ao seu teor em oligopeptideos,
especialmente, em di- e tripeptideos. Assim, neste trabalho, alguns
pardmetros hidroliticos foram testados, utilizando-se a papaina, a
fim de se obter hidrolisados de caseina com perfil peptidico
adequado para uso em dietas especiais. Os hidrolisados foram
fracionados por cromatografia liquida de alta performance de
exclus@o molecular (SE-HPLC) e, para a quantificagdo dos
peptideos, empregou-se o método rapido da Area Corrigida da
Fra¢do (ACF). Dentre as cinco condigdes de hidrolise estudadas,
trés deram origem a preparagdes com perfis peptidicos
nutricionalmente semelhantes. Entretanto, o emprego da
temperatura de 37°C e da relagdo enzima:substrato (E:S) de 2%
indicou ser, provavelimente, esta a condigdo economicamente mais
vidvel para ser utilizada em escala industrial.

Palavras-chave: Dietas especiais, hidrolise enzimatica, caseina,
peptideos, papaina, qualidade nutricional.

INTRODUCAO

A introducdo na dieta de hidrolisados enzimaticos ricos
em pequenos peptideos pode ser importante, no sentido de
propiciar uma melhor utilizagdo das proteinas, principalmente
em determinadas situagSes como a que ocorre em individuos
com intolerancia a proteina ou em portadores de deficiéncia
enzimatica (1,2). Neste sentido, os hidrolisados protéicos t€ém
sido utilizados, especialmente nos paises desenvolvidos, na
fabricagdo de alimentos especiais para diversos grupos, tais
como os recém-nascidos prematuros, as criangas com diarréia,
gastroenterite, ma-absorgdo, fenilcetoniiria e, ainda, para
pessoas com alergia a proteinas, visto que o decréscimo no
tamanho dos peptideos tem relagfo direta com a diminui¢do
da imunogenicidade (3-5). Além disso,festes preparados
enzimaticos podem ser tteis na suplementacgio dietética de
idosos, na nutrigdo de esportistas, como também, em dietas
para controle de peso (6).

O valor nutricional dos hidrolisados depende da proteina
de origem, do tipo de hidrélise (enzimatica ou quimica) e do
tamanho da cadeia peptidica. A qualidade de uma proteina
alimentar é fungdo da quantidade e do tipo de aminoacidos
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em sua composi¢do, especialmente dos essenciais,
representando uma medida da eficacia com a qual pode ser
utilizada pelo organismo. Uma proteina de alta qualidade
contém aminoacidos essenciais em proporgdes aproximadas
aquelas que satisfazem as necessidades humanas (7). Assim,
a caseina foi selecionada para o presente trabalho, devido ao
seu alto valor nutricional, elevada susceptibilidade a agdo
catalitica de todas as proteases conhecidas (8) e a
disponibilidade no mercado. Além disso, a qualidade
nutricional de hidrolisados protéicos esta diretamente
relacionada ao seu perfil peptidico, uma vez que, segundo
Gonzalez-Tello (2), a composigdo destas preparacdes deve
apresentar elevados teores de di- e tripeptideos e peptideos
com massa molecular média de 500 Da, baixa porcentagem
de peptideos com massa molecular maior que 800 Da e de
aminodacidos livres.

Sendo assim, torna-se importante utilizar um método
eficiente para o fracionamento ¢ a quantificagdo de peptideos
¢ de aminoacidos livres dos hidrolisados protéicos, além de
se proceder a avaliagdo da distribuiggo de certos aminoacidos
na forma de em que sdo mais facilmente absorvidos pelo
organismo (9,10).
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Este trabalho teve como objetivo estudar diferentes
condi¢Oes de hidrélise a fim de se obter hidrolisados de
caseina com perfil peptidico adequado para uso em dietas
especiais. Para isto, foram testados varios parametros
hidroliticos empregando-se a enzima papaina.

MATERIAL E METODOS

Material

O sistema de HPLC isocrético consistiu de uma bomba
(série HP1100) e de um detector espectrofotométrico em UV-
VIS, acoplado a um computador com software HPchemstation
(Avondale, USA). Foi utilizada a coluna cromatogréfica [poli-
(2-hidroxietilaspartamida)-silica - PHEA], 250 X 9,4 mm,
5um e 200 A (PolylC, Columbia, MD). A papaina foi
gentilmente doada pela BIOBRAS (Montes Claros, Brasil).
A casefna bovina (C7078) foi adquirida da Sigma Chemical
(St.Louis, MO). O 4cido férmico foi obtido da Merck
(Darmstadt, Alemanha). A dgua para uso no cromatégrafo
foi purificada através da passagem pelo Sistema de Purificagio
de Agua Aries (Vaponics, EUA). As membranas de celulose,
utilizadas para filtragdo das amostras (0,20 um) e dos
solventes (0,45 um), foram adquiridas da Sartorius
(Alemanha). '

Métodos

Preparo dos hidrolisados de caseina

oram preparados cinco hidrolisados protéicos. As solugdes
de caseina a 0,125g% (p/v) em tampdo fosfato 0,01mol/L
(pH 6,5 e 7,5) foram, inicialmente, pré-aquecidas em banho-
maria a 90°C por 30minutos. Posteriormente, a temperatura
foi ajustada para cada caso, e a papafna foi adicionada numa
dada concentragdo, de maneira a obter a relagdo E:S desejada.
O tempo total de hidrélise foi de 5h. Os outros pardmetros
das reagdes estdo apresentados na Tabela 1.

o TABELA 1
~ Parametros hidroliticos empregados no preparo dos
hidrolisados de caseina pela papaina

Hidrolisados =~ Temperatura pH E:S (%) Tempo (h)
°C)

HI 37 7,5 4 5

H2 37 7,5 2 5

H3 40 7,5 4 5

H4 37 6,5 4 5

H5 60 7.5 4 5

E:S = relacdo enzima:substrato

Fracionamento dos hidrolisados de caseina

O fracionamento dos hidrolisados foi realizado por SE-
HPLC, em coluna PHEA, como descrito por Silvestre et al.
(10). As amostras foram dissolvidas a uma concentragdo de
1g% (p/v) em solugdo de 4cido férmico 0,05mol/L (pH 2,5)
e cromatografadas a temperatura ambiente, sob condicdes
isocraticas, a um fluxo de 0,5mL/min, durante 35 min. A
fase mével foi filtrada, através de membrana de 0,45 7m, e
desgaseificada em banho de ultra-som, imediatamente antes
do uso. A detec¢do dos picos cromatogréficos foi efetuada
em trés comprimentos de onda: 230, 280 e 300nm. As
amostras foram analisadas em triplicatas e as fracdes foram
separadas, de acordo com o tempo de retengdo, sendo F1, de
14,4 a 18,9 min; F2, de 18,9 a 22,4 min; F3, de 22,4 a 23,4
min; € F4, de 23,4 a 32,7min.

Quantificacdo de peptideos e aminoacidos livres nos
hidrolisados de caseina

O método répido da Area Corrigida da Fragio (ACF),
desenvolvido por Silvestre et al. (10), foi utilizado para
quantificar os peptideos ¢ aminodcidos livres presentes nos
hidrolisados de caseina. As amostras foram fracionadas e os
valores da ACF calculados, de acordo com a curva padrio
estabelecida por Morato et al. (11).

Analise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.
Para verificar a presenga de efeitos significativos entre os
diferentes tratamentos, foi adotado o delineamento em
Andlise Fatorial 5x4 (hidrolisados x fragdes cromatogréficas).
Para a determinagdo das diferengas entre as médias e o
contetido de aminodcidos das fracdes cromatogréficas
dos hidrolisados de caseina foi realizado o teste de
Duncan (12).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo dos hidrolisados de caseina

Fracionamento por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - exclusao molecular (SE-HPLC)

O perfil cromatografico do hidrolisado H3, a 230 nm,
est4 apresentado na Figura 1. Os hidrolisados protéicos foram
separados em quatro fragdes, conforme: descrito
anteriormente por SILVESTRE et al. (9), Morato et al. (11)
e Carreira (13). A fragdo 1 corresponde aos peptideos
contendo mais que 7 residuos de amino4cidos; a fragéo 2 de
4 a 7 residuos; a fracdo 3, de 2 a 3 residuos e a fragdo 4
contendo os aminodcidos livres. Os dltimos dois picos na
fracdo 4 correspondem a tirosina (pico Y) e ao triptofano
(pico W). Assim sendo, a técnica de SE-HPLC empregada
no presente trabalho, mostrou ser eficiente na caracterizagao
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de hidrolisados protéicos, especialmente nos casos em que 0
interesse estd voltado para o fracionamento de peptideos de
baixa massa molecular, ou seja, inferior a 1000 Da.

FIGURA 1
Perfil cromatografico do hidrolisado H3 (4%, pH 7.5,
40°C, 5h) 2230 nm. FI: grandes peptideos (> 7 residuos
de aminodcidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de
aminodcidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos
livres. Y = pico da tirosina, W = pico do triptofano
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Diferentes técnicas t€ém sido empregadas no

fracionamento de peptideos de hidrolisados protéicos. A
maioria refere-se a peptideos com massa molecular superior
a 1000 Da. Dentre estes métodos destacam-se a eletroforese
em gel de poliacrilamida - sédio dodecil sulfato (SDS-PAGE),
a cromatografia de exclus@o molecular (SEC), HPLC capilar
e de troca de ligante (LE-HPLC) e a SE-HPLC (14- 18).
Entretanto, o emprego destas técnicas tem demonstrado
uma série de inconvenientes, tais como interagdes secunddrias
(eletrostaticas ou hidrofébicas) entre os solutos e a fase
estaciondria e a ineficiéncia para separar pequenos peptideos
(19-21). Qutros autores, empregando a SE-HPLC (14) ou a
HPLC capilar (16), relataram a dificuldade de separar os
peptideos de acordo com o tamanho da cadeia, tendo
observado uma superposi¢do de pesos moleculares.

Distribui¢cdo de tirosina e triptofano nas fracdes
cromatograficas C e - .

A fim de se ter uma idéia mais precisa do valor nutricional
dos hidrolisados protéicos, avaliou-se a distribuicdode
tirosina e triptofano nas diferentes fragcdes cromatogréficas,
especialmente na fragdo F3 (Tabela 2), visto que di- e
tripeptideos representam a forma mais facilmente absorvida
destes dois aminodcidos. Além disso, considerando-se a baixa
solubilidade da tirosina livre, seria interessante a sua
substitui¢@o em preparacdes dietéticas, por di- e tripeptideos,
contendo altos teores de tirosina soltvel (22).

TABELA 2
Distribui¢do de tirosina e triptofano (%) nas fracoes
cromatogréaficas dos hidrolisados de caseina

Fragbes cromatogréficas

Hidrolisado Aminodcido Fi F2 F3 F4
H1 Tyr 19,31c  20,60b 4993a 10,174
Trp 19,30x 20,53w 50,01v 10;16z
H2 Tyr 13,99¢ 25,19a 32,33e 28,49a
Trp 13,97y 25,14v 32,38z 28,50v
H3 Tyr  20,32b 14,67c 36,44d 28,56a
Trp  20,38w 14,80x 36,40y 28,43w
H4 Tyr 13,92d 13,64 47,33b 25,11c
Trp 13,94y 13,66z 4728w 25,11y
H5 Tyr 20,982 14,45d 38,78c 25,7%
Trp 20,93v 14,42y 38,87x 25,78x-

*Qs valores representam a média das triplicatas. Fl: grandes
peptideos (> 7 residuos de aminoécidos); F2: médios peptideos (4
a7 residuos de aminodcidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoécidos
livres. Os dados referem-se a porcentagem da érea total das quatro
fragdes, medida a 230nm. Médias indicadas por letras iguais nio
diferem entre si a 5% de probabilidade na comparagdo de uma
mesma fragio para diferentes hidrolisados.

A distribuigdo foi estimada baseando-se nas dreas relativas
dos dois residuos a 230 nm. Como apresentado na Tabela 2,
o hidrolisado H1 foi 0 mais vantajoso, uma vez que contém
teores mais elevados de tirosina e triptofano na forma de di-
e tripeptideos.

Comparacéo entre os diferentes tratamentos
enzimaticos

Efeito da relacio E: S

A influéncia da relagdo E:S na agfo da papaina sobre a
casefna pode ser avaliada na Figura 2.

Observa-se que a alteracdo da relagdo E:S de 2% para
4% (hidrolisados H2 e HI, respectivamente), alterou
significativamente o conteidido de todas as fragdes
cromatograficas, produzindo um perfil peptidico de qualidade
nutricional inferior. Houve diminui¢8o dos niveis de di- e
tripeptideos, assim como aumento do teor de aminodcidos
livres e médios peptideos. A dnica alteragdo vantajosa, do
ponto de vista nutricional, refere-se ao decréscimo no
contetido de grandes peptideos (Tabela 3). Considerando-se
que a papaina apresenta baixa especificidade, esta reducéo
expressiva na quantidade de di- e tripeptideos n#o era
esperada. O aumento da E:S, ao invés de promover a quebra
dos grandes e médios peptideos a di- e tripeptideos, levou 2
clivagem destes a aminodcidos livres. Isto poderia estar
associado, pelo menos em parte, ao fato de que a 2%, houve



80 MORAIS et al.

apenas pequena formacgdo de di- e tripeptideos contendo
fenilalanina como segundo aminoédcido a partir da porcéo
carboxi-terminal os quais, de acordo com Lenier (23) e Reed
(24), ndo serviriam de substrato para a ag¢@o desta enzima.

FIGURA 2
Acdo isolada da papaina: efeito da relacio E:S. H1: 4%;
H2:2% F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminodcidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de
aminoécidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminodcidos
livres. Os resultados representam a média das triplicatas.
Meédias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a
5% de probabilidade na comparagdo de uma mesma fragdo
para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por nimeros
iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade na
comparagdo de diferentes fragdes de um hidrolisado
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TABELA 3
Teor de peptideos e de aminoécidos livres (% nmoles) das
fragdes cromatograficas dos hidrolisados testes

Hidrolisados Fracdes
F1 F2 F3 F4
H1 37,13c/1 25,07¢/2 9,01¢c/3 28,79a/2
H2 53,29a/1 19,99d72 19,96a/2  6,76b,c /3
H3 33,23d/2 41,46a/1 14,94b/3 10,37b/4
H4 52,68a/1 36,65b/2 8,91¢/3 1,76d/4
40,60a/1 12,10b,c/2 5,06¢c,d/ 3

HS 42,24b/1

Os valores sdo apresentados em nmoles% (porcentagem do nimero
de nmoles das -quatro fragdes). Os resultados representam a média
das triplicatas. Médias indicadas por letras iguais néo diferem entre
si a 5% de probabilidade na comparagdo de uma mesma fragdo
para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por nimeros iguais
nio diferem entre si a 5% de probabilidade na comparagio de
diferentes fragdes de um hidrolisado. F1: grandes peptideos (> 7
residuos de amino4cidos); F2: médios peptideos (4_ a7 aminoacidos);
F3: di- e tripeptideos; F4: amino4cidos livres.

Este efeito da papaina sobre o perfil peptidico foi mais
prejudicial do que o da pepsina, uma vez que Carreira (13),
variando arelagdo E:S nas mesmas propor¢des, ndo observou
alteragdes significativas nos conteidos das fraces F1, F2 e
F4 e, ainda, obteve uma elevacdo nos niveis de di- e
tripeptideos.

Comparando-se a agdo da papaina com a da subtilisina,
observa-se que o segundo tratamento foi bem superior, do
ponto de vista nutricional. Assim, Morato et al. (11), ao passar
a E:S de 2% para 4%, obtiveram um decréscimo dos teores
de grandes peptideos e aminoécidos livres, bem como um
aumento do conteido de médios peptideos e também de di-
¢ tripeptideos.

Estes resultados contradizem a afirmativa de Gonzalez-
tello (2) de que uma alteragdo na relagdo E:S ndo exerce
qualquer influéncia na distribui¢cdo de peptideos nas fracdes
cromatograficas de hidrolisados protéicos. Existem relatos
na literatura que confirmam esta observagio. Assim, Freitas
et al. (3) ndo obtiveram uma alteragcdo do perfil
cromatogrifico de um hidrolisado de casefna, a0’ aumentar
de 3,7 vezes a concentragio de pancreatina. Segundo os
autores, este limite aparente na hidrélise da caseina, pode
estar relacionado, pelo menos em parte, a sua seqiiéncia de
aminodcidos e a especificidade da enzima empregada. Apesar
destes resultados estarem de acordo com o relato de
Gonzélez-tello (2), uma explicagdo para isso seria a de que
os suportes cromatograficos, empregados por estes autores,
foram ineficientes para a separagio de peptideos, de acordo
com o tamanho da cadeia, especialmente de di- e tripeptideos
(20, 25).

Todavia, os resultados apresentados por outros
pesquisadores estdo de acordo com os obtidos no presente
trabalho, bem como os de Carreira (13) e Morato et al. (11).
Assim, Loosen et al. (26) testaram o emprego da subtilisina
na hidrélise da caseina, variando-se a relagio E:Sde 1 24%,
sendo que os melhores resultados foram obtidos empregando-
se arelacdo E:S de 2%, levando a obtencio de um hidrolisado
contendo 75% de di- e tripeptideos e apenas 5% de
aminodcidos livres.

Com relagdo a distribuigo de tirosina e triptofano (Tabela
2), a alterag@o na relagdo E:S de 2% para 4% (H2 e HI,
respectivamente) foi vantajosa, pois aumentou o contetido
de ambos amino4cidos na forma de di- e tripeptideos. Ao
promover esta mesma alteracdo empregando a subtilisina
para hidrolisar a caseina, Morato et al. (11) obtiveram
resultados semelhantes. Por outro lado, Carreira (13),
utilizando a pepsina, observou que este aumento na relagio
E:S reduziu o contetido de tirosina e triptofano na fragdo
F3.
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Efeito da temperatura
O efeito da temperatura na agao da papaina sobre a caseina
estd representado na Figura 3.

FIGURA 3

Acéo isolada da papaina: efeito da temperatura. H 1. 37°C;
H3: 40°C; H5: 60°C. FI: grandes peptideos (> 7 residuos
de aminodcidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de

aminodcidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos
livre. Os resultados representam a média das triplicatas.
Médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a
5% de probabilidade na comparag¢do de urna mesma fragao

para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por

numeros iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade
na comparagao de diferentes fragoes de um hidrolisado.

F1 F2 F3 F4

Frapbes cromatogréaficas

1H @H3 " uH5

Observa-se que a variaqao da temperatura de 37°C para
40°C (hidrolisados H1 e H3, respectivamente) produziu urna
elevagdo nos teores de di- e tripeptideos, além de reduzir os
niveis de aminoéacidos livres e de grandes peptideos (Tabela
3). Este efeito da papaina sobre a caseina foi diferente daquele
da pepsina, urna vez que Carreira (13) mostrou que, ao passar
de 37°C para 40°C, nao houve alteragdo nos teores de di- e
tripeptideos, como também nos de aminodacidos livres.

O aumento da temperatura de 40°C para 60°C (H3 e H5,
respectivamente), produziu um perfil peptidico ligeiramente
inferior, do ponto de vista nutricional. Se por um lado obteve-
se urna queda expressiva (cerca de 50%) na quantidade de
aminoéacidos livres, por outro este tratamento elevou os teores
de grandes peptideos e provocou urna pequefia reduqao nos
niveis de di- e tripeptideos. Verifica-se que, entre os
tratamentos realizados, o emprego de temperatura de 40°C
foi 0 mais vantajoso, do ponto de vista nutricional, pois
permitiu a obtengao de um hidrolisado apresentando o melhor
perfil peptidico para ser empregado em dietas especidis, como

descrito por Gonzélez-tello (2). Ressalta-se, ainda, que neste
caso também, a agdo da papaina sobre a caseina produziu
melhores resultados do que a da pepsina, urna vez que ao
passar de 40° para 60°C, esta enzima nao contribuiu para
reduzir os teores de aminoacidos livres (13).

O efeito da elevagao da temperatura (de 40°C para 50°C)
sobre o perfil peptidico de hidrolisados de caseina obtidos
pela agao da subtilisina foi, também, estudado recentemente.
Assim, Morato et al. (11) mostraram que o emprego da
temperatura acima de 40°C foi prejudicial do ponto de vista
nutricional, tendo obtido resultados semelhantes ao do
presente trabalho, ao se passar de 40°C para 60°C.

Chataud et al. (1) e Loosen et al. (26) recomendam o
emprego de temperaturas superiores a 50°C para o preparo
de hidrolisados ricos em di- e tripeptideos, usando a
subtilisina. De acordo com estes autores, isto poderia reduzir
o tempo de hidrélise, sem desnaturagao significativa da
enzima, e minimizar a contaminagqdo microbiana. Entretanto,
os resultados aqui apresentados, assim como os obtidos por
Morato et al. (11) e Carreira (13), mostraram o contrario,
urna vez que o emprego de temperaturas superiores a 40°C
foi prejudicial para o perfil peptidico dos hidrolisados. Este
tratamento somente foi benéfico para a tirosina, que teve seu
teor elevado 5 vezes na fragao F3, ao se passar de 40 °C para
50 °C e empregando-se a subtilisina para hidrolisar a caseina
(11)

Com relaqao a distribuito de tirosina e triptofano nas
fragoes cromatograficas (Tabela 2), o emprego de
temperaturas superiores a 37°C prejudicou o perfil peptidico.
Assim, ao passar de 37°C (HI) para 40°C (H3) e de 40°C
para 60°C (H5) observou-se urna redugao e um aumento nos
teores destes aminoacidos na fragao F3, respectivamente.
Entretanto, este aumento observado para H5 nao foi suficiente
para aproximar dos valores encontrados em HI. Efeito
semelhante foi obtido pela agdo da pepsina, empregando-se
a mesma variagao da temperatura de hidrélise da caseina
(13).

Efeito do pH

A influencia do pH na agao da papaina sobre a caseina
estéd representada na Figura 4.

Observa-se que o emprego destes dois valores de pH,
situados na faixa O0tima de atuagao da papaina (6,0 e 7,5)
(27), produziu algumas diferengas significativas no perfil
peptidico. O hidrolisado obtido no pH 6,5 (H4) mostrou-se
ligeiramente superior, do ponto de vista nutricional, ao
preparado no pH 7,5 (HI). Ambos hidrolisados apresentaram
0s mesmos teores de di- e tripeptideos. Mas, se por um lado
o teor de grandes peptideos de HI é inferior ao de H4, a
quantidade de aminodacidos livres neste hidrolisado reduziu

quase seis vezes em relagdo a H1.
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FIGURA 4
Acdo isolada da papaina: efeito do pH. HI: pH = 7,5; H4:
pH = 6,5. F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminoacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de
aminoacidos); F3: di-e tripeptideos; F4: aminoacidos
livres. Os resultados representam a média das triplicatas.
Médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a
5% de probabilidade na comparacdo de urna mesma fragao
para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por
nameros iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade
na comparagao de diferentes frac6es de um hidrolisado

Sy

F2 F3
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Este efeito da influencia do pH sobre o perfil peptidico
de hidrolisados protéicos, sempre verificado na faixa 6tima
de agdo das enzimas, ja foi relatado anteriormente. Assim,
Morato et al. (11) mostraram que o hidrolisado de caseina
obtido pela sublilisina, em pH 7,5, foi nutricionalmente
superior 4quele preparado em pH 8,0, j& que apresentou maior
teor de di- e tripeptideos, bem como menor quantidade de
grandes peptideos e aminoacidos livres. De forma semelhante,
Carreira (13) verificou urna alteragao do perfil peptidico, ao
reduzir o pH da hidrolise de 2,5 para 1,9, empregando a
pepsina. Do ponto de vista nutricional, esta alteragao foi
benéfica, pois elevou os teores de di- e tripeptideos e reduziu
o conteldo de grandes peptideos, nao tendo sido observadas
diferengas significativas entre as quantidades de médios
peptideos e de aminoacidos livres.

A distribuigao de tirosina e triptofano (Tabela 2) foi afetada
pela variagdo do pFl da hidrolise. O melhor resultado foi
obtido no pH 7,5, visto que o hidrolisado HI apresentou os
teores mais elevados destes aminoacidos na forma de di- e
tripeptideos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Morato et al. (11) que, ao testarem diferentes valores de pH
dentro da faixa o6tima de a8ao da subtilisina, também
observaram diferengas entre os conteddos de tirosina e
triptofano na fragao F3, obtendo melhor distribuigao destes
aminoacidos em pH 6,5 e 8,0. Da mesma forma, Carreira

(13), alterando o pH dentro da faixa 6tima de agdo da pepsina,
encontrou diferentes resultados em relagao a distribuicao de
tirosina e triptofano. Assim, maior conteddo desfes
aminoacidos aromaticos na forma de di- e tripeptideos foi
observado quando o pH aumentou de 1,9 para 2,5.

O conjunto dos resultados apresentados neste item pode
ser, provavelmente, explicado pela carga dos residuos de
aminoacidos fias moléculas das enzimas e da caseina em
diferentes valores de pH, afetando a disponibilidade das
ligacbes peptidicas ao ataque enzimatico e,
consequentemente, alterando os produtos obtidos, como
relatado anteriormente por Morato et al. (11).

Sintese dos resultados obtidos pela acao da papaina

Considerando a afirmativa de Gonzélez-Tello et al. (2),
dentre os hidrolisados preparados, pode-se concluir que H2,
H3 e H5 apresentaram as melhores caracteristicas para serem
usados em dietas especidis, ou seja, maior teor de di- e
tripeptideos (F3) e peptideos com massa molecular média
de 500 Da (F2 + F3), a menor porcentagem de peptideos
com massa molecular maior que 800 Da (FI), bem como
nivel mais baixo de aminoacidos livres (F4).

A escolha do melhor dentre estes trés hidrolisados para
ser preparado em larga escala dependeria de urna avaliacao
econdémica. Entretanto, a principio tudo indica que o
hidrolisado H2 seria o escolhido, urna vez que no seu preparo
foram empregados os menores valores de temperatura (37C°)
e da relagao E:S (2%), condicoes que devem ser vantajosas
para urna produgao em escala industrial.

Alguns parametros hidroliticos, tais como o tempo de
reacdo, poderiam ainda, ser alterados, na busca de um melhor
perfil peptidico. Entretanto, deve-se estar consciente de que
acima de 5h de hidrélise, o risco de contaminacao ¢é
consideravel (1, 26).

CONCLUSAO

A acgdo da papaina foi mais eficiente na producéo de di-
e tripeptideos quando se empregou urna relacdo E:S de 2%,
pH 7,5 e temperatura de 37°C (H2). Com relacdo a
distribuicdo de tirosina e triptofano, na forma de di- e
tripeptideos, os melhores resultados foram obtidos nos
mesmos valores de pH e temperatura, mas nesse caso foi
necessario empregar urna relacdo E:S de 4% (HI).
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