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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi comparar a atividade funcional de hidrolisados obtidos por diferentes sistemas enzimáticos. Foram se-
lecionadas proteáses de origem animal (pancreatina) e bacteriana (protamex e alcalase). A atividade funcional foi monitorada pela 
dosagem de glutationa no fígado e testes de atividade imunológica no baço para reação imunológica primária (IgM) através da con-
tagem de células formadoras de placa (CFP). Nos ensaios biológicos foram utilizados camundongos isogênicos da linhagem A/J, 
em dieta AIN com 20% de proteínas na forma dos hidrolisados ou de concentrado de soro de leite. O número de CFP não diferiu es-
tatisticamente para os hidrolisados de pancreatina e protamex, sendo inferior (P< 0,05) para o de alcalase. Os valores da dosagem 
de glutationa no fígado (r=0,992) correlacionaram positivamente com os resultados de CFP do baço.

 propriedades funcionais; soro de leite; hidrolisados; glutationa.Palavras-chave:

SUMMARY
FUNCTIONAL PROPERTIES  OF WHEY PROTEIN HYDROLYSATES FROM  MILK WHEY PROTEINS CONCENTRATE. The object of 
this work was to compare the functional activity of whey protein concentrate (WPC) and its hydrolysates produced by different 
enzyme systems. Pancreatin and microbial (protamex and alcalase) were utilized. Functional activity was monitored by liver 
concentration of glutathione and primary immunological response (IgM) in spleen (PFC). In the biological assays isogênic mice 
A/J, fed on an AIN modified diet (20% WPC or its hydrolysates) were used. ThePFC number did not differ for pancreatin and 
protemix hydrolysates but was inferior for alcalase hydrolysate (p<0.05). Liver glutathione concentration showed a high positive 
correlation (r=0,992) with the PFC number in the spleen.

 functional properties; whey proteins; hydrolysates; glutathione.Keywords:

1 - INTRODUÇÃO

Os hidrolisados protéicos têm sido utilizados desde 
1940 com finalidades médicas na preparação de dietas 
especiais para alimentação enteral de bebês e para manu-
tenção do estado nutricional de pacientes impossibilita-
dos de digerir proteínas. Na década de 70 assistiu-se um 
expressivo crescimento nos métodos de preparação e uso 
de hidrolisados protéicos, tanto com finalidades clinica e 
nutricional como para a melhoria de propriedades  fun-
cionais de proteínas e alimentos de base protéica [12].

A hidrólise enzimática de polímeros em alimentos, co-
mo por exemplo de proteínas, é um processo de conside-
rável importância que tem sido utilizado para melhorar 
propriedades físicas, químicas e funcionais dos alimen-
tos, sem prejudicar seu valor nutritivo, melhorando, par-
ticularmente, as características de absorção das proteí-

nas. Segundo estes investigadores[18], os hidrolisados 
para fins nutricionais devem reunir as seguintes proprie-
dades: ser osmoticamente equilibrados; hipoalergênicos; 
apresentar sabor aceitável sendo que o valor nutritivo do 
hidrolisado deve permanecer tão próximo da proteína ori-
ginal quanto possível.

Exemplos de doenças ou condições clínicas que exi-
gem o uso de fórmulas especiais contendo hidrolisados 
protéicos incluem: doença de Crohn, colite ulcerativa, 
síndrome de intestino curto, fístulas, pancreatite, trau-
mas severos, síndromes de imunodeficiência e alergias 
alimentares. Na preparação de alimentos especiais é de-
sejável utilizar hidrolisados que possuam entre 2 a 6 ami-
noácidos (peso molecular abaixo de 2kDa) para facilitar 
ao máximo sua absorção intestinal, evitar o aparecimen-
to de peptídeos amargos e a possibilidade de causarem 
efeitos alergênicos [12, 22]. 

Proteínas de soro e caseínas são preferidas para for-
mulações infantis em virtude de seu elevado valor nutri-
tivo. As proteínas de leite são utilizadas na forma de hi-
drolisados, onde normalmente são reduzidas a aminoá-
cidos e peptídeos de muito baixo peso molecular. 
Teoricamente a hidrólise extensiva deve destruir os epí-
tonos alergênicos (regiões de ligação da IgE), resultando 
em produtos hipoalergênicos seguros [19].

Trabalhos recentes têm demonstrado que as proteí-
nas do soro apresentam algumas vantagens em relação 
às caseínas [6,8]. Diferenças fundamentais no metabo-
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lismo e na ação fisiológica das caseínas e das proteínas 
de soro de leite, baseiam-se na propriedade das proteí-
nas do soro não sofrerem alterações conformacionais pe-
los ácidos estomacais. Ao atingirem o intestino delgado 
são rapidamente digeridas e seus aminoácidos absorvi-
dos, elevando rapidamente a concentração aminoacídica 
do plasma e estimulando a síntese de proteínas nos teci-
dos [6,14].

As proteínas e peptídeos do soro produzem vários  
efeitos biológicos quando ingeridas como estímulo à sín-
tese de glutationa, estímulo à síntese de IGF-1 (Insulin 
Growth Factor I), reforço imunológico, ação hipocoleste-
rôlemica, ação antitumoral e aumento da longevidade 
em animais de experimentação [11]. Contudo, para que 
as proteínas do soro de leite estimulem a síntese de glu-
tationa e atuem como imunomoduladoras, elas devem 
permanecer com suas estruturas nativas intactas, pre-
servando a atividade biológica original, que devem ser 
transferidas aos peptídeos resultantes da hidrólise [10].

As proteínas de soro de leite parecem ser as únicas 
com propriedade de aumentar a resposta imune através 
de uma maior produção  de  glutationa  celular. Para  vá-
rios investigadores [9,10,11] o estímulo à síntese de glu-
tationa e ao estímulo imunológico depende das proprie-
dades das proteínas de soro liberarem pela hidrólise enzi-
mática  peptídeos de glutamilcisteína, contidos nesta se-
qüência  nas  frações de albumina sérica (BSA), -
lactoglobulina e de imunoglobulina G. Contudo, para 
que os peptídeos sejam preservados até a fase de diges-
tão para absorção, as proteínas devem estar na forma es-
trutural nativa [10]. A glutationa é um tri-peptídeo com-
posto de glutamato, glicina e cisteína, distribuída em to-
das as células do organismo humano e animal. 
Desempenha função metabólica como antioxidante celu-
lar, protegendo contra efeitos deletérios de radicais li-
vres, xenobióticos e como substrato para a enzima gluta-
tiona peroxidade (selênio dependente), com ação desin-
toxicante sobre o peróxido de hidrogênio e outros hidro-
peróxidos [11].

Durante a preparação de concentrados protéicos de 
soro de leite e seus hidrolisados, alguns cuidados são ne-
cessários para diminuir a desnaturação das proteínas 
durante as diversas etapas do processamento como pré-
aquecimento, evaporação e secagem. Como cita a litera-
tura, os peptídeos glutamilcisteína contidos nas proteí-
nas devem permanecer intactos e nesta seqüência [9, 
10]. Sabe-se que as enzimas possuem especificidade 
quanto à posição de clivagem das ligações peptídicas, re-
sultando em fragmentos protéicos com diferentes se-
qüências aminoacídicas. Como os estudos sobre a ação 
imunomoduladora de hidrolisados protéicos de proteí-
nas de soro de leite são escassos, pretendeu-se neste tra-
balho investigar se a utilização de diferentes enzimas, 
com diferentes especificidades em hidrólise extensiva, 
mantém as propriedades bioativas, no que se refere ao es-
tímulo da produção de glutationa e aumento na produ-
ção de anticorpos.

β

2 - MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - Obtenção do concentrado protéico de soro 
de leite (CSL)

2.2 - Obtenção dos hidrolisados a partir dos con-
centrados protéicos de soro de leite

2.3. Composição centesimal

2.4 - Composição de aminoácidos

O concentrado protéico de soro de leite foi obtido a 
partir de leite desnatado pasteurizado, separado da fra-
ção caseína por coagulação, utilizando coalho líquido co-
mercial (Há-La 2154/CHR HANSEN), nas proporções in-
dicadas pelo fabricante. O soro foi ultrafiltrado e diafil-
trado em membranas de fluxo tangencial (corte 10KDa  
WGM-Kock membrane system) para concentração da 
proteína e remoção de outros componentes do soro, e pos-
teriormente desidratado em liofilizador, conforme descri-
to em BORGES et al. [7].

Utilizou-se no preparo dos hidrolisados para os  en-
saios biológicos, um reator com capacidade de 2,5L, com 
agitação constante, durante 360 minutos. O grau de hi-
drólise obtido para todos os hidrolisados foi de aproxima-
damente 20%. No final do processo a temperatura foi ele-
vada a 85 C por 15 minutos, para inativação das enzi-
mas. Posteriormente os hidrolisados foram congelados e  
liofilizados.

Três sistemas enzimáticos foram utilizados: a) 
Pancreatina (Sigma)- complexo enzimático obtido de pân-
creas suíno, contendo as enzimas proteolíticas tripsina, 
quimotripsina e carboxipeptidases; b) Alcalase 0,6L (No-
vo Nordisk)- enzima proteolítica de grau alimentício, pre-
parada por fermentação controlada de uma linhagem se-
lecionada de ; c)Protamex (Novo 
Nordisk)- proteáse de , desenvolvida para hidró-
lise de proteínas alimentares. 

A proporção enzima substrato foi de 1:250, sendo 
que a concentração de substrato para todos os sistemas 
foi de 10% (p/v), nas condições ótimas de pH e tempera-
tura de cada enzima, de acordo com as especificações do 
fabricante. O grau de hidrólise foi monitorado pelo méto-
do do pH-stat [3].

Sólidos totais, proteína bruta (Nx6,38) e cinzas fo-
ram determinados segundo AOAC [1]. Lipídios totais e 
lactose pelo método de BLIGH & DYER [5] e de ACTON 
[2], respectivamente.

Foi determinada após hidrólise ácida (HCl 6N, 
110 C, 22h) em um analisador de aminoácidos (Dionex 
DX - 300), por separação em coluna de troca catiônica, se-
guida de reação colorimétrica pós-coluna com ninidrina. 
A quantificação foi realizada com base numa mistura de 
padrões de aminoácidos (Pierce kit 22). 

Para determinação dos aminoácidos livres as amos-
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tras foram tratadas com ácido tricloro acético a 10% 
(TCA) e centrifigadas. Os aminoácidos livres foram  ex-
traídos do sobrenadante com éter etílico. O solvente foi 
posteriormente evaporado e a amostra seca redissolvida 
no tampão de análise. 

A desnaturação protéica do CSL foi avaliada através 
da solubilidade em pH 4,6. Após 1 hora de agitação em 
pH 4,6 (temperatura 25 C) as amostras foram centrifu-
gadas (10.000g/15 min/25 C). A proteína foi determina-
da no sobrenadante (%Nx6,38). 

Utilizaram-se camundongos isogênicos da linhagem 
A/J com sete semanas de idade, livres de patógenos espe-
cíficos (SPF), fornecidos pelo Centro de Bioterismo 
(CEMIB) da UNICAMP. O protocolo experimental foi cer-
tificado pela Comissão de Ética em Experimentação 
Animal (CEEA-IB-UNICAMP) por estar de acordo com os 
princípios do Colégio Brasileiro de Experimentação 
Animal (COBEA). Durante a duração dos testes, os ani-
mais foram alojados em grupos de 5 por gaiola e manti-
dos em isoladores.

Dietas: As dietas foram preparadas de acordo com o 
"American Institute of Nutrition" (AIN-93G), como descri-
ta por REEVES et al. [21], contendo 20g de proteí-
na/100g de dieta. Utilizou-se como fonte de proteína o 
CSL e seus hidrolisados.

A atividade imunogênica das várias dietas foi avalia-
da pelo teste CFP (células formadoras de placas) no baço. 
O teste indica a capacidade de formação transitória de an-
ticorpos (IgM), contra imunógenos das hemácias lavadas 
de carneiro e foi descrita por CUNNINGHAM & 
SZENBERG [13].

Inicialmente, os animais foram mantidos por 15 dias 
nas diferentes dietas, quando receberam a injeção de he-
mácias (10  células) e depois de 7 dias foram sacrificados 
para a contagem de células que produziram a reação antí-
geno - anticorpo (CFP), a partir de uma suspensão de cé-
lulas de baço dos camundongos. Os resultados foram ex-
pressos em número de células de baço formadoras de pla-
ca (CFP).

Para análise dos níveis de glutationa no fígado, os ór-
gãos foram coletados imediatamente após sacrifício dos 
animais, congelados, triturados  e armazenados em ni-
trogênio líquido, até o momento da análise. A determina-
ção da glutationa foi realizada por eletroforese capilar de 
alta resolução (HPCE), de acordo com a metodologia por 

2.5 - Solubilidade

2.6 - Ensaio biológico

2.7 - Avaliação da atividade imunomoduladora 
das dietas

0

0

6

2.7.1 - Estímulo à produção de anticorpos pelas 
células de baço

2.7.2 - Determinação dos níveis de glutationa

ERCAL et al. [15]. Amostras de aproximadamente 300mg 
de tecido foram inicialmente homogeneizadas em 1,2mL 
de água ultra-pura. A seguir, adicionou-se o mesmo volu-
me de acetonitrila para precipitação dos compostos pro-
téicos através de centrifugação (10.000g, 10 min, 4ºC).

A corrida na HPCE foi realizada em tampão fosfato 
10mM, pH 7,0. A coluna capilar de sílica fundida com 
85cm de comprimento foi mantida à temperatura de 
22ºC. As amostras foram injetadas sob pressão de 
50mbar pelo tempo de 5seg e a diferença de potencial apli-
cada foi de 20kV. A detecção dos componentes sulfura-
dos (glutationa oxidada e reduzida) foi feita em 214nm. 
Segundo ERCAL et al. [15], os resultados obtidos por es-
se método foram similares aos obtidos por cromatografia 
líquida de alta resolução (HPLC).

Os resultados experimentais submetidos a análise 
de variança e as médias foram comparadas pelo teste de 
Tuckey ao nível de significância de 5%. Utilizou-se o paco-
te estatístico Statistic (Basic Statistics and tables 
Program - Statsoft, 1995).

Solubilidade da ordem de 87% foi encontrada para 
as proteínas de CSL. O valor encontrado para a solubili-
dade foi superior ao citado por MORR & FOEGEDING 
[20], obtidos para concentrados protéicos de soro de leite 
obtidos pelo processo de ultrafiltração. Os autores en-
contraram 78% de solubilidade a pH 4,0. O acréscimo de 
solubilidade no CSL pode ser devido a menor desnatura-
ção das proteínas, que reflete os cuidados durante o pro-
cessamento, principalmente em relação à temperatura. 
BOUNOUS & GOLD [10] encontraram solubilidade aci-
ma de 95% para proteínas de soro ultrafiltradas.

2.8 - Análise estatística

3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

TABELA 1 - Composição centesimal do concentrado protéico do 
soro de leite (CSL), dos hidrolisados de pancreatina (H ), de 
protamex (H ) e da alcalase 0,6 L (H ), todos ao nível de 20% 
de grau de hidrólise

P a

P r A l

A  mostra a composição centesimal de CSL, 
comparativamente aos hidrolisados gerados pela pan-
creatina (H ), pela protamex (H ) e pela alcalase (H ), ao 
nível de 20% de grau de hidrólise. 

Ao se comparar a composição dos hidrolisados com o 
CSL que lhes originou, pela ação de diferentes sistemas 
enzimáticos, conclui-se que as concentrações de água 
(umidade) e de cinzas são mais elevadas nos hidrolisa-

Tabela 1

P a P r A l
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dos, explicado pela maior higroscopicidade dos hidroli-
sados em relação ao concentrado original. O teor de cin-
zas mais elevado resulta da metodologia utilizada, onde 
há necessidade de se acrescentar mineral (NaOH) para o 
controle do pH durante a reação enzimática que, ao gerar 
grupos carboxílicos tende a baixar o pH do meio de rea-
ção. Alguns autores utilizam o hidróxido de amônio para 
essa finalidade, evitando, desta forma, o inconveniente 
de adicionar sal ao produto [17].

O teor mais elevado de umidade e de cinzas nos hi-
drolisados faz com que a concentração de proteínas fique 
diminuída em relação ao concentrado original. Nota-se 
que o hidrolisado mais higroscópico foi o da enzima pro-
tamex.

Os perfis de aminoácidos do concentrado de soro de 
leite e seus hidrolisados  são mostrados na . 
Pode-se verificar que as proteínas do soro de leite apre-
sentam elevado conteúdo de aminoácidos de cadeia rami-
ficada, particularmente leucina (Leu) e isoleucina (Ile), os 
quais estão relacionados com a construção de tecido 
muscular e regeneração de traumas múltiplos [4]. Outra 
característica importante das proteínas do CSL é o eleva-
do conteúdo de aminoácidos sulfurados, os quais apre-
sentam um balanço entre metionina e cisteína de aproxi-
madamente 1:1 [8].

Comparando-se os valores de aminoácidos dos pro-
dutos de soro de leite, observa-se que nos hidrolisados 
ocorre uma grande perda de histidina (His). De modo ge-
ral, ocorreu uma ligeira redução dos níveis de aminoáci-
dos nos hidrolisados em relação ao CSL. Contudo, a per-
da de sulfurados (metionina + cisteína) foi maior para o 
sistema enzimático Alcalase, que poderia estar relacio-
nado às condições mais severas de pH e temperatura 
(50ºC/pH 8,0) utilizados durante o processo de hidrólise 
da proteína.

Os dados da  sugerem que o sistema enzi-
mático pancreatina gera no hidrolisado uma concentra-
ção mais elevada de aminoácidos livres que as demais en-
zimas utilizadas. Isso, provavelmente, deve-se ao fato da 
pancreatina conter, além de endoproteáses (tripsina, qui-
motripsina), as carboxipeptidases, que são exoprotea-
ses, responsáveis pela maior liberação de aminoácidos li-
vres. Conseqüentemente, o hidrolisado de pancreatina 
apresenta maior conteúdo de grupos sulfidrilas livres, 
provavelmente devido à maior liberação de cisteína e pep-
tídeos de baixo peso molecular contendo cisteína.

Na  pode-se observar que todos os teores de 
aminoácidos essenciais presentes no soro de leite e nos 
hidrolisados estão acima dos teores estabelecidos pela 
FAO/WHO para crianças até 5 anos de idade, exceto a 
histidina que para os hidrolisados se mostra ligeiramen-
te limitante devido à perda ocorrida durante o processo 
de hidrólise.

 Estímulo imunológico dos concentrados e hidrolisados 
enzimáticos

O estímulo imunológico das várias preparações foi es-

Tabela 2

Tabela 2

Figura 1



TABELA 2 - Perfis de aminoácidos no concentrado protéico de 
soro de leite (CSL) e hidrolisados com diferentes enzimas

FIGURA 1 - Aminoácidos essenciais do concentrado de soro de 
leite (CSL) e seus hidrolisados com diferentes enzimas, em re-
lação ao padrão da FAO/WHO [16]

tudado pelo estímulo à síntese tecidual de glutationa (ge-
ralmente no fígado) e da formação de anticorpos (IgM) de 
camundongos imunizados com hemácias de carneiro.

Na são apresentados alguns dados de con-
centração de glutationa no fígado e de contagem de célu-
las formadoras de placa (CFP) do baço em camundongos 
isogênicos A/J alimentados com o CSL e seus hidrolisa-
dos provenientes da ação hidrolítica de vários sistemas 
enzimáticos: pancreatina (H ), protamex (H ) e alcalase 
0,6 L (H ), comparados com a caseína.

Tabela 3 

P a P r

A l
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TABELA 3 - Valores de contagem de células formadoras de pla-
ca (CFP) em baço e concentrações de glutationa no fígado de 
camundongos isogênicos A/J, alimentados com concentra-
dos e hidrolisados de proteínas de soro de leite e com caseína 
para comparação

Observa-se que os valores para o CSL e o H  não dife-
rem estatisticamente, já o H  não difere do H , mas sim 
do CSL. O hidrolisado H  (Alcalase 0,6L) e a caseína, apre-
sentaram os menores valores de CFP, diferindo estatisti-
camente dos três produtos de proteínas do soro. A con-
centração de glutationa no fígado foi proporcional ao n  
CFP e revela uma perfeita correlação positiva, como ilus-
tra a .

Quanto aos valores de CFP no baço, os animais que 
receberam o hidrolisado de pancreatina como fonte de 
proteína (20%), não diferiu estatisticamente do hidroli-
sado de Protamex e do CSL. Diferiu apenas do tratamen-
to caseína e hidrolisado de alcalase. Alguns fatores po-
dem ter influenciado a menor atividade imunomodula-
dora dos peptídeos derivados do tratamento com alcala-
se como, a temperatura utilizada durante a proteólise 
(50 C), o pH elevado (8,0) assim como a seqüência dos re-
síduos de aminoácidos presentes nos fragmentos resul-
tantes da lise. Outro fator é a especificidade da enzima, 
que ao clivar as ligações peptídicas em sítios específicos 
da proteína forma peptídeos que podem ter composição 
diferente dos demais e de bioatividade diferenciada. 

P a

P r   P a

A l

º

Figura 2

0

4 - CONCLUSÕES

5 - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

A análise dos dados permite algumas conclusões:

o estímulo imunológico (CFP) produzido pelo CSL e o 
hidrolisado de pancreatina (H ) não apresentou dife-
rença estatística, seguidos pelo hidrolisado de prota-
mex (H ) que não difere estatisticamente do H , po-
rém difere do CSL;

o hidrolisado de alcalase apresentou resposta imu-
nológica inferior (p 0,05) as demais preparações tes-
tadas;

o tratamento com caseína produz estímulo imunoló-
gico inferior aos preparados de proteína de soro 
(CSL);

a concentração de glutationa no fígado foi proporcio-
nal ao número de CFP e revela uma perfeita correla-
ção (r=0,99218). Comparado à caseína, o concentra-
do de soro de leite (CSL) apresenta capacidade três a 
quatro vezes superior, quanto ao estimulo do siste-
ma imunológico de camundongos isogênicos da li-
nhagem A/J.









p a

p r p a

≤

FIGURA 2 - Análise de correlação linear entre os resultados da 
contagem de CFP e dos níveis de glutationa para os diferentes 
tratamentos
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