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RESUMO 

As proteases do Bacillus licheniformis e do Aspergillus oryzae, nas relações 
Enzima: Substrato (E:S) de 0,5:100, 1:100, 2:100, 3:100, 4:100 e 8:100, foram 
utilizadas no presente trabalho para a obtenção de hidrolisados enzimáticos do 
concentrado proteico de soro de leite com atividade inibitória (AI) da enzima 
conversora de angiotensina. Esta atividade foi avaliada in vitro, empregando-
se a cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa e o ácido hipúrico 
como padrão. Dentre os doze hidrolisados preparados, sete apresentaram AI 
considerada muito alta (> 80%), sendo que os obtidos pela ação da protease de 
Bacillus licheniformis apresentaram maiores valores que os da outra enzima. 
Observou-se ainda efeito benéfico da associação do emprego de uma menor 
relação E:S com a obtenção de maior valor da AI, nas ações das proteases de 
Bacillus licheniformis, ao se passar de 2:100 para 1:100, e de Aspergillus oryzae, 
ao se passar de 3:100 para 2:100 e de 2:100 para 1:100. 

Palavras-chave: Concentrado proteico de soro de leite. Hidrólise enzimática. 
Enzimas microbiana. Relação enzima: substrato. Enzima conversora de angiotensina.

ABSTRACT 

The proteases from Bacillus licheniformis and Aspergillus oryzae in enzyme: 
substrate ratios (E:S) of 0.5:100, 1:100, 2:100, 3:100, 4:100 and 8:100 were 
used in the present study to obtain hydrolysates from whey protein concentrate 
with angiotensin converting enzyme inhibitory activity (AI). This activity was 
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evaluated in vitro using reverse phase high performance liquid chromatography 
and hippuric acid as standard. Among the twelve hydrolysates, seven showed AI 
considered very high (> 80%), and those obtained by the action of the protease 
from Bacillus licheniformis showed higher values than those of the other enzyme. 
In addition, a beneficial effect of the association of the use of a smaller E: S with 
a higher value of AI was observed in the actions of the proteases from Bacillus 
licheniformis when passig from 2:100 to 1:100, and from Aspergillus oryzae 
when passing from 3:100 to 2:100 and from 2:100 to 1:100.

Keywords: Whey protein concentrate. Enzymatic hydrolysis. Microbial enzymes. 
Enzyme: substrate ratio. Angiotensin-converting enzyme.

contribuir para a melhoria das propriedades físicas, 
químicas, funcionais, sensoriais e nutricionais des-
tes nutrientes, atuando, particularmente, nas carac-
terísticas de absorção (FRENHANI; BURINI, 1999; 
PEDROCHE et al., 2004).

São diversas as aplicações associadas aos hi-
drolisados proteicos, destacando-se dietas de indi-
víduos que apresentam necessidades nutricionais e/
ou fisiológicas não cobertas pela alimentação con-
vencional, como os recém-nascidos prematuros, 
crianças com diarreia, gastroenterite, quadros gerais 
de má-absorção e fenilcetonúricos (CLEMENTE, 
2000; MIRA; MARQUEZ, 2000). Além disso, o uso 
de hidrolisados proteicos tem recebido ampla aten-
ção nos últimos anos, como principal constituinte 
de produtos geriátricos, suplementos de alto valor 
calórico, soluções parenteral e/ou enteral, fórmulas 
infantis e alimentos hipoalergênicos (PEDROCHE 
et al., 2004).

Além dessas aplicações, vários trabalhos re-
latam o isolamento de peptídeos bioativos, prove-
nientes do tratamento enzimático de proteínas ali-
mentares, com capacidade de desempenhar diversas 
atividades benéficas no organismo, como antitrom-
bótica, anti-hipertensiva, antimicrobiana, antiviral, 
antitumoral, anticoagulante, opioide, imunomodu-
ladora, hipocolesterolêmica e antioxidante (CLARE; 
SWAISGOOD, 2000; PIHLANTO-LEPPÄLLÄ, 
2001; HA; ZEMEL, 2003; SILVA, MALCATA, 2005; 
WANG; MEJIA, 2005; HARTMANN; MEISEL, 
2007; SAINT-SAUVEUR et al., 2008).

Várias enzimas podem ser utilizadas para o 
preparo de hidrolisados proteicos. No presente es-
tudo, foi avaliada a ação das proteases do Bacillus 
licheniformis e do Aspergillus oryzae. A primeira 

1. Introdução	

Considerado um dos mais importantes sub-
produtos agroindustriais, o soro do leite é o líquido 
remanescente da fabricação de queijos, por coagu-
lação da caseína, obtido por adição de ácido (pre-
cipitação isoelétrica da caseína) ou por ação enzi-
mática (soro doce). Este derivado lácteo apresenta 
em sua composição química aproximadamente 93-
94% de água, 4,5-5,0% de lactose, 0,7-0,9% de 
proteínas solúveis e 0,6-1,0% de sais minerais 
(MORENO-INDIAS et al., 2009).

O concentrado proteico do soro de leite 
(WPC) é um produto obtido após a separação em 
membranas das proteínas do soro de leite, apresen-
tando elevada quantidade de proteínas na faixa de 
35 a 80% (BRANS et al., 2004). Além disso, con-
siste em um ingrediente amplamente utilizado na 
indústria alimentícia, devido às suas características 
físico-químicas e sensoriais favoráveis, como boa 
solubilidade em água, capacidade de transportar 
pequenas moléculas lipofílicas, ação tensoativa e 
propriedades geleificantes (OHATA et al., 2005). 
Ressalta-se ainda que suas proteínas apresentam 
elevado valor nutricional em virtude do alto conteú-
do de aminoácidos essenciais (SGARBIERI, 2004).

O WPC apresenta algumas vantagens em re-
lação ao soro de leite in natura, tais como: maior 
teor de proteínas, maior estabilidade, conservação 
das características físico-químicas dos componen-
tes, além da facilidade de manipulação laboratorial 
(BRANS et al., 2004).

No intuito de ampliar o aproveitamento das 
proteínas do soro de leite, pode-se empregar o tra-
tamento enzimático, dando origem a hidrolisados 
proteicos, uma vez que este processo é capaz de 
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refere-se a uma endopeptidase de origem bacteria-
na, de ampla especificidade para ligações peptídi-
cas, com preferência para resíduo não carregado na 
posição N-terminal, como glutamina (BRENDA, 
2011).  A segunda se refere a uma protease de fun-
ção mista (endo e exopeptidase), de ampla especifi-
cidade apresentando preferência para os aminoáci-
dos hidrofóbicos (RAO et al., 1998).

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) repre-
senta um sério problema de saúde pública e cons-
titui um dos mais importantes fatores de risco para 
diversas doenças cardiovasculares. Além disso, é 
considerada uma doença, responsável, no Brasil e 
no mundo, por, aproximadamente, 40% das mor-
tes por acidente vascular cerebral, 25% das mortes 
por doença arterial coronariana e, quando associada 
com diabetes, é responsável por 50% dos casos de 
insuficiência renal terminal (BRASIL, 2006).

A enzima conversora de angiotensina (ECA) 
desempenha um papel crucial na regulação da pres-
são arterial, uma vez que promove a conversão da 
angiotensina I para angiotensina II, que é um poten-
te vasoconstritor. Paralelamente, essa enzima é res-
ponsável pela inativação da bradicinina, que é um 
vasodilatador. Assim, inibidores sintéticos da ECA 
são frequentemente utilizados no tratamento da hi-
pertensão arterial (ERDMANN et al., 2008).

Vários autores têm demonstrado o efeito 
inibitório de peptídeos e hidrolisados proteicos 
sobre a ECA (LEE et al., 2008; RAGHAVAN; 
KRISTINSSON, 2009; TORRUCO-UCO et al., 
2009). Estes peptídeos, denominados de bioativos, 
representam sequências de aminoácidos que se 
encontram inativas na proteína intacta, porém, após 
a hidrólise, tornam-se ativas, sendo capazes de 
exercer diversas atividades benéficas ao organismo 
(HARTMANN; MEISEL, 2007).

Uma das mais importantes fontes de peptí-
deos bioativos constitui nas proteínas do leite, sen-
do que em vários estudos já foi relatada a atividade 
inibitória de hidrolisados e peptídeos obtidos des-
sas proteínas sobre a ECA, sugerindo-se que estes 
produtos podem ser introduzidos na dieta, represen-
tando assim uma forma alternativa na prevenção e 
no tratamento não medicamentoso da hipertensão 
arterial (COSTA et al., 2007; JIANG et al., 2007; 
MIGUEL et al., 2007; OTTE et al., 2007).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho 
consistiu em avaliar a ação das proteases do Bacillus 
licheniformis e do Aspergillus oryzae sobre as pro-
teínas do WPC, com o intuito de se obter hidrolisa-
dos enzimáticos com elevada atividade inibitória da 
ECA. O efeito da relação E:S sobre esta atividade 
foi, igualmente, estudado.

2. Material e métodos

2.1 Material

O concentrado proteico de soro de leite 
(WPC-whey protein concentrate) na forma de pó 
(Kerrylac 750) foi doado pela Kerry do Brasil Ltda 
(Três Corações, MG, Brasil). As proteases de Bacil-
lus licheniformis (Alcalase®, atividade 6,22 U/mL) 
e de Aspergillus oryzae (Flavourzyme®, atividade 
0,69 U/mL) foram gentilmente cedidas pela AB 
Enzymes (Barueri, SP, Brasil). Neste trabalho, uma 
unidade de atividade foi definida como a quantidade 
de enzima que libera 1 µg de tirosina, em um minu-
to, a 37 ºC.

A enzima conversora de angiotensina – ECA 
(E.C 3.4.15.1, 0,25 U.mg-1), o hipuril-histidil-leuci-
na (HHL) e o ácido hipúrico (AH) foram adquiridos 
da Sigma (Saint Louis, MO, EUA). O ácido trifluo-
racético e o ácido acético, ambos de grau HPLC, fo-
ram obtidos da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil). 
O metanol, grau HPLC, foi fornecido pela JT Baker 
(Phillipsburg, NJ, EUA). As membranas de fluoreto 
de polivinildieno para filtração das amostras (0,22 
mm) e dos solventes (0,45 mm), assim como o sis-
tema de fluxo tangencial com porosidade de corte 
para peso molecular de 10 KDa foram adquiridos da 
Millipore (São Paulo, SP, Brasil). Todos os demais 
reagentes empregados neste trabalho eram de grau 
analítico.

O sistema de cromatografia líquida de alta 
eficiência de fase reversa (CLAE-FR), usado na de-
terminação da atividade inibitória sobre a ECA, era 
constituído por uma coluna cromatográfica GraceS-
mart RP-18, 150 x 4,6 mm, 5 mm e 120 Å (Grace 
Davison, Deerfield, IL, EUA), uma bomba isocráti-
ca e um detector espectrofotométrico UV-VIS (série 
1200, Agilent, SantaClara, Estados Unidos), acopla-
do a um computador com software Chem Station for 
LC Systems (Agilent, Santa Clara, Estados Unidos). 
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A água utilizada no preparo da fase móvel foi puri-
ficada em sistema MilliQ (Millipore, Billerica, MA, 
Estados Unidos). 

2.2 Métodos

2.2.1 Preparo dos hidrolisados enzimáticos 
de concentrado proteico de soro de leite

Foram preparados doze hidrolisados 
enzimáticos, empregando-se as proteases do 
Bacillus licheniformis e do Aspergillus oryzae 
e variando-se a relação E:S (0,5:100, 1:100, 
2:100, 3:100, 4:100 e 8:100). As condições 
empregadas no preparo destes hidrolisados estão 
apresentadas na Tabela 1, sendo que os valores de 
pH e temperatura correspondem às faixas ótimas 
fornecidas pelo fabricante das enzimas. 

As soluções a 10 g% (p/v) de concentrado 
proteico de soro de leite foram preparadas em água 
destilada, correspondendo a 3,42% de proteína, sen-
do o pH ajustado para 7,0 ou 8,0, com solução de 
NaOH a 3 mol.L-1 Posteriormente, foram aquecidas 
em banho de vaselina, sob agitação constante em 
agitador magnético (modelo 752A, Fisatom, São 

Paulo, SP, Brasil), seguida da adição das enzimas 
em quantidades adequadas para se obter a relação 
E:S desejada. O tempo total de hidrólise foi de 5 
horas e, após este período, as enzimas foram ina-
tivadas por aquecimento em banho-maria a 75 ºC, 
durante 15 segundos. Todas as amostras foram lio-
filizadas (Freeze Dry System/FreeZone 4,5, model 
77500, LABCONCO, Kansas City, Estados Unidos) 
e armazenadas em freezer (- 4 ºC) até o momento 
do uso. 

2.2.2 Avaliação in vitro da atividade inibitó-
ria dos hidrolisados proteicos sobre a ECA

O preparo das amostras para a avaliação da 
atividade inibitória dos hidrolisados enzimáticos de 
WPC sobre a ECA foi realizada de acordo com Wu 
et al. (2002). Assim, um volume de 12,5 µL de solu-
ção de HHL (2,17 mmol.L-1) foi misturado com 50 
µL das soluções de hidrolisados (10 mg.mL-1), am-
bas preparadas em tampão borato a 100 mmol.L-1, 
contendo solução de NaCl a 300 mmol.L-1, em pH 
8,3, e a mistura foi incubada a 37 ºC por 10 minutos. 
Um volume de 200 µL de ECA (4 mU), preparada 
no mesmo tampão, foi submetido a este mesmo tra-

Tabela 1 -	 Parâmetros empregados no preparo dos hidrolisados do concentrado proteico do soro de leite.

HIDROLISADOS TIPO DE ENZIMA E:S pH TEMPERATURA

H1

Protease de 
Bacillus licheniformis 

0,5:100

8,0 60 ºC

H2 1:100

H3 2:100

H4 3:100

H5 4:100

H6 8:100

H7

Protease de 
Aspergillus oryzae

0,5:100

7,0 50 ºC

H8 1:100

H9 2:100

H10 3:100

H11 4:100

H12 8:100

E:S = relação enzima substrato
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tamento. Em seguida, as soluções foram misturadas 
e, após a incubação a 37 ºC por 30 minutos, a reação 
foi interrompida pela adição de 125 µL de HCl (1,0 
mol.L-1). A mistura foi, então, filtrada em membrana 
de 0,22 µm, para a análise por CLAE-FR. Soluções 
padrão de ácido hipúrico (AH), em concentrações 
variando de 0,05 a 7,25 mmol.L-1, também foram 
submetidas a este mesmo tratamento, para a cons-
trução de uma curva de calibração.

A medida da atividade inibitória da ECA foi 
baseada na liberação de ácido hipúrico, como pro-
posto por Cushman e Cheung (1971), o qual foi 
quantificado por CLAE-FR, nas condições croma-
tográficas propostas por Yu et al. (2006). Assim, as 
amostras foram analisadas em coluna GraceSmart 
RP-18, sendo o AH e o hipuril-histidil-leucina (HHL) 
detectados a 228 nm. A corrida cromatográfica ocor-
reu a um fluxo isocrático de 0,8 mL.min-1, com fase 
móvel sendo composta de metanol (30%), ácido tri-
fluoroacético (0,1%) e ácido acético (0,05%). Para 
a realização das análises, foram injetados 50 µL de 
amostra, na temperatura de 25 ºC, com tempo de 
corrida de 10 minutos.

A atividade inibitória da ECA foi expressa de 
duas maneiras, ou seja, em percentual de inibição e 
como valor IC50, definido como a concentração de 
hidrolisados (mg.mL-1) requerida para inibir 50% da 
atividade enzimática.  

2.2.3 Avaliação do efeito de alguns parâ-
metros

O efeito do tipo de enzima e da relação E:S 
foi avaliado considerando-se a obtenção de hidroli-
sados com maior atividade inibitória sobre a ECA e 
a redução de custos do processo para adaptação em 
larga escala (uso da menor E:S).

2.2.4 Análise estatística

Os experimentos foram realizados em tripli-
cata, sendo os resultados expressos como média ± 
desvio padrão. Para verificar a presença de efeitos 
significativos entre os diferentes tratamentos, foi 
adotado o delineamento inteiramente casualizado, em 
esquema de análise fatorial (2 enzimas x 6 relações 
enzima:substrato), sendo os resultados analisados 
com o software Statistica (STAT SOFT, 2000). A 

análise de variância foi empregada para determi-
nar o efeito do tipo de enzima e da relação E:S nos 
percentuais de inibição e nos valores de IC50. As 
diferenças significativas (p < 0,05) entre as médias 
foram avaliadas pelo teste de Duncan (PIMENTEL-
-GOMES, 2000).

3. Resultados e discussão

Na tabela 2, pode-se verificar que a ativida-
de inibitória dos hidrolisados enzimáticos de WPC 
variou de 68,84 a 96,66%, e a IC50 de 0,67 a 0,94 
mg/mL. Dentre os doze hidrolisados avaliados, sete 
apresentaram AI que poderia ser considerada mui-
to alta (> 80%: H1 a H6; H12), e quatro que pode-
ria ser classificada como alta (> 70%: H8 a H11), 
quando comparados com as faixas de valores rela-
tadas na literatura (OTTE et al., 2007). Apenas um 
hidrolisado (H7) revelou atividade inibitória mode-
rada (na faixa de 60%) e nenhuma amostra demons-
trou possuir baixa capacidade para inibir a ECA (< 
20%). Ressalta-se ainda, que os maiores resultados 
para a AI foram obtidos quando foram empregadas 
as duas enzimas na relação E:S de 8:100, sendo o 
valor obtido pela protease de Bacillus licheniformis 
(H6: 96,66%) superior ao da protease de Aspergillus 
oryzae (H12: 90,22%).

No presente estudo, a atividade inibitória da 
proteína intacta (WPC não hidrolisado) sobre a ECA 

Tabela 2 -	 Atividade inibitória dos hidrolisados de WPC 
sobre a ECA

Hidrolisados Inibição (%) IC50 (mg/mL)

H1 82,66 ± 0,74 d 0,78 ± 0,007 g
H2 83,69 ± 0,21 c 0,77 ± 0,002 g
H3 80,16 ± 0,93 e 0,80 ± 0,009 f
H4 83,11 ± 0,69 cd 0,78 ± 0,006 g
H5 89,47 ± 0,45 b 0,72 ± 0,004 h
H6 96,66 ± 0,27 ª 0,67 ± 0,002 i
H7 68,84 ± 0,57 j 0,94 ± 0,008 a
H8 76,54 ± 0,19 g 0,84 ± 0,002 d
H9 74,64 ± 0,40 h 0,86 ± 0,005 c
H10 70,28 ± 0,70 i 0,92 ± 0,009 b
H11 78,20 ± 0,06 f 0,83 ± 0,001 e
H12 90,22 ± 0,65 b 0,72 ± 0,005 h

Os resultados representam as médias de triplicatas, que se indicadas por 
letras iguais (a, b, c,...) não diferem entre si a 5% de significância, para 
uma mesma coluna.
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foi excessivamente baixa (1,3%), indicando que o 
tratamento enzimático, o qual dá origem a moléculas 
de tamanhos menores, é necessário para a manifes-
tação desta propriedade bioativa. Em outro estudo, 
provavelmente devido ao emprego de metodologia 
diferente do presente trabalho, não foi encontrada 
qualquer atividade inibitória da ECA para o WPC 
(SILVA, 2010).

Da mesma maneira, outros autores mencionam 
fato semelhante, porém utilizando métodos diferen-
tes do presente estudo na determinação da atividade 
inibitória da ECA. Assim, Mullally et al. (1997) en-
contraram baixos valores de AI para a α-lactalbumina 
(3,5%), WPC (7,1%) e β-lactoglobulina (9,6%), an-
tes de se proceder a hidrólise por meio de várias en-
zimas proteolíticas. Nesse caso, nenhuma atividade 
inibitória foi observada para a β-lactoglobulina ovi-
na e caprina, antes de serem hidrolisadas por dife-
rentes proteases (HERNÁNDEZ-LEDESMA et al., 
2002). Mais recentemente, Guo et al. (2009) repor-
tam uma AI inferior a 20%, para WPC 80, enquanto 
que Wang et al. (2010) relataram um valor inferior a 
10% para um isolado protéico de soro de leite.

A atividade inibitória da ECA tem sido rela-
cionada, na maioria das vezes, a peptídeos de baixa 
massa molecular, os quais usualmente contêm de 
2 a 12 resíduos de aminoácidos, embora peptídeos 
com mais de 20 resíduos de aminoácidos também 
já tenham sido identificados (LÓPEZ-FANDIÑO 
et al., 2006). Assim, Pihlanto-Leppälä et al. (1998), 
ao analisarem hidrolisados de proteínas do soro de 
leite, demonstraram que os peptídeos com massa in-
ferior a 1.000 Da, contendo de 6 a 8 resíduos de ami-
noácidos, foram os que apresentaram maior ativida-
de inibitória sobre a ECA. Em outro estudo, Chobert 
et al. (2005) observaram que o aumento do tempo de 
hidrólise da β-lactoglobulina, pela tripsina, promo-
veu um aumento da AI de 85 para 92% associado 
a uma redução do tamanho dos peptídeos, o qual, 
entretanto, não foi mencionado pelos autores.

Esta correlação entre tamanho de peptídeos e ati-
vidade inibitória da ECA foi igualmente, mencionada 
para a β-lactoglobulina (HERNÁNDEZ-LEDESMA 
et al., 2002) e para a caseína (CONTRERAS et al., 
2009), sendo que em ambos trabalhos, os peptídeos 
mais potentes obtidos pela hidrólise enzimática 
dessas proteínas apresentaram massas moleculares 

inferiores 870 Da, e eram constituídos de 3 a 8 re-
síduos de aminoácidos. Já, no estudo de Tsai et al. 
(2008), os peptídeos inibidores da ECA, obtidos a 
partir da hidrólise de proteínas do soro de leite, fo-
ram separados em quatro frações (F1: 530 Da; F2: 
840 Da; F3: 1.390 Da e F4: 1.530), tendo sido veri-
ficado o maior percentual de atividade inibitória na 
fração F1, que continha peptídeos com 3 a 4 resí-
duos de aminoácidos.

Por outro lado, Otte et al. (2007) relatam que 
os peptídeos mais potentes obtidos pela hidrólise 
enzimática da α-lactoalbumina e da β-caseína, apre-
sentaram massas moleculares ao redor de 1.000 Da 
e 2.000 Da, respectivamente, demonstrando que 
mesmo peptídeos contendo acima de doze resíduos 
de aminoácidos poderiam apresentar atividade ini-
bitória da ECA considerável.

Alguns trabalhos sobre atividade inibitória da 
ECA de hidrolisados enzimáticos de WPC foram en-
contrados na literatura, sendo três de outros autores 
e um desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa 
do presente trabalho. Ressalta-se que, em nenhum 
destes estudos, foram utilizadas as enzimas do pre-
sente trabalho.

Assim, com relação ao WPC, Mullally et 
al. (1997), empregando cinco diferentes proteases 
(tripsina, quimotripsina, elastase, PTN3.0S e pan-
creatina), obtiveram hidrolisados cuja AI variou 
de 35,0 a 88,6%, faixa essa que abrange a dos re-
sultados encontrados no presente estudo. Ven et al. 
(2002) utilizaram uma pancreatina na hidrólise de 
WPC 60, variando diversos parâmetros hidrolíticos, 
tendo observado que os valores de IC50 de todos os 
hidrolisados variou entre 0,17 a 0,88 mg/mL, faixa 
essa que engloba alguns dos valores observados no 
presente trabalho. Por outro lado, Guo et al. (2009) 
empregaram apenas uma enzima para hidrolisar o 
WPC (protease de Lactobacillus helveticus LB13), 
testando a influência de vários parâmetros hidrolíti-
cos, tendo obtido hidrolisados cuja atividade inibi-
tória da ECA variou de 15 a 63%, faixa essa inferior 
à dos resultados encontrados no presente estudo. 

Em outro estudo do mesmo grupo de pesquisa, 
Silva (2010) promoveu a hidrólise do WPC com uma 
pancreatina, tendo verificado que a atividade inibitó-
ria da ECA variou de 79,28% a 91,88%, nas relações 
E:S de 0,5:100 a 3:100, respectivamente, valores es-
tes próximos aos encontrados no presente trabalho.
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3.1 Efeitos de alguns parâmetros na ativi-
dade inibitória da ECA

3.1.1 Efeito do tipo de enzima 

Com o intuito de se avaliar a influência do 
tipo de enzima sobre a atividade inibitória da ECA 
dos hidrolisados de WPC, as amostras foram dividi-
das em seis grupos, cada um correspondendo a um 
valor de E:S (0,5:100 a 8:100), como mostrado na 
figura 1.

Observa-se nesta figura a vantagem do em-
prego da protease de Bacillus licheniformis sobre 
a protease de Aspergillus oyzae, uma vez que a 
ação desta enzima levou à obtenção de maiores 
resultados de AI, para todos os valores de E:S tes-
tados. 

Estes resultados indicam que a escolha da en-
zima para a hidrólise proteica pode afetar a ativida-
de inibitória da ECA dos hidrolisados obtidos, uma 
vez que a estrutura dos peptídeos liberados por este 
tratamento influencia esta propriedade. Assim, sabe-
-se que os inibidores mais potentes consistem nos 
peptídeos que contêm aminoácidos aromáticos (trip-
tofano, tirosina, fenilalanina), hidrofóbicos (prolina) 
ou básicos (lisina ou arginina) na porção C-terminal 
(LÓPEZ-FANDIÑO et al., 2006; FERREIRA et al., 
2007), enquanto que a presença de um resíduo de áci-
do glutâmico nesta porção pode reduzir a potência de 
inibição desses peptídeos. Com relação à porção N-
-terminal, é desejável que ela seja constituída de ami-
noácidos dicarboxílicos ou ramificados, como a vali-
na e isoleucina (LI et al., 2005; COSTA et al., 2007). 

Figura 1 - 	 Efeito do tipo de enzima sobre a atividade inibitória da ECA dos hidrolisados do concentrado proteico 
do soro de leite

Os resultados representam as médias de triplicatas, que se indicadas por letras iguais (a, b) não diferem entre si a 5% de significância, no caso de 
diferentes enzimas para uma mesma relação enzima:substrato.

Assim sendo, em função das especificidades 
das enzimas utilizadas, o resultado obtido para a 
protease de Bacillus licheniformis era esperado uma 
vez que se trata de uma endopeptidase que cliva, 
preferencialmente, ligações peptídicas envolven-
do aminoácidos hidrofóbicos (GUPTA et al., 2002; 
DOUCET et al., 2003), o que pode ter levado à for-
mação de peptídeos com estes aminoácidos na por-
ção C-terminal.

Com relação à protease de Aspergillus oryzae, 
provavelmente, os resultados observados podem 
estar associadas ao fato de que esse preparado 
enzimático (FlavourzymeTM) deva ser composto 
por diferentes enzimas, que podem favorecer ou 
prejudicar a liberação de peptídeos que possuam 
ação inibitória da ECA. De acordo com a base de 
dados MEROPS (RAWLINGS et al., 2010), existem 
126 tipos de proteases/peptidases que podem ser 
produzidas por este tipo de fungo. Além disso, os 
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menores valores de AI verificados para a protease de 
Aspergillus oryzae, quando comparados com as da 
protease Bacillus licheniformis, também podem ser, 
pelo menos em parte, atribuídos a sua menor atividade 
enzimática (0,69 U/mL e 6,22 U/mL, respectivamente). 

Somente dois estudos foram encontrados na 
literatura abordando o efeito do tipo de enzima so-
bre a atividade inibitória da ECA de hidrolisados 
de WPC, sendo um do mesmo grupo de pesquisa 
do presente trabalho e um de outros pesquisadores 
(MULLALLY et al., 1997). Ressalta-se que em ne-
nhum destes estudos foram utilizadas as enzimas do 
presente trabalho. No primeiro caso, Silva (2010) 
utilizou uma pancreatina e uma papaína para hi-
drolisar o WPC, tendo verificado que as maiores AI 
foram observadas para os hidrolisados produzidos 
pela ação da primeira enzima, quando comparados 
com a papaína. Segundo este autor, o melhor de-
sempenho da pancreatina pode estar associado, pelo 
menos em parte, à ação da quimotripsina, uma das 
enzimas presentes nesse complexo enzimático, que 
hidrolisa ligações peptídicas na posição C-terminal 
dos aminoácidos aromáticos, liberando, assim, pep-
tídeos com atividade inibitória da ECA. Por outro 
lado, o autor ainda afirma que a papaína, por ser uma 
endopeptidase que atua na clivagem de substratos 
contendo resíduos de aminoácidos de lisina, arginina 
ou valina, originaria peptídeos menos potentes. 

Com relação ao trabalho de outros pesqui-
sadores, Mullally et al. (1997) avaliaram o efeito 
de cinco enzimas, tendo mostrado que as mais efi-
cientes foram a tripsina (88,6%) e a quimotripsina 
(87,7%), seguidas pela pancreatina (78,2%), PTN 
3.0S (60,8%) e, por último, a elastase (35,5%). 
De acordo com estes autores, os menores valores 
de AI observados para esta última enzima relacio-
nam-se ao fato que ela hidrolisa ligações peptídi-
cas envolvendo aminoácidos com cadeias laterais 
não aromáticas e não carregadas, o que levaria a 
formação de peptídeos com baixa ação inibitória 
da ECA. Além disso, estes autores afirmaram que 
os resultados inferiores da pancreatina, quando 
comparados aos da tripsina e da quimotripsina, 
podem também ser explicados pelo fato de que 
esse preparado enzimático possui atividade de 
elastase. 

3.1.2 Efeito da relação enzima: substrato

A influência da relação E:S (0,5:100; 1:100; 
2:100; 3:100; 4:100 e 8:100) sobre a atividade inibi-
tória da ECA de hidrolisados enzimáticos de WPC 
pode ser avaliada na figura 2, onde as amostras fo-
ram divididas em dois grupos, cada um correspon-
dendo a uma das enzimas utilizadas. 

Figura 2 -	 Efeito da relação enzima:substrato (E:S) sobre a atividade inibitória da ECA dos hidrolisados 
do concentrado proteico do soro de leite.

Os resultados representam a média de triplicatas, que se indicadas por letras iguais não diferem entre si a 5% de significância, no 
caso de diferentes relações enzima:substrato para uma mesma enzima.
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Observa-se nesta figura que, de uma maneira 
geral, existe uma tendência em se obter uma maior 
AI ao se aumentar a relação E:S e o maior resultado 
foi encontrado para uma E:S de 8:100, para as duas 
enzimas testadas. Entretanto, em alguns casos ob-
servados para as duas enzimas, foi possível obter o 
efeito benéfico da utilização de uma menor relação 
E:S, em termos de redução de custos para aplicação 
em larga escala. Assim, a ação da protease de Bacil-
lus licheniformis levou a um maior valor de AI ao se 
passar de 2:100 para 1:100, tendo o mesmo ocorrido 
para a protease de Aspergillus oryzae, ao se passar 
de 3:100 para 2:100 e de 2:100 para 1:100.

Somente dois trabalhos foram encontrados na 
literatura onde se estudou o efeito da relação E:S so-
bre a atividade inibitória da ECA de hidrolisados en-
zimáticos de WPC, sendo que em nenhum deles foi 
avaliada uma faixa tão ampla de relação E:S, como 
no presente estudo. No primeiro, do mesmo grupo 
de pesquisa deste estudo, Silva (2010) mostrou que, 
para a pancreatina, a AI aumentou de forma acen-
tuada ao se passar 1:100 para 0,5:100. No caso da 
papaína, foi observada uma elevação importante da 
AI, ao se passar de 3:100 para 2:100.

No segundo trabalho, este efeito benéfico da 
utilização de uma menor relação E:S não foi obser-
vado por Guo et al. (2009), que empregaram uma 
protease do Lactobacillus helveticus na hidrólise do 
WPC, e verificaram que a diminuição da relação E:S 
de 1,2 até 0,2:100 não resultou em alterações signi-
ficativas dos valores da AI, que oscilaram entre 63 e 
59%, respectivamente.

O fato de que, em alguns casos, o emprego de 
uma menor relação E:S possa levar à obtenção de 
hidrolisados com maior atividade inibitória da ECA, 
poderia estar relacionado à existência de uma con-
dição ótima de hidrólise, fora da qual poderia ocor-
rer maior degradação do que formação de peptídeos 
inibidores da ECA, diminuindo, assim, a atividade 
inibitória (RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2009).

4. Conclusão

O estudo da ação das proteases de Bacillus li-
cheniformis e de Aspergillus oryzae sobre o WPC, 
revelou que o tipo de enzima e a relação E:S influen-
ciaram a capacidade dos hidrolisados enzimáticos 
em inibir a ECA. O emprego da protease de Bacillus 

licheniformis mostrou ser mais vantajoso do que o 
da protease de Aspergillus oryzae, tendo levado à 
produção de hidrolisados com as maiores taxas de 
inibição da ECA, sendo o maior resultado obser-
vado na relação E:S de 8:100. O efeito benéfico da 
utilização de uma menor relação E:S, na obtenção 
de maior valor de atividade inibitória da ECA, foi 
observado, para alguns casos, na ação de ambas as 
enzimas.
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