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diafiltracdo para hidrolise enzimatica e obtencado de peptideos
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Orientadoras: Dra. Juliana Steffens

Dra. Clarice Steffens

RESUMO: O objetivo do presente estudo foi concentrar e diafiltrar o soro de leite
ovino em membrana de ultrafiltracdo, caracteriza-lo quanto as suas propriedades
qguimicas e funcionais. Averiguar a atividade enzimética da protease corolase H-
pH, analisar a condicdo de pH e temperatura para obter a maior atividade
enzimatica e verificar a melhor concentracao de enzima (1 e 10%). Investigar a
hidrolise do concentrado proteico de soro de leite ovino diafiltrado (CPSLOD)
solucéo 10% (p/v) emtempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h e as atividades antimicrobiana
e antioxidante. Além disso, avaliar o perfil peptidico, do hidrolisado que se
destacasse frente as propriedades investigadas. O processo ultrafiltracao (UF)
associado ao processo de diafiltracdo (DF) em membrana de 10kDa na
concentragédo de soro de leite ovino, incrementou em aproximadamente duas
vezes 0 conteudo de proteina total (84.30%) e favoreceu o incremento no
percentual proteina solavel em 11.90%, além de reduzir os teores de lactose e
de melhorar as propriedades funcionais conferindo uma emulsdo mais estavel.
A protease corolase H-pH apresentou atividade enzimatica de 482 U/mL em pH
8 e 60°C obteve-se a maior atividade. O uso de 10% de enzima, incrementou
apenas 9.0% no grau de hidrdlise, por esta razdo, optou-se por conduzir 0os
testes com a menor concentragdo enziméatica (1%). Embora todos os tempos de
hidrolise tenham apresentado atividade antioxidante (IC50 1.32 a 1.56 mg/mL) e
antimicrobiana frente a bactérias Gram-positiva (Listéria monocytogenes) e
Gram-negativa (Salmonella choleraesuis) com faixa de concentragéo inibitéria
minima (CIM) de 5 a 20 mg/mL, o tempo de 1h apresentou melhores resultados.
O hidrolisado em 1h de reacédo em relacdo ao tempo de 5h apresentou o maior
namero de péptidos em intervalo de 300 a 500m/z (23.28%), também foram
encontrados maiores percentuais de péptidos em faixa de 4.000m/z (13.77%) e
5.000m/z (4,59%) comparado ao tempo de 5h de hidrélise que apresentou
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valores de 11.99 e 1.75%, respectivamente. Além disso, pétidos =212.000 m/z
foram reduzidos em 49,04% em tempo de hidrélise de 5h. Nas faixas
mencionadas, o numero de peptideos foi superior em 1h de hidrolise e poderiam
estar relacionados ao destaque frente as propriedades bioativas investigadas.
As diferencas na distribuicdo do niumero de peptideos em toda faixa investigada
(300 — 20.000 m/z) em MALDI-TOF, foi alterada com o tempo de hidrélise, o que
pode ter contribuido para degradacdo das sequéncias péptidas ativas das
moléculas. A protease corolase H-pH apresentou-se eficiente na hidrolise das
soro proteinas B-Lg e a-La ja na 12 hora de reacdo. O concentrado proteico de
soro de leite ovino diafiltrado (solugéo 10% (p/v) em 60°C, pH 8,0) hidrolisado
com enzima corolase H-pH (1% baseado no conteudo proteico) em 1 h de
reacdo, € recomendado como ideal para a obten¢do de peptideos com atividade
antioxidante e antimicrobiana frente a Salmonella choleraesuis e a Listéria
monocytogenes.

Palavras-chave: hidrolise, proteinas, antioxidante, antimicrobiano, soro de leite
ovino, propriedades funcionais, peptideos.



Abstract: The objective of the present study was to concentrate and diafilter the
sheep milk whey on ultrafiltration membrane, to characterize it as to its chemical
and functional properties. To verify the antioxidant activity of the protease
corolase H-pH, to analyze the best condition of pH and temperature to obtain the
highest enzymatic activity and to verify the best concentration of enzyme (1 and
10%). To investigate the hydrolysis of diafiltered sheep whey protein concentrate
(CPSLOD) solution 10% (p/v) at times of 1, 2, 3, 4, 5 and 6 hours and
antimicrobial and antioxidant activities. In addition, to evaluate the peptide profile
of the hydrolyzate that stood out against the investigated properties. The
ultrafiltration (UF) process associated with the diafiltration process (DF) in 10kDa
membrane in sheep serum concentration increased approximately twice the total
protein content (84.30%) and favored the increase in the percent soluble protein
in 11.90%, in addition to reducing the lactose contents and improving the
functional properties giving a more stable emulsion. The pure protease presented
enzymatic activity of 482 U/mL and at pH 8 and 60 ° C the highest activity was
obtained. The use of 10% of enzyme, increased only 9.0% in the degree of
hydrolysis, for this reason, it was decided to conduct the tests with the lowest
enzyme concentration (1%). Although all the hydrolysis times presented anti-
oxidant activity (IC 50 1.32 to 1.56 mg/mL) and antimicrobial activity against
Gram-positive  (Listéria monocytogenes) and Gram-negative bacteria
(Salmonella choleraesuis) with minimum inhibitory concentration range MIC) of 5
to 20 mg/mL, the time of 1h presented better results. The hydrolyzate in 1h
reaction with respect to the time of 5h had the highest number of peptides in the
range of 300 to 500 m/z (23.28%), also the highest percentages of peptides were
found in the range of 4.000 m/z (13.77%) and 5.000 m/z (4.59%) compared to
the 5 hours hydrolysis time, which presented values of 11.99 and 1.75%,
respectively. In addition, peptides 212.000 m/z were reduced by 49.04% at a
hydrolysis time of 5h. In the mentioned bands, the number of peptides was higher
in 1h of hydrolysis and could be related to the prominence against the bioactive
properties investigated. Differences in the distribution of the peptide number in
the entire investigated range (300-20.000 m/z) in MALDI-TOF were altered with
the hydrolysis time, which may have contributed to the degradation of the active
peptide sequences of the molecules. The protease corolase H-pH was efficient
in the hydrolysis of serum proteins 3-Lg and a-La in the first hour of reaction. The
diafiltered sheep whey protein concentrate (10% (p/v) solution at 60°C, pH 8.0)
hydrolyzed with corolase H-pH enzyme (1% based on protein content) in 1 hour
of reaction, is recommended as an ideal for obtaining peptides with antioxidant
and antimicrobial activity against Salmonella choleraesuis and Listéria
monocytogenes.

Key words: hydrolysis, proteins, antioxidant, antimicrobial, sheep's milk,
functional properties, peptides.
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1 INTRODUCAO

O soro de leite é a fracdo liquida resultante da coagulacdo do leite e
remocao de caseina na fabricacéo de queijo. Durante a producédo do queijo 85 a
90 % do volume total € soro de leite, 0 qual contém, em torno de 55 % dos
nutrientes do leite incluindo proteinas de alto valor biolégico, lactose, vitaminas
soltveis e minerais (ANTUNES, 2003; ATRA et al., 2005). Em comparacao ao
soro de leite bovino, o soro de leite ovino apresenta maior conteudo proteico e
corresponde em média a 20 % do total das proteinas encontradas no leite.
Dentre as proteinas presentes em soro de leite encontram-se a beta-
lactoglobulina (B-Lg) e a alfa-lactoalbumina (a-La), as quais correspondem a
70% das proteinas presentes e sdo as principais responsaveis pelas
propriedades biolégicas e funcionais, tais como capacidade emulsificante,
formacao de espuma, solubilidade, entre outros (TRONCO, 2013).

No entanto, os fatores que dificultam o aproveitamento do soro sdo 0s
elevados conteudos de &gua, lactose e sais. Uma alternativa para a
concentracdo do soro é o uso da ultrafiltracdo (UF), pois tem-se apresentado
eficiente na preservacéo das propriedades proteicas do soro em virtude de nédo
necessitar do uso de temperaturas elevadas. O emprego do processo de
diafiltracdo, associado a ultrafiltracao, tem contribuido para a reducéo nos teores
de lactose e incremento no percentual de proteina (TSAKALI et al., 2015).

As proteinas sdo nutricionalmente importantes devido ao fornecimento de
aminoacidos essenciais (PIRES et al., 2006). Na ingesta de proteinas, os
aminoacidos primarios sdo hidrolisados por enzimas proteoliticas no trato
gastrintestinal e liberam os chamados aminoacidos incomuns, fragmentos
denominados de peptideos bioativos, 0s quais estdo criptografados dentro das
proteinas do soro de leite e encontram-se inativos até a sua liberacdo
(HERNANDEZ-LEDESMA, RAMOS e GOMES-RUIZ, 2011; JEEWANTHIKIM et
al.,, 2017). Peptideos bioativos podem ser definidos como componentes
alimentares que independente das suas func¢des nutritivas desempenhe uma
atividade de regulacdo no organismo humano (GOBBETTI, MINERVINI, e
RIZZELLO, 2004). Estudos revelam que um incremento na atividade biolégica
pode ser constatada apds a hidrélise das proteinas por via quimica, processo

fermentativo ou tratamento enzimatico (VAN DER VEM et al, 2002;

1


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Tsakali%2C+Efstathia

HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2005; PENAS et al., 2006; HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2006; HERNANDEZ-LEDESMA, RAMOS e GOMES-RUIZ,
2011; CORREA et al., 2014; JEEWANTHIKIM et al., 2017). A aplicacdo de
enzimas tem apresentado maiores beneficios em detrimento ao uso de acidos e
bases, em virtude da preservacdo de aminoacidos, ndo exigéncia de remocéao
do sistema e por requererem guantidades menores para atuacdo. Além disso,
hidrolisados proteicos a partir de enzimas, tem melhorado as propriedades
nutricionais e funcionais (PACHECO et al.,2005; PAGNO et al., 2009; SILVA et
al., 2009; ALMEIDA et al., 2013).

Propriedades multifuncionais de peptideos podem ser encontradas em
diferentes matérias primas proteicas. Atividade antimicrobiana e capacidade
antioxidante podem ser reconhecidas isoladamente ou atuarem sinergicamente
como resposta para a obtencdo de mais de uma atividade reguladora. Os
peptideos derivados de soro de leite ovino podem apresentar atividades
bioldgicas devido a homologia entre as proteinas bovinas, apesar disso, poucos
peptideos liberados a partir deste soro tem sido relatados (BAKER et. al., 2000
HERNANDEZ-LEDESMA, RAMOS e GOMES-RUIZ, 2011).

Frente a essas caracteristicas a utilizacao de soro de leite ovino no setor
alimenticio poderia propiciar a agregacao de valor através de sua incorporacao
como ingrediente. Pesquisas envolvendo essa tematica voltada ao soro de leite
da espécie ovina ainda sdo escassas quando comparadas ao numero de
pesquisas em concentrados de soro de leite bovino.

Nesse contexto, o objetivo geral do presente estudo foi concentrar e
diafiltrar o soro de leite ovino em membrana de ultrafiltracdo, caracteriza-lo
guanto a caracteristicas quimicas e funcionais, além de submeter o concentrado
proteico de soro de leite ovino diafiltrado a hidrolise enzimatica (corolase H-pH)
e avaliar potencial antioxidante, antimicrobiano e o perfil peptidico dos
hidrolisados. Para tal, os seguintes objetivos especificos foram delineados:

e Concentrar e diafiltrar o soro de leite ovino utilizando membrana espiral
de ultrafiltracdo de 10kDa, pressao de 2 bar e fator de concentracao (FC)

8.

e Caracterizar o soro de leite ovino (SLO), o concentrado proteico de soro
de leite ovino (CPSLO) e o concentrado proteico de soro de leite ovino

diafiltrado (CPSLOD), quanto ao conteudo proteico, fracdes proteicas
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(eletroforese), lipidico, lactose, cinzas, solidos totais, umidade, pH,
condutividade e cor.

Determinar as propriedades funcionais (solubilidade e emulsificagao) do
CPSLO e do CPSLOD.

Avaliar as fragdes proteicas (eletroforese) do permeado do processos de
ultrafiltracdo (UF) e diafiltracdo (DF), conteldo proteico, lactose e cinzas
Mensurar a atividade enzimatica da protease comercial, corolase H-pH.
Investigar o efeito do pH e temperatura, por meio de um planejamento
fatorial completo 22, na atividade enzimatica da protease (corolase H-pH)
do CPSLOD.

Estudar o grau de hidrélise da proteina do CPSLOD (solucdo 10% p/v)
com 1 e 10% (baseado no conteudo proteico) de enzima, corolase H-pH.
Avaliar o grau de hidrélise e a capacidade antioxidante e antimicrobiana
em diferentes tempos de reacéo (1, 2, 3,4, 5, e 6 h).

Determinar qualitativamente o perfil peptidico do hidrolisado que se

destacou frente a atividade antimicrobiana e antioxidante.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item, serdo apresentados aspectos teodricos sobre a composicao do
soro de leite ovino, processos de separacao por membranas (PSM) com énfase
no processo de ultrafiltracdo (UF) empregado neste trabalho e algumas

propriedades biolégicas dos compostos bioativos.

2.1 Soro de Leite

De acordo com a Portaria N° 53, de 10 de abril de 2013, o soro de leite é
definido como sendo produto lacteo liquido extraido da coagulacdo do leite
destinado a fabricacdo de queijos, caseina e produtos similares, podendo
apresentar-se na forma liquida, concentrada ou em p6. Em caso de coagulacdo
enzimatica, o pH do soro devera encontrar-se na faixa de 6,0 a 6,8, enquanto
gue na coagulacdo por acidificacdo, devera apresentar-se abaixo de 6,0. Na
designacéo do soro de leite de outros animais deve denominar-se segundo a
espécie de que proceda (BRASIL, 2013).

A Associacao Brasileira das Industrias de Queijos (ABIQ) em uma matéria
publicada em julho 2015 apresentou dados do Euromonitor International para o
mercado de queijos com projecdes positivas para o Brasil, o qual deve aumentar
em trés vezes as vendas entre 2010 e 2020 alcancando valores de 9,9 bilhdes
de dodlares, com esse avango, o Brasil ultrapassaria a Italia e ocuparia o quinto
lugar do mercado mundial de queijo (ABIQ, 2015).

Devido ao volume de soro gerado no processo de producado de queijos, 0
mesmo passa a ser o principal co-produto da industria de laticinios. Sua
importéancia nutricional estad relacionada aos percentuais de nutrientes
correspondendo a 50% dos nutrientes presentes no leite (CAVALLI et al., 2008;
STUBBS, ABUD, e BENCINI, 2009).

Diferengas na composi¢cao do soro de leite ovino e bovino podem ser
observadas na Tabela 1, onde o0 soro proveniente do leite ovino apresenta teores
médios de proteina, gordura, lactose e minerais bem como de solidos totais

superiores aos do soro de leite bovino.



Tabela 1 — Composicdo de soro de leite bovino e ovino.

Componente Ovino Bovino
Sdlidos Totais (%) 6,1-7,6 58-6,5
Gordura (%) 0,35-0,4 0,2-10,25
Proteinas do soro (%) 0,8-1,3 0,6-0,8
Lactose (%) 4,2-5,0 44 -45
Minerais (%) 0,6-0,9 0,5-0,8

Fonte: Adaptado de Antunes (2003); Hernandez-Ledesma, Ramos e Gomes-Ruiz (2011); Abreu
(2014).

O soro de leite por ser rico em nutrientes, quando lancado no meio
ambiente sem tratamento prévio causa impacto ambiental devido a elevada
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (MACHADO et al., 2000). Por suas
caracteristicas nutricionais, o soro, seja bovino, ovino ou caprino, € passivel de
ser empregado na producado de lacteos, como bebidas lacteas e sorvetes a fim
de enriquecer esses produtos e ainda contribuir para a supressao de residuos
no meio ambiente (TASHIMA et al., 2013). Para Cassanego et al. (2012) a
aplicacé@o de soro de leite em alimentos mostra-se propicio frente ao cenario de
aumento do consumo de alimentos saudaveis pela populacdo e a busca
incessante das industrias alimenticias pela diminuicdo de custos de operacgéo e
producao.

Dentre os constituintes do soro de leite mais relevantes, destacam-se as
proteinas, as quais apresentam propriedades funcionais, como formacao de
espuma, emulsificacdo e solubilidade (PAGNO et al.,, 2009). O autor ainda
destaca que etapas de concentracdo de soro de leite liquido poderiam realcar
essas propriedades, visto que o0 processo acarreta no aumento dos percentuais
de proteina. Segundo Giralzo-Zufiiga et al. (2004), o soro de leite na industria de
alimentos pode ser empregado objetivando-se diversas caracteristicas, as quais
variam desde melhorias na qualidade nutricional, como aumento da viscosidade
em molhos para saladas e sopas, melhorias de textura em massas tipo macarrao
e produtos lacteos dentre eles, sobremesas e iogurtes e capacidade de aeracéo
em bolos e produtos de confeitaria, dentre outras caracteristicas funcionais.
Salienta o autor, que a variedade de funcdes desempenhadas pela adicdo de

soro de leite a diversidades dos produtos onde o0 mesmo pode ser empregado



pode estar relacionada a sua elevada solubilidade quando comparados ao
caseinato de sodio e as proteinas da soja.

2.1.1 Proteinas do soro

A palavra proteina originou-se da palavra grega protos que significa “a
primeira” ou a “mais importante”. Essas macromoléculas biolégicas ocorrem
desde peptideos de tamanho relativamente pequeno até enormes polimeros
com peso moleculares da faixa de milhées (LEHNINGER, 2006). Assim como 0s
carboidratos e os lipideos, as proteinas sdo macromoléculas, promotoras de
energia para o organismo, regulam varios processos metabdlicos, agem como
reparadores celulares, na construcdo e reparacdo de musculos e 0Ss0S
(ANTUNES, 2003).

As proteinas sdo formadas por unidades de aminoacidos, 0s quais se
dividem em dois grupos; 0s nao essenciais, ou seja, que podem ser sintetizados
pelo organismo, e os essenciais (histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano e valina), os quais devem ser obtidos através da
dieta (ANTUNES, 2003). As proteinas sdo constituidas de 22 aminoacidos, com
cadeias laterais distintas, a qual determina suas propriedades quimicas, esses
aminoéacidos estdo ligados covalentemente em sequéncias lineares diversas e
em muitas combinacdes, conferindo propriedades e  atividades
extraordinariamente diferentes (LEHNINGER, 2006). Distintas combinacdes e
sequéncias de aminoacidos resultam na formacédo de moléculas com funcdes
diferentes como os anticorpos, horménios, proteinas do leite, entre outros.

Assim como no leite, a composicdo do soro pode sofrer variacbes em
decorréncia da dieta do animal, raca, estagio de lactacédo, dentre outros fatores
citados anteriormente (HAENLEIN e WENDORFF, 2006; CORTEZ, 2013; FAVA,
2012). Para Hernandez-Ledesma et al. (2011) em soro de leite a composigao
proteica ainda depende do tipo de soro; acido ou doce, em que o soro de leite
bovino doce apresenta percentual de proteina de 0,8% e soro acido de 0,75%.
De acordo com Salzano (2002) as proteinas encontradas no soro representam
em torno de 20% do total das proteinas encontradas no leite.

As proteinas encontradas no leite dividem-se em duas fracbes, as

proteinas do soro de leite e as caseinas (SALZANO, 2002). Uma faixa variando
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entre 76 e 83% de caseina pode ser encontrada para o leite ovino (RAMOS e
JUAREZ, 2011). As proteinas do soro em relacdo a caseina apresentam
vantagem quanto a desnaturacdo, sendo menos sucessiveis diante de acidos
estomacais, preservando suas propriedades funcionais (PACHECO et al., 2005;
RENHE, 2008).

Dentre as proteinas do soro de leite ovino e bovino encontram-se em
maior quantidade a B-Lg e a a-La (POLTRONIERI, CAPPELLO e D URSO,
2012). Atribui-se as mesmas como principais responsaveis pela capacidade de
formacdo de emulsbes, espuma, geleificacdo e capacidade de hidratacdo de
grande importancia para os alimentos (ANTUNES, 2003). As concentracdes das
principais proteinas de soro de leite para diferentes espécies podem ser

observadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentragdo das principais proteinas de soro de leite bovino, ovino e caprino.

Concentracao (g/L)

Proteinas

Bovino Ovino Caprino
Proteinas totais do soro de leite 5,0-9,0 8,8-104 3,7-7,0
B-lactoglobulina 3,2-4,0 2,7-5,0 1,8-2,8
a-lactoalbumina 1,2-1,5 1,2-2,6 0,6-1,1
Albumina do soro 0,3-0,6 0,5-0,6  0,26-0,3
Lactoferrina 0,05-0,2 0,10 0,12

Fonte: Storry et al., (1983), Hahn et al., (1998), Fox et al., (2000) apud Herndndez-Ledesma,

Ramos e Gomes-Ruiz, (2011).

Assim como no soro de leite bovino, em soro ovino, além das proteinas
majoritarias; p-Lg e a-La, encontram-se as imunoglobulinas (Ig), albumina do
soro e lactoferrina (Lf) em menor propor¢do (ANTUNES, 2003; CORREA et al.,
2014). As proteinas do soro de leite ovino utilizando-se proteases sao atribuidas
propriedades antioxidantes (CORREA et al., 2014; WELSH et al., 2017).Estudo
recente, revelou, que ratos alimentados com a dieta comercial padrao (milho,
farelo de soja, cevada, farelo, pasta de leite, melago) mais proteina de soro de
ovelha/cabra (1 g/kg de peso corporal/dia) dissolvida em agua potavel,

comparados aos ratos alimentados somente com a dieta padréo, apresentaram



um estado antioxidante otimisado com reducédo dos efeitos toxicos dos radicais
livres tanto em lipideos quanto em proteinas (KERASIOTI et al., 2018).

a) Beta-lactoglobulina- (B-Lg)

A B-Lg apresenta peso molecular de aproximadamente 18 kDa (POPPI e
COSTA, 2010). Corresponde a 74% de soro de leite ovino (3,7 g/ L), 65% em
bovino (3,2 g/ L) e ndo esta presente no leite humano nem no leite de camelo
(YADA, 2004; POLTRONIERI, CAPPELLO e D'URSO, 2012). Salientam-se
diferengas quanto a sequéncia aminoacidica entre B-Lg de ovinos e bovinos
(POLTRONIERI, CAPPELLO e D'URSO, 2012). A B-Lg entre as espécieis varia
também quanto a digestibilidade, sendo extremamete sensivel a protedlise por
pepsina em ovinos e resistente em bovinos (EL-ZAHAR et al., 2005;
POLTRONIERI, CAPPELLO e D'URSO, 2012). Em virtude da grande
concentracdo desta proteina no soro de leite bovino, as propriedades desta
proteina em grande extensdo, sdo vistas como as propriedades dos
concentrados proteicos de soro (YADA, 2004). Atividade bactericida foi
encontrada ap6s a digestao proteolitica da B-Lg bovina (PELLEGRINI et al.,
2001; HAQUE e CHAND, 2008). Pesquisas envolvendo hidrdlise de soro
proteinas individuais em ovinos sdo escassas.

Trata-se de uma proteina de estrutura globular, sensivel ao pH e a
temperatura, dependendo do pH do meio e em valores acima de 70°C ocorre a
sua desnaturacédo, o qual dependera do tempo de exposicdo (ANTUNES, 2003).
O leite quando aquecido em temperaturas em torno de 75°C, desnatura-se, pois
a B-Lg passa a expor seu grupo sulfidrico, antes protegido na molécula, o qual
reage com a caseina e possivelmente com a a-La, causando alteragbes em
algumas propriedades do leite (FOX e MCSWEENEY, 1998). De acordo com De
Wit (1998), existe uma relagdo entre pH e temperatura, em valores de pH
superiores a 8,6, ocorre alteragdes nas propriedades fisico-quimicas da proteina,
ocorrendo uma desnaturacdo irreversivel. Enquanto, em pH neutro e
temperaturas de até 70°C a desnaturacao € reversivel e em pH de até 8,6 e
temperaturas superiores a 80°C a estrutura nativa das proteinas ndo é alterada.

Apresenta resisténcia a acdo de acidos e enzimas proteoliticas do



estbmago, sendo assim um importante carreador de retinol (pré vitamina A)
materno para o filhote em animais (HARAGUCHI, ABREU e DE PAULA, 2006).

b) Alfa-lactoalbumina - (a-La)

A a-La conhecida como segunda mais abundante proteina encontrado no
soro de leite, representa em média 15% das proteinas presentes no soro de leite
ovino e bovino em conteudo de 1,2 g/ L em ambas as espécies (POLTRONIERI,
CAPPELLO e D'URSO, 2012). Apresenta peso molecular de 14 kDa e dentre
todas as fontes proteicas alimentares € o peptideo de maior teor de triptofano
(6%) e o principal do leite humano (ANTUNES, 2003).

Esta proteina apresenta-se principalmente na estrutura globular quase
esférica, compacta em meio neutro e alcalino. Também apresenta importancia
na sintese de lactose, pela interagdo da mesma com a enzima galactose
transferase (WONG, CARMIRAND, e PAVLAT, 1996). Uma mudanca na
estrutura da proteina a-La, com liberacédo do ion Ca?*, desnaturacéo reversivel
e um processo de agregacgao ocorre em situacdes de meios acidificados, em pH
inferiores a 5,0, com acentuacdo em temperaturas préximas aos 55°C (DE WIT,
1998).

C) Outras proteinas

A albumina de soro possui massa molar de 69 kDa e ndo é sintetizada na
glandula mamaria, estando presente na circulacédo sanguinea (YADA, 2004). As
imunoglobulinas (Ig) dividem-se em IgA, IgG e IgM e apresentam estruturas
basicas semelhantes com cadeias leves de massas molares de 20 a 25 kDa e
duas cadeias pesadas de 50 a 70 kDa. As imunoglobulinas sdo proteinas
altamente sollveis em suas formas nativas (POLTRONIERI, CAPPELLO e
D'URSO, 2012).

A lactoferrina € uma proteina que possui a propriedade de ligar-se ao
ferro, cobre, manganés e zinco, e é produzida na glandula mamaria (ANTUNES,
2003). A concentracdo dessa soro proteina estd compreendida entre 100 a 200
mg/ L ovinos e bovinos, os quais compartiham de 90% da sequéncia

aminoacidica. A lactoferricina, peptideo originado a partir da hidrélise da
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lactoferrina ovina, possui efeitos antibacterianos (RECIO E VISSER, 2000).
Segundo Baker e Baker (2005), cada espécie pode apresentar suas

particularidades em relacéo as propriedades deste peptideo.

2.2 Hidrdlise das proteinas

Os acidos, bases e enzimas podem ser empregados como catalisadores
na hidrolise de proteinas ou peptideos. Os acidos utilizados na hidrolise
fornecem uma mistura de a-aminoacidos, em situacfes de total hidrdlise, cada
tipo de proteina fornece uma proporcéo ou mistura caracteristica dos diferentes
aminoacidos, observa-se também, que os 20 aminoacidos primarios quase
sempre se apresentam em quantidades diferentes em uma proteina
(LEHNINGER, 2006). Diferente das enzimas, os &cidos e as bases podem
destruir aminoacidos como a lisina, treonina e triptofano comprometendo o valor
nutricional da proteina (ADLER-NISSEN, 1986). Reed (1975) destaca que
maiores concentracdes de outros catalisadores em relacdo ao uso de enzimas,
normalmente s&o necessarios, além disso, as enzimas normalmente n&o
precisam ser removidas do sistema.

Pacheco et al. (2005) destaca que o processo de hidrélise das proteinas
tém sido aplicado no intuito de melhorar ndo somente as propriedades quimicas,
fisicas e funcionais dos alimentos, mas também as caracteristicas de absorcao
das proteinas, sem prejudicar o valor nutritivo. Atividades biologicas e funcionais
importantes estdo sendo investigadas em hidrolisados proteicos (ADJONU et al.,
2013; PAGNO et al., 2009).

2.2.1 Enzimas

Enzimas sao proteinas especializadas que atuam como eficientes
catalisadores e aceleradores de reagdes, em caso de desnaturagdao, ou
dissociacdo em subunidades a enzima provavelmente perdera a atividade
catalitica (LEHNINGER, 2006). De acordo com o autor, poucos catalisadores nao-
bioldgicos apresentam grau de especificidade por seus substratos e atuam em

solugbes aquosas em temperatura e pH suaves assim como as enzimas.
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Quanto ao tipo de reacéo, as proteases podem ser classificadas como
endoprotease ou exoprotease dependendo do local de clivagem do substrato.
Além disso, conforme o pH de atividade 6tima, serdo denominadas de neutras,
acidas ou alcalinas. Quanto a natureza quimica e mecanismo do sitio catalitico,
poderdo denominar-se de serino-protease, cisteina-protease, aspartil-protease,
metaloprotease ou ainda de tipo catalitico desconhecido (RAO et al., 1998).

Reacdes de hidrolise proteica normalmente séo catalisadas por enzimas
proteoliticas, também conhecidas como proteases e proteinases. Enzimas
proteoliticas classificam-se como hidrolases, por envolverem a agua na hidrdlise
das proteinas, durante a rea¢ao ocorre a migracdo de componentes do substrato
para a agua (WHITAKER, 1994). Microrganismos séo utilizados com eficiéncia
como fonte de proteases atuantes na hidrolise de leite desnatado e soro de leite
e liberacdo de peptideos bioativos (AHTESH et al., 2016).

Peptideos bioativos com potencial antioxidante utilizando-se enzimas
como catalisadores, foram investigados por Corréa et al. (2014) a partir de soro
de leite ovino, em soro de leite bovino por Adjonu et al. (2013). A hidrdlise
enzimatica das proteinas do soro, a-La e B-Lg pelas enzimas pepsina, tripsina,
quimotripsina e termolisina, apresentaram resultados satisfatérios para o
emprego desses hidrolisados como antioxidantes em alimentos (HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2005). Isolados proteicos de soro de leite bovino utilizando as
enzimas pepsina, tripsina e quimiotripsina, apresentados por Adjonu et al.
(2013), demostraram maior atividade antioxidante pela enzima quimiotripsina,
seguido pela tripsina e a pepsina. Os autores ao investigarem o efeito do calor
em suspensdes de isolados proteicos a 37°C, constataram que o calor ndo
afetou o padrdo de hidrélise e consequentemente o tamanho dos péptidos
formados durante a hidrélise com quimiotripsina. Proteinas com propriedades
bioativas (caseinomacropeptideo, imunoglobulina, lactoperoxidase, lactoferrina,
a-lactalbumina e B-lactoglobulina) foram fracionadas a partir de soro de leite
ovino e apresentaram rendimento e pureza razoaveis (PILBROW, BEKHIT E
CARNE, 2016).

Welsh et al. (2017) constataram atividade antioxidante em peptideos
originados a partir da hidrélise de soro de leite ovino utilizando-se duas
preparacoes de proteases (100 mg/mL), uma de origem bacteriana e outra de

origem fungica. As preparacdes (50uL) foram adicionadas ao soro de leite ovino
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(1mL) e avaliadas em tempos de hidrolise de 1, 2 e 24 h a 45°C e apresentaram
perfil peptidico distinto. Os autores, atribuiram essa diferenca, a especificidade
hidrolitica das proteases. Corréa et al. (2014), ao investigar o soro de leite ovino
(solucéo 10 g/L - pH 8,0) hidrolisado com a protease Bacillus sp.P7 (25 v/v) em
temperatura de 45°C e tempos de reacédo de 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 e 6 h, constataram
atividade antioxidante que apresentou-se crescente de acordo com o aumento
do tempo de reacao.

Wakayabashi, Takase e Tomida (2003) constataram que a proteina
lactoferrina apO6s atuacdo da pepsina foi capaz de exercer atividade
antimicrobiana frente alguns microrganismos como algumas bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, além de fungos filamentosos. O potencial
antimicrobiano de proteinas como lactoferrina e lactoperoxidase (presentes em
soro de leite ovino) foram extraidas do colostro bovino e testadas em produtos
de cuidados de saude bucal incluindo géis e goma de mascar (TENOVUO,
2002). Peptideos obtidos a partir de proteinas do soro de leite bovino também
apresentam-se eficientes quanto a atividades antimicrobiana em sistema
imunitario e demonstram-se estaveis durante a rota gastrointestinal
(MADUREIRA et al., 2010). Orsi (2004) reconheceu atividade antimicrobiana
com efeitos bacteriostatico e bactericida a partir do péptido lactoferricina oriundo

da lactoferrina bovina.

2.3 Compostos bioativos

As proteinas séo polimeros formados pela desidratacdo de aminoéacidos,
estes sdo também conhecidos como aminoacidos primarios, 0 processo inverso,
ou seja, a liberacdo de aminoacidos pode ocorrer através da hidrolise dessas
ligagOes covalentes. Os aminoacidos liberados pela hidrolise s&o designados de
aminoacidos incomuns, por se tratarem de residuos (perda de elementos
guimicos da 4gua pela unido de um aminoacido em outro) modificados no interior
das proteinas. Estas modificacbes podem ocorrer pela simples adicdo de
pequenos grupos quimicos a certas cadeias laterais do aminoacido: hidroxilacéo,
metilacdo, acetilacdo, carboxilacdo e fosforilagdo, ou pela adicdo de grupos
maiores, como lipideos e polimeros de carboidratos, ou ainda podem sofrer

modificacdes nos grupos amina e carboxila livres nas extremidades N e C

12



terminais. Devido a estas modificagfes, os aminoacidos incomuns ou peptideos,
podem desempenhar, de maneira independente, diversas funcées bioldgicas
(LEHNINGER, 2006). Para um composto ser considerado bioativo, 0 mesmo
deve exercer um efeito biologico afetando positivamente a sautde (MOLLER et
al., 2008).

A hidrélise das proteinas podem liberar fragmentos denominados de
peptideos bioativos, os quais estéo criptografados dentro das proteinas do soro
de leite (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2005). De acordo com Moller et al.
(2008), peptideos bioativos sdo gerados principalmente através da hidrdlise
enzimatica de proteinas nativas, e/ou produzidos por processos fermentativos
com culturas starters.

Pacheco e Antunes (2009), afirmam que para os peptideos bioativos
exercerem acao fisioldégica, o0s mesmos devem apresentar-se integros apos a
passagem pelo sistema digestivo, ou seja, devem resistir a acdo das peptidases,
garantindo assim a sequéncia de seus aminoacidos. Madureira et al. (2010)
destacam que apoés a ingestdo de compostos bioativos, a presenca desses
compostos no lado luminal do trato gastrointestinal ou em 6rgéos periféricos, é
importante para a comprovacao da acao fisiolégica in vivo.

Korhonen e Pihlanto (2006) destacam as proteinas do leite como a fonte
de maior importancia de peptideos bioativos. Para Yadav et al. (2015), o valor
proteico do concentrado de soro de leite associado aos processos; fermentativo
e enzimatico apresentam-se potencialmente atrativos na liberacdo de peptideos
bioativos e aplicaveis em produtos funcionais, nutricionais e terapéuticos. Corréa
et al. (2014), em sua investigacao, constataram que o soro de queijo ovino pode
ser um substrato adequado para liberagcdo de compostos bioativos, através do
emprego da protease de Bacillus sp., com potencial para utilizagdo como
ingrediente funcional em alimentos. Peptideos bioativos foram liberados por
hidrolise enzimatica a partir de soro de leite bovino por Jeewanthikim et al. (2017)
e em soro de leite ovino por Welsh et al. (2017). Hernandez- Ledesma, Ramos
e Gomes-Ruiz (2011), chamam atencdo para 0s poucos relatos na literatura
sobre a liberagcdo de peptideos em proteinas de soro ovino e caprino em
comparacao com as proteinas bovina.

A bioatividade da enzima protease S. na hidrélise de concentrado de soro

de leite bovino hidrolisado em diferentes tempos de hidrdlise (0, 0,5, 1, 2, 3,4 e
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5 h), recebeu destaque frente as demais enzimas investigadas (alcalase, a-
quimotripsina, pepsina, protease M. e tripsina) e teve a sua bioatividade
associada a sua maior atividade proteolitica (JEEWANTHIKIM et al., 2017).

2.3.1 Peptideos Antioxidantes

Uma das principais causas da deterioracdo de alimentos € atribuida a
oxidacdo (ANTOLOVICH et al., 2002). As reacdes de oxidacdo ocorrem quando
elétrons sdo removidos de um atomo ou grupo de atomos, e para cada reagao
de oxidacdo, ha uma reacdo de reducdo correspondente, envolvendo a adi¢ao
de elétrons a um atomo ou grupo de atomos (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004). A
oxidacdo de lipideos esta entre as mais frequentes em alimentos e sdo causadas
principalmente pelo oxigénio atmosférico. De acordo com Viljanen, Kivikari e
Heinonen (2004), a oxidacao lipidica exerce influéncia sobre a oxidacdo das
proteinas, através da interacdo dos produtos oriundos da oxidacdo dos lipideos
com as proteinas.

Substancias com a capacidade de sequestrar radicais livres podem ser
obtidas de diversas fontes como alimentos e bebidas, exercendo papel
antioxidante (ALVES et al., 2010). Dentre as definicbes existentes para atividade
antioxidante, Roginsky e Lissi (2005) interpretam como sendo a capacidade de
um composto em inibir a degradacéo oxidativa. Santos (2007), esclarece que
esta atividade pode ser determinada pelo potencial antioxidante, o qual esta
intimamente associado a composicdo, propriedades e atividade biologica do
material em estudo.

Os antioxidantes podem ser divididos em duas categorias basicas;
antioxidantes sintéticos e naturais (HALL e CUPPET,1997). Varios estudos estéo
sendo realizados para testar a influéncia da adicdo substancias naturais com
potencial de inibicdo de reacdes de oxidacdo em alimentos. Tem-se investigado
a atividade antioxidante de peptideos gerados a partir de processo de hidrélise
de proteinas de soro de leite obtidos pelo emprego de diferentes enzimas. De
acordo com Adjonu et al. (2013), hidrolisados de distintas enzimas podem exibir
potencial antioxidante diferente, como é o caso da enzima quimotripsina que
apresentou a maior capacidade antioxidante, seguido da tripsina e pepsina. Os

autores sugerem que este potencial antioxidante possa estar relacionado com o
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perfil dos pesos moleculares dos peptideos gerados por cada enzima
(dependentes da especificidade de cada enzima), que na quimotripsina
apresentou maior variacao, seguido da tripsina e pepsina.

Proteinas do soro de leite bovino, sdo geradas a partir da hidrélise de
proteinas do soro com geracdo de peptideos bioativos que apresentam distintas
atividades, incluindo atividade antioxidante (BRANDELLI, DAROIT E CORREA,
2015). Assim como em soro de leite bovino, hidrolisados de soro de queijo ovino,
também podem apresentar propriedades antioxidantes. Isso foi comprovado por
Corréa et al. (2014) que através da protease extraida da bactéria Bacillus sp. P7,
isolada a partir de intestino de peixe da bacia amazonica, gerou peptideos com
propriedades antioxidantes. O autor assegurou em tempos mais prolongados de
protedlise de soro de leite ovino, de 4 e 6 h, maiores percentuais de captura
do radical livre ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), de
42,07 e 51,3%, respectivamente.

Hernandez-Ledesma et al. (2005) produziram peptideos bioativos atravées
da protedlise de duas soro proteinas bovinas; a-La e da B-Lg, utilizando-se a
enzima protease (corolase PP). Os quais apresentaram valores de atividade
antioxidante por ORAC-FL (oxygen radical absorbance capacity) expressos em
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) da p-Lg de 2,62
pumol equivalente de Trolox/pmol de peptideo superiores ao antioxidante sintético
BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol) de 2,43 umol equivalente de Trolox/pumol de
peptideo, utilizado em alimentos. Os autores, constataram, que 0os permeados
de 3 kDa dos hidrolisados gerados pela a-La e B-Lg, corresponderam a 71 e 85%

atividade antioxidante, respectivamente.

2.3.2 Peptideos Antimicrobianos

O crescimento microbiano associado a deterioragbes enzimaticas e
bioguimicas s&@o responsaveis pelas alteracbes indesejaveis em alimentos.
(DEVLIEGHERE, VERMEIREN e DEBEVERE, 2004). A fim de evitar as
alteragcbes promovidas por estes microrganismos em substituicdo aos
antibioticos convencionais, Peters, Shirtliff e Jabra-Rink (2010) destacam o
crescente interesse sobre o potencial antimicrobiano de peptideos, sendo uma

das razbes seu extenso espectro de atividade em oposicdo aos micro-
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organismos; incluindo virus, fungos e bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (YEUNG GELLATLY e HANCOCK 2011). Esses peptideos
antimicrobianos, segundo Giuliani, Pirri e Nicoletto (2007), sdo constituidos em
namero que variam de 6 a 100 residuos de aminoacidos, 0s quais apresentam
carga positiva e molécula anfipética, ou seja, possuem tanto regidées hidrofébicas
quanto hidrofilicas.

De acordo com Aokie Ueda (2013), a atuacdo de peptideos como
antimicrobianos vem chamando a atencao pela eficiéncia em relacéo a bactérias,
fungos e virus. Dentre os peptideos antimicrobianos apresentados pelos autores,
encontra-se a lactoferricina, peptideo derivado da lactoferrina. Em virtude da
ascensao promovida pelo interesse sobre o assunto, em 2013 um banco de
dados com informacgBes sobre a atividade antimicrobiana de 3.904 peptideos
naturais e 1.643 peptideos sintéticos passaram a ser disponibilizadas (ZHAO,
HAIRONG e HUANG, 2013). Segundo Sgarbieri (2004) dentre as proteinas
existentes no soro de leite bovino, a lactoferrina, lactoperoxidase, p-lactalbumina
e as imunoglobulinas apresentam atividade antimicrobiana.

Estudos de investigacdo envolvendo a presenca de peptideos bioativos
em diferentes alimentos vem crescendo. A formacdo de peptideos
antimicrobianos foram encontrados por Fialho (2015) em queijo minas artesanal.

Hidrélise de proteinas do soro de leite bovino, sdo capazes de liberar
peptideos bioativos com atividade antimicrobiana (BRANDELLI, DAROIT E
CORREA, 2015). Extratos obtidos a partir de sete cogumelos comestiveis
apresentaram atividade inibitoria contra a bactéria Gram-negativa Escherichia
coli. Estudos revelaram que bactérias patogénica como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae foram inibidas pelos peptideos
a partir da soro proteina a-La (LONNERDAL, 2003). Peptideos biologicamente
ativos, também, sdo originados a partir da B-Lg, dentre as contribuicdes
biolégicas encontra-se a funcédo antimicrobiana (HERNANDEZ-LEDESMA,
RECIO e AMIGO, 2008). O efeito antimicrobiano em soro de leite ovino foi
revisado por Hernandez-Ledesma, Ramos e Gomez-Ruiz (2011), salientando o
aumento a nivel mundial da produtividade do leite ovino e o potencial do soro de
leite desta espécie frente ao fornecimento de compostos bioativos. Quanto a esta
bioatividade, apenas uma pequena parcela destes peptideos tem sido
identificado e caracterizados (BENKERROUM, 2010).
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2.4 Processo de Separagdo com membranas

As membranas podem ser definidas como um obstaculo semi-seletivo que
permite a separacdo em duas fases, delimitando total ou parcialmente o
transporte de uma ou mais espécies quimicas presentes na fase, uma é
conhecida como fase de alimentacdo na qual as substancias ficam retidas e a
outra como fase de permeado (MULDER, 1996).

Processos de separacdo por membranas (PSM) variam quanto a
configuracéo podendo ser classicas (tradicionais, convencionais ou transversal)
e tangenciais (HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006). A configurac&o classica
tende a reter as particulas na membrana ocasionando um aumento da
resisténcia a filtracdo devido corrente de alimentacdo (suspenséo ou solucéo)
que ocorre perpendicularmente a membrana e paralelamente ao fluxo de
permeado. Este escoamento apesar de ser menos complexo apresenta vida util
menor quando comparado ao escoamento tangencial (MULDER, 1996).

As membranas quando produzidas com material ceramico, vitreo e
metélico sdo classificadas como inorganicas. Enquanto, que as membranas
organicas utilizam materiais poliméricos sintéticos ou biolégicos na sua
composicdo. Membranas ceramicas apresentam relevante resisténcia térmica,
quimica e mecanica (HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006). Porém, quando
comparadas as membranas poliméricas apresentam custo elevado atribuido
principalmente as suas matérias primas: alumina, zirconia, silica e titania,
restringindo-se sua utilizacdo a produtos de maior valor agregado e a processos
de aplicacdo em menor escala. Por esta razdo, membranas poliméricas sao
utilizadas em maioria. Diversos outros materiais utilizados como copolimeros; as
celuloses modificadas, poliésteres, poliamidas, polissulfonas, apresentam
elevada resisténcia a variacdes de pH e altas temperaturas (HABERT, BORGES
e NOBREGA 2006).

Algumas caracteristicas de permeados e aplicacbes das principais
membranas utilizadas (microfiltragéo - MF, ultrafiltragdo - UF, nanofiltragéo - NF)

e osmose inversa - Ol) podem ser observadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Processo de separacdo por membranas comerciais e suas aplicacoes.

Processo Material que Permeia Aplicacbes

Esterilizagéo bacteriana;

) n Clarificagdo de vinhos e
o . Agua e solidos _ .
Microfiltracdo (MF) _ _ cervejas; concentracdo de
dissolvidos. ) _ .
células; oxigenacdo de

sangue.

. | Fracionamento/
Agua (solvente), sais . ]
_ . o _ Concentragéo de proteinas;
Ultrafiltracao (UF) soluveis de baixa .
recuperacao de
massa molar. _ ]
pigmentos/oleos.

. . Agua, sais e moléculas | Purificacdo de enzimas;
Nanofiltracdo (NF) _ _
de baixa massa molar. | bioreatores a membrana.

Dessalinizacdo de aguas;
Osmose Inversa (Ol) | Agua (solvente). concentracdo de frutas;

desmineralizacdo de aguas.

Fonte: adaptado de Habert, Borges e Nobrega (2006).

Com base na pressdo a ser utilizada e na massa molar dos solutos a
serem separados, as membranas séo classificadas em diferentes categorias.
Carvalho (2008), define a pressao aplicada em sistemas de filtragdo como sendo

a forca motriz do processo.

2.4.1 Membranas de UF

As membranas de UF operam por gradiente de pressdo. Comercialmente
apresentam-se especificadas por meio de sua massa molar de corte (MMC)
estabelecida como a massa molar para a qual a membrana apresenta uma
retencdo igual a 95%, e a unidade comumente utilizada € o Dalton (Da). Sao
eficientes no fracionamento e concentragdo de proteinas e recuperacdo de
pigmentos e 6leos (HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006). A faixa utilizada
em membranas ultrafiltrantes inserem-se além das proteinas, emulsdes,
polimeros, biomoléculas, coloides e gorduras (PEPPIN e ELLIOT, 2001).

Permitem remover além de moléculas organicas com grande massa molecular,
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alguns tipos de virus e bactérias (EPA, 2001). Geralmente separam particulas
de peso molecular entre 1 e 300kDa. Enquanto, que membranas de
microfiltracdo separaram moléculas maiores entre 0,025-10um (SNAPE e
NAKAJIMA, 1996).

Membranas de UF apresentam porosidade entre 0,1 e 10%. Por
apresentarem poros menores (1 a 100 nm) que as membranas de microfiltragao
(50 a 10000 nm), requerem a aplicacdo de pressdes superiores (1 a 10 bar) as
pressbes aplicadas em sistemas de microfiltracbes (0,1 a 2 bar) (MULDER,
1996).

Dentre as configuragdes de membranas existentes, encontram-se muitos
tipos; tubular, enrolada ou em espiral, plana e de fibra oca (CHAUFER,
MEIRELES-MASBERNAT e AIMAR 1998). Segundo Metcalf e Eddy (2003),
esses distintos tipos podem ser utilizados em processos que envolvam baixas
pressbes. Com excecdo da tubular, as demais constam nas categorias
apresentadas pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC,
1996).

As membranas de UF podem ser empregadas no desenvolvimento de
alimentos com baixo percentual de carboidratos, pois permitem reduzir o teor de
lactose do leite e soro de leite, jA que o carboidrato permeia pela membrana.
Além disso, é possivel realizar a separacéo das proteinas do leite e de soro de
leite, conferindo a essas técnicas possiveis direcionamentos para novos usos de
proteinas do leite, como ingredientes em sistemas alimentares (ANTUNES,
2003; BARBANO, 2009). De acordo com Bligh e Dyer (1959) a partir de reducdes
dos teores de lactose produtos com altos teores de proteinas podem ser obtidos.

Processos de concentracdo utilizando membranas de UF, também,
podem atuar no modo de operacdo denominado de DF. O processo consiste na
adicado de agua continua ao concentrado da UF com o propdésito de promover a
retirada de massas molares inferiores ao tamanho de poro da membrana (YEE,
WILEY e BAO, 2007). Em casos de concentragao de soro de leite, a DF pode
favorecer a saida de moléculas de lactose e minerais pela adigdo do solvente
(agua).

Concentrados proteicos de soro de leite (CPS) bovino existentes no
mercado podem oscilar em 35 a 90% em relagdo ao conteudo proteico
(ANTUNES, 2003). Segundo o autor, CPS que apresentam 34 a 35% de
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proteina, apresentam 53% de lactose, 4% de gordura e 8% de cinzas. Enquanto,
0os CPS com 50% de proteina, apresentam 35% de lactose e 5% de gordura e
7% de cinzas. O autor ainda destaca a possibilidade de aumento nos teores de
proteinas (60-80%) através do emprego do processo de DF, em que CPS com
80% de proteinas apresentam 7% de lactose e gordura e cinzas de 4 a 7%. Para
ele, 0 aumento na concentracdo proteica pode provocar redugdes significativas
nos niveis de lactose do concentrado. Diminui¢cdes nas concentracdes de lactose
e aumento nos valores das proteinas em amostras de soro de leite, também
foram constatadas por Pagno et al. (2009) no emprego da técnica de UF
associada a DF em membrana UF-6001, de polietersulfona em mdédulo aspiral e
de massa molecular de 10 kDa, sendo o ultimo processo responsavel pela maior
concentracdo de proteinas. Huffman (1996) afirma que adicionar-se agua ao
retido (processo de DF) de soro de leite, promove-se 0 aumento da concentracao
proteica.

Pagno et al. (2009), ao realizar a UF em modo DF, empregando-se trés
experimentos; 4 ciclos de DF (2 x 5L e 2 x 2,5L) totalizando 15L (volume total de
agua utilizado) e, 4 ciclos de DF (2 x10L e 2 x 5L) totalizando 30L (volume total
de agua utilizado) e 6 ciclos de DF (6 x 5L) totalizando 30L (volume total de 4gua
utilizado), obteve valores de 56% de proteina e 31% de lactose para o primeiro
experimento, 71% de proteina e 18% de lactose para o segundo experimento e
80% de proteina e 10% de lactose para o terceiro experimento, utilizando-se
para todos o fator de concentracdo de seis (FC=6). Os autores constataram que
volumes maiores de adicdo de 4gua ao concentrado e maior numero de ciclos
de DF circulando no sistema contribuem para concentracéo de proteina, reducéo
da lactose e reducdo de minerais.

Os concentrados de soro de leite com teores de 80% de B-LG e a-LA,
estdo sendo vendidos como ingredientes alimentares, obtidos através da
separacédo da gordura do soro (cerca de 6,2% de matéria seca) por meio de UF,
concentracado por evaporacdo e secagem por pulverizagéo, resultando em um

po de soro de leite com pouca lactose (BARBANO, 2009).
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2.4.2 Principios de operacdo das membranas

Uma variavel importante no processo de separacao por membrana (PSM)
é o fluxo de permeado. Pode ser definido como a vazéo (volumétrica, massica
ou molar) de permeado por unidade de area da membrana, ou seja, é o volume
da solucdo alimentada que permeia através da membrana numa determinada
area e tempo, sendo expressa geralmente em L/m2h ou kg/m2h (HABERT,
BORGES e NOBREGA, 2006).

O fluxo de permeado depende das propriedades da membrana, das
condicbes de operagcdo, tais como a pressao aplicada, velocidade de
escoamento tangencial, fator de concentracédo e também das caracteristicas da
solucdo a ser filtrada. O mesmo, também, é fortemente influenciado pela
temperatura da solucédo de alimentacédo, pois o fluxo € funcédo da viscosidade
dindmica da solucdo que, por sua vez, é funcdo da temperatura. Assim, quanto
maior a temperatura, menor a viscosidade e maior o fluxo de permeado. Outros
parametros importantes que afetam o fluxo através das membranas séo o pH e
a forca ibnica, seus efeitos, porém, variam muito em funcdo da solucédo de
alimentacdo e da membrana utilizada (HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006).

2.4.3 Fatores limitantes dos processos de separacao por membranas

Em sistemas que empregam membranas de separacdo, o fluxo do
permeado com o passar do tempo vai apresentando reducdo e ocorre
independente do tempo. Porém, associa-se diretamente ao potencial de pressao
aplicado e a difusdo pelo material da membrana causando problemas em
processos de filtracdo (HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006). Fenémenos de
polarizagdo de concentracdo e incrustacfes (fouling), didmetro de poro, fracédo
da area de membrana ocupada por poros, espessura da membrana sdo
relatados por Schneider e Tsutyia (2001) como sendo alguns dos responsaveis
pala reducdo do fluxo do solvente atravées da membrana. O fouling ou
colmatacdo da membrana é relatado como o0 maior inconveniente em processos
de concentracdo e sua ocorréncia esta associada ao fendmeno de polarizacéo
por concentracdo, mas também dependerdo do tipo de membrana e do tipo de
solucéo a ser utilizada (HASAN, et al., 2013; GIACOBBO et al., 2010).

21



a) Polarizacéo de Concentragao

Fendmenos de polarizacdo de concentracdo ocorrem em processos de
filtracdo tangencial, na medida em que solutos vao sendo retidos pela membrana
semi-permeével e passam a acumular-se na superficie, resultando em uma
resisténcia adicional ao fluxo de permeado (solvente), além da gerada pela
membrana (MULDER, 1996). Apds o fenbmeno de polariza¢do de concentracéo
ser constatado, devido a queda inevitavel do fluxo de permeado no estagio inicial
do processo de filtracdo, trés fluxos passam a existir, dois deles surgem a
montante; onde o fluxo convectivo de soluto ocorre no sentido da membrana e o
outro fluxo difusivo ocorre da membrana para a solucao e apenas um fluxo ocorre
a jusante, o fluxo convectivo da membrana para a solu¢édo (HABERT, BORGES
e NOBREGA, 2006).

Para Mulder (1996), situacbes em que o limite de solubilidade de solucdes
sdo ultrapassadas, o fenbmeno de polarizacdo pode facilitar ndo somente a
ocorréncia de precipitacdo de soluto, mas também o surgimento de incrustacoes
por deposi¢do. Segundo o autor, a polarizagdo difere do fenébmeno de depdsito
por nao apresentar interacdes, entre o soluto e a membrana e reducao
reversiveis no fluxo. A reversibilidade da polarizacdo pode ser obtida pela
diminuicdo do gradiente de concentragcéo através de mudancas nos parametros
operacionais como; temperatura, pressao, agitacao, velocidade de recirculacéo
e concentracdo do fluxo de alimentacdo (CARVALHO, 2008; SHI, HANKINS e
CITIS, 2014). As incrustacdes, também, podem ser removidas seguindo-se

protocolo de limpeza quimica adequado (KILDUFF et al. 2000).

b) Incrustagdes (Fouling)

O Fouling ou incrustagcao ocorre apds a estabilizacdo da polarizacao de
concentracdo, quando observa-se a queda continua de fluxo de permeado, em
virtude da formacédo de camada gel na superficie externa da membrana ou por
interacdes fisico-quimicas, soluto-membrana no interior dos poros da mesma e
pode ocorrer a precipitagao de solutos (MULDER, 1996). Para Giacobbo et al.
(2010) o aumento da resisténcia ao fluxo passa a ocorrer, tanto pelo bloqueio

dos poros da membrana, quanto pela camada de incrustacdo acumulada na
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superficie, diferindo da polariza¢do de concentracdo que dificulta a passagem do
permeado, por apresentar-se concentrado na regido proxima da interface
membrana/solucéo.

O decaimento do fluxo com o tempo € relatado como sendo uma
problemética enfrentada em sistemas que envolvem o emprego de membranas
(HASAN, et al., 2013; GIACOBBO et al., 2010; VIDAL e CAMPQOS; 2009). Para
Wibisono et al. (2014), as moléculas proteicas e conteddo mineral do leite,
guando submetido ao sistema de filtracdo sdo caracterizados como as principais

causas da diminuicdo do fluxo por incrustagao.

2.5 Considerac0fes Finais: Estudo da Arte

Por meio da revisao da literatura foi verificado que o soro de leite ovino
apresenta maior teor de proteinas em relacédo ao soro de leite bovino, o que o
torna um atrativo para estudos na utilizacdo destas proteinas. A concentracao
de proteinas pode ser realizada por meio do processo de separacdo por
membranas e incrementada pelo processo de diafiltracdo. As caracteristicas
fisico-quimicas e as atividades bioldgicas do soro de leite bovino sdo bastante
exploradas, enquanto que de soro leite ovino ainda carecem de estudos. Como
destacado por Hernandez-Ledesma, Ramos e Gomez-Ruiz (2011) acredita-se
que pela semelhanca entre as estruturas primarias das proteinas bovinas e
ovinas, o soro de leite oriundo de ovelhas, também, possa apresentar potencial
bioativo a partir de seus peptideos.

InvestigacBes quanto ao potencial antioxidante e antimicrobiano de peptideos
obtidos a partir da hidrélise por protease de concentrado proteico de soro de leite
ovino diafiltrado apresentaram potenciais de aplicagcdo em alimentos, visto que,
o soro de leite € um coproduto abundante na indastria de laticinios e interessante
nao somente pelo seu valor nutricional, mas também pela funcionalidade e
potencial bioativo das proteinas e seus peptideos podendo ser vistos como

excelentes perspectivas no mercado emergente de produtos lacteos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Soro de leite ovino

A matéria prima utilizada no presente estudo foi soro de leite de ovelha,
da racga Lacaune, oriundo da elaboragéo de queijo colonial, cedido pela empresa
Gran Paladare, localizada na cidade de Chapeco, SC. O soro foi transportado
até o laboratério do SENAI — Chapeco, sob refrigeracdo a 4°C em tarros
devidamente higienizados e esterilizados com capacidade para 50 L. O soro foi
desnatado (gordura = 1% em base seca) em desnatadeira (Casa das
Desnatadeiras, modelo 09 GR Inox) e pasteurizado em pasteurizador de placas
(Sotronic, modelo ST-SOTROLEITE) a 75 °C/15 s, resfriado a 4°C em tanque
inox (Sotronic, modelo ST-RLE) e armazenado a 2°C em camara fria.

Posteriormente, o soro foi transportado sob refrigeracao a 4°C em tarros
de 50 L para a cidade de Passo Fundo. Uma amostra deste soro foi congelada
-18°C para realizacéo de determinac6es analiticas.

3.2 Concentrado proteico de soro de leite ovino

O soro de leite ovino desnatado (SLOD) e pasteurizado foi submetido ao
processo de separacdo com membranas, utilizando membrana de UF de
poliamida (KOCH Membrane Systems, modelo 3838-K131-VYV), com
configuragdo em espiral, massa molecular de corte de 10 kDa, area de filtragéo
de 1,8 m? e pressdo de 2,0 bar. Foram concentrados, 108 L de soro de leite
ovino. Os experimentos foram realizados no Laboratério de operacfes unitarias
da Universidade de Passo Fundo (UPF). A Figura 1 mostra uma representagéo
esquematica do processo de UF tangencial, utilizado nos experimentos.

A partir do processo descrito, foi obtido um concentrado (retido) e um
permeado (0 que passou pela membrana). Dos 108 L iniciais de soro, foram
permeados 94,5 L, obtendo-se 13,5L de concentrado da UF (fator de

concentracéao igual a 8).
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Figura 1 — Representagéo esquematica do sistema de membrana de UF de 10kDa

o ®

IO

L H 6

A Tangue de alimentacgdo e recirculacio
B: Valwla Borboleta
C: Bomba positiva

f D: Membrana
ORED E: Corrente de permeado
; F: Corrente de retido
G: Valvula agulha
H: Mandmetrao
I: Termdmetro

J: Indicador de vazdo
K: Tanque de coleta de permeado

Fonte: Seguenka (2016).

O fator de concentragdo volumétrico (FCV) é definido como sendo a razéo
entre o volume inicial da solugéo e o volume do concentrado (ou retido) como
descrito na Equagdo 1 (HERNANDEZ-LEDESMA, RAMOS E GOMEZ-RUIZ,
2011). O FCV € um importante parametro do processo, pois a concentracdo de
um soluto varia tanto de acordo com a retencdo do soluto pela membrana quanto

na reducédo do volume.

pov = o Yo (1)
Ve (Vo —Vp)

Onde, FCV é o fator volumétrico, Vr € 0 volume de retido (concentrado)
(L), Vo é o volume inicial da solucéo (L), e Vp € o volume do permeado (L).

O fluxo volumétrico do permeado da UF (UFP) foi verificado no inicio do
processo e a cada 15 L de permeado, até completar o volume referente ao fator
de concentragdao, conforme Equacao 2 (HABERT, BORGES, e NOBREGA
2006).

]'P—H (2)
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Onde, Jp é o fluxo do permeado em (L/m? h); A é a area permeavel da
membrana (m2); V é o volume de permeado (L) e t o tempo de permeacao (h).

Ao final do processo de UF do SLOD, 1,0 L de concentrado e 1,0 L de
permeado foram congelados a -80°C por 24 h em freezer vertical (Consul)
acondicionado em frascos de vidro de capacidade de 200mL. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em liofilizador (M6dulo 4K Freeze Dryer Edwars) a
temperatura de - 40°C por 48h, para posterior caracterizacdo. Os 12,5L de
concentrado proteico de soro de leite ovino (CPSLO) resultantes do processo de
UF foram utilizados para o processo de DF.

3.3 Concentrado proteico de soro de leite ovino diafiltrado

O CPSLO obtido (12,5 L) foi submetido ao processo de DF, nas mesmas
condi¢cBes operacionais da UF. No entanto foi adicionado ao CPSLO, 100 L de
agua com alto grau de pureza (agua potavel que passou por processo de osmose
inversa) e deixado permear 100 L. Este procedimento foi repetido por 3 vezes,
ou seja, realizados 3 ciclos de lavagem utilizando 100 L de &gua em cada
lavagem, assegurando que ao final do processo de DF permanecessem retidos
0s 12,5 L iniciais do processo, originando o concentrado proteico de soro de leite
ovino diafiltrado (CPSLOD).

Os fluxos dos permeados de cada DF, denominados de primeiro
permeado da DF (DFP1), segundo permeado da DF (DFP-2) e terceiro permeado
da DF (DFPs3), foram verificados no inicio do processo e a cada 15 L de permeado
até completar o volume referente ao fator de concentracéo, conforme Equacéo
2.

Amostras do concentrado e permeado dos 3 ciclos de DF foram
congelados a -18°C em refrigerador (Consul) para determinagfes analiticas. O
CPSLOD foi desidratado em liofilizador (Edwards), onde processo de

desidratacéo seguiu 0s mesmos passos descritos no item 3.2.
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3.4 Atividade Enzimética

A protease comercial (Corolase H-pH) foi cedida gentilmente pela Ab
Enzymes e avaliada quanto a atividade enziméatica. De acordo com os dados do
fornecedor, a Corolase H-pH é uma protease alcalina de origem fdngica,
produzida por uma estirpe geneticamente modificada do fungo filamentoso
Trichoderma reesei. A enzima, é considerada pelo fabricante como eficiente na
hidrolise de proteinas, seja de origem vegetal ou animal. Por esta razdo, e em
se tratando de uma protease nova no mercado que carece de trabalhos
envolvendo sua aplicacdo, a mesma foi escolhida para investigacéo frente a
hidrolise do CPSLOD (Solucéo 10% p/v).

A atividade enzimatica da enzima foi determinada através da metodologia
de Dias et al. (2008). Inicialmente adicionou-se 1,5 mL de solucdo de caseina
0,5% (m/v) (Synth), em tampao  Tris-HCI (tris  (hidroximetil)
aminometano cloridrato) 0,05 mol/L — pH 9,0 (Synth), 0,750 mL de enzima ou
extrato enzimatico e 0,150 mL de ativadores Cysteina- Cys (102M) (Sygma
Aldrich) e &cido etilenodiamino tetra-acético — EDTA (4 x 103 M) (Ohemis) em
tubos de centrifuga de 50 mL, seguido de agitacdo por 5s. Para o padrédo
(branco), utilizou-se 3 mL de caseina, 0,300 mL de ativadores (Cys (10-?M) e
EDTA (4 x 103 M) e 1,5 mL de agua destilada ao invés do extrato enzimatico. Os
tubos foram imersos em banho-maria (Quimis, modelo 0214M2) a 37°C durante
30 min. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de solugéo de acido tricloroacético
(TCA) a 10% (m/v) nas amostras e 3 mL de TCA no padrdo. Os tubos foram
entdo centrifugados a 10.000 rpm durante 25 min a 4°C em centrifuga
(Instruments-Biosystems. Modelo MPW-351R-MPW). Os sobrenadantes foram
adicionados em uma cubeta de quartzo e a leitura efetuada em
espectrofotometro (Pré-Anélise modelo UV1600) a 275nm.

Para determinar o equivalente em tirosina liberado foi realizada uma curva
padrdo de tirosina de acordo com Food Chemicals Codex (1996) e obtida a
equacao da reta. A unidade foi expressa em ug/min/mL e foi definida como a
quantidade de Tirosina-Tyr (ug) produzida por minuto por 1mL de extrato

enzimaético.

27



A atividade das enzimas foi calculada de acordo com a Equacéo 3 (DIAS
et al., 2008).

pug Tyrx VFf
Va x t

U/mL = 3)

Onde, ng Tyr é o valor obtido a partir da absorbancia da amostra (obtido
da curva padrao de tirosina); Vs € o volume total (em mL) de reagentes utilizados
na analise. Neste caso = 3,75 mL (os ativadores nao contam); Va € o volume da
amostra (em mL) de extrato enzimatico. Neste caso = 0,750 mL; t & o tempo (em
min) de incubacao. (Neste caso = 30 min).

Segundo o fabricante (Ab Enzymes), a protease Corolase H-pH, atua em
faixa de pH de 6 a 10 e temperatura de até 60°C. De acordo com De Wit (1998),
existe uma relacao entre pH e temperatura, em valores de pH superiores a 8,6,
ocorre alteracBes nas propriedades fisico-quimicas das proteinas, ocorrendo
uma desnaturacao irreversivel, enquanto que em pH neutro e temperaturas de
até 70°C a desnaturacdo é reversivel e em pH até 8,6 em temperaturas
superiores a 80°C a estrutura nativa das proteinas néo é alterada.

Para verificar os efeitos do pH e da temperatura em relacdo a atividade
enzimatica foi efetuado um planejamento fatorial completo 22 Para cada ensaio,
50 mL de solucdo tampao Tris-HCl e 1% de enzima) foram baseados nas

informacd@es do fabricante e estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Niveis e varidveis utilizados no planejamento 22 para avaliacdo da atividade

enzimatica.
Variaveis Niveis
Independentes Caédigos -1 o* +1
Ph X1 6 7 8
Temperatura (°C) X2 40 50 60

*triplicata de ponto central.

A guantidade de enzima utilizada neste trabalho foi baseada na dosagem
maxima indicada pelo fabricante que é de 1% baseado no conteudo proteico

(quantidade de proteina presente na solucdo 10% (p/v) do CPSLOD). Os
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erlenmeyers foram acondicionados em plataforma de agitacdo orbital (shaker-
ethik technology - Ultitec, modelo 430 RD), agitados a 100 rpm e em diferentes
tempos de reacao (1,2,3,4,5 e 6 h). Para avaliar a atividade enzimatica, em cada

tempo eram retiradas aliquotas de 0,750 mL de extrato enzimatico.

3.5 Hidrélise Enzimética

Com base nas melhores condi¢cdes de atividade enzimatica, obtida com
planejamento fatorial 22 utilizando a enzima corolase H-pH, foram realizados
ensaios de hidrélise em CPSLOD a 10% (p/v), testando concentracdes de 1 e
10% de enzima, baseadas no conteudo proteico, a fim de verificar se o aumento
no teor enzimatico promoveria um incremento significativo no grau de hidrélise
em 3 h (tempo intermediario, das 6 h usadas nas hidrolises posteriores). O
melhor resultado, foi avaliado quanto a reacao de hidrdlise ao longo do tempo
(1,2,3,4,5e6h).

A hidrdlise foi realizada em erlenmeyers de 250mL, contendo 50mL da
solucéo hidratada, acondicionados em incubadora com plataforma de agitacéo
orbital (shaker- ethik technology - Ultitec, modelo 430 RD), aquecidos a 60°C e
agitados a 100 rpm. Quando as amostras atingiram a temperatura de 60°C
adicionou-se a enzima, permanecendo nestas condi¢des, ao longo dos tempos

investigados e entdo submetidas a inativagdo enzimatica.

3.6 Teste de Inativacdo Enzimatica

As amostras submetidas a hidrdlise foram inativadas enzimaticamente em
cadatempo (3he 1, 2, 3, 4,5 e 6 h) em banho maria (Quimis, modelo 0214M2).
A inativagdo enzimética foi realizada de acordo com a metodologia de Dias et al.
(2008). Aliguotas de 2 mL solugéo 10% (p/v) de CPSLOD e dos hidrolisados em
diferentes tempos foram avaliados antes e ap0s inativacéo pelo calor a 75°C/15
s), eram adicionadas em tubos de centrifuga com capacidade para 50 mL,
juntamente com 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) (Merck) a 10%. Para o teste
padrao substituiu-se a amostra por agua destilada. As amostras e o padrao foram
centrifugados a 10.000 rpm por 25 min, a 4°C e os sobrenadantes submetidos a

leitura em espectrofotdmetro (Pré-Anélise, UV 1600) em 125 nm. O resultado do
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teste positivo para inativacdo foi dado pela manutencédo dos valores de
absorbancia obtidos entre as amostras antes e ap0s inativagdo pelo calor,

demonstrando assim, que ndo houve liberacéo de tirosina pela enzima.
3.7 Grau de Hidrdlise

A reacdo de hidrdlise foi acompanhada em diferentes tempos (3h no
primeiro teste e 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h no segundo teste), seguindo especificacdes do
item 3.6.

O grau de hidrolise foi avaliado de acordo com a metodologia da AOAC
(2005). Inicialmente, adicionou-se 5 mL da amostra de hidrolisado do CPSLOD
(solucdo 10% p/v), em erlermeyer de 125 mL, com o pH ajustado para 7,0 com
hidréxido de sédio (NaOH) (Vetec) 0,2 mol/L ou com o acido cloridrico (HCI)
(Synth) 0,2 mol/L e 5 mL da solucdo de formol-fenolftaleina (formol - Cinética e
fenolftaleina - Nuclear), também, ajustada para pH 7,0 com as mesmas solucfes
(NaOH e HCI ambos 0,2 mol/L) e 3 gotas de fenolftaleina 1%. O contetdo do
erlenmeyer foi entdo titulado com NaOH 0,2 mol/L até viragem da cor para rosa
claro e o volume (V1) registrado. O mesmo volume gasto na primeira titulacao foi
entdo acrescentado como excesso, tornando a coloracdo rosa intenso e o
volume (V2) registrado. A solucdo foi novamente titulada, porém com HCI 0,2
mol/L até desaparecimento da cor rosa (retrotitulagdo) e o volume (V3)
registrado. A quantidade de NaOH gasto na titulagéo (X) e a quantidade de HCI

gasto na retrotitulacéo, foram obtidas por meio das Equacdes 4 e 5:

«  (FENaOH) (V, +V,)
1000mL

(4)

o _ (FeHCI (V)

5
1000mL )

Onde, V1 é o volume gasto (mL) na primeira titulagdo com NaOH 0,2
mol/L; V2 € o mesmo volume gasto na primeira titulacdo; Vs € o volume gasto

(mL) na retro-titulagdo com HCI 0,2 mol/L; Fc & o fator de concentragdo da

30



solucéo de titulagdo; X é o n° de mols de NaOH gasto na titulagéo; Y € o n® de
mols de HCI gasto na retrotitulacao.

Para avaliar o Nitrogénio a-aminado (K) levou-se em consideracdo a
quantidade de NaOH gasto na titulacao (X) menos a quantidade de HCI gasto na

retrotitulacdo (). O Grau de hidrélise foi entdo obtido pela Equacéo 6.

K
Ntotal

GH% = .100 (6)

Onde, GH € o grau de hidrélise; N total € a porcentagem de Nitrogénio
determinada pelo método de Kjeldahl (proteina).

Os hidrolisados, avaliados ao longo do tempo (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h), também,
foram avaliados em relagdo a atividade antioxidante, antimicrobiana e fragdes
proteicas. Os hidrolisados que apresentaram o melhor conjunto de propriedades
bioldgicas foram caracterizados quimicamente por espectrometria de massas do
tipo MALDI-TOF, descrito no item 3.11.

3.8 Caracterizacao do Soro de Leite Ovino e das Fracdes da UF e da UF/DF.

No Quadro 1 é apresentado um resumo das analises fisico-quimicas das

amostras obtidas neste trabalho.
a) pH

Para determinacdo de pH foi utilizado um pHmetro (Digimed, DM-22),
realizando-se leituras diretamente na amostra a uma temperatura de 25°C,
segundo a metodologia descrita pela AOAC (2005).
b) Umidade

A umidade das amostras foi obtida gravimetricamente em estufa de

recirculagdo (Fanem — 320 - SE) a 105°C por aproximadamente 4 h e/ou até

peso constante, segundo metodologia descrita pela AOAC (2005). Sélidos totais
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foram determinados em estufa a 105°C (AOAC, 2005). Analise de cinzas em
Mufla a 500°C (AOAC, 2005).

Quadro 1 — Analises realizadas nas amostras de soro de leite ovino (SLO), nas amostras de soro
de leite ovino desnatado (SLOD), concentrado proteico de soro de leite ovino (CPSLO),
concentrado proteico de soro de leite ovino diafiltrado (CPSLOD), permeado da UF (UFP),
permeado da primeira DF (PD1), permeado da segunda DF (PDz), permeado da terceira DF

(PDg), hidrolisado do concentrado proteico de soro de leite ovino diafiltrado (CPSLOD-H).

Amostras Anélises
SLO Gordura
SLOD pH, condutividade, umidade, solidos totais, proteina, lactose,

gordura, cinzas, cor, e eletroforese.

CPSLO Analise de condutividade, umidade, proteina, lactose, gordura,
cinzas, eletroforese, pH, solidos totais e cor.

CPSLOD Analise de condutividade, umidade, proteina, lactose, gordura,

cinzas, eletroforese, pH, sélidos totais e cor.

UFP Umidade, proteina, lactose, cinzas e eletroforese.
DFP1 Umidade, proteina, lactose, cinzas e eletroforese.
DFP2 Umidade, proteina, lactose, cinzas e eletroforese.
DFP3 Umidade, proteina, lactose, cinzas e eletroforese.

CPSLOD-H Proteina, lactose e eletroforese.

C) Proteina Total

A proteina total, foi determinada através do método de Kjeldahl, através
do conteudo de nitrogénio segundo a metodologia descrita pela AOAC (2005). O
fator de multiplicacéo utilizado foi o de produtos lacteos que é de 6,38.

d) Gordura

A gordura foi determinada através de extracdo com mistura de solvente a
frio (IDF/FIL, 1986).

32



e) Lactose

A determinacao de lactose foi realizada segundo metodologia descrita por
Miller (1959) pelo método de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico). Os acucares
redutores foram quantificados por espectrofotometria com espectrofotbmetro
UV-Visivel (Agilent Technologies, modelo 8453E) a 570nm e para quantificacédo
utilizou-se uma curva padrao de lactose cuja concentracdo variou em intervalo
de 0,5a5,0 g/L.

f) indice de Cor

A cor foi determinada através do colorimetro portétil (Minolta-CR400), com
fonte de luz D65, na escala de L* -a*, +b* do sistema CIELab, a 25°C. A
calibracdo do aparelho foi realizada seguindo as instrugdes do fabricante. As
coordenadas de cromaticidade a* e b* indicam as direcbes das cores, desta
forma, a* > 0 é a direcdo do vermelho, a* < 0 é a direcdo do verde; b* > 0 é a
direcdo do amarelo e b* < 0 é a direcdo do azul (MINOLTA, 1994). As amostras
serdo dispostas em placa de Petry com 9,5 cm de diametro e 1,5 cm de altura,
onde foram adicionadas 10mL dos tratamentos. A determinacdo ocorreu em 3

pontos diferentes da amostra.

Q) Condutividade

As medidas de condutividade elétrica foram realizadas em condutivimetro
(TEC — 4MP, TECNAL), realizando-se leituras diretamente nas amostras e

calibrado conforme o fabricante.

h) FracOes Proteicas

A eletroforese foi realizada seguindo a metodologia de Laemmli (1970),
utilizando gel dodecilsulfato de soédio e poliacrilamida (SDS-PAGE) 15% e
padrdo de massa molar 10 a 200 kDa e 5 a 250 kDa (PageRuler, 4-20% Tris-
glycine SDS-PAGE). As amostras foram submetidas em corrente constante de

300 mA e tensdo de 250V por aproximadamente 60 min. As bandas de
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proteinas presentes foram visualizadas utilizando solu¢ao corante azul brilhante
(Blue R-250).

3.9 Determinacéo de propriedades funcionais das fracdes concentradas da
UF e UF/DF

As amostras do CPSLO e CPSLOD desidratadas em liofilizador (Mddulo
4K Freeze Dryer Edwars) a temperatura de - 40°C por 48h, foram avaliadas
quanto a solubilidade proteica e a estabilidade das emulsfes, na Universidade
UDeLaR localizada na cidade de Montevidéu no Uruguai.

3.9.1 Solubilidade proteica

A solubilidade proteica foi determinada de acordo com o método de Morr
et al. (1985). As amostras liofilizadas foram hidratadas em solucdo tampao
fosfato de sodio pH 7,0 em temperatura ambiente, na concentracdo de 1mg/mL
e agitadas por 60 min em béquer com agitador magnético. Em seguida as
amostras foram centrifugadas em centrifuga Sorvall ST8R Thermo Scientific a
10.000g, durante 10 min a 4°C. O teor de proteina solivel do sobrenadante foi
determinado utilizando-se o método do acido bicinconinico (BCA), considerado
equivalente em sensibilidade ao método de Lowry, porém quanto ao preparo de
reagentes apresenta maior facilidade. Este método baseia-se na reacao de
reducédo do cobre - Cu (II) — Cu (1), em meio alcalino, promovida pelas proteinas.
O Cu (), por sua vez, forma um complexo com o BCA, o qual absorve fortemente
na regido de 562 nm. Os valores obtidos foram substituidos na Equagéo 7. E as

determinacdes realizadas em triplicata.

PS = X2 » 100 (7)

Onde: PS é o teor de proteina soluvel presente na amostra (%), Cs €
concentracéo proteica no sobrenadante (mg/mL), W é o peso da amostra (mg),

e S é a concentracdo de proteina na amostra (%).

34



3.9.2 indice de atividade emulsificante
a) Preparo das emulsdes

Inicialmente, preparou-se emulsdo de 6leo em agua na proporcdo de
25:75 (v/v), utilizando-se 15mL de solucdo tampédo fosfato de sédio 0,2 M (pH
7,0) e 5 mL de 6leo comercial (95% de Oleo de girassol e 5% de 6leo de milho)
em uma concentracao de proteina de 1,0 mg/mL. As emulsdes foram preparadas
a temperatura ambiente com um homegeneizador (Ultra-turrax T25 (IKA-
Labortechnik, GmbH e Co, Staufen, Alemanha). A velocidade do rotor (S25N-
10G, GmbH e Co. Staufen, Alemanha) foi de 20.000 rpm e o tempo de

homogeneiza¢céo de 1 min.
b) Determinacgédo da estabilidade das emulsdes

A estabilidade global das emulsfes foi avaliada usando um analisador
optico vertical (Turbiscan Classic MA2000, Formulaction, Toulouse, France). As
emulsbes recentemente preparadas foram colocadas em células cilindrica de
vidro (70 mm) para registrar os perfis de transmitancia (T%) e a retrodispersao
(RD %) em funcéo da altura da célula. O estudo da cinética de desnaturacéo e
desestabilizacdo das emulsdes foi realizado mediante a medida da
retrodispersdo a cada min durante um periodo de 60 min e uma medida Unica,
transcorrido 24 h.

Os dados de RD a uma altura de 10 mm foram ajustados a uma equacao

(Equacéo 8) de segunda ordem bifasica descrita por Panizzolo (2005).

RD, RD,

RD (1) = (RD;K;t+1) + (RD,K2 t+1) (8)

Onde: K1 e K2 séo as constantes de velocidade; RD1 e RD2 as porcentagens de
retrodispersédo a uma altura de 10 mm do tubo a um tempo t para cada término;
K1 e RD1 correspondem as particulas maiores que sao as que desnaturam mais
rapido; e K2 e RD2 correspondem as particulas menores, as quais desnaturam

mais lentamente segundo descrito pela Lei de Stokes.
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3.10 Determinacgéo das propriedades biolégicas dos hidrolisados

As propriedades Dbioldgicas (atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana) dos hidrolisados do CPSLOD (solucdo 10% p/v) pela enzima
corolase H-pH foram determinadas nos tempos de 1,2,3,4,5 e 6 h, empregando-
se as melhores condi¢Bes de atividade enzimatica, obtida com planejamento

fatorial 22 concentragdo enzimatica com o maior grau de hidrélise.

3.10.1 Atividade antioxidante

O potencial antioxidante foi avaliado a partir da medida de atividade
antioxidante in vitro pela captura de radicais livres com o teste de
difenilpicrilhidrazina (DPPH). Neste teste permite-se verificar a atuacdo desses
hidrolisados como doadores de &atomos de hidrogénio ou elétrons na
transformacdo de DPPH na forma reduzida de DPPH — H que é medido
espectrofotometricamente. A metodologia é fundamentada na medida da
extincdo da absorcédo do radical DPPH em 515 nm (MIRANDA e FRAGA, 2006).

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por método
espectrofotométrico. A técnica consistiu na incubacédo por 30 min, de 500 puL de
uma solucéo aquosa de DPPH 0,1 mM (Sigma-Aldrich) com 500 uL de solugdes
contendo concentracdes crescentes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0% dos hidrolisados.
O percentual de captacdo do radical DPPH foi calculado em termos da
porcentagem de atividade antioxidante (AA%), conforme a Equacao 9. Utilizou-
se como branco (padrdo) o etanol (Synth -pureza de 95%) e controle a solugéo
de DPPH.

AA% = 100 - {[(AbSamostra - AbSbranco) X 100] /AbScontroIe} (9)

A determinacéo foi realizada em espectrofotdmetro (Pré-Analise modelo
UV1600) em comprimento de onda de 515 nm, com o objetivo de avaliar a
absorbancia das diferentes concentracdes das amostras. Apos a obtencéo da
equacao da reta, calculou-se a concentracdo de extrato necessaria para capturar
50% do radical livre DPPH (ICso) por anélise de regressao (CARBONARI, 2005).
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3.10.2 Atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, empregou-se as bactérias
Gram-negativa Salmonella choleraesuis e a bactéria Gram-positiva Listeria
monocytogenes, em virtude de provocarem infeccbes em humanos sendo
ambas de origem alimentar (CHIU, SU e CHU, 2004; CRUZ, MARTINEZ e
DESTRO, 2008).

As bactérias (American Type Culture Collection - ATCC) foram
previamente crescidas em meio Luria Bentani - LB (Acumedia), por 24 h a 37°C
em estufa (Menocin-TecnoFrio), chamado de pré-inéculo. Os procedimentos
foram realizados em cabines de seguranca biologica sob condi¢des assépticas.
O teste foi realizado em triplicata com volume total de 200 uL em cada poco das
microplacas (Figura 2a), com preparo de controle (200 pL de meio LB). Os
Hidrolisados foram testados variando-se a concentracado em relacao ao meio LB:
30 e 70% (60 pL de hidrolisado e 140uL de meio LB), 25 e 75% (50uL de
hidrolisado e 150uL de meio LB), 20 e 80% (40uL de hidrolisado e 160uL de
meio LB). Para todas as concentracdes foram adicionados 10 pL do pré-indculo.
Ap0s o preenchimento das microplacas foi realizada a primeira leitura em leitora
Elisa (Thermo Plate, EL 800) (Figura 2). Posteriormente as mesmas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 h onde foi realizada nova leitura em
comprimento de onda de 490 nm (SILVA, 2013).

Figura 2 - Microplaca de microtitulacdo (ELISA) com 96 pocos (a); Leitora Elisa Thermo Plate (b).
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A capacidade inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor
concentracéo de hidrolisado necessaria para inibir completamente o crescimento

da bactéria.

3.11 Determinacéo de Peptideos Bioativos

As condicoes em que os hidrolisados, apresentaram a melhores
atividades; antioxidante e antimicrobiana, foram avaliadas quanto aos peptideos
bioativos, determinando-se as suas massa carga (m/z) em espectrometro de
massas do tipo MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Autoflex Il smartbeam).

O principio do método consistiu na adicdo das amostras em uma placa
com matriz polimérica onde ocorreu a conversao das biomoléculas para a fase
gasosa sem fragmentacdo (FERREIRA, 2009). As amostras foram irradiadas
com laser promovendo a ionizacdo das moléculas que foram entdo aceleradas
através de um campo elétrico dentro de um tubo a vacuo e individualmente
analisados por analisador (TOF- tempo de voo) (CUNHA, CASTRO e FONTES,
2006). Conforme o tempo de chegada os ions geraram diversos picos 0s quais
foram expressos através da relacdo massa-carga (m/z) indicando quantidades
variaveis de cada substancia analisada (FERREIRA, 2009).

As amostras foram analisados em espectrofotbmetro de massa do tipo
MALDI-TOF (placa MALDI - Matrix Assisted Lazer Desorption lonization e
analisador TOF (Time of flight) no Laboratério Central de Biologia Molecular
Estrutural (CEBIME) Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), com a
pretensdo de determinar as massas moleculares dos componentes presentes e
assim identificar os possiveis peptideos bioativos. Inicialmente, as amostras
foram diluidas em agua grau de pureza MS 100x, em seguidas dispostas em
placa MALDI em volume de 1uL de cada e misturadas a 3 pL de matriz acido
alfa-ciano 4-hidroxicinamico em acetonitrila 70%, 30% agua
e acido trifluoroacético 0,2%. O método de operagdo seguiu 0 modo de aquisi¢ao
refletor positivo (RP_pepmix), faixa de massas de 300 a 5.000 m/z. Soma de
3900 espectros acumulados de 50 em 50 por amostra. Intensidade de laser 40%.
Método de operacdo com modo de aquisicao linear positivo (LP_Clinprot), faixa
de massas de 400 a 18.000 m/z. Soma de 4000 espectros acumulados de 100

em 100 amostra. Intensidade do laser entre 30 e 40%.
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Em fungcéo do espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF n&o estar
acoplado ao detector massa (MS/MS), as respostas foram geradas em massa-
carga (m/z). (Nao foi possivel sequenciar os peptideos, pois o sistema néo
possuia banco de dados). Assumindo, que as amostras tenham sido ionizadas,
conforme a calibracdo do equipamento em 1H* (massa do hidrogénio), os
valores obtidos no MALDI-TOF em m/z foram equiparados aos valores em Da.

Para avaliacdo da massa molecular média do peptideo utilizou-se o
calculo empirico proposto por Perea et al. (1993), onde o comprimento médio da

cadeia foi calculado de acordo com as Equagdes 10 e 11:

100
CMC = <2 (10)

Onde, o CMC € o Comprimento médio da cadeia; 100 € o comprimento
meédio da cadeia de um aminoéacido e o GH é o percentual de grau de hidrolise
(ADLER-NISSEN 1986).

MM = (120 Da) (CMC) (11)

Onde, o MM é a massa molar média; 120 Da é a massa molecular média
de um aminoé&cido (MYERS et al., 1974).

3.12 Tratamento dos dados

As determinagdes analiticas foram realizadas em triplicata e os resultados
foram tratados estatisticamente mediante metodologia de planejamento de
experimentos, pela andlise de variancia (ANOVA) e comparacdo das médias
pelo teste de Students e Tukey, e correlacdo de Pearson com auxilio do software

Statistica verséo 5.0, ao nivel de significancia de 95 % de confianca.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste Capitulo serdo apresentados os resultados e discussbes dos
processos de UF, DF, hidrélise enzimatica, propriedades funcionais e biologicas

e peptideos bioativos.

4.1 Fluxo de permeado da membrana de UF

Os fluxos de permeado do soro de leite ovino desnatado da UF/DF, bem
como da agua sdo apresentados na Figura 3. Na etapa de concentracao o fluxo
de soro iniciou em 33 L/m?h e foi reduzindo ao longo do tempo chegando ao final
do processo em 16 L/m?h. Uma das razées para esta reducéo deve-se a retirada
do permeado e a concentracdo de soélidos. Para Lautenschlager Filho e Pereira
(2009), o decréscimo ocorre em virtude do processo de colmatacdo da
membrana. Estes fluxos sdo menores do que os da 4gua, o que ja era esperado,
pois diferente do soro, a agua ndo apresenta sélidos que possam bloquear a

permeacao.

Figura 3- Fluxos de permeado para membrana de 10kDa a 2 bar para agua e soro de leite ovino,
para as etapas de UF e DF.
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A A&gua com alto grau de pureza apresentou fluxo médio de 79 L/m?h
(Figura 3). Valores similares (76 L/m?h) foram obtidos por Seguenka (2016)
utilizando a mesma membrana e pressao de 2 bar.

O fluxo do permeado da UF (UFP) foi similar aos obtidos por Seguenka
(2016) utilizando soro de leite bovino (SLB) com emprego da mesma membrana
de UF e 2 bar. Esta diminui¢do do fluxo se deve aos fendmenos de polarizacao
(formacéo da camada gel) e fouling. Para Leidens (2013) o fouling em lacteos
€ causado especialmente pelas proteinas e gordura.

O fluxo inicial do primeiro permeado da DF (DFP1) foi mais elevado
(25 L/m?h) quando comparado ao fluxo final do UFP. Isto pode ter ocorrido em
virtude da adicdo de agua na DF que diluiu o concentrado, facilitando a
passagem pela membrana. O fluxo final do terceiro permeado da DF (DFP3) foi
em torno 10 L/m2h, ocorrendo uma reducgéo de 60% em relacdo ao fluxo inicial
da DF. Esta diminui¢&o pode ocorrer devido a deposicao de sais de calcio sobre
as membranas, além da interacdo destes sais com as proteinas, fazendo
diminuir o fluxo (RICE et al., 2009), devido ao fouling da membrana. De uma
forma geral, todos os constituintes do soro podem influenciar no fouling da

membrana, que também reduzem o fluxo do permeado.

4.2 Caracteristicas fisico-quimicas do soro de leite ovino desnatado e

fisico-quimicas e funcionais das frac6es da UF e da UF/DF

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados das caracteristicas do soro
de leite ovino desnatado e das fracdes da UF e da UF/DF. Os valores de umidade
do SLOD, CPSLO e CPSLD foram de 93,31% % 0,02, 90,25% + 0,02 e 95,06%
+ 0,04 e para UFP, DFP1, DFP2, DFP3 foram de de 95,74% + 0,04, 98,82% +
0,03, 99,89% £ 0,02 e 99,99% + 0,02, respectivamente. Esses valores de
umidade podem variar em fungéo da adi¢cdo de agua em processos de fabricacéo
de queijos que antecede a dessoragem (SERPA, 2005). Além disso, podem
oscilar, dependendo da raca e estagio de lactacdo dos animais (TRONCO,
2010).

O SLOD apresentou pH 6,14, que é caracterizado como sendo um soro

de leite doce ou soro doce por apresentar pH superior a 6,0 (BRASIL, 2013).
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Tabela 5 — Valores médios de pH, condutividade elétrica, solidos totais, proteina, lactose,
gordura, cinzas, Cor L* a* b* para soro de leite ovino desnatado (SLOD), concentrado proteico
de soro de leite ovino (CPSLO) e concentrado proteico de soro de leite ovino diafiltrado

(CPSLOD).

Parametros SLOD CPSLO CPSLOD
pH 6,142+ 0,24 6,172+ 0,21 6,432+ 0,17
Condutividade (uS/cm) 2083° + 4,77 23572 £ 5,77 196,27°+ 0,71
Sdlidos Totais (%) 6,69° + 0,02 9,752+ 0,02 4,94° + 0,04
Proteinal (%) 19,27¢+ 0,01  40,94° + 0,08 84,302 £ 0,05
Lactose! (%) 73,122+0,10 53,96+ 2,01 6,32 + 0,02
Gordural! (%) 0,93¢ + 0,05 1,81 + 0,07 4,762 £ 0,06
Cinzas! (%) 7,242+ 0,07 4,56° + 0,07 0,48°+0,11
Cor L* 38,85+ 0,04 37,84°+0,14 42,122 £ 0,19
Cor a* -1,69° + 0,07 -2,91¢ £ 0,06 -1,592 + 0,02
Cor b* 6,082 + 0,08 4,76 + 0,01 1,89¢+ 0,01
Cromaticidade C* 6,312 + 0,09 5,58 + 0,02 2,47¢+0,01

Média + desvio padrdo; letras diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenca
estatistica ao nivel de 5% (Teste de Tukey).
! Valores em base seca.

O soro doce segundo Martins (2000) origina-se a partir da coagulacéo
enzimatica do leite pela adi¢cdo do coalho ou renina, constituida de uma mistura
de enzimas (quimosina e pepsina), sendo os queijos; Cheddar, Mozzarella,
Parmesao e Provolone obtidos por este processo. O autor ainda salienta que o
soro acido é obtido a partir da incorporacdo de &cidos organicos ao leite,
promovendo a coagulacéo, sendo o queijo Petit-Suisse 0 mais popular dentre os
queijos produzidos. Portanto, o pH do SLOD (Tabela 5) utilizado neste estudo,
em virtude de originar-se da producdo de queijo colonial, o qual utiliza enzimas
na sua producéo, atendeu ao pH proposto para 0 mecanismo de processamento
empregado. Os valores de pH n&o apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
nos soros (SLOD, CPSLO e CPSLOD), indicando que nao ocorreu mudanca
durante o processo de UF e DF.

A condutividade do CPSLOD em relagdo ao CPSLO reduziu em
aproximadamente 92 %. Indicando, que ocorreu uma reducao de ions, 0s quais
sédo relacionados aos minerais. Além da permeabilidade de minerais pela

membrana, devido ao tamanho (10kDa), a diluicAo da amostra pelo acréscimo
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de agua no processo de DF, também contribui para estas diminui¢cdes. Do
mesmo modo que no presente estudo, Leidens (2013) e Oliveira (2017) também
observou uma reducéo na condutividade elétrica ao longo do processo de UF e
DF.

Nos sdlidos totais verifica-se que houve diferenca estatistica (p<0,05)
entre as amostras. Um incremento nas concentragdes de sélidos foi verificado
durante o processo de UF, sendo o maior valor apresentado pelo CPSLO. Assim
como para Leidens (2013) na CPSLO, uma reducao foi constatada durante o
processo de DF (Tabela 5), que pode estar associada ao emprego de sucessivas
lavagens promovendo remocao de moléculas de lactose e minerais (HUFFMAN;
FERREIRA, 2011). O SLO liquido antes do desnate apresentou percentual de
gordura de 0,31% e apo6s o desnate de 0,09%. De acordo com Miller, Jarvis,
Mcbean (2000), o percentual de gordura em SLO encontra-se na faixa de 0,35 a
0,4%. Este percentual pode variar de acordo com a raga e a alimentacao dos
animais que produzem o leite, bem como do tipo do queijo, o qual gera o soro.
Como no processo de UF ocorre facilmente o entupimento dos poros e formacao
de fouling que diminuem o fluxo de permeado devido aos constituintes do soro,
principalmente a gordura, se faz necessario um desnate prévio do soro como
apresentado por Cruz et al. (2017), que pode aumentar a eficiéncia do processo
de UF (GIRALDO-ZUNIDA et al., 2004). De acordo com a Tabela 5, ocorreu um
aumento dos teores de gordura nos processos de UF e DF, diferindo
estatisticamente entre si (p>0,05), comparado com o SLOD.

Os valores de L* referem-se a luminosidade da amostra e variam de zero
(O- preto) a cem (100-branco) na escala. O CPSLOD diferiu estatisticamente
(p<0,05) dos demais, apresentando o menor valor de soélidos totais de 4,94% e
a maior luminosidade de 42,12 enquanto que o CPSLO apresentou o maior valor
de solidos totais de 9,75% e a menor luminosidade de 37,84. De acordo com
Garcia-Pérez et al. (2005) reducdes nos valores de L* podem ser atribuidas ao
aumento da concentracdo de moléculas e consequentemente reducdes na agua
livre do produto. Valores intermediarios para SLO, foram encontrados tanto para
sélidos totais quanto para o parametro L*. Caldeira et al. (2010) avaliaram cinco
formulagBes a base de leite de bufala, soro de queijo tipo frescal e iogurte e
verificaram que as formulacbes com maiores percentuais de solidos totais

apresentaram menor reflexdo de luz, ou seja, menor valor de L*.
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A cor b* nas amostras de SLOD, CPSLO e CPSLOD (Tabela 5)
apresentaram valores positivos, 0 que as caracterizam como amareladas, pois,
a cor b* varia do azul (negativo) ao amarelo (positivo). Comparada as outras
amostras, o CPSLOD apresentou o menor valor (p<0,05), indicando a cor menos
amarelada, como pode ser observada na Figura 4. Comportamento similar para
a coordenada de cromaticidade b*, foi encontrada por Azevedo et al. (2014), no
desenvolvimento de filmes de concentrados proteicos de soro de leite (CPS) com
80 % de proteina para o uso em alimentos. Segundo os autores a presenca de
lactose e cinzas pode contribuir para esta coloracdo. Isso poderia justificar a
diminuicdo (p<0,05) da intensidade da cor amarela do CPSLOD, ja que, em
comparacao aos demais tratamentos; SLOD; CPSLO apresentou 0s menores
valores (p<0,05) de lactose e cinzas. Enquanto que o SLOD apresentou a maior
intensidade (p<0,05) de coloracdo amarela, e também, os maiores valores de

lactose e cinzas.

Figura 4- Imagem do CPSLO e do CPSLOD.
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CPSLOD

Fonte: O autor (2018).

A coordenada cromatica a* varia de verde (negativo) ou vermelho
(positivo). O CPSLO apresentou-se com a maior (p<0,05) tonalidade verde em
relacdo as demais amostras, e também o maior (p<0,05) teor de sdlidos totais.
Enquanto que o CPSLOD apresentou o menor teor de solidos totais e cor menos
esverdeada que as demais amostras (SLOD e CPSLO).

Os valores do indice croma (C), diminuiram durante o processo de UF/DF,
apresentando diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras (Tabela 5).
Segundo Granato e Masson (2010), quanto mais elevados os valores de croma,

maior a intensidade da coloracdo. Deste modo, percebeu-se que a associacdo
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processo de DF ao processo de UF, promoveu a reducdo da intensidade da
coloragéo.

O teor de proteina total do CPSLO e do CPSLOD aumentou em relacéo
ao SLOD, diferindo estatisticamente entre si (p<0,05), onde o CPSLOD
apresentou maior valor (Tabela 5). Em termos percentuais de proteina, o CPSLO
foi duas vezes superior ao SLOD, assim, como o CPSLOD também foi duas
vezes maior que o CPSLO. A concentracdo do SLOD pelo processo de UF
associado ao processo de DF proporcionou incremento de 337% proteina no
produto final (CPSLOD).

Este incremento proteico esta relacionado com tamanho de poro da
membrana (10 kDa), onde a faixa de tamanho das proteinas do soro de leite em
geral variam entre 14 kDa (a-La) e 1000kDa (lg), onde as mesmas ficam retidas
na membrana (WAL, 2001; WAL 2004). O mesmo, acontece também com a
gordura (PEPPIN e ELLIOT, 2001).

O teor de lactose diminuiu em 26 e 91% no CPSLO e CPSLOD, em
relacdo ao SLOD, apresentando diferenca estatistica entre as amostras
(p<0,05). Isto indica que no processo de DF ocorre a passagem da lactose pela
membrana devido as lavagens sucessivas. A lactose é uma importante fonte de
energia, contudo, a diminuicdo ou eliminacdo desse hidrato de carbono no
produto € interessante para individuos que apresentam limitacdes ou intolerancia
a esse constituinte.

A membrana de 10 kDa empregada neste estudo, por apresentar massa
molecular de corte superior ao peso molecular da lactose Brans et al., (2004),
nao deveria reter a lactose, mas como relatado por Arguello et al. (2002), a
formacao na camada gel na superficie da membrana e o fouling podem interferir
na seletividade da membrana. O autor ainda menciona que o fouling pode ser
provocado pela presenca de fracOes proteicas dentro dos poros da membrana.
Schneider e Tsutyia (2001) acrescentam que o fouling pode aumentar a
polarizagdo por concentracdo na medida em que retém solutos na superficie.

Na literatura varios trabalhos, também, mostram a efetividade da DF na
concentracdo de soro de leite bovino. De La Fuente et al. (2002) durante a
concentracéo de SLB por processo de UF/DF verificou que os componentes ndo
proteicos de baixo peso molecular permearam pela membrana. Seguenka

(2016), em membrana de 10kDa obteve 89,95% de proteina em base seca e
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percentual de lactose néo identificado pela metodologia utilizada. Para a autora,
a associacao dos processos de UF e DF permitiu uma maior concentracédo de
proteinas e reducao nos niveis de lactose, ja que, os valores iniciais do SLB em
base seca foram de 15,53% de proteina e 76,7% de lactose. Pacheco et al.
(2005) obtiveram valores de proteina e lactose de 82,72% e 6,64%, também em
membrana de 10kDa apés a DF de SLB.

Borges et al. (2001), ao associar o processo de DF ao processo de UF
com membrana de 10 kDa obtiveram concentrados bovinos com valores de
proteina acima de 80% e lactose abaixo de 15%. Pagno et al. (2009) em
membrana de polietersulfona em mdédulo espiral, com massa molecular de corte
de 10 kDa, pressao de 2 bar e FC= 6, obteve valores para os trés tratamentos
(utilizando processo de concentracdo de SLB associado ao processo de
diafiltracao) de 56%, 71% e 80% de proteina e 31%, 18% e 10% de lactose. O
volume inicial de soro foi de 30 L, no primeiro tratamento com quatro ciclos de
DF (2 x 5L e 2 x 2,5L) totalizando-se 15 L (volume total de agua utilizado), no
segundo tratamento utilizaram o mesmo numero de ciclos de DF porém variaram
a adicdo dos volume (2 x10 L e 2 x 5 L) somando-se 30 L (volume total de 4gua
utilizado) e no terceiro tratamento aumentaram dois ciclos comparados aos
demais tratamentos, totalizando-se seis ciclos de DF (6 x 5 L) equivalendo-se ao
volume do segundo tratamento de 30L (volume total de agua utilizado). Em
virtude da membrana ser seletiva para proteina e ndo para lactose, a propor¢ao
de concentracdo para as duas composicOes variaram de maneira a
apresentarem a razao (proteina/lactose) variavel durante todo o processo de
concentracao.

O Regulamento Técnico referente a Alimentos para Fins Especiais
(BRASIL,1998) que dispde sobre os alimentos produzidos para portadores de
intolerancia a ingestdo de dissacarideos como a lactose por exemplo, e ou
portadores de erros relacionados ao metabolismo de carboidratos passara a
vigorar com alteracdes para a lactose, em 24 meses ap0s a publicacdo da
Resolucédo - RDC n° 135, de 8 de fevereiro de 2017, ou seja, as empresas terao
0 prazo para adequacgdo até o inicio de 2019, onde passardo a existir duas
classificagbes para alimentos e dietas com restricdo de lactose; alimentos
isentos de lactose (< a 100 mg/ 100 g ou mL) e alimentos com baixo teor de

lactose (>100 mg e <1 g /100 g ou mL), alimentos que contenham lactose
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deverdo informar no rotulo quando a concentragéo for acima de 0,1% (BRASIL,
2017). A norma aprovada no dia 31 de janeiro de 2017 pela Anvisa é decorrente
da Lei 13.305 de 2016, que tornou obrigatdria a informacdo da presenca de
lactose nos rotulos de alimentos. Embora os valores de lactose tenham sido
reduzidos no concentrado proteico de soro de leite diafiltrado, o mesmo contendo
6,32% de lactose, se utilizado na forma pura, seria enquadrado pela RDC n° 135,
de 8 de fevereiro de 2017 como alimento que contém lactose. Porém os
hidrolisados deste concentrado em solucdo 10% (p/v) investigados neste estudo,
apresentaram 0,6% de lactose enquadrando-se como alimento com baixo teor
de lactose incluindo-se na categoria de alimentos para fins especiais. A presenga
de lactose em alimentos também esta associada a problemas de cristalizacdo
na producédo de lacteos, ja que, apresenta solubilidade reduzida em relacdo a
outros acgucares (dez vezes menor que a solubilidade da sacarose), acarretando
aos produtos aspecto de arenosidade (ORDONEZ, 2005).

Os valores de proteina encontrados no presente estudo ndo foram
superiores a 90%, por isso ndo podem ser classificados como um isolado
proteico de soro (SMITHERS, 2015). Como o valor de lactose foi de 6%, proteina
de 84% e gordura de 5%, o soro DF pode ser considerado um concentrado
proteico (CPS-80), pois se encontra na faixa estabelecida para proteina (80-
82%), lactose (4-8%) e gordura (4-8%) de acordo com a classificacdo (Antunes,
2003). Portanto o CPSLOD pode ser classificado como um concentrado proteico,
podendo ser utilizado como fonte proteica em produtos de interesse.

Com o intuito de verificar o que ainda restava nos permeados da
ultrafiltracdo (UFP) e das 3 diafiltracbes (DFP1, DFP2 e DFP3), os mesmos foram
caracterizados em relacao a proteina, lactose e minerais, podendo demonstrar
aplicacdes para outros trabalhos futuros, sendo os resultados apresentados na
Tabela 6.

Com estes resultados verifica-se que os teores de proteina, lactose e
cinzas do UFP foram maiores e diferiram estatisticamente (p<0,05) dos
permeados das diafiltracdo. O permeado da UFP poderia ser utilizado em outros
estudos, visando aplicacdes de interesse. Ja os permeados da diafiltracéo
devido as sucessivas lavagens, todos os teores foram reduzidos e inclusive nao

sendo mais detectados, provavelmente devido a grande incorporagéo de agua.
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Tabela 6 — Resultados dos teores de proteina, lactose e cinzas para UFP, DFP1, DFP2 e DFP3

Parametros UFP DFP1 DFP2 DFP3
Proteina? (%) 5,812+ 0,01 1,01°+0,22 0,5°+ 0,15 ND
Lactose (%) 3,882+0,10 0,86°+0,01 0,01¢+ 0,005 ND
Cinzas! (%) 8,042+ 0,10 1,36P+0,05 ND ND

Média + desvio padrdo; letras diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenga
estatistica ao nivel de significancia de p<0,05% pelo Teste Tukey. Valores em base seca; ND —
Nao determinado.

Em processos de UF, compostos de menor peso molecular, como a
lactose (BRANS et al.,, 2004) e os minerais sao capazes de ultrapassar a
membrana (DALLAS et al., 2014), o que também foi observado no presente
estudo, devido aos valores encontrados nos permeados.

Farro e Viotto (2003) encontraram valores de lactose entre 4,64 e 5,13%
em permeados a partir da concentragéo de SLB em membrana de UF de 10kDa.
Enquanto que Serpa (2005) em membrana de fibra oca com massa molar de
corte de 10kDa, encontrou valor médio de lactose de 4,4% para permeado do
CPSLB em diferentes pressoes (0,5; 1,5; 1,0 bar). Valor inferior ao encontrado
pelos autores foi obtido neste estudo para o UPF (Tabela 6). As diferencas nos
valores podem estar associadas como destacado por Schneider e Tsutyia (2001)
aos fendmenos de polarizacdo de concentracao, incrustagdes (fouling), fracéo
da 4rea de membrana ocupada por poros, espessura da membrana, que podem
dificultar a permeacédo de moléculas de tamanhos inferiores ao tamanho de poro
da membrana. A seletividade de membranas, como reforcado por Arguello et al.
(2002) pode sofrer modificagdes em virtude do foulling e a formagéo da camada
gel.

O valor proteico do UFP obtido neste estudo (Tabela 6) foi semelhante ao
de Seguenka (2016) utilizando membrana de UF de 10 KDa e SLB, que
correspondeu a 5,51%. Valor inferior de cinzas foi encontrado neste trabalho
comparado ao valor de 9,08% obtido pela autora supracitada.

A Figura 5 mostra uma imagem dos permeados UFP, DFP1, DFP2 e DFPs.
Na medida em que os percentuais de proteina, lactose e cinzas (Tabela 6), foram
diminuindo (p<0,05) nos permeados da diafiltragcdo, comparados ao UFP

observou-se a perda de coloragéo visual.
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Figura 5- Imagem dos permeados UFP, DFP1, DFP2 e DFPs.

P \ 2
|_UFP g DP1 | DP: | | DPs

Fonte: O autor (2018).

Em virtude do teor elevado de proteinas e reduzido de lactose do
CPSLOD obtido nesta pesquisa, 0 mesmo apresenta potencial para
investigacdes de hidrolise e geracdo de peptideos bioativos. Para verificar as
fracOes proteicas dos concentrados e permeados obtidos pela membrana de
10 kDa, realizou-se a analise da eletroforese com avaliagcdes de bandas entre
10 kDa e 200 kDa, nas amostras de SLOD, CPSLO e nos permeados da UFP e
dos DFP1, DFP2 e DFPs (Figura 6).

Figura 6- Imagem dos géis de eletroforese SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polyacrilamide
gel electrophoresis) para as amostras de soro, concentrado e permeado da UF e concentrado e
permeados da DF. Da esquerda para a direita: Coluna 1. marcador de massa molar; coluna 2:
SLO; coluna 3: CPSLO; coluna 4: CPSLOD; coluna 5: UFP; coluna 6: DFP1; coluna 7: DFPz;
coluna 8: DFPs.
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Fonte: O autor (2018).

As amostras de SLO, CPSLO e CPSLOD, apresentaram sinal forte para
as proteinas B-Lg (18 kDa) e a-La (14 kDa), e menos intenso para a albumina do
soro (69 kDa), que séo caracteristicos destas proteinas de acordo com

Thompson, Boland e Singh (2009). De acordo com o0s as massas molares
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propostas por Antunes (2003) para algumas proteinas do soro, outros sinais
também, puderam ser observados entre as bandas de 25 a 85 kDa, que
supostamente podem indicar a presenca de imunoglobulinas de fracdo leve
(25 kDa) e de fracdo pesadas (50 kDa) sinais fracos sugerem pequenas
concentracdes de lactoperoxidase (78 kDa) e lactoferrina (76 kDa). Hernandez-
Ledesma, Ramos e Gomez-Ruiz (2011), destacam a B-Lg, a a-La, como as
principais proteinas do soro. Para eles, algumas particularidades em relacéo a
concentracdo das proteinas podem ser observadas em relacdo as racas dos
animais, segundo os autores o0 SLO apresenta teor médio proteico (9,6%) mais
elevado que o SLB (7%).

Para Antunes (2003), embora existam diversas proteinas presentes no
soro de leite, a B-Lg é a proteina responsavel em maioria pelas propriedades
funcionais dos concentrados proteicos de soro uma vez gue encontra-se em
maior concentragao.

Abreu (2014) estudou soro de leite ovino e verificou a presenga das B-Lg,
a-La, lactoferrina e albumina do soro, sendo as trés ultimas encontradas em
maiores proporgdes que o soro de leite bovino e caprino.

A presenca de diferentes proteinas sdo de extrema importadncia em
concentrados proteicos, pois como destacado por Antunes (2003), as mesmas
apresentam funcionalidades distintas; as B-Lg apresentam propriedades
gelatinizantes, enquanto que a a-La contribui para a formacao de espuma. Além
dessas propriedades, podem ser destacas as propriedades bacteriostaticas
apresentadas pela lactoferrina e lactoperoxidase. Quanto aos permeados da
UFP, DFP1, DFP2 e DFP3 verificou-se que 0os mesmos ndo expressaram sinal
correspondente as proteinas B-Lg (18 kDa) e a-La (14 kDa), sendo que estas

ficam retidas por apresentarem tamanho maior que o poro da membrana.

Tabela 7 — Valores de proteina total, proteina solGvel, K1 e K2 para o CPSLO e CPSLOD.

Proteina Proteina
Amostra K1 K2
Total (%)* Solavel (%)*
CPSLO 41° 42b 3,3.10%+0,2 3,2.103%+0,3
CPSLOD 842 472 3,2.108 +0,7 2,0.10%°+0,1

Média +desvio padrao seguido de letras iguais/colunas indicam néo haver diferenca significativa

a nivel de 5% (t student); !Expressos em base seca.
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Os resultados de proteina total, proteina soltvel, K1 e K2 para o CPSLO e
CPSLOD sao apresentados na Tabela 7. Os teores de proteina total e solavel
sdo maiores na DF, pois este processo proporciona maior concentracao das
proteinas devido as sucessivas lavagens promovidas.

As constantes K1 e K2 correspondem ao tamanho das gotas geradas,
onde Kz esta relacionado as gotas grandes e K1 &s gotas pequenas. Como estas
constantes representam a desestabilizacdo da emulsdo, quanto maiores as
gotas, mais instavel sera a emulsdo. Portanto, 0 CPSLOD apresentou emulséo
mais estavel. As gotas pequenas representadas por Ki sdo as que formam
creme mais lentamente com o tempo, assim o CPSLOD pode apresentar a
formacao de creme mais rapido, ou seja, mais estavel.

Portanto, as emulsfes preparadas com soro diafiltrado sdo mais estaveis
em relacao a desestabilizacdo do creme. De acordo com McClements (2005), o
tamanho das gotas produzidas durante a formacgao das emulsdes dependem de
dois processos: a geracdo de gotas de pequeno tamanho e a rapida

estabilizacdo destas gotas, 0 que evita a sua coalescéncia.

4.3 Atividade enziméatica

A protease, corolase H-pH, utilizada nos ensaios de hidrolise do CPSLOD,
na forma pura, apresentou atividade enzimética de 482 U/mL. Uma unidade (1U)
refere-se a quantidade de Tirosina em pg produzida por min por 1 mL de extrato
enzimatico. A concentracdo de atividade enzimatica (U/mL) em uma amostra,
pode ser determinada, a partir da velocidade da reacéo catalisada pela enzima.
A equacdo da reta gerada pela curva padrao de tirosina esta apresentado no
Apéndice A.

O valor de atividade da corolase H-pH, obteve-se acima da faixa de
valores (34,71 - 63,19 U/mL) encontrados para as proteases; corolase PP,

corolase TS, corolase LAP e corolase L10 estudadas por Silva et. al. (2009).

51



4.4 Grau de hidrélise (GH%) da protease corolase H-pH em diferentes

concentragbes

A enzima protease, corolase H-pH foi testada em duas concentracdes (1%
e 10%) com o objetivo de selecionar o percentual enzimético que apresenta-se
o melhor grau de hidrélise em 3 h.

O CPSLOD hidratado em tampéao Tris-HCI (pH 8,0) (solugédo aquosa a
10% (p/v)) hidrolisado pela protease H-pH em concentracdo enzimatica de 10%
apresentou grau de hidrolise médio de 15,32% (+0,07). E com 1% de enzima
apresentou 14,06% (+0,05). Como o acréscimo de enzima em 10 vezes a
solucéo de CPSLOD promoveu um aumento no grau de hidrélise de apenas 1,09
vezes, optou-se por conduzir a sequéncia dos experimentos com o menor

percentual enzimatico (1%), o que implica em menor custo de enzima.

4.5 Efeito do pH e temperatura na atividade enzimatica da protease corolase
H-pH

Na Tabela 8 é apresentada a matriz do planejamento fatorial 22 (valores
reais e codificados) do efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica da
protease corolase H-pH (1% baseada no contetdo proteico do CPSLOD), em
diferentes tempos de incubacéo (1, 2, 3, 4,5 e 6 h).

As pequenas oscilacbes observadas (Tabela 8), podem sugerir
estabilidade da enzima corolase H-pH com o tempo, frente as faixas de pH e
temperatura estudadas. A atividade enzimatica foi maior em hora, para todos os
experimentos, com excecdo do ponto central. Assim, tempos maiores de
incubagéo ndo se justificam para aumentar a atividade enzimatica.

Desta forma, os resultados da atividade enzimatica em 1h, foram
selecionados para avaliacéo estatistica, através do através do grafico de Pareto
(Figura 7), onde apresentam-se os efeitos estimados (valor absoluto) das
variaveis testadas no planejamento fatorial 22. Observa-se que a atividade
enzimatica foi influenciada significativamente (p<0,05) pelo pH, temperatura e a
interacdo entre as duas variaveis. O modelo néo foi validado pela anélise de
variancia (ANOVA), onde se obteve um coeficiente de correlagdo de 0,92 e o F

calculado de 0,2 vezes menor que o valor tabelado.
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Tabela 8- Matriz do planejamento fatorial 22 e resposta em termos de atividade enzimatica (U/mL)

em funcao do tempo de incubacéo.

Variaveis Atividade Enzimatica (U/mL)
Ensaios independentes* Tempo de incubaco (h)
X1 X2 1 2 3 4 5 6

1 40 (1) 6(-1) 26,79° 26,28° 252597 2564° 24,48° 23,33
+0,10 +0,20 +0,00 +0,10 +0,10 0,10
2 60 (1) 6(1) 2589 2487° 2410° 21,92° 23,97¢ 20,51
+0,10 +0,10 +0,20 +0,10 +0,00 0,10
3 40 (1) 8(1) 26,92* 26,28° 2577° 2564° 25519 2371
+0,10 %020 +0,12 +0,10 +0,11 +0,10

4 60 (1) 8(1) 29,10° 26,92° 26,66° 27,05° 26,02° 25,38¢
+0,10 +0,11 020 +0,20 0,21 +0,10
5 50(0) 7(0) 2551 2564% 25872 24,74> 2461° 24,61°

+0,183 =+0,12 +0,12 +0,11 +0,10 =*0,12

*Média + desvio padrdo; letras diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenca
estatistica ao nivel de 5% (Teste de Tukey). Xi= Temperatura (°C); X2= pH; Varidveis
independentes fixas: corolase H-pH (1% baseada no contelido proteico do CPSLOD). O ensaio
5 é a média da triplicata do ponto central.

Figura 7 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para a atividade

enzimatica da corolase H-pH em 1 h de incubacao obtidos do planejamento fatorial 22.

(2)pH(L)

21,657

1Lby2L ¢

(1)Temperatura ("C)(L) E

Efeito Estimado (valor absoluto)

Fonte: O autor (2018).
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Em virtude de todas as variaveis avaliadas apresentarem efeito
significativo positivo, foi escolhido o pH 8 e a temperatura de 60°C para a

realizacdo de experimentos de hidrélise com CPSLOD ao longo do tempo de 6 h.

4.6 Grau de hidrélise, atividades antimicrobianas e antioxidantes

A Tabela 9 apresenta o grau de hidrolise e atividades antimicrobianas do
hidrolisado do CPSLOD (solucdo 10% p/v) pela protease corolase H-pH (1%
baseado no conteudo proteico) em diferentes tempos de hidrélise (1, 2, 3,4,5e
6 h). Observa-se um aumento gradativo no grau de hidrélise até 5 h de reacao,
apresentando diferenca estatistica (p>0,05) entre os tempos. Apos 5 h de reacéo
ndo apresentou diferenca estatistica (p<0,05), sendo este o tempo de reacao, o

de maior grau de hidrélise.

Tabela 9 — Grau de hidrélise, atividade antimicrobiana da protease (corolase H-pH) em diferentes

tempos.
Atividade Antimicrobiana
Tempo (h) .Gra.u de Salmonella Listeria
Hidrolise (%) choleraesuis monocytogenes

(mg/mL) (mg/mL)
1 12,07¢+ 0,06 5,06+0,01 12,5¢ + 0,04
2 13,039+ 0,06 5,0+ 0,01 15,0° + 0,07
3 14,06¢+ 0,05 7,59+0,01 15,0° + 0,06
4 15,18+ 0,07 10,0¢+ 0,04 20,02+ 0,08
5 15,552+ 0,01 12,5 + 0,06 20,02+ 0,07
6 15,552+ 0,01 15,02+ 0,06 20,02+ 0,10

*Média desvio padréo seguido de letras minusculas iguais/colunas indicam néo haver diferenga

estatistica ao nivel de 5% de significancia (Teste de Tukey).

Os valores de grau de hidrélise permaneceram entre 12,07 e 15,55%,
sendo similares aos encontrados para Adjonu et al. (2013) para isolados
proteicos de soro de leite bovino (solucao 5% w/v) utilizando-se pepsina, tripsina
e quimotripsina em tempos de 12 e 24 h de hidrélise, oscilando entre 11 e 14%.

Contudo no presente estudo o tempo de hidrélise (Tabela 9) foi menor utilizando
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a enzima corolase H-pH. Enzimas submetidas a tempos maiores de hidrélise de
24 h apresentaram graus de hidrélise baixos como apresentado por Adjonu et al.
(2013), devido a natureza globular das proteinas do soro de leite que podem
limitar a atuacéo da enzima. O grau de hidrolise encontrado por Pacheco et al.
(2005) em 6 h de reacéo, foi de aproximadamente 20% para os hidrolisados de
pancreatinina, protamex e alcalase a partir de concentrado proteico de soro de
leite bovino (solucdo 10% p/v) contendo apos DF; 82,72 e 6,64% de proteina e
lactose, respectivamente. Para Adjonu et al. (2013), o grau de hidrolise depende
da enzima, ja que cada uma possui sua especificidade. A enzima utilizada neste
trabalho nao foi investigada quanto a atuacdo enzima-peptideo.

Silva et al. (2009), avaliando o grau de hidrolise de solu¢cbes aquosas
(10% p/v) do concentrado proteico de soro de leite bovino (32,6% de proteina e
54,8% de lactose) por 5 h, constatou maior grau de hidrdlise (30%) para a enzima
pancreatinina (corolase PP), seguido da enzima Aspergillus oryzae (flavouzyme,
de 27%) e relacdo enzima substrato 1:100.

Os hidrolisados em diferentes tempos (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h) apresentaram
atividade antimicrobiana, frente a Salmonella choleraesuise e a Listéria
monocytogenes. Todas as amostras analisadas controlaram mais efetivamente
a S. choleraesuis (Tabela 9).

Dentre todos os tempos de hidrélise, a maior inibicdo para ambas as
bactérias foi alcancada em 1 h, ou seja, concentragcdes menores de hidrolisado
a partir do CPSLOD (solugdo 10% p/v) neste tempo foram necessarios para inibir
a S. choleraesuis (5 mg/mL) e a L. monocytogenes (12,5 mg/mL). O mesmo grau
de inibicdo para a S. choleraesuis foi obtido no tempo de 2 h de hidrolise ndo
diferindo estatisticamente (p<0,05) do tempo de 1h de reacdo, porém um menor
grau de inibicao foi constatado para a L. monocytogenes (15 mg/mL). Os tempos
de hidrolise de 4, 5 e 6 h apresentaram a mesma inibicdo frente a L.
monocytogenes de maneira a ndao apresentarem diferenca estatistica (p<0,05),
requerendo a presenca de 20 mg/mL dos hidrolisados para esta acdo. Para S.
choleraesuis, quanto maior o tempo de hidrélise (3, 4 e 5 h) maior foi teor de
hidrolisado necessario para sua inibicéo.

O tempo de 3 h de hidrdlise a partir do caseinato de soro de leite ovino
pela protease Bacillus sp.7 investigado por Corréa et al. (2011) apresentou halos

de inibicao frente a bactéria Bacillus cereus de 9,3 mm, Corynebacterium fimi de

55



11,5 mm, Aspergillus fumigatus de 10,0 mm e Penicillium expansum de 9,0 mm.
Corréa et al. (2014), ao submeterem o hidrolisado no tempo de 3 h ao processo
de UF em membrana de 10 kDa e avaliarem o concentrado e permeado quanto
a atividade antimicrobiana, encontraram tamanhos de halos frente as bactérias
Bacillus cereus e Corynebacterium fimi de 8,7 e 10,5 mm para o permeado e de
11,2 e 12,7 mm para o concentrado, respectivamente. A concentracao inibitoria
minima (CIM) avaliada no presente estudo é inversamente proporcional a
medida dos halos e refere-se a concentracdo mais baixa (mg/mL) ou em
percentual (%) do hidrolisado capaz de inibir a bactéria, para tanto, quanto menor
for o CIM, maior serd a area do halo e melhor serda a potencializacdo do
antibidtico.

Minervini et al. (2003) investigando hidrolisados de caseinato de sddio de
leite humano pela protease parcialmente purificada de Lactobacillus helveticus
PR4 e obtiveram uma CIM de 50 pg/mL para a Escherichia coli. Além disso,
inibicdo frente a Enterococcus faecium, Bacillus megaterium, Listeria innocua,
Salmonella spp., Yersinia enterocolitica e Staphylococcus aureus na
concentracdo de 100 pg/mL. As concentracfes para todos os hidrolisados
obtidos no presente estudo (Tabela 9) frente as bactérias testadas, foram
superiores a faixa encontrada para os autores. Essa diferenca pode estar
associada ao mecanismo de acdo dos péptidos gerados frente a inibicdo de
bactérias (EPAND e VOGEL 1999). Para os autores, a atividade antimicrobiana
esta relacionada a peptideos catibnicos, hidrofobicos, anfipaticos, os quais
possuem a capacidade de atuar sobre a membrana citoplasmatica de bactérias.

Rizzello et al. (2005) estudaram queijo de leite ovino: Pecorino Romano,
Canestrato Pugliese; bovino: Crescenza e Caciocavall e Caprino: caprino del
Piemonte; bubalino: Mozzarella e avaliaram a inibicdo bacteriana frente ao
Lactobacillus Sakei Al5. Foram separadas em 36 fracbes peptidicas por
reversed-phase fast protein liquid chromatography RP-FPLC, destas, as que
apresentaram maior atividade antimicrobiana foram avaliadas no MS/MS e
corresponderam a faixa de CIM de 20 a 200 pg/mL (bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas). A faixa de inibicdo encontrada pelos autores foi
consideravelmente menor a faixa encontrada no presente estudo (5 a
20 mg/mL). A maior capacidade de inibicAo encontrada pelos autores

comparada ao presente estudo pode estar associada ao fracionamento desses
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extratos por cromatografia (liquida de fase reversa). Para Lahov e Edelsten
(1971) peptideos liberados a partir da caseina pela enzima quimosina que se
encontram na faixa aproximada de 5kDa sdo os responsaveis pela atividade
antimicrobiana. Peptideos antimicrobianos séo constituidos em numero que
variam de 6 a 100 residuos de aminoacidos (GIULIANI, PIRRI e NICOLETTO,
2007).

Dentre algumas proteinas presentes no CPSLOD, sugere-se pelo perfil
eletroforético dos hidrolisados, que a B-Lg, a-La e a lactoferrina tenham sido
hidrolisadas. As duas bactérias investigadas foram controladas desde a primeira
hora de hidrélise, o que poderia ser sugestivo da liberacdo de peptideos
bioativos.

O peptideo lactoferricina oriundo da digestdo gastrica com pepsina da
lactoferrina bovina foi identificado por Bellamy et al. (1992) como inibidor de
proliferacdo e crescimento de bactérias tanto Gram-positivas quanto Gram-
negativas, incluindo resultados positivos para controle da bactéria Listeria
monocytogenes também avaliada neste trabalho. Polipetideos oriundos da
digestdo parcial da a-La por endopeptidases apresentam possivel funcéo
antimicrobiana, principalmente frente a bactérias Gram-positivas (PELLEGRINI
et al.,1999). Pellegrini et al. (1999) identificaram trés fragmentos polipeptidicos
com propriedades bactericidas a partir da a-La, obtidos por digestdo pela
pepsina, tripsina e quimotripsina, respectivamente. Quatro fragmentos
peptidicos apresentando atividade bactericida frente a bactérias Gram-positivas
foram encontrados por Pellegrini et al. (2001) ao investigar a digestao proteolitica
pela tripsina da B-Lg bovina.

Na Tabela 10, diferentes tempos de hidrélise (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h) a partir
do CPSLOD 10% (p/v) geraram valores de atividade antioxidante para a
concentracdo maxima testada (3,0 mg/mL) de: 90,85%, 80,88%, 90,37%,
84,57%, 91,62% e 86,75%, respectivamente. Preci et al. (2011) encontraram
valor superior de atividade antioxidante para extrato de erva-mate de 99,52% em
concentracdo inferior (0,75mg/mL) a testada neste trabalho. Embora o
hidrolisado tenha apresentado menor potencial antioxidante que o extrato de
erva mate, a concentragdo do CPSLOD hidrolisado foi de apenas 10% (p/v) e

Nao puro como o extrato testado pelos autores.
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Os resultados de atividade antioxidante (AA%) dos hidrolisados a partir do
CPSLOD (solugéo 10% p/v), em faixa de concentracdes de hidrolisado (0,5 a 3,0
mg/mL) em diferentes tempos de hidrdlise (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h), estdo apresentados
na Tabela 10. Verificou-se que, a medida em que a concentracdo de cada
hidrolisado aumentava, a atividade antioxidante, também aumentava em todos

tempos de reacédo, apresentando diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 10. Atividade antioxidante da protease (corolase H-pH) em diferentes concentracfes de

hidrolisado em relacdo aos tempos de hidrélise.

Concentracao Atividade Antioxidante (%)
de Tempo de hidrélise (h)
hidrolisado
(ma/mL) 2 3 4 5 6

0,5 18,2972 16,147 13,337 11,467 8,967 13,59
+ 0,20 +0,15 +0,11 +0,13 +£0,09 0,10

1,0 44,0282 37,83F¢ 39,11FP 29 54%¢ 29 25Fe 32 31FEd
+ 0,26 +024 +020 +020 +0,15 £0,20

15 61,28°2 60,00 61,64°2 53,79°¢ 60,03P°> 59,91Pb
+0,33 +035 +030 +029 +0,31 0,26

2,0 74,44Cc  69,32Cc  78,48Ca 72 22Cd 77 51Cb 75 13CcC
+0,39 +0,42 +0,40 +0,38 +041 +045

2,5 85,008 76,12Bd 86,27B2 82,16Bc 88,18%2 83,478Bb
+ 0,26 +048 +050 +052 +055 +0,56

3,0 90,854 80,88%¢ 90,37A% 84,574 91,62%2 86,75/°

+ 0,60 + 0,55 +0,62 + 0,56 + 0,50 +0,55

Média + desvio padrao; letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna e letras diferentes

em uma mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel de 5% (Teste de Tukey).

Embora, o coeficiente de correlacdo de Pearson tenha mostrado uma
correlacdo positiva (0,52) entre a atividade antioxidante e o grau de hidrdlise,
ainda existe uma associacao baixa entre ambos, em virtude do valor ser inferior
a 0,7 (SAMPAIO, 2002). Assim, verifica-se que o aumentando do tempo de

hidrolise, a enzima corolase H-pH ndo melhora a atividade antioxidante.
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Corréa et al. (2014), ao hidrolisar em solu¢gbes aquosas de soro de leite
de ovelha (10g/L) por 6 h utilizando uma preparacéo de protease de Bacillus sp.
P7 verificaram que quanto maior o tempo de hidrolise, maior a atividade
antioxidante (ABTS - [2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline)- 6-sulfonic acid])
dos hidrolisados identificando como péptido responsavel derivado da B-Lg de
sequéncia LAFNPTQLEGQCHYV. Para Hernandez-Ledesma et al. (2005), a
fracdo de 3kDa de hidrolisados de solugdes de B-Lg e a-La (Img/mL) foi a
principal responsavel pela atividade antioxidante encontrada de todo o
hidrolisado.

Para a obtencéo da Equacédo da reta do IC50, foram construidos gréaficos
da atividade antioxidante em relacdo a concentracdo de hidrolisado para cada
tempo de hidrolise (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h) os quais sdo apresentados no Apéndice
B.

A partir das Equacdes das retas de todos os tempos de hidrélise, calculou-
se a concentracao de hidrolisado necessaria para capturar 50% do radical livre
DPPH (ICso0) para cada tempo de hidrolise, conforme € mostrado na Figura 8. Os
valores de ICso encontrados para os hidrolisados oscilaram entre 1,32 e 1,56
mg/mL.

Figura 8. Concentracao de hidrolisado (1,2,3,4,5 e 6 h) necesséria para capturar 50% do radical
livre DPPH (ICso).
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Fonte: O autor (2018).
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Quanto menor o valor de I1Cso, maior a atividade antioxidante da amostra,
portanto, o tempo de 1 h de hidrdlise foi o responsével pelo menor valor gerado
para a capacidade antioxidante, seguida do tempo de 3 e 5 h. Lembrando que
os valores de atividade referem-se aos hidrolisados a partir do CPSLOD (solucéo
10% p/v) com 8,43% de proteina. Esse incremento na atividade antioxidante
pode estar associado a hidrélise enzimética, pois como destacado por Drydkova
et al. (2010) a bioatividade de proteinas intactas tem apresentado melhoras apos
serem hidrolisadas por enzimas. As oscilacdes na atividade antioxidante podem
associar-se a estrutura do peptideo ou a presenca de aminoacidos como
destacado por Hernandez-Ledesma et al. (2005).

Corréa et al. (2011) constataram que a hidrélise proteica de a partir de
caseinato ovino nao apresentou efeito positivo perante a bioatividade
investigada. Estes autores ao investigarem a atividade antioxidante por DPPH
em tempos de hidrolise de 1, 2, 3 e 4 h utilizando a enzima Bacillus sp. P7,
constataram maior atividade antioxidante (30,9%) em 1 h de hidrolise. Os autores
obtiveram maiores percentuais de grau de hidrélise em maiores tempos de
reacao; (1% em 1h), (2,5% em 2h), (4% em 3 h) e (4,5% em 4 h). Porém, a maior
atividade antioxidante se deu no inicio do processo.

4.7 FracOes proteicas dos hidrolisados

Os resultados das fragOes proteicas das amostras dos hidrolisados (1, 2,
3, 4,5, e 6 h)a partir do CPSLOD (solucédo 10% m/v) diluido em tampéao Tris-
HCI (pH 8) com percentual de enzima H-pH de 1%, sdo apresentadas na Figura
9.

A menor banda detectada foi 5kDa, sinalizada para todos os hidrolisados,
perdendo a intensidade em 6h de hidrolise. Uma banda de maior intensidade foi
observada em 10kDa em todos os tempos de hidrélise. Sinais discretos foram
observados entre a banda de 20kDa e 30kDa em 1 h de hidrélise, o que
supostamente indicam a presenca de imunoglobulinas de fracao leve (25kDa).
Esse sinal perdeu ainda mais a sua intensidade a partir de 2 h de hidrolise, o que
poderia sugerir a hidrdlise proteica, ja que, o grau de hidrolise também aumentou

em relacdo ao tempo de 1 h de 12,07% para 13,03%. A presenca de
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imunoglobulinas de fracéo leve (25k Da) também foram constatadas por Borges
et al. (2001) em concentrado proteico de soro &cido.

Figura 9- Imagem dos géis de eletroforese SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polyacrilamide
gel electrophoresis) para as amostras dos hidrolisados (1, 2, 3, 4, 5, e 6 horas) a partir da solucéo
10% (m/v) do CPSLO diluido em tampé&o Tris-Hcl (pH8,0) e percentual de enzima H-pH de 1%.
Da esquerda para a direita: Coluna 1: marcador de massa molar; coluna 2: 1h de hidrélise; coluna
3: 2h de hidrdlise; coluna 4: 3h de hidrdlise; coluna 5: 4h de hidrdlise; coluna 6: 5h de hidrdlise;

coluna 7: 6h de hidrélise.

250kDa—
S0kDa— |
100kDa— |
70kDa— |
S0kDa—
40kDa—

30kDa— | —
20KDa— | —

15kDa— [—

10kDa— [ ’ S O e e e
S & - —

kDa—
Marcador 1ih 2h 3h 4h Sh 6h

Fonte: O autor (2018).

Antes da hidrélise, o CPSLOD apresentou sinal para albumina do soro
(69kDa), e imunoglobulinas (25 a 50kDa), lactoferrina (76kDa) e lactoperoxidase
(78kDa). Porém, apos hidrolise as amostras apresentaram bandas em locais de
menor massa molar, localizadas em 5kDa, 10kDa e entre 20kDa e 30kDa,
indicativo de que as proteinas anteriormente presentes tenham sido hidrolisadas
pela enzima em péptidos menores.

Ressalta-se, que em 1h de hidrdlise tanto a a-La (14kDa) quanto a 3-Lg
(18kDa) deixaram se ser detectaveis no gel de eletroforese, sugerindo que
ambas tenham sido completamente hidrolisadas pela enzima. Jeewanthikim et
al. (2017) estudando diferentes tempos de hidroélise de concentrado proteico de
soro de leite bovino (35% de proteina), solugcdo 10% (w/v), com diferentes
enzimas (pepsina, protease e alcalase), verificaram que a pepsina foi menos
eficiente na degradacgéo da B-Lg, levando o tempo de 5h para tal. De acordo com
o perfil eletroforético encontrado pelos autores, as enzimas, apresentaram

bandas proteicas em regides distintas.
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Sabadin, et al. (2012) utilizando a enzima alcalase a partir da B-Lg
obtiveram hidrolisados com 12,6% de grau de hidrélise (GH), valor préximo ao
encontrado neste trabalho em 1 h de hidrolise. Os autores encontraram bandas
referentes a pequenas massas moleculares, correspondentes aos peptideos de
massa molecular inferior a 6,5 kDa. Concentrados proteicos de soro de leite
bovino solucdo 10% (w/v), obtidos pelo método de ultrafiltracdo por
Jeewanthikim et al. (2017) em membrana de 10kDa, antes de serem
hidrolisados, apresentaram bandas na faixa de 50-98KDa, 16-22kDa e 6-16kDa,
indicativos de BSA (69kDa), B-lg (18kDa) e a-La (14kDa) e apds 2 h de hidrdlise
apresentaram perfil comum entre as enzimas utilizadas (protease, pepsina e
alcalase) com sinais para as faixas de 16-22kDa e 6-16kDa. Os hidrolisados das
enzimas quimotripsina e tripsina investigadas pelos autores, tenderam a
apresentar sinais mais fracos para as regides indicativas da presenca de B-Lg e

a-La comparadas ao concentrado sem adi¢cdo de enzima.

4.8 Perfil peptidico dos hidrolisados

A partir dos valores de grau de hidrdlise (Tabela 09) do CPSLOD (solucao
10% p/v) pela protease, corolase H-pH (1% baseado no contelddo proteico) em
diferentes tempos de hidrélise (1,2,3,4,5 e 6 h), foram calculados empiricamente

a massa molecular média e o niumero de residuos (Tabela 11).

Tabela 11: Massa molecular média e comprimento médio da cadeia peptidica das amostras em

diferentes tempos de hidrélise.

Comprimento médio da cadeia

Tempos de Massa média da . .
(nimero de residuos de

hidrolise (h) molécula (Da) aminoécidos)
1 994 8,29
2 921 7,67
3 853 7,11
4 791 6,59
5 772 6,43
6 772 6,43
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Observa-se que a massa média da molécula e o comprimento médio da
cadeia diminuiram com decorrer do tempo de hidrélise, estabilizando-se em 5 h
com média de 6 residuos de aminoacidos e massa molecular média de 772 Da.

Os resultados indicaram que a protease, corolase H-pH foi capaz de
produzir um hidrolisado a partir da solugéo 10% (p/v) do CPSLOD em membrana
de 10KDa com capacidade antioxidante e antimicrobiana em 1h de reagdo em
concentracdo de 1% baseado no conteudo proteico. Em tempo de hidrdlise de
5h, a reagdo tornou-se constante, 0 que poderia indicar que a enzima, frente ao
substrato, tenha atingido a sua capacidade hidrolitica maxima. Por estas razdes,
foram determinadas as massas-carga (m/z) dos tempos de hidrélise de 1h e 5h
em espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF. Assumindo que as amostras
tenham sido ionizadas conforme a calibracdo do equipamento em 1H* (massa
do hidrogénio), os valores obtidos no MALDI-TOF em m/z foram equiparados
aos valores em Da.

A Figura 10 apresenta os dados de percentagem de peptideos no intervalo
de 300-20.000m/z para 1 e 5h de hidrdlise.

Figura 10: Percentagem peptideos no intervalo de 300-20.000m/z para 1 e 5h de
hidrolise.
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Fonte: O autor (2018).

A partir dos espectros gerados por meio do MALDI-TOF, foram detectados

305 peptideos com m/z distintas para a amostra de 1h de hidrolise. Em 5 h de
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hidrolise observou-se um aumento de 12,13% no numero de peptideos
comparado ao tempo de 1h, alcancando 342 peptideos. Esse incremento em
relacdo ao tempo de 1h, pode estar relacionado ao aumento no grau de hidrolise
de 12,07% para 15,55% em 5h de reacdo. Intervalos <300m/z, ndo foram
computados, pois a matriz utilizada na andlise cristaliza junto com as amostras
causando sobreposi¢cdes no espectro. Para Silva et al. (2009), os hidrolisados a
partir de concentrado proteico de soro de leite bovino (SOLUCAO 10% p/v),
apresentaram (r) fraca (correlacdo de Pearson) entre grau de hidrolise e o perfil
peptidico.

Foram constatados nos hidrolisados principalmente picos compreendidos
entre 1.001-2.000 m/z (Figura 10), percentuais de 17,70% em 1h e percentuais
de 20,76% em 5h. Outros picos em destaque corresponderam aos peptideos
entre 300-400 m/z (14,10%) e 4.001-5000 m/z (13,77%) em 1h de hidrdlise e
2001-3000m/z (16,67%) e 4001-5000m/z (11,99%) em 5h de hidrolise. Corréa et
al. (2014), constataram que o permeado oriundo do hidrolisado (3 h) de
caseinato de soro de leite ovino apresentou-se com maior inibicao frente as duas
bactérias estudadas, o que poderia sugerir que peptideos com massas
moleculares menores poderiam ter exercido maior efeito antimicrobiano. Os
autores ainda submeteram o permeado a espectrometria de massa e
identificaram o peptideo majoritario como sendo correspondente ao fragmento
de caseina as1 com massa molecular de 1426 Da e ion de 714,3916 (2) (m/z).
Welsh et al. (2017) associaram a atividade antioxidante de hidrolisados de soro
de leite ovino utilizando-se uma protease de origem bacteriana e outra de origem
fungica aos péptidos com <15 aminoacidos.

O perfil peptidico do hidrolisado em 1h foi composto de 262 peptideos
<10.000 m/z. Enquanto, que o hidrolisado em 5h apresentou 300 peptideos para
esta mesma faixa. Esse incremento pode estar associado ao perfil eletroforético
gue apos 1h de hidrélise, passou a apresentar sinais mais discretos entre a
banda de 20 e 30 kDa, sugestivos de hidrolise de imunoglobulinas de fracdo leve
(25kDa).

Observa-se que ndo foram constatados (Figura 11) a presenca de
peptideos em 12.000, 14.000 e 15.000 m/z e 218.000 m/z para ambos os tempos
de hidrdlise avaliados, o que poderia sugerir hidrélise completa das soro

proteinas e geracao de um vasto perfil peptidico pela protease corolase H-pH.
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Figura 11: Percentagem peptideos >10.000m/z para 1 e 5h de hidrolise.
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Fonte: O autor (2018).

Ao ser avaliado o perfil eletroforético constatou-se intensa atividade
catalitica desde a primeira hora de reacédo, em virtude da degradacdo completa
tanto da a-La (14kDa), quanto da B-Lg (18kDa). As duas bandas estavam
presentes em gel de eletroforese em CPSLOD antes da Hidrélise (Figura 9).
Pintado e Malcata (2000), ao avaliarem o perfil peptidico (Cromatografia
por Exclusdo de Tamanho) da a-La purificada hidrolisada em 2,5h pela tripsina
verificaram que, apds degradacédo da a-La surgiram essencialmente picos de
3.000-4.000 e 2.000-3.000 Da, e para p-Lg purificada picos de 4.000-6000 Da.

Em virtude dos hidrolisados deste trabalho serem compostos por uma
mistura de proteinas, ndo foi permitido relacionar os peptideos originados com
as respectivas proteinas inicialmente presentes.

Pintado e Malcata (2000) em 2,5h de incuba¢édo da enzima tripsina em
a-La purificada, detectaram varios peptideos <500Da. Ja em hidrdlise da B-Lg
purificada, os autores detectaram peptideos <500Da somente em 24 h de
hidrolise. Peptideos <500Da foram encontrados no presente estudo ja na 12h de
hidrolise. Se considerar que um aminoacido apresenta massa molar média de
120Da (Myers et al., 1974) e que a ionizag¢ao tenha ocorrido em 1H* (massa do
hidrogénio), os peptideos compreendidos entre 300-400 m/z poderiam ser
classificados como tripeptideos e tetrapeptideos.
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Considerando que na faixa de 300 a 500m/z, em 1h de hidrdlise, os
peptideos encontrados corresponderam a 23,28%. Enquanto, que em 5h de
hidrolise o percentual foi de 18,13%, logo, em 5h de hidrélise houve uma reducéao
de 22,12% nos tripeptideos, tetrapeptideos e pentapeptideos.

Pintado e Malcata (2000), estudaram hidrolisados de soro de leite ovino,
bovino e caprino pela enzima tripsina, e verificaram que a hidrolise gerou grande
namero de peptideos de 500-4.000 Da. Em 24 h de incubacéo Silva et al. (2009)
utilizando concentrado proteico de soro de leite bovino (32,65% de proteina e
54,8% de lactose) - solucdo 10% (p/v) e solucdo 7% (p/v) hidrolisado pelas
enzimas, flavourzyme e corolase PP, respectivamente, ambas em concentracéo
de E:S 1:100, obtiveram 16,14% de dipeptideos, 9,12% tripeptideos e ~20% de
grandes peptideos, os quais compreendem peptideos com mais de 7 residuos
de aminoacidos.

Herndndez-Ledesma et al. (2005) estudando a diferenca na atividade
antioxidante em distintos hidrolisados a partir da a-La e B-Lg (purificadas, a partir
de soro de leite bovino) por pepsina, tripsina, quimotripsina, corolase PP e
termolisina verificaram que esta atividade estava relacionada ao tamanho dos
peptideos gerados durante o processo e também a sequéncia de aminoacidos
obtidos. Para os autores, os valores de atividade antioxidante dos hidrolisados
foi atribuido principalmente ao permeado de 3.000 Da oriundo desses
hidrolisados. A mesma relacdo nao pode ser atribuida ao presente estudo, pois
embora em 1h de hidrélise tenha sido constatada a maior atividade antioxidante
(Tabela 10), os percentuais encontrados em 1h de hidrdlise <3.000 m/z foram
inferiores (54,43%) aos percentuais encontrados em 5h (62,57%) para esta
mesma faixa. O mesmo foi relatado por Garcia-Mora et. al (2014) em que todos
os hidrolisados de extrato de lentilha pelas enzimas; alcalase, protamex,
corolase 7089 e savinase apresentaram teores de péptidos <3kDa sem relacdo
com a atividade antioxidante.

Lahov et al. (1971) estudaram a atividade antimicrobiana em hidrolisados
de caseina pela quimosina e verificaram que a mesma estava atribuida aos
péptidos com massa molecular proxima a 5kDa. No presente estudo, o
hidrolisado em 1h destacou-se em relacao a atividade antimicrobiana (Tabela 9),
onde para este foram encontrados maiores percentuais de péptidos (Figura 10)
a faixa de 4.000m/z (13,77%) e 5.000m/z (4,59%) comparado ao tempo de 5h
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de hidrdlise que apresentou valores de 11,99% e 1,75%, respectivamente. De
acordo com Giuliani, Pirri e Nicoletto (2007) os peptideos antimicrobianos
apresentam massa molecular bastante variavel, e podem ser constituidos de 6
a 100 residuos de aminoacidos. No presente estudo (Tabela 9 e Figura 10),
pétidos 212.000 m/z foram reduzidos em 49,04% em tempo de hidrolise de 5h,
de 2,30% para 1,17%. Esta faixa calculada empiricamente a partir do relato de
Giuliani, Pirri e Nicoletto (2007) sobre a faixa de aminoacidos com capacidade
antimicrobiana, poderia ser atribuida a essa bioatividade encontrada em
destaque em 1h de hidrdlise.

Para Frenhani e Burini (1999), o metabolismo de proteinas ocorre
inicialmente a formacéo de oligopeptideos (2 a 6 residuos de aminoacidos) além
de aminoacidos livres e para que estes sejam absorvidos sdo novamente
convertidos em di- e tripeptideos, os aminodcidos livres, 0s quais sdo menos
eficientes em niveis de absor¢cdo. Quanto a digestibilidade, quanto maiores os
teores de di-tripepeptideos maior é a eficiéncia da assimilacdo na nutricdo
(SGARBIERI, 2004). Nao foi possivel relacionar a atividade antioxidante em 1h
de hidrélise (Figura 8) aos péptidos <3kDa (Tabela 10), porém a atividade
antimicrobiana (Tabela 9) pode ter relacdo com os péptidos em faixa proxima de
5kDa, que foram superiores para este tempo de hidrélise avaliado.

Hernandez-Ledesma et al. (2005) realizaram o fracionamento do
permeado de 3 kDa a partir da 3-Lg (purificada a partir de soro de leite bovino)
pela corolase PP em cinco fracGes por cromatografia liquida de alta eficiéncia no
modo fase reversa (RP-HPLC) e constataram que as fracdes 1, 2 e 4
apresentaram maior atividade antioxidante, enquanto que as fracées 3 e 5 foram
menores. Os autores constataram a presenca de 42 peptideos no total, destes;
10 peptideos corresponderam a 12 fracéo, 15 peptideos a 22 fracéo, 8 peptideos
a 32 fracdo, 4 peptideos a 42 fracdo e 5 peptideos a 52 fracdo. A atividade
antioxidante constatada pelos autores ndo esteve relacionada ao numero de
peptideos obtidos. A partir de testes com alguns fragmentos de peptideos, os
autores verificaram que a presenca dos aminoacidos tripsina, tirosina, e
metionina foram os responsaveis pela capacidade antioxidante dos peptideos
avaliados. A ligacdo peptidica neste caso pode ter minimizado a atividade
antioxidante ou a propria presenca de outros aminoacidos na composi¢édo podem

ter atuado como antagonistas. Diferente ocorreu em outra sequéncias peptidicas
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(metionina-histidina-isoleucina-arginina-leucina e valina-tirosina-glutamato-
glutamato-leucina) testada, na qual constatou-se que a estrutura do peptideo
favoreceu atividade antioxidante comparado aos aminodacidos isolados.

De acordo com Minervini et al. (2003), podem ocorrer variacdes de
concentragbes de peptideos em hidrolisados de diferentes tipos de leite. Isto
pode estar associado a disparidade nas proporcfes de caseina, sequéncia de
aminoacidos e conformacdo, que podem influenciar na atuacdo das enzimas
durante a hidrdlise e geracdo de peptideos bioativos.

Os resultados do presente trabalho sugerem que o tempo de 1 h de
hidrélise com CPSLOD pela enzima corolase H-pH (1% baseado no contetdo
proteico), em condi¢cbes otimizadas de temperatura (60°C) e pH (8), sdo as
melhores condicbes para a obtencéo de peptideos com atividade antioxidante e
antimicrobiana. Para Rizzelo et al. (2005), a perda da bioatividade de peptideos
pode ocorrer em casos de grandes tempos de hidrélise, onde sdo degradados
as sequéncias péptidas ativas das moléculas. O que poderia justificar o0 menor
destaque frente as propriedades biolégicas em 5 h de hidrélise do presente
estudo.

Estudos nos mostram que as propriedades biolégicas, estdo associados
ndo somente ao tamanho do péptido gerado mas também a sequéncia das
fracbes aminoacidicas (HERNANDEZ-LEDESMA et al. 2005). O perfil desses
hidrolisados dependerdo dos parametros empregados na hidrélise, das
proteinas presentes, do tipo de enzima, propor¢cdo enzima-substrato e da
concentracéo do hidrolisado.

Os dados obtidos com o MALDI-TOF geraram respostas apenas
qualitativas dos picos que apareceram em intervalo de 300 - 20.000 m/z. Em
virtude de ndo deter-se de padréo, ndo avaliou-se os péptidos quantitativamente
(abundancia relativa).

A realizacao do fracionamento por RP-HPLC poderia revelar a qual fracao
péptida a atividade antioxidante e antimicrobiana esteve associada. Em virtude
do equipamento MALDI-TOF utilizado neste trabalho ndo ser acoplado ao
MS/MS néo foi possivel realizar o sequenciamento e identificacdo de peptideos

potencialmente ativos.
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5 CONCLUSAO

O processo ultrafiltracdo (UF) associado ao processo de diafiltracdo (DF)
em membrana de 10kDa na concentracdo de soro de leite ovino, aumentou em
duas vezes o contetdo de proteina total, atingindo o percentual de 84,3%.
Favoreceu o incremento no percentual de proteina soluvel em 11,9% e reduziu
os teores de lactose em 88,29%, também contribuiu para a melhora nas
propriedades funcionais, conferindo uma emulsdo mais estavel. Em virtude de
sua composi¢cdo, o concentrado proteico de soro de leite ovino diafiltrado
(CPSLOD) foi classificado como concentrado proteico de soro — CPS-80.

A atividade enzimatica (482 U/mL), da protease corolase H-pH utilizada
nos ensaios de hidrélise do soro de leite ovino UF/DF atingiu valor de superiores
aos encontrados na literatura.

O pH e temperatura exerceram influéncia significativa (p<0,05) sob a
atividade enzimatica da corolase H-pH, apresentando uma tendéncia de
aumento da atividade para os maiores valores de pH (8,00) e temperatura
(60°C).

O grau de hidrdlise a partir do CPSLOD solucédo 10% (p/v) em condi¢des
otimizadas de temperatura (60°C) e pH (8,0) e concentracdo da corolase H-pH
aumentada em 10 vezes o valor inicial (1% baseado no conteudo proteico),
contribuiu para o aumento no grau de hidrélise de apenas 1,09 vezes,
demonstrando que o emprego da menor quantidade de enzima seria de maior
coeréncia em ambito industrial.

O grau de hidrélise promovido pela corolase H-pH (1% baseado no
conteudo proteico) em CPSLOD solucédo 10% (p/v), 60°C e pH 8, permaneceu
entre 12% e 15,55% durante as 6 h de reacéo e foi capaz de gerar um vasto
perfil peptidico com propriedades biologicas. Em tempo de hidrélise de 5h, a
reacao tornou-se constante, o que poderia indicar que a enzima, frente ao
substrato, tenha atingido a sua capacidade hidrolitica maxima.

A atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativa; Salmonella
Choleraesuis, quanto para a bactéria Gram positiva; Listéria monocytogenes foi
constatada em todos os tempos de hidrdlise (1,2,3,4,5 e 6 h). Todas as amostras

analisadas controlaram mais efetivamente a S. Choleraesuis. O tempo reacional
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de 1 h apresentou menores valores de concentracdo inibitéria minima (CIM)
frente as duas bactérias avaliadas.

A atividade antioxidante também foi detectada em todos os hidrolisados
(1,2,3,4,5 e 6 h). Porém, o menor valor de concentracdo de hidrolisado
necessaria para capturar 50% (ICso) foi em 1h de hidrdlise.

O hidrolisado em 1h de reacdo em relacéo ao tempo de 5h apresentou o
maior nimero de péptidos em intervalo de 300 a 500m/z (23,28%), também
foram encontrados maiores percentuais de péptidos em faixa de 4.000m/z
(13,77%) e 5.000m/z (4,59%) comparado ao tempo de 5h de hidrélise que
apresentou valores de 11,99% e 1,75%, respectivamente. Além disto, pétidos
212.000 m/z foram reduzidos em 49,04% em tempo de hidrélise de 5h. Nas
faixas mencionadas, o numero de peptideos foi superior em 1h de hidrolise e
poderiam estar relacionados ao destaque frente as propriedades bioativas
investigadas. As diferencas na distribuicdo do niumero de peptideos em toda
faixa investigada (300 — 20.000 m/z) em MALDI-TOF, foi alterada com o tempo
de hidrélise, o que pode ter contribuido para degradacdo das sequéncias
péptidas ativas das moléculas. A enzima corolase H-pH apresentou-se eficiente
na degradacgéao das soro proteinas B-Lg e a-La ja na 12 hora de reacéo.

O soro de leite ovino, apresentou-se com potencial para aplicagcdo em
produtos alimenticios de interesse, através do CPSLOD (solucdo 10% (p/v) em
60°C, pH 8,0) hidrolisado com a enzima corolase H-pH (1% baseado no
contetdo proteico), demostrando-se um co-produto com capacidade para
geracao de peptideos bioativos. Sendo o tempo de reacédo de hidrélise de 1 h, o
suficiente para apresentar atividade antioxidante e antimicrobiana frente a

Salmonella choleraesuis e a Listéria monocytogenes.
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Sugestdes para trabalhos futuros

- Avaliar as propriedades funcionais (capacidade emulsificante, formacao de
espuma e solubilidade) do hidrolisado obtido em 1h de reacdo do CPSLOD.

- Realizar o fracionamento das proteinas de CPSLOD hidrolisadas em 1h pela
protease corolase H-pH por RP-HPLC para verificar a qual fragdo a atividade
antioxidante e antimicrobiana poderia estar associada.

- Determinar as sequéncias aminoacidicas responsaveis pela atividade
antioxidante e antimicrobiana.

- Investigar o mecanismo de acao dos péptidos gerados frente a inibicdo de
bactérias.

- Estudar a aplicagcdo do CPSLOD hidrolisado em 1h em produto alimenticio e
verificar suas propriedades biolégicas e funcionais.

- Investigar a associacéo da endopeptidase protease corolase H-pH, investigada
neste estudo, a uma protease exopeptidase, na hidrélise do CPSLOD e geracéo
de peptideos.

- Concentrar e diafiltrar o soro de leite bovino nas mesmas condi¢des do presente
estudo e realizar hidrélise em 1 e 5h também nas mesmas condic¢des e verificar

suas propriedades biolégicas e funcionais para comparar com o presente estudo.
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APENDICE A

No Apéndice A, estd apresentada a equacdo da reta a partir do

equivalente em tirosina liberado através da curva padréao.

0,7 -
.
0,6 -
0,5 - P 4
o
)
= 0,4 - %
2
30,3 - y = 0,0065x + 0,0042
o & 3
< R? = 0,9992
0,2 -
>
0,1 - -
0 & . . . . .
0 20 40 60 80 100

Fonte: O autor (2018).
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APENDICE B

No Apéndice B estdo demostradas as atividades antioxidante em diferentes
tempos de hidrélise (2, 3, 4, 5 e 6 h) para obtencdo do ICso, em relacdo a

concentracéo de hidrolisado.

Figura A.1. Equacao da reta da atividade antioxidante em 2 h de hidrdlise.

100
90 y =26,107x + 11,529

.

80 Q.

70 o ..

. o .
so | e

40
30| e

Atividade Antioxidante (%)

20
10

0
0,5 1 1,5 2 2,5 3

Concentracado de hidrolisado (mg/mL)

Fonte: O autor (2018).

Figura A.2. Equacao da reta da atividade antioxidante em 3 h de hidrélise.
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Fonte: O autor (2018).
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Figura A.3. Equagéo da reta da atividade antioxidante em 4 h de hidrdlise.
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Figura A.4. Equacao da reta da atividade antioxidante em 5 h de hidrélise.
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Figura A.5. Equagéo da reta da atividade antioxidante em 6 horas de hidrdlise.
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