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RESUMO

AVALIACAO DAS VARIAVEIS QUE INFLUENCIAM O GRAU DE
HIDROLISE ENZIMATICA DA CASEINA DO LEITE DE CABRA
(Capra hircusLinnaeus, 1758MOX0OTO

O leite de cabra é o produto oriundo da ordenhaptsim ininterrupta, em condi¢des de
higiene, de animais da espécie caprina sadios dliemntados e descansados. A caseina é o
principal componente protéico do leite, constitoirgroximadamente 80% da fracao total de
proteinas do leite. O controle dos parametros hidmms da caseina do leite € uma etapa
importante para se obter produtos com qualidadéciartal elevada, propriedades funcionais
desejaveis e caracteristicas organolépticas ageedav consumidor. A caseina foi escolhida
como fonte protéica na preparacdo de hidrolisadwsméticos, obtida por precipitacao
isoelétrica e submetida a hidrdlise enzimatica dsa® tripsina, pepsina e papaina. O efeito
do pH, temperatura, tempo e relacdo enzima: stbstodre o grau de hidrolise foi avaliado
de acordo com os resultados obtidos no planejanfatigal completo (9. A eletroforese

em SDS-PAGE foi realizada para avaliacdo dos posdde hidrélise. Os melhores valores de
grau de hidrdlise obtidos para as enzimas papaipsina e pepsina foram 28,17%, 29,55% e
38,27%, respectivamente. Os resultados possibifitagstabelecer as melhores condi¢ces de
hidrolise da caseina do leite de cabra Moxotd, asranzimas proteoliticas utilizadas, porém
a pepsina apresentou melhor grau de hidrolise pdssivel detectar pela eletroforese SDS-

PAGE apenas peptideos com peso molecular abaikd,dkDa.

Palavras-chave:Capra hircus leite de cabra, papaina, pepsina, protedligesita.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE VARIABLES THAT INFLUENCE THE
ENZYMATIC HYDROLYSIS DEGREE OF GOAT'S (Capra hircus
Linnaeus, 1758MOX0OTO MILK CASEIN

Goat’s milk is the product derived from the comeletilking, uninterrupted, in conditions of
hygiene, goat healthy, well fed and rested. Casethe major protein component of milk,
constituting about 80% of the total fraction of kniproteins. The control of hydrolytic
parameters of milk casein is an important stepotatiaining products with high nutritional
quality, desirable functional properties, organttepcharacteristics appropriate to the
consumer. Casein is the first choice as a proteurce in the preparation of protein
hydrolysates, was obtained by isoelectric predipita and enzymatic hydrolysis was
performed using trypsin, pepsin and papain. Thecefof pH, temperature, time and
enzyme:substrate ratio on the hydrolysis degree &waduated according to the results
obtained in the factorial statistical desigfl)(ZElectrophoresis in SDS-PAGE was performed
to monitor the hydrolysis products. The best valogslegree hydrolysis obtained for the
enzymes papain, trypsin and pepsin were 28,17%520.and 38,27%, respectively . It was
possible to establish the conditions for hydrolysisgoat's milk Moxoté casein using
proteolytic enzymes, but the pepsin, showed thé lgdrolysis degree and was detected by
SDS-PAGE peptides just molecular weight below 1BaLk

Keywords: Capra hircus goat's milk, papain, pepsin, proteolysis, trypsin
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 nono maior rebanho de caprinosndado do qual mais de 90%
encontra-se na Regidao Nordeste (COSTA et al., 2008)aracteristicas do leite de cabra,
tanto do ponto de vista nutricional quanto so@ah importantes e motivam pesquisas para
avaliacdo da producdo e da composicao nutricioratedproduto (FERNANDES et al.,
2008).

O fracionamento do leite gera uma série de proditdgcados para iniUmeras
aplicacdes, incluindo: soro acido, caseinatos, recipitados protéicos de caseinas e soro,
coagulo de caseina, soro doce, concentrado e @solpwbtéicos de soro e lactalbumina
(KRUGER, 2006).

Dentre as proteinas que constituem o leite, asresseepresentam cerca de 80% e as
proteinas do soro representam 20% do total deipestedo leite (OLALLA et al., 2009).
Segundo Silva et al. (2007), o leite caprino possnco proteinas principais na sua
constituicdof3-lactoalbuminag-lactoalbumina, k-caseing;caseina @-caseinas.

As proteinas sdo componentes importantes dos dbisiernanto pelo aspecto
nutricional quanto pelo valor funcional. Os amiridés, essenciais ao funcionamento do
organismo, séo fornecidos pelas proteinas da di&tm disso, as proteinas possuem algumas
funcdes especificas relativas a presenca de pepthdeativos em sua sequéncia primaria, o
que as torna agentes promotores de satde (LEONIL, €000).

E importante citar, a maior digestibilidade dodeite cabra em relacdo ao de vaca,
justificando sua frequente utilizacdo na alimergaci® pessoas idosas, com problemas
gastricos ou mesmo de criangcas com problemas daabo leite de vaca (ERIKSEN et al.
2008, CUI et al. 2009, OLALLA et al. 2009).

A protedlise, hidrélise enzimatica de uma protetdesempenha um papel importante
em varios campos da biociéncia e biotecnologia,quass a protedlise é estudada em niveis
qualitativos e quantitativos (VOROB’EV, 200&:ICON et al., 200R

Ressalta-se, o crescente interesse tecnologice biglmlisados enzimaticos protéicos,
uma vez que a hidrélise enzimética pode contrilpsira a melhoria das propriedades
funcionais das proteinas, pois os produtos lactgms fontes ricas em proteinas, calcio,
vitaminas e compostos bioativos, podendo ser eragoesgpara a elaboracédo de alimentos e
ingredientes funcionais (LEONIL et al., 2000).
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A discusséo técnica sobre as formas de utilizagdeiteé e derivados como alimentos
funcionais deve ser estimulada e tecnologias @eciser desenvolvidas e disponibilizadas
para que o consumidor brasileiro venha a ser aimala beneficiado (COSTA e LIBERATO,
2003).

Estudos realizados por Guo et al. (2009), mostrasammportancia de avaliar a
temperatura, o pH, o tempo e a relacdo enzimaystih$E:S) durante o processo de hidrélise
enzimatica. O controle desses parametros de tsdréhzimatica das proteinas constitui uma
etapa importante para se obter produtos com qualidmutricional elevada, propriedades
funcionais desejaveis e caracteristicas organobsptaigradaveis ao consumidor (BIASUTTI
et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito demperatura, pH, relacéo
enzima:substrato (E:S) e tempo sobre o grau déllsd(GH) da caseina do leite de cabra
Moxotd, bem como a utilizacdo de diferentes enzimpesteoliticas para o processo de
hidrélise enzimatica da caseina, visando aplicafi@tesas dos hidrolisados provenientes da
caseina do leite de cabras da raca Moxot6 que psdemtilizados para o desenvolvimento

de produtos, tais como alimentos funcionais ouatétiticos.
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2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Raca Moxoto

A raca Moxoté é uma raca nativa do Nordeste Brmsil rustica e adaptada a zona
semi-arida desta regido. A origem do nome “Moxqgiédvém do vale do Rio Moxotd, no
Estado de Pernambuco, onde se concentrava a racatubllidade, € criada principalmente,
nos Estados da Bahia, Ceara, Paraiba, PernambB@uie (SANTOS et al., 2005). Nessa
regido, a criacdo de caprinos nativos da raca Mogdbem Raca Definida (SRD), contribui
para a sobrevivéncia da populacédo que utilizate kia carne destes animais (SILVA et al.,
2007).

As racas caprinas nativas do Brasil originaram-geatir de racas trazidas pelos
colonizadores portugueses e espanhois. Apos oos&dl, foram introduzidos caprinos
exoticos melhorados substituindo as racas loceisopando desgaste genético desse valioso
material. A Regido Nordeste detém um grande paikpara o desenvolvimento da pecuéria
através da caprinocultura, sendo estes elemergeaasis ao desenvolvimento rural (SILVA
et al., 2007).

Dentre as racas nativas, a Moxoto apresenta eaigitas adaptativas que permitem a
sobrevivéncia e a reproducdo, principalmente ningerde estiagem nas regides semi-aridas,
sendo portanto, um recurso genético valioso queigaeser conservado e melhor
caracterizado (OLIVEIRA, 2004).

A rusticidade dos animais da raca Moxoté bem confacdidade de adaptacdo as
condicbes ambientais contribuiram para tornar edsadade relevante, nas pequenas e
médias propriedades rurais. Entretanto, esta ragadesaparecendo da regido devido ao uso
indiscriminado em cruzamentos com ragas exoticasdamente a Anglo Nubiana, maior
responsavel pela diluicdo dos rebanhos nativosedi&éia, com o objetivo de melhorar os
indices produtivos dos rebanhos locais (OLIVEIRB0O£ COSTA et al., 2008).
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2.2 Leite de cabra

O leite é a fonte basica da alimentacdo, contendteipas, lipidios, minerais e
lactose, além de fornecer todos os elementos ri@@EsPara o crescimento do neonato
(MAGISTRELLI et al., 2008). O leite de ruminanteseus derivados tém sido um elemento
essencial na dieta humana desde o inicio da daraedt do gado (MICHAELIDOU, 2008).
Nos ultimos anos, o leite de mamiferos néo-bovitens sido estudado para identificar o
melhor substituto natural do leite humano (CRISCEXt al., 2009).

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 37 de 20®D0/dhistério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o leite de calwgéoduto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de animaisgpécie caprina sadios, bem alimentados
e descansados.

A maior digestibilidade do leite de cabra levou m aumento do interesse na
utilizacdo deste como alimento funcional, fazendora parte da atual tendéncia para uma
alimentacédo saudavel nos paises desenvolvidosa Desteira, 0 maior consumo do leite de
cabra pela populacdo em geral pode ser recomertiaddo as propriedades nutricionais
benéficas do leite de cabra (elevada concentraggomaleinas com alto valor nutritivo) e sua
possivel utilizagdo por pessoas alérgicas aodeiteaca (OLALLA et al., 2009).

O leite de cabra apresenta como caracteristicdipeauma coloracdo branco-malte,
contrariamente ao leite de vaca, devido a ausé@ediacaroteno, razao pela qual a manteiga
do leite de cabra é branca. O pH do leite de cabcila entre 6,5 e 6,7, no entanto, é
importante estar atento ao fato de que o leite z2mado durante um determinado periodo de
tempo, mesmo refrigerado, apresentar valores na&ed de pH, devido ao desenvolvimento
da acidez por acdo microbiana (SANCHEZ, 2004).

O leite caprino também possui caracteristicas f@eslde sabor, principal motivo da
sua rejeicdo pelos consumidores, que resulta ngeimanegativa de seus produtos. A
formacdo de compostos volateis que dao origeritagour do leite e dos seus produtos esta
relacionada a sua composicao quimica (COSTA e2@03).

As principais diferencas existentes entre o leiee chbra e vaca podem ser
sistematizadas como observa-se a seguir:

* A guantidade de &cidos graxos de cadeia curtaigadicativamente superiores em
leite caprino do que os niveis encontrados em lgieno (QUEIROGA et al., 2009;

SHEEHAN et al., 2009). Diversas analises demonsiam o leite de cabra apresenta
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18%, ou seja, o dobro do leite de vaca, de acidazxog de cadeia curta (de 4 a 10
carbonos) representados, sobretudo, pelos acidpsbica (hexandico), caprilico
(octanoico) e caprico (decandico). Os acidos cgasko muito importantes no sabor e
aroma tipicosbouquet"dos queijos de cabra (FURTADO et al., 1984);

 Os globulos de gordura sdo menores, cerca de 65¥esdapresentam diametro
inferior a 3um, contra 43% no caso do leite de vaca, 0o que emp@sum interesse
nutricional evidente, na medida em que ao se ermenht mais dispersos no leite e
apresentarem uma maior superficie especifica patasgdo enzimatica, sdo facilmente
digeridos e assimilados (SANCHEZ, 2004). Furtadale(1984) afirmam que 28% dos
glébulos de gordura de leite de cabra, contra &p&8% dos de leite de vaca, apresentam
didmetro igual ou inferior a 1,5um, sendo notéamlém a diferenca existente entre os
tipos de acidos graxos que compdem a gordura todeicabra e vaca.

« O leite de cabra ndo apresenta aglutinina, enzioetegm por funcdo agrupar os
glébulos de gordura, o que explica a dificuldade désnate espontaneo (SANCHEZ,
2004);

A fracdo protéica dos leites de cabra e de vaca gé#mtitativamente muito
semelhantes sendo, no entanto, o teor de casginan pouco superior no leite de cabra
(SANCHEZ, 2004);

* A composicdo mineral do leite de cabra é simildodeite de vaca, apresentando, no
entanto, teores mais elevados de potéssio, cloragaésio (SANCHEZ, 2004).

As caracteristicas intrinsecas do leite, sobretoidmedentes da especificidade da
glandula mamaria da espécie produtora, acrescesgamlgumas outras que, em regra,
dependem do meio que envolve o animal produtor gedaestado de saude, sédo as de carater
microbiolégico (SANCHEZ, 2004).

As proteinas do leite ttm sempre grande interasséifeco, devido a sua importancia
na nutricdo humana e na sua fisiologia (MICHAELIDO20D08). Além das propriedades
nutricionais, as proteinas do leite também confgespriedades biolégicas e tecnoldgicas ao
leite. Quanto as propriedades bioldgicas, as prasedo leite sdo potenciais ingredientes para
alimentos funcionais ou promotores da saude (PHEEABI., 2009). No que diz respeito as
propriedades tecnologicas, as proteinas do leitgibaem para propriedades fisico-quimicas
e sensoriais dos derivados do leite ricos em prageisendo que, quanto maior a quantidade
de proteinas no leite cru, maior é o0 seu desempeah@nsformacéo tecnoldgica necesséria

para preparar derivados, tais como leites fermestad queijos (OLALLA et al., 2009).
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Maia et al. (2008) observaram ao realizarem estados animais das racas Moxoto,
Canindé, Anglonubiana e SRD, que o teor de protinsignificativamente maior (P<0,05)
no leite das cabras Moxot0 que nas demais ragadaglsts, assim, estes autores consideraram
esta raca promissora na producao de queijo. O wdmterotéico do leite varia de acordo com
as espécies e é influenciado pela raca, fase denadamto, alimentagcéo, clima, paridade,
estacdo do ano, estado sanitario do Ubere e dab{ARK et al., 2007; QUEIROGA et al.,
2009).

No leite, dois grupos nitrogenados podem ser dosinnitrogénio protéico e
nitrogénio nao-protéico, que representam cercasdé 8 5%, respectivamente, do total de
compostos nitrogenados no leite. O leite de calle@velha contém cerca de 0,7-1,0% e 0,4-
0,8% de nitrogénio, respectivamente, dado de retevienportancia em termos de tecnologia
de laticinios e nutricdo humana (PARK et al, 2007).

As proteinas do leite se apresentam em duas faseéstas. Uma delas € a fase
micelar, composta de caseinas, como micelas suspan cerca de 190nm de didmetro em
média. A outra € uma fase solUvel composta poefitas do soro de leite (PARK et al, 2007;
MICHAELIDOU, 2008).
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2.3 Caseina

A caseina € o principal componente protéico de,l@bnstituindo aproximadamente
80% da fracao total de proteinas do leite (LAMOTeétEal., 2007; MICHAELIDOU, 2008;
OLALLA et al., 2009). As extensas pesquisasvitro e em modelos animais tém sugerido
que os peptideos derivados da caseina ndo sacsapgnantes, mas também uma fonte de
peptideos de baixo peso molecular com potenciaidatie biologica (LAMOTHE et al.,
2007). Esta proteina pode ser empregada em diésrén¢as, tais como: fabricacdo de queijo,
formulas infantis, fabricacdo de revestimentos dpep adesivos, tintas, cimento, téxteis e
cosmeéticos (MIER et al., 2008).

A caseina se caracteriza pela sua precipitacaaquaieite é acidificado a um pH de
4,6 e a temperatura de 20°C, sendo classificada dosfoproteina, devido a presenca de
fosforo (SGARBIERI, 1996; OLIVEIRA e TIMM, 2007). Acaseina tem caracteristica
anfipatica por possuir regides hidrofobicas e Hitlcas, porém a conformacéo das moléculas
expOe consideravelmente os residuos hidrofébicagjeoresulta em forte associacdo entre
suas fragbes e a torna insolivel em &gua (OLIVEIRATIMM, 2007). Sua alta
hidrofobicidade explica a propenséo dos hidrolisadi® caseina ao aparecimento de amargor
(KRUGER, 2006).

A caseina pode ser separada em varias fracOesfetéticas chamadascaseinak-
caseinap-caseina, g-caseina. Estas fracdes de proteinas diferem nassudura primaria,
secundéria e terciéria, além de seu peso mole@EHOSH et al., 2009).

Existem dois processos de obtencdo da caseina eafa ésdustrial, precipitacdo
isoelétrica e coagulacdo enzimatica, que resulempectivamente, na caseina acida e caseina
do coalho. A obtencéo de caseina acida é baseada@pnaidade das proteinas precipitarem
em seu ponto isoelétrico (pl). O pl é o valor degidle a carga liquida da proteina é zero,
levando a formacgéo de coagulos. No caso da cadeio@alho, o0 mecanismo é idéntico ao da
producdo de queijo e depende unicamente hidrébse-ghseina por proteases na ligacao
fenilanina 105- metionina 106 (MIER et al., 2008).

A caseina &cida, geralmente é convertida paransafode sal, o caseinato. Neste caso,
um alcali (sédio, célcio ou potassio) é adicionadoproduto, que entdo é desidratado. A
caseina do coalho ¢ utilizada principalmente nadatéo de queijos (KRUGER, 2006). A

figura 1 apresenta o esquema geral de obtencéasdine.
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Figura 1- Fluxograma de obtencdo da caseina (Adaptado iagekKr2006).

Além do fornecimento de aminoécidos necessarioxrascimento do neonato, 0
sistema micelar das caseinas possui importaneofiica, pois esta relacionado a prevencao
de uma calcificagdo patoldgica das glandulas maéA inclusdo de calcio e fosforo nas
micelas de caseina apresenta-se na forma de “nmatersl’, permitindo a retencédo e
transporte desses importantes e pouco solUveisraign@o recém-nascido sem o perigo da
precipitacdo do célcio nas glandulas mamérias (GERDPIT et al., 2010).

O termo micela tem sido usado para designar a raistomplexa de proteinas
dispersas do leite na forma de particulas coloidpreximadamente esféricas. Cerca de 80-
90% de toda caseina esta nessa forma. A naturazesgutura das micelas de caseina tém
sido extensivamente estudadas, mas sua exatauestrainda permanece em debate
(KRUGER, 2006; OLIVEIRA e TIMM, 2007).

Durante varias décadas, uma variedade de modetosid® propostos para descrever
a estrutura das micelas de caseina. Estes mod&toglassificados em trés categorias:
modelos de nucleo, modelos de subunidade e modelosstrutura interna. Os primeiros
modelos de cada categoria foram propostos peleepemez na década de 1960, sendo que
0s modelos originais foram abandonados ou modif€adcrescentando-se informacdes
suplementares sobre as micelas de caseina que folatirdas por pesquisadores
posteriormente (PHADUNGATH, 2005).
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O primeiro modelo de nucleo foi proposto por WaegNoble em 1965, o primeiro
modelo de subunidade foi proposto por Morr em 1863 primeiro modelo de estrutura
interna foi proposto por Rose em 1969. Versdes maientes desses modelos foram
propostas para o modelo de nucleo por Paquin daaldores em 1987, para o modelo de
subunidade por Walstra em 1990, e para dois nowadelos de estrutura interna, com as
caseinas agindo como inibidoras do aumento depitads de fosfato de calcio por Holt em
1992 e depois em 1996 (PHADUNGATH, 2005).

O modelo mais comumente aceito esta na categobanglade e foi proposto por
Walstra em 1990. De acordo com Sgarbieri (2008stautura da micela da caseina proposta
por Walstra se apresenta da seguinte forma:

a. A micela apresenta-se essencialmente esféricaudmngua superficie ndo se

apresenta lisa;

b. A micela é formada de unidades menores denominadbmiicelas, contendo

principalmente caseina;

c. As submicelas variam em composicdo, existindo tip@s principais, isto €, um

tipo formado pelas caseinasp ex e outro formado pelas caseinaex;

d. As submicelas parecem permanecer ligadas por agidoe ¢lusterg de fosfato

de célcio;

e. As submicelas se agregam até a formacdo completdodda, em que a caseiva

se posiciona superficialmente;

f. A porcado C-terminal da caseirdglicopeptideo) projeta-se para fora da superficie

da micela, formando uma camada esponjosa que prgxm repulsées estéricas e
eletrostaticas, qualquer agregacao posterior dmiselas.

Na figura 2, observa-se uma micela em corte trasaljeproposta por Walstra,
mostrando a estrutura em sub-micelas, as cadelipetidicas dac-caseina se projetando da
superficie e os aglomerados de fosfato de célotosgavem como “cimento” para manter as

submicelas ordenadas.
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Figura 2- Corte transversal de uma micela, mostrando as selasj os aglomerados de

fosfato de sddio e os peptideoskeeaseina, recobrindo a superficie da micela (SGARBI

2005).
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2.4 Proteases

Quimicamente as enzimas sdo proteinas, com algertagdes, solUveis em agua e
alcool diluido, e quando em solucéo sao precipitgdda adicdo de sulfato de amdnio, alcool
ou &cido tricloroacético. Sao inativadas pelo ca&oesta, talvez, seja a propriedade mais
importante desses compostos com relacédo a tecaalegilimentos (KIELING, 2002).

Como o mecanismo celular dos sistemas vivos, agjmagetais e microorganismos
depende das enzimas, a fonte primaria destas @dogeanimais (glandulas, principalmente),
tecidos vegetais (sementes, frutas e exsudacoesjtigas de microorganismos, quer se
fazendo uso de cultivo total, quer extraindo asireagz do meio de cultura de bactérias,
fungos e leveduras (KIELING, 2002).

Assim, a maior parte das enzimas produzidas indimente tem aplicacdo na
producdo, conservacdo e modificacdo de produtomassi e vegetais, principalmente
alimentos, e na producéo de derivados de matérimsp vegetais e animais, pois em todos
0s casos de aplicacao citados, se trata, fundaimemiiz, de imitar tecnologicamente o que é
feito na natureza, embora em escala condicionadecassidade e vontade do homem
(KIELING, 2002).

As enzimas proteoliticas ou proteases catalisamelrg das ligacbes peptidiaaes
proteinas. S&o enzimas da classe 3, as hidrolases-classe 3.4, as peptideo-hidrolaaes
peptidases (GUADIX et al., 2000).

Aproximadamente 60% do total das enzimas industsao proteases, amplamente
empregadas na producdo de couro e na industribnaentos. Nesta Ultima, as proteases sdo
utilizadas como adjuvantes no processamento deejegrvinho, cereais, leite, produtos
lacteos, chocolate, ovos, produtos a base de grodutos a base de carne e de peixe,
legumes e na produc¢éo de proteina hidrolisadaveritmntes (BIASUTTI, 2006).

Como fonte de enzimas, os vegetais tém sua linutagifato de que relativamente
pouca enzima pode ser extraida em relacdo a unmsanaagetal, havendo economia apenas
na mao-de-obra e uso da terra, pois tém custo mgaorpoucas as enzimas que podem ser
obtidas economicamente nestas condicdes, entreaslasoteases papaina, bromelina e ficina
(KIELING, 2002).

A papaina (EC 3.4.22.2) € proveniente do mamon€iavica papayalinn., a partir

do liquido leitoso do fruto verde ou do caule e fitdisas. E muito empregada na industria
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alimenticia, cosmética e farmacéutica (FERREIRAIgt2008), atuando na ligacdo cisteina
25- histidina 159 (LOPES, 2006).

As enzimas de glandulas e érgéos animais tambénpriégucao limitada, porque séo
obtidas de subprodutos da industrializacdo de saraeurso alimentar pobre e, por isso, além
de dispendiosos, de oferta geralmente escassa-$endomo exemplo o pancreas bovino.
S&o exemplos dessas enzimas a pepsina e tripdiBalNG, 2002).

A pepsina (EC 3.4.23.1) cliva as ligacdes peptidicks proteinas pelo lado
aminoterminal dos residuos de aminoacidos cickitomaticos, rompendo as longas cadeias
polipeptidicas em peptideos menores. A tripsina £21.4) é uma serinoprotease presente
no intestino delgado onde atua na degradacédo deimme clivando de forma especifica a
ligacdo peptidica entre aminoacidos de argininaeeliglna na extremidade carboxilica
(GONGALVES, 2007; VISENTAINEL et al., 2007).

As enzimas microbianas, por sua vez, produzidesvedr do cultivo dirigido de
microrganismos em substratos apropriados, ndomsaddie limitacdes apontadas. Havendo a
disponibilidade dos insumos do substrato ou meiawtira, do agente microbiano mais
apropriado, do método e conducdo do cultivo, a ygéd € potencialmente ilimitada,
dependendo da economia do respectivo processo (K(EL2002).

De acordo com GUADIX et al. (2000), as proteasemerciais podem ser
classificadas de acordo com a origem, o pH dedaiilé maxima, a acdo catalitica e a
natureza do sitio catalitico.

Quanto a acdo catalitica, as proteases sdo daslsii em exopeptidases e
endopeptidases (tabela 1). As exopeptidases atummense nos finais das cadeias
polipeptidicas, com base em seu sitio de acaddaddiou C-terminal, sendo classificadas
como amino ou carboxipeptidases, respectivamentes @éndopeptidases atuam
preferencialmente nas regides internas da cadégeptidica, entre as regides N e C-terminal
(ESPOSITO, 2006).

As endoproteinases mais importantes sao pepsioataga pelas glandulas gastricas
como zimogénio, agindo no estdbmago em pH aciddpsirta e a quimiotripsina, ambas de
origem pancreatica sintetizadas como zimogéniasdagno intestino em pH alcalino. Os
zimogénios sdo enzimas inativas que sao ativadaslqum segmento de sua cadeia proteica
€ removido, o que ¢é feito por outras enzimas plivicas especificas ativas. As
endopeptidases sdo sintetizadas e mantidas sobma foativa para evitar que exercam
atividade sobre as proteinas das membranas caldargracelulares do proprio organismo
(VERGA-ORELLANA, 2003).
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Tabela 1- Classificacdo e divisdo das proteases

Local de clivagem Sitio ativo da enzima Numero de residuos de
no substrato aminoacidos removidos
Exopeptidades Aminopeptidases Aminopepéslas

Aminodipeptidases

Aminotripeptidases

Sitio ativo da

carboxipeptidase

Carboxipeptidases Serinocarboxipeptidases
Metalocarboxipeptidases
Cisteinocarboxipeptidases
Endopeptidases Serinoproteases
Aspartatoproteases
Cisteinoproteases
Metaloproteases

Fonte: Espésito, 2006.

Para Biasutti (2006), quanto a natureza do sititaliteo, as proteases sao
classificadas em:

* Proteases serinicas: possuem um residuo de sergiacnativo;

» Proteases sulfidrilicas: possuem um residuo deig#sho sitio ativo;

* Proteases metdlicas: possuem em seu sitio atiiorumetalico;

* Proteases acidas: possuem pelo menos um grupoitanho sitio ativo.
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2.5 Hidrolisados enziméaticos da caseina

As proteinas sdo uma importante fonte nutritivantdeogénio e de aminoacidos
essenciais, no entanto, o consumo de proteinastaatpode causar reacfes alérgicas em
alguns individuos, desta maneira, os hidrolisades pdoteinas podem ser utilizados
extensamente na dieta desde que o seu valor potrl@geja preservado (LIU e GUO, 2008).

ApoOs a ingestdo, as proteinas séo hidrolisadagato gastrintestinal por enzimas
proteoliticas resultando na liberacdo de dipeptidddpeptideos e aminoécidos. Essas
moléculas sdo eficientemente transportadas atrdeeparede intestinal e servem para
formacdo e manutencdo das proteinas do corpo. Asesn seres humanos estao
continuamente expostos aos hidrolisados de prateta leite, sem sofrerem efeitos
indesejaveis (DOORTEN et al., 2009).

Os hidrolisados de proteinas s&o descritos como umistura variavel de
polipeptideos, oligopeptideos e aminoacidos deosatk proteinas como a caseina, a qual
tem sido a primeira escolha como fonte protéicapreparo de hidrolisados protéicos,
entretanto, em paises subdesenvolvidos, esta maotailitas vezes é importada, o que
representa um importante aumento nos custos deugdiod Portanto, o uso de fontes
alternativas deve ser investigado (BIASUTTI et 2008).

As proteinas podem ser modificadas intencionalmpatereacfes quimicas, reacdes
catalisadas por enzimas, transformacdes fisicaslteracoes genéticas. Essas modificacbes
podem ocorrein vitro ou in vivo. Existem trés formas diferentes de realizacdoidlise
das proteinas: 4cida, alcalina e enzimatica (BUNKAI., 2009).

A hidrélise enzimatica apresenta uma série de geantasobre a hidrélise quimica,
tais como: especificidade, controle do grau de dtisk, condicbes moderadas de acao,
disponibilidade comercial em larga escala, custdererdo, menor teor de sal no produto final
e formacdo minima de subprodutos. Além disso, camenzimas podem ser empregadas,
geralmente, em concentracbes muito baixas, sua ¢céEmalo sistema da reacdo €
frequentemente desnecessaria. Vale ainda salign&gr na hidrolise enzimatica ha pouca
probabilidade de ocorrer reacdes indesejaveisregidtem na formacdo de produtos toxicos,
além de ser processada sob condicdes mais braBlASUTTI, 2006). A principal
desvantagem da hidrélise enzimatica € a dificlipecacdo da enzima ap0s o uso, devido a
dificuldade de separar o substrato do produto (FANRRE OETTERER, 2002).
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Desde 1940, os hidrolisados enziméticos de prateir@an sendo utilizados com
finalidades terapéuticas para a recuperacdo ou rautergdo do estado nutricional de
pacientes com restricbes protéicas ou de amincaeosua dieta (SOARES et al., 2004). A
producao industrial de hidrolisados de caseinasparvez, teve seu inicio a partir da década
de 70. A matéria-prima mais frequentemente empeegenh sido o caseinato de sédio e,
dependendo da aplicacdo, € selecionado o tipo denarproteolitica a ser usado. Muitas
vezes, 0 hidrolisado é ultrafiltrado para elimiraci enzimas e de peptideos de alto peso
molecular (KRUGER, 2006).

O valor nutricional dos hidrolisados depende datgina de origem, do tipo de
hidrélise (enzimatica ou quimica) e do tamanho peptideos formados na hidrdlise. A
qualidade de uma proteina alimentar se da em fudgauatureza e de sua composicao em
aminoacidos, especialmente os essenciais (MORA4S, &002; CARREIRA et al., 2003).

Ferreira et al. (2007) afirma que a hidrolise erdtioa pode otimizar as propriedades
funcionais das proteinas. Assim, a introducdo mgadie hidrolisados ricos em pequenos
peptideos pode ser importante, no sentido de paopielhor utilizacdo das proteinas,
principalmente em determinadas situagcdes como aqgoiee em individuos com alergias a
determinadas proteinas ou com intolerancia alimentzs casos de deficiéncia enzimatica
(MORAIS et al., 2002; CARREIRA et al., 2003).

A caseina e seus hidrolisados enziméticos possugiasvpropriedades funcionais
desejaveis e, por isso, ha um grande interessaanatizacdo em maior escala na indastria
de alimentos (BIASUTTI, 2006). No mercado europesihidrolisados de caseina tém sido
utilizados como parte integrante dos produtos técfermentados e como fonte de proteinas
em formulas infantis hipo-alergénicas por mais @ década (DOORTEN et al., 2009).

O interesse pelos hidrolisados protéicos aumendswitiimos anos, uma vez que foi
mostrado que o tratamento enzimatico contribui @araelhoria das propriedades fisicas,
guimicas, funcionais, organolépticas e nutriciordds proteinas, atuando, particularmente,
nas caracteristicas de absorcao protéica (BIASUATUE).

A maioria dos peptideos derivados da caseina guesegam atividade bioldgica é
produzidain vitro pelo uso de proteinases pancreaticas, especiamn@nsina (KRUGER,
2006; ROSSINI et al., 2009). Combina¢Bes com ownadmas também podem ser utilizadas,
incluindo quimiotripsina, pepsina, termolisina, pa@gatina, carboxipeptidase, entre outras
(GOBETTI et al., 2002).

A obtencdo de peptideos bioativos também pode esex através de culturas de

microrganismos proteoliticos, por sucessivas coatfiies de hidrdlise, por fermentagcdo ou
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por meio de sintese quimica (KORHONEN e PIHLANTOPHALA, 2006; KRUGER,
2006).

Além da especificidade e propriedades da enzimasteex outros parametros
responsaveis pela trajetoria da reacéao de hidrdéigegoteina.Os parametros mais importantes
na reagdo da hidrolise sdo: concentracdo de sttbfdrateina), relacdo enzima:substrato, pH
e temperatura (MOTA et al., 2006). O critério qutatitto da reacdo de protedlise é o grau de
hidrolise definido como a porcentagem de ligac@gsidicas clivadas em relacdo ao total de
ligacdes peptidicas (BIASUTTI, 2006).

A utilizacdo de hidrolisados protéicos, além de eantajosa do ponto de vista
nutricional, é consideravelmente menos onerosa w® @na mistura de aminoacidos
sintéticos. As misturas de aminoacidos livres t&ho penos trés limitacdes a sua utilizacéo,
a saber: o gosto e odor desagradaveis caractesisie aminoacidos livres; a alta
osmolaridade, 0 que acarreta um aumento da pressé@ica intestinal causando diarréia; a
absorcado reduzida, uma vez que os aminoacidos Inéie sdo tdo rapida e completamente
absorvidos pelo organismo quanto os hidrolisado®mos (BIASUTTI, 2006).

Ainda de acordo com Biasutti (2006), as formulastenedo um elevado teor de
oligopeptideos, especialmente de dipeptideos eptiigieos, sdo utilizadas mais efetivamente
do que uma mistura equivalente de aminodacidosslivpmis estudos do mecanismo de
absorcgéo intestinal verificaram que a velocidadafsrcdo de aminoacidos livres € menor
que aquela dos pequenos peptideos devido a algianes como:

e competicdo entre aminodcidos com moléculas estlatente relacionadas pelo
mesmo carreador. Assim, a absorcdo de alguns aomiegdpode ser inibida por outros,
como, por exemplo, o triptofano inibe a absorcadohdgidina e a leucina diminui a
absorcgéo de isoleucina, fenilalanina e triptofano;

e 0 transporte de aminoacidos é facilmente saturgeéd, depende de carreadores que
sao especificos para aminoacidos neutros, basiecses;

e enquanto os aminodcidos livres parecem ser maidaragnte absorvidos apenas no
intestino delgado proximal, os di e tripeptideosdo tanto na porgédo proximal, quanto
distal do intestino delgado.

Os hidrolisados protéicos tém sido utilizados ensggmdesenvolvidos na fabricacéo
de alimentos especiais para diversos grupos, ¢am gecém-nascidos prematuros, criangas
com diarréia, gastroenterite, ma-absorcao e fanilCeia e ainda para pessoas com alergia a
determinadas proteinas, visto que o decréscimamartho dos peptideos tem relacéo direta

com a diminuicdo da imunogenicidade (FREITAS etl#193). Além disso, estes preparados
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enziméticos podem ser Uteis na suplementacaoidéeti idosos, na nutricdo de esportistas,
como também, em dietas para controle de peso (BTASL2006).

Em diversos estudos, o perfil peptidico de hidaoless enzimaticos de diferentes
fontes protéicas (caseina, soro de leite e leitgp@)foi determinado a fim de se avaliar a
composicao em peptideos e aminoacidos livres (BIRBgt al., 2008).

Apbés o processo de hidrdlise por uma enzima espgcihd necessidade da
caracterizacdo dos peptideos obtidos. Varios métqumlem ser utilizados e incluem
eletroforese em gel de poliacrilamida unidimendiooa bidimensional, focalizagcéao
isoelétrica, imunoeletroforese, cromatografia lkigude alta pressdo em fase reversa (RP-
HPLC), eletroforese capilar e espectrometria desmat tipo MALDI- TOF (KRUGER,
2006).

A avaliacdo da qualidade nutricional dos hidrolesacgrotéicos deve envolver a
analise dos seus perfis peptidicos. Os hidrolisattosnelhor qualidade devem apresentar
elevados teores de dipeptideos e tripeptideosn assno de peptideos com massa molecular
média de 500 Da. Além disso, devem conter baixosesede aminoacidos livres e de
peptideos com massa molecular superior a 800 DARES et al., 2004).

A caracterizacdo quantitativa e qualitativa da gaednzimatica das proteinas torna
possivel selecionar especificamente a modificacéméijoa desejavel para a aplicacdo
industrial da mesma (HILLER e LORENZEN, 2009).

A maior parte das investigacdes com relacdo aaestia hidrdlise enzimatica de
proteinas se limita a encontrar as condi¢cdes Otpaes realizacdo do processo com vistas a
producao industrial de hidrolisados, levando-secensideracéo a complexidade da reacao e
sua importancia econdmica que determinam um maieresse pelo desenvolvimento em
escala comercial (GUADIX et al., 2000).
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2.5.1 Fatores interferentes na hidrélise enziniga

Os principais fatores interferentes na hidroliseziraatica das proteinas,

principalmente no que se refere a obtencao dedesstibioativos, séo:

a. Natureza da enzima

Um fator critico importante na producédo de peptdaoativos € a escolha da enzima
proteolitica uma vez que sua acado especifica fldeimciar a composicéo final dos produtos
de hidrdlise, principalmente com relacdo ao tamamiédio dos peptideos (COSTA et al.,
2007). A hidrdlise enzimatica € uma alternativaatata para a modificacdo das proteinas
devido a possibilidade de trabalhar em sistemasirags, e a relativa especificidade das
enzimas, que pode ser utilizada para aumentar toob®ma funcionalidade do produto final.
Destaca-se ainda que, a acao individual de duasases produz hidrolisados com diferentes
composicoes de peptideos (BIASUTTI, 2006).

b. Tratamento térmico do substrato

A influéncia da temperatura na hidrélise enzimtiode ser observada em trés etapas
distintas: no pré-tratamento do substrato, duranteacdo hidrolitica e na interrupcdo desta
reacao.

O pré-tratamento do substrato pelo calor podeénfiiar no grau de hidrélise, devido
a desnaturagdo protéica. Este procedimento prowgoa modificacdo da estrutura
tridimensional da proteina, agindo sobre suas digadracas, as quais sao responsaveis pela
conformacdo nativa, aumentando a exposicdo dacdkgapeptidicas (estrutura primaria)
melhorando, assim, a acessibilidade do substratmZimas (CUI et al., 2009). Entretanto, é
interessante ressaltar que o tratamento térmiccsdiostratos nem sempre apresenta efeitos
benéficos sobre as reacdes enzimaticas. A desgatupaotéica provocada pelo calor podera,
por sua vez, influenciar o pH étimo de algumasreazi A pepsina, por exemplo, apresenta
atividade maxima a pH 2,0 ao atuar sobre a hemglol\p6s este substrato protéico ter
sido desnaturado por tratamento térmico, este palesa para 3,5 (BIASUTTI, 2006).

Com relacédo ao efeito da temperatura durante @oeagzimatica, sabe-se que cada
enzima apresenta o seu valor 6timo de atuacaoaloéguterpretado pela avaliacdo da curva

de atividadeversustemperatura, sendo dependente da duragéo da réessim, ocorre uma
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grande variacdo entre as enzimas no que se refecaracteristicas de resisténcia ao calor
uma vez que sua estabilidade térmica estd inverdamelacionada com a duracdo de uma
reacao hidrolitica. O tempo requerido para atingir determinado grau de hidrdlise diminui
exponencialmente com o crescente aumento da tetaeda reacdo, até 0 momento em que
a inativacdo enzimética pelo calor se torna sicgtifva. Deste modo, as reacdes de periodo
curto podem ser realizadas a temperaturas maisdgdsvdo que aquelas mais longas
(BIASUTTI, 2006).

Como as enzimas sdo termolabeis, o calor de deapaturesulta em uma perda
gradual de suas propriedades cataliticas, sendoetre a taxa de inativagcdo com o aumento
da temperatura. Entédo, se por um lado as tempasatais elevadas aumentam o rendimento
das reacOes enzimaticas, por outro, podem prowaaativacdo da enzima, dependendo do
calor aplicado. Esta acdo do calor sobre a atieidatzimatica tem sido utilizada visando a
interrupcdo da reacao hidrolitica, empregandoispeeaturas na faixa de 80°C a 90°C, por
10 a 20 minutos. Sendo assim, valores muito elevddaemperatura de hidrélise devem ser
evitados, para que nao ocorra alteracbes na cogdposios hidrolisados protéicos
(BIASUTTI, 2006).

c. Relag&o enzima: substrato

A relacdo enzima: substrato (E:S) exerce influémaavelocidade da reacdo e no
tamanho dos peptideos produzidos no final do psocés hidrélise (BIASUTTI, 2006).

d. pH utilizado

De acordo Kieling (2002), € importante destacadaia influéncia do pH na hidrolise
enzimatica, pois as enzimas possuem grupos quinunasveis nas cadeias laterais de seus
aminodacidos e segundo o pH do meio, estes gruptEnpter carga elétrica positiva, negativa
ou neutra. Como a conformacéo das proteinas dependgarte, de suas cargas elétricas,
havera um pH no qual a conformacado sera mais adaqexa atividade catalitica. Este € o
chamado pH 6timo. Desta forma o pH pode afetarddi@ay maneiras:

» O sitio ativo pode conter aminoacidos com grupogamos que podem variar com o
pH;
* Aonizacdo de aminoacidos que nado estdo no sitio pode provocar modificacdes

na conformacgao da enzima;
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* O substrato pode ser afetado pelas variagées do pH.
E importante destacar no que se refere a hidréligenatica da caseina, que segundo

Oliveira e Timm (2007), o pH esta entre os prinigpi@atores que afetam a estabilidade

coloidal das micelas de caseina.
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2.6 Grau de hidroélise

O grau de hidrolise (GH) foi definido segundo Adissen (1979) como o numero de
ligacBes peptidicas clivadas ou numero de grupasaalivres formados durante o processo
de hidrolise. O GH € calculado segundo a expresS&b:(%) = h (numero de ligacbes
peptidicas clivadas) / H total (nimero total dadiges peptidicas) (ROMAN e SGARBIERI,
2005).

Para a determinagcdo do GH das enzimas proteolfiades ser utilizada a metodologia
adaptada de Pezoa e Salas-Mellado (1979). Nestadaotegia, o0 GH é expresso segundo a
relacdo da quantidade de proteinas solUveis detadaipelo método de Lowry et al. (1951) e
a quantidade de proteinas totais presentes naaigbdeterminadas pelo método de Kjeldahl
preconizado pela AOAC (2000) (MORAES et al., 2006).

O método Kjeldahl para determinacdo de nitrogénadahl total tem sido utilizado
desde 1883. Apresenta como principal vantagem alesona aparelhagem simples e pouco
onerosa. O método classico Kjeldahl compreende dtzmas: (1) digestdo da amostra para
converter nitrogénio organico a ion aménio (N-\He (2) determinacdo do N-NHno
digerido, apos destilagdo com alcali. O sulfatcad@nio resultante da digestdo é aquecido
com uma base, desprendendo amoniazfNéla reacdo pode ser representada pela equacéo:
NH;" + OH < NHz+ H,O. A amonia é entdo recolhida em uma solucéo aeidagspécie N-
NH;" determinada por colorimetria, eletrodo ion setetbu titulagio com solugdo padrdo
acida (FERREIRA et al., 2004).

A porcentagem de nitrogénio é comumente usadaquemgersdo em porcentagem de
proteina multiplicando pelo fator 6,25 (16% deag#nio). Como a caseina contém mais que
16% de nitrogénio o fator de conversdo devera 28 6 ndo 6,35 (SGARBIERI 1996;
KRUGER, 2006).

Uma das principais consequéncias da hidrolise dtiziené o aumento da solubilidade
e, normalmente este aumento esta associado ao @mudtegrau de hidrdlise. Este aumento
da solubilidade dos hidrolisados €, provavelmed&yido a diminuicdo do tamanho das
moléculas e correspondente aumento da exposic@puges hidrofilicos amino e carboxil
ionizaveis. Porém, a hidrélise extensiva das liga¢cpeptidicas da cadeia protéica causa
mudancas na estrutura das proteinas e uma maiosiedp de grupos hidrofébicos (ROMAN
e SGARBERI, 2005).

Os hidrolisados enziméticos da caseina com um déde@H podem conter alguns
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peptideos tanto com aminoacidos hidrofébicos quamtirofilicos, alguns com mais
aminodcidos hidrofébicos e outros com mais amimtwéchidrofilicos (LIU e GUO, 2008).

O conhecimento da relacdo entre o grau de hidr@me alguma caracteristica
funcional especifica do hidrolisado permite elabgnaodutos com propriedades funcionais
previamente definidas (CENTENARO e MELLADO, 2008).

Para Rossini et al. (2009), os hidrolisados prog&jodem ser classificados em trés
grandes grupos de acordo com seu GH, com deterasraiicacoes:

» Hidrolisados com baixo GH com improvavel propriegladtricional;
» Hidrolisados com variavel GH que podem ser usadow¢flavour”;
» Hidrolisados com extenso GH que sdo muito usado® @uplementos nutricionais e

em dietas médicas especiais.
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar eitef da temperatura, pH, relacdo

enzima:substrato e tempo sobre o grau de hidrdiéseaseina do leite de cabra da raca
Moxotd, com a utilizagdo de diferentes enzimas gmi@ticas. A caseina foi obtida por

precipitacdo isoelétrica e submetida a hidroliseineética usando-se tripsina, pepsina e
papaina. O efeito das variaveis testadas sobrdrélibe da caseina foi avaliado de acordo
com os resultados obtidos no planejamento fatooaipleto (3). A eletroforese em SDS-

PAGE foi realizada para avaliacdo dos produtosidi@lise. Os melhores valores de grau de
hidrolise obtidos para as enzimas papaina, tripsin@epsina foram 28,17%, 29,55% e
38,27%, respectivamente. Os resultados possibiléatabelecer as melhores condi¢bes de
hidrolise da caseina do leite de cabra Moxotd, asranzimas proteoliticas utilizadas, porém
a pepsina apresenta melhor grau de hidrélise, tdetta-se pela eletroforese SDS-PAGE

apenas peptideos com peso molecular abaixo dé&kDa,4

Termos para indexac¢aGapra hircus leite caprino, papaina, pepsina, proteodlisesitngn
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Evaluation of the variables that influence the enayatic hydrolysis degree of goat's

Moxotd milk casein

Abstract — The objective of this work was to evéduthe effect of temperature, pH, time,
enzyme: substrate ratio and time on the hydrolgsigree of goat’s milk Moxotd casein, as
well as the use of different proteolytic enzymesé€ia, the main milk protein, is the first
choice as a protein source in the preparation atiepr hydrolysates. Casein was obtained by
isoelectric precipitation and enzymatic hydrolysias performed using trypsin, pepsin and
papain. The effect of tested variables on the Hydi® of casein was evaluated according to
the results obtained in the factorial statisticasign (2). Electrophoresis in SDS-PAGE was
performed to monitor the hydrolysis products. Thsthbvalues of degree hydrolysis obtained
for the enzymes papain, trypsin and pepsin werk&728, 29.55% and 38.27%, respectively. It
is possible to establish the conditions for hyds@yof goat's milk Moxoté casein using
proteolytic enzymes, but the pepsin, show the bgdtrolysis degree, detecting either by

SDS-PAGE peptides just molecular weight below kDA.

Index termsCapra hircus goat's milk, papain, pepsin, proteolysis, trypsin

Introducao

O Brasil possui 0 nono maior rebanho de caprinosndado, do qual mais de 90%
encontra-se na Regidao Nordeste (COSTA et al., 2008 )caracteristicas do leite de cabra,
tanto do ponto de vista nutricional quanto so@abh importantes e motivam pesquisas para
avaliacdo da producdo e da composicao nutricioratedproduto (FERNANDES et al.,

2008).
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De acordo com a Instrucdo Normativa N°. 37 de 200MMinistério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o leite de calwgéoduto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condi¢ces de higiene, de animaisgpécie caprina sadios, bem alimentados
e descansados.

As proteinas do leite tém grande interesse cieafifdevido a sua importancia na
nutricdo humana e na sua fisiologia (MICHAELIDOW)03). Dentre as proteinas que
constituem o leite, as caseinas representam cer88% e as proteinas do soro representam
20% do total de proteinas (OLALLA et al., 2009)g&edo Silva et al. (2007), o leite caprino
possui cinco proteinas principais na sua conséituif-lactoalbuminao-lactoalbumina, k-
caseinap-caseina @-caseinas.

A maior digestibilidade do leite de cabra levouna aumento do interesse na utilizacédo
deste como alimento funcional, fazendo agora mhrtatual tendéncia para uma alimentacao
saudavel nos paises desenvolvidos. Desta maneimaiay consumo do leite de cabra pela
populacdo em geral pode ser recomendado devidoopsgulades nutricionais benéficas do
leite de cabra (elevada concentracdo de proteio@saito valor nutritivo) e sua possivel
utilizacdo por pessoas idosas, com problemas ¢géstou mesmo de criangcas com problemas
de alergia ao leite de vaca (CUI et al. 2009, OLAL4dt al. 2009).

LEONIL et al. (2000) destacam o crescente interéssaoldgico pelos hidrolisados
enzimaticos protéicos, uma vez que a hidrélisenefittca pode contribuir para a melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, e os predatteos sdo fontes ricas em proteinas,
calcio, vitaminas e compostos bioativos, podendo esepregados para a elaboracdo de
alimentos e ingredientes funcionais.

O controle dos parametros de hidrélise enzimat&s proteinas constitui uma etapa
importante para se obter produtos com elevadadgaddinutricional, propriedades funcionais

desejaveis e caracteristicas organolépticas agesd@o consumidor (BIASUTTI et al.,
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2008). Estudos realizados por Guo et al. (2009)stratam a importancia de avaliar a
temperatura, o pH, o tempo e a relacdo enzimasstbgE:S) durante o processo de hidrolise
enzimatica das proteinas do soro de leite.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito damperatura, pH, relacdo
enzima:substrato (E:S) e tempo sobre o grau déllsei(GH) da caseina do leite de cabra da

raca Moxotd, com a utilizacdo de diferentes enzipmateoliticas.

Material e Métodos

A ordenha de um animal puro da raca Moxot6 foiizadlh de forma higiénica, como
preconizada pela Instrugcdo Normativa N°. 37 de 20Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), sendo este animal proveaielo Municipio de Sertania, Estado
de Pernambuco, Brasil. As amostras de leite forangeladas imediatamente apds a coleta
em nitrogénio liquido, e mantidas a -20°C. O prolmaa extracdo da caseina foi realizado
segundo Egito et al. (2006), exceto pela retiragaodieno. O precipitado da caseina foi
solubilizado com 1M de NaOH até pH 7,0 e submediditalise contra agua deionizada a 4°C
por 96 horas. Apos a liofilizacdo da caseina, fommeparadas solugdes contendo 2% de
caseina em solucéo tampdao fosfato 0,1M para tserélbm papaina e tripsina, e em solugéo
tampéao HCI-KCI para hidrélise com a pepsina. Oteféas variaveis pH, temperatura, tempo
e relacdo enzima: substrato (E:S) sobre o graudiélise (GH) foi realizado de acordo com
o planejamento fatorial completo®2 segundo Bruns et .a(2006). Foram realizados 16
ensaios e 4 repeticdes no ponto central. O mesareejpimento foi realizado utilizando as
enzimas tripsina (EC. 3.4.21.1), papaina (EC. 3.2)2e pepsina (EC. 3.4.23.1), diferindo
apenas quanto ao pH, o qual é especifico para eazisna. Os parametros utilizados na

hidrélise foram: temperatura (40, 45 e 50°C), tempdidrélise (1, 3 e 5 horas) e relagédo E:S
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(1:150, 1:125 e 1:100). O parametro pH utilizadohidadlise da caseina foi diferente para
cada enzima: papaina (6,5, 7,0 e 7,5), tripsirg &0 e 8,5) e pepsina (2,0, 2,5 e 3,0). As
enzimas foram adquiridas da Sigma Chemical Co L(@&itis, MO, EUA). A selecédo das
variaveis e seus niveis foram determinados de aamuh a literatura. A andlise estatistica foi
realizada com o auxilio do Programa Statistica @GUATSOFT INC, 2008).Apos a
hidrolise, as amostras foram submetidas a agitpo@0 segundos e colocadas em banho-
maria com agua a 90°C por 15 minutos para inativee& enzimas.

Para a determinacdo do grau de hidrolise (GH) dasnas proteoliticas utilizou-se a
metodologia adaptada de Pezoa e Salas-Mellado }18%%mostras foram centrifugadas a
12.000xg durante 10 minutos. O GH foi expresso egua relacdo das quantidades de
proteinas soluveis determinadas pelo método de y@vral. (1951) e de proteinas totais
presentes no substrato (caseina) determinadasnpétiodo de Kjeldahl preconizado pela
AOAC (2000).

Os hidrolisados da caseina foram analisados ptofleese SDS-PAGE como descrito
por Laemmli (1970), em gel a 15% de concentraggmados por Coomassie brilliant blue R-
250 (GEORGE e DIWAN, 1983) e corante de prata (SXER et al., 1979). Nas corridas
eletroforéticas, foram aplicados 3uL das amosteasamcentracdo de 1ug/pL, com excecao
da amostra de caseina, presente na linha 7, ndajaglicada 5uL na mesma concentracao.
Os marcadores de baixa massa molar (GE HealtBackjnghamshire, UK) usados foram:
fosforilase b (97kDa), albumina (66 kDa), ovoalbnani(45 kDa), anidrase carbdnica (30

kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa)eelactoalbumina (14,4 kDa).
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Resultados e Discussao

Hidrélise enzimatica da caseina caprina utilizandpapaina

Os resultados obtidos na hidrélise da caseinainea@om a enzima papaina estao
apresentados na Tabela 1 e foram analisados ts#atisnte como demonstrados na Figura 1.
O maior GH obtido utilizando a papaina foi 28,17#secondicdes de hidrolise foram pH 6,5,
E:S 1:150, tempo de hidrdlise de 5 horas e temyrerdie 50°C.

O grafico de Pareto representa os efeitos estindakosariaveis e das interacdes no grau
de hidrolise em ordem decrescente de magnituder@dit). O comprimento de cada barra é
proporcional ao efeito padronizado. A linha veltéaisada para julgar quais os efeitos sdo
estatisticamente significantes. As barras que tn@sm atraveés desta linha correspondem
aos efeitos estatisticamente significantes com iwel de confianca de 95% (PORTO, 2004).

A Unica variavel principal que apresentou efeigngicativo foi relacéo a relacdo E:S,
sendo este negativo, ou seja, uma menor relaca¢lE:S0) favoreceu o GH, nas condi¢des
testadas. Este resultado foi semelhante ao endonpar Morais et al. (2002), os quais
apresentaram a influéncia da relacdo E:S sobreralise da caseina utilizando papaina, e
observaram que a alteracdo da relagédo E:S de 2&48ar alterou significativamente o
contetdo de todas as fracdes cromatogréficas, pratbuum perfil peptidico diferente, com
diminuicdo dos niveis de di e tri-peptideos, assomo aumento do teor de aminoacidos
livres e médios peptideos. O aumento da relacaa&u&ia promover a quebra dos grandes e
médios peptideos a di e tri-peptideos, porém l@vdivagem destes a aminoacidos livres.

Também foi observada uma interagdo significativeieepH, temperatura e tempo, na
qual a melhor condicdo para o GH da caseina cafwirmdotida na temperatura 50°C, pH 6,5

e tempo de hidrdlise de 5 horas.
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O trabalho realizado por Cavalli et al. (2008) mmstque a digestdo do caseinato de
sodio do leite de cabra, hidrolisado com enzimasxti@to de floreSilybum marianuma pH
6,5 foi observada apds 1 hora de digestdo, porémouese mais intensa com o decorrer do
tempo de reacdo. Send@aaseina caprina degradada em 40%, enquan{gcaseina em
68% apos 24 horas de incubacdo. Os resultados ederge trabalho corroboram com os
resultados encontrados por estes autores, ondenfi@ior GH foi obtido utilizando o mesmo
pH (6,5) em maior tempo de hidrdlise.

No estudo realizado por Carreira et al. (2003guisres recomendaram que a duracao da
reacado hidrolitica ndo seja superior a 5 horasgueoreste tempo pode favorecer a
contaminacdo microbiana das preparacdes protémigsn do que, na obtencdo dos
hidrolisados enzimaticos deve-se levar em congidera custo-beneficio para aplicacdo em

escala industrial.

Hidrélise enzimatica da caseina caprina utilizanddripsina

Os resultados do planejamento experimental da llidrda caseina caprina utilizando
tripsina estao apresentados na Tabela 2. Obseevqueso maior valor de GH (29,55%) foi
obtido a pH 8,5, com a relacdo E:S 1:150, durarfters, a temperatura de 40°C (Tabela 2,
ensaio 6). Estes resultados corroboram com obpdo®i et al. (2003), os quais mostraram
que, ao utilizar a tripsina para hidrélise da aqzesed GH aumentou de 5% para 15% quando o
tempo de hidrélise aumentou de 9 minutos para & 8&0 minutos, utilizando a temperatura
de 40°C, ou seja, 0 aumento do tempo favoreceu.dP@Hm, os resultados encontrados por
Morato et al. (2000), mostraram que ndo houve g@miana acdo da tripsina sobre a hidrélise
da caseina, quando o tempo de hidrdlise foi aurdertta 2 horas e 30 minutos para 4 horas e

55 minutos, pois nao foi interessante para proddegmequenos peptideos.
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O unico efeito significativo sobre o GH da caseaiaprina, com nivel de confianca de
95%, foi a interacdo entre as variaveis pH e rel&4&, como pode ser observado na Figura
2. Analisando-se esta interacdo, observou-se quesaa apresentou efeito negativo sobre o
GH, deste modo, quando o pH aumentou para 8,5 edlagdp E:S diminuiu para 1:150
favoreceu o GH. Schuchert-Shi et al. (2009), aballearem com tripsina, observaram que
uma alta concentracdo de tripsina ndo favoreceuwdrlise das proteinas citocromo c e

mioglobulina.

Hidrélise enzimatica da caseina caprina utilizand@epsina

Os resultados obtidos com a hidrélise da caseipaneapela enzima pepsina estéao
apresentados na Tabela 3. O maior valor de GH 7%38,20i obtido nas condicdes relacéao
E:S (1:100), pH 3,0, durante 5 horas de hidréas¢0°C.

Os resultados apresentados por Carreira et al3)208 quais utilizaram a pepsina na
hidrolise da caseina, mostraram que o empregond@etatura a 40°C apresentou vantagem
para a hidrélise, pois provocou redugcdo dos tedeegrandes peptideos. Os resultados
observados por Guo et al. (2009), demostraram quelbor GH da caseina ocorreu quando
uma maior quantidade de protease foi adicionada, vem que o GH aumentou de 3% para
63% quando a relacdo E:S foi aumentada de 0,21par@o m/m). O trabalho realizado por
Li et al. (2009), por sua vez, mostrou que quandelagdo E:S aumentou de 0,1mL/100mL
para 0,2mL/100mL, o GH aumentou de 27,7% para 43Q%oresultados encontrados no
presente trabalho corroboram com estes trés t@baltados, no que se refere a temperatura
empregada e a relacdo E:S para o maior GH da easafmina obtido com a utilizacdo da
pepsina.

Os dois efeitos significativos, para a hidrélisecdaeina caprina utilizando a pepsina,

foram pH e tempo (Figura 3), ambos positivos, ga, seaumento nos niveis destas variaveis
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favoreceu o GH. Nota-se, ainda, que os dois mah@sultados do GH da caseina caprina
foram obtidos nas condicbes de pH 3,0 e duranteorashde hidrolise. Estes efeitos

correspondem aos valores de GH de 38,27% e 37,58Bkla 3).

Perfil eletroforético dos hidrolisados enzimatico®btidos da caseina caprina

O perfil da hidrdlise foi avaliado por SDS-PAGE d&ia 4). Na linha 7 pode ser
observada o perfil das fracoes, p e x-caseina do leite de cabra da raca Moxoto. As &éacd
as1 € B-caseina apresentaram massas molares superiodé®a. Resultados semelhantes da
migracdo eletroforética foram apresentados poroEgit al. (2006), os quais descrevem
também a visualizagcdo de uma banda mais intengacdseina no leite de cabra. A fracdo da
B-caseina corresponde a aproximadamente 60% daaasgirina (TRUJILLO et al., 1997).

A eletroforese SDS-PAGE das amostras corresporsleademenor e maior GH da
caseina caprina com utilizacdo da pepsina, tripsipapaina estéo representadas pelas linhas
1 a 6 da Figura 4. As linhas 1 e 2 representanolisddos da caseina caprina com a pepsina
que apresentaram GH correspondentes a 4,23% €/8&2igaios 9 e 14 do planejamentp 2
As linhas 3 e 4, representam o0s hidrolisados d&imascaprina utilizando a tripsina,
correspondendo aos GH 12,96% e 29,55% (ensaios 182 d@o planejamento “p
respectivamente. As linhas 5 e 6, por sua veztaefese aos hidrolisados da caseina caprina
obtidos pela papaina, com GH de 6,24% e 28,17%i@n43 e 7 do planejament)).2

Os produtos da hidrélise da caseina caprina caizades pelo SDS-PAGE apresentaram
massas molares relativas menores de 30kDa. Eswdtados corroboram com os
apresentados por Trujillo et al. (1997), que obm@w bandas protéicas resultantes da
hidrélise da caseina pela quimosina. Esses autangsm observaram bandas com massas
molares correspondentes a 14,5kDa, as quais sawakmties a para-caseina e 0s outros

peptideos podem ter sido derivadosigd&aseina.
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A hidrolise da caseina caprina com a pepsina levobtencdo de hidrolisados apenas
com massas molares inferiores a 14,4 kDa, demaowisira eficiéncia desta enzima para
hidrolise daosy, p € k-caseina. Soares et al. (2004) relataram que oslisablos protéicos de
melhor qualidade devem apresentar elevados te@adi-peptideos e tri-peptideos, assim
como de peptideos com massa molar média de 50AIBa disso, devem conter baixos
teores de aminoécidos livres e de peptideos cormamaslar superior a 800 Da.

Ao analisar o perfil dos hidrolisados com menoraanGH da caseina caprina obtidos
com a utilizacdo da tripsina observa-se que esteBm@nndo promoveu a clivagem completa
da p-caseina, mas hidrolisai; e k-caseina caprina. Contudo, a papaina hidrolisge p-

caseina caprina, porém nao promoveu a clivagem letemgex-caseina.

Conclusodes

1. Os resultados possibilitam estabelecer as melloanedicdes de hidrélise da caseina do
leite de cabra Moxotd, com utilizacdo das enzimpsiha, papaina e pepsina.

2. O pH e o tempo de hidrélise séo as variaveis gfleeimciam positivamente a hidrolise
da caseina caprina pela pepsina, enquanto a iateragtre o pH e a relacdo E:S
apresentam efeito negativo sobre o GH quando assiiza tripsina. Contudo, a interagao
entre o pH, temperatura e o tempo de hidréliseénitia negativamente o GH da caseina
caprina pela papaina.

3. A enzima pepsina apresenta melhor grau de hidrddisectando-se pela eletroforese

SDS-PAGE apenas peptideos com massas molares aealxo4 kDa.
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348 Tabela 1.Resultados do planejamento fatoridlpara hidrélise da caseina do leite de cabra

349 (Capra hircusLinnaeus, 1758) da raca Moxoto utilizando a enziagaaina.

Hidrolisados pH Temperatura(®C) Tempo (h) E:S  Grau de hidrdlise (%)

1 6,5 40 1 1:150 14,85
2 7,5 40 1 1:150 14,62
3 6,5 50 1 1:150 13,47
4 7,5 50 1 1:150 21,51
5 6,5 40 5 1:150 20,94
6 7,5 40 5 1:150 23,69
7 6,5 50 5 1:150 28,17
8 7,5 50 5 1:150 17,32
9 6,5 40 1 1:100 20,30
10 7,5 40 1 1:100 10,89
11 6,5 50 1 1:100 9,11
12 7,5 50 1 1:100 19,62
13 6,5 40 5 1:100 6,24
14 7,5 40 5 1:100 13,19
15 6,5 50 5 1:100 15,54
16 7,5 50 5 1:100 13,53
17 (C) 7,0 45 3 1:125 24,67
18 (C) 7,0 45 3 1:125 26,73
19 (C) 7,0 45 3 1:125 23,17
20 (C) 7,0 45 3 1:125 24,67

350

351
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352 Tabela 2.Resultados do planejamento estatistitpata hidrélise da caseina do leite de cabra
353 (Capra hircusLinnaeus, 1758) da raca Moxoto utilizando a enzmipaina.

354

Hidrolisados pH Temperatura Tempo E:S Grau de Hidrolise (%)

1 7,5 40 1 1:150 21,62
2 8,5 40 1 1:150 25,01
3 7,5 50 1 1:150 21,91
4 8,5 50 1 1:150 21,97
5 7,5 40 5 1:150 15,25
6 8,5 40 5 1:150 29,55
7 7,5 50 5 1:150 24,67
8 8,5 50 5 1:150 25,36
9 7,5 40 1 1:100 26,91
10 8,5 40 1 1:100 23,69
11 7,5 50 1 1:100 25,70
12 8,5 50 1 1:100 12,96
13 7,5 40 5 1:100 25,47
14 8,5 40 5 1:100 17,67
15 7,5 50 5 1:100 20,65
16 8,5 50 5 1:100 16,29
17 (C) 8,0 45 3 1:125 16,23
18 (C) 8,0 45 3 1:125 21,34
19 (C) 8,0 45 3 1:125 17,09
20 (C) 8,0 45 3 1:125 17,95
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356 Tabela 3.Resultados do planejamento estatistitpaa hidrélise da caseina do leite de cabra
357 (Capra hircusLinnaeus, 1758) da raca Moxot6 pela enzima pepsina

358

Hidrolisados pH Temperatura Tempo E:S Grau de Hidrdlise (%)

1 2,0 40 1 1:150 4,98
2 3,0 40 1 1:150 9,63
3 2,0 50 1 1:150 5,90
4 3,0 50 1 1:150 25,24
5 2,0 40 5 1:150 25,53
6 3,0 40 5 1:150 17,49
7 2,0 50 5 1:150 10,03
8 3,0 50 5 1:150 37,53
9 2,0 40 1 1:100 4,23
10 3,0 40 1 1:100 27,42
11 2,0 50 1 1:100 10,49
12 3,0 50 1 1:100 19,90
13 2,0 40 5 1:100 21,34
14 3,0 40 5 1:100 38,27
15 2,0 50 5 1:100 15,65
16 3,0 50 5 1:100 32,93
17 (C) 2,5 45 3 1:125 17,20
18 (C) 2,5 45 3 1:125 28,57
19 (C) 2,5 45 3 1:125 25,07
20 (C) 2,5 45 3 1:125 27,42
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Figura 1. Grafico de Pareto dos efeitos principais na hidedtla caseina do leite de cabra
(Capra hircusLinnaeus, 1758) da raca Moxotdé com papaina, tendw variavel-resposta o
grau de hidrélise. Os significados dos simbologndgnada da figura séo: (1) pH - valor de

pH, (2) Temperatura- temperatura da hidrolise, éB)po - tempo de duracédo da hidrolise e

(4) E:S - relacao enzima:substrato.
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Figura 2. Grafico de Pareto dos efeitos principais na hiskedtla caseina do leite de cabra
(Capra hircusLinnaeus, 1758) da raca Moxoté com tripsina, tecwlmo variavel-resposta o

grau de hidrélise. Os significados dos simbologndgnada da figura sédo: (1) pH - valor de
pH, (2) Temperatura- temperatura da hidrolise, éB)po - tempo de duracédo da hidrolise e

(4) E:S - relacao enzima:substrato.
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Figura 3. Grafico de Pareto dos efeitos principais na hidedtla caseina do leite de cabra
(Capra hircusLinnaeus, 1758) da raca Moxot6 com pepsina, teodoo varidvel-resposta o

grau de hidrdlise. Os significados dos simbolosntiegnada da figura séo: (1) pH - valor de
pH, (2) Temperatura- temperatura da hidrélise, é8)ppo - tempo de duracdo da hidrélise e

(4) E:S - relacao enzima:substrato.
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450 Figura 4. SDS-PAGE (Coloracao por prata). Os numeros cooreggm a: 1- hidrolisado com

97kDa
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45 kDa
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ANEXO

Guia de Autores

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) é uma publicacdo mensal
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnientificos originais, em portugus
espanhol ou inglés, resultantes de pesquisas elesse agropecuario. A principal for
de contribuicdo é o Artigo, mas a PAB também publiatas Cientificas, Nov:
Cultivares e Revisdes a convite do Editor.

Forma e preparacédo de manuscritos

Analise dos artigos

A Comissdo Editorial faz a analise dos trabalhoesanle submeté-los a assess
cientifica. Nessa andlise, consideraenaspectos como escopo, apresentacao do
segundo as normas da revista, formulacdo do objatey forma clara, clareza

redacdo, fundamentacdo teodrica, atualizacdo daséaevda literatura, coeréncis
precisdo da metodologia, resultados com contribuiggmifecativa, discussao dos fat
observados em relacdo aos descritos na literatajdade das tabelas e figui
originalidade e consisténcia das conclusdes. Apépli@acdo desses critérios, s
numero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacichhsal de publicacéo,
aplicado o critério da relevancia relativa, pelalgsdo aprovados os trabalhos
contribuicdo para o avanco do conhecimento cieot#iconsiderada mais significati
Esse dtério é aplicado somente aos trabalhos que aterades requisitos de qualide
para publicacdo na revista, mas que, em razacegad®d numero, nao podem ser tc
aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitadosdevolvidos aos autores e
demaissao submetidos a andlise de assessores cientdgpesialistas da area técr
do artigo.

Forma e preparacdo de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditoogadem ter sido encaminhadc



outro periddico cientifico ou técnico. Dadmsblicados na forma de resumos, com 1
de 250 palavras, ndo devem ser incluidos no trabalh

S&o considerados, para publicacdo, os seguintes dip trabalho: Artigos Cientificc
Notas Cientificas, Novas Cultivares e Artigos devif@o, este Ultimo a@onvite dc
Editor.

Os trabalhos publicados na PAB séo agrupados ems &enicas, cujas principais s
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, d&gcnia, Fruticultura, Genétic
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

O texto deveser digitado no editor de texto Microsoft Word, espaco duplo, fon
Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, comigaas de 2,5 cm e com pagil

e linhas numeradas.

Organizacao do Artigo Cientifico

A ordenacao do artigo deve ser feita da seguimtegn

Artigos em portugués Fitulo, autoria, enderecos institucionais e elgtds, Resumc
Termos para indexacéo, titulo em inglés, Abstiackex terms, Introducdo, Materia
Métodos, Resultados e Discusséo, Conclusdes, Agnadetos, Referénciasabelas
figuras.

Artigos em inglés -Titulo, autoria, enderecos institucionais e elgtds, Abstrac
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termaom padexacdo, Introductio
Materials and Methods, Results and Discussion, [Dsimmns, Acknowldgements
References, tables, figures.

Artigos em espanhol Fitulo, autoria, enderecos institucionais e elgti@s, Resumel
Términos para indexacién; titulo em inglés, Abdirdadex terms, Introduccio
Materiales y Métodos, Resultados y Discusiomn€usiones, Agradecimient(
Referencias, cuadros e figuras.

O titulo, o resumo e os termos para indexacao desanvertidos fielmente para
inglés, no caso de artigos redigidos em portuguéspanhol, e para o0 portugués,
caso de artigos redigidos em inglés.

O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 pagjnasluindose as ilustracdes (tabe

e figuras), que devem ser limitadas a seis, sequEeossivel.

65



66

Titulo

Deve representar o conteudo e o objetivo do traballter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as cobgsn

Deve ser grafado em letras minusculas, excetaaitétial, e em negrito.

Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo comavi@al como “efeito” o
“influéncia”.

N&o deve conter nome cientificexceto de espécies pouco conhecidas; neste
apresentar somente o nome binario.

N&o deve conter subtitulo, abreviacdes, formulksisndolos.

As palavras do titulo devem facilitar a recuperagdartigo por indices desenvolvic

por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

Grafar os nomes dos autores com letra inicial ncalas por extenso, separados
virgula; os dois ultimos sdo separados pela corie”, “y” ou “and”, no caso d
artigo em portugués, espanhol ou em inglés, respeatnte.

O ultimo sobrenome de cada autor deve ser segwdand niumero em algarisr
arabico, em forma de expoente, entre paréntesesspondente a chamada de ende

do autor.

Endereco dos autores

S&o apresentados abaixo dos nomes dosesuto nome e o endereco postal comp
da instituicdo e o endereco eletrénico dos autamdg;ados pelo nimero em algaris
arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.

Os enderecos eletronicog @utores da mesma instituicdo devem ser sepapau

virgula.

Resumo

O termo Resumo deve ser grafado em letras miniscaleceto a letra inicial, |
margem esquerda, e separado do texto por travessao.

Deve conter, no méaximo, 200 palavras, incluindmeros, preposi¢des, conjungde

artigos.
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Deve ser elaborado em frases curtas e conter divahje material e os métodos,
resultados e a concluséao.

N&o deve conter citagdes bibliograficas nem abnesda.

O final do texto deve conter a principabnclusdo, com o verbo no presente

indicativo.

Termos para indexagao

A expresséo Termos para indexacao, seguida degpdntss, deve ser grafada em le
minusculas, exceto a letra inicial.

Os termos devem ser separados por virgula e iogiaom letra mindscula.

Devem ser no minimo trés e no maximo seis, corad®se que um termo po
possuir duas ou mais palavras.

N&o devem conter palavras que componham o titulo.

Devem conter o nome cientifico (s6 o0 nome binategspécie estudada.

Devem, peferencialmente, ser termos contidos no AGROVOCultivhgual
Agricultural Thesaurus (http://www.fao.org/aims/agro.htm) ou no Indice d

Assuntos da base SciELO (http://www.scielo.br).

Introducéo

A palavra Introducdo deve ser centralizada e geafamn letras minusculas, excet
letra inicial, e em negrito.

Deve ocupar, no maximo, duas paginas.

Deve apresentar a justificativa para a realizagdrabalho, situar a importancia
problema cientifico a ser solucionado e estabelsgarrelacdo com outros trabal
publicados sobre o assunto.

O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo denfoicoerente com o descrito

inicio do Resumo.

Material e Métodos

A expressao Material e Métodos deve ser centraizadrafada em negrito; os terr
Material e Métodos devem ser grafados com letrasissulas, exceto as letras iniciais.
Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem kigica.

Deve apreseat a descricao do local, a data e o delineamenexgerimento, e indici



os tratamentos, 0 numero de repeticdes e o tantboidade experimental.

Deve conter a descricao detalhada dos tratamenasareis.

Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

Os materiais e os métodos devem ser descritos de ouee outro pesquisador po
repetir o experimento.

Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensssrigbes de técnicas de
corrente.

Deve conter informagéo sobre os métodos estasties transformacdes de dados.
Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indspesis, grafdes em negrito, col

letras minusculas, exceto a letra inicial, na margsquerda da pagina.

Resultados e Discusséo

A expressdo Resultados e Discussaeedser centralizada e grafada em negrito,
letras minusculas, exceto a letra inicial.

Deve ocupar quatro paginas, no maximo.

Todos os dados apresentados em tabelas ou figewamdser discutidos.

As tabelas e figuras séo citadas sequencialmente.

Os dads das tabelas e figuras ndo devem ser repetidaexim mas discutidos €
relagdo aos apresentados por outros autores.

Evitar o uso de nomes de variaveis e tratament@viallos.

Dados nao apresentados ndo podem ser discutidos.

N&o deve conter afirmaeé que ndo possam ser sustentadas pelos dadogsoind
préprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

As chamadas as tabelas ou as figuras devem sas fedtfinal da primeira oracéo
texto em questdo; se as demais sentencas do pgarégfeziremse a mesma tabela
figura, ndo é necessaria nova chamada.

N&o apresentar os mesmos dados em tabelas e easfigu

As novas descobertas devem ser confrontadas comnleecmento anteriormer
obtido.

Conclusdes
O termo Conclusfes deve ser centralizadoaéado em negrito, com letras minudsct

exceto a letra inicial.
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Devem ser apresentadas em frases curtas, sem éoiogtdicionais, com o verbo
presente do indicativo.

Devem ser elaboradas com base no objetivo do habal

N&o podem consistir no resumo dos resultados.

Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

Devem ser numeradas € no maximo cinco.

Agradecimentos

A palavra Agradecimentos deve ser centralizadaatadga em negrito, com leti
minusculas, exceto a letra inicial.

Devem ser breves e diretos, iniciars-com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas
instituicoes).

Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

A palavra Referéncias deve ser centralizada e dmafem negrito, com letr
minusculas, exceto a letra inicial.

Devem ser déontes atuais e de periodicos: pelo menos 70%eafasncias devem ¢
dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6028BNiT, com as adaptacd
descritas a sequir.

Devem ser apresentadas em ordem étfed dos nomes dos autores, separado
ponto-e-virgula, sem numeracéao.

Devem apresentar os nomes de todos os autoresala ob

Devem conter os titulos das obras ou dos periédicafados em negrito.

Devem conter somente a obra consultada, no casitagéo de citacao.

Todas as referéncias devem registrar uma dataldieggfo, mesmo que aproximada.
Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas traisatiompletos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e o0 manejo sustentdeeécossistemas florestais.
SIMPOSIO LATINOAMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Sa
Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de Rasduacdo em Engenhe



Florestal, 2004. p.153-162.

Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HNGRIA, M. Identificacdo de QT
associados a simbiose enBeadyrhizobium japonicumB. elkanii e soja.Pesquise
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BIISTA, F.AS,;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO,.B.P.; LIMA, E.F. (Ed.).O
agronegocio da mamona no BrasilCampina Grande: Embrapa Algodao; Bras
Embrapa Informacéo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.OCultivo da mandioca na Regido Centrdsul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz dem#l Embrapa Mandioce
Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuariat@esistemas de producéo, 6).
Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenologico do trigo (cultivar IAC 2 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NG®AAVHRR . 2000. 152¢
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Carmspi{dampinas.

Fontes eletrGnicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTEAvaliagdo dos impactos econdmicos, socii
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria @& relatério do ano ¢
2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 200d8. Embrapa Agropecual
Oeste. Documentos, 66). Disponivel
<http://www.cpao.embrapa.br/publicacoes/ficha.pipg2DOC&num=66&ano=2004.
Acesso em: 18 abr. 2006.

CitacOes

N&o sdo aceitas citacdes de resumos, comunicagdogbedocumentoso prelo ot
gualquer outra fonte, cujos dados néo tenham sidbgados.

A autocitacao deve ser evitada.

Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10528BiNil, com as adaptac®
descritas a sequir.

Redacéo das citagbes dentro de parénteses

Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a penetra maiusculaseguido d
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virgula e ano de publicacao.

Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados copninzeira letra maiuscul
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de \drguano de publicacao.

Citagcdo com mais de dois autores: sobrenome deeparaute grafado com a primei
letra mailscula, seguido da expressao et al., eme faormal, virgula e ano
publicacao.

Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a andgrldgica e em seguida a ord
alfabética dos autores.

Citacdo de mais de uma obra dogsmos autores: 0os nomes destes ndo deve
repetidos; colocar os anos de publicacdo sepagaogrgula.

Citacdo de citacao: sobrenome do autor e ano dicacdio do documento origin
seguido da expresséao “citado por” e da citagadoda @onsultada.

Deve ser evitada a citacao de citacdo, pois ha dscerro de interpretacdo; no casi
uso de citacdo de citacdo, somente a obra conaullede constar da lista
referéncias.

Redacéo das citagbes fora de parénteses

Citagcbes com os nomes dos aatoiincluidos na sentenca: seguem as orient

anteriores, com 0s anos de publicacdo entre pagntsdo separadas por virgula.

Formulas, expressfes e equacdes matematicas

Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagm@seatar tamanho padronizaihn
fonte Times New Roman.

N&o devem apresentar letras em italico ou negétexcecdo de simbolos escr

convencionalmente em italico.

Tabelas

As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, algarismo ardabico,
apresentadas em folhas separadas, no final dq tede as referéncias.

Devem ser auto-explicativas.

Seus elementos essenciais séo: titulo, cabecatipo ¢colunas e linhas) e colt
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapées bibliograficas.

O titulo, com ponto no final, deve ser precedidgdiavra Tabela, em negrito; deve
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claro, conciso e completo; deve incluir o nome dgaulou cientifico) da espécie e
variaveis dependentes.

No cabecalho, os nomes das variaveis mpesentam o conteudo de cada cc
devem ser grafados por extenso; se isso nao faiebsexplicar o significado d
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

Todas as unidades de medida devem ser apresestglasglo o Sistema Internacio
de Unidades.

Nas colunas de dados, os valores numéricos dewvealirdgados pelo ultimo algarismo.
Nenhuma célula (cruzamento de linha com colunag diear vazia no corpo da tabe
dados nédo apresentados devem ser representadbgfgrgrcom uma nota-dedapé
explicativa.

Na comparacdo de médias de tratamentos sdo utiizad corpo da tabela, nalune
ou na linha, a direita do dado, letras minusculasmailsculas, com a indicacao
nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade

Devem ser usados fios horizontais para separabecato do titulo, e do corpo; usa-
los ainda na base da tddpepara separar o conteudo dos elementos compiaras
Fios horizontais adicionais podem ser usados delutrcabecalho e do corpo; néo
fios verticais.

As tabelas devem ser editadas em arquivo Word,dosas recursos do menu Tab
nao fazer esgamento utilizando a barra de espaco do teclads,awacurso recuo (
menu Formatar Paragrafo.

Notas de rodapé das tabelas

Notas de fonte: indicam a origem dos dados quetawnda tabela; as fontes dev
constar nas referéncias.

Notas de chamada: s@formacdes de carater especifico sobre partesiuiat, par
conceituar dados. Séo indicadas em algarismo axabec forma de expoente, er
parénteses, a direita da palavra ou do numeroituio,tno cabecalho, no corpo ou
coluna indicadora. Saopeesentadas de forma continua, sem mudanca de,
separadas por ponto.

Para indicacéo de significancia estatistica, séiaattas, no corpo da tabela, na foi
de expoente, a direita do dado, as chamadas nsignéibcativo); * e ** (significativo

a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).
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Figuras

S&o consideradas figuras: graficos, desenhos, neafmsgrafias usados para ilustre
texto.

S6 devem acompanhar o texto quando forem absolotamecessarias a documente
dos fatos descritos.

O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido alavpa Figura, do nimero ¢
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

Devem ser auto-explicativas.

A legenda (chave das convencfes adotadas) devecigda no corpo da figura, |
titulo, ou entre a figura e o titulo.

Nos gréficos, as designacbes das varidveis doss e Y devem ter inicia
maiusculas, e devem ser seguidas das unidadegantrgeses.

Figuras naariginais devem conter, apés o titulo, a fonte ddeoforam extraidas;
fontes devem ser referenciadas.

O crédito para o autor de fotografias € obrigatdriono também é obrigatério o créc
para o autor de desenhos e graficos que tenhaml@sgao criativa em sua elaboragéo.
As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo leima em todas as figur
devem ser padronizados.

Os pontos das curvas devem ser representados poaduees contrastantes, cot
circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheiosamios).

Os numeros que representam as grandezas e reapetiarcas devemchir fora dc
guadrante.

As curvas devem ser identificadas na propria figevééando o excesso de informac
gue comprometa o entendimento do grafico.

Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualitkckssaria a boa reprodu
gréfica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

Devem ser gravadas nos programas Word, Excel oal @oaw, para possibilitar
edicdo em possiveis corregoes.

Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

No caso de grafico de barras e colunas, usar edeatinza (exemplo: 0,52 50, 75 «
100%, para cinco variaveis).

N&o usar negrito nas figuras.

As figuras na forma de fotografias devem ter reg@ude, no minimo, 300 dpi e



gravadas em arquivos extenséao TIF, separados divamp texto.

Evitar usar cores nas figuras; as fotografias,popodem ser coloridas.

Notas Cientificas

Notas cientificas sdo breves comunicacdes, cujicagho imediata € justificada, [
se tratar de fato inédito de importancia, mas colame insuficiente para constituir
artigo cientifico completo.

Apresentacdo de Notas Cientificas

A ordenacéao da Nota Cientifica deve ser feita gaiste forma: titulo, autoria (com
chamadas para endereco dos autores), Resumo, T@an@sindexacao, titulo e
inglés, Abstract, Index terms, texto propriateedito (incluindo introducéo, materia
métodos, resultados e discussdo, e conclusdo, sesdo), Referéncias, tabelas
figuras.

As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdueasnas do Artigo Cientific
exceto nos seguintes casos:

Resumo com 100 palavras, no maximo.

Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se taleefagiras.

Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e tisiscoes (tabelas e figuras).
Novas Cultivares

Novas Cultivares sado breves comunicagcbes de adsivgue, depois deestadas
avaliadas pelo Sistema Nacional de Pesquisa Aguap@cSNPA), foram superiores
ja utilizadas e serao incluidas na recomendacabfi

Apresentacado de Novas Cultivares

Deve conter: titulo, autoria (com as chamadas padereco dos auts), Resumc
titulo em inglés, Abstract, Introducdo, Caracterést da Cultivar, Referéncias, tabel
figuras. As normas de apresentacdo de Novas Qusvsdo as mesmas do Art
Cientifico, exceto nos seguintes casos:

Resumo com 100 palavras, no maximo.

Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tateefagiras.

Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e gulastoacoes (tabelas e figuras).
A introducao deve apresentar breve historico ddharamento da cultura, indicando
instituicdes envelidas e as técnicas de cultivo desenvolvidas pgrarar determinac
problema.
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A expressdo Caracteristicas da Cultivar deve sgtada em negrito, no centro
pagina.

Caracteristicas da Cultivar deve conter os seqidélos: caracteristicas da planta
reacdo a doengas, produtividade de vagens e sanemedimento de grac
classificacdo comercial, qualidade nutricional aeligiade industrial, sempre compar:
com as cultivares testemunhas.

Outras informagdes

N&o ha cobranca de taxa de publicacgéo.

Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo rewdsagw no minimo do
especialistas.

O editor e a assessoria cientifica resergano direito de solicitar modificagfes |
artigos e de decidir sobre a sua publicacéo.

Sé&o de exclusiva responsabilidade @dogores as opinides e conceitos emitidos
trabalhos.

Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidosmmeparcialmente, sem
consentimento expresso do editorRkB.

Contatos com a secretaria da revista podem sesfpibr telefone: (61)3448-4231 e
3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@schrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informacgéo Tecnoldgica
Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB
Caixa Postal 040315

CEP 70770 901 Brasilia, DF

Envio de manuscritos

Os manuscritos devem ser submetidos conforme gi@stsucontidas no endereco:

http://www.sct.embrapa.br/seer





