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RESUMO.

Foi estudada a solubilizagao de um isolado de pro
teinas por hidroliss enzimatica, em um sistemz continuo, em
pregando-se um reator enzimatico com membrana ultrafiltrante.
Correlacionou=-se o comportamentc de diferentes variiveis,
tais como concentragao de substrato, substrato desnaturado
e nao desnaturado, concentragac de enzima, pH, pressao e tem
peratura.

Para este sistema foi usado como substrato wuma sg
lugao de um isolado de proteinas de soja; e como enzima, uma
enzima proteolitica de reagzo acida obtida de Rhizopus chi

nensis,

Us efeitos das diferentes variaveis foram estima
dos analisando-se a concentracao de peptidios sollveis no

permeado e o fluxo do permeado através do tempo de reacao.

Também foram efetuadas as analises de composigao
quimica do substrato, da atividade da enzima sobre o mesmo,
o também a determinacao do peso molacular dos peptidios soly

veis no permeado resultante.

. - [4 ~
Verificou-se qus quanto menor e a concentragao de

peptidios soldveis no permeado, maior é o fluxo do mesmo

je

través da membrana; obsavou-se também que a concentragao de
peptidios soluveis no permeado & diretamente proporcional a
concentragzo do substrato e da enzima nc reator.

Também se determinou que o fluxo de permsado atra
vés da membrana varia com a pressao exercida no sistema quan
do se trabalha no intervalo de 1,0 a 2,0 kg/cmz. Ao empregar
um vacuo de 0,3 kg/cm2 os resultados foram similares aos Of
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tidos com a pressao de 1,0 kg/cmzs

Demonstrou=se qus um incremento de temperatura faz
oom que aumente a concentragao de peptidios solldveis no per
meado.,

Encontrou-se que o pH otimo para a atividade ga gn
zima esta no intervalo 2,5 @2 3,0; e quando o pH se torna me
nor que 2,5 ou maior que 3,0, a atividade enzimatica decai

significativaments.
Determinou=-se ainda que o rendimento em proteinas
solubilizadas estava entrs 6,77% @ 35,54%, para as diversas

condigoes estudadas.

Finalmente, determinou~se que c peso molecular dos
peptidios ultrafiltrados @ inferior a 10 000,
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SUHMARY.,

Solubilization of an isolated protein by enzymatic
hidrolysis in a continuous reactor using ul:.. .filtration was
studied. The following variables were investigated: substra
te concentration, denatured and undenatured substrate, enzy

me concentration, pH, pressure and temperature.

Isclated soybean protein was employed as zubstrate
and proteclitic enzyms from Rhizopus chinencis was ussd,

Besides the above mentioned variables, solubls pep
tide concentrationin permea.g and permeats Flow rate during
reaction time was msasursd.

The chemical composition of the substrate; snzyme
activity and the molecular weights of soluble peptidas of
ths permeats were determined,

During the test, it was ohserved that a lows> oCon
cantrationof soluble peptides in the permecte corresponds bto
2 higher flow rate of permsats and that the conceniration of
soluble psptides in the permeate is dirsctly relatad to
concentration of substrate and enzyme in the reactor.

Permeate flow rate was found to be propurtional to
. , I 2
the pressurs on the system in the rangs 1,0 2,0 kg/en” and
2
at @ low pressures such as 0,3 kg/cm®,

The main results obtained during this study were

the following:
- temperature affects soluble peptide concaentra
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tion in ths permeate, esncreasing proportionally.
- enzyme activity is best in the 2,5 - 3,0 pH ran
ge and dsclines when the pH is lower than 2,5 or or larger

than 3,0.
-~ the soluble protein yield obtained at different

conditions varied from 6,77 to 35,54 %.
- the molecular weight of soluble peptides of per

meate is less than 10 000,
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1, INTRODUCAGO

A quantidade de protina de soja produzida atualmen
ts no mundo ® aproximadamente igual a de origem animal
(copPPOCK, 1970), Pode-se afirmar que, tanto os concentrados
protéicos como os isolados proteicos da soja, ainda que sg
jam de um alto valor nutritive, n2o sso soliveis & nao se ho
mogeinizam facilments com os alimentos, o que faz com que eg
tas protefinas vegetais sejam muito pouco utilizadas como com
ponente de um alimento, restringindo-se ssu emprego a suple
mentar ou a servir de aditivo para melhorar alguma proprieda
de funcional de um alimento tradicional, Um melhoramento das
propriedades das proteinas da soja, por exsmplo, sua solubi
lizagao, lhes possibilitaria uma aplicagao mais 4til ® pro
veitosa, o que levaria a aumentar consideravelmente sua wuti
lizagao como fonte de proteinas de um alto valor nutritivo
(WOLF, 1970), e que podsriam ser empregadas em uma grands va
riedade de alimentos, que ipcluiriam sopas, alimentos para
infantes e refrigerantes,

Em muitos casos, o hidrolisado de proteina de soja
vem acompanhado por um sabor amargo, o qual inibiria sua pg
ssivel utilizac3ao na elaboragao de alimentos formulados; e
sabe-ss que este sabor amargo, que e produzido durante a hi
drdlise enzimatica das proteinas, se deve a alguns tipos ds
peptidics de pequenos tamanho 8/ou peso molecular e a aming
écidos livres (FUJIMAKI et al., 1970); ainda que, pela hidrg
lise enzimatica, seja possivel remover os sabores dasagradé
veis tipicos do feijao soja (FUJIMAKI et al.,1968a).

Recentemente, muitos autores, tais como FUJIMAKI
st al., (1968a), ARAI et al. (1970b) e NOGUCHI et al. (1970)
sugerem que estes compostos de sabores amargos podem ser evi
tados pelo tratamento dos isolados de proteina de soja com
snzimas acidas de origem microbiana., De acordo com os traba
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lhos de MURRAY e BAKER (1952), FUJIMAKI et al, (1968a, 1970),
YAMASHITA et al. (1969) e ARAI et al, (1970a), os sabores in
desejéveis, principalmente o amargo, que normalmentse apare
cem nos hidrolisados de proteinas de soja obtidos por Mmsie

de outras enzimas proteoliticas, nao seriam encontrados nos

hidrolisados tratados com proteases acidas.

Na hidrdlise de uma solugao de proteinas de soja
sao obtidos muitos componentes de propriedades diversas,
principalmente, entre os peptidios formados, a diferenga de
tamanho &/ou peso molecular, e uma tecnica para retirar, ou
isolar, estes compostos € a ultrafiltracgo,

Entende-se por ultrafiltragao a separagao de solu
goes em seus componentss, moderada por uma membrana semiper
meavel e ativada por uma pressao (FORBES, 1970).

As membranas semipermeavais tem a capacidade sele
tiva de reter todas as macromoléculas de solugoes e coloi
des, que tem normalmente grandes tamanho e/ou peso molecular
e que sao retiradas como concentrado, e permitem a passagem
do solvente e de certos solutos ds menores tamanho e/ou pe
so molecular e qus s@o coletados como permeado,

0 tamanho dos peptidios no ultrafiltrado e deter
minado pelas propriedades dz menbrana & pela espacificidade
da snzima (ROOZEN e PILNIK, 1973), especialmente pela esps
cificidade e grau de sspecificidade da enzima.

R presents investigagﬁo apresenta aproximacao pa
ra a solubilizagzo de um isolado de protefinas ds soja por
meic de uma enzima proteolitica obtida de Rhizopus chinen

sis, e que tém a capacidade de agac Otima em um intervalo
de pH acido. Com a implemsntagao de uma membrana ultrafil
trants ao rsator enzimético, torna~-se possivel separar con
tinuamente os peptidios conforme alcancem um tamanho molecu
lar suficientesmente baixo para garantir sua solubilidade ,
mas nao demasiadamente baixo que lhes dé sabores indaseja
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veis, especialmente o amargo. Desta maneira podu«se obter
um processo continuo, o qus torna o método economicaments vi
ével, ja que, em primeirc lugar, ® retida a enzima proteoli
tica pela membrana ultrafiltrante, por possuir um peso wmols
cular maior, e & possivel que, sob condigoes icaais, a enzi
ma possa ser utilizada indefinidamente; em segundo lugar, e
factivel o emprego de altas concentragoes de enzima, de ondse
resultaria uma alta efici@ncia de conversao (CHEFTEL et al,,
1971); e, finalmente, comoc permite a romogﬁo dog produtos da
protedclise, @ possivel aumentar a velocidade de hidrdlise
(PORTER ® MICHAELS, 1971).

Com © desenvolvimento desta nova tecnologia seria
fact{ivel um melhor ® mais nobre aproveitamento desta abundap
te ® barata matéria prims nacional, qus & o feijao soja; ja
que obtar-se-iam beneficioe significativos, tanto para combs
ter a desnutricao, wo contar com um nove e versatil tipo de
protsina, como também, por outra parte, resultados sconomica
ments positivos para o pais, ao poupar divisas, pois seriam
consumidos seus préprios recursos de prota{nas.
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2, REVISKO DA LITERATURA

2.1, Algumes caractsr{sticas gerasis do substrato
2.1l Isolado de preteinas ds scja

De acordo com WOLF (1970), as proctainas de so ja
sao aproveitdveis para a indlstrias alimenticia nas formas de
farinhas e s8molas, concentrados & isolados, com um teor de
proteinas de 40 - 50%, 70% e 90% ou mais, respectivamente;
sendo, desse modo, os isolados as formas mais refinadas de
proteinas de soja.

CIRCLE & SMITH (1972) definem o isolado de protsi
na de soja como " a melhor frago proteinacea preparada  do
feijso soja de alte qualida!., sadiu, llupo, puro s descorti
cado, por remoqgo dos componentes nao proteicos, gus contera
nao mencs que 90% de protsinaz (%N x 6,25) em base seca "; e
eincontraram os siguintes intervalcs de variaczo pare diferen
tes amostras de isolado de proteinas de soja: umidade = 5,0
a 10,3%;proteines = 85,4 a 94,5%; fibras = 0,1 & 0,2% &2 cip
zas = 1,2 a 7,6%.

0 fluxograma para & prapa?aggo cowarcial dc isola
do de proteinas de soja esta ilustrado pela figura N® 01,

2.1.2. Algumas propriedades fisicas e quimicas des

proteinas de soja
2.1.2.1. Composigec de amincacidos

Uma importante proprisdade quﬁmiea gas prctainaa
de soja & sua composigac de aminoacidos (quadro N2 01).

Inserindo-se que as proteinas .e¢ soja tém uma alta
porcentagem em Lisina, nota~se tambem Gue apresentam uma de
ficiencia na quantidade de aminocacidos sulfurados (Metionina
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FARINHA DE SOJA

DESENGORDURAD ™
CLARIFICACAQ
ALcaLi-pILufona
Resiouo EXTRATO
(FIBRAS) I
PROTE INA LAVAGEM , PROTEINA ___CARBOHIDRATOS
ISOELETRICA| SECAGEM PRECIPITADA SAIS MINERAIS
1
LAVAGEM
NEUTRALIZAGARD
SECAGEM
PROTE INATO |
FIG. N2 Ol.

FLUXOGRAMA PARA O ISOLAMENTO COMERCIAL DE
PROTEINA DE SO0JA ( EXTRAIDO DE WOLF, 1969)

e Cisteina), comparados aos padross normais (WOLF, 1970).

2¢14242., Solubilidade
As proteinas qus se sncontram em maior quantidads
no faijac soja sao as globulinas, as quais sao

13 [4 .
nos seus pontos isoceletricos (!

insoldveis
\JOLF,1970).

Estudos realizadosno "lortherw Laboratory" tem dg

. . . ~ . L4 - N
monstrado que despois da precipitagaoc isceletrica, os isola
dos naoc sao completamente sollveis em tampao pH 7,6; 0,5

, de
force idnica (WOLF et al., 1964; NASH e WOLF, 1967).

2els2e3. Feso molecular

As proteinas de soja constituem um discreto

de protsinas, as guais cobrem um extenso intervalo de

grupo
moleculares.

pP8sos
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QUADRC N2 0l. CONTEUDO DE AMINGCACIDOS ESSENCIAIS
00 ISOLADO DE PROTEfNAS DE S0JA

( EXxTRATDO DE WOLF,1970).

GRAMAS DE AMINGACIDO
AMINOACIDO POR 16 GRAMAS DE NI
TROGENIQ DO ISOLADOS

LISINA
METIONINA
CISTINA
TRIPTOFANO
TREONINA
ISOLEUCINA
LEUCINA
FENILALANINA
VALINA

- v w -
N OO0 O oo O O W =3

-

-

O T T R W R = Rt
- -

~

Estes intervalos sao detsrminados simplesmente pe
lo uso de ultracentrifugagao (WOLF e BRIGGS, 1959) ou por
filtrageo em gsl (HASEGAWA et al., 1963).

WOLF (1970) descobriu que as prote{nas de soja es
tao formadas principalmente por globulinas de uma solubilida
de minima e s@o constituidas por uma mistura de fragoes cu
jos pesos moleculares encontram-se no intervalo de 8 000 a
600 000, sendo a maioria das protefnas, aproximadamesnte 80%

delas, de um peso molecular de 100 000 ou maior.
2.2+ Algumas caracteristicas gerais da enzima

A proteass 4cida t8m sido purificada por FUJIMAKI
et al., (1967) a partir de um meio de cultura de Rhizopus
chinensis. Comercialmsnte & encontrada como uma preparaqso
tricristalizada, de Miles Laboratories, Elkhar, Ind., de Sei
kagaku~-Kogyo Ltd., Tokyo, e de Nagase & Co. Ltd., Osaka.
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2.2.1¢ Prypriedades moglsculares

De acordo com COLOWICH s KAPLAN (1972), a enzima
tém as seguintes constantes fisices: pssc molecular= 35 000;
constante ds sediaontagse, Szg’mz 2,83 x l(J"3 segundos; voly
me especifico parcial, V= 0,73 (calculade da romposicao de a

minoacidos); ponto isoslétrice= 5,2; sxtingao especifica,

img/ml_
E (ne/ml 29,

242.2, Propriedades snzimaticas
2.2¢2,1, Inibigao

Concentragoes milimolares de EDTA; O=~fenantrolina,
Pb-acetato, CuSd,, HgCl,, FesSO,, acido monciodoscético, Pe
cloromercuriobenzcato 8 acide uscdrbice nao afetam aprecia
velmente a ativideds da enzima (FUKUMOTO ot al., 1967),

0 inibidor a8 pepsl s, diszezcetil noerleucina ng
. » " Tt . v . . o
til estor, na presenca ds Ty g inibe cospletemente 8 ativi

dade de enzima, sxperimentada tanto cow sere albumina B0
OWICH e KAPLAN, 1570},

g

com tripsinogenn como substratos (COL
2:202,2¢ Especificidade
A digestac da cadiia-3 de insulina oxideda de bovi
no pela proteinase acida do Rhizopus chinensis & similar =
obtida pela pepsina (TSURU et al., 1559),

Durante a digestao de caseine, aproximadamente 15%
das ligagoes peptidicas s@2o hicdrolisades (COLOWICH @ KAPLAN
1972 ).

De acordo com TSURU st al. (19¢9), a snzime atua
sobre o acido poliglutémico ® polilisina,

TSURU et al., (196%), sncontrarss que os seguintes
di ® triepeptidios s@c hidrolisados pela orzima (depois de
uma incubagac de 18 horas @ 37°C) : lisii-tivaesile-acido glu
tamico, carbobenzoxiglutamil-tirosina, carbobsnzoxiglutamile-
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fenilalanina, cerbcbsnzoxifenilalanil-tirosina, carbobenzg
xi=glicil=-fenilalanina, glicileleucil-tirosina, glicil=-gly
tamil-tirosina, glutamil-tirosina e leucil-fenilalanina, Em
todes os casos se libera um aminoacido aromatico com um Ce-
terminal, com exceggo para 08 primeiros substrzivs, onde ds
pois da hidrdlise das ligagoes peptidicas ccorre e transpep
tida;io. Qutros di s tri-pept{dias que neo possuem um aming
é4cido aromatico com um C~-terminal nao sao hidrolisados.,

Segundo COLOWICH ® KAPLAN (1972), a snzima também
apresenta uma atividade para precipitar as proteinas do lei
te,

2¢2¢2+3. pH Otimo

FUKUMOTO et al., (1967), determinarem que o pH Oti
mo pera a digest2o da caseina @ entrs 2,9 e 3,3,

Segundo os fabricantes da enzima (Nagase Enzymes)
esta pode ser utilizade no intervalo de pH de 2,5 a 5,5, ps
la sua estabilidade; sendo 3,0 seu pH Gtimo.

2e2e204. Temperatura Gtima

De acordo com os fabricantss da enzima (Nagase Epn
zymes), o intervalo de temperaturas otimas 8 sntre 30° e 55
°C; encontrando-se cerca de 40°C a temperatura otima.

2¢2¢2e¢5, Outras proprisdades da enzima

Segundo os fabricantes da enzima (Nagase Enzymes)
esta 8, absolutaments, nao téxica,ji qus, tendo sidc experi
mentada em retos, nao foi observado nenhum distirbio depois
de terem sido administrados 3 mg de anzime por cada 10 gra
mas de peso do animal.

A perda por secagem & menor que 15% (1 grama, 105
°C, 1 hora); a quantidads de arsénico & manor de 10 ppm, =
a quantidade de metais pesados menor de 30 ppm, de acordo
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com Je Pey 7th Ed. General Test; artigos 23 ® 11, respectiva

mente,

2.3, Alguns antecedentss sobre a roagao de hidrolise enzi
mética
SEN et al. (1962), determinaram qus as peptonas
produzidas pela hidrdlise enzimatica das proteinas de pescae
do s2c um dos principais produtos de protsblise. Analizando
o efeito da concentragao da snzima na hidrdlise de protoina
de pescado, determinaram que, tanto a recuperagso ds golidos
totais, como a de Nitrogénio, & maior a concentracgao de
0,25% de enzima qus a ds 0,1%.

SEN et al, (1962), ao esstudarem o sfeito da  durs
cao da hidrélise enzimética de proteinss de pescado, encon
traram que a velocidade da recuperagac dos solidos e do Ni
trogenio e geralmente m@éxima durante a&s primeras horas, por
exemplo, entre 2 @ 4 horas de hidrélise, com a continuidade
da hidrdlise a velocidade passa a decair; observaram ainda
que apos a vigisima quarta hora os resultados tornam-se inco
rretos, sendo por tanto dificultoso, senao erronso, chegar &
uma conclusao.

SRIPATHY et al. (1962) determinaram que pode-sse
espsrar um hidrolisado rico em peptonas s/ou peptidios com
um determinade comprimento de cadeia quando a digestgo enzi
matica das prot.{nas de pescado 8 interrompida nas primsiras
stapas (aproximadaments duas horas de reagao ).

FUJIMAKI et ale. (1968) informaram que os  sabores
indess jéveis do feijao soja foram efetivamente removidos de
uma preparagac de proteinas de soja por maic de uma hidroli
se com enzimas protsoliticas.

HALE (1969) determinou que existe uma correlacao
eantre o comprimento madio das cadeias dos hidrolisados e as
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[ 4 . . . .
caracteristicas de cada produto, tais como sabor amargo e hi

groscopicidads.

NOGUCHI et al. (1970) demonstrarem, com testes qui
micos ® organolépticos, que a digestao parcial do fzijao sg
ja coagulado e da farinha de soja desengordured: atraves de
uma preparagac de aspergillospsptidase~A remove os compostos
que possuem sabor e os materiais relacionadog com compostos

graxos.

FUJIMAKI et al. (1970) isoclaram e caracterizaram 7
tipos de peptidios amargod de um hidrolisado de proteinas de
so ja, encontrando como caracteristicas comun a todos os pep
t{dios analisados ssr a Lesucinz o aminoacido terminal e qus,
se estes peptidios fossem tratados com carboxi-peptidase=A,
o sabor amargo decrescsria considsravelments,

FUJIMAKI st al., (1970), analisando por dialise &
filtragao por gel o sabor amargc nos hidrolisados peptidicos
de proteinas de sojs, determinaram que este deve ser atribul
do, principalments, ac baixo peso mclecular dos peptidios ’
presumivelmente de um peso molecular msnor que 1 500,

CHEFTEL et al, (1971), ac estudarem o efeito da
concentracao do substrato sobre a velocidads de solubiliza
gao de um concentrado de proteinas de pescado por pronasa,
encontraram que o grau de solubilizagao obtido foi de 76, 73
® 63% para concentragaes de 5, 10 & 15%, respectivamente; ob
servaram tambem que a reduzida velocidade de solubilizacao a
altas concentracaea do substrato ds prota{nas de pescado po
de chegar a ser interrompida por uma transferencia menos efi
ciente entre o substrato e & enzima, ou & inibigao de prong
se pelo concentrado de proteinas de pescado.

CHEFTEL et al. (1971), snalisendo o efsito da con
csntracso de enzima sobre a velocidade de proteélise e soluy
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bilizagao de um concaentrado dae protainme de pesscado, poT pro
nase, para um tempo de reacac de 2 horas, sncontraram que a
quantidade de proteina solubilizada, devidi apsnas a aggo en
zimética, & diretamente proporcional a concentragac de enzi

ma.

SUGIMOTO et al. (1971) obtiveram uma proteina de
soja sollvel, com sabor agradavel, em meio acido, ac trater
um isolado de soja comercial com uma preparagao de uma pro
tease acida, a partir de um cultivo ds um fungo, Tramstes
sanguinez; e sncontraram, por meio de filtragao em gel, que
as fragoes sollveis consistem principalmente de peptidios de
um tamanho relativamente grande junto a uma pequena quentida
de de peptidios menores. Desta maneira obtiveram uma fragao
sollvel, livre de sabores desagradaveic, que inclusm amargu

ra e sabor de feijao,
2.4, Alguns antccedentes sobre ultrafiltregao

CHIAN e SELLDORF (1969), definem o processo ds ul
trafiltracao como ssndo a passagem, sob pressac, POT uma mem
brana semipermeavel devidamente selecionada, onde o solven
te, juntamente com certos solutos de psgqueno tamanho 8/ou ps
so molecular, passa & pode ssr coletado como permsado. Ug @0
lutos retidos; que sao de tamanho &/ou peso molecular relati
vamente grandes, sao coletados como concentrado, conforme a

figura N2 02 procura ilustrar,

CHIAN ® SELLDORF (1969), caraterizaram a selstivi
dade de um sistema de ultrafiltragao pela expressao "corte
de peso molecular", referindo-ss ao peso molecular substan
cialmente retido por la membrana, e gque geralments 4 determi
nado pelas caracteristicas relativas das moleculas sollvseis,
peso molecular e/ou temanho, carga gletrica, forma, etc.; pe
las caracteristicas da membrana em relagao a dimensao dos pg

ros e sua distribuicao na superficie da membrana; e as condji
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CONCENTRADO

ALIMENTAGRO e MEMBRANA
S0B PRESSAO -~

lDERHEADO

FIG. N2 02, PESSAGEM DE UMA SOLUGRO PRESSURIZADA ARTRA
VES DE UMA MEMBRANA

(EXTRAfDO DE CHIAN ET AL., 1972)

goes do sistema, no tocante a pressaoc efetiva de ultrafiltra
¢80, concantragao de molécules sollveis na alimentagac e a
hidrodinamica do fluido ao passar pela membrana.

FORBES (1970), assinala que os sistemas de ultra
filtregao a baixa pressao estao se tornando reconhecidos cp
mo uma medida viavel economicamente para a separagao des  co
loides e solugoes ds macromol‘culns, que podelm ser aplicadas
num campo imensoc de soparagaas, particularmente no tratamep
to de esgotos ® outroa produtos qus normalmente sao desperdi
¢ados, de alimentos & produtos lactecs e produtos da indég

tria farmaceutica,

MORETTI (1973) estudando a influencia da cenfigura
cao do sistema de ultrafiltracso no processamento de soro de
queijo neo fermentado, encontrou que, quanto menor a pressao
de alimentag@o do soro, menor & o rendimento sm proteina rs
cuperada.

ROOZEN @ PILNIK (1973) obtiveram um hidrolisado de
prote{nas de soja sollvel, sem sabores desagradaveis, como
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us de feij3o sojs e, ou amargo, realizando e despolimerizagao
[ . « 5 . Lond .
enzimdtice em uma célula de ultrafiltracao, em meio  acido,
. [ 4 .
separandc continuaments peptidios de um peso molecular apro-
piado o suficients para ser solivel em sucos de frutas, mas
nao tao baixos que cheguem a produzir saborss dessgradaveis.

UAN ALTENA (1973) assinalou que com o  desenvolvi
mento d® noves membranes para ultrafiltragao, comprovadamen
te mais resistentes a aitas temperaturas e aos compostos qué
micos, torna-se csda vez mais factivel ¢ desenvolvimentc da
ultrafiltracao na inddstria bioquimica,

Agssim, podemos verificer que a ultrafiltraggo apre
sente uma seérie de ventagesns, como : Op®rar a temperaturas
pré=determinadas; nao envolve mudanga de estado; mantem cong
tantes o pH 8 a forga ionica no concentrado; ® outras. Final
mente, como consequéncia de todas estas ventagens, a ultra
filtragao pode ser utilizada para os processos de paodutos
delicados (enzimas, prcteinas) tais como concentr&gga, 8€
paragao, purificagac e isolamento.
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3. MATERIAIS

3.1s Substrato

Como substrato foli empregada uma preparacao de isg
lado de proteinas de soja, cujo nome comercial 8 PROTEIMAX
90, do lote 340 235, de 02/01/74,produzido pela SANBRA, e
que, de acordo com os produtores, deveria ter a sequinte com
posicao quimica : proteina (em base seca), minimo 90%; umida
de, méximo 5,0%; pH (solugdo a 5,0%) 7,0 + 0,2; fibra 0,8%,
e sais minerais 6,0%.

3.2 Enzimea

Como enzima foi utilizada uma preparacaoc, desenvcl
vida por um fungo, de enzima protsolitica, estavel em pH aci
do, cujo nome comercial ¢ DENAPSIN 10P, produzida por NAGASE
ENZYMES, obtida a partir de um meio de culture de Rhizopus
chinensis.

3.3, Reagsntes

Todos os reagentes utilizados forem do tipo anall
tico, das marcas : MERCK, BAKER, SIGMA, ECIBRA, TEAGEM e CAR
L0 ERBA.

As solugoes foram preparadas pelas formas usualis,
utilizando~-se para tanto os materiais de vidro tradicionais
em 1aborat6rio, taie como : funis, tubos de ensaio, beckers,

buretas, pipetas, erlenmayers, stc.
3.4. Equipamentos

Potenciometro H-5 HORIBA

Espsctrofotometro BECKMAN

Banho maria, Soc. FABRE Ltd., mcdslo L69 com tempe
ratura controlada

Estufa a vacuo
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Cilindro de Nitr&g@nig com seus respectivos manémg
tros

Agitador, R0TARY SHAKER

Evaporador instantanec, BUCHLER INSTRUMENT

Reator enzimatico, projetado por MOGRLI I Re H. e
PEZOA V., conforme a figura N2 03,

Demais equipamertos de uso comun em laboratorio s

tais como : balanga analitica9 estufa, dessscador, etc.
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4, METODOS

4,1, Preparagao do substrato

Com o isocladoc de proteinas de soja ftoi preparada u
ma solug@oc de concentragao pré-determinada e, atraves de aci
do cloridrico concentrado conseguiu-~ss o pH desejado.

4,2, Analise do substrato

Em amostras do isolado de proteinas foram sfetua
das as seguintes andlisss : umidade, proteinas, cinzas, cleo
e fibras.

Todas as @nalises foram realizadas em duplicatas
oy triplicatas, cujos valores medios serao apresentados.

U4e26ele Umidads

A umidade foi Feita segundo o metodo RA,04A.C,
(1965). As amostras foram pesadas em capsulas de porcslana e
levadas 2 estufa a 110°C ateé obtengao de peso constante :
transferidas para um dessecador até alcanger a temperatura
ambiente ® , em seguida, pesadas. Por diferencga de peso cal
culou-se a porcentagem ds umidade.

8442420 Proteinas

Utilizou-se o método micro=-KJELDAHL, A.0sAeCe
(1965). Nos célculos utilizou-se o fator 6,25 para & conver
830 de Nitrogénio total a proteinae

b4e2e30 6100

Detsrminou=-se segundo método descrito em A.0.A.C.
(1965); empregando-sa o aparelho de GOLDFISH de extragao con
tinua. A axtragﬁo com eter foi de refluxc continuo atraves
de amostra s por um tempo de & horas,
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4.2.4, Fibrs

Dsterminou-se ssgundo o método pesquisado por
VAN DE KAMER e VAN FUIKEL (1952); que consiste em tarar um
cadinho, colocar uma amostra previamente pesads em um bal3o
esmerilhado e trata-la com uma mistura de acido acetico a
70%, 4cido triclorcacétice e acido nfrice concentrado duran
te 30 minutos, a sbuligao e refluxo constantes; filtra-la no
cadinho, lava-la com agua quente, colocé-la na estufa por 3
ou 4 horas, esfria~la e pssa-lea,

Tomando por base o peso da amostra o a diferenca
de peso do cadinho, calcula~g: a po®centagem de fibra.

4,2.5, Cinzas

A determinagac foi “eita sequndo A.0.A.C. (1965),
Apés pesagem, as amcostras foram lsvadas am capsulas de pla
tina, previamentes taradas, a uma mufla a 200°C para uma car
bonizacEO uniforme; apés a carbonizaggc elevou-se a tempera
tura da mufla a 550°C,

As capsulas com matzrial incinsradc foram levadas

» “ "
a um dessecador ate chegar a temperature ambiente, pusadas
&€, por diferenga, calculou-se a porcentugem de cinzas da a

mostra original.
4,3, Preparagao da enzima

Foram preparades varias solucgGes da snzima em agus
destilada, de forma que, num volume fixoc & costante (20 wl),
dispunha-se de todas as concentragoes dese jadas.

4,4, Detsrminagao da atividade da enzimsa

A determinacac foi realizada segundo WHITAKER
(1971), a qual consiste om deixar o isolado de proteinas de

soja ser hidrolisado psla enzima,

0 efsito medido foi a velocidade inicial ds forma
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ca3o0 ou libsragao de peptidics e aminoacidoa sollveis em TCA
12% {(acide tricloroacetico), os gquais foram posteriormente a
nalisados pelo metodo de LOWRY at al. (1951), empregando-se
o' reagente ds FOLIN para a determinagac da porcentagem de
proteinas.

A concentracan da snzima sobrs o substrate era me
nor que a de saturagao.

A 5 ml de solucgao de isolado de proteinas de soja
(PROTEIMAX 90, SANBRA) a 1%, em um tamp@ec acide citrico/ci
trato de sédio 0,1M da pH 3,0, juntou=se 1 ml da solugao ds
enzima @ concentragac pré-determinada. A reagac ocorreu a
40%C 8, depois do tempo necessario, precipitou-se a proteina
juntando~se 4 ml de TCA & 30% & filtrou-ss, Ao filtrade  se
fez a dsturminagao de protuinas opelo metodo de LOWRY et al,
(1951), utilizando-sa como refscéncia um alvo de solugao de
isolade de proteinas de soja, na qual a soluggc de alizima
foi substituida por agua e tratada sob as mesmas condigoas,

A unidade de atividads 2nzimatica foi definide cg
mo sendo @& quantidade de enzima (em mg) quo, por hidroliss,

provoca a formagao ou libsragas do =sguivalentc a um md o

1

grama de albumuna ds bovino a 40°C e pH 2,0 sm um minuto e
rGagao

Ao definir & unidads enzimdtica towmando por Lass
a liberagao ds microgramas de albumina de bovino tornci=se
necessario o uso de uma curva padrao desta, a 750 mu, para
assim exprsscar os valores ds absorvanciaz obtidos em micrg

gramas ds albumina de bovino liberados.

4,5, Processo de solubilizegao do isclado de protefnas
de soja

0 processo, esquematizado na figura N2 03, consis
te basicamante no ssguinte : coloca-se 200 de substrato,
com concentragao & pH pré-detsrminados, no reator enzimati
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co, ligando-se em ssouida o agitador magﬂétiﬁﬁ . G reostg
to, para que a temperarura se mantenha constante. Uma vaz
conseguidas as condigoes de temperatura necessarias, junta-
se a solugac de enzima (20 ml), fecha-sc o sistema hermetice
menta e ajusta-se a valvula de pressao de sa’c . do cilindro
de Nitrogeénioc, a pressac desejada,

Com as retrocitadas condigOes estabelscidas, a rea
gao se manteve por 5 horas e, no seu transcorrer, foram tirs
das amostras a cada 30 minutos. A medida que o volume do sis
tema diminuia, eproximadamente em um 10%, sste sra alimenta
do com solucgao de substrato na mesma quantidade da psrmeado
extraido,

Nos casos em que se trabalho com vacuo, foi consg
tada uma fonte de vacuo (trorpa de agua) a saida do permeado

. [4 .
co reator snzimaticoe.

Previamsnte, em ambos o0¢ cascs, antes da se Jjun

tar a solugac de substrato, faz-se circular agua destilada
’ g

pelo sistema, com a finalidade de testar a velocidade ds fly

' -
X0 possivel 2@ membranas

4.6, Variaveis que aferam o processo de sclubilizacano do

isolado de proteinas de soja

Para analisar o sfeito de todas as variaveis testa
das, que vém a seguir, foi seguido o método descrito no item
4,5,

4,6.1, Efeito da concentragao de substrato

Para se determinar o efeito da concentragéo de
substrato sobre a solubilizagao do isclado de prote{nas de
soja, foram testadas as concentragoes : 1,0 ; 2,0 ; e 3,0%
(p/v) sobre o substrato, com as demais variaveis parmariecen
do fixas, ou seja : concentragac de snzima = 2,0% sobre o
substrato; pH = 3,0; temperatura = 50°C + 2; vacuo = 0,3
kg/cmz; tempo de rsagao 5 horas,
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bo6o,2, Efeits du cancentecac da enzina

Para ss determinar o efcitu do cencentragas de en
zima sobre a sclubilizag@o do iselade de preteinas de 8u ja,
foram testadas as concentagoes : 1,0 5 2,0 5 4,0 @ 8,0%
(p/p) sobre o subetrato, com &s demais variavio.. permanecen
de fixas, cu seja : concsntracao de substrate = 2,08 (p/v);
pH = 3,0; temperatura = 50 C + 2; vacuo = 0,3 kg/cng tampo
de reagao = 5 horas
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4,6.,3, Efeito ao pH

@

Para se detsrminer o efcito do pH sobre o solublli
zacao do isolado ds prcta{nas de o ja, foram testados os va
lores : 2,0; 2,5; 3,03 3,5; e 4,0, com es demais variaveis
permanecendo fixas, ocu seja : concentragac de ~ubstrato =
2,0% (p/v); concentragao da enzima = 2,0% (p/p) sobre o subg
trato; vacue = 0,3 kg/cmza temperatura = 50°C + 2; tempo de
reacgao = 5 horase

46,4, Efsito da temperatura

Para se determinar o efeito da temperatura sobrs a
. . ~ . 4 <
solubilizagac do isclado dg proteinac de soja, foram testa

. . P = .
das as temperaturas 40® ¢ 50%°C, ja que saoc as que mais so

e

3 [ - Lond . .
proximzm de temperastura clima de ageo da anzime; as domals
. 7 o . -~
variaveis permaneceram fixsr ou seja : concentracgas de sub
trato = 2,0% (p/v); ¢
rx

bre o substrato; pH = 3,03 vacuc

i

uF

oncentracaon da enzina = 2,0% (p/p) e
2

7
=)
R

€
fa |

t
[on]

3 kg/cm®; tempo de T
gac = 5 horas,

4,6.5. Efeito da pressau

Para se detorminar o 6fsite da prossae e
sistema sobre a solubilizsayao do isolado de protsi
je,foran testades as pressoes: 1,0 ; 1,5 ; & 2,0 kg/em™, com
parando=-se ainda com o cfeito causads por vacuo a g3
kg/cmz, com as demais variaveis permanscendo fixas, ou 8o
: concentrac3c do substrato = 2,0% (p/v); concentragén da ej
zima = 2,0% (p/p) sobre o substrate; pH = 3,0; tempsratura =
S08C + 2; tempo de reagao = 5 horas.

4,6.6, Efeito da desnaturagao do substrato

Para se doterminar o efeito da desnaturagao do
substreto sobre a solubilizacaso do isolacy de proteinas  de
soja, verificou-se quas o substrato se dssnaturou nas seguip
tes condigSes : temperatira = 121°C, tempo = 15 minutos; com
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parando-se seu efeitc cor. ¢ do um cubstrete nao Jssnaturado,
sob as mesmas, e seguintes condigoan : concentragao se subs
trato = 2,0%(p/v); concentragao da enzima = 2,0% (p/p) sobre

o° substrato; pH = 3,0; temperatura 50°C + 2; tempo de rsa

¢ao = 5 horas,

4,7, Medigows efetuadas durante a solubilizagao do isola
do de proteinas de soja

4.,7.1, Analises dos peptidios soldveis do permsado

Os paptidios sollvsis do permeado obtido foram ana
lisados com o reagents ds FOLIN, de acordo com o método de
LOWRY et al. (1951), para o que fol necessaric realizar um a

justs do pH das amostras, para aproximadamente nsutro.

A leitura da absorvi-cia foi realizada a 750 mu, e
expressa em aug/ml de albumine i@ Govinc; sende que, para tan
to, foi necossario contar com uma curva padrac desta a 750
mie. Posteriorments os valores Sera0 8Xpressos em porcentagem

de peptidios socllveis.
As determinagoes foram realizadas a cada 30 LNy
toc, durante tocdo o transcorrer da reagao.

4,762+ MBdig2o do fluxo do permeado

As medigoes do fluxo do pesrmeadc foram realizadas
na saida do reator enzimético, pela quantidede do permeado a
cumulado cada 30 minutos, durante todo o transcorrer da roa
gac, ou seja, 5 horas. Para isso foi empregado um crondmatro

e uma bursta.

Posteriormente estes valores serao expr8ssos  em 4]
£ ’ -
nidades de tempo e superficxs, correspondenco, sstas ulti

mas, & area de membrana ultrafiltrants.

4.8, Analises dos peptidios sollveis contidos no permeado
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4,8.1s Pego molevcuylarz

Foi utilizade o metode de WEBER & OSBORN (1969) de
datarmina;ga des peso molecular por eletroforess em gel de do
decil sulfato de sddio (SDS) poliacrilamide.

A amostra (concentrada e seca a vacuo) em uma con
centragas de 1 mg/ml foi incubada a 37°C durant® 16 horas em
tampao fosfato de sddio 0,01 M, pH 7,0, 1,0% em SDS, e 1,0%
em mercapto stancl,

A sclucac dos geis foi preparada com acrilamida
(13,5 ml) tampao "gel® (15 ml) (7,8 g de NaH,PO,=H,0, 20,4 g
de Na,HPO, & 2 g de SDS em 1 litro de H,0),persulfato de amg
nio 1,5 ml e N,NyN',N';=tetfametiletilenodiemnine 0,01 ml; es
tz foi colocada em tubos da vidre e deixcu-se polimerizar d

(=

renre 1 hora.

tm tubos de engaioc foram colocodos 10 microlitros
de azul d? bromofencl, 0,1 de ssceross 40% e 0,1 ml de solu
g%m dos peptidios preparadus previements. Desia solugac colo
cou~se 50 ul sobrs o gel de 5DS-poliacrilamida,

£ sletroforase em gel foi realizada em um  apaze

lho slaborado no prdprio laboratdrio.

As amostras colocadas nus tubos com gel foram inse
ridas na céluls de sletroforese; foi utilizado tampao "gel"
diluide l:1 com agua destilada; aplicou-se 8 mA por tubo ¢

12 =

rents 4 horas, Apds terem sido medidos, @ migracgao do curs
te (azul de bromofenol) e o comprimente dos geis, estos G1lti

g

mos sao removidos dos tubos de elstroforese & colocndos en
tubos de ensaio com TCA 50% para fixar os pwptidica, durante
2 horas. A descoloragko se sz por lavayer contfnua por 3
dias com @acido acetico a 7%.

Apcs a descoloragao total, foi medide o comprimen=-
to do gel e a migragao dos peptidios e calculou-se a mobili
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cao

de 30 minutos, foram reali

e

gigoss 2o pH oo per

suidu, uwilllzando-se, para

p

d
isso, um phemeiro. Tsotas medly foram realizedas deas expe
riéncias nas quais sa procureva determinaer o efeito do oH no

processe, de tel memairs ove os pH o indicials oo substrats o

SR I
ram diferentes (Ll « 2,2 =
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5, “ESULTABG: £ niscussic

5.le Analisss do subatratc

No quadro N2 02 8a0 apresentados os resultados das
angalisss efetuadas no iselads de pruts{nas de soja (DROTEl
MAX 90, SANBRA),

ARs analises realizades, & que seguiram og métodos
descritos de 4.2.1l, a 4.,2.5,, foram 83 seguintes : proteins
(K x 6,25), umidade, oleo, fibre e cinzas,

QUADROD W2 02, CUHPDSIGKQ QuiMICA DO ISCLADO DE

PROTEINAS DE SOJA (PROTEIMAX 90,
SANBRA), £XPRESSA EM PORCEMTAGEM

a b
PROTEINA 83,70 89 .40
UMIDADE 5,30 -
dLEo - -
FIBRA 0,80 0,90
CINZAS 3,80 4,10

a : em bass (mida
b ¢+ em base sece

Ae anelises guimicas mostram rosultudos similarves
aos obtides por ocutros pesquisadores, come WOLF (19?0),
CIRCLE o SMITH (1972). Ainda que o valor de protsina esteja
ligeiraments inferior ao minime dade pelas sspecificagoes
dos fabricantss (SANBRA), verificamos gue, sem duvida, 1

25



valorss encontrados pare umidade, fibra e cinzas encontrame-
se dentro do intervalo especificado pelos febricantes,

5.2. Determinagac da atividade da enzima

A detsrminagae da atividade da enzime foi realiza
da tomando-s® por base o precedimento descrito v item 4.4,

O0s resultados obtidos sac apresentados no quadro
N¢ 03, @ que correspondem aos valores madios para ag diferen
tee concentragoes da enzima analisada em relagae as velocida
des iniciais de hidrdlise das proteinas da soja.

QUADRO N2 03, ATIVIDADE DA ENZIMA UTILIZADA,OBTIDA
DE Rhizopus chinensis

ENZIMA ATIVIDADE

DENAPSIN 10P 642 UE/mg ( = )
(NAGASE ENZYMES)

( « ) a unidade enzimatica foi definida no ltem 4.4,

5,3, Variaveis QUe afetam o processo de solubilizagso do

isolado de protefnas de scja

Atraves das medigoes @ analises, apresentadas nos
{items de 4,7.le @ 4,7.2.5 foram analisados os efeitos das va
riaveis, as quais encontram-se descritas nos items de 4.6,1,
@ 4.,6.6., 8 Que afetam o processo de solubilizagao.

Tambem foi calculado, para as diversas condicsos
do precesso s a intervalos de tempo iguais do mesmeo, o rendi
mento (porcentagem em peso) dos peptidios sollveis do per
meado acumulado em relagao ao total do substrato alimentado

ao sistema.
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S5.3.1. Efeiin da concentragac do substr.‘s
Nas figurce N#s 04, 05, 06, = 07 saoc aprasentados
os rasultades da cencentragac dos peptidios soldveis ne per
meado, a quantidade de pept{dios solUveis acumulades 9 ]
fluxe de permesde total através do tempec de re n%p, reepec
tivamants, pars &s concentracgces do 1,0 5 2,0 ; = 3,0% de

substreto,

Ao estuder o efoito da concenirac®c ds substrato
gobre a concuntragao do paptidios sallveis no persesdc. oUd
é ilustrado pela figura N2 (4, deduz-ss qus existe ume rela
ceo direta, j@4 gue a medita que se numents &  concantraghe
de substrate a concentragas ¢ peptidics soluveis ne permnea
do aumenta tambem provorcicislaents, at? un tempo weximc de
reacao (4 horas), pois ultrapussads esse bempo a siividads
enzimatica se mentem cu decal. fsta diminuicao de concesntra
ceo do pmptidias soloveis no permecdo, wcoundo CHEFTEL st
al. (1971), pods ser provocads por wie wensr eficiencia  ce
transferéncia *nzime-substrato su pou inihig&m da enzime D8
.2 subatrato.

Ap estudar o areitc da conseniragio o=  substrate
aochre a quantidade de permsade acumulado, ilustrado na Fio
ru N2 05, podewse afictmar que existes uma ralagao inversamnaen
te proporcicnal entre as mesmus, pols varifica-se que, 2 nag
didas gue auments a concentragzo de substrate, e gcumulecae

de permsado diminui,

%

Da Pigura N2 06, que no fundo & a  representagio
grafica das duas figuras anteriores (N2s U4 e 05), code-cs
observar que um incremento na concentragao do substrato pro
duz uma diminuigao significativa no fluxe de psrmeado to
tal. Este grafico tambem estaria represeni ndo, para uma
dada concentracao de substrato, o entupimantc da mambranz

em rslagao ac tempo.
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No quadrc N2 G4 sao apresw iados 08 v..ores de ren
dimento (porcentagem em peso) dos poptidios solldveis do per
meado acumulado em relagao ao substrato alimentado ao sists
ma, para as concentragoes ds 1,0 ; 2,0 ; e 3,0% (p/v) de
substrato @, do mesmoc, pode-se deduzir que o & ‘hor rendimepn
to ¢ obtido quando se trabalha com concentragScs de substra-
to de 1,0% (p/v) ®, os minimos rendimentos sao obtidos ao
trabalhar com concentracao de substrato de 2,0% (p/v).

Para a concentracao de substrato ds 1,0% (p/v), o
volume de permeado acumulado, conforme a figura N¢
05, @ significativamente grande, obtendo-se consecuentsmente
uma malor quantidads absoluta de material solivel; enguanto
que, para uma concentragao de substrato de 3,0% (p/v), o vo
lume de permeado acumulado ¢ menor, mas a concentragao de
peptidios sollveis, conforme a figura N2 04, e significativa
ments maior, Contudc, para a concentra;EG de substrato de
2,0% (p/v), tanto os valores da concentragac de peptidios co
mo os da quantidade de permsado acumulado, sac valores ae
dios, ® assim, consequentemente, a guantidade de peptidics
solfiveis (g) torna=se um poco superior aocs gqus s8 cbtem com
a concentragao de substrato de 3,0% (p/v), conforme a figurs
N& 06,

5.3.2. Efeito da concentracao da enzima

Nas Figuras Nes 08, 09, i0 e 11 sao apressntados
os resultados da concentracao dos peptidios scllveis no per
meado, a quantidade de permeado acumulado, a quantidads de
peptidios sollveis acumulados ® o fluxc de permeado total em
relacao ao tempo de reagao, respectivamente, para as concen
tracoes da enzima de 1,0 ; 2,0 ; 4,0 ; e 8,0% (p/p) sobre o
substrato.

Ao analisar o sfeito da concentragao da enzima sQ
bres a concentraqso de peptidios solﬁveis, ilustrado na figu

gura N2 08, deduz-ss que existe uma relagao direta, ja qus,
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4 medide gque se aumento a concentragso da snzina, a  concen
tragao de peptidios aumznta de forma proporcional, Esta rela
c30 s® mantém até uma concentragac da enzima ds 4,0%, ja que
= concentragsc de peptidios no permeado para 8,0% de enzima
nao mantém a mesma relacao. Dai podemos afirmar que a maxima
concentragac da enzima recomendada para estes sistema seria
de pH 4,0%, lembrando aqui que asta concantrag%o de enzima @
considerada eslevada, dentro das condigoss tradicionais de
reacoes enzimaticas., Isto @ importante para se obter uma ma
ior eficiéncia do sistema, jﬁ que ao empregar altas concen
tracoes de enzima se maximiza a proditividade dc reator, ss
gundo CHEFTEL st al. (1971). Contudo, & importante considg
rar também o efeito da concentragao da snzima sobre sua pro

pria sstabilidade.

fo analisar o efeito da concentragao da enzima sg
bre a quantidade de permeado acumulado, conforme a figura N2
09, observa-se que, em geral, a gquantidade de permeado acumy
lado & menor a medida que a concentragao da enzima aumenta,
de tsl maneira que, a quantidade de permeado acumulado para
a con&sntragaa da snzima de lﬁo% ’ sao bastante supericres
as obtidas com outras concentracoes., Isto ocorre porque exis
tindo uma menor concentragEO da snzima a guantidade de pepti
dios sollveis produzida torna-se menor, conforme a figura N@
08, ¢ que permite um fluxo da permsado maior quando este e

mencs concentrado.

A quantidade de peptidios sollveis acumulada durap
te o tempo de reagzo & ilustrada na figura N2 10, da qual pg
de-ss sxtrair o fato de que, ao se& empregar uma concentracao
de snzima de 2,0% (p/p) sobre o substrato, & produzida a
quantidade minima de peptidios sollveis, comparando-a as
quantidades produzidas ac se utilizar uma concentracgo de en
zima menor, 1,0%., Este fenomeno pode ser explicado ao se ob
servar a figura N2 08, onds se ve que a concentraggo de pep
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tidios sollveis no permeado, para a concentragc. de  enzima
de 1,0 % sobre o substrato, & baixissima, 0 que psrmite qus
o fluxo de permeado seja grands, conforme a figura N? 11, rs
sultando uma grande acumulagao, em quantidade, de parmeado
que, por sua vez, resulta uma maior quantidads de peptidios
sollveis acumulados. Por outro lado, como € de se esperar pa
ra as maiores concentragoes de snzima sobre substrato, 4,0 e
8,0%, a concentragaoc de peptidios sollveis no permsado e al
ta s, ainda que a estas concentragoes se obtenha um f luxo
baixo de permeado, a gquantidade de peptidios sollveis acumy
lados produzida e significativamente maior que a obtida a u
ma concentragao de enzima de 2,0% sobre o substrato.

Ao analisar a figura N2 ll, que nos mostra a rela
gEo sntre o fluxo de permeado total por unidade de superfi
cie de area ultrafiltrante em relagac ac tempo ds reagas, pg
de-~se observar que um aumento da concentraggo da enzima pro
voca uma diminuig%o da intensidade Jdo fluxo de permsado te
tal. Isto pode ser explicado pslo fato de que, ao aumsntar a
concentragac da enzima se incrementa a produgac, ou libera
950, dos peptidios solﬁveis, gue, por sua vez, vao aumentar
a concentrag%o do permeado, o gue faz com que a passagem de
permeado através da membrana seja mencr. Este fato tambsm le

va a um sntupimento da membrana mais rapido.

Do quadro N2 05; no qual sao apresentados 0s valg
res do rendimento (porcentagsm em peso) dos psptidios solu
veis do permeado acumuladc em relagao ac substrato alimenta
do ao sistema, isto e, a porcentagem de solubilizagao do isg
lado de proteinas de soja para as diferentss porcentages de
concentragoes sobre o substrato, estudadas; pods-se deduzir
que o rendimento sofre uma melhora significativa a medida
que se incrementa a concentragao da enzima. Assim, iste ssta
ria sm concordancia com CHEFTEL et al. (1971), que assinalam
qus, com altas concentragoes de enzima, cbtem-se a maxima
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[ . ; o » . .
produtividacde do cemtor esnzimatico cara up sis..nz continuo.
5:.3:3% Efsito du oh

_ 0 efeito do pH sobre @ concentragac de peptidios sp
ldveis no permeadc, a quantidede de permeado acumulaedo, a
quantidads ds peptidios sollveis acumulaedos & o Filuxc de pexr
mesado totzl atraves do tewpo de resgao, ¢ mustredo nas  figu
ras Nfs 12, 13, 14 v 1O respastivemente.

Neste sistema a veriacao do pli afesta, praticaments,
apenas a atividede da enzime, & qual ecste representsdc  grafi
camente pela figura N2 12, e onde pode-se ohservar que 8 enzi
ma tem uma atividade maior nu intsrvale de pH 2,5 a 2,0, e eg
ta atividade enzimatica decrasce e um minime a pH 2,0, wnali
sada do ponto de viata de corncentragac ce peptidine seldveis
no permeado, Conssquentemuntie as falo d8 que a uma maior ati
vidade da enzima ocorrs uma ouiocr formacae, ou iiberacgiac, de
peptidios sollveis, 0 qus conGorrs pars a concentragas oo per
meado, o que, por sua vz, inilui no {luxo de permsadc totel,

conforme 1 figura N2 15, @, cortentn, & gquantidade de cermea

do acunulado, confcrma a Vigura NE 13, lete fuco ven CoUETD
. -~ £ .. 7 . i
var que 8 concentragao de peptidice soluvels no permeado i

“ @

. 4 £ . ’ - Ll
oH 2,0 & minima e gus o fluxo de permcado total e maximo, pi

ra as condigoss ssiudadas.

Contude, estas diferencas e nminimizam para os dife

)

rentes pH analisadosy conforme & la Figure N2 14, nz cual g9
. . [ 4 - * -

apresenta graficaments a quantidade de peptldios soluveis acy

mulados, que resultam da concentracao destas no permeadc e da

5

quantidade ds permeadn total atraves GO TENPE0 8 TEAGAG.

Finalments, ao analisar o guadro N2 06; que apresen
ta o rendimentoc (porcentagem em peso) .o, ueptidios soldveis
do permeado em relacao ac total de substrato alimentado an
sistema, ou, em cutras palavras, a porcentagem de sclubiliza-

~ . . (4 ' .
gao do isolade de protsinzss o8 soja,c gus 4, no fundo, repre
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sentaria a melhor condig§0 de pH (pH 6timo) para « atividade
da snzima, poda-se observer que dos valorss de pH analisa
dos, esta seria ideal a pH 2,5 e minima & pH 2,0, Pode-se ob
servar tambem que a atividade da enzima tende a decrescer a

medida que o pH se torna maior que 3,0,

E interessante mencionar a hipdtess de VERMA e
MACCALLA (1966), qus assinalam que uma protedlise enzimatica
sob condigbes de pH acido & capaz de induzir a formagao de u
ma grande quantidads de polipeptidios como produtos interme
diarios na reaggo, 08 quais alcancam um tamanho molecular sy
ficientemente pequeno para que sejam soléveis, mas nao tanto
que os levem a provocar 0 aparccimento de sabores indesejé

veis, principalmente o amargo.
5.3e4, Efeito da tempevratura

0 efeito da temperatura sobre a concentracao de
peptidios sollveis no permeado, a quantidade de permeado acy
mulado, a quantidade de peptidios acumulados 8 o fluxo de
psrmeado total atraves dc tempo de reagao, & apresentado nas
figuras N2s 16, 17, 18 s 19, respcctivamente,

Da mesma forma que o pH, a temperatura afeta, prin
cipalmente, neste caso, a atividade da enzima, ainda que tam
bém deva influir sobre uma seris de parametros, tanto fisi
cos como quimicos, que n@o foram sstudacos neste trabalho.

Na figura N2 16 pode-se observar que a enzima tem
uma atividade mais intensa a 50°C que a 40°C, analisada sob

0 ponto de vista da concentragao de papt{dios soliveis no
psrmeado, Como por efeito da maior atividade da enzima a
50°C de temperatura, ocorrs uma maior formagao, ou libera

¢ao, de psptidios sollveis, o que provoca, consecuentements,
que a quantidade de permeado acumulado, por ser o permsado
mais concentrado, seja menor a 50°C que a 40°C, conforme a
figura N2 17; temeses tambem que o fluxo de permeado total ds
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vs ser menor a 50°C que a 40°C, conforme figuor N2 19, o que
tambem significaria que o entupim=nto da membrana & maior =
mais rapido a 50°C que 2 40°C,

Como a quantidade de peptidios scllveis acumulados,
analisados a psrtir da figura N2 16, & maior ¢ 40°C que &
50°C, isto significa que a quantidade de permsadoc acumulado
® muito mas significativa, j@ que a concentragao de pepti
dios sollveis no permeado e aproximadamente® constante,

Temos contudo que, aoc analisar o quadro N2 07, que
apresenta o rendimento(porcentagem om psso) dos paptidics so
liveis do permeado acumulado em relagaoc ao total de substra
to alimentado ao sistema atraves do tempo de ruaggo, poder=
se-ia dizer que representa, ainda melhor, a atividade, enzi
matica. Pode-se observar ainda que o rendimento se veé favore
cido a 50°C, em comparagao com o rendimento a 40°C. Conclui=-
se, entaoc, que a temperatura de 50°C deve estar mais prdxima

da tempsratura idezl da atividade da enzima.

5.3.5. Efeito da pressao sxsrcida no sistema

0 efeito da pressaoc exercida no sistema sobre a

concentrag§0 de peptidios sollveis no nermeado, a guantidade
de permsado acumulado, @ quantidade de peptidios sollveis @

o fluxo de permeado total atraves do tempo de rsagaﬂ, e apre
sentado nas figuras nas figuras N¢s 20, 21, 22, e 23, respecC

tivamente.

Diferentemsnte do pH & de temperatura, a pressao
exsrcida no sistema nao afeta a atividade da enzima, anall
sando-a sob o ponto de vista da concentragao dcs paptidios
sollveis no permsado, fato este apresentado graficamente na
figura N2 20, onde pods~ss observar que ns valores da cencen
traqzo de peptidios soldveis no permeadc, para as diversas
pressoes estudadas, sao praticamsnte similares.

Sem dlvida, a pressao exercida no sistema  influi

33



diretaments na quantidade de psrmsado asumulade, o que pods
ser observado na figura N2 21, e de onde ss sxtrai que a
quantidade de permeado acumulado €& maior quanto maior se ja
a pressao,

Como a concentragao de peptfdios scliveis no  per
meado @ aproximadamente similar para as diversas pressoss ex
srcidas no sistema, a quantidade de peptidias sollveis acumy
lados estaria basicamente na depsndencia das quantidades da
permeado acumulado, e sstes sim € que estariam dirstamente
relacionados com a praessao exercida no sistema, de tal manei
ra que, da figura N2 22, pode-se observar que a uma maicr
pressao sxercida no sistema corrssponds uma maior quantidade
de peptidios acumulados

Por outro lado, ac exercer prassoes negativas no
. 2 . .
sistema (vacuo = 0,3 kg/cm“), os efeitos na quantidade de
permeado acumulado, © no fluxc de permeade total, sao ieve
mente inferiores aos obtidos quando se aplica uma prsssac de
1,0 kg/cmz, porem, na quantidade de peptidios sollveis acumy
lados sao praticaments similaras, ja que a concentragao da
[ , . 4 ; . - g s

peptidios soluveis no psrmeado ¢ levemente suyperior a cbiidae

com as demais, & diversas,pressoes,

No gquadro N2 08 sao apresantados os valores de ren
dimento (porcentagem sm peso) dos peptidics soliveis do per
meado acumulado em relagao ao total de substrato alimentado
ao sistema, atraves do tempoc da reaqso, para =s diversas prs

s30es estudadas,

Como foi mencionado anteriorments, a pressao exer
cida no sistema no afeta a atividade enzimatica, ® assim os
valorses do rendimento, para as diversas przssoss estudadas,
sa0 praticaments os mesmos. Nota-se, porém, que o0 rendimanto
apressenta uma melhora relativa guando se empregam pressges
negativas (vacuo) no sistema.
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5.3.6, Efeito da desnaturagaoc do subs.rato

0 efsito da desnaturagao de substrato sobre a cop
centragao ds peptidios solliveis no permeado, a quantidade de
permeado acumulado, @ quantidade ds pept{dios soldveis acumy
lados ® o fluxo de permeadoc total atraves do t=mpo de reacaocy
# apresentado nas figuras N%s 24, 25, 26, e 27, respectiva

maente.

Conforme a figura N® 24, s da qual pode-se anali
sar o efsito da desnaturagao do substrato sobre a concentra
cao de peptidios sollveis no psrmeado, & onde poda-se comprg
var uma vez mais que o substreto desnaturado favorece a ati
vidade snzimatica y Pois obtem=-se uma maior concentracao de
peptidios sollveis no permeado com o substrato desnaturade.

Assim temos que, wo mesmo tempo, a desnaturagao do
substrato favorece o fluxo de permeado total, conforme a fi
gura N2 27, s a quantidade de permeado acumulado, conforme a
figura NR 25,

Como consequéncia desta Gltima observagao, temes
que a quantidade de pupt{dios soldveis acumulados, quando s8
utiliza um substrato desnaturado, @ significativaments maior
gque a obtida com um nac desnaturado, conforme a figura
N2 26,

No guadro N2 09 e apresentado o rendimento (porceg
tagem em pesc) dos peptidios sollveis do permeado acumulado
em relagac ao total de substrato alimentade ao sistema atra
ves do tempo de reagac, tanto para substrato desnaturado co
mo nao desnaturado 8, tambem deste quadro, pods-se afirmar
que representa, em parte, a atividade enzimatica. Assim te
mos que, neste caso, mais uma vez, fica demonstradoc que a a
tividade enzimatica e maior quando sobre um substrato desna
turado, ja que os valores deste rendimento sao mais elevados

para o substrato desnaturado ss comparasdos aos obtidos para
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um substratc nao desnaturado.

5.4, Variagao do pH deo permeado obtido no processo de sg
lubilizagao do isclado de proteinas ds soja atraves de tsmpo
des reagao

As determinagoes do pH do permeado atraves de tem
po de reacao para a solibilizag@o de um isolado de proteinas
de 80 ja sao apresentadas no quadro N2 10,

No quadro N2 10, pode-se comprovar que, independen
te do pH do substrato, porém sendo respsitado o intervalo de
pH acido estudado, ocorre sempre uma difsrenga entre o pH do
permeado ® o do substrato, na qual o pH do permeado 4 supe
rior ao do substrato, com uma variacac possivel ds 0,25 a
C,65.

Por outro lado, esta diferenga entre o pH do per
meado € o do substrato ocorre sempre na primeira mseia hora
de reagao, tendendo a se manter constante posteriormentes com

o transcorrer da rsaggco
5.5, Analises dos papt{dios sollveis contidos no permeado
5.5.1le P®so molecular

A determinaqﬁo do peso molecular foi realizada a
traves do método descrito em 4.8.1,

Ainda que com a determinagao do psso molscular nao
ss tenha podido chegar a concluir exatamente qual o peso mg
lecular que tam as fragoes protaeicas contidas no  permeado,
pode-se afirmar que estes devem possulr umpeso molecular ip
ferior a 10 000, Iste porgue seus pesos moleculares devem
ger inferiores aos qus se podem determinar por este métado,
jdque, segundo WESER et al. (1969), ests se aplica a determi
nagio de pesos moleculares de cadeias de polipeptidios com
pesos molsculares sntre 10 000 e 100 00G,
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5¢5¢2+ Cromatografia em camada fina

A dtermincgao foi feita atravis do método descrito
8m 4,8.2,

Na figura N2 29 & apresentada a anélise de cromatg
grafia em camada fina para a identificagao dos peptidics so
ldveis sxistentes no permaado, 8 na qual pode~sza obssrvar,
em primeiro lugar, que nao exists difersnciagac entrs as fra
goss do permeado obtido com um substrate desnaturado & as ob
tidas com um substrato nao despaturads ¢; em sesgundo lugar,
que os permeados cobtidos possuem apenas tres frag5359 0 que
era de se espsrar nas condigces de pH acido da reagzo enzima
tica ® tambeém pslo procasso de ultrafiltraggo. Isto porque u
ma vez qus os peptidios formaedos, oy libwrados, pela hidréli
se snzimatica das protsinzs ro isclado dz soja  alcancassam
um tamanho ®/cu peso molacular que oo tornasse capaz de ca
ssar pela membrana ultrafiltrants, por ela fluiam, impedipn
de, desta forma, qus os peptidios continuassem a ser hiagrolj
sados, Assim, dificilmente poder-se<ia obter um permeads,
primeiramente com muitas fragoes proteicas @, depcis, COM
paptidias de um tamanho e/cu peso molwcular demasiadanente

LPaixoe

5.6+ Solubilizagao do isolado de proteinas de scja em um

3 [4 - -
reator enzimatico tipo "batch®

N loNal L4 2 . -
Na figura N@ 28 & aprzseniada & variagaeo da concepn
~ . . s e 4
tragao dos peptidios solldvsis obtidos atraves do tampo de
reacao enzimatica sm um reator enzimatice tipe "batch”,

No quadro N2 1l sao apresentados os resultados do
rendimento (porcentagem em peso) dos peptidios sollveis for
mados, ou liberados, por hidrdlise snzimitice das proteinas
do isolado de soja em um reator epzimatico tipe "batch" atra

ves do tempo de reagao.

37



Ao se comparar os resultados da figur: N2 28 com
os da figura N2 28, que tambem representa a concentragac ds
pnptfdios soldveis no permeado, atraves do tempo de reagae,
para as diferentes pressges exercidas no sistema sstudadas ,
pode-se observar que a concentragao em paptidins soluveis @
ligeiramente superior a obtida ne reator tipe "batch", o que
significaria que, pela agao enzimatica os pept{dios continua
riam sende hidrolisados ateé alcancar tamanhos e/ou pesos mg
leculares um pouco infsriores qus os dos pept{dios que sao
obtidos quando se utiliza o processo de solubilizaggo enzimé
tica do isolado de proteinas de soja em um sistema continuo

por meioc de ultrafiltragao.

Ao analisar o rendimento dos pept{dios formados ,
ou liberados, por hidrolise enzimatica das protsinas do isg
lado de soja em um reator anzimatico tipo "batch" atraves do
tempo de reaggo, conforme o quadro N2 ll, e comparando~o cem
o obtido pelo procssso ds solubilizag%o enzimatica deo isola
do proteinas de soja em um sistema continue, por meio de ul
trafiltraqso, conforme o quadroc N2 08, pode-~gse concluir que
os valores do rendimento no primeiro caso saoc superiores, dg
monstrando-se, dssta maneira, que no reator tipe "batch® e
chbtida uma ag@c enzimatica mais exaustiva; porem, nao se pp
de deixar de considerar que nesta caso o substrato estaria
sendo hidrolisade por um espago de tempo de 5 horas, jé que
nac existe renovagao do substrato durante o periodo de hidrg
lise, come no case do reator continuo. Em sintese, a agao en
zimitica, em ambos 0s casos, nac e extremamente degradativa,
0 que sstaria em concordancia com a hipotese de VERMA e MC
CALLA (1969), a qual assinala que em condigoss de pH acido
pods-se obter apenas peptidios, produtos intermediarios de
degradagao proteica, que alcancem um tamanheo s/ou peso mole
cular que lhes permitam ser solliveis, mas nao tao reduzi
des, de forma que possam produzir sabores dosagradévais.
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QUADRO N2 04, RENDIMENTO (PORCENTAGEM EM PESO) DOS
PEPTEDIOS SOLOVEIS DO PERMEADOD ACUMU
LADO EM RELAGAO AO TOTAL DE SUBSTRR
TO ALIMENTADO AO REATOR ENZIMATICO A
TRAVES DO TEMPQ DE REACAO, A DIFEREN
TES CONCENTRAGDES DE SUBSTRATO. ( & 7

TEMPO ’ REND%MENTD
(h) %)

CONCENTRACAO DO SUBSTRATO

y P/V
1,0 2,0 3,0
0,5 15,33 12,50 13,33
1,0 17,53 14,43 16,43
1,5 18,90 16,27 18,06
2,0 20,62 17,34 19,32
2,5 22,03 18,47 20,56
3,0 23,08 19,42 21,58
3,5 25,07 20,36 22,85
4,0 26,39 21,39 23,71
4,5 25,87 22,21 24,21
5,0 25,46 22,93 24,52
( » ) : Condigoesdo Processo
-[E]= 2,0% (p/p) sobre o S,

- pH = 380.
- to‘-'. 50 C _4_: 2. 2
- Vacuo = 0,3 kg/em”,
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QUADRO N® 05, RENDIMENTO  (PORCENTAGEM EM PESO) DOS

pepTiDI0S SOLOVEIS DO PERMEADD ACUMU
LADOS EM RELACARO AO TOTAL DE SUBSTRA
TO ALIMENTADO A0 REATOR_ ENZIMATICO A
TRAVES DO TEMPQ DE REAGXG, A DIFEREN
TES CONCENTRAGDES DE ENZIMA, ( = ).

TEMPO RENDIMENTO
(h) %)
CONCENTRACKD DE ENZIMA SOBRE 0 SUBSTRATO
%v p/P)
1,0 2,0 4,0 8,0
0,5 12,18 12,50 17,45 24,67
1,0 12,74 14,43 22,77 28,65
1,5 14,00 16,27 25,20 30,65
2,0 15,00 17,34 27,47 31,86
2,5 15,69 18,47 28,72 32,99
3,0 16,42 19,42 29,88 33,69
3,5 17,00 20,36 30,83 34,20
4,0 17,49 21,39 31,64 35,00
4,5 18,16 22,21 32,47 35,54
5,0 18,51 22,93 32,89 35,34

(=)

¢ Condigoss do Processo
'[ﬂ = 2’0% (p/V)-

- pH = 3,0

?
- t% 500C + 2,
- Vacuo = 0,3 kg/cm”,
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QUADRO N2 06, RENDIMENTO (PORCENTAGEM EM FESO) DOS

PEPTIDIOS SOLUVEIS DO PERMEADG ACUMY
LADO EM RELAGAD AC TOTAL DE SUBSTRA
TO ALIMENTADO AO REATOR ENZIMATICO R
TRAVES DO TEMPO DEREAGKE, A DIFEREN
TES pHe ( » ),

TEMPO RENDIMENTO
(h) (%)
pH
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
0,5 6,77 11,25 12,50 15,76 10,36
1,0 8,42 16,28 14,43 174,50 13,27
1,5 9,864 19,21 16,27 18,78 15,03
2,0 10,74 20,86 17,34 19,55 16,26
2,5 11,37 22,09 18,47 20,08 17,49
3,0 11,82 23,02 19,42 20,67 18,23
3,5 12,19 23,48 20,36 20,91 19,23
4,0 12,61 24,02 21,39 , 21,04 19,78
4,5 12,84 24,45 22,21 21,05 21,58
5,0 13,14 24,83 22,93 20,97 21,58
( « ) : CondigBes do Processo
- ]g 2,0%

- EJz 2’0

% gg/;g.sobro o S.

- t%= 50°C + 2, 2
- Vacuo = 0,3 kg/cm“,

41



QUADRO N2 07. RENDIMENTO (PORCENTAGEM EM PESO) DGS
pEPTEDIOS SOLOVEIS DO PERMEADO ACUMU
LADO EM RELAGAC AO TOTAL DE SUBSTRA
TO ALIMENTADO AC REATOR_ENZIMATICO A
TRAVES DO TEMPO DE REAGRO, A DIFEREN
TES TEMPERATURAS, ( = %.

TEMPO RENDIMENTO
(h) (%)
TEMPERATURAS
50°C + 2 40°C + 2
0,5 12,50 7,97
1,0 14,43 11,64
1,5 16,27 14,39
2,0 17,34 15,29
2,5 18,47 16,46
3,0 19,42 19,04
3,5 20,36 18,72
4,0 21,39 19,61
4,5 22,21 20,12
5,0 22,93 20,58

( » ) : Condigoes do Processo
-{s)= 2,0% Ep/u‘.
-{E)= 2,0% p/p$ sobre o S.
- pH = 3,06 , 2
- Vacuo = 0,3 kg/cm®,
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QUADRO N2 08, RENDIMENTO (PORCENTAGEM EM PESO) DOS

pERTIDIOS SOLOVEIS DO PERMEADO ACUMU
LADO EM RELAGAO AD TOTAL DE SUBSTRA
TO ALIMENTADO AO REATOR_ENZIMATICO A
TRAVES DO _TEMPO DE REAGXO, A DIFEREN
TES PRESSTES EXERCIDAS SOBRE O SISTE_

MAQ ( » ).
TEMPO RENDIMENTO
(h)
PRESST
(kg/cm®)
0,3 1,0 1,5 2,0
0,5 12,50 10,52 10,36 10,27
1,0 14,43 13,00 12,54 12,05
1,5 16,27 15,00 14,36 13,59
2,0 17,434 16,51 15,83 16,23
2,5 18,47 17,58 16,98 16,28
3,0 19,42 15,50 17,89 17,24
3,5 20,36 19,23 18,77 18,24
4,0 21,34 19,83 19,34 19,01
445 22,21 20,29 19,64 19,65
5,0 22,93 20,61 19,75 20,32

()

Condigoes do Processo

-{5)= 2,0% gp/vg.

-[E)= 2,0% (p/p) sobre o S,
- pH = 3’0.

- £%= 50°C + 2.
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QUADRO Ne

09, RENDIMENTO (PORCENTAGEM EM PESO) DOS
PepTEDIOS SOLOVEIS DO PERMEADO ACUMU
LADO EM RELAGAO AO TOTAL DE SUBSTRA
TO ALIMENTADO AC REATOR_ENZIMATICO A
TRAVES DO TEMPO DE REACAO, PARA UM
SUBSTRATO DESNATURADO E NAO DESNATU
RADO. ( = ),

TEMPO RENDIMENTO
(h) (%)
SUBSTRATO SUBSTRATO
DESNATURADO NEO DESNATURADO
0,5 11,65 10,27
1,0 12,90 12,05
1,5 14,51 13,69
2,0 16,02 16,23
2,5 17,84 16,28
3,0 19,00 17,24
3,5 20,01 18,24
4,0 20,90 19,01
4,5 21,15 19,65
5,0 21,35 20,32

( » ) : Condig
-[E]:
- pH =
- p =
- tY=

[

oes do Processo

2,0% ép/v;.

2,0% (p/p) sobrs o S.
3400 2

2,6kg/cm .

50°C i 20
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QUADRO N2 10, VARIACAG DO pH DO PERMEADO OBTIDO NO PRO
DE SOLUBILIZACAO DO ISOLADO DE PROTE {NAS
DE SOJA ATRAVES DO TEMPO DE REACKO, A DI
FERENTES pH INICIAIS. ( e ), -

TEMPO VARIAGRO DO pH
(h)

0,0 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00
0,5 2,42 2,86 3,40 3,75 4,28
1,0 2440 3,09 3,40 3,84 4,33
1,5 2,41 3,10 3,45 3,93 4,33
2,0 2,43 3,09 3,40 3,98 4,34
2,5 2,40 3,01 3,50 3,98 4,36
3,0 2,43 3,02 3,40 3,99 4,36
3,5 2,42 3,13 3,45 3,99 4,36
4,0 2,40 3,11 3,40 4,00 4,38
4,5 2,42 3,14 3,40 3,99 4,37
5,0 2,43 3,15 3,40 4,02 4,36

s Condlgoes do Procssso
Sj= 2,0% ép/vg
-{E]l= 2 0% p/p) sobre o S,
- t&= SD C+ 2,
- Vacuc = 0,3 kg/cm R

45



QUADRO N2 11, RENDIMENTO (PQRCENTAGEM EM PESO) DOS

pePTIDI0S SOLGVEIS FORMADOS, OU LIBE
RADOS, POR HIDROLISE ENZIMATICA DA%
PROTEINAS DO ISOLADO DE S0OJA EM UM
REATOR TIPO "BATCH"™ ATRAVES DO TEMPO
DE REAGRO, ( = ).

TEMPO RENDIMENTO
(h) (%)
0,5 24,15
1,0 29,70
1,5 30,35
2,0 30,45
245 32,55
3,0 32,95
3,5 33,10
4,0 33,45
4y5 35,40
5,0 35,90

Condigoes d

- S]= 2’0%
-{EJ= 2,0%
- pH = 3’0

o Processo

23;;;.sobra o S.

*

- t° 50°C + 2,
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FIG. N2 03, ESQUEMA DA SOLUBILIZAGCKO ENZIMATICA
DE UM ISOLADO DE PROTEINAS DE SOJA
EM UM SISTEMA CONTINUO POR MEIO DE
ULTRAFILTRACRO,
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PEPTIDIOS SOLUVEIS PEPTIDIOS SOLUVEIS
DO PERMEADO (SUBS= DO PERMEADO (SUBS=-
TRATO DESNATURADO) TRATO NAO DESNATU-

RADO)

FIG:N2 29. CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA PARA A I-

OENTIFICAGAD DOS PEPTIDIOS SOLUVEIS DO
PERMEABO,
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6. CONCLUSBES,

0 presente estudo demonstrou que é possivel reali
zar a solubilizagao do isclado de proteinas de soja em um
sistema continuo, obtendo~se resultados muitomelhores que 8
traves de uma reagao enzimatica tipo "batch",

Em relagdo as melhores condigdes de reagao, para a
solubilizac@ao enzimdtica do isclado de proteinas da soja em
um sistema continuo por meio de ultrafiltragao, pode-se con
cluir que, algumas delas, est3o intimamente ligadas as condi
cSes ideais de reagao da enzima, como O sdo o pH e @ tempera
tura; de tal forma que o pH ideal da enzima & entre 2,5 e
3,0, ¢ a temperatura cerca de 50 C. Por outro lado, as con
centragoes de substrato e enzima recomendadas, tomando-se
por base a concentragao obtida de peptidios soliveis no per
meado e o fluxo de psrmeado total, seriam de 1,0% (p/v) °
4,0% (p/p) sobre o substrato, respectivamentes,

Comprovou~-se que para este sistema e melhor exer
cer pressoes positivas do que utilizar pressces negativas
(véacuo), ja que o rendimento do produto final, peptidios so
ldveis (g acumulados), @ superior nos processos em que 8o
trabalho com pressces positives, ou seja, superiores a 1,0
kg/cmz.

Com o smprego do substrato desnaturado pode-se ob
ter um rendimento maior dos poptldios soliveis acumulados em
relacao ao total de substrato alimentado ao sistema durante
reagao,ou, em outras palavras, uma actividade enzimatica
maior e consecusntemente, uma maior concentragao dos popti
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dios sollveis no permeado, assim como um maior fluxo do per
meado.

0s peptidios existentes no parmeado obtido com
poem apenas tres fragoes prot@icas, utilizando-se o mstodo
de fracionamento anteriormente descrito, as quais possuem
um peso molecular inferior a 10 000,
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