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RESUM O - Visando aproducgo de hidrolisados de case-
ina para uso como suplemento dietético, estudou-se a oti-
mizacdo das condi¢Bes hidroliticas, empregando-se a pep-
sinaparaelevar osteores de di e tripeptideos. Os hidrolisax
dos foram fracionados pela CLAE de exclusio molecular,
seguida da quantificagao dos peptideos nas fraghes croma-

togréficas pelo método répido da Area Corrigida da Fra-
¢a0. Pelos resultados obtidos, infere-se que a obtencdo do
melhor perfil peptidico, para uso em dietas especiais, de-
pende da definicdo de alguns parémetros, tais como, pH,
relacdo enzimasushtrato e temperatura. Além disso, o cus-
to envolvido na preparacéo deve ser considerado.

TERMOS PARA INDEXACAO: Suplemento dietético, hidrdlise enzimética, caseina, peptideos, pepsina.

OPTIMIZATION OF CASEIN HYDROLYSISTO INCREASE
SMALL PEPTIDE CONTENTS: USE OF PEPSIN

ABSTRACT — With the aim of producing casein
hydrolysates for dietary use, the optimization of the
hydrolysis conditions, using pepsin, for increasing
di- and tripeptide contents was studied. The
hydrolysates were fractionated by size-exclusion
HPLC and the rapid Correct Fraction Area method

was used for quantifying the peptides. The results
showed that in order to have the best peptide profile
for special diets, certain parameters, such as pH,
enzyme:substrate ratio and temperature need to be
fixed. Also, the production costs must be taken into
account.

INDEX TERMS: Dietary supplement, enzymatic hydrolysis, casein, peptides, pepsin.

INTRODUCAO

O interesse pelos hidrolisados protéicos aumen-
tou nos Ultimos anos, uma vez que foi mostrado que
preparacBes contendo pequenos peptideos, especia-
mente di e tripeptideos, provenientes da hidrélise par-
cia de proteinas sdo absorvidas mais répida e comple-
tamente do que uma mistura equivalente de aminoéci-
dos livres (Hara et a., 1984; Kheohane et al., 1985;
Grimble et al., 1986).

A introducdo na dieta de hidrolisados ricos em
pequenos peptideos pode ser importante, no sentido de
propiciar melhor utilizago das proteinas, principal-

mente em determinadas situagbes como a que ocorre
em individuos com aergias a determinadas proteinas
ou com intolerancia alimentar, nos casos de deficiéncia
enzimatica (Chataud et a., 1988; Gonzéalez-Tello et al.,
1994).

Os hidrolisados protéicos tém sido utilizados em
paises desenvolvidos na fabricagdo de alimentos especi-
ais para diversos grupos, tais como 0s recém-nascidos
prematuros, as criangas com diarréia, gastroenterite,
mé-absorcdo e fenilcetonlria e ainda para pessoas com
alergia a determinadas proteinas, visto que o decrésci-
mo no tamanho dos peptideos tem relagdo direta com a
diminuic&o daimunogenicidade (Freitas et al., 1993).
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O vaor nutricional dos hidrolisados depende
da proteina de origem, do tipo de hidrdlise (enzima-
tica ou quimica) e do tamanho da cadeia peptidica.
A qualidade de uma proteina alimentar é funcdo da
natureza e de sua composi¢do em aminodacidos, es-
pecialmente os essenciais (Loosen et al., 1991; A-
nantharaman & Finot, 1993). A caseina foi selecio-
nada para o presente trabalho devido ao alto valor
nutricional e a elevada susceptibilidade a acéo catal i-
tica de todas as proteases conhecidas (Adachi et al.,
1991). A pepsina atua em uma faixa de pH de 1 a 4,
na qual a maioria das enzimas ou proteinas sofre
desnaturacdo (Yamamoto, 1975).

Com este trabalho, objetivou-se estudar diferen-
tes condicBes de hidrdlise, empregando-se a pepsing, a
fim de se obter hidrolisados de caseina com elevado te-
or de pequenos peptideos.

MATERIAL E METODOS

O sistema de CLAE consistiu de uma bomba
isocrética (série HP1100) e um  detector
espectrofotométrico em UV-VIS acoplado a um
computador com software HPchemstation (Avondale,
USA). Foi utilizada a coluna cromatogréfica [poli-
(2-hidroxietilaspartamida) silica - PHEA], 250 X
9,4 mm, 5mm e 200 A (PolylC, Columbia, MD). A
pepsina suina (P6887) e a caseina bovina (C7078)
foram adquiridas da Sigma (St.Louis, MO). O é&cido
cloridrico e o &cido férmico foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Germany). A agua para uso no croma-
tégrafo foi purificada através da passagem pelo Sis-
tema de Purificagdo de Agua Aries (Vaponics, EUA).

Todos os solventes usados foram cuidadosamente des-
gaseificados em banho de ultra-som.

Preparo dos hidrolisados de caseina

Foram preparados sete hidrolisados protéicos.
As solugdes de caseina a 0,25 g% (p/v) em tampéo fos-
fato 0,01 molL™ (pH 1,9 e 2,5) foram, inicialmente,
pré-aquecidas em banho-maria a 90°C por 30 min. Pos-
teriormente, a temperatura foi gjustada para cada caso,
e apepsina foi adicionada numa dada concentracéo, de
maneira a obter arelagdo Enzima:Substrato desgjada. O
tempo total de reagdo foi de 5 horas, com excecdo de
H5 e H6, para os quais a hidrélise teve duragdo de 3
horas e 1 hora, respectivamente. Os pardmetros das re-
acOes estéo apresentados na Tabela 1.

Fracionamento dos hidrolisados de caseina

O fracionamento dos hidrolisados foi realizado
por CLAE-EM em coluna PHEA, como descrito por
Silvestre et al. (1994b). As amostras foram dissolvidas
a uma concentracdo de 1% (p/v) em solucdo de &cido
formico 0,05 mol L™ (pH préximo a 2,5) e cromatogra-
fadas a temperatura ambiente, sob condicfes isocrati-
cas, aum fluxo de 0,5 mLmin™, durante 35 min. A fase
movel foi filtrada, através de membrana de 0,45 um, e
sonicada imediatamente antes do uso. A deteccdo dos
picos cromatogréficos foi efetuada em trés comprimen-
tos de onda: 230, 280 e 300 nm. As amostras foram a
nalisadas em triplicatas e as fragdes foram separadas de
acordo com o tempo de retencdo, sendo F1 de 13,7 a
18,2min; F2 de 18,2 a 21,7 min; F3 de 21,7 a22,7 min;
eF4 de 22,7 a32min.

TABELA 1 - Parametros hidroliticos empregados no preparo dos hidrolisados de caseina pela pepsina.

Hidrolisados protéicos Temperatura (°C) pH * E:S (%) Tempo (h)
H1 40°C 19 2 5
H2 40°C 19 4 5
H3 40°C 25 4 5
H4 37°C 19 4 5
H5 40°C 19 4 3
H6 40°C 19 4 1
H7 60°C 19 4 5

* E:S=relagdo enzima:substrato
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Quantificacdo de peptideos e aminoacidos li-
vres nos hidrolisados de caseina

O método réapido da Area Corrigida da Fragio
(ACF) desenvolvido por Silvestre et a. (1994b), foi uti-
lizado para quantificar os peptideos e aminoacidos li-
vres presentes nos hidrolisados de caseina. As amostras
foram fracionadas e os valores da ACF, calculados, a
partir de uma curva padrdo, preparada como descrito
por Morato et a. (2000).

Andlise Estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em tri-
plicata. Para a determinagdo das diferencas entre as
médias e do contelido de aminoécidos das fragdes cro-
matogréficas dos hidrolisados de caseina, foram feitos a
Andlise Fatorial e o Teste de Duncan (Pimentel-Gomes,
1990).

RESULTADOSE DISCUSSAOQ

Fracionamento por cromatografia liquida de
alta eficiéncia - exclusio molecular

Como exemplo, o perfil cromatografico do hi-
drolisado H4, a 230 nm, esté apresentado na Figura 1.
Conforme descrito anteriormente (Silvestre et 4.,
1994a; Morato et a., 2000), os hidrolisados protéicos
foram separados em quatro fragdes. A fragdo 1 corres-
ponde aos peptideos que contém mais que 7 residuos de

Ag3o

F1

aminoacidos; a fragdo 2, de 4 a 7 residuos; a fragdo 3,
de di e tripeptideos e a fragdo 4, que contém 0s amino-
acidos livres. Os Ultimos dois picos na fracdo 4 corres-
pondem atirosina (pico Y) e triptofano (pico W). Assim
sendo, a técnica de CLAE-EM empregada no presente
trabalho mostrou ser eficiente na caracterizagéo de hi-
drolisados protéicos, especialmente nos casos em que o
interesse est4 voltado para o fracionamento de pepti-
deos de baixa massa molecular, ou sga, inferior a 1000
Da.

Muitos trabalhos sdo relatados na literatura a
bordando o fracionamento de peptideos de hidrolisados
protéicos, de acordo com o tamanho molecular, empre-
gando diferentes técnicas. A maioria refere-se aos pep-
tideos de elevada massa molecular (> 1000 Da). O
principal método refere-se aeletroforese em gel de poli-
acrilamida - dodecil sulfato de sodio, SDS-PAGE (S
chmidt & Poll, 1991; Perea et al., 1993; Gallagher et
al., 1994); cromatografia de exclusdo molecular, SEC
(vallgo-Cordoba et al., 1986; Deeslie & Cheryan,
1988; Adachi et a., 1991; Zhang et al., 1992; Parra-
do et ., 1993); CLAE de troca de ligante, CLAE-TL
(Ford et a., 1986; Armstead & Ling, 1991; Aubry et
a., 1992); e CLAE-EM (Chobert et a., 1988; Lemieux
& Amiot, 1989; Visser et a., 1992). Entretanto, o em-
prego dessas técnicas tem demonstrado uma série de
inconvenientes, tais como interagdes secundarias (ele-
trostéticas ou hidrofdbicas) entre os solutos e a fase es-
tacionaria (Kopaciewicz & Regnier, 1982; Golovchen-
ko et d., 1992) e a ineficiéncia para separar pequenos

T
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FIGURA 1 — Perfil cromatogréfico do hidrolisado H4 (4%, pH 1,9, 37°C, 5h) a 230 nm. Fi:
grandes peptideos (> 7 residuos de aminoéacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de aminoéciods); F3: di-e
tripeptideos; F4: aminoacidos livres. Y = pico datirosina, W = pico do triptofano.
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peptideos (Lemieux et a., 1991). O uso da SEC e da
CLAE-TL mostrou ser capaz de separar apenas pepti-
deos de aminoacidos. Outros autores, empregando a
CLAE-EM (Lemieux & Amiot, 1989, Lemieux et a.,
1991) ou a CLAE capilar (Davis & Lee, 1992), relata-
ram a dificuldade de separar os peptideos de acordo
com o tamanho da cadeia, tendo observado uma super-
posicdo de pesos moleculares.

Distribuicdo de tirosina e triptofano nas fra-
¢Oes cromatogr aficas

Para uma avaliagdo mais precisa dos hidrolisa-
dos protéicos, calculou-se a distribuicdo de tirosina e
triptofano nas diferentes fragdes cromatograficas, espe-
cialmente na fragdo F3, visto que di e tripeptideos re-

presentam a forma mais facilmente assimilavel desses
dois aminoé&cidos. Além disso, considerando-se a baixa
solubilidade da tirosina livre, seria interessante a sua
substituicdo em preparactes dietéticas, por di e tripep-
tideos contendo altos teores de tirosina solavel (Furst et
a., 1990). Quanto ao triptofano, acrescenta-se, ainda,
que sendo esse aminoécido importante para reduzir a
laténcia do sono em criangas, seria importante a sua
avaliacdo, especialmente no caso do preparo de formu-
lagdes infantis, a base de hidrolisados protéicos (Stein-
berg et a., 1992).

A distribui¢go foi estimada baseando-se nas
&reas relativas dos dois residuos a 230 nm. Como
apresentado na Tabela 2 , o hidrolisado H7 foi o que
apresentou os teores mais elevados de tirosina e trip-
tofano na forma de di e tripeptideos.

TABELA 2 - Distribuicéo de tirosina e triptofano nas fracbes cromatograficas dos hidrolisados de caseina, a

230 nm.
Fracdes cromatogr aficas (% da area total)
Hidrolisados Aminoéacidos
F1 F2 F3 F4
Tyr 0,70 8,48 82,00 8,81
i Trp 11,07 6,62 62,8 19,51
Tyr 45,64 16,24 24,11 14,02
e Trp 6,65 16,06 23,24 54,05
Tyr 1,96 21,52 40,30 36,20
e Trp 13,29 8,07 52,56 26,08
Tyr 11,27 20,70 47,26 20,77
i Trp 11,69 20,14 44,22 23,95
Tyr 10,15 68,17 15,48 6,20
o Trp 14,66 6,35 41,17 37,82
Tyr 8,79 45,73 37,38 8,10
o Trp 20,65 6,17 16,29 56,89
Tyr 0,04 0,42 98,48 1,06
g Trp 0,21 0,05 99,37 0,37

*QOs valores representam a média das triplicatas. F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2:
médios peptideos (4 a 7 residuos de aminoéacidos); F3: di-etripeptideos; F4: aminoacidos livres.
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Comparacao entre os diferentes tratamentos
enzimaticos
0 Efeito darelacdo Enzima:Substrato (E:S)

A influéncia da relagéo enzima : substrato na
acdo da pepsina sobre a caseina pode ser avaliada na
Figura 2. Observa-se que a duplicagdo da relacéo
enzima : substrato de 2% para 4% (hidrolisados H1
e H2, respectivamente), apesar de ndo ter alterado
significativamente o contetdo das fragdes F1, F2 e
F4, contribuiu para elevar os niveis de di e tripepti-
deos de 2% para 10%, apresentando-se como uma
alternativa vantajosa na obtencdo de hidrolisados
protéicos ricos em pequenos peptideos. A relagéo
enzima : substrato, assim como o tempo de hidrdli-
se, poderiam ser aumentados, a fim de se obter graus
de hidrdlise mais acentuados. Essas alteracdes, en-
tretanto, devem ser avaliadas economicamente, no
caso de uma aplicagdo industrial. Sabe-se, ainda,
que reagao hidrolitica com duragéo superior a 5 ho-
ras pode favorecer a contaminagdo microbiana des-
sas preparagdes protéicas (Chataud et al., 1988; Lo-
osen et al., 1991).
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Considerando-se os principais pontos de afini-
dade da pepsina sobre a molécula de caseina, esse au-
mento no teor de di e tripeptideos, devido a maior quan-
tidade de enzima adicionada, era esperado (Ottesen &
Svendsen, 1970; Smith et a., 1970; Markland & Smi-
th, 1971). Ao elevar arelagdo E:S da subtilisina (enzi-
mado Bacillus licheniformis) ha mesma proporgdo, no
preparo de hidrolisados de caseina, Morato et al. (2000)
mostraram uma ateracdo significativa de todas as fra-
¢Oes, tendo sido observado um decréscimo dos teores de
grandes peptideos e de aminoécidos livres, e um au-
mento dos niveis de médios e di e tripeptideos. Esses
resultados diferem da afirmativa de Gonzélez-Tello et
a. (1994) de que uma alteragdo narelagdo E:S ndo e
xerce qualquer influéncia na distribuicio de peptideos
nas fragdes cromatogréficas de hidrolisados protéicos.

Loosen et a. (1991) testaram o emprego da sub-
tilisina na hidrélise da caseina, variando-se a relacéo
E:S de 1 a 4%, sendo os melhores resultados obtidos
empregando-se a relagdo E:S de 2%, levando a obten-
¢80 de um hidrolisado contendo 75% de di e tripepti-
deos e apenas 5% de aminoéacidos livres.
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FIGURA 2 — Efeito darelagcdo E:S na acdo da pepsina sobre a caseina. H1: 2%; H2 : 4%. F1:
grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de aminoacidos); F3: di- e
tripeptideos; F4: aminoécidos livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por letras
iguais ndo diferem entre si (p < 0,05) na comparagdo de uma mesma fragdo para diferentes hidrolisados. Médias
indicadas por nimeros iguais ndo diferem entre s (p < 0,05) nacomparacéo de diferentes fracdes de um hidrolisado.
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Por outro lado, Freitas et a. (1993) ndo observa-
ram uma ateracdo do perfil cromatografico de um hi-
drolisado de caseina, @ aumentar de 3,7 vezes a con-
centracdo de pancreatina. Segundo os autores, esse li-
mite aparente na hidrdlise da caseina pode estar rela-
cionado, pelo menos em parte, asua seqiiéncia de ami-
noécidos e a especificidade da enzima empregada. Ape-
sar de esses resultados estarem de acordo com o relato
de Gonzdlez-Tello et al. (1994), uma explicacdo para
isso poderia ser a de que 0s suportes cromatograficos
empregados por esses autores teriam sido menos efi-
cientes para a separagdo de peptideos, de acordo
com o tamanho da cadeia, especialmente de di e tri-
peptideos (Kopaciewicz & Regnier, 1982; Lemieux
et al., 1991).

Com relagdo adistribuicdo de tirosina e triptofa-
no (Tabela 2), o aumento na relagdo E:S de 2% para
4% (hidrolisados H1 e H2, respectivamente) foi desvan-
tajoso, pois levou a reducdo no contelido de ambos os
aminoécidos na forma de di e tripeptideos. Por outro
lado, a0 promover essa mesma alteracdo empregando-
se a subtilisina para hidrolisar a caseina, Morato et al.
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(2000) ohtiveram resultados benéficos, apresentando
teores mais el evados desses aminoécidos na fragéo F3.

O 3.2 Efeito datemperatura

O efeito da temperatura na agdo da pepsina so-
bre a caseina esta apresentado na Figura 3. Observa-se
gue a variagdo da temperatura de 37°C para 40°C (hi-
drolisado H4 e H2, respectivamente) ndo aterou os teo-
res de médios e di e tripeptideos, como também os de
aminoacidos livres, mas, por outro lado, contribuiu pa
rareduzir o teor de grandes peptideos (62% para 51%).

Aumentando-se ainda mais a temperatura de 40°C
para 60°C (H2 e H7, respectivamente), obteve-se uma ee-
vacdo na quantidade de grandes peptideos de 51% (H2)
para 57% (H7), e o contelido de di e tripeptideos foi redu-
Zido de 10% em H2 para 5% em H7. N&o houve diferencas
em relagdo aos nivels de médios peptideos e aminoécidos
livres. Conclui-se, portanto, que 0 anprego de temperatura
superior a 37°C gpresentou vantagem minima, do ponto de
vistanutricional, pois somente provocou reducdo dos teores
de grandes peptideos, ao passar para40°C.
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FIGURA 3 — Efeito datemperatura na agdo da pepsina sobre a caseina. H2: 40°; H4: 37°C; H7:
60°C. %. F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de aminoa-
cidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoéacidos livre. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias in-
dicadas por letrasiguais ndo diferem entre si (p < 0,05) na comparagdo de uma mesma fragéo para diferentes hi-
drolisados. Médias indicadas por nimeros iguais ndo diferem entre si (p < 0,05) na comparagdo de diferentes fra-

¢Oes de um hidrolisado.
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Assim, a temperatura de 37°C foi a escolhida
para o preparo dos hidrolisados, uma vez que o empre-
go de vaores mais elevados poderia ocasionar uma ele-
vacdo no custo final do produto. O efeito da elevagdo da
temperatura (de 40 para 50°C) sobre o perfil peptidico
de hidrolisados de caseina, obtidos pela agcdo da subtili-
sing, foi, também, estudado recentemente. Assim, Mo-
rato et al. (2000) mostraram que 0 emprego da tempe-
ratura acima de 40°C foi prejudicia do ponto de vista
nutricional, tendo obtido resultados semelhantes ao pre-
sente trabalho, ao se passar de 40 para 60°C.

Esses resultados ndo estdo de acordo com Cha-
taud et al. (1988) e Loosen et al. (1989), que sugerem o
emprego de temperaturas acima de 40°C no preparo de
hidrolisados subtilisinicos ricos em di e tripeptideos.
Segundo esses autores, esse procedimento pode, ainda,
contribuir para a reducdo do tempo de hidrélise, sem
provocar significativa desnaturagdo da enzima, aém de
minimizar a contaminag&o microbiana.

A distribuicdo de tirosina e triptofano (Tabela 2)
também foi influenciada pela mudanca na temperatura
de hidrélise. Assim, ao passar de 37°C (H4) para 40°C
(H2), observou-se uma reducdo nos teores desses ami-
noé&cidos na fragdo F3. Efeito contrério foi obtido ao se
elevar ainda mais a temperatura de 40°C (H2) para
60°C (H7), e esse Ultimo caso representa 0 mais vanta
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joso tratamento, dentre os trés estudados. Por outro la-
do, Morato et a. (2000) observaram um aumento de 5
vezes apenas no contelido de tirosina presente na forma
de di e tripeptideos, ao elevar a temperatura de 40°C
para 50°C, utilizando-se a subtilisina na hidrélise da
caseina

0 3.3 EfeitodopH

A influéncia do pH na agcdo da pepsina sobre a
caseina esta representada na Figura 4. O melhor resul-
tado foi obtido no pH 1,9, uma vez que o hidrolisado
H2 apresentou 0 menor teor de grandes peptideos
(51%) e maior de di e tripeptideos (10%), quando com-
parado ao hidrolisado preparado no pH 2,5 (H3). Em
relacdo as quantidades de médios peptideos e aminoaci-
dos livres, ndo houve diferencas significativas entre es-
ses dois hidrolisados.

Considerando-s2 que a faixa étima de pH para a
acdo da pepsina é de 1 a 4, pode-se concluir que os
resulteados agui  descritos assemelham-se aos
apresentados por Morato et a. (2000), uma vez que,
a0 trabalhar com dois valores de pH (7,5 e 8,0) Stuados
na faixa étima de acdo da subtilisina (7,0-8,0), foram
obtidos diferentes perfis cromatogréficos. Ao contrério
do que foi descrito para as fragdes cromatogréficas, a
melhor

OH2
OH3

0,00
F1

al/3
al/3 a3
= [
F2 F3 F4

Frag6es cromatograficas

FIGURA 4 — Efeito do pH na agdo da pepsina sobre a caseina. H2: pH = 1,9; H3: pH = 2,5. %. F1: Grandes pepti-

deos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de aminoaddos); F3: di e tripeptideos;

F4. aminoécidos livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por letrasiguais ndo

diferem entre si (p < 0,05) na comparagdo de uma mesma fragdo para diferentes hidrolisados. Médias indicadas

por nimeros iguais ndo diferem entre si (p < 0,05) na comparagdo de diferentes fragbes de um hidrolisado.
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distribuicdo dos aminoécidos arométicos (Tabela 2) foi
obtida no pH 2,5, visto que o hidrolisado H3 apresentou
0s teores mais elevados desses aminoécidos na forma de
di e tripeptideos.

Ainda é importante ressaltar que esse compor-
tamento pode ser explicado provavel mente pela carga
dos residuos de aminoécidos nas moléculas da enzima e
da caseina em diferentes vaores de pH, afetando a dispo-
nibilidade das ligagdes peptidicas ao ataque enzimético e,
conseqlientemente, alterando os produtos obtidos.

CONCLUSAO

A acdo da pepsina foi mais eficiente na produ-
¢do de di e tripeptideos, quando se empregou E:S a 4%,
pH de 1,9 e temperatura de 37°C (H4) ou 40°C (H2).
Além disso, esses hidrolisados (H4 e H2) apresentaram
outras vantagens, para serem usados em dietas especi-
ais, ou sgja, maiores teores de peptideos com massa mo-
lecular média de 500Da (F2 + F3), a menor porcenta
gem de peptideos com massa molecular maior que
800Da (F1), bem como o nivel mais baixo de amino&
cidoslivres. Em relacdo adistribuicéo de tirosina e trip-
tofano na forma de di e tripeptideos, o emprego da
temperatura de 60°C (H7) apresentou teores mais ele-
vados desses dois aminoéacidos na fragdo F3; entretanto,
para a escolha da melhor preparacdo enzimética, deve
também ser considerada a vantagem, do ponto de vista
econdmico, de se aplicar temperaturas mais baixas.
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