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RESUMO

O leite bovino é um dos alimentos mais alergénicos na primeira infancia, sendo as
caseinas e as duas principais proteinas do soro - a-lactoalbumina (a-La) e B-
lactoglobulina (B-Lg) - os principais alérgenos. A hidrélise enzimatica reduz a
antigenicidade de proteinas e pode ser realizada com enzima livre ou imobilizada. A
enzima imobilizada ndo requer inativagao ao final da hidrélise, sendo retirada por filtragéo
enquanto que a enzima livre precisa ser inativada, geralmente por aquecimento, para
interromper a reacao. Diferencas na atividade catalitica e de inativacdo podem acarretar
em caracteristicas diferentes dos hidrolisados formados. O objetivo desse trabalho foi
avaliar os efeitos da hidrolise do isolado proteico de soro de leite bovino (IPS) com
Alcalase livre (AL) e imobilizada em glioxil-agarose (Alm) nas caracteristicas dos
hidrolisados e na deteccao de a-La e B-Lg por teste ELISA. As melhores condi¢des de
hidrélise do IPS com AL ou Alm foram estabelecidas por delineamento composto central
rotacional (DCCR) 2°. As variaveis independentes foram pH (7,0 a 9,0) e temperatura (45
a 65°C), a variavel dependente foi grau de hidrolise (GH), determinado pelo método de
pH-stat. Os hidrolisados foram caracterizados quanto ao perfil de hidrofilicidade por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) e, as andlises
posteriores, foram realizadas em hidrolisados tanto com AL (HAL) quanto com Alm
(HAIm) obtidos em trés condi¢cdes de hidrélise. O perfil de massa molecular (MM) foi
avaliado por cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular (CLAE-EM) e
eletroforese (SDS-PAGE e SDS-PAGE/Tricina). A agregacdo dos hidrolisados foi
estimada por turbidez e hidrofobicidade superficial (So) e a deteccao dos alérgenos foi
realizada pelo método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) utilizando kits
comerciais. Sob as mesmas condi¢des de hidrdlise, os valores de GH obtidos nos ensaios
do DCCR com a Alm (9,5 a 22,2 %) foram, menores do que os obtidos com a AL (18 a 24
%), possivelmente em funcdo de impedimentos estéricos resultantes da imobilizagdo. As
melhores condi¢6es de hidrélise do IPS com Alm, dentro das faixas de pH e temperatura
estudadas, foram obtidas em temperaturas acima de 60°C. O DCCR com AL nao resultou
em modelo devido a pequena variacdo dos resultados entre os ensaios. Os perfis
cromatograficos (CLAE-FR) dos HAIm apresentaram mais picos na regido de baixa
hidrofilicidade do que os HAL. Os HAIm apresentaram peptideos de MM maiores que 0s
HAL, o que esta relacionado aos menores GH produzidos com a Alm. Os HAL
apresentaram menores valores de S, que os HAIm, sugerindo a ocultacdo de sitios
hidrofébicos no interior dos agregados. As andlises de turbidez em diferentes solventes
mostraram que interagdes hidrofébicas, pontes de hidrogénio e pontes dissulfeto sao as
principais forcas envolvidas na formagdo dos agregados. A hidrélise com AL e Alm
diminuiu significativamente a deteccdo das proteinas alergénicas. A deteccdo dessas
proteinas foi maior nos HAIm devido, possivelmente, aos menores GH desses
hidrolisados. Porém, os resultados sugerem que as caracteristicas dos hidrolisados
resultantes das condigdes de hidrélise e a formagdo de agregados estabilizados por
diferentes interagbes também tiveram efeito na detec¢ao dos alérgenos.

Palavras-chave: alergia alimentar, hidrélise enzimatica, imobilizacdo de enzimas,

agregacao, deteccao de alérgenos, ELISA.
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ABSTRACT

Cow's milk is one of the most allergenic foods in infancy, with the two major caseins and
whey proteins - a-lactalbumin (a-La) and B-lactoglobulin (B-Lg) - the main allergens.
Enzymatic hydrolysis considerably reduces the antigenicity of proteins, and can be
performed with free or immobilized enzyme. The immobilized enzyme does not require
inactivation at the end of hydrolysis and can be removed by filtration, while the free
enzyme must be inactivated, usually by heating, to stop the reaction. Differences in
catalytic activity and inactivation may result in hydrolysates with distinct characteristics.
The objective of this study was to evaluate the effects of hydrolysis of whey protein isolate
(WPI) with free Alcalase (AL) and Alcalase immobilized on glyoxyl agarose (Alm) on the
characteristics of hydrolysates and detection of a-La e B-Lg by ELISA test. The best
conditions for the hydrolysis of WPl using AL or Alm were established by 2° central
composite rotational design (CCRD). The independent variables were pH (7.0 and 9.0)
and temperature (45 to 65 °C), whereas the dependent variable was the degree of
hydrolysis (DH) determined by the pH-stat method. All hydrolysates were characterized for
the hydrophilicity profile by reverse phase high performance liquid chromatography (RP-
HPLC), and the subsequent analyses were performed in both hydrolysates by AL (HAL)
and Alm (HAIm) from three conditions of hydrolysis. The molecular weight profile (MW)
was assessed by size exclusion high performance liquid chromatography (SE-HPLC) and
electrophoresis (SDS-PAGE and SDS-PAGE/Tricine). The aggregation of hydrolysates
was estimated by turbidity and surface hydrophobicity (Sp) and the allergens a-La and -
Lg in the hydrolysates were detected by the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) method using commercial kits. Under the same hydrolysis conditions, the DH
values obtained with the Alm as defined by CCRD (9,5 to 22,2 %) were lower than the
values found for AL (18 to 24 %), possibly due to the steric hindrance resulting from
immobilization. The best conditions for hydrolysis of WPl by Alm within the pH and
temperature ranges of this study were found at temperatures above 60 °C. The CCRD with
the AL did not provide a model due to the little variation between trials. The
chromatographic profiles (RP-HPLC) of HAIm exhibited more peaks in the hydrophilic low-
complexity region than HAL. HAIm showed peptides with higher MW than HAL, which is
related to the lower DH produced with AiIm. The HAL had lower Sy values than HAIm,
suggesting the hiding of hydrophobic sites in the interior part of the aggregates. The
turbidity analyses showed that hydrophobic interactions, hydrogen bonds, and disulfide
bonds were the main forces involved in the formation of aggregates. The hydrolysis with
AL and Alm significantly decreased the detection of the allergenic proteins, which was
higher in HAIm probably due to the lower DH of these hydrolysates. However, the results
suggested that the characteristics of the hydrolysates resulting from the conditions of
hydrolysis, and the formation of aggregates stabilized by different interactions also had an
effect on the detection of allergens.

Keywords: food allergy, enzymatic hydrolysis, enzyme immobilization, aggregation,
allergen detection, ELISA.
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“Sempre que houver alternativas tenha cuidado. Nao opte pelo conveniente, pelo
confortavel, pelo respeitavel, pelo socialmente aceitavel, pelo honroso. Opte pelo que faz

seu coracdo vibrar. Opte pelo que gostaria de fazer, apesar de todas as consequéncias.”

Osho
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Introdugéo

1 Introducao

A alergia alimentar é a reacdo adversa mediada imunologicamente, que
afeta 8 % das criancas abaixo de 3 anos e 1-2 % dos adultos (HELM e BURKS,
200). Alérgenos alimentares sao, geralmente, proteinas capazes de provocar
sintomas em individuos pré-dispostos (KUMAR, VERMA, DAS, et al., 2012). As
reacdes alérgicas induzidas por alimentos sao responsaveis por uma série de
sintomas envolvendo pele (urticaria, edema), trato respiratério (rinite, asma), trato
gastrointestinal (vémito, diarreia), e sistema cardiovascular (choque anafilatico)
(MORISAWA, KITAMURA, UJIHARA, et al., 2009; KNIPPING, VAN ESCH, VAN
IEPEREN-VAN DIJK, et al., 2012). As alergias alimentares podem ser mediadas
por anticorpos IgE ou por células (LACORN e IMMER, 2010). Disturbios com
sintomas de inicio agudo apés a ingestao do alimento sdo mediados por IgE, os
quais se ligam a superficie de mastécitos e baséfilos, resultando em um estado
denominado sensibilizacdo. Ap6s re-exposicao ao alimento, os alérgenos podem
se ligar as moléculas de IgE especificas associadas as células e desencadear a
liberacdo de mediadores inflamatorios, tais como a histamina, que sao os
causadores dos sintomas (SICHERER, 2002; HUANG e KIM, 2012).

Um dos alimentos mais alergénicos, em especial na primeira infancia, é o
leite de vaca. A alergia ao leite de vaca &, geralmente, mediada por anticorpos
IgE, os quais sdo produzidos, principalmente, contra as trés principais proteinas
do leite: caseinas, B-lactoglobulina (B-Lg) e a-lactoalbumina (a-La). As caseinas
representam cerca de 80 % das proteinas totais e sdo os principais alérgenos do
leite. A B-Lg e a a-La representam 70-80 % das proteinas totais do soro
(SGARBIERI, 1996; KNIPPING, VAN ESCH, et al., 2012) e sao os principais
alérgenos dessa fragéo.

A reducdo da alergenicidade das proteinas do soro tem sido estudada
empregando-se diferentes métodos, tais como desnaturacao térmica (KLEBER,
KRAUSE, ILLGNER, et al., 2004b), hidrélise quimica ou enzimatica, fermentacao
(EHN, ALLMERE, TELEMO, et al., 2005), polimerizacdo enzimatica pela
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transglutaminase (VILLAS-BOAS, FERNANDES, ZOLLNER, et al., 2012), alta
pressdo (IZQUIERDO, PENAS, BAEZA, et al, 2008) e microondas (PENAS,
SNEL, FLORIS, et al., 2006).

A hidrélise enzimatica € um dos métodos mais utilizados para reduzir a
alergenicidade de proteinas e pode ser realizada com a enzima livre ou
imobilizada. A enzima imobilizada é definida como a enzima ligada a um suporte
sélido que retém sua atividade catalitica e pode ser reutilizada (KATCHALSKI-
KATZIR, 1993). Dentre as vantagens do uso de enzima imobilizada destacam-se a
possibilidade de reuso, prevencgao de autolise, facilidade de retirada da enzima do
meio reacional e aumento da estabilidade (PEDROCHE, DEL MAR YUST,
MATEO, et al., 2007; MATEO, PALOMO, FERNANDEZ-LORENTE, et al., 2007b;
CABRERA-PADILLA, PINTO, GIORDANO, et al, 2009; YUST, PEDROCHE,
MILLAN-LINARES, et al., 2010). Uma das diferencas entre a utilizagcdo da enzima
livre ou imobilizada estd na forma de interrupcdo da reacdo. Quando a enzima
imobilizada é utilizada, a interrupcéo da hidrolise € feita pela retirada da enzima do
meio reacional por filtragdo. Quando utilizada na forma livre, a enzima deve ser
inativada, muitas vezes por aquecimento, para que a reacdo seja interrompida.
Esse aquecimento ao final da hidrélise pode provocar a formacao de agregados
que, por sua vez, podem aumentar ou reduzir a alergenicidade dos hidrolisados
pela exposicdo ou ocultagdo de epitopos que ndo foram destruidos pela hidrélise
(WAL, 2004; MONACI, TREGOAT, HENGEL, et al., 2006). Além disso, a facil
remocao da enzima do meio reacional também previne a contaminacao do produto
final, particularmente em casos de producéo de hidrolisados hipoalergénicos, caso
a enzima seja antigénica (CHAPLIN, 1990). Assim, a utilizacdo da enzima na
forma imobilizada pode permitir a investigagcdo da deteccdo de alérgenos nos
hidrolisados sem a interferéncia de outros processos, tais como o aquecimento
apos a hidrélise, e a propria presenca da enzima.

Em trabalho anterior realizado em nosso laboratério, Sabadin, Villas-Boas,
Zollner, et al. (2012) avaliaram a antigenicidade de hidrolisados de B-Lg com
diferentes enzimas. Os hidrolisados de [(-Lg produzidos com Alcalase

apresentaram a menor resposta antigénica. Portanto, para a continuidade do
2
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estudo, a Alcalase foi a enzima escolhida. Tendo como hipdtese que hidrolisados
produzidos com Alcalase livre e imobilizada podem apresentar caracteristicas
diferentes, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da hidrolise do IPS com
Alcalase na forma livre e imobilizada nas caracteristicas dos hidrolisados e na

deteccao de alérgenos residuais (a-La e B-Lg).



Objetivos

2 Obijetivos

2.1

Geral

Avaliar os efeitos da hidrolise do isolado proteico do soro de leite bovino

com a protease Alcalase nas formas livre e imobilizada nas caracteristicas dos

hidrolisados e na deteccao das proteinas alergénicas a-La e 3-Lg.

2.2 Especificos

Imobilizar a enzima Alcalase em suporte glioxil-agarose e avaliar a sua
estabilidade térmica e o seu reuso;

Determinar as melhores condi¢ées de hidrélise do IPS para obtengédo de
hidrolisados com maiores grau de hidrélise com a Alcalase nas formas livre
e imobilizada, utilizando a metodologia de planejamento experimental;
Caracterizar os hidrolisados de IPS obtidos com Alcalase livre e
imobilizada;

Avaliar o efeito da hidrélise com Alcalase livre e imobilizada na deteccéao

das proteinas alergénicas (a-La e B-Lg) nos hidrolisados de IPS.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Isolado proteico do soro do leite (IPS)

O soro € o liquido remanescente obtido quando a caseina é removida do
leite desnatado (SGARBIERI, 1996) e é composto basicamente por proteinas,
lactose, vitaminas, minerais e tracos de gordura (KRISSANSEN, 2007). “Soro
acido” é obtido quando a remogao da caseina é feita pela adicdo de acido (pH
4,6), enquanto o “soro doce” é obtido quando a remogéo da caseina é feita pela
acado da enzima renina. Este ultimo contém maior quantidade de peptideos e
aminoacidos livres resultantes da acédo da renina sobre as caseinas (SGARBIERI,
1996). O soro de leite pode, ainda, ser obtido por separacao fisica das micelas de
caseina por microfiltracdo, obtendo-se um concentrado de micelas e as proteinas
do soro na forma de concentrado ou isolado proteico (SGARBIERI, 2004). Apés a
ultrafiltracdo do soro do leite, obtém-se o isolado proteico do soro (IPS), que
contém aproximadamente 90 % de proteinas (ESPINOZA, MORAWICKI e
HAGER, 2012).

As proteinas representam 10 % dos solidos do soro de leite (JAUREGI e
WELDERUFAEL, 2010) e apresentam quase todos os aminoacidos essenciais em
excesso as recomendacdes da FAO/WHO, exceto pelos aminoacidos aromaticos
fenilalanina e tirosina, que estdo nas recomendacbes adequadas tanto para
adultos quanto para criangas (SGARBIERI, 2004; BIASUTTI, 2006). Além disso,
as proteinas do soro apresentam alta concentracdo de aminoacidos de cadeia
ramificada (leucina, isoleucina e valina), o que € interessante do ponto de vista
nutricional, pois a leucina € considerada iniciadora de sintese muscular
(BIASUTTI, 2006; JAUREGI e WELDERUFAEL, 2010). As proteinas do soro
apresentam ainda atividades fisiolégicas especificas, tais como imunomoduladora,
antitumoral, antimicrobiana e antiviral, anticancerigena, protetora da mucosa
gastrica contra agentes agressores, antihipertensiva e antioxidante (MADADLOU,
SHEEHAN, EMAM-DJOMEH, et al., 2011; PANCHAUD, AFFOLTER e USSMANN,
2012; UDENIGWE e ALUKO, 2012; WANG, WANG, CHENG, et al., 2012).
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As proteinas do soro correspondem a cerca de 20 % das proteinas do leite
(KNIPPING, VAN ESCH, et al., 2012). As suas duas principais proteinas sao
também as mais alergénicas a-lactoalbumina (a-La) e B-lactoglobulina (B-Lg), que
representam 70-80 % das proteinas totais do soro (SGARBIERI, 1996; KNIPPING,
VAN ESCH, et al., 2012). Sao encontradas ainda no soro de leite soroalbumina
(BSA), imunoglobulinas (lg), proteose-peptonas, lactoferrina (LF),
glicomacropeptideo (GMP) e enzimas, tais como lactoperoxidase, lisozima,
lactolina e relaxina (SGARBIERI, 1996; BIASUTTI, 2006). Estudos em grandes
populagdes de pacientes alérgicos mostraram que muitos deles sdo sensibilizados
também por BSA, LF e Ig (WAL, 2001).

A B-Lg corresponde a aproximadamente metade do total das proteinas do
soro do leite (SEVERIN e XIA, 2006). Essa proteina tem nove fitas de folhas-$
antiparalelas e uma a-hélice curta na extremidade N-terminal (NEGRONI, 1998) e
ocorre naturalmente na forma de um dimero de 36 kDa em pH fisiol6gico (pH 6,7)
(WAL, 2001; CHEISON, LAI, LEEB, et al., 2011). Cada subunidade corresponde a
um polipeptideo de 162 residuos de aminoacidos contendo cinco residuos de
cisteina, dos quais quatro estdo envolvidos em ligagdes dissulfeto intracadeia
(SELO, CLEMENT, BERNARD, et al., 1999) e sdo responsaveis pela sua estrutura
(EMERTON, 2002). Existem nove variantes genéticas conhecidas da B-Lg: A, B,
C,D, E, H, I, J, e W (CHEISON, LAI, et al., 2011), mas as duas principais sdo A e
B. Essas duas variantes diferem em apenas dois pontos, nos residuos 64 e 118,
acido aspartico e valina em B-Lg A e glicina e alanina na 3-Lg B, respectivamente
(WAL, 2001). Essa proteina pertence a familia das lipocalinas e € considerada
uma proteina de alto potencial alergénico (WAL, 2001).

A o-La & uma proteina monomérica globular de 123 residuos de
aminoacidos com massa molecular de 14,4 kDa e quatro pontes dissulfeto, e é um
componente regulatério do sistema enzimatico da galactosil-transferase
responsavel pela sintese de lactose (WAL, 2001). Além disso, possui grande
afinidade de sitios ligantes por calcio, e essa ligacdo estabiliza sua estrutura
secundaria (EMERTON, 2002). Duas variantes genéticas (A e B) da a-La ja foram
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identificadas, mas, somente a variante B tem sido observada em leites das racas
bovinas ocidentais (SGARBIERI, 1996).

A soro albumina bovina (BSA) apresenta massa molecular de 66 kDa, &
constituida por 582 residuos de aminoacidos e estd presente no soro em
concentracdes de 0,1 a 0,4 g/L. (TARDIOLI, 20032%; WAL, 2004). Essa proteina
possui 17 ligacoes dissulfeto intramoleculares e um grupo SH livre no residuo 34 e
é responsavel pelo transporte de acidos graxos no sistema sanguineo (TARDIOLI,
2003a).

As imunoglobulinas (lIg) pertencem a familia de glicoproteinas, apresentam
massa molecular entre 15 e 1000 kDa e estao presentes no soro de leite bovino
na quantidade de 0,6 a 1 g/L (TARDIOLI, 20032; WAL, 2004). S&do mondémeros de
duas cadeias polipeptidicas de 20 kDa e duas cadeias polipeptidicas de 50 a 70
kDa, unidas por ligacoes dissulfeto. As imunoglobulinas desnaturam-se em
temperaturas mais elevadas que a-La e B-Lg, mas na presenca de outras
proteinas do soro sdo extremamente termolabeis, devido a interagcdo por meio de
ligagdes dissulfeto com B-Lg e BSA (TARDIOLI, 2003a).

As proteose-peptonas consistem de uma fragdo minoritaria do soro de leite
(aproximadamente 10 %) de estabilidade térmica e proteinas solUveis em &cido
(ISGROVE, WILLIAMS, NIVEN, et al., 1998). Sao conhecidos quatro principais
grupos de proteose-peptonas: B-CN-5P (Mr 12 300), B-CN-4P (Mr 3469), B-CN-1P
(Mr 9000) e HFPP (fragcdo hidrofébica de proteose-peptonas), os quais sao
conhecidos como PP5, PP8f, PP8s e PP3, respectivamente (ISGROVE,
WILLIAMS, et al., 1998). O componente PP3 é considerado responsavel pela
formacao de espuma no leite (KARAMOKO, DANTHINE, OLIVE, et al., 2012) e os
componentes PP5 e PP8f contém a sequéncia peptidica SerP-SerP-SerP-Glu—
Glu, conhecida por apresentar atividade anticariogénica e regulacdo da
biomineralizacao (ISGROVE, WILLIAMS, et al., 1998)

O glicomacropeptideo esta presente no soro de leite doce, pois é liberado
pela k-caseina sob acdo de quimosina durante a fabricagdo do queijo
(KRISSANSEN, 2007; MADUREIRA, TAVARES, GOMES, et al.,, 2010). Esse

peptideo aparece no soro em concentracdo de aproximadamente 1g/L e tem
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massa molecular de 7 kDa (JAUREGI e WELDERUFAEL, 2010). O
glicomacropeptideo € uma molécula anfétera e também apresenta alta quantidade
de aminoacidos essenciais e de cadeia ramificada (JAUREGI e WELDERUFAEL,
2010).

A lactoferrina é uma glicoproteina ligante de ferro, pertencente a familia das
transferrinas, que existe tanto no leite humano quanto no leite bovino
(ADLEROVA, BARTOSKOVA e FALDYNA, 2008; LI, DING, CHEN, et al., 2012).
Esta proteina tem massa molecular de aproximadamente 76 kDa e esta presente
no leite bovino em quantidade de 0,1 g/L (JAUREGI e WELDERUFAEL, 2010). A
lactoferrina se caracteriza por uma cadeia polipeptidica simples contendo 703
residuos de aminoacidos, dobrada em duas metades homologas conhecidas como
dominios globulares que representam suas extremidades N e C-terminal (BAKER,
BAKER e KIDD, 2002; ADLEROVA, BARTOSKOVA, et al., 2008). Em cada
dominio existe um local onde o ion férrico se liga com um &anion sinérgico,
normalmente bicarbonato (BAKER, BAKER, et al, 2002; ADLEROVA,
BARTOSKOVA, et al.,, 2008). A lactoferrina é resistente a protedlise no trato
digestivo e, apresenta atividades anti-bacteriana, anti-viral e anti-tumoral;
regulacao de crescimento e diferenciacdo celular; atividade anti-inflamatéria e
modulacéo da resposta imune (BAKER, 2005).

3.2 Alergia as proteinas do leite de vaca e principais antigenos

A alergia alimentar € uma doenca que afeta tanto criancas quanto adultos,
porém a maior incidéncia esta entre os primeiros (WROBLEWSKA, KARAMAC,
AMAROWICZ, et al, 2004). A alergia alimentar &€ uma reagcdo de
hipersensibilidade mediada imunologicamente a algum alimento, incluindo reagdes
mediadas por anticorpos (IgE) e/ou por células (GREER, SICHERER, BURKS, et
al., 2008). As reacdes mediadas por IgE sdo conhecidas também como reagdes
de hipersensibilidade do tipo imediata, pois ocorrem imediatamente ou dentro de 2

horas ap6s a exposicao ao alimento. Essas reac6es caracterizam-se pela ligacao
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de um alérgeno a anticorpos IgE especificos ligados a membrana plasmatica de
baséfilos e/ou mastocitos, desencadeando a liberacdo de mediadores
inflamatorios, que sdo os causadores dos sintomas (KNIPPING, VAN ESCH, et al.,
2012). Os sintomas mais comuns da alergia alimentar sdo urticaria, edema,
vémito, diarreia, podendo chegar ao choque anafilatico (MORISAWA, KITAMURA,
et al., 2009; KNIPPING, VAN ESCH, et al., 2012).

O leite de vaca é um dos alérgenos alimentares mais comuns para a
populagao infantil, pois muitas vezes, ele é o primeiro alimento proteico ingerido
por bebés alimentados com férmulas, o que pode levar a sensibilizacdo alérgica
precoce (HEINE, ELSAYED, HOSKING, et al., 2002). No Brasil, a incidéncia e a
prevaléncia de alergia a proteina do leite de vaca sdao 2,2 e 5,7 %,
respectivamente (WEFFORT, 2009). A alergia ao leite se manifesta,
principalmente, pelas caseinas e pelas duas principais proteinas do soro: a-La e
B-Lg (WAL, 2001).

O diagnostico de alergia ao leite de vaca € baseado na historia clinica,
testes de alergia e, se necessario, um ensaio de eliminacao do alimento, desafio
oral e re-eliminacdo (KNEEPKENS e MEIJER, 2009; KATTAN, COCCO e
JARVINEN, 2011). O tratamento de qualquer alergia alimentar se baseia na
eliminagdo do alimento alergénico. Porém, a eliminacdo do leite pode causar
problemas nutricionais, pois esse alimento é uma importante fonte de gorduras e
proteinas na primeira infancia (KATTAN, COCCO, et al., 2011). Uma alternativa
que tem sido utilizada é a substituicao do leite por féormulas hipoalergénicas
compostas de caseinas ou proteinas do soro parcial ou extensivamente
hidrolisadas. De acordo com a Academia Americana de Pediatria (AAP), para ser
considerada hipoalergénica, essas férmulas devem ser toleradas por pelo menos
90 % das criancas nao amamentadas alérgicas as proteinas do leite de vaca
(HUANG e KIM, 2012).

Qualquer molécula que se ligue a um anticorpo ou a um receptor de célula
T (TCR) é considerada um antigeno (ABBAS, 2009). Os antigenos que produzem
reacoes de hipersensibilidade imediata (alérgicas) sdo chamados de alérgenos

(ABBAS, 2009). Os anticorpos podem reconhecer uma grande variedade de
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estruturas quimicas, incluindo proteinas, polissacarideos, lipideos e pequenas
substancias quimicas (ABBAS, 2009). De acordo com Besler (2001), alérgenos
alimentares geralmente sdo proteinas ou glicoproteinas com massa molecular
entre 10 e 70 kDa. Antigenos proteicos estimulam a producdo de anticorpos
somente na presenca de linfécitos T, que sdo chamados de células T auxiliares
(CALICH, 2001; ABBAS, 2009). A porcao especifica de um antigeno
macromolecular a qual um anticorpo se liga é denonimada epitopo ou
determinante antigénico (ABBAS, 2009). No caso de um antigeno proteico, um
epitopo é a porcao do peptideo que interage com anticorpos ou com os receptores
dos linfécitos sensibilizados (CALICH, 2001; KLEBER, KRAUSE, ILLGNER, et al.,
2004a).

Existem dois tipos de epitopos: 0s sequenciais e os conformacionais.
Epitopos sequenciais incluem aminoacidos consecutivos ao longo da estrutura
primaria da proteina que sdo reconhecidos pelos anticorpos IgE, enquanto que
epitopos conformacionais consistem de aminoacidos que sao dispostos muito
proximos devido & estrutura terciaria da proteina (ALBRECHT, KUHNE,
BALLMER-WEBER, et al., 2009; WANG, 2011). A estrutura tridimensional é uma
importante caracteristica na alergenicidade das proteinas do leite, pois os epitopos
sdo numerosos e extensivamente distribuidos ao longo das moléculas das
proteinas do leite (WAL, 2001). Eles podem estar localizados em partes
hidrofébicas da molécula, inacessivel a anticorpos IgE na conformacao nativa da
proteina, mas apoés passar pelo trato gastrintestinal se tornam biodisponiveis .

A estrutura tridimensional da B-Lg esta intimamente relacionada com sua
alergenicidade, pois ela €& responsavel pela ocultacdo de alguns epitopos
sequenciais a hidrolise acida e a digestao por enzimas digestivas, o que permite a
sua passagem de forma intacta pela mucosa intestinal (EMERTON, 2002; WAL,
2004). Isso pode estar relacionado com a alergia ao leite de vaca também em
criangas exclusivamente amamentadas, pois proteinas alergénicas, tais como a (-
Lg, ingeridas pela m&e passam de forma intacta pela mucosa intestinal e podem
alcancar o leite materno (WAL, 2004).

10
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A a-La e a B-Lg séo os principais alérgenos do soro de leite e parecem
apresentar certas porgdes alergénicas estruturadas em forma de alga (loops) com
conformagdes semelhantes, o que sugere uma conformagédo caracteristica para
sitios alergénicos nessas proteinas (SHARMA, KUMAR, BETZEL, et al., 2001). A
estrutura da B-Lg é responsavel pela ocultacdo de alguns epitopos sequenciais a
hidrélise acida e a digestao por enzimas digestivas, o que consiste em uma das
razdes de sua alergenicidade (EMERTON, 2002).

A a-La, por sua vez, é facilmente digerida pela pepsina, entretanto, € um
dos principais alérgenos do leite de vaca. Uma possivel explicacdo para isso € que
outros componentes da matriz alimentar podem influenciar na protedlise dessa
proteina (MORENO, MACKIE e MILLS, 2005). Moreno, Mackie Mills (2005), em
estudo da digestdo in vitro da a-La na presenca e auséncia de fosfatidilcolina,
mostraram que ocorre interacdo entre esse lipideo e a a-La capaz de retardar a
digestao e, até mesmo, alterar o padrao de fragmentacao dessa proteina.

3.3 Principais técnicas de deteccao de alérgenos

Para individuos alérgicos, quantidades tracos de alérgenos podem induzir
reacdes severas e até mesmo fatais (CUCU, JACXSENS e DE MEULENAER,
2013). Diante da seriedade dessas reacdes, os EUA e a Unido Europeia criaram
legislagdes que estabelecem a obrigatoriedade por parte da industria de relatar de
forma clara nos rétulos os alérgenos mais comuns presentes no alimento
(EUROPEAN UNION, 2007; ASBAI, 2012). Segundo o Guia pratico de diagndstico
e tratamento da alergia as proteinas do leite de vaca mediada pela imunoglobulina
E (2012), no Brasil ndo ha esse tipo de legislacdo, o que configura em risco de
exposicao inadvertida (ASBAI, 2012). Entretanto, mesmo nos paises com
legislacdo bem estabelecida, ha relatos da presencga de alérgenos nao declarados
em alguns alimentos (EUROPEAN COMMISSION, 2012). Em muitos casos, isso
esta relacionado a contaminacdo-cruzada que pode ocorrer por utilizacdo do

mesmo espaco ou até do mesmo equipamento pela industria para produzir
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diferentes tipos de alimentos (PELAEZ-LORENZO, DIEZ-MASA, VASALLO, et al.,
2010; CUCU, JACXSENS, et al., 2013). Dessa forma, métodos para deteccao de
proteinas alergénicas sdo importantes para proteger o consumidor com alergias
alimentares (TAYLOR, NORDLEE, NIEMANN, et al., 2009; CUCU, JACXSENS, et
al., 2013).

Técnicas imunolégicas sao baseadas na formacdo de um complexo
antigeno-anticorpo de alta afinidade (KRSKA, WELZIG e BAUMGARTNER, 2004)
e tem sido o método de escolha para identificacdo de alérgenos alimentares
(BESLER, 2001). Besler (2001) ressalta a importancia de o método analitico ser
altamente especifico, sensivel (detectando até os tracos de alérgenos), rapido,
robusto, confidvel e custo-efetivo. Dentre os métodos mais utilizados para
determinacdo de alérgenos em alimentos destacam-se radioallergosorbent test
(RAST), enzyme allergosorbenttest (EAST), Immunoblotting, = Rocket
imunoeletrophoresis (RIE), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(BESLER, 2001; POMS, 2004; VAN HENGEL, 2007). RIE e Immunoblotting
oferecem resultados qualitativos ou semi-qualitativos, enquanto que RAST, EAST
e ELISA oferecem dados quantitativos (POMS, 2004).

RAST/EAST sao imunoensaios que detectam alérgenos alimentares por
ligacdo de anticorpo IgE especifico a alérgenos ligados em um suporte sélido
(BESLER, 2001). Essa ligacao antigeno-anticorpo é detectada pelo uso de um
anticorpo anti-lgE marcado com um is6topo (RAST) ou uma enzima (EAST) e pela
adicdo de um substrato que muda de cor ou emite luz (POMS, 2004). Em RIE os
antigenos sdo analisados de acordo com sua mobilidade eletroforética até
precipitarem em complexos antigeno-anticorpo em gel (BESLER, 2001; POMS,
2004). Immunoblotting tem sido usado na identificacdo e caracterizagdo de muitos
alérgenos alimentares conhecidos (BESLER, 2001; VAN HENGEL, 2007). Nesta
técnica as proteinas sado separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) de acordo com sua massa molecular e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (BESLER, 2001). A posicdo dos antigenos na
membrana é uma reproducado de sua posicao no gel. As proteinas sao detectadas

com anticorpos anti-imunoglubulina marcados com radioisétopos ou uma enzima
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(POMS, 2004). Contudo, Immunoblotting usando sobreposicao de peptideos nao
pode detectar epitopos conformacionais (MORISAWA, KITAMURA, et al., 2009).

O teste de ELISA é um dos mais usados devido a sua facil execugao,
rapida resposta e baixo limite de deteccdo (MONACI, BROHEE, TREGOAT, et al.,
2011). No teste ELISA do tipo sanduiche, o mais utilizado para deteccdo de
alérgenos alimentares (SCHUBERT-ULLRICH, RUDOLF, ANSARI, et al., 2009),
um anticorpo € adsorvido em uma fase solida e é usado para capturar o antigeno,
enquanto que outro anticorpo marcado com uma enzima especifica é usado para
detectar o antigeno capturado (BESLER, 2001). Em seguida, um substrato é
adicionado para reagir com a enzima do anticorpo marcado, resultando em uma
reacdo colorimétrica que pode ser medida por espectrofotometria (MONACI,
TREGOAT, et al., 2006). Segundo Puerta; Diez-Masa; de Frutos (2006), o método
de ELISA ¢é sensivel, seletivo e permite andlise de varias amostras
simultaneamente, porém apresenta algumas desvantagens como: série de
concentragdes estreitas, volume de amostra limitado e, em alguns casos, prové
apenas dados semi-quantitativos.

Segundo Cucu, Jacxsens, et al. (CUCU, JACXSENS, et al., 2013), ELISA
tem sido o método de escolha das industrias de alimentos e das agéncias de
controle para analises de contaminacao por alérgenos, e kits comerciais sdo muito
utilizados. Alguns grupos de pesquisa também tém utilizado kits ou desenvolvido
métodos de ELISA para detectar proteinas alergénicas em diversas matrizes
alimentares, tais como cookies (MONACI, BROHEE, et al., 2011), vinhos
(RESTANI, UBERTI, TARANTINO, et al., 2014), chocolates (KHUDA, SLATE,
PEREIRA, et al., 2012), massa folhada (DOWNS e TAYLOR, 2010), alimentos
para bebés (PELAEZ-LORENZO, DIEZ-MASA, et al., 2010), féormulas infantis
(WAHN, WAHL e RUGO, 1992; MAKINEN-KILJUNEN e SORVA, 1993), dentre
outros (HOLZHAUSER, STEPHAN e VIETHS, 2002; STEPHAN e VIETHS, 2004).
Uma vez que grande parte das férmulas comerciais é constituida de hidrolisados
de proteinas do soro de leite bovino (IZQUIERDO, PENAS, et al, 2008), a
investigacdo da detecgao de alérgenos residuais em hidrolisados proteicos de IPS

é de consideravel importancia.
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3.4 Modificacao da alergenicidade do leite por diferentes processos

Muitos alimentos alergénicos sdo submetidos ao processamento térmico
antes do consumo (ALBRECHT, KUHNE, et al, 2009). Sabe-se que o
processamento do leite leva a alteracdo da alergenicidade (KNIPPING, VAN
ESCH, et al., 2012). O leite de vaca € comumente comercializado apds sofrer
algum processo tecnolégico, usualmente envolvendo processo térmico (RESTANI,
BALLABIO, LORENZO, et al, 2009). Porém, o aquecimento pode apenas
modificar os epitopos conformacionais, os quais podem perder sua capacidade de
se ligar a IgEs especificas, mas epitopos lineares nao sao afetados pelas
mudancas estruturais e mantém seu potencial alergénico apdés aquecimento
(ALBRECHT, KUHNE, et al., 2009; RESTANI, BALLABIO, et al., 2009). Kleber,
Krause, lliger, et al. (2004b), em estudo do efeito do tratamento térmico na
antigenicidade de B-Lg, relataram diminuicdo da antigenicidade em temperaturas
acima de 90°C devido a formacdo de agregados, pois 0s anticorpos somente
tinham acesso aos epitopos superficiais dos agregados.

Dentre os processos mais utilizados para redugdo da alergenicidade das
proteinas do leite estdo: desnaturacdo térmica, hidrélise quimica ou enzimética,
fermentacao, polimerizacao, alta presséao e microondas (KLEBER, KRAUSE, et al.,
2004a; EHN, ALLMERE, et al., 2005; PENAS, SNEL, et al., 2006; IZQUIERDO,
PENAS, et al, 2008; ZHONG, LIU, LIU, et al, 2011; VILLAS-BOAS,
FERNANDES, ZOLLNER et al., 2012). A hidrélise de proteinas, que consiste em
quebra das ligacoes peptidicas, pode ser realizada por processos quimicos ou
enzimaticos, porém, 0s processos quimicos apresentam desvantagens, tais como
dificil controle da reacao e formagdo de produtos com aminoacidos modificados
(TAVANO, 2013). Tsugita e Sheffler (1982), em estudo de um método para
hidrélise acida de proteinas, usando HCI 6 M a 110°C por mais que 24 horas,
observaram destruicdo de triptofano. A hidrélise enzimatica, por sua vez, ocorre
em condi¢gdes mais brandas, o que facilita o controle da reacdo e diminui a
formacao de produtos indesejados (CLEMENTE, 2000).

14
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Na hidrélise enzimatica de proteinas, parametros tais como concentracéo
de substrato, razdo enzima:substrato (E:S), pH e temperatura devem ser
considerados. A reducédo ou o aumento do pH pode causar mudangas na atividade
da enzima, sendo que cada enzima tem um pH oOtimo para sua atividade
(CHEISON, SCHMITT, LEEB, et al., 2010). Além disso, o pH influencia na
solubilidade de solugdes proteicas, pois afeta a natureza e a distribuicdo de cargas
da proteina (PELEGRINE e GASPARETTO, 2005). Geralmente, as proteinas sao
mais soluveis em valores de pH acidos ou basicos devido ao excesso de cargas
do mesmo sinal, o que promove repulsao dessas cargas e causa a abertura da
estrutura proteica, aumentando a solubilidade (PELEGRINE e GASPARETTO,
2005; DAMODARAN, 2010). Em estudo da influéncia de pH, temperatura, razédo
enzima-substrato e tempo de hidrélise na antigenicidade de hidrolisados de IPS
produzidos com Alcalase, Zheng, Shen, et al. (2008) observaram que o parametro
que mais influenciou na inibicdo da ligacao de IGg anti-a-La foi a temperatura de
hidrolise, enquanto que o pH foi o parametro que mais influenciou na inibicdo da
ligagédo de IgG anti-B-Lg.

A escolha da enzima adequada é de crucial importancia para obtencao de
compostos com caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais definidas. Existem
diferentes tipos de proteases e suas fontes podem ser animais, plantas ou micro-
organismos (DAMODARAN, 2010). As enzimas que pertencem ao alimento sdo
chamadas de endbgenas e aquelas que sao adicionadas ao alimento para causar
alguma mudanca desejavel sdo chamadas de exdgenas. As enzimas exdgenas
sdo subdivididas em quatro classes de acordo com o seu comportamento
catalitico: as serina proteases, proteases asparticas (acidas), as cisteina (sulfidril)
proteases, e as metaloproteases. As serina proteases tém seletividade tanto pelo
reconhecimento do residuo N-terminal quanto do C-terminal. Proteases asparticas
(acidas) se caracterizam por agirem em valores de pH acidos e por reconhecerem
residuos de aminoacidos apolares. Cisteina (sulfidril) proteases tem ampla
seletividade para ligagdes peptidicas, com preferéncia por aminoacidos
aromaticos, bdasicos e apolares. As metaloproteases em sua maioria sao

exoenzimas e necessitam de Zn®* para a sua atividade (DAMODARAN, 2010).
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Enzimas proteoliticas sado classificadas como endopeptidases, quando
hidrolisam ligagdes peptidicas dentro da molécula de proteina ou exopeptidases,
gue removem aminoacidos das posicoes N e C-terminal (CLEMENTE, 2000). As
exopeptidases podem ainda ser divididas em duas subclasses: as
carboxipeptidases, caso sejam especificas para C-terminal e as aminopeptidases,
caso sejam especificas para N-terminal (DAMODARAN, 2010). Exopeptidases séao
uteis para eliminar o sabor amargo caracteristico de peptideos hidrofobicos
liberados pela protedlise com endopeptidases (DAMODARAN, 2010).

A enzima empregada e sua especificidade também podem influenciar na
eficiéncia da redugédo da resposta alergénica (KLEBER, KRAUSE, et al., 2004b).
Isquierdo et al. (2008) obtiveram hidrolisados com menor imunorreatividade
utilizando hidrélise com Alcalase ou papaina combinada ao tratamento por
microondas. Sabadin, Villas-Boas, Zollner, et al. (2012) avaliaram a antigenicidade
de hidrolisados de B-Lg produzidos por diferentes enzimas e obtiveram maior grau
de hidrélise e menores respostas antigénicas com uso de Alcalase. Os mesmos
autores obtiveram peptideos de massa molecular menor que 6,5 kDa da hidrdlise
de B-Lg, 0 que mostra a ampla especificidade da Alcalase. Essa enzima tem sido
utilizada também para melhorar as propriedades funcionais de proteinas de gréao
de bico (YUST, PEDROCHE, et al, 2010), do leite (SOUSA JR, LOPES,
TARDIOLI, et al., 2004; WROBLEWSKA, JEDRYCHOWSKI, HAJOS, et al., 2008),
do arroz (GUO, ZHANG, MA, et al., 2012), do camarao (ZHAO, HUANG, ZHANG,
etal., 2011), entre outras.

A Alcalase é uma serina protease nao-especifica produzida pelo Bacillus
licheniformis. Seu principal componente enzimatico € a subtilisina, formada por
uma unica cadeia polipeptidica com 274 residuos de aminoacidos e massa
molecular de aproximadamente 27 kDa (TARDIOLI, 2003a; TARDIOLI,
PEDROCHE, GIORDANO, et al., 2003b). Subtilisina Carlsberg tem ampla
especificidade, além de ser de baixo custo, o que viabiliza a sua utilizacdo
(ZHENG, SHEN, et al., 2008). A Alcalase quebra ligacoes peptidicas das quais
participam residuos de aminoacidos aromaticos (Phe, Trp, e Tyr), acidos (Glu),

sulfurados (Met), alifaticos (Leu e Ala), hidroxil (Ser) e basicos (Lys) no lado
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carboxilico (DOUCET, OTTER, GAUTHIER, et al., 2003; DONLON, 2007). O pH
6timo de atuacao varia de 6,5 a 8,5 (YUST, PEDROCHE, et al., 2010), enquanto
que em pH 1 e 2 a enzima sofre desnaturacdo e ao redor de pH 4 uma mistura de
enzima ativa e desnaturada pode levar a autélise (TARDIOLI, 2003a).

A autdlise, interagcdo entre duas moléculas de enzima vizinhas onde uma se
comporta como substrato e a outra como enzima, € um problema quando se utiliza
a enzima na forma livre (KLIBANOV, 1983). Esse processo de autodigestdo é
acelerado em temperaturas elevadas e estd intimamente relacionado com a
inativagdo térmica de enzimas proteoliticas (KLIBANOV, 1983). A estabilidade
térmica da enzima é um fator importante na obtencao de hidrolisados proteicos,
pois permite que se trabalhe em temperaturas maiores por periodos prolongados,
0 que evita o crescimento microbiano no reator (TARDIOLI, PEDROCHE, et al.,
2003b; YUST, PEDROCHE, et al., 2010). Uma técnica que tem sido utilizada para
aumentar a estabilidade térmica da enzima € a imobilizagao, pois a fixagdo em um
suporte solido dificulta sua movimentacdo e, consequentemente, reduz a
capacidade de autodigestdo (KLIBANOV, 1983).

Enzima imobilizada corresponde aquela enzima ligada a algum suporte
sélido que retém sua atividade catalitica e pode ser reutilizada (KATCHALSKI-
KATZIR, 1993). Varios estudos tém demonstrado as vantagens do uso de enzimas
imobilizadas para a preparacao de hidrolisados proteicos (SOUSA JR, RESENDE,
GIORDANO, et al., 2003; TARDIOLI, PEDROCHE, et al., 2003b; CABRERA-
PADILLA, PINTO, et al., 2009; YUST, PEDROCHE, et al., 2010). Cabrera-Padilla,
Pinto, Giordano, et al. (2009) afirmam que a imobilizacdo aumenta a meia vida da
enzima, o que permite que a mesma enzima seja utilizada repetidas vezes. Para
ser interessante do ponto de vista industrial, a enzima deve ser reciclavel e
reutilizavel (YUST, PEDROCHE, et al., 2010), porém a recuperagao € o reuso de
enzimas livres sao trabalhosos e tém altos custos (SOBRAL, RODRIGUES,
OLIVEIRA, et al., 2003). Por outro lado, enzimas imobilizadas podem ser retiradas
do meio reacional por simples filiragdo e reutilizadas com facilidade, o que
também exclui a necessidade de inativagdo da enzima (PEDROCHE, DEL MAR

YUST, et al., 2007; YUST, PEDROCHE, et al., 2010). Essa ultima caracteristica
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torna o uso de enzimas imobilizadas interessante para producdo de hidrolisados
hipoalergénicos, pois a presenca e as condicdes de inativacdo da enzima livre
podem influenciar nas caracteristicas dos hidrolisados formados (CHAPLIN, 1990;
MONACI, TREGOAT, et al., 2006).

A agregacdo de peptideos durante a hidrdlise enzimética de algumas
proteinas globulares tem sido relatada em alguns estudos (OTTE, LOMHOLT,
IPSEN, et al., 1997; CREUSOT e GRUPPEN, 2007; CREUSOT e GRUPPEN,
2008). Essa agregacgédo ocorre devido a exposi¢cao de grupos hidrofébicos que
estavam ocultos na proteina nativa (CREUSOT e GRUPPEN, 2007). Groleau,
Morin, Gauthier, et al.(2003) observaram agregacado de hidrolisados de (-Lg
produzidos com tripsina. Cresout e Gruppen (2008) relataram a formagédo de
agregados de peptideos durante a hidrélise de IPS por tripsina, e os principais
peptideos envolvidos na rede de agregados foram B-Lg AB [f1-45], B-Lg AB [f90-
108], e a-L4a [f50-113]. Doucet, Gauthier, Foegeding (2001) observaram
agregacdo de hidrolisados de IPS produzidos com Alcalase. Os agregados,
geralmente, sdo formados por peptideos de 2 a 6 kDa associados por interagdes
hidrofébicas e, em menor escala, interagdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio
(POULIOT, GUY, TREMBLAY, et al., 2009).

As interacdes hidrofobicas s&o favorecidas em temperaturas entre 70 e 90
°C (DAMODARAN, 2010). Quando a enzima livre é utilizada para catalise, a
reacdo muitas vezes é interrompida por aquecimento a 90 °C, o que pode
favorecer ainda mais a formacao dessas interagdes. Isso pode aumentar a
formacao de agregados que, por sua vez, podem aumentar ou reduzir a
alergenicidade dos hidrolisados (MONACI, TREGOAT, et al., 2006) pela exposicao
ou ocultacdo de epitopos sequenciais que ndo foram destruidos pela hidrolise
(WAL, 2004). Além disso, a presenga da enzima pode contaminar o produto final,
caso ela seja antigénica (CHAPLIN, 1990). Assim, o uso de enzima imobilizada
para producdo de hidrolisados hipoalergénicos permite a investigacdo da
antigenicidade destes sem a interferéncia de outros fatores, tais como o

aquecimento ou a prépria presenca da enzima.
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A imobilizacdo de enzimas pode ocorrer de duas maneiras: reversivel ou
irreversivel. Uma vez que a enzima € ligada ao suporte e essa ligacéo s6 pode ser
desfeita mediante perda da atividade biologica do catalisador ou do suporte, a
ligacdo € considerada irreversivel (BRENA, 2006). Se essa ligacdo pode ser
desfeita, a imobilizacdo é dita reversivel (BRENA, 2006). O uso de métodos
reversiveis €& atrativo, em especial por razées econbmicas, pois quando a
atividade enzimatica decai, o suporte pode ser regenerado e recarregado com
uma enzima nova (BRENA, 2006). Por outro lado, a natureza estavel das ligacdes
formadas entre a enzima e o suporte na ligacao do tipo irreversivel, garante que a
enzima nao seja liberada na solucao durante o uso (BRENA, 2006). Exemplos de
ligagdo do tipo irreversivel sdo a ligacdo covalente, aprisionamento ou micro-
encapsulacao e ligagbes cruzadas, enquanto que adsorgcédo fisica, ligagdes
ibnicas, quelacgao, ligacdes metalicas e formacao de pontes dissulfeto representam
ligacOes reversiveis (BRENA, 2006).

Diversos suportes podem ser utilizados para imobilizar enzimas e, estes
séo classificados como inorganicos ou organicos de acordo com sua composicao
quimica. Os suportes organicos sao, ainda, classificados como polimeros naturais
ou sintéticos (BRENA, 2006). Dentre os suportes mais utilizados estéo silica,
alumina, vidro, agarose, celulose, poliacrilamida, poliamida e quitosana
(TARDIOLI, PEDROCHE, et al., 2003b). Uma caracteristica fisica importante dos
suportes é a presenca ou nao de poros. Os suportes ndo porosos apresentam
poucas limitacoes estéricas, porém os suportes porosos sao preferidos aos nao
porosos devido a sua maior area de contato, que permite ligagdo de maior
quantidade de enzima (BRENA, 2006). Uma matriz porosa que tem sido
amplamente utilizada por suas caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias é a
agarose. A agarose é um polimero de galactose obtido a partir do agar isolado de
certas algas marinhas (TARDIOLI, 2003a), que apresenta alta hidrofilicidade,
auséncia de grupos carregados (0 que previne adsor¢cao nao-especifica entre o
suporte e o substrato da reagédo) e disponibilidade comercial (BRENA, 2006). A
imobilizacdo em suporte glioxil-agarose ocorre via ligacdo de grupos aldeidos

alifaticos do suporte aos grupos amino da enzima, formando bases de Schiff’'s
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reversiveis e relativamente fracas (GUISAN, PENZOL, ARMISEN, et al., 1997;
YUST, PEDROCHE, et al., 2010).

Segundo Mateo, Grazu, Palomo et al. (2007a), a imobilizacdo da enzima
deve resultar no aumento da sua estabilidade térmica e ao pH. Pedroche, Yust et
al. (2007) relacionam o aumento da estabilidade da enzima imobilizada com o
aumento dos pontos de ligagdo da enzima ao suporte, 0 que € denominado
ligacao covalente multipontual. Quando uma enzima esté ligada multipontualmente
em um suporte rigido, ela mantém sua posi¢cao relativa inalterada mediante
agentes desnaturantes, tais como calor, pH, solventes organicos, entre outros
(MATEO, GRAZU, et al., 2007a). Tardioli, Pedroche et al. (2003b) imobilizaram
Alcalase multipontualmente em glioxil-agarose e, esta foi 500 vezes mais estavel
que a enzima livre. O tempo de imobilizacdo pode aumentar a estabilidade
térmica, porém a atividade enzimatica diminui levemente devido a impedimentos
estéricos da enzima ligada por muitos pontos ao suporte (YUST, PEDROCHE, et
al., 2010).

O uso de enzimas imobilizadas para a produgédo de hidrolisados proteicos
tem sido relatado na literatura. Alguns autores imobilizaram Alcalase com sucesso
em diferentes suportes (TARDIOLI, PEDROCHE, et al., 2003b; SOUSA JR,
LOPES, et al., 2004; YUST, PEDROCHE, et al., 2010; CORICI, FRISSEN, VAN
ZOELEN, et al., 2011). Tardidoli, Pedroche et al. (2003b) imobilizaram Alcalase
para producéo de hidrolisados de caseina. Cabrera-Padilla, Pinto, Giordano, et al.
(2009) imobilizaram Alcalase em glioxil-agarose para producao de hidrolisados do
soro de queijo com baixo conteudo de fenilalanina destinados a pacientes
fenilcetonuricos. Porém, até agora ndo ha dados sobre 0 emprego de enzimas
imobilizadas para produg&o de hidrolisados hipoalergénicos. Tendo em vista as
vantagens ja citadas da técnica de imobilizacdo, o uso desse método para
producao de hidrolisados hipoalergénicos pode ser promissor.
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4 Material e Métodos

4.1 Material

Utilizou-se isolado proteico do soro de leite bovino (IPS) PROVON ®
(Glanbia Nutritionals, Kilkenny, Irlanda). A enzima Alcalase (Sigma-Aldrich® St.
Louis, MO, EUA) foi utilizada nas formas livre e imobilizada. Para imobilizagdo da
Alcalase, foi utilizada a agarose comercial 4BCL (GE HealthCare, Little Chalfont,
RU). Foram utilizados kit ELISA de quantificagdo de a-La bovina e kit ELISA de
quantificacdo de B-Lg bovina, ambos comprados de Bethyl Laboratories. Inc
(Montgomery, EUA). O kit acessorio contendo todos os reagentes utilizados nos
kits comerciais também foi adquirido de Bethyl Laboratories. Inc.

Os reagentes utilizados foram: acrilamida, tris (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA); B-mercaptoetanol (Merck, Hohenbrunn, Alemanha); tricina, dodecil sulfato
de sadio (SDS), acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EUA); ureia, Coomassie Brilliant Blue G250, acido trifluoroacético (TFA)
(Merck, Darmstald, Alemanha); acido tricloroacético (TCA) (Synth, Sdo Paulo,
Brasil); acetonitrila (J.T. Baker, Center Valley, PA, EUA). Os demais reagentes
utilizados foram de grau de analitico ou cromatografico.

A Figura 1 (Pagina 22) ilustra o fluxograma geral do experimento. Para os
testes de caracterizacdo e deteccado dos alérgenos, o IPS integro foi utilizado

como controle.
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Figura 1: Fluxograma geral do experimento.
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4.2 Teor de proteina

O teor de nitrogénio total do IPS e dos hidrolisados foi determinado pelo
método de micro Kjeldahl e o teor de proteina calculado multiplicando-se o
conteudo de nitrogénio total pelo fator de conversao 6,38 (HORWITZ, 2006). A
determinacao de proteina na Alcalase comercial foi realizada de acordo com o
método de Bradford (1976), utilizando-se BSA como padréo.

4.3 Atividade enzimatica

A atividade proteolitica da Alcalase livre (AL) e imobilizada (Alm) foi
determinada utilizando-se solugédo 1,2 % (m/v) IPS em tampao fosfato (0,1 mol/L),
pH 8. A reacao foi conduzida a 60°C por 10 min e interrompida pela adicdo de
solugéo de TCA 16 %, resultando em concentracao final 8 % (m/v). O material foi
filtrado, centrifugado (31129 x g, 10 min a 25°C), e a absorbancia do sobrenadante
foi determinada em Espectrofotometro (Agilent 8453, Xangai, China) a 280 nm.
Uma unidade (U) de atividade enzimdtica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar em 1 min a proteina solivel em TCA equivalente a 1 ug
de tirosina (EMI, MYERS e IACOBUCCI, 1976). Foi construida uma curva de
calibrag&o de L-tirosina (Sigma) com 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL de tirosina.

4.4 Imobilizacao da Alcalase

Para preparo do suporte glioxil, a agarose 4BCL foi ativada com glicidol
(2,3-epoxi-propanol), como descrito por Guisan (1988). Para cada grama de
agarose, foram adicionados, em banho de gelo, 286 uL de agua, 476 uL de 1,7 N
NaOH contendo 28,5 mg de borohidreto de sédio/mL de solugdo e 343 uL de
glicidol. Ap6s 18 horas sob agitacdo, o suporte foi lavado com agua destilada e
seco a vacuo. A agarose assim ativada foi oxidada com 100 mM NalO4por 2 h sob
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agitacdo mecanica suave, para ruptura dos grupos gliceril e formacao dos grupos
glioxil. A reacdo de oxidagcdo com periodato é estequiométrica e, portanto, é
possivel controlar a reagéo para obtencao do grau de ativacéo desejado (GUISAN,
1997c). Ao final, a agarose ativada foi lavada a vacuo abundantemente com agua
milli Q. A Alcalase foi diluida em tampao carbonato de sédio 10 mM pH 10,2 (480
UL de enzima/100 mL), 5 mL foram tomados como controle e o restante foi
adicionado ao suporte (partindo-se da proporcdo de 10 mL de solucdo de
enzima/g de suporte). A suspenséao foi mantida a 4°C, sob agitagdo constante, por
24 horas. Amostras do sobrenadante foram retiradas para medida da
concentracao de proteina foi realizada de acordo com o método de Bradford (item
4.2). Apos 24 h, foi acrescentado 1 mg de boroidreto de sodio por mL de
suspensao (volume total). Ap6s mais 30 min de agitacdo, o gel foi lavado sob
vacuo com agua milli Q e, depois com tampao fosfato (0,1 mol/L), pH 8. A enzima
imobilizada foi armazenada sob refrigeracdo, em tampao fosfato de sdédio 0,1
mol/L, pH 8 contendo 0,02 % de azida sédica. A Figura 2 (Pagina 25) representa o
processo de ativagao do suporte e imobilizagdo da enzima.
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Ativagao do Suporte
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Figura 2: Ativacao do suporte com grupos glioxil e quimica do processo de imobilizagao.
Fonte: Adaptado de Guisan, Bastida, Blanco (1997a).

4.5 Determinacao de estabilidade enzimatica

A estabilidade térmica foi determinada pela incubagcdo da enzima nas

formas livre e imobilizada a 65 °C e pH 8,0. Em diversos tempos de reacao (0, 15,

30, 60 e 90 min), aliquotas foram retiradas das solugbes incubadas para

acompanhamento da atividade enzimatica. A atividade residual a cada tempo foi

expressa como percentual da atividade enzimatica inicial (atividade relativa).
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4.6 Testes de reuso da Alcalase imobilizada

A reutilizacdo da Alm foi avaliada por meio de repeticdo de atividades
enzimaticas. Ao final de cada atividade enzimatica, a Alm foi recuperada por
filtracdo a vacuo e reutilizada para nova reacdo de atividade. As mesmas
condic¢des iniciais (proporcdo massa de Alm: volume de solugdo de substrato)
foram mantidas nos ensaios subsequentes. A atividade inicial foi considerada 100
%, para célculo de atividade residual nos demais ciclos.

4.7 Obtencao dos hidrolisados do isolado proteico do soro (IPS)

Para determinar as melhores condicdes de hidrélise do IPS com a enzima
livre e com a imobilizada foi utilizada a metodologia de planejamento experimental
(RODRIGUES e IEMMA, 2009). As condigbes de hidrélise (Tabela 1, pagina 27)
foram estabelecidas por delineamento composto central rotacional (DCCR) 22,
contendo 3 pontos centrais (nivel 0), 4 pontos axiais (niveis +1,41 e -1,41) e 4
pontos fatoriais (niveis +1 e -1), totalizando 11 experimentos por enzima. O
planejamento experimental foi realizado para avaliar a influéncia das variaveis
independentes: temperatura e pH no grau de hidrélise (GH), que foi a variavel
dependente. Para todos os ensaios, o IPS foi preparado em solugdo aquosa na
concentracao de 3 % (m/v) e a relacdo enzima: substrato foi fixada em 120 U de
enzima/ g de substrato. A atividade da enzima foi determinada imediatamente
antes de cada ensaio conforme descrito no item 4.3.

Apdbs 180 min, a reacao foi interrompida por aquecimento a 90° por 10 min
ou pela retirada da enzima do meio reacional por filtracdo a vacuo quando a

enzima livre ou imobilizada foi utilizada, respectivamente.
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Tabela 1: Valores de pH e temperatura utilizados no DCCR para hidrélise de IPS com
Alcalase livre e imobilizada.

Variaveis -1,41 -1 0 1 1,41
pH 7,0 7,3 8 8,7 9,0
Temperatura (°C) 45 48 55 62 65

A funcdo matematica aplicada para a resposta (variavel dependente Y) esta

em funcgao das variaveis independentes, conforme a equacao 1:

Y=¢(pH, T) = Bo + By X1+ B2 Xo* B1 X1+ B2 X2” +B12X1X2 (Equacéo 1)

Onde: Bo, B1, B2 e B12 sdo os coeficientes constante, lineares, quadraticos
e as interagdes dos coeficientes, respectivamente, e X; e X2 representam as
variaveis independentes codificadas para o modelo.

Tanto para os experimentos realizados com a enzima livre como com a
imobilizada, a reagdo de hidrolise foi monitorada utilizando-se o método pH-stat,
com uso de titulador automatico modelo Metler DL 21 (Schwerzenbach, Suica)
com sistema de agitacao por 180 min. O GH foi definido pela equacéao 2 (ADLER-
NISSEN, 1986):

GH (%) = BNb(1/a)(1/MP)(1/hy;) X 100 (Equacio 2)

onde: B = consumo de base em mL; Nb = normalidade da base; 1/a = média de
grau de dissociagao do grupo a-NH2; MP = massa da proteina em g; hiy = numero
total de ligagdes peptidicas no substrato proteico, cujo valor € de 8,8 mmol/g de
proteina para o isolado proteico do soro de leite (STANCIUC, VAN PLANCKEN,
ROTARU, et al., 2008).

Ap6és hidrélise, os hidrolisados tiveram o pH ajustado para 6,5 com 1 N HCI
e, em seguida, foram liofiizados e armazenados a -20°C para analises
posteriores.
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4.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR)

A andlise cromatografica foi realizada de acordo com Sabadin, Villas-Boas,
Zollner, et al. (2012) com algumas modifica¢des. Utilizou-se coluna C18 Luna (250
mm X 4,6 mm DI, 5 ym) — Phenomenex - Woburn, MA, EUA. A composi¢cao dos
solventes utilizada foi: solvente A: 0,04 % de acido trifluoracético (TFA) (Merck,
Hohenbrunn, Alemanha) em agua Milli-Q, solvente B: 0,03 % TFA em acetronitrila
(Merck, Hohenbrunn, Alemanha) de grau HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), filtrados em membrana 0,45 pm (Schleicher e Schiill, Dassel,
Alemanha). A coluna foi mantida em temperatura ambiente, com fluxo de 1
mL.min”, detector fixado em 214 nm, volume de injecdo de 25 pL, sendo
equilibrada com 100 % do solvente A. A eluicao das amostras foi realizada em
gradiente linear até 70 % do solvente B em 40 min, mantida de forma isocratica
por 5 min e reequilibrada as condi¢des iniciais durante 15 min. As proteinas a-La e
B-Lg foram utilizadas como padrbes. As amostras foram solubilizadas em 0,03 %
TFA na concentracdo de 3 mg de proteina/mL de solucdo e filtradas em
membranas de acetato de celulose 22 ym (Schleicher & Schilill, Dassel, Dassel,
Alemanha). Cada amostra foi analisada em duplicata.

Para fim de avaliacdo, os cromatogramas dos hidrolisados com enzima livre
e dos hidrolisados com enzima imobilizada foram divididos em 3 zonas: (I) alta
hidrofilicidade, até 16 min, com solug¢do B na concentracao entre 10 % e 30 %; (ll)
média hidrofilicidade, entre 16 e 22 min, com solugcédo B entre 30 % e 40 % e (ll)
baixa hidrofilicidade, a partir de 22 min, com concentracédo de solucado B acima de
40 %.

4.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As analises eletroforéticas foram realizadas em sistema SDS-PAGE como
descrito por Laemmli (1970) utilizando equipamento Mini Protein |l (BioRad,

Hercules, CA, EUA) e espacadores de 0,75 mm. Os géis de separagédo e
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empilhamento utilizados continham 12 % e 4 % de acrilamida, respectivamente. O
IPS e os hidrolisados foram diluidos em tamp&o redutor (0,0625 mol/L Tris-HCI,
2,0 % SDS, 20 % glicerol, 5,0 % B-mercaptoetanol e azul de bromofenol, pH 6,8)
na concentracdo de 2 % proteina e aquecida a 95 °C/4 min. Foram aplicadas
aliquotas de 10 pyL de amostra. Apbés a corrida, os géis foram corados com
Coomassie Blue R-250 na concentragdo de 0,1 % em solucao de acido
aceético/metanol/agua (1:4:5) e descorados por meio de varias lavagens em
solucdo de &acido acético/metanol/agua (1:4:5). Utilizou-se kits de marcadores
padrao de MM de 14,4 a 97,0 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) para estimar a
MM das fracOes proteicas obtidas. A concentracao relativa de a-La e B-Lg foi
obtida pela densitometria dos géis de eletroforese, que foram analisados utilizando
o software livre Image J (v1.45s). Os resultados foram expressos como
porcentagem da area de cada pico em relagdo a somatoria da area de todos os

picos das proteinas detectados em cada amostra.

4.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS/Tricina (SDS-
PAGE/Tricina)

No sistema SDS-PAGE-Tricina foram utilizados géis de poliacrilamida de
diferentes concentracoes: gel de separacao (16,5 %T e 3 %C) com 6 mol/L ureia,
gel espacador (10 %T e 3 %C) e gel de empilhamento (4 % T e 3 %C). As
amostras foram diluidas em tampao redutor (0,0625 mol/L Tris-HCI, pH 6,8, 2%
SDS, 20 % glicerol, 5 % B-mercaptoetanol e 0,1 % Coomassie Blue G250),
aquecidos a 90 °C por 5 min. Aplicou-se aliquotas de 10 uL de solucao 2 % das
amostras. ApOGs as corridas, os géis foram fixados por 1 h em solucédo
metanol/acido acético/agua (5:1:4) e corados por Coomassie Blue G250 (0,025 %
de Coomassie Blue em 10% &acido acético). Posteriormente, foram descorados em
10 % &cido acético. A MM dos peptideos foi estimada utilizando padréao de 3,5 a
26 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
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4.11 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusao molecular (CLAE-
EM)

Os hidrolisados foram avaliados por cromatografia de exclusdo molecular
(CLAE-EM), a fim de se verificar sua distribuicio de massa molecular (MM)
aparente. Foi utilizado Sistema de HPLC Agilent, Sistema de bombas quaternario,
Semi Preparativo e Analitico com Detector por Arranjo de Diodos (DAD), com
coluna Protein-Pak™ 60 A — 7,8 mm x 300 mm (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA) (faixa de separacao de 1-20 kDa). A fase movel utilizada foi tampao fosfato
de sodio 50 mmol/L pH 6,8, utilizando a-La como referéncia. O fluxo foi de 0,5
mL/min e o monitoramento a 214 nm. O volume de injecao de amostra foi de 20 pL
(83 mg/mL) e o tempo de eluicao 40 min.

4.12 Caracterizacao fisico-quimica

4.12.1 Potencial zeta

A anadlise do potencial zeta foi realizada em equipamento Zetasizer para
avaliar o ponto isoelétrico (pl) dos hidrolisados de IPS (Malvern, Worcestershire,
Reino Unido). Os hidrolisados foram reidratados em agua deionizada (0,1 % m/v)
e a varredura da carga liquida dos hidrolisados foi realizada variando o pH de 7 a
3. A titulacao foi realizada com 0,2 N HCI. As analises foram realizadas em

triplicata.

4.12.2 Hidrofobicidade superficial

A hidrofobicidade superficial (So) foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Alizadeh-Pasdar e Li-Chan (2000) com algumas
adaptacoes, utilizando a sonda fluorescente anidnica 1-anililo-naphthalene8-
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sulfonate (ANS). Os hidrolisados foram diluidos em 0,01 M de tampao fosfato (pH
7,4) em concentracoes de 0,005 % a 0,025 % (g/mL) e a concentracdo de ANS foi
mantida em 8 mM em tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,4). Para determinagéo
da hidrofobicidade superficial, o comprimento de onda de excitacdo e emissao foi
390 nm e 470 nm, respectivamente. As aliquotas de 2 mL das solucdes dos
hidrolisados, foram adicionados 10 pL de solucdo 8 mM ANS e misturada em
vortex. Aliquota de 200 pL foi transferida para microplaca preta. Ap6s 15 min em
ambiente escuro, a intensidade de fluorescéncia relativa (RFI) de cada solucao foi
medida contra o branco (tampao com ANS) utilizando um leitor de microplaca
Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek®, Vermont, EUA). Os
valores de RFIl dos controles de cada diluicdo, sem ANS, foram obtidos e
subtraidos da leitura da solugc&o correspondente com ANS, obtendo-se a RFI. A Sy
foi determinada a partir do slope inicial da regressao linear obtida no grafico de
RFI versus a concentracédo de proteina (%). Cada amostra foi lida em duplicata.

4.12.3 Turbidez

Analise de turbidez dos hidrolisados foi realizada de acordo com Groleau,
Morin, Gauthier, et al. (2003). Os hidrolisados foram reidratados (1 % m/v) em
tampéo pH 4 preparado com 0,1 M de acido citrico e 0,2 M de fosfato de sddio, e
em tamp&o pH 7 preparado com 0,2 M de fosfato de sédio. Para andlise da
turbidez, solu¢des tamponadas dos hidrolisados foram analisadas na presenca de
NaCl (0,5 e 1 M), ureia (6 M), SDS (5 %) ou uma mistura de SDS (5 %)/B-
mercaptoetanol (5 %). Todas as solucdes reagiram por 90 min a temperatura
ambiente, e solugbes com SDS e B-mercaptoetanol (3-ME) foram fervidas por 2
min. Agregagdo nas diferentes solugdes foi estimada pela densidade Optica
medidas a 500 nm (Asoo) usando um espectrofotdmetro (Agilent 8453, Xangai,
China). As andlises foram feitas em triplicata.
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4.13 Deteccao de proteinas alergénicas por ELISA

O IPS e os hidrolisados obtidos com AL e Alm foram analisados com os kits
comerciais para detecgao de a-La e B-Lg de acordo com instrucdes do fabricante.
Para determinar a melhor concentracao para as avaliagdes, testes preliminares
foram realizados com dilui¢des seriadas de uma solugéo inicial (100 pg/mL) das
amostras. As curvas de calibragcao foram construidas com padrdes de a-La e B-Lg
fornecidos pelos kits. As amostras foram analisadas em ftriplicata e os dados
quantitativos foram obtidos pela medida da absorbadncia a 450 nm, em
espectrofotdbmetro Spectra Max 190 (Molecular Devices, Toronto, Canada),
utilizando microplaca de 96 pogos. As curvas do tipo quatro pardmetros para a
determinacao de concentragdo de a-La e B-Lg foram construidas com sete pontos
(duas replicatas para cada ponto). O maximo CV aceito foi igual a 5 %. A equacéao
da curva (Equacédo 3) representa um padrdo para expressdo de dados de
imunoensaio (CUCU, PLATTEAU, TAVERNIERS, et al., 2013).

Absorbancia = (A -D)/(1 + (x/C)®) + D (Equacio 3)

onde A é a minima absorbéancia da curva , B é a inclinagdo da curva, C é o valor
de Esp (concentracdo na qual se tem a metade da saturacdo méaxima), x é a

concentragdo de padrdo ou amostra e D € a maxima absorbancia da curva.

4.14 Analise estatistica

Para os DCCR, a analise de variancia (ANOVA) foi feita pelo programa
Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa, EUA). Apenas as variaveis com nivel de confianca =
90 % (p = 0,1) foram consideradas significativas. O programa Prisma GraphPad
versdo 5.0 foi utilizado para a validacdo do DCCR com Alcalase livre por teste T
ndo pareado e para os testes de analise de variancia (ANOVA) e teste de médias
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de Tukey da turbidez, hidrofobicidade superficial e ELISA, utilizando nivel de
confiangca = 95 % (p < 0,05).

33



Resultados e Discussao

5 Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao do IPS

O IPS utilizado apresentou 84,4 + 0,2 % de proteina. Em seu perfil
eletroforético (SDS-PAGE) (Figura 3, pagina 34) foram identificadas duas bandas
de maior intensidade referentes as proteinas B-Lg e a-La, de massa molecular
(MM) 18,3 e 14,4 kDa, respectivamente. A banda que aparece na regiao de MM
em torno de 66 kDa refere-se a albumina de soro bovina (BSA). Observa-se ainda,
banda de menor intensidade com MM em torno de 36 kDa que, possivelmente,
refere-se a dimeros de B-Lg que ndo foram destruidos pelas condi¢des redutoras

da eletroforese.

MM
(kDA)

97,4
66,2 b <+— BSA

45,0

31,0 N

21,5
-y —Flz

144 e s <4— g-La

Figura 3: Perfil eletroforético SDS-PAGE (gel de poliacrilamida — 12 %), em meio redutor,
do isolado proteico do soro de leite. Coluna 1: padrdo de MM (14,4-97,4 kDa), coluna 2:
isolado proteico do soro de leite.
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5.2 Imobilizacao da Alcalase

O teor de proteina na Alcalase comercial foi de 1,94 mg/mL de preparado. A
quantidade maxima de Alcalase imobilizada no suporte foi 0,028 mg de proteina/g
de suporte e o rendimento de imobilizagdo foi 23 %. Embora o rendimento de
imobilizagdo tenha sido baixo, houve alta retengcdo da atividade da enzima
imobilizada. Tardioli, Pedroche, Giordano et al. (2003b) obtiveram 54 % de
retencdo da atividade da Alcalase imobilizada em suporte glioxil-agarose,
enquanto nesse trabalho obteve-se 85 % de retengédo de atividade. A reagéo de
imobilizacdo da Alcalase foi interrompida ap6s 24 horas, tempo considerado 6timo
para obtencdo de maxima estabilidade da enzima (YUST, PEDROCHE, et al.,
2010). O alto grau de ativagao (111,4 ymol/mL de suporte) e a grande superficie
de contato do suporte também podem ter facilitado a interagcdo com a enzima e
resultado em maior formacdo de ligacdes covalentes multipontuais (MATEO,
PALOMO, FUENTES, et al., 2006). A imobilizacdo da enzima, em geral, ocorre
nos primeiros minutos de contato enzima-suporte. Porém, é necessario maior
tempo de imobilizagdo para permitir um rearranjo da enzima, de forma que ela se
estabilize e se ligue por mais pontos ao suporte (ligacdo covalente multipontual)
(MATEO, PALOMO, et al., 2006). A ligagcao covalente multipontual aumenta a
estabilidade da enzima pela rigidificacdo de sua estrutura tridimensional, o que
confere resisténcia as pequenas mudangas conformacionais causadas por calor,
solventes organicos e outros agentes desnaturantes (KLIBANOV, 19883;
PEDROCHE, DEL MAR YUST, et al., 2007).

A estabilidade térmica da AL e Alm e os testes de reuso da Alm estao
apresentados na Figura 4 (Pagina 36). Na andlise da estabilidade térmica,
observou-se que com o aumento do tempo de incubacdo em pH 8 e 65°C, a
atividade da AL decaiu rapidamente, enquanto que Alm manteve-se mais estavel,
principalmente nos primeiros 15 min de incubacao. A Alm manteve 15 % de sua
atividade inicial em 90 min de incubagéo, enquanto que a AL perdeu totalmente a
atividade em 60 min. Isso confirma que a imobilizacdo da Alcalase em suporte
glioxil-agarose aumentou a estabilidade da enzima quando essa foi exposta a
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temperatura de 65 °C. Essa caracteristica é de grande importancia, visto que a
possibilidade de conduzir processos biotecnologicos a temperaturas elevadas
reduz o risco de contaminacao por meséfilos comuns (YUST, PEDROCHE, et al.,
2010).
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Figura 4: (A) Estabilidade térmica da Alcalase livre e imobilizada avaliada pela incubagao
em tampao fosfato de sédio 0,1M pH 8,0 e 65°C. (B) Testes de reuso da Alcalase
imobilizada em glioxil-agarose

Quando o reuso foi avaliado, a Alm apresentou retencao de atividade nos 6
ciclos realizados, com perda de apenas 15 % de sua atividade apds o terceiro
ciclo de utilizacdo. A reutilizacdo é uma das caracteristicas mais importantes da

imobilizagdo de enzimas, pois uma vez que a enzima pode ser recuperada e
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reutilizada, os custos de produgdo de hidrolisados diminuem (BRENA, 2006).
Outra vantagem da facil retirada da enzima do meio reacional para a produgéo de
hidrolisados hipoalergénicos é a investigagdo da antigenicidade da prdpria enzima,
uma vez que essa € retirada do produto final quando esta imobilizada (CHAPLIN,
1990).

5.3 Obtencao dos hidrolisados do isolado proteico do soro (IPS)

A Figura 5 (Pagina 38) apresenta as curvas de hidrolise do IPS com
Alcalase livre e imobilizada nas diferentes condicbes de hidrélise estudadas,
apresentadas na Tabela 2 (Pagina 39). As curvas obtidas com ambas as enzimas
mostram taxa de reagao elevada nos primeiros 20 minutos de hidrélise. Ap6s esse
tempo a velocidade de reagdo comecou a diminuir, chegando préximo de um
platd, que se manteve até o final dos 180 min de hidrdlise.

De forma geral, a velocidade inicial de reacdo com a enzima imobilizada foi
menor que com a enzima livre. Isso pode ser explicado pela dificuldade de acesso
do substrato a enzima imobilizada dentro dos poros do suporte (BICKERSTAFF,
1997; GUISAN, PENZOL, et al, 1997; PEDROCHE, DEL MAR YUST, et al,
2007). O comportamento cinético da enzima imobilizada pode diferir
significativamente daquele da mesma enzima na forma livre (CHAPLIN, 1990).
Essas mudangas podem ser tanto devido as alteragdes conformacionais na
enzima, resultante do processo de imobilizagdo, quanto da presenca e natureza
do suporte de imobilizagdo (CHAPLIN, 1990).
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Figura 5: Curvas de hidrélise obtidas com Alcalase livre (A) e imobilizada (B) nas
condicoes de pH e temperatura descritas no Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR): (1) 7,3 e 48°C; (2) 8,7 e 48°C; (3) 7,3 e 62°C; (4) 8,7 e 62°C; (5) 7,0 e 55°C; (6)
9,0 e 55°C; (7) 8,0 e 45°C; (8) 8,0 e 65°C; (9, 10 e 11) 8,0 e 55°C. Ensaios: 1 (=*=) ;2
(=m=); 3 (—#=); 4 ()5 ()56 ( B7 ()8 )9 (=) 10 (1N
().

A matriz com os ensaios experimentais e os resultados de GH para cada
enzima estao apresentados na Tabela 2 (Pagina 39).
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Tabela 2: Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) para estudo dos
efeitos da hidrélise com Alcalase livre e imobilizada na resposta grau de hidrélise (GH %)
do isolado proteico do soro de leite.

Variaveis Independentes Variavel Dependente — GH (%)
Ensaios pH Tem;)::r;atura Alcalase Livre Alcalase Imobilizada
1 7,3 48 18,1 14,3
2 8,7 48 18,1 11,4
3 7,3 62 21,0 18,3
4 8,7 62 23,9 17,7
5 7,0 55 22,4 17,4
6 9,0 55 20,1 17,3
7 8,0 45 22,2 9,5
8 8,0 65 18,8 22,2
9 8,0 55 21,5 19,4
10 8,0 55 20,3 17,1
11 8,0 55 22,4 20,0

O GH variou de 18,1 a 23,9 % para a AL e de 9,5 a 22,2 % para a Alm.
Apesar da mesma relagdo E:S (em relagdo a atividade enzimatica) ter sido
utilizada, a Alm resultou em maior variacdo de GH que a AL. Uma das principais
limitagbes associadas ao uso de enzimas imobilizadas é a menor atividade
catalitica, especialmente quando agem em substratos macromoleculares (BRENA,
2006). Quando suportes porosos, como glioxil-agarose, sao utilizados para
imobilizagdo, parte da enzima é imobilizada na superficie e parte no interior do
suporte, o que pode gerar dificuldades de acesso do substrato a estas enzimas,
restringindo a velocidade de agdo da enzima imobilizada. Isso pode explicar a
obtencdo de hidrolisados com menor GH quando a Alm foi utilizada. Esse
fendbmeno, denominado impedimentos estéricos, se refere a superficie do suporte
restringindo o acesso do substrato macromolecular aos sitios ativos da enzima e
esta esquematizado na Figura 6 (Pagina 40). Apenas no ensaio 8 o GH do
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hidrolisado obtido com a Alm foi maior que aquele obtido com a AL, o que sugere
que as condicbes deste ensaio foram mais favoraveis a acdo da Alm. A
imobilizagdo aumenta a estabilidade térmica da enzima pela rigidificagao de sua
estrutura, o que restringe sua movimentagcdo e interagdo com o substrato
(PEDROCHE, DEL MAR YUST, et al., 2007). Entretanto, as condi¢des de hidrolise
do ensaio 8 (pH 8,0 e 65 °C) podem ter promovido alteracdes conformacionais no
substrato que facilitaram a sua entrada na malha do suporte, resultando no
aumento da interacdo enzima-substrato (BENJAKUL e MORRISSEY, 1997). Além
disso, a temperatura elevada pode ter colaborado com maior energia ao sistema,

facilitando o encontro entre enzima e substrato.

Substratos menores

Enzima

Substrato macromolecular ~_L‘-:.-.-.:=
—

-
----
ae

Suporte

Figura 6: Impedimentos estéricos sofridos pelo substrato durante hidrélise catalisada por
enzima imobilizada.
Fonte: Adaptado de Bickerstaff (1997).

A analise estatistica dos resultados relativos a AL esta apresentada na
Tabela 3 (P4gina 41) e a Alm nas Tabelas 4 e 5 (Pagina 41).

No DCCR conduzido com a AL, o GH obtido na condi¢cdo do ponto central
foi de 20,3 a 22,4 % (Tabela 2, pagina 39), ou seja, valores muito préximos aos
obtidos nas outras condicoes do delineamento. Assim, nenhum dos parametros
avaliados foi estatisticamente significativo, ndo sendo possivel estabelecer um

modelo para a resposta GH em funcéo das variaveis pH e temperatura.
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Tabela 3: Coeficientes de regressao para a resposta GH (%) obtida com Alcalase livre.

Coeficientes Lim. de Lim. de
de Emj t (5) p-valor conf. — conf. +
Padrao

Regressao 90% 90%
Média 21,333333 1,436878 14,84701 0,000025 18,43796 24,22871
pH (L) -0,06176 0,879904 -0,07019 0,946760 -1,83481 1,71129
pH (Q) -0,17292 1,047296 -0,16511 0,875327 -2,28327 1,93743
T(L) 0,48646 0,879904 0,55285 0,604169 -1,28659  2,25951
T(Q) -0,62292 1,047296 -0,59479 0,577879 -2,73327 1,48743

PH(L)XT(L) 0,67500 1,244372 0,54244 0,610807 -1,83247  3,18247

Tabela 4: Coeficientes de regressdo para a resposta GH (%) obtida com Alcalase
imobilizada.

Coeficientes Lim. de Lim. de
de Emj t (5) p-valor conf.— conf. +
Padrao
Regressao 90% 90%

Média 18,83667 1,044457 18,03489 0,000010 16,73204 20,94130
pH (L) -0,45414 0,639596 -0,71004 0,509410 -1,74296 0,83468
pH (Q) -1,06333 0,761272 -1,39678 (,221311 -2,59733 0,47067
T (L) 3,53403 0,639596 552540 0,002661 2,24521  4,82285

T(Q) -1,77833 0,761272 -2,33600 0,066711 -3,31233 -0,24433

pPH(L)xT(L) 0,57000 0,904526 0,63016 (556260 -1,25266 2,39266

Tabela 5: Coeficientes de regressao para a resposta GH (%) obtida com Alcalase
imobilizada ap6s reparametrizagao.

Lim. de Lim. de

Coeficientes Erro
t (5) p-valor conf. — conf. +

90% 90%
Média 18,83667 1,044457 18,03489 0,000010 16,73204 20,94130

T(L) 3,53403 0,639596 552540 0,002661 2,24521 4,82285
T(Q) -1,77833 0761272 -2,33600 0,066711 -3,31233  -0,24433

de Regressao Padrao
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O DCCR conduzido com a Alm resultou na equacdo do modelo

reparametrizado representada na Equacéo 4.

Y =@ (pH,T) = 17,83+ 3,53x>— 1,46 x> (Equacio 4)

As ANOVA dos resultados de cada enzima estdo apresentadas na Tabelas
6Tabela 6 (Pagina 42) e 7 (Pagina 43). O Fcalc para a regressao foi de 0,19 e
17,62, e a porcentagem de variagdo explicada (R? pelo modelo foi de 16,08 e
81,49 % para Alcalase livre e imobilizada, respectivamente. Os valores baixos
tanto de Fcal quanto de R? para a enzima livre sdo resultado dos valores
semelhantes de GH obtidos no DCCR, pois uma vez que n&o houve variacao
muito grande desses valores, n&o foi obtido modelo. Quanto a enzima imobilizada,
o Fcal foi significativo e, apesar do valor de R? ter sido relativamente baixo, pode-
se concluir que o modelo se ajusta bem aos resultados experimentais,
principalmente por se tratar de processos enzimaticos, que apresentam grande

variabilidade.

Tabela 6: ANOVA para grau de hidrélise do IPS com Alcalase livre.

Fonte de Somados Grausde Quadrado

variagdo  quadrados liberdade médio Feal p-valor
Regressdo  5,93801 5 1,18 0,19 0,88
Residuos 30,96926 5 6,19
F. ajuste 28,54259 3 9,51
E. puro 2,42667 2 1,21
Total 36,90727 10 3,69

% variacdo explicada (R®) = 16,08; Fs.5:.010= 10,97
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Tabela 7: ANOVA para grau de hidrélise do IPS com Alcalase imobilizada.

Fonte de Somados Grausde Quadrado

variagdo  quadrados liberdade médio Feal p-valor
Regressao 113,19 2 56,59 17,62 0,02
Residuos 25,69 8 3,21
F. ajuste 20,87 6 3,47
E. puro 4,82 2 2,41
Total 138,89 10 13,89

% variacdo explicada (R®) = 81,49; Fos.0.10= 8,65

A superficie de resposta e a curva de contorno geradas pelo modelo para
Alm estdo apresentadas na Figura 7 (Pagina 44). Na faixa de condigbes
estudadas, o pH nao interferiu no GH. Porém, a medida que a temperatura
aumentou, o GH também aumentou, o que indica que a Alm teve sua atividade

aumentada em temperaturas acima de 60 °.
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Figura 7: Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta GH do isolado
proteico de soro de leite obtida com Alcalase imobilizada em fungédo da temperatura e do
pH.
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A fim de validar os resultados do DCCR da AL, o ensaio 2 (pH 8,7 e 48 °C)
foi realizado em triplicata. Os resultados destes experimentos, GH = 17,7 £ 0,6 %,
foram comparados aos do ponto central, GH = 21,4 + 1,05 %, por teste T néo-
pareado e ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre eles.
Pode-se considerar, entdo, os resultados da validacao satisfatérios, uma vez que
esses confirmaram os resultados do planejamento experimental, os quais
mostraram que dentro das faixas de pH e temperatura estudadas, o GH resultante
da acao da AL foi muito semelhante.

A partir da andlise da superficie de resposta gerada pelo modelo obtido com
a Alm determinou-se a temperatura na qual se obtém maior GH, entre 60 e 65°C.
O modelo gerado para os resultados com a Alm foi, entdo, validado realizando-se
ensaio de hidrolise em ftriplicata a 60°C e pH 8,5. Como a varidvel pH nao foi
significativa para a construgcdo do modelo experimental, este foi escolhido de
acordo com a faixa 6tima de atuacdo da Alcalase (6,5 a 8,5), optando-se pelo
limite superior, pois a imobilizagdo aumenta a estabilidade da enzima ao pH. O GH
obtido experimentalmente foi 18,4 + 0,4 % enquanto que o valor predito pelo
modelo reparametrizado (Equacdo 4, pagina 42) foi de 19,6 %. Apesar da
existéncia de desvios entre os resultados experimentais e os preditos, pode-se
considerar que o modelo é eficiente, pois o erro de predi¢cao foi pequeno (+ 0,84
%) e se relaciona com a simplicidade do modelo estatistico que teve como unico
termo significativo a variavel temperatura (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

5.4 Caracterizacao dos hidrolisados

Os hidrolisados obtidos com a AL foram denominados como HAL e os
obtidos com a Alm como HAIm, seguidos pelo numero referente ao ensaio de
hidrolise do DCCR. Por exemplo, os hidrolisados obtidos no ensaio 1 com
Alcalase livre e imobilizada foram denominados de HAL1 e HAIm1,

respectivamente.
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5.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR)

Os perfis cromatograficos (CLAE-FR) dos hidrolisados obtidos nas
condi¢cées do DCCR com AL e Alm estdo apresentados nas Figuras 8 (Pagina 47)
e 9 (Pagina 49), respectivamente. As proteinas a-La e B-Lg, utilizadas como
padroes, apresentaram tempo de retencdao (TR) de 27,2 e 28,0 min,
respectivamente, e podem ser observadas no cromatograma do IPS integro
(Figura 8 A, pagina 47; Figura 9 A, pagina 49).

Na Figura 8 (Pagina 47) observa-se que os perfis cromatograficos dos
hidrolisados obtidos com AL sob as diferentes condicoes de hidrolise
apresentaram, em geral, poucos picos na regiao lll, sendo que a maioria dos
peptideos foram eluidos nas regides de alta (I) e média (ll) hidrofilicidade. Isso
indica a formagéao preferencial de pequenos peptideos hidrofilicos como resultado
da ampla especificidade da Alcalase. Embora os hidrolisados tenham apresentado
GH semelhantes e perfis cromatograficos com mais picos na regiao | e Il, as
condi¢cbes de reacdo levaram a diferentes padrées de hidrdlise, em especial na
regido lll. Os hidrolisados HAL1, HALS3, HAL4, HAL6, HAL7 e HAL9 apresentaram
mais picos nessa regiao em comparagcao com os hidrolisados HAL2, HALS e
HALS.
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Figura 8: Cromatogramas de CLAE-FR com deteccdo UV a 214 nm de hidrolisados
obtidos com Alcalase livre nas condi¢des de pH e temperatura descritas no DCCR: (1) 7,3
e 48°C; (2) 8,7 e 48°C; (3) 7,3 e 62°C; (4) 8,7 e 62°C; (5) 7,0 e 55°C; (6) 9,0 e 55°C; (7)
8,0 e 45°C; (8) 8,0 e 65°C; (9, 10 e 11) 8,0 e 55°C. Regiao I: alta hidrofilicidade; regiao I
meédia hidrofilicidade; regido llI: baixa hidrofilicidade.
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Nos perfis cromatograficos dos hidrolisados obtidos com Alm (Figura 9,
pagina 49) observa-se mais picos na regiao de baixa hidrofilicidade (Ill) em
comparacdo aos dos hidrolisados com a enzima livre (Figura 8, pagina 47). Nos
cromatogramas dos hidrolisados HAIm1 e HAIm7 observa-se picos referentes a a-
La e B-Lg nao hidrolisadas, indicando que estas condicdes nao foram adequadas
a reacao com Alm e que a hidrélise foi menos eficiente que com AL. Da mesma
forma que observado para a hidrélise com AL, as condi¢cdes de reagdo também
influenciaram no padrédo de peptideos liberados pela Alm. Mesmo hidrolisados
com GH semelhantes mostraram diferengcas no perfil cromatografico. Os
hidrolisados HAIm4, HAIm5 e HAIm6, por exemplo, todos com GH em torno de
17%, apresentaram diferengas, em especial na regido lll, onde HAIm4 e HAImM6

apresentaram mais picos nessa regiao que HAIm5.
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Figura 9: Cromatogramas de CLAE-FR com deteccdo UV a 214 nm de hidrolisados
obtidos no DCCR com Alcalase imobilizada nas condigdes de pH e temperatura : (1) 7,3 e
48°C; (2) 8,7 e 48°C; (3) 7,3 e 62°C; (4) 8,7 e 62°C; (5) 7,0 e 55°C; (6) 9,0 e 55°C; (7) 8,0
e 45°C; (8) 8,0 e 65°C; (9, 10 e 11) 8,0 e 55°C. Regiao I: alta hidrofilicidade; regiao Il:
meédia hidrofilicidade; regido llI: baixa hidrofilicidade.
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Alguns dos hidrolisados foram selecionados para as caracterizacoes
posteriores a CLAE-FR. Esta escolha foi direcionada para hidrolisados com perfil
mais hidrofilico (eluidos na regido | e Il dos cromatogramas), 0 que sugere a
presenca de peptideos de baixa MM e exclui os hidrolisados que apresentaram a-
La e B-Lg nao hidrolisadas, considerando que estas sao caracteristicas
relacionadas a diminuicdo da antigenicidade (KANANEN, SAVOLAINEN,
MAKINEN, et al., 2000). Optou-se também por hidrolisados com diferentes GH e
produzidos em condigbes bem distintas de hidrolise (pH e temperatura). Para a
comparacdo do desempenho da enzima na forma livre e imobilizada nas
caracteristicas dos hidrolisados, para cada hidrolisado escolhido, o
correspondente obtido na mesma condigdo, porém com a enzima na outra forma
(livre ou imobilizada) também foi analisado.

Uma vez que o hidrolisado HAIm8 apresentou o maior GH (22,2 %) do
planejamento para a enzima imobilizada, esse hidrolisado foi escolhido para as
caracterizagbes posteriores. O hidrolisado HAL5 apresentou GH semelhante
(22,4%) ao HAImM8 e foi escolhido para permitir a comparagédo de hidrolisados de
GH semelhantes. Ja os hidrolisados obtidos no ensaio 2 com ambas as formas da
enzima foram escolhidos com o objetivo de caracterizar também hidrolisados de

GH menores.

5.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE e SDS-PAGE/Tricina)

O perfil de MM dos hidrolisados produzidos tanto com a AL quanto com a
Alm foram obtidos em dois sistemas, SDS-PAGE e SDS-PAGE/Tricina e estao

apresentados na Figura 10 (Pagina 51).
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Figura 10: Perfis eletroforéticos de IPS integro e hidrolisados com Alcalase livre e
imobilizada obtidos nos ensaios 2, 5 e 8 do DCCR. (A) SDS-PAGE (gel de poliacrilamida
— 12 %): (1) Padrdo de massa molecular (14,4 a 97,4 kDa); (2) IPS n&o hidrolisado; (3)
HAL2; (4) HAL5; (5) HALS; (6) HAIm2; (7) HAIm5; (8) HAIm8. (B) SDS-PAGE/Tricina em
meio redutor: (1) Padrdo de massa molecular (3,5 a 26 kDa); (2) IPS n&o hidrolisado; (3)
HAL2; (4) HALS5; (5) HALS; (6) HAIm2; (7) HAIm5; (8) HAImS.

Nos dois sistemas é possivel observar as bandas das duas principais
proteinas do IPS, B-Lg e a-La e, no sistema SDS-PAGE (Figura 10 A), observa-se
também a BSA (66 kDa). Nos perfis dos hidrolisados observou-se a banda
referente a BSA, porém, nos hidrolisados com Alm essas bandas estdo mais
intensas, o que sugere que a Alm teve mais dificuldade para hidrolisar essa
proteina. Os perfis dos HAL2 e HAL5 mostraram desaparecimento quase total de
B-Lg e a-La, enquanto no perfil do hidrolisado HAL8 n&o se detecta nenhuma
banda nos dois sistemas. Isso sugere a presencga apenas de peptideos menores
que 3 kDa, que podem nao ter sido corados, por haver perda destes durante a
fixacdo e/ou coloracdo do gel (CLAEYS, DE SMET, BALCAEN, et al., 2004).
Sabadin, Villas-Boas, Zollner et al. (2012) relataram peptideos de MM menor que
6,5 kDa em hidrolisados de B-Lg produzidos com Alcalase livre que apresentaram
cerca de 12 % de GH. Doucet, Otter, Gauthier (2003) relataram formacéo de

peptideos menores que 2 kDa a partir da hidrélise com Alcalase por 5 h.
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Nos perfis eletroforéticos (SDS-PAGE e SDS-PAGE/Tricina) dos
hidrolisados HAIm2 e HAIm5 observa-se bandas de fraca intensidade referentes
as proteinas B-Lg e a-La. E possivel observar também bandas na regido de MM
um pouco abaixo de 66,2, de 31, 26,6 e 17 kDa, o0 que sugere a presenca de
peptideos originarios de proteinas maiores. Ja o hidrolisado HAIm8 apresentou
perfis semelhantes aos dos hidrolisados com a enzima livre, 0 que condiz com o

maior GH obtido nessa condicéo.

5.4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusao molecular (CLAE-
EM)

A a-La (14,4 kDa) e a BSA (66 kDa) foram utilizadas como referéncias para
avaliar a distribuicdo de MM aparente das amostras por cromatografia de exclusao
molecular utilizando tampéao fosfato de sédio 50 mmol pH 6,8 como fase moével. A
MM da BSA (66 kDa) € superior a faixa de separacao da coluna (1-20 kDa) e,
assim, o TR dessa proteina, 11,4 min, representa o volume morto da coluna. O TR
da a-La (14,4 kDa) foi 13,4 min. Os cromatogramas dos hidrolisados encontram-se
na Figura 11 (Pagina 53).

Nas condicbes da cromatografia, de forma geral, os hidrolisados com
enzima livre e imobilizada apresentaram, majoritariamente, MM aparente menor
que 14,4 kDa, o que estda em conformidade com os resultados obtidos por SDS-
PAGE/Tricina (Figura 10 B, pagina 51), que mostraram peptideos com MM abaixo
deste valor. Porém, os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE/Tricina) dos hidrolisados
com AL indicam que estes sdo constituidos, principalmente, por peptideos de MM
menor que 3,5 kDa, sugerindo que picos eluidos proximos ao TR da a-La séo
agregados de peptideos, formados na condi¢cdo da cromatografia.
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Figura 11: Cromatogramas de CLAE-EM dos hidrolisados com (A) Alcalase livre e (B)
imobilizada obtidos nas condi¢gbes dos ensaios 2, 5 e 8 do DCCR. (A1) HAL2. (A2) HALS5.
(A3) HAL8. (B1) HAIm2. (B2) HAIm5. (B3) HAIm8. Condigbes de andlise: coluna Protein-
Pak TM 60A (7,8 mm x 300 mm), fluxo de 0,5 mL/min, fase mével: tampao fosfato de
sodio 50 mmol, pH 6,8.

Nos cromatogramas (CLAE-EM) dos hidrolisados obtidos com a Alm
observa-se um pico eluido no volume morto da coluna. Esse pico pode ser
referente aos peptideos de MM aparente maiores que o tamanho de exclusdo da
coluna (1-20 kDa), eluidos juntamente com residuos de BSA, pois, de acordo com
o perfil eletroforético (Figura 10, pagina 51), essa proteina nao foi totalmente
hidrolisada pela Alm. De acordo com o perfil eletroforético, que mostra a MM real
das fracdes presentes nos hidrolisados, ha BSA residual também nos hidrolisados
produzidos com AL, porém as bandas mostraram-se mais discretas, o que sugere

a presenca dessa proteina em baixa concentracao nesses hidrolisados.
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5.4.4 Caracterizacao fisico-quimica

Hidrolisados proteicos podem apresentar diferentes caracteristicas fisico-
quimicas em funcao dos peptideos formados e dos tratamentos sofridos. Sendo
assim, a hidrofobicidade superficial (Sp), 0 ponto isoelétrico (pl) (Tabela 8, pagina
54) e a turbidez (Figuras 12, pagina 56 e 13, pagina 57) foram avaliados com o

intuito de estimar a agregacao dos hidrolisados.

Tabela 8: Hidrofobicidade superficial (Sy) e ponto isoelétrico (pl) dos hidrolisados com
Alcalase livre (HAL) e imobilizada (HAIm) obtidos nos ensaios 2, 5 e 8 do DCCR.

Condicoes de Ponto
et e Hidrofobicidade
Hidrolise GH (%) Isoelétrico
—— superficial (So)* .
Hidrolisado pH T (°C) (p)
IPS Integro 2610 *+ 269,6° 4-5**
HAL2 67 48 18,1 1300 + 81,9° 42 +0,2°
HAIM2 ’ 11,4 3330 + 70,9° 4,3+0,4°
HAL5 26 55 22.4 1470 + 88,9° 3,8+0,18°
HAImM5 ’ 17.4 4287 + 80,2° 46 +0,8
HALS 80 - 18,8 877 + 56,9 3,6+0,2
HAIm8 ’ 222 2100 + 15,31 4,0 0,29

*Resultados expressos em média +

desvio padrdo de triplicata. Letras diferentes na

mesma coluna expressam diferengas significativas (p<0,05).
** Fonte: Kuipers, Alting e Gruppen (2007).

Os valores de Sy variaram de 877 a 1470 para os hidrolisados obtidos com
AL, e de 2100 a 4287 para os hidrolisados obtidos com a Alm, enquanto que a Sy
do IPS foi 2610. A hidrélise enzimética e o tratamento térmico podem alterar a Sy
e é dificil separar os dois efeitos (PANYAM e KILARA, 1996). Os valores
significativamente diferentes de S, entre os HAL e HAIm em relagdo ao IPS
integro podem estar relacionados ao padrdo de hidrélise, pois as condicées de
hidrolise (pH e temperatura) podem afetar a conformagao do substrato e, dessa

forma, alterar as caracteristicas dos peptideos liberados pela acdo da enzima. De
54



Resultados e Discussao

acordo com Cresout e Gruppen (2008) a presenca de determinados peptideos tais
como [-Lg AB [f1-45], B-Lg AB [f90-108], a-La [f50-113] aumentam a tendéncia de
agregacéao de hidrolisados proteicos.

Os valores distintos de S, dos hidrolisados podem estar relacionados
também as diferengas na forma de interromper a reagdo quando se utiliza a
enzima livre ou imobilizada. O aquecimento apds a hidrdlise para inativar a enzima
livre pode ter contribuido para agregacdo dos peptideos (PANYAM e KILARA,
1996), pois o aumento da temperatura favorece a formagdo de interagbes
hidrofébicas (DAMODARAN, 2010). Assim, os grupos hidrofébicos dos HAL
podem ter sido ocultos no interior dos agregados. A maior exposi¢cao de grupos
hidrofébicos nos HAIm e, consequentemente, maior So pode ser explicada pela
auséncia de tratamento térmico para inativar a enzima.

Os valores significativamente maiores de Sy dos HAIm, ndo somente em
relacdo aos HAL, mas também ao proprio IPS podem ser também parcialmente
explicados pela presenga de BSA. Essa proteina ndo foi totalmente hidrolisada
pela Alm, conforme visto no perfil eletroforético desses hidrolisados (Figura 10,
pagina 51) e pode ter sofrido desnaturacdo devido as condicdes de hidrélise, o
que possivelmente levou a exposicao de seus sitios hidrofébicos.

As diferengas de pl dos hidrolisados também podem estar associadas ao
GH, pela liberagao dos grupos ionizaveis a-amino e a-carboxilicos, aos diferentes
padrbées de hidrolise e as condigdes de inativagdo da enzima, que podem levar a
diferentes exposicbes de cargas superficiais. O menor valor de pl foi do
hidrolisado HALS8, que tem o menor valor de Sy, 0 que sugere ocultagdo de cargas
nos agregados formados.

A medida da turbidez de solugbdes dos hidrolisados com diferentes valores
de pH, forca i6nica e presenca de agentes desnaturantes e/ou redutores foi
realizada para estimar a agregacdo e a contribuicdo de diferentes forgas de
interacdo envolvidas nessa agregacdao (OTTE, LOMHOLT, et al., 1997). A
agregacao resulta na formacédo de particulas que dispersam a luz e fazem a
solucao parecer turva (HERMANSSON, 1979). A Figura 12 (Pagina 56) mostra a
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turbidez das solugdes (1 % m/v) dos hidrolisados em funcao do pH e concentracao
de NaCl. Em pH 4,0 (Figura 12 A, pagina 56), a turbidez de todos os hidrolisados
foi maior que em pH 7,0 (Figura 12 B, pagina 56). Isso € devido ao ponto
isoelétrico (pl) dos hidrolisados estar em torno de 4,0. No pl, como a carga liquida
é nula, a repulséao eletrostatica diminui, favorecendo a aproximagao das cargas e
aumentando as interacdes entre os peptideos (MUSCHIOLIK, 1997).

De forma geral, a forga ibnica (0-1 M NaCl) teve efeito pouco significativo na
turbidez o que sugere a baixa contribuicdo de interagbes eletrostaticas no

processo de agregacao dos peptideos.
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Figura 12: Turbidez (Abs 500 nm) de solugdes 1 % (m/v) dos hidrolisados de isolado
proteico do soro de leite com Alcalase livre (HAL) e imobilizada (HAIm), obtidos nas
condic¢des de hidrolise dos ensaios 2, 5 e 8 do DCCR. Em funcao do pH: (A) pH 4,0 e (B)
pH 7,0, e diferentes concentracdes de sal (NaCl). (mm) 0 M NaCl; (==) 0,5 M NaCl; (=)
1M NaCl. Valores expressos em meédia + desvio padrdo de triplicata. Letras diferentes
entre as colunas de uma mesma amostra expressam diferengas significativas (p<0,05).

Na Figura 13 (Pagina 57) estdo representados os valores de turbidez dos
hidrolisados em diferentes solventes. De forma geral, nos dois valores de pH
estudados (4,0 e 7,0), a turbidez diminuiu significativamente na presenca de ureia,
e, de maneira mais expressiva, na presenca de SDS e SDS + 3-ME em relacéo ao
controle. Apenas na solugdo do hidrolisado HAIm8 em pH 7,0, a adicdo de ureia
teve efeito pouco significativo na diminuicdo da turbidez, sugerindo que pontes de
hidrogénio tém pequena participagdo na estabilizacdo dos agregados formados
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nesse hidrolisado. A desestruturacdo de agregados pela ureia se relaciona com a
alta capacidade deste agente desnaturante para formar pontes de hidrogénio
(DAMODARAN, 2010). Em concentragbes acima de 6 M, a ureia quebra as
ligacbes de hidrogénio da agua e essa desestruturacdo faz com que ela se torne
um solvente melhor para residuos apolares (DAMODARAN, 2010). Isso resulta em
maior exposi¢ao e solubilizacdo de residuos hidrofobicos provenientes do interior
dos agregados e diminuicdo da turbidez (DAMODARAN, 2010). Ja o SDS
solubiliza os agregados proteicos pela desestabilizagcao de interagdes hidrofobicas
e adicao de cargas negativas a proteina. A solubilizacao dos hidrolisados em ureia
e SDS, bem como a diminuicdo significativa da turbidez na presenca desses
agentes desnaturantes sugere que pontes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas
estao envolvidas na formacao dos agregados nos hidrolisados (OTTE, LOMHOLT,
et al., 1997).

HAL2 HALS HALS HAIm2Z ~ HAImS  HAIm8 HAL2 HALS HALS  HAIm2  HAImS  HAImS

Hidrolisados

Hidrolisados

Figura 13: Turbidez (Abs 500 nm) de solu¢des 1 % (m/v) dos hidrolisados de isolado
proteico do soro de leite com Alcalase livre (HAL) e imobilizada (HAIm), obtidos nas
condicdes de hidrolise dos ensaios 2, 5 e 8 do DCCR. Em funcao do pH: (A) pH 4,0 e (B)
pH 7,0, e da presenca de agentes desnaturantes/redutores. (==) Controle: tampao; (=)
Ureia; (==) SDS; (m=m) SDS + B-ME. Valores expressos em média + desvio padréo de
triplicata. Letras diferentes entre as colunas de uma mesma amostra expressam
diferencgas significativas (p<0,05).

De forma geral, a presenca de SDS no solvente diminuiu significativamente

a turbidez dos agregados e, quando associado ao B-ME, essa diminuicao foi ainda
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maior. Isso sugere que as principais forcas envolvidas na agregacao dos
hidrolisados tanto com AL quanto com Alm séao interagdes hidrofébicas e pontes
dissulfeto. Os agregados formados pelos hidrolisados HAL2 e HALS foram os
unicos que apresentaram comportamento diferente, sendo que a diminuicdo da
turbidez em pH 7,0 foi maior na presenca de ureia, e ndo de SDS+B3-ME, o que
sugere que as principais interagées envolvidas na agregacao desses hidrolisados
nesse valor de pH séo as pontes de hidrogénio.

Em pH 7,0 a presenca de SDS+f3-ME teve efeito na diminui¢cao da turbidez,
porém nao de forma téo evidente quanto em pH 4,0. Isso pode estar relacionado
ao aumento da reatividade dos grupos tiol livre de residuos de cisteina em pH
préximos de 8,0 (pKa dos grupos SH), o que resulta na formagao de novas pontes
dissulfeto (ANDERSSON, 1970; TURGEON, GAUTHIER, MOLLE, et al., 1992).

5.5 Deteccao de proteinas alergénicas por ELISA

Imunoensaios sdo ferramentas adequadas para avaliar produtos
hipoalergénicos, pois sdo altamente sensiveis e 0s anticorpos reconhecem
proteinas especificas mesmo em matrizes alimentares compostas por diversos
ingredientes (MONACI, BROHEE, et al., 2011). Em kits ELISA comerciais do tipo
sanduiche os anticorpos de captura sado, geralmente, policlonais, pois estes
reconhecem um numero de diferentes epitopos na proteina alvo e sdo menos
sensiveis & pequenas mudancas (MONACI, BROHEE, et al., 2011; BETHYL,
2013). Os anticorpos policlonais sao principalmente IgG, sendo esse isotipo nos
kits utilizados no presente trabalho (TAYLOR, NORDLEE, et al., 2009; BETHYL,
2013).

A Tabela 9 (Pagina 59) mostra a deteccao de a-La e B-Lg no IPS e nos
hidrolisados com AL e Alm. O IPS apresentou cerca de 13,50 % de a-La e 75,34
% de B-Lg. Este percentual esta préximo do que foi obtido pela analise
densitométrica do gel de eletroforese do IPS (Figura 3, pagina 34) onde a-La e B-
Lg representaram 14,27 e 79,59 % da area total, respectivamente. A hidrélise do

IPS com AL ou Alm diminuiu significativamente a concentracao detectada de a-La
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e B-Lg em relacdao ao IPS integro. Possivelmente epitopos que se ligam aos
anticorpos utilizados foram destruidos pela hidrélise parcial (CUCU, PLATTEAU,
et al, 2013), o que explica a diminuicdo tao expressiva da deteccdo dos
alérgenos. Cucu, Platteau, et al., (2013), utilizando kits comerciais, obsevaram
reducado, aumento ou nenhuma alteragéo da concentracéo de alérgenos de avela.
Os autores associaram o0s resultados a destruicio ou nado de epitopos
conformacionais e lineares pela hidrélise das proteinas de avela e pela variacéo
de especificidade dos anticorpos utilizados em cada um dos Kits.

Tabela 9: Deteccao de proteinas alergénicas a-La e B-Lg (ug/mg) em isolado proteico do
soro de leite bovino integro (IPS) e hidrolisados com Alcalase livre (HAL) e imobilizada
(HAIm) nos ensaios 2, 5 e 8 do DCCR.

Amostra GH (%) a-L;éreg:,g?*de B_Lgére%/ng?*de
IPS integro 135,50 +0,10? 753,45 + 0,502
HAL2 18,1 nd® 0,41 +0,13°
HAL5 22,4 nd® 0,20 +0,11"
HALS8 18,8 nd® nd?
HAImM2 11,4 1,54 +0,40° 32,10 £ 0,28°
HAIm5 17,4 0,90 + 0,04° 30,53 + 0,44°
HAIm8 22,2 0,24 +0,1° 2,49 +0,03¢

* Resultados expressos em média + desvio padrdo de ftriplicata. Letras diferentes na
mesma coluna expressam diferencas significativas (p<0,05). nd = ndo detectado na
menor diluicdo avaliada (10 pg/mL).

Os hidrolisados produzidos com Alm apresentaram maiores concentragcdes
das proteinas alergénicas em relacao aos produzidos com AL. A alta concentragéao
dessas proteinas detectadas nos HAIm2 e HAIm5 estd em conformidade com o
perfil eletroforético (Figura 10, pagina 51) desses hidrolisados, que mostrou a
presenca de a-La e B-Lg néo hidrolisadas. O perfil cromatogréafico (CLAE-FR) dos

hidrolisados obtidos com Alm (Figura 9, pagina 49) apresentaram mais picos na
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regidao de baixa hidrofilicidade, sugerindo a presenca de peptideos hidrofobicos e
de maior MM, que podem ter mantido sequéncias especificas reconhecidas pelos
anticorpos dos kits ELISA (DIEZ-MASA, FRUTOS e PUERTA, 2006), sendo entédo
detectados.

Uma vez que os hidrolisados de menor GH (HAIm2 e HAIm5) apresentaram
maiores concentracdes de a-La e B-Lg , os resultados sugerem que maior GH esta
relacionado com a diminuicdo da deteccao dessas proteinas. Entretanto, apenas
maior GH nao explica totalmente a diminuicdo da detecgao dos alérgenos, pois no
hidrolisado HAIm8 a deteccdo de a-La e B-Lg foi maior que no HAL5, embora
ambos tenham GH semelhantes, em torno de 22 %. O hidrolisado HAL2 também
apresentou concentragdo cerca de 2 vezes maior de B-Lg que o HALS8, de GH
semelhante, aproximadamente 18 %. As caracteristicas dos hidrolisados como
resultado das condicoes de hidrélise e a formacdo de diferentes tipos de
agregados também podem ter efeito na deteccdo dos alérgenos (KLEBER,
KRAUSE, et al., 2004b). Entre os hidrolisados com GH semelhante (HAIm8 e
HALS5; HAL2 e HAL8) aqueles com menor valor de Sp, HALS5 e HALS8 tiveram
menor deteccao dos alérgenos. Isso sugere que os hidrolisados de menor valor de
So podem estar mais agregados, o que possivelmente resultou na ocultacdo de
epitopos reconhecidos pelos anticorpos IgG utilizados nos kits (KLEBER,
KRAUSE, et al., 2004b). Além de menor valor de Sy, 0 que sugere maior
agregacao, os hidrolisados avaliados apresentaram agregados estabilizados por
diferentes interagbes (item 5.4.4). O hidrolisado HALS5, por exemplo, apresentou
agregados estabilizados, principalmente, por pontes de hidrogénio, enquanto os
demais apresentaram agregados estabilizados por interagdes hidrofobicas e
pontes dissulfeto. Essas diferencas possivelmente resultaram em exposicdo de
diferentes regides dos peptideos para reacao com os anticorpos.

A deteccdo de alérgenos apds a produgdo de hidrolisados com fins
hipoalergénicos € considerada importante, pois aumenta a seguranca de produtos
alimentares oferecidos aos consumidores alérgicos (PELAEZ-LORENZO, DIEZ-
MASA, et al., 2010; CUCU, PLATTEAU, et al., 2013). Durante a producao de

alimentos industrializados pode ocorrer contaminagdo cruzada, que acarreta na
60



Resultados e Discussao

presenca de alérgenos ndo declarados nesses produtos e € possivel que ela
ocorra até mesmo durante a producédo de alimentos hipoalergénicos, tais como
formulas infantis. (PELAEZ-LORENZO, DIEZ-MASA, et al, 2010; CUCU,
PLATTEAU, et al., 2013). B-Lg foi detectada em alimentos para bebés (PELAEZ-
LORENZO, DIEZ-MASA, et al, 2010) e em férmulas infantis a base de
hidrolisados de caseina e soro de leite utilizando ELISA (MAKINEN-KILJUNEN e
SORVA, 1993) e imunocromatografia (DIEZ-MASA, FRUTQOS, et al., 2006).

No presente trabalho, embora a hidrolise tenha diminuido a detecgéo de a-
La e B-Lg, os hidrolisados ndo podem ser considerados hipoalergénicos (KILARA
e PANYAM, 2003; TAYLOR, NORDLEE, et al., 2009). Muitas vezes, o0s Kits
comerciais nao fornecem informagdo sobre a especificidade dos anticorpos
utilizados, o que é de grande importancia para avaliar o efeito de determinado
processo na detecgcédo dos alérgenos (CUCU, PLATTEAU, et al., 2013). Portanto,
analises que se baseiam na ligacdo de IgE especifica devem ser realizadas. Dois
exemplos dessas analises sao: o préprio método de ELISA e o Immunoblotting, os
quais ja foram utilizados por nosso grupo de pesquisa (VILLAS-BOAS, VIEIRA,
TREVIZAN, et al., 2010; SABADIN, VILLAS-BOAS, ZOLLNER et al., 2012;
VILLAS-BOAS, FERNANDES, ZOLLNER, et al., 2012).
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6 Conclusoes

A imobilizagcao da protease comercial Alcalase em suporte glioxil-agarose
aumentou a estabilidade térmica e a possibilidade de reuso da enzima.

O pH, na faixa estudada (7,0 a 9,0), nado interferiu na atuagao da Alcalase
imobilizada (Alm), enquanto que temperaturas entre 60 e 65°C aumentaram o
grau de hidrélise (GH). Para a Alcalase livre (AL), pH e temperatura (45 a 65 °C),
nas faixas estudadas, nédo interferiram na atividade catalitica.

Os hidrolisados de isolado proteico de soro de leite (IPS) produzidos nas
mesmas condi¢des de pH e temperatura e utilizando AL e Alm na mesma relagéo
enzima:substrato diferiram quanto ao perfil de hidrofilicidade, massa molecular
(MM) e caracteristicas fisico-quimicas. Os hidrolisados produzidos com a Alm
apresentaram carater mais hidrofébico devido possivelmente a presenca de
peptideos de MM maiores e, até mesmo de proteinas nao hidrolisadas.

As diferencas nas caracteristicas dos hidrolisados produzidos com a AL e
Alm podem estar relacionadas aos impedimentos estéricos, que configuram uma
limitacdo quando a enzima imobilizada € utilizada para hidrélise, mas também as
diferencas na forma de interromper a hidrélise. A alteragdo do substrato em fungéo
das condicoes de hidrolise (pH e temperatura) também podem ter influenciado no
padrao de hidrélise e, consequentemente, nas caracteristicas dos hidrolisados.

A hidrdlise de IPS com a AL e Alm diminuiu significativamente a deteccéo
das proteinas alergénicas a-La e B-Lg. Os hidrolisados produzidos com a Alm
apresentaram maiores concentragdes dos alérgenos em relagcdo aos produzidos
com a AL, possivelmente devido ao menor grau de hidrolise, bem como a
presencga de peptideos maiores e mais hidrofébicos que mantiveram sequéncias
reconhecidas pelos anticorpos dos kits comerciais. Além disso, é possivel que
agregagao provocada pelo aquecimento para inativar a AL tenha ocultado
epitopos reconhecidos pelos anticorpos dos kits, o que resultou em menor

detecgéo dos alérgenos nos hidrolisados produzidos com essa enzima.
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7 Consideracoes Finais

As diferengas nas caracteristicas e na deteccdo de a-La e B-Lg entre os
hidrolisados produzidos com AL e Alm apontam para diferencas também quanto a
alergenicidade. Entretanto, para maior conhecimento das caracteristicas
alergénicas dos hidrolisados produzidos no presente trabalho faz-se necessario
mais estudos baseados na ligacao de IgE especifica.

Estudos adicionais do processo de imobilizagdo podem propiciar a
obtencdo de enzima imobilizada que ndo apresente impedimentos estéricos tao
marcantes, como observados no presente trabalho. Isso facilitaria a comparacao
das caracteristicas dos hidrolisados em fungdo, principalmente, da forma de

interrupcéo da reacao e presenca da enzima.
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