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RESUMO

Este estudo avaliou a hidrolise enzimética de pragsede soro de leite por tripsina. A
curva de hidrolise mostrou um aumento de tirosima6evezes ap0s 3h de reacdo e
reducdo da concentracdo de proteinas em 54%. @s gematograficos das amostras
mostram a formacédo de uma ampla variedade de peptidendo aqueles de maior
concentracdo, oriundos dglactoglobulina. As fracdes hidrolisadas foram aind
avaliadas quanto a capacidade emulsionante e $eradido um indice de emulsificacédo
superior a 60% em todos os tempos avaliados, serndmpo de 4h o que apresentou
melhor indice (68,5% +0,8). Os resultados obtideslemciam a potencialidade da
tripsina como biocatalisador para hidrélise degiras de soro de leite, de forma que os
estudos deverao ser aprofundados.

PALAVRAS-CHAVE: proteinas do soro de leite; peptideos; hidréliseineatica;
propriedade emulsionante.

ABSTRACT

This study assessed the enzymatic hydrolysis ofyvgheteins by trypsin. The curve
showed an intense hydrolysis activity of the enzymthe early hours of the reaction,
with an increase of 6 times of tyrosine after 3aet®n with a protein reduction of 54%.
The chromatographic profiles of the samples shathhedormation of a wide variety of
peptides, those of higher concentration were figactoglobulin. The hydrolyzed
fractions were also evaluated for the emulsifyingpacity. It was observed an
emulsifying index higher than 60% for all testedctions, and the time of 4h was the
best rated (68.5% + 0.8). The results show thenpiadeof trypsin as biocatalyst for
hydrolysis of whey proteins so they must be furith@reloped studies.
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INTRODUCAO

O soro de leite € um coproduto de ampla utilidadealimentacdo humana.
Muitos estudos mostram que a hidrolise enzimatcaigl das proteinas do soro de leite
pode incrementar as propriedades nutricionais eidaais deste coproduto, pois além
de tornarem o material mais facilmente digeriveldemn gerar peptideos bioativos
(MADUREIRA €t al., 2010) e favorecer ou manter as propriedades ltaginas do
insumo (HERNANDEZ-LEDESMAet al., 2010). Desta forma, o objetivo deste

trabalho foi avaliar o perfil de hidrélise das giotas do soro de leite biocatalisada por
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tripsina, caracterizando as alteracbes do perfdtgpro, os principais peptideos

formados e a propriedade emulsionante das fragdesisadas.

MATERIAL E METODOS

Hidrélise enzimatica: Foi realizada com isolado proteico de soro de I@NPI) a 5%
(p/v), 37 °C, pH=8,0 (branco). A solugéo de tripsina (0,3%) foi adicionada e a
reacdo ocorreu ao longo de 5 horas, com aliquotagerada hora. Ao término, as
amostras foram analisadas quanto ao teor de @¢&OODWIN e MORTON, 1946),
proteina (BRADFORD, 1976) e capacidade emulsion&r@matografia Liquida de
Alta Eficiéncia: Foram realizadas em um sistema UFLC (Shimadzu2QA&D), com
detector UV e coluna C18. A fase moével foi realeaan gradiente (5 — 90%) de
acetonitrila em agua, contendo 0,1% de acido tnflacético. O fluxo foi de 0,4
mL/min e a deteccdo foi em 216 nraspectrometria de Massa: Experimentos
realizados em MALDI-TOF/TOF (AutoFlex IlIl, softwarElexcontrol 3.0; Bruker
Daltonics). As amostras ressolubilizadas foramiadadas da matriz HCCA (1:2, v/v)
e aplicadas na placa de amostra, em duplicata.a&sas monoisotopicas dos peptideos
foram obtidas no modo refletivo positivo, tenddlizzalo a calibragdo externReptide
Calibration Standard 1, Bruker Daltonics) e os espectros de massa MS/M&nt
obtidos sob 0 modo de operacéo LI®TAs estruturas priméarias dos peptideos foram
obtidas por meio da interpretacdo mandmihovo dos espectros de fragmentacdo. A
busca pelas sequéncias similares das proteinesal@dada nos bancos de dadasss-
Prot Database e Protein Blast. Capacidade emulsionante:Foi avaliada através da
determinacao do indice de emulsificacdo da solpgdieica em hexadecano P.A. 1 mL
de amostra foi adicionada a 1mL de hexadecanoubmde ensaio, e a mistura agitada
em vortex, por 3 minutos. Apos 24 horas, realizowsnedida da altura total (At) da
solucdo e da altura da fase emulsionada (Ae). @drade emulsificacdo (IE, %) foi

calculado de acordo com a Equacéo 1: IE(%) = (Ae{At00.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da hidrdlise do soro de leite forapressivos a partir de 1 hora
de reacdo, mas apés 3 horas observou-se um iraensento de tirosina em 6 vezes,
com reducéo do teor de proteinas em 54%. As arsdsinleolisadas foram coletadas e
analisadas por UFLC. A Figura 1A mostra o perfitpico do WPI, sem adicdo de
enzima. Na figura, pode-se observar a presencaritaa das principais proteinas do



soro de leite: a-lactoalbumina (a) @-lactoglobulina (b). As figuras 1(B), 1(C) e 1(D)
mostram os perfis cromatograficos das amostras 4pé2 e 4 horas de reacéo,
respectivamente. Os cromatogramas mostram a répida enzimética sobre as
proteinas. Também é possivel observar pouca dterdgs perfis peptidicos ao longo
do tempo, bem como a elevada reducdo dos picoeméde aa-lactoalbumina e3-

lactoglobulina.
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FIGURA 1. Cromét-oéramas do WPI hidrolisado com tripsina. @ganco. a —o-lactoalbumina;
b —B-lactoglobulina, (B) 1 h, (C) 2 h e (D) 4 h de r@ag¢

A intensa agdo da tripsina sobredactoglobulina pdéde ser confirmada ao
analisar as estruturas primarias de peptideosds®léTabela 1), dentre os quais, 4
apresentaram 100% de homologia com a proteinadquamparadas as sequéncias em
banco de dados. Este resultado € interessante;guuia hidrolise desta proteina, ocorre
a diminuicdo da caracteristica alergénica de posduécteos. Também pbde-se
identificar a presenca de um peptideo da peptovi@gse, uma proteina que também

apresenta certo carater alergénico.

TABELA 1. Sequéncia de aminoacidos e massas molecularegpiidgns caracterizados no hidrolisado
de WPI.

Fracdo Mw,(Da) Sequéncia de aminoacidos Prgtglna de Numero de
rigem Acesso

P1 1.245,63 TPEVDDEALEK B-lactoglobulina P02754

P2 1.635,61 TPEVDDEALEKFDK B-lactoglobulina P02754
P3 2.723,19 LLNKPEDETKLEAQPTDASAQFL Peptona proteas P80195

P4 2.030,06 SLAMAASDISLLDAQSAPLR B-lactoglobulina P02754

P5 2.295,67* VYVEELKPTPEGDLEILLQK B-lactoglobulina P02754

P1 a P5 — peptideos analisados;Mwnassa molecular experimental; *massa molecefaida.

As fracdes hidrolisadas entre Oh e 5h foram tambébmetidas a analise da

capacidade emulsionante em solucdo. Os dados deaRZgmostram um aumento no



indice de emulsificacdo durante a hidrélise parteogos de 0 a 4 horas de reacéo. O
ganho de capacidade emulsificante foi pequeno, emdstatisticamente significativo,

passando de 65,7 = 1,3 % em O hora para 68,5 %0a®ds 4 horas de reacdo. Este
dado pode ser tecnologicamente interessante, ipdspendente da escolha do tempo

de hidrdlise, o material continua a apresentgurigbriedade.
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FIGURA 2. Avaliacdo do efeito da hidrélise de WPI

com tripsina na capacidade emulsionante da solucéo.
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CONCLUSAO

O uso de tripsina na hidrélise de WPI possibilimuhidrolise tanto dau-
lactoalbumina quanto dalactoglobulina desde a primeira hora de reacaoatarar a
capacidade emulsionante da solucao. Os resultddio®® evidenciam a potencialidade
da tripsina como biocatalisador para hidrélise detginas de soro de leite,

especialmente na obtencdo de produtos hipoalérgicos
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