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Otimizacao na Producao de Di- e Tripeptideos
em Hidrolisados de Caseina pela Associacao de
Enzimas: Pepsina, Tripsina e Subtilisina

Optimization of the Production of Di- and
Tripeptides in Casein Hydrolysates by the
Association of Enzymes: Pepsin, Trypsin and
Subtilisin

RESUMO

O emprego da associacao da pepsina (P} com a tripsina (T) e a subtilisina (S) foi
estudado, no intuito de se estabelecer as condicdes hidroliticas para a obtencdo de hidrolisados
de caseina com teores elevados de di- e tripeptideos, adequados para uso em dietas especiais.
O fracionamento dos hidrolisados, de acordo com o tamanho da cadeia dos peptideos, foi
realizado por HPLC de exclusdo molecular e, para a quantificacdo dos componentes das fracoes
cromatogréficas, empregou-se o método rapido da Area Corrigida da Fracdo. O melhor perfil
peptidico foi obtido pela associacdo das trés enzimas (33% de di- e tripeptideos) em comparacao
com a de duas (24% de di- e tripeptideos) mas, nesse caso, o custo da producdo em larga escala
deve ser avaliado.

SUMMARY

In order to establish the hydrolitic conditions for obtaining casein hydrolysates with
high di- and tripeptide contents for dietary purposes, the use of an association of pepsin (P)
with trypsin (T) and subtilisin (S) was studied. Size-exclusion HPLC was used to fractionate the
casein hydrolysates, according to the peptide chain length, and the rapid Corrected Fraction
Area method used to quantify the peptides. The best peptide profile was obtained by the
association of the three enzymes (33% of di- and tripeptides) as compared to that using only
two enzymes (24% of di- and tripeptides). However an economic analysis is necessary for large
scale production.
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1. INTRODUCAO

A hidrdlise enzimatica de proteinas tem sido utilizada
com diversas finalidades, destacando-se a obtencao de
preparacoes ricas em di- e tripeptideos, possuindo maior valor
nutricional do que uma mistura equivalente de aminoacidos
livres (HARA et al., 1984, KEOHANE et a/., 1985, GRIMBLE
et al., 1986).

Em alguns trabalhos, é relatado o emprego de enzimas
proteoliticas diversas, assim como sao citadas fontes protéicas
variadas, visando ao preparo de hidrolisados com elevado teor
de oligopeptideos (LOOSEN et al, 1991, CHATAUD et al., 1992,
GONZALEZ-TELLO et al., 1994).

A avaliacdo dos teores de peptideos em hidrolisados
protéicos envolve, inicialmente, o fracionamento das amostras.
Neste sentido, varias técnicas cromatograficas tém sido descritas
na literatura, mas apresentam inimeros inconvenientes, tais
como interagdes secundarias entre o soluto e a fase estacionaria
e a ineficiéncia em separar os pequenos peptideos
(KOPACIEWICZ, REGNIER, 1982, LEMIEUX, AMIOT, 1989,
VERNEUIL et al, 1990, LEMIEUX et al, 1991, DAVIS, LEE,
1992, GOLOVCHENKO et al., 1992).

Nosso grupo tem se dedicado a este tema, tendo
desenvolvido alguns trabalhos empregando a caseina bovina,
como proteina de origem, e testando a acdo de diferentes
enzimas e condigdes hidroliticas (CARREIRA et al., 2001,
MORATO et al., 2000, SILVESTRE et al., 1994a, b). O método de
analise de hidrolisados protéicos empregado nestes estudos
mostrou ser eficiente no fracionamento de peptideos com massa
molecular inferior a 1000 Da.

O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito
da associacdo sucessiva da pepsina com duas outras enzimas

em Hidrolisados de C
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Tripsina e Subtilisina
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na obtencao de di- e tripeptideos a partir da caseina. Num
primeiro momento, adicionou-se apenas a tripsina e,
posteriormente, incorporou-se também a subtilisina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A caseina bovina (C7078) e as enzimas tripsina de
pancreas bovino (tipo XllI, tratada com TPCK), pepsina suina
(P6887), subtilisina carlsberg (P-5380, tipo VIl do Bacillus
licheniformis) foram adquiridas da Sigma (St.Louis, MO). O acido
cloridrico e o férmico foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Germany).

2.2 Métodos
2.2.1 Preparo dos hidrolisados de caseina

Foram preparados nove hidrolisados de caseina bovina.
No intuito de promover a desnaturacdo protéica, as solugoes
de caseina a 0,25g% em tampéo fosfato 0,01M (pH 1,9 e 7,5)
foram, inicialmente, pré-aquecidas em banho-maria a 90°C
por 30min. Posteriormente, a temperatura foi ajustada para
cada caso e as enzimas (pepsina, tripsina e subtilisina) foram
adicionadas numa dada concentracao, de maneira a obter a
E:S (% p/p) desejada. O tempo total de reacao foi de 5h, com
excecdo de H1 e H4, para os quais a hidrdlise teve uma duracio
de 3h. Os outros parametros das reacoes estao apresentados
na Tabela 1.

TABELA 1. Pardmetros hidroliticos empregados no preparo dos hidrolisados de caseina.

Uso da pepsina (P) pH E:S
Associada com Associada com a tripsina Temp. P T S P T S
a tripsina (T) (T) e subtilisina (S) (°C)

H1 P(1h) + T (2h) 37 1,9 7.5 7,5 4 3,3 4
H2 P (2h) + T (3h) 37 1,9 7,5 7.5 4 33 4
H3 P (3h) + T (2h) 37 1,9 7,5 7.5 4 33 4
H4 T (2h) +P (1h) 37 1,9 7.5 7,5 4 3,3 4
H5 T(3h) +P (2h) 37 1,9 7,5 7.5 4 33 4
H6 T(2h) +P (3h) 37 1,9 7,5 7,5 4 33 4
H7 T(1h) +P (1h) + S (3h) 37 1,9 7.5 7,5 4 33 4
H8 T(1h) + S (3h) + P (1h) 37 1,9 7,5 7,5 4 33 4
H9 S(3h) + T(1h) + P(1h) 37 1,9 7,5 7,5 4 33 4

E: S = relacao enzima substrato
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2.2.2 Fracionamento e quantificacao dos hidrolisados
de caseina

O fracionamento dos hidrolisados foi realizado por
SE-HPLC em coluna PHEA, como descrito por SILVESTRE et al.
(1994b). O sistema de HPLC consistiu de uma bomba isocratica
(série HP1100), um detector espectrofotométrico em UV-VIS,
acoplado a um computador com software HPchemstation
(HP1100, Germany) e um coletor de fragbes (Pharmacia-Frac
100, EUA). Foi utilizada a coluna cromatografica Poli-(2-
hidroxietilaspartamida)-silica (PHEA) 250 X 9,4mm, 5um e
200 A (PolyIC, Columbia, MD).

As amostras foram dissolvidas a uma concentracao de
1% em solucdo de acido férmico 0,05M (pH préximo a 2,5) e
cromatografadas a temperatura ambiente, sob condicoes
isocraticas, a um fluxo de 0,5mL/min, durante 35min. A fase
movel foi filtrada, através de membrana de 0,45uM, e sonicada
imediatamente antes do uso. A deteccao dos picos
cromatograficos foi efetuada em trés comprimentos de onda:
230, 280 e 300nm. As amostras foram analisadas em triplicatas
e as fracoes foram separadas, de acordo com o tempo de
retencgao, sendo F1, de 13,7 a 18,2min; F2, de 18,2 a 21,7min;
F3, de 21,7 a 22,7min; e F4, de 22,7 a 35min.

O método rapido da Area Corrigida da Fracdo (ACF) foi
utilizado para quantificar os peptideos e aminoacidos livres
presentes nos hidrolisados de caseina (SILVESTRE et a/., 1994a).
As amostras foram fracionadas e os valores da ACF calculados,
de acordo com a curva-padrao estabelecida por MORATO et al.
(2000).

2.2.3 Andlise estatistica

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.
Para a determinacdo das diferencas entre as médias do
contelido de aminoacidos das fragdes cromatograficas
dos hidrolisados de caseina foram feitos a Analise Fatorial e
o Teste de Duncan (PIMENTEL-GOMES, 1990).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo dos hidrolisados de caseina

3.1.1 Fracionamento por cromatografia liquida de
alta eficiéncia - exclusio molecular {SE-HPLC)

O perfil cromatografico do hidrolisado H9, a 230nm
esta apresentado na Figura 1, conforme descrito
anteriormente (SILVESTRE et a/., 1994a, MORATO et al., 2000,
CARREIRA et al., 2001).

Os hidrolisados protéicos foram separados em quatro
fragbes. A fracdo 1 corresponde aos peptideos contendo mais
que 7 residuos de aminoacidos; a fracdo 2 de 4 a 7 residuos; a
fracdo 3, de 2 a 3 residuos e a fracdo 4 contendo os aminoacidos
livres. Os Ultimos dois picos na fracéo 4 correspondem a tirosina
(pico Y) e triptofano (pico W). Assim sendo, a técnica de SE-
HPLC, empregada no presente trabalho, mostrou ser eficiente
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na caracterizacao de hidrolisados protéicos, especialmente nos
casos em que o interesse esta voltado para o fracionamento
de peptideos de baixa massa molecular, ou seja, inferior a
1000 Da. Por outro lado, os demais métodos, que tém sido
utilizados no fracionamento de hidrolisados protéicos,
apresentam inumeros inconvenientes, dificultando ou
impossibilitando a separacdo de peptideos de acordo com o
tamanho da cadeia (CARREIRA et al., 2001).

|
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FIGURA 1. Perfil cromatografico do hidrolisado H9 a
230nm. F1: peptideos grandes (> 7 residuos de
aminoacidos); F2: peptideos médios (4 a 7 residuos de
aminoacidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos livres;
Y = tirosina; W = triptofano.

3.1.2 Distribuicao de tirosina e triptofano nas fracoes
cromatograficas

Levando-se em conta as vantagens, do ponto de vista
nutricional, da presenca de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) na
forma de di- e tripeptideos (CARREIRA et al., 2001) estimou-se
a distribuicdo destes dois aminoacidos nas fracées
cromatograficas (Tabela 2). Observa-se que o hidrolisado H4
foi o mais vantajoso, apresentando os maiores teores de Tyr e
Trp na fracao F3, seguido de H3, cujo resultado para a Tyr nao
diferenciou significativamente de H4.

3.2 Comparacao entre os diferentes tratamentos
enzimaticos

3.2.1 Associacdo de duas enzimas: pepsina com a
tripsina

3.2.1.1 Efeito da ordem de acao das enzimas

Neste estudo, compararam-se os hidrolisados H1
(PTh+T2h) com H4 (T2h+P1h), H2 (P2h+T3h) com H5
(T3h+P2h) e H3 (P3h+T2h) com H6 (T2h+P3h), onde
inverteu-se apenas a ordem das enzimas e o tempo foi mantido
constante entre os grupos. Como mostrado na Figura 2, a
ordem de adicéo das enzimas interferiu no perfil cromatografico
dos hidrolisados obtidos por meio da a¢do sucessiva da
pepsina e da tripsina. Entre as trés condigbes estudadas, duas
delas (H1 com H4 e H2 com H5) mostraram que a melhor
distribuicdo de peptideos foi obtida quando a pepsina atuou
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apos a tripsina, uma vez que obteve-se uma reducdo do teor
de grandes peptideos e uma elevagdo no teor de di- e
tripeptideos. Por outro lado, observou-se um aumento no
teor de aminoacidos livres. Estes resultados podem ser
explicados pelo fato de que a tripsina, apresentando estreita
especificidade de acdo, quebraria a molécula de caseina em
grandes peptideos que seriam, posteriormente, quebrados em
cadeias menores. Na comparagao de H3 com H6, a agao da
pepsina em segundo lugar apesar de ter provocado uma
reducdo do teor de grandes peptideos, ndo alterou o de di- e
tripeptideos e, ainda, elevou o de aminoacidos livres.

Em relacao a distribuicdo dos aminoacidos aromaticos
apresentados na Tabela 2, observa-se que quando a acao da
pepsina sucedeu a da tripsina, obtiveram-se maiores teores
destes aminoacidos na fracdo F3 apenas para os dois primeiros
casos estudados (H1 com H4 e H2 com H5).

3.2.1.2 Efeito do tempo de acido das enzimas

O efeito do tempo de acdo das enzimas na hidrélise da
caseina estd apresentado na Figura 2. Quando a pepsina foi
adicionada antes da tripsina, 0 aumento no tempo de a¢ao da
primeira enzima de 1h (H1) para 2h (H2) provocou uma redugao
nos teores de grandes peptideos (de 79% para 52%) e uma
elevacdo nos teores de médios peptideos (de 18% para 30%]
e aminoacidos livres (de 1% para 13%). Nao houve diferencas
em relacdo aos niveis de di- e tripeptideos. Aumentando-se o
tempo de acao da pepsina de 2h (H2) para 3h (H3), observou-
se um aumento nos teores de grandes peptideos (F1: 51%
para 71%) e uma diminuigdo no contetido de médios peptideos
(F2: 30% para 18%) e de aminoacidos livres (F4: 13% para
7%). Em relacdo aos teores de di- e tripeptideos (F3), ndo houve
variacao entre estes dois hidrolisados.

TABELA 2. Distribuicao de tirosina e triptofano nas fragdes
cromatograficas dos hidrolisados de caseina.

Fragoes cromatograficas*

Hidrolisados Aminoacidos il = 3 4
H1 Tyr 25,26 51,92 15,33 7,49
Trp 9.84 33,81 27,57 28,78
H2 Tyr 8,01 15,39 57,81 18,79
Trp 15,47 15,24 48,70 20,58

H3 Tyr 11,19 2.91 77,39 1,51
Trp 9.45 3,84 52,87 33,84

H4 Tyr 2,30 17,75 78,10 1,87
Trp 11,52 4,82 64,13 19,53
H5 Tyr 9,54 0,89 65,17 24,39
Trp 11,22 5,18 59,24 24,36
H6 Tyr 5,47 1,48 36,00 57,06
Trp 16,39 25,96 22,06 35,59

H7 Tyr 24,6 32,6 36,90 5,92
Trp 5,32 7,68 11,22 78,22
H8 Tyr 12,35 19.88 25,61 42,16
Trp 72,37 2,40 7,58 17,6
H9 Tyr 16,50 19,27 33,07 31,16
Trp 5,36 29 512 60,52

*Os valores representam a média das triplicatas. F1: peptideos grandes (> 7 residuos de
aminoacidos); F2: peptideos médios (4 a 7 residuos de aminoacidos); F3: di- e tripeptideos;
F4: aminoacidos livres. Os dados referem-se a porcentagem da area total das quatro
fracdes, medida a 230nm.
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FIGURA 2. Efeito da ordem de agao das enzimas no
tamanho dos peptideos resultantes em hidrolisados de
caseina. P = pepsina; T = tripsina. F1: peptideos grandes
(> 7 residuos de aminoéacidos); F2: peptideos médios (4 a 7
residuos de aminoacidos); F3: di- e tripeptideos; F4:
aminodacidos livres. Letras iguais em colunas diferentes
indicam que ndo houve diferenga estatistica entre os
hidrolisados e os numeros, entre as fragbes para o mesmo
hidrolisado, sendo p < 0,05.

Pode-se concluir que, nestes casos, 0 aumento do
tempo de agao da pepsina nao favoreceu o perfil peptidico, do
ponto de vista nutricional.

Em relacéo a distribuicdo de aminoacidos aromaticos,
0 aumento no tempo de acao da primeira enzima de 1h (H1)
para 2h (H2), como também de 2h (H2) para 3h (H3), foi
benéfico, pois elevou os teores de tirosina e triptofano na
fracao F3 (Tabela 2).

Nas outras condi¢des estudadas, nas quais a pepsina
foi a segunda enzima a atuar, o aumento em 1h (de 1h para
2h) no tempo de acao da segunda enzima (H4 e H5), nao
apresentou qualquer vantagem no perfil cromatogréfico do
ponto de vista nutricional, uma vez que promoveu uma
reducao no teor de grandes peptideos (F1: 51% em H4 para
42% em H5) e uma elevacdo de aminoacidos livres (F4: 12%
em H4 para 20% em H5). Além disso, esta variacdo no tempo
de reacdo néo alterou significativamente o contetido de médios
e di- e tripeptideos. Por outro lado, observou-se um efeito
negativo no valor nutricional do hidrolisado com o aumento
do tempo de acao da pepsina de 2h (H5) para 3h (H6),
principalmente por ter ocasionado uma reducao importante
no teor de di- e tripeptideos (de 24% em H5 para 5% em H6).
O mesmo efeito foi observado por MORATO er al. (2000),
quando a subtilisina atuou apds a tripsina e aumentou-se o
seu tempo de acdo. Em relagdo a distribuicdo de tirosina e
triptofano na fracao F3, pode ser visto na Tabela 2 que o
acréscimo em 1h no tempo de agao da pepsina foi prejudicial,
pois reduziu os teores dos dois aminoacidos aromaticos.

Considerando-se os diversos fatores citados por
GONZALEZTELLO et al. (1994), que devem ser avaliados em
um hidrolisado protéico para uso em dietas especiais, pode-
se concluir que o melhor resultado foi obtido para o
hidrolisado H5, no qual a pepsina atuou apods a tripsina
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(tripsina 3h + pepsina 2h), uma vez que apresentou um maior
contetido de di- e tripeptideos (24%); maior teor de peptideos
com massa molecular média de 500Da (38%) e a menor
porcentagem de peptideos com massa molecular maior que
800 Da (42%). Ao contrario dos resultados aqui apresentados,
MORATO et al. (2000) concluiram que a melhor associacdo
enzimatica foi obtida quando a subtilisina atuou como a primeira
enzima (subtilisina 5 min + tripsina 4h55min).

Outros autores também empregaram a associagdo
enzimatica no intuito de obter hidrolisados protéicos ricos
em di- e tripeptideos. Assim, FREITAS et al. (1993), empregando
simultaneamente a tripsina com quimiotripsina e pancreatina
na hidrdlise da caseina, obtiveram 20% de grandes peptideos
(10-40 residuos de aminoacidos); 62% de pequenos
peptideos (2-9 residuos de aminoéacidos) e 18% de
aminoacidos livres. LOOSEN et al. (1991) prepararam
hidrolisados de caseina contendo 75% de di- e tripeptideos,
utilizando em associacdo, trés enzimas bacterianas. Este valor
foi maior que o obtido por MORATO et al. (2000) que,
utilizando apenas uma enzima bacteriana, produziu um
hidrolisado de caseina contendo 36% de di- e tripeptideos.

3.2.2 Associacao de trés enzimas: pepsina, tripsina e
subtilisina

Como mostrado na Figura 3, a ordem de adicao das
enzimas influenciou o perfil cromatogréfico dos hidrolisados
obtidos através da acdo sucessiva da pepsina, tripsina e
subtilisina. A agao da pepsina entre as duas outras enzimas
(H7) foi desvantajosa, pois elevou os teores de grandes
peptideos e reduziu o contetido de di- e tripeptideos, quando
comparado aos outros hidrolisados. Quando a pepsina foi a
ultima enzima a atuar (H8 e H9), a ordem de adigao da tripsina
e subtilisina influenciou o perfil cromatografico dos
hidrolisados obtidos. Entre as duas condi¢bes estudadas, a
melhor distribuicdo de peptideos foi obtida quando a tripsina
atuou em segundo lugar (H9), com 33% de di- e tripeptideos
e menor teor de aminoacidos livres (15%). Em H8, a acdo
sucessiva de duas enzimas de ampla especificidade (subtilisina
e pepsina), possivelmente potencializou a taxa de clivagem
da molécula protéica reduzindo, dessa forma, o teor de grandes
peptideos mas, por outro lado, contribuiu para elevar a
quantidade de aminoacidos livres. Ja, no melhor hidrolisado
desta associacdo enzimatica (H9), a acdo inespecifica da
tripsina pode ter reduzido o sinergismo de atuacdo das outras
duas enzimas, uma vez que agiu entre elas, produzindo maior
teor de grandes peptideos e menor de aminoacidos livres.

Em relacéo a distribuicdo dos aminoacidos aromaticos
(Tabela 2), uma comparacéo entre os trés hidrolisados mostra
que os teores mais elevados de tirosina e triptofano na forma
de di- e tripeptideos foram obtidos quando a pepsina atuou
entre as duas enzimas (H7). Nos casos em que a pepsina atuou
por ultimo, obteve-se um teor mais elevado de tirosina no
hidrolisado H9 (33%), caracterizado pela acao da subtilisina
antecedendo a da tripsina, enquanto um maior contetido de
triptofano na fracao F3 (8%) foi observado quando a subtilisina
atuou apos a tripsina (H8).
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FIGURA 3. Associagdo das trés enzimas. P = pepsina;
T = tripsina; S = subtilisina. F1: peptideos grandes (> 7
residuos de aminodacidos); F2: peptideos médios (4 a 7
residuos de aminodacidos); F3: di- e tripeptideos; F4:
aminoacidos livres. Os resultados representam a média
das triplicatas. Letras iguais em colunas diferentes indicam
que nao houve diferenga estatistica entre os hidrolisados
e 0s numeros, entre as fracbes para o mesmo hidrolisado,
sendo p < 0,05.

De acordo com GONZALEZ-TELLO et a/. (1994), dentre
os hidrolisados preparados pela tripla acdo enzimatica, o H9
(S3h+T1h+P1h) apresentou as melhores caracteristicas para
ser utilizado em dietas especiais, ou seja, maior teor de di- e
tripeptideos (F3) e peptideos com massa molecular média de
500Da (F2+F3), reduzida porcentagem de peptideos com
massa molecular maior que 800Da (F1), bem como o nivel
mais baixo de aminoacidos livres. A acdo inespecifica e restrita
da tripsina intercalada por duas enzimas de ampla
especificidade de acao (subtilisina e pepsina) favoreceu a
obtencdo de um hidrolisado protéico de elevado valor
nutricional.

3.2.3 Comparacao entre as duas associacoes
enzimaticas

Comparando-se os melhores resultados obtidos para
a associagao de duas (H5) com a de trés enzimas (H9), observa-
se (Figura 4) a superioridade do Ultimo tratamento. O aumento
do teor de di- e tripeptideos promovido pela associagdo das
trés enzimas pode ser devido ao sinergismo de agdo enzimdtica,
Ou ao emprego da enzima microbiana subtilisina. MORATO er
al. (2000) observaram qgue o hidrolisado obtido pela acao
isolada da subtilisina do Bacillus licheniformis apresentou
melhor perfil peptidico em relacio ao teor de di- e tripeptideos,
se comparado ao hidrolisado obtido através da associacdo
enzimatica com a tripsina. Deve-se, entretanto, ressaltar que,
do ponto de vista industrial, o hidrolisado H9 apresenta um
custo mais elevado de producao.

Em relagdo a distribuicao de tirosina e triptofano (Tabela
2), a associacao de duas enzimas (H5) foi mais vantajosa, uma
vez que produziu os indices mais elevados destes aminoacidos
na forma de di- e tripeptideos.
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FIGURA 4. Efeito das associacdes enzimaticas no
tamanho dos peptideos resultantes em hidrolisados de
caseina. P = pepsina; T = tripsina; S = subtilisina. 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. Letras iguais em colunas
diferentes indicam que ndo houve diferenca estatistica entre
os hidrolisados e os nUmeros, entre as fracdes para 0 mesmo
hidrolisado, sendo p < 0,05.

4. CONCLUSAO

O estudo de vdrias associagdes enzimaticas da pepsina
com a tripsina e a subtilisina mostrou que, do ponto de vista
nutricional, o emprego das trés enzimas é vantajoso, com
excecao da distribuicdo de Tyr e Trp na forma de di- e
tripeptideos. Entretanto, o custo envolvido na preparagao deste
hidrolisado de caseina deve ser avaliado, no caso da producdo
em larga escala.
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