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RESUMO

Do processo que culmina a produgdo da manteiga a partir do creme de leite, libera-se o soro
de manteiga, buttermik, considerado também como subproduto e até mesmo um residuo
industrial, por ndo apresentar reaproveitamento adequado. Este subproduto contém
componentes do creme soliiveis em dgua, como proteinas, lactose e minerais. Particularmente
as proteinas quando reduzidas a peptideos por hidrélise enzimatica, apresentam atividade
bioldgica. Este trabalho visou obter peptideos de baixo peso molecular a partir do buttermik
através de um processo combinado de hidrolise enzimatica e filtragdo com membranas. O
buttermilk foi centrifugado e caracterizado quanto a gordura, proteina, lactose, caseina,
solidos totais e pH, apos, foi submetido a hidrélise com diferentes enzimas comerciais. A
melhor enzima foi selecionada e submetida ao biorreator 8 membrana. Amostras selecionadas
foram liofilizadas. Visando a caracterizagdo dos peptideos formados apos esta etapa, analises
do célculo do comprimento médio da cadeia e da massa molecular média dos peptideos e
eletroforese em gel, foram realizadas. Para avaliacdo da bioatividade, realizaram-se analises
da atividade antimicrobiana e antioxidante. As enzimas apresentaram diferentes graus de
hidrolise (GH), onde a Alcalase (endopeptidase) e a Neutrase (exopeptidase) quando
utilizadas em sequéncia, apresentaram melhor a¢do chegando a um GH de 34 %. O processo
de centrifugacdo foi eliminado mostrando ndo haver variagdes no fluxo com ou sem sua
aplica¢do. Foram encontrados valores de rejeicdo R = 87,55% para o ensaio ndo utilizando o
processo de hidrolise, e R = 60,25% para o ensaio utilizando o processo de hidrdlise,
comprovando que a hidrdlise possibilitou maior passagem de proteina para o permeado,
indicando eficiéncia do processo. As amostras hidrolisadas apresentaram bioatividade, com
destaque para o permeado obtido pela filtragdo por membranas e concentrado por liofilizagao
que apresentou maior atividade antioxidante. Foi possivel aliar a obten¢do de um hidrolisado
proteico, comprovando sua bioatividade, com o reaproveitamento de um subproduto pouco
valorizado na industria de alimentos.

Palavras-chave: proteina, bioatividade, filtragdo por membranas.






ABSTRACT

From the process that culminates the production of butter from the cream, buttermilk,
buttermik, is also released, also considered as a by-product and even an industrial residue, as
it does not present adequate reuse. This by-product contains water-soluble components of the
cream, such as proteins, lactose and minerals. Particularly proteins, when reduced to peptides
by enzymatic hydrolysis, have biological activity. This work aimed to obtain low molecular
weight peptides from buttermik through a combined process of enzymatic hydrolysis and
membrane filtration. The buttermilk was centrifuged and characterized for fat, protein,
lactose, casein, total solids and pH, afterwards, it was subjected to hydrolysis with different
commercial enzymes. The best enzyme was selected and submitted to the membrane
bioreactor. Selected samples were lyophilized. In order to characterize the peptides formed
after this step, analyzes of the calculation of the average chain length and the average
molecular weight of the peptides and gel electrophoresis were performed. To assess
bioactivity, analyzes of antimicrobial and antioxidant activity were performed. The enzymes
showed different degrees of hydrolysis (GH), where Alcalase (endopeptidase) and Neutrase
(exopeptidase) when used in sequence, showed better action reaching a GH of 34%. The
centrifugation process was eliminated showing that there are no variations in the flow with or
without its application. Rejection values were found R = 87.55% for the assay not using the
hydrolysis process, and R = 60.25% for the assay using the hydrolysis process, proving that
the hydrolysis made it possible for more protein to pass through the permeate, indicating
process efficiency. The hydrolyzed samples showed bioactivity, with emphasis on the
permeate obtained by membrane filtration and concentrate by lyophilization, which showed
greater antioxidant activity. It was possible to combine the obtaining of a protein hydrolyzate,
proving its bioactivity, with the reuse of a by-product little valued in the food industry.

Keywords: proteins, bioactivity, membrane filtration.
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1 INTRODUCAO

No processo de producdo de manteiga, durante o batimento, libera-se o soro
(buttermilk). Segundo O’connell e Fox (2018), a producao mundial de buttermilk ¢ de 6,5 x
10° toneladas anuais, sendo um importante candidato a conquista de nicho de mercado.
Considerado um residuo industrial, ou sendo muitas vezes utilizado como alimento animal, é
um subproduto complexo, e contém proteinas, lipideos, oligossacarideos, fosfolipidios,
glicolipideos, glicoproteinas e muitos componentes com atividades biologicas.
Particularmente as proteinas, quando reduzidas a peptideos, apresentam grande capacidade
biologica (ASTAIRE et al., 2003).

Os aspectos funcionais e nutricionais do buttermilk devem ser ressaltados, pois se sabe
que os peptideos sdo mais facilmente digeriveis do que a proteina intacta e cumprem fungdes
nutritivas e farmacoldgicas.

As proteinas presentes no buttermilk sdo fontes de peptideos biologicamente ativos,
podendo apresentar, por exemplo, atividades antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana.
Essas proteinas, em geral, t€m peptideos criptografados na sua estrutura que por processo de
digestdao sdo liberados, absorvidos e transportados para os o6rgdos, atuando em diversas vias
metabodlicas especificas e fornecendo diversos beneficios a satde. Porém, enquanto os
peptideos estiverem presos na sequéncia original da proteina, eles possuem baixa atividade
biologica. Além disso, proteinas com estrutura globular compacta podem causar alergia, pois
as enzimas do sistema digestivo ndo chegam até os sitios de clivagem ndo ocorrendo a
digestdo. A hidrdlise enzimatica libera os peptideos e diminui a alergenicidade por expor as
cadeias, facilitando a sua digestao.

O grau de hidrolise e a massa molecular dos peptideos obtidos no processo de
hidrolise estdo diretamente relacionados a redug¢do da alergenicidade, a manutencdo da
atividade bioldgica e ao sabor amargo, aspectos que podem direcionar ou limitar o uso dos
peptideos de acordo com a funcionalidade desejada. Diversas proteases podem ser utilizadas
para esse fim. Esse trabalho estudou diferentes enzimas (endoproteases e exoproteases),
buscando selecionar ou combinar enzimas para um melhor grau de hidrélise. No entanto, além
da clivagem, ¢ necessario também fazer a separacio dos peptideos produzidos.

Os biorreatores a membrana (BRM) permitem operar processos que compreendem
etapas de transformacdo e separagdo. Sao constituidos de um tanque onde ha transformagao
quimica dos reagentes, no qual uma membrana com tamanho de poro adequado faz a

separacao do produto. H4 diversos trabalhos envolvendo o uso de BRM para a producao de
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peptideos, usando como carga proteica soro de leite, (VERDI, 2017) leite, (ARAUS, 2011),
residuos carneos (ZUBILLAGA, 1984) e outros. O buttermilk pode ser submetido ao BRM
para hidrdlise e separa¢dao, combinando a transformacao e separagdo dos peptideos, tendendo
a diminuir os custos e dar agilidade ao processo produtivo. Uma das maiores vantagens € que
esta configuragdo permite o controle do peso molecular dos produtos selecionando
adequadamente o poro da membrana (CHEISON et al., 2006; PRIETO et al., 2007). No
entanto, o buttermilk possui em sua composicao gordura (fosfolipideos e outros), que também
¢ retida podendo causar incrustagdo da membrana, dificultando a seletividade e o
desenvolvimento de subprodutos com aplicagdo industrial. Esse trabalho testou também o
efeito da gordura do buttermilk no fluxo do permeado, avaliando se essa poderia prejudicar o
processo de separacao dos peptideos produzidos.

A utilizacdo do buttermilk em ag¢des combinadas de hidrolise enzimatica e separagdo
por membranas, utilizando um biorreator, permite utilizar esse residuo como matéria prima
para produgao de peptideos com atividade bioldgica.

Calvo et al. (2020), estudaram a caracterizacdo de lipideos neutros e polares de
buttermilk de diferentes fontes e seus isolados da membrana do globulo de gordura do leite
(MFGM). Jahkar et. al., (2019) estudaram o desenvolvimento de sucos de frutas a partir do
buttermilk e a avaliagdo de suas qualidades nutricionais. SPITSBERG et al. (2019) estudaram
a recuperacdo da MFGM do buttermilk avaliando o efeito de sais e de ligagdo de célcio. Barry
et al. (2017), estudaram a obtencdo de fosfolipideos do buttermilk através da hidrolise
enzimatica e filtragdo por membranas. Costa (2008) estudou a obtencao de um ingrediente
lacteo enriquecido em lipideos polares a partir do buttermilk. Muitos desses trabalhos
apresentam algo em comum, o estudo da fracdo lipidica do buttermilk. Encontra-se uma
extensa bibliografia sobre esse tema, em contrapartida, poucos trabalhos cientificos abordam
o uso de sua carga proteica para a produgdo de peptideos.

A obtengdo de um subproduto lacteo enriquecido com peptideos com propriedades
bioldgicas especificas e potencialmente benéficas a satde visou o aproveitamento de um
residuo da industria de alimentos, utilizando processos biotecnoldgicos e ndo convencionais,
buscando o desenvolvimento de produtos de alto valor agregado e apresentando um conceito
pratico quanto ao processo de obtencao que combina hidroélise e separagao.

Objetivou-se assim avaliar se a producao de peptideos a partir do buttermilk em um
BRM ¢ uma alternativa para seu aproveitamento, estudando a hidrolise, separagdo e

bioatividade, designando suas aplicagdes e obtendo subprodutos de alto valor agregado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BUTTERMILK

O buttermilk ¢ um subproduto liberado durante a agitagdo do creme no processo de
fabricagdo da manteiga. E uma fase liquida que contém 4gua e componentes soliveis do
creme. Sua composicdo ¢ muito semelhante a do leite desnatado, e o buttermilk contém
lactose, proteinas (caseina e proteinas séricas) e minerais (DE BASSI et al., 2011).

A Figura 1 demonstra a representacdo esquematica das diferentes etapas de
processamento utilizadas na fabricacdo de manteiga, com seu impacto na estrutura da matriz
do leite.

(I) Creme pasteurizado ¢ agitado para induzir uma inversao de fase; (II) MFGM ¢
rompida; (IIT) o liquido expelido (buttermik) resultante da agitagdo ¢ drenado, e os graos de

manteiga sdo processados.

Figura 1: Representacdo das diferentes etapas na fabricagdo de manteiga.
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Fonte: CONWAY; GAUTHIER; POULIOT (2014).

A caracterizacao do buttermilk esta descrita na tabela 1.
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Tabela 1: Caracterizagdo do buttermilk

Determinacdes  Gordura Proteina Lactose  Sélidos Totais
(%0) (%) (%) (%)
1,30+0,01  3,42+0,12  3,60+0,04  9,57+0,21

Fonte: HEBATALLAH et. al., 2018

A agitacdo do creme durante o processo de fabricagdo da manteiga rompe a camada
emulsificante natural do globulo de gordura do leite e libera fragmentos da MFGM, lipideos
polares e proteinas de membrana na fase aquosa (soro) que caracteriza o subproduto
buttermilk (CORREDIG et al., 2003, MORIN et al, 2007). Os fragmentos MFGM contém
lipidios polares, lipidios neutros, proteinas, glicoproteinas, enzimas e colesterol
(FAUQUANT et al. 2014).

O MFGM ¢ uma estrutura delgada (10 a 50 nm), mas também um complexo sistema
biofisico que representa 2 a 6 % da massa total do globulo de gordura do leite (LOPEZ,
2011). Para cumprir a funcdo de garantir a estabilidade fisico-quimica do leite, 0 MFGM ¢
composto por uma mistura altamente complexa de proteinas e lipidios polares e nao polares,
que representam mais de 90 % de sua massa seca (SPITSBERG, 2005). Estes constituintes
estdo dispostos em uma estrutura de trés camadas heterogéneas secretadas pelas células
epiteliais das glandulas mamarias de bovinos. O MFGM consiste, principalmente de 1) uma
unica camada interna de lipidios polares, 2) um revestimento de proteina densa, e 3) uma
camada externa de lipidios polares e proteinas especificas incorporadas (VANDERGHEM et
al., 2010).

Cerca de 20 % das proteinas do buttermilk sao de origem MFGM. Estas proteinas sao
solubilizadas durante a agitacdo. De fato, qualquer tratamento que cause ruptura ou quebra da
MFGM afetard a distribui¢do dos componentes menores de origem lactea na matriz final. Os
residuos de MFGM no buttermilk sdo responsaveis pelas propriedades nutricionais e
tecnologicas exclusivas deste coproduto lacteo (CONTARINI; POVOLO, 2013).

Quantitativamente, estima-se que a producdo de buttermilk seja semelhante a da
manteiga, que foi relatada como sendo de aproximadamente 5,2 milhdes de toneladas em todo
o mundo em 2013 (FAOSTAT, 2015). O buttermilk ¢ distinguivel pelo seu teor de gordura
marginalmente superior, 2,80 % em comparacao com 0,74 % em leite desnatado (BARRY et
al., 2016), decorrente da desestabilizacdo dos globulos de gordura do leite e da liberacao de

lipidios polares (BRITTEN et al.,2008 ; SODINI et al., 2006). A concentragao desses lipidios
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polares, fosfolipidios (PLs), tem sido relatada como sendo até 15 vezes maior que a do leite
integral.

Anteriormente considerado um subproduto de baixo valor da fabricacdo de manteiga,
o buttermilk pode ser utilizado na industria de alimentos e bebidas devido a natureza anfifilica
inerente de seus fosfolipideos com sua cauda hidrofébica e grupo hidrofilico: (CONTARINI
POVOLO, 2013, DEWETTINCK et al.,, 2008) que ¢ o principal responsavel pelas
propriedades funcionais e tecnolédgicas do buttermilk, tais como emulsificacdo e estabilizacao
(CORREDIG DALGLEISH, 1997 , FERREIRO et al., 2016 , KUCHTA et al., 2012).

Os processos de separagdo por membranas foram explorados por varios grupos no
decurso do enriquecimento da concentragio do material MFGM no buttermilk. A
microfiltracdo, devido a sua seletividade, tem sido extensivamente pesquisada
(HOLZMULLER KULOZIK, 2016).

O buttermilk, sendo um importante componente multifuncional pode ser recomendado
como antioxidante natural, capaz de prevenir, por exemplo, o processo de oxidacdo. Segundo
Conway et al. (2012) as proteinas do buttermilk tinham maior potencial de eliminagdo de

radicais livres do que proteinas do leite desnatado ou proteinas de soro de leite.

2.2 PEPTIDEOS BIOATIVOS E BIOATIVIDADES

As fragdes e o peso molecular das proteinas presentes no buttermilk estao dispostas na

Tabela 2.

Tabela 2: Concentragdo das proteinas do buttermilk, massa molar e sequéncia de aminoacidos.

Sequéncia de

Proteina % Peso Molecular (kDa) .
aminoacidos

as1-Caseina 12-32 23 199
as2-Caseina 6-12 25 207
B-Caseina 11-31 24 209
Kk-Caseina 7-13 19 169
B-Lactoglobulina 22-39 18,3 162
a-Lactoalbumina 11-20 14,2 123
Proteinas MFGM 0,5-0,9 60 a 150 700

Legenda: MFGM: Membrana do glébulo da gordura do leite
Fonte: Adaptado de CATHERINE et. al. (2016) e BARBARA et. al. (2016).
A bioatividade das proteinas depende da sequéncia dos aminodcidos. Normalmente os

peptideos podem ser compostos de 2 a 20 aminoacidos e sdo classificados de acordo com o

tamanho. Consideram-se curtos aqueles que possuem menos de 7 aminoaciodos, peptideos de
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comprimento moderado 7 a 25 aminoacidos e peptideos grandes, que possuem mais de 25
aminoacidos (PANCHAUD; AFFOLTER; KUSSMAN, 2012).

O termo peptideos bioativos refere-se a peptideos de origem animal ou vegetal que
podem ter funcdo regulatoria no sistema humano além do seu valor nutritivo (HARTMANN;
MEISEL, 2007). Os peptideos bioativos sdo mais facilmente digeriveis do que a proteina
intacta e cumprem funcgdes nutritivas, farmacoldgicas e de antienvelhecimento
(BRANDELLI; DAROIT; CORREA, 2015).

Através da administracdo via oral, peptideos bioativos podem afetar os principais
sistemas do corpo humano, como o sistema cardiovascular, digestivo, enddcrino, nervoso e
imunologico. Por esta razdo, o potencial de sequéncias especificas de peptideos tem
despertado crescente interesse cientifico e comercial, como aliados para promover a saude
humana, reduzindo o risco de doengas cronicas ou aumentando a protecdo imune natural
(HARTMANN; MEISEL, 2007, KORHONEN, 2009).

Estudos demonstram que hidrolisados proteicos contendo principalmente di e tri-
peptideos sdo absorvidos mais rapidamente do que uma mistura equivalente de aminoacidos
livres e proteinas intactas (SAHA; HAYASHI, 2001, AFONSO, 2008). Assim, o consumo
destes produtos permite maximizar a liberagdo de nutrientes para o corpo (BRANDELLI et
al., 2015).

A introducdo de hidrolisados proteicos ricos em di-tripeptideos na dieta ¢ importante
em situacdes como ma absor¢do intestinal, intolerancia as proteinas do leite, deficiéncia
enzimatica, suplementacdo dietética de idosos, nutricdo de esportistas, entre outros
(AFONSO, 2008).

Dentre as funcdes biologicas dos peptideos descritas na literatura, destacam-se os
efeitos: anti-hipertensivo, antibacteriano, antiviral, antiglicemiante antitrombdticos,
imunomoduladora, opidide e atividade antioxidante (LI et al, 2019; IWANIAK,
DAREWICZ, MINKIEWICZ, 2018).

A bioatividade das proteinas do leite pode ser devida a proteina intacta ou a peptideos
criptografados na molécula. Algumas bioatividades aparecem apenas se as proteinas sdo
hidrolisadas usando enzimas diferentes (RIPOLLES et al., 2015 ). A bioatividade depende da
composi¢cao de aminoacidos, sequéncia ¢ massa molecular, que também sao afetados por
condi¢des de processamento (ALEMAN el. al., 2011). Varios estudos confirmaram que
peptideos liberados de hidrolisados de proteinas do leite tém atividade antioxidante

(NONGONIERMA E FITZGERALD, 2013; O'KEEFFE E FITZGERALD, 2014).
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A proteolise de proteinas alimentares pode produzir alguns peptideos com atividade
anti-hipertensiva, podendo ser utilizado também como inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ECA), uma enzima chave envolvida na regulagdo da pressdo sanguinea
(ARIYOSHI 1993; JANITHA et al. 2002; MEISEL 1997; ROBERT et al. 2004;
YAMAMOTO 1997 ) ou antioxidantes (NAQASH E NAZEER 2011 ; SUN et al. 2011). As
proteinas do leite sdo boas fontes inibidoras da ECA e vém sendo amplamente estudadas (DA
COSTA et al. 2007; LOPEZ-FANDINO et al. 2006 ; MIGUEL et al. 2009; ORTIZ-CHAO et
al. 2009).

A producdo e o progresso de alimentos funcionais a base de leite para o controle da
Pressdo Arterial (PA) vem ganhando grande atengdo. Os peptideos de leite demonstraram sua
capacidade de atingir uma PA mais baixa em sete ensaios clinicos gerais (XU et al. 2008;
CICERO et al. 2011).

Estudos apontam que o desenvolvimento de alimentos funcionais a base de
subprotutos de leite para o controle da PA tem sido de grande interesse nos ultimos
anos. Peptideos lacteos foram utilizados para diminuir a PA em muitos ensaios
clinicos. Os residuos de aminoacidos foram direcionados para o desenvolvimento de
alimentos funcionais inibindo a ECA. Os componentes da MFGM, encontrados no buttermilk,
tém tido um interesse crescente nos ultimos anos devido as suas propriedades nutricionais
unicas e seu potencial anti hipertensivo. Estudos apontaram que uma dieta a curto prazo com
buttermilk, através de seu alto conteildo de MFGM e seu efeito sobre o sistema ECA -
diminui a PA em individuos normotensos. Esses dados indicam que o buttermilk pode
representar uma nova modalidade alimentar segura para controlar o colesterol sanguineo e a
PA como parte da alimentacdo saudavel. (CONWAY et. al., 2014). Peptideos de buttermilk
com aminoacidos especificos e residuos hidrofobicos foram aplicados para inibicdo da ECA
(DEWETTINCK et al. 2008). Tanto caseinas principais como as principais proteinas de soro
de leite, mas também algumas proteinas menores no leite contém sequéncias capazes de inibir
a ECA. Digestdes tripéticas de caseinas demonstraram ser boas fontes de peptideos inibidores
de ECA (MULLALLY et al. 1997; MEISEL, 1998; PIHLANTO-LEPPALA et al. 1998 ¢
2000; KIM et al. 1999; TAUZIN et al. 2002; FUGLSANG et al. 2003).

Investigacdes in vitro revelaram que o buttermilk possui a capacidade de inibir a
solubilidade micelar do colesterol, que foi possivelmente atribuida a existéncia de lipidios
polares no MFGM. A maioria dos estudos até o0 momento se concentrou em PLs purificados
do MFGM, negligenciando a complexa mistura MFGM de lipidios polares e proteinas

bioativas. O efeito do buttermilk nas concentragdes de colesterol plasmatico em humanos,
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com preocupagdes com o mecanismo fundamental, requer uma investigagdo mais

aprofundada (CONWAY et al. 2010).

Algumas bioatividades estdo demonstradas também no quadro a baixo.

Quadro 1: Substratos e suas bioatividades

Substrato

Enzima

Atividade

Referéncia

B-lactoglobulina

Corolase® PP

Inibi¢dao da ECA

O KEEFFE et al., (2017)

a-lactalbumina

B-lactoglobulina

Protease da flor
de Cynara

cardunculus

Inibigao da ECA

TAVARES et al., (2011)

Lactoferrina Ba

Digestao simulada

Anti-hipertensivo

FERNANDZ-MUSOLES et
al., (2013)

Inibicao da ECA
B-lactoglobulina Termo-lisina o DEL MAR et al., (2011)
Antioxidante
o CHENG;XIONG; KONG,
k-Caseina Alcalase® 2.4L Antioxidante
2009
Proliferacao de
Lactoferrina Tripsina osteoblastos SHI et al., 2018
Antibacteriano
a-lactalbumina Pepsina principalemnte THEOLIER et al (2013)
gram (-)
B-lactoglobulina Pepsina Antibacteriano THEOLIER et al (2013)

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

2.2.1 Atividade antimicrobiana

Laticinios sao fontes de peptideos antimicrobianos (SIBEL AKALIN, 2014;

THEOLIER, 2014), peptideos especificos foram identificados a partir de hidrolisados das
proteinas caseina (LAHOV e REGELSON, 1996), lactoglobulina (PELLEGRINI et al. 2001),
lactalbumina (PELLEGRINI et al. 1999) e lactoferrina (BELLAMY et al. 1992).

Os peptideos antimicrobianos podem ter diversas sequéncias de aminoacidos, embora

grande parte tenham certa semelhanga de aminoacidos, carga liquida e hidrofobicidade
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(AKALIN, 2014). Além disso, a maioria dos peptideos antimicrobianos tem de 10 a 50
aminoéacidos e caracteristicas cationicas e anfipaticas (MADUREIRA et al., 2010; THEOLER
et al., 2014). Segundo Mohanty et al. (2016) os peptideos antimicrobianos podem ter um
comprimento de at¢ 100 aminoacidos com carater anfipatico, possuindo uma carga liquida
positiva de * a ™ ¢ existindo em formas catiénicas ou anidnicas.

A maioria dos peptideos antimicrobianos sdao codificados por genes e sintetizados nos
ribossomos, embora existam outros resultados de efeitos colaterias de metabdlitos (por
exemplo, lactoferricina). A atividade antimicrobiana peptidica ¢ ampla. Pode-se encontrar
atividade antiviral, antifingica, antibacteriana e, até, em alguns casos, antitumoral. Seus
mecanismos de acdo sdo multiplos e incluem interagdes de membrana celular, inibicdo da
sintese proteica e de 4cidos nucléicos, com fun¢des imunomoduladoras e
quimiotaticas (YANG et. al., 2004; HALE et. al., 2007).

A maioria dos peptideos antimicrobianos sdo cationicos, o que significa que eles tém
uma carga positiva em pH fisioldgico, devido ao alto teor de arginina e lisina. Esse fator
cationico pode ser refor¢ado por uma amida¢do na ligagdo terminal C. Os peptideos
antimicrobianos adotam estruturas anfipaticas e hidrofobicas (HANCOCK et. al., 2006).

Peptideos antimicrobianos podem ter agdo terapéutica através de varias estratégias: em
monoterapia, para o tratamento de infec¢des, em combinagdo com antibidticos convencionais,
a fim de promover um efeito sinérgico; como agentes imunomoduladores aumentando a
imunidade natural e como agentes neutralizantes de toxinas, a fim de prevenir complicagdes e
fatalidades associadas a fatores de viruléncia que causam choque séptico (GORDON et. al.,
2005).

As bactérias 4acido lacticas (BAL) constituem um grupo de microrganismos
amplamente distribuidos nos alimentos, produtoras de uma variedade de compostos
antimicrobianos, incluindo: toxinas, enzimas bacterioliticas, subprodutos de via metabdlica
(acidos organicos e perdoxido de hidrogénio) e bacteriocinas (DE VRESE et al., 2001;
ISOLAURI et al., 2001; JACKSON et al., 2002; HILDE et al., 2003; KHEDID et al., 2009).

As BAL sdo importantes na conservagdo de alimentos devido a sua capacidade de
interferir na multiplicagdo de bactérias deteriorantes e patogénicas, por meio de varios
mecanismos, como a produ¢do de substancias antagonistas, estas que sdo responsaveis pelo
sabor acido do buttermilk (ADAMS & NICOLAIDES, 1997).

A atividade antimicrobiana das BAL tem sido relatada por diversos autores
(ALEXANDRE et al., 2002; O’SULLIVAN et al.,, 2002; FRIEDMAN et al., 2003;
KATHARIOU, 2004; MADIGAN et al., 2004; GUEDES NETO et al., 2005; MAKINO et al.,
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2005; PINTADO et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2005). Estas bactérias possuem um grande
potencial de uso como bioconservadores por serem considerados microrganismos seguros
para o consumo (ANVISA, 2002). Durante o armazenamento, preservam os alimentos, as
caracteristicas sensoriais € também sdo capazes de inibir microrganismos indesejaveis, como
Listeria monocytogenes.

O grupo BAL compreende os géneros Lactobacillus, Streptococcus, Lactococus,
Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Alloicoccus, Dolosigranulum, FEnterococcus,
Globicatella, Lactospaera, Oenococcus, Carnobacterium, Tetragenococcus, Vagoccus e
Veissella. Diferentes antimicrobianos como acido latico, acido acético, perdxido de
hidrogénio, didéxido de carbono e bacteriocinas produzidas por essas bactérias podem inibir
microrganismos patogénicos e deteriorantes, prolongando o prazo de validade e aumentando a
seguranca de produtos alimentares. As bacteriocinas das BAL sdo consideradas como
conservantes naturais seguros ou biopreservativos, pois se supde que eles sdo degradados
pelas proteases no trato gastrointestinal (FREDERIC et. al., 2004).

Estruturalmente os peptideos antimicrobianos das BAL podem ser divididos em duas
classes principais: peptideos lineares (KAGAN et. al., 1990) e peptideos ciclicos com 1 a 3
ligagdes dissulfeto (GANZ et. al., 1992; NAKAMURA at. Al., 1988) Na maioria dos casos,
ambas as classes de peptideos tém caracteristicas comuns de ser catidnico e anfipatico e
podem adotar uma estrutura alfa-helicoidal de uma forma hidrofébica ou formar uma folha
beta antiparalela contendo curvas beta.

A lactoferrina € um componente importante dos granulos especificos de leucdcitos
polimorfonucleares e exerce seus efeitos antibacterianos por meios de 2 mecanismos: ¢ uma
proteina de liga¢do ao ferro e, portanto, limita a quantidade de ferro livre disponivel (OTTO
et. al., 1992. A lactoferricina B consiste em 25 residuos de aminodcidos, considerando que a
lactoferricina H ¢ constituida por 47 aminodcidos residuos acidos, incluindo uma regiao
homologa a lactoferricina B. A lactoferricina B ¢ ativa contra uma ampla gama de bactérias
negativas e gram-positivas, fungos e protozoarios (TURCHANNI et. al., 1995).

Além disso, as BAL podem produzir peptideos biologicamente ativos, com atividade
antimicrobiana contra bactérias patogénicas, as bacteriocinas. Estes compostos protéicos
podem agir inibindo (efeito bacteriostatico) ou destruindo (efeito bactericida) espécies
relacionadas (MADIGAN et al., 2004; BROMBERG et al., 2006).

O potencial de aplicagdo das bacteriocinas como bioconservadores de alimentos requer
um conhecimento aprofundado de como elas exercem o seu efeito bactericida. Para muitas

bacteriocinas o modo de acdo parece ocorrer inicialmente ao nivel da membrana
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citoplasmatica. Tem sido proposto que estes peptideos formem poros transversalmente a
bicamada fosfolipidica, causando a permeabilizagdo da membrana e perda da forca

protomotora das células sensiveis (KLAENHAMMER, 1993).

2.2.2 Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo substancias capazes de inibir a oxidagdo, diminuindo a concentracao
dos radicais livres no organismo e/ou quelando ions metalicos, prevenindo a peroxidacao
lipidica (RODRIGUES et al., 2003). Para Barreiros et al., (2006); Halliwell & Gutteridge
(1999), antioxidante ¢ qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidacao do mesmao.

Segundo Siqueira et al. (1997), nutrientes antioxidantes s3o substancias que agem nos
sistemas biologicos, eliminando os oxidantes ou impedindo a sua transformag¢do em produtos
mais toxicos. A maioria deles ¢ de natureza exdgena e precisam ser ingeridos na dieta como
antioxidantes em si ou como precursores.

Embora os seres humanos e outros organismos vivos possuem sistemas de defesa
antioxidante e de reparagdao que evoluiram para protegé-los contra os danos oxidativos, esses
sistemas ndo sao suficientemente eficazes para impedir totalmente este dano. Contudo,
suplementos e substancias antioxidantes, ou alimentos que contenham antioxidantes, podem
ser usados para ajudar a reduzir o dano oxidativo do organismo (YU, 1994).

Os radicais livres gerados em muitos processos redox no corpo sao destruidos por
enzimas antioxidantes. No entanto, a superproducao de radicais livres reduz o nivel das
enzimas antioxidantes (WOJTASZEK et. al., 2003). Portanto, antioxidantes sdo importantes
como prote¢do contra o estresse oxidativo. Os antioxidantes podem atuar em diferentes niveis
de sequéncia oxidativa. Muitos mecanismos pelos quais o estresse oxidativo pode causar
danos, por exemplo, ao estimular a reacdo livre do radical em cadeia da peroxidagao lipidica.
Reagdes em cadeia de radicais livres dentro de um material, podem ser inibidos adicionando
produtos quimicos que retardam a formacgdo de radicais livres (antioxidante preventivo) ou
pela introducdo de substincias competitivas pelos radicais existentes visando remové-los do
meio de reagdo (antioxidantes que quebram cadeias) (PARK et al. 2003).

Os antioxidantes naturais t€ém recebido maior atencao por seus efeitos potenciais na
promocgao da saude e prevencdo de doencas. A principal acdo dos antioxidantes consiste em

minimizar os danos celulares exercido pelos radicais livres (RAHMAN, 2007). Alguns
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produtos lacteos como leite, leite desnatado, buttermilk ou soro de leite e algumas de suas
proteinas, lactoferrina, a-lactalbumina, B-lactoglobulina, caseinas ou enzimas enddgenas
especificas do leite, foram relatados como possuindo propriedades antioxidantes
(LINDMARK-MANSSON E AKESSON, 2000; RIVAL, BOERIU E WICHERS, 2001).

O buttermilk e seus hidrolisados obtidos com pepsina seguida de tripsina foram
relatados com potencial antioxidante (CONWAY, GAUTHIER E POULIOT, 2013; WONG E
KITTS, 2003). No entanto, ndo existe nenhum relatorio da atividade antioxidante dos
hidrolisados buttermilk gerada com preparacdes comerciais de proteinases de qualidade
alimentar. Entre as enzimas usadas industrialmente, Alcalase e Prolyve, duas proteinases de
preparagdes de Bacillus licheniformis t€m sido amplamente utilizados para gerar peptideos
bioativos a partir de proteinas alimentares (RIPOLLES et. al., 2016).

A caseina pode apresentar atividade antioxidante em concentracdes relevantes,
enquanto o soro de leite ¢ menos eficaz em concentracdes semelhantes. Atividade
antioxidante de proteinas do leite foi proposta em parte devido ao sequestro de metais de ferro
e cobre pela fosfoserina, residuos localizados na superficie da micela da caseina. Sugere-se
também que as proteinas do soro de leite podem doar hidrogénio para reduzir os radicais
livres, e que os grupos de sulfidrila livres de cisteina sdo eficazes na inibicao da autoxidacdo
lipidica. Além disso a presenca de enzimas antioxidantes e antioxidantes ndo enzimaticos no
leite, (por exemplo, tocoferdis, carotenoides, citrato, fosfato, dcido ascorbico) também pode
contribuir para o efeito antioxidante (WONG et. al., 2003).

Os peptideos do buttermilk podem apresentar propriedade antioxidante. Consistindo
geralmente de 3 - 20 residuos de aminoécidos, esses peptideos antioxidantes podem inibir a
oxidagao de lipidios ou proteinas por qualquer um dos varios mecanismos, dos quais 0s mais
conhecidos sdo a eliminacao de radicais livres e quelagao de ions metélicos pré oxidativos
(CONWAY et. al., 2013).

As BAL vém sendo investigadas em relacdo a capacidade antioxidante. O interesse
pelo papel das BAL como antioxidantes iniciou-se 1908, quando Metchnikoftf sugeriu que o
consumo de leite fermentado com Lactobacillus poderia prolongar a vida dos seres humanos
(METCHNIKOFF, 1908).

O efeito antioxidante do extrato intracelular do Bifidobacterium longum (ATCC
15708) e Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356), foi investigada por Lin & Chang (2000).
Este estudo demonstrou atividade antioxidante pela inibicdo da peroxidagdo do acido linoléico
(28 — 48 %) com as duas linhagens em estudo. As duas BAL apresentaram também

capacidade em capturar o radical DPPH (21 - 52 %) do extrato intracelular. A inibi¢do da
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peroxidagao lipidica do plasma também foi avaliada, demonstrando que ambas as linhagens
foram capazes de proteger o plasma contra a oxidagao.

Lin & Yen (1999) investigaram a atividade antioxidante de 19 linhagens de bactérias
lacticas, dentre elas: Lactobacillus acidophilus B, E, N1, 4356, LA-1, e Farr; Lactobacillus
bulgaricus 12 278, 448, 449, LB, 1006 e 11 842; Streptococcus thermophilus 821, MC, 573,
3641, e 19 987, e Bifidobacterium longum B6 e 15 708. Através do extrato intracelular,
observou-se que todas as linhagens demonstraram atividade antioxidante pelos métodos de
inibi¢do da auto-oxidagdo do 4cido ascorbico, capacidade quelante de ions metélicos e captura
de espécies reativas ao oxigénio. Porém, atividade antioxidante pela enzima superdxido
dismutase (SOD) nao foi demonstrada por estas espécies de BAL.

Zanoni et al. (2008), investigaram trés linhagens de BAL, Bifidobacterium lactis,
Lactobacillus plantarum e Streptococcus thermophilus, que foram caracterizadas com relagao
a capacidade antioxidante. Todas as linhagens, B. lactis B 933, L. plantarum LP 1 e S.
thermophilus 7 57, apresentaram atividade antioxidante pelos métodos de inibicdo da
peroxidagdo lipidica e da auto-oxidacdo do acido ascorbico, semelhante aos resultados

encontrados por Lin & Yen (1999), Lin & Chang (2000) e Kullisaar et al. (2002).

2.3 HIDROLISE ENZIMATICA

A escolha da enzima adequada ¢ de crucial importancia para obtencao de compostos
com caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais especificas. Existem diferentes tipos de
proteases e suas fontes podem ser animais, plantas ou micro-organismos (DAMODARAN,
2010). As enzimas que pertencem ao alimento sdo chamadas de enddgenas e aquelas que sdo
adicionadas ao alimento para causar alguma mudanga desejavel sdo chamadas de exogenas.
As enzimas exogenas sao subdivididas em quatro classes de acordo com o seu comportamento
catalitico: as serina proteases, proteases asparticas (acidas), as cisteina (sulfidril) proteases, e
as metaloproteases. As serina proteases t€ém seletividade tanto pelo reconhecimento do
residuo N-terminal quanto do C-terminal. Proteases asparticas (4cidas) se caracterizam por
agirem em valores de pH 4cidos e por reconhecerem residuos de aminoéacidos apolares.
Cisteina (sulfidril) proteases tem ampla seletividade para ligacdes peptidicas, com preferéncia
por aminoacidos aromaticos, basicos e apolares. As metaloproteases em sua maioria sao
exoenzimas e necessitam de Zn?" para a sua atividade (DAMODARAN, 2010).

Enzimas proteoliticas sdo classificadas como endopeptidases, quando hidrolisam

ligacdes peptidicas dentro da molécula de proteina ou exopeptidases, que removem
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aminoacidos das posi¢oes N e C-terminal (CLEMENTE, 2000). As exopeptidases podem
ainda ser divididas em duas subclasses: as carboxipeptidases, caso sejam especificas para C-
terminal e as aminopeptidases, caso sejam especificas para N-terminal (DAMODARAN,
2010). Exopeptidases sdo uteis para eliminar o sabor amargo caracteristico de peptideos
hidrofobicos liberados pela protedlise com endopeptidases (DAMODARAN, 2010).

A enzima empregada e sua especificidade também pode influenciar na eficiéncia da
reducdo da resposta alergénica (KLEBER, et al., 2004). Sabadin, et al. (2012) avaliaram a
antigenicidade de hidrolisados de -lactoglobulina produzidos por diferentes enzimas e
obtiveram maior grau de hidrolise com uso de Alcalase. Os mesmos autores obtiveram
peptideos de massa molecular menor que 6,5 kDa da hidrolise de B-lactoglobulina, o que
mostra a ampla especificidade da enzima.

A agregacdo de peptideos durante a hidrolise enzimatica de algumas proteinas
globulares tem sido relatada em alguns estudos (OTTE, LOMHOLT, IPSEN, et al., 1997;
CREUSOT e GRUPPEN, 2007; CREUSOT e GRUPPEN, 2008). Essa agregacdo ocorre
devido a exposicdo de grupos hidrofobicos que estavam ocultos na proteina nativa
(CREUSOT e GRUPPEN, 2007). Groleau, et al. (2003), observaram agregacao de
hidrolisados de p-lactoglobulina produzidos com tripsina. Cresout e Gruppen (2008)
relataram a formacao de agregados de peptideos durante a hidrolise de isolados proteicos de
soro por tripsina. Doucet, Gauthier e Foegeding (2001) observaram agregacao de hidrolisados
de isolados proteicos de soro produzidos com Alcalase. Os agregados, geralmente, sao
formados por peptideos de 2 a 6 kDa associados por interagdes hidrofobicas e, em menor
escala, interacdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio (POULIOT, et al., 2009).

As interagdes hidrofobicas sdo favorecidas em temperaturas entre 70 e 90 °C
(DAMODARAN, 2010). Quando a enzima livre ¢ utilizada para catdlise, a reagcdo muitas
vezes ¢ interrompida por aquecimento a 90 °C, o que pode favorecer ainda mais a formagao
dessas interagdes.

A otimizagao das condic¢des de hidrolise deve ser elucidada para preparar hidrolisados
de proteinas com maior atividade (GUO et al. 2009).

Biopeptideos obtidos apos a hidrolise podem exercer efeitos fisioldogicos positivos na
saude humana. Esses efeitos sdo provocados por sua interagdao com alvos especificos do
corpo, imitando assim peptideos fisiologicamente relevantes. Os biopeptideos sao derivados
de proteinas alimentares, sendo assim alternativas naturais populares para o gerenciamento de
disturbios metabolicos comuns. (ARPITHA; BRIJESHA; APARNA, 2019). Exercem seu

efeito no nivel da proteina inibindo enzimas metabodlicas, influenciando mudancas
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conformacionais, regulando genes diretamente ou interagindo com reguladores
transcricionais. Da mesma forma, podem interagir diretamente e remover os metabolitos,
ajudando a manter a homeostase. Eles compartilham caracteristicas estruturais com peptideos
enddgenos do organismo que funcionam como hormoénios, neurotransmissores ou peptideos
reguladores e, portanto, podem interagir com os mesmos receptores € atribuir fungdes além da
nutri¢do basica (ARPITHA; BRIJESHA; APARNA, 2019).

A hidrolise enzimatica da caseina ¢ realizada por endopeptidases, que hidrolisam a
ligacdo peptidica entre a fenilalanina (105) e a metionina (106) da cadeia peptidica da «-
caseina, eliminando a capacidade estabilizante e gerando como produtos uma porgao
hidrofébica (para-kcaseina) e uma hidrofilica chamada glicomacropeptideo, ou mais
apropriadamente, caseinomacropeptideo, provocando a desestabilizacdo da micela com
consequente precipitacdo da caseina do leite (Ordofiéz, 2005). Segundo Kilara (1996), a
hidrélise enzimatica da proteina resulta em: diminuicdo do peso molecular, aumento do
nimero de grupos ionizaveis e exposi¢cao de grupos hidrofobicos que estavam protegidos na
estrutura original da proteina.

A atividade da enzima estd relacionada com a diminui¢do da energia de ativacao
requerida para transformar um substrato, aumentando a velocidade de reagdes especificas. A
especificidade da enzima define a sua afinidade por grupos especificos em um determinado
substrato (GALVAO, 2004).

Estudos demonstram que um maior grau de hidrdlise diminui o peso molecular dos
peptideos, a composicao e sequéncia aminoacidica destes peptideos que tem influéncia direta
na sua agao antioxidante (CHEUNG et al., 2012, CORREA et al., 2014, ISMAIL, 2010,
PENG; SARMADI; XIONG; KONG, 2009, PHELAN et al., 2009) como no caso da presenca
de metionina (BLANCA HERNANDEZ-LEDESMA, et al., 2005 ). H4 uma relagdo entre o
potencial antioxidante e o peso molecular, sendo que peptideos de baixo peso molecular
contribuem para uma maior atividade antioxidante (BRANDELLI, et al., 2015). O tamanho
molecular que normalmente apresenta mais atividade antioxidante ocorre especialmente na
faixa de 0,5 — 3 kDa (CHEUNG et al., 2012).

O grau de hidrdlise excessivo produz alto teor de aminoécidos livres resultando em
produtos de alta osmolalidade (GUADIX et al., 2006). A formacao de peptideos de baixo peso
molecular com residuos hidrofébicos de aminoacido pode resultar em produtos com sabor
amargo, aspecto indesejavel a parte sensorial (SUJITH et.al., 2011). Para a remog¢do do
amargor, alguns casos sd0 necessarios processos posteriores de tratamento do hidrolisado

(SAHA E HAYASHI, 2001). A analise desses compostos requer equipamentos como
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espectrofotometros e cromatografos, eletroforese em gel e técnicas de concentracdo e
purificagao.

Alguns peptideos bioativos sdo capazes de resistir & a¢do das proteases, estando
relacionada a sua estrutura caracteristica. Peptideos incluindo prolina ou hidroxiprolina e
dipeptideos ou oligopeptideos com prolina no terminal C ndo sdo hidrolisados por enzimas
digestivas (BOELSMA; KLOEK, 2009; MAENO et al ., 1996, VAN PLATERNIK et al .,
2006).

Neste trabalho serdo utilizadas enzimas proteoliticas, testadas anteriormente por
Seguenka (2015) e Verdi (2017). A reagdo catalisada por esse grupo de enzimas ¢ a hidrdlise
de ligagdes peptidicas de uma proteina, mas também hidrolisam ligagdes ésteres (-COOR),
tiol-ésteres (-COSR) e amidas (-NH2).

Conforme Figura 2, a natureza do grupo R1 ou R2 ¢ o maior fator diferenciador das
enzimas proteoliticas. A natureza dos constituintes X e Y permite separar as enzimas
proteoliticas em endopeptidases e exopeptidases. As endopeptidases (por exemplo, alcalase,
prolyve, lypaine, tripsina, quimotripsina e pepsina) hidrolisam randomicamente ligag¢des
peptidicas no interior da cadeia polipeptidica com méxima atividade quando X e Y sdo
derivatizados (por exemplo, residuos de aminoacidos). As exopeptidases (carboxipeptidases,
aminopeptidases, dipeptidases e tripeptidases) hidrolisam liga¢des peptidicas amino- ou
carboxi-terminais. As aminopeptidases requerem que X seja um grupo H e preferencialmente
que Y nao seja um grupo OH. As carboxipeptidases requerem que Y seja um grupo OH e
preferencialmente que X nao seja um grupo H. As dipeptidases e tripeptidases requerem que

X e Y sejam grupos H e OH, respectivamente (ABELES et al., 1992; WHITAKER, 1994).

Figura 2: Representacdo esquematica da hidrolise de uma ligagdo peptidica, catalisada por uma enzima

proteolitica.
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Fonte: TARDIOLLI, 2003.

As peptidases removem aminodcidos ou pares de aminoacidos a partir dos terminais

da cadeia polipeptidica, sejam eles amino (terminal de atuacdo de aminopeptidases) ou
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carboxi-terminais (terminal de atuagao de carboxipeptidases). Essas enzimas sdo muito
ineficientes na degradacdo de proteinas intactas e, portanto, sdo sempre usadas apos ou em
conjunto com uma endoprotease (Pawlett e Bruce, 1996). Esta por sua vez, se estiver
operando em seu pH 6timo, reduzird drasticamente o tamanho da molécula de proteina, e os

pequenos peptidios produzidos serdo mais soluveis (GODFREY, 1996).

2.3.1 Endopeptidases

Atuam preferencialmente nas regides internas da cadeia polipeptidica, entre as regides
N- e C-terminal. A presenca de grupos a-amino ou a-carboxila tem um efeito negativo na
atividade da enzima. Como exemplo de endopeptidase, ¢ a Alcalase, uma serina protease nao
especifica produzida pelo Bacillus Licheniformis. Seu principal componente enzimatico ¢ a
subtilisina, formada por uma unica cadeia polipeptidica com 274 residuos de aminoacidos e
massa molecular de aproximadamente 27 kDa (TARDIOLI, 2003; TARDIOLI, PEDROCHE,
GIORDANO, et al., 2003).

A Alcalase quebra ligagdes peptidicas das quais participam residuos de aminoacidos
aromaticos (Phe, Trp, e Tyr), acidos (Glu), sulfurados (Met), alifaticos (Leu e Ala), hidroxil
(Ser) e basicos (Lys) no lado carboxilico (DOUCET, OTTER, GAUTHIER, et al., 2003;
DONLON, 2007). O pH ¢6timo de atuagdo varia de 6,5 a 8,5 (YUST, PEDROCHE, et al.,
2010), enquanto que em pH 1 e 2 a enzima sofre desnaturacao e ao redor de pH 4 uma mistura
de enzima ativa e desnaturada pode levar a autdlise (TARDIOLI, 2003).

A alcalase foi determinada por Konrad et al. (2013) como a enzima com maior
atividade proteolitica de selecdo enzimatica baseada na maior geragcdo de peptideos de menor
massa molecular, 89,84 % < 50 kDa. Um grau 6timo de hidrolise de 19 % com alcalase
garantiu extensa hidrolise das proteinas do buttermilk com digestdo quase completa do
material de massa molecular maior presente no buttermilk de partida, 0,25 += 0,02 % e
92,10 = 0,6 % > 100 kDa, respectivamente.

As enzimas deste grupo catalisam a hidrolise de ligacdes peptidicas pelo ataque
nucleofilico sobre a ligagdo carbono-oxigénio assistida pela doa¢do de um proton para o
nitrogénio peptidico. Os residuos de aminoéacidos Asp, Ser e His atuam como nucledfilos e
doadores de protons. As serina-proteases dos mamiferos (quimotripsina tripsina e elastase)
possuem a mesma seqiiéncia proxima do residuo Ser do sitio ativo (-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-
Pro-), enquanto a subtilisina (serina-protease bacteriana) tem a sequéncia Gly-Thr-Ser-Met-

Ala-Ser-. Além disso, os residuos que formam a triade catalitica dessas enzimas estdo
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localizados em posigdes diferentes na cadeia polipeptidica: Asp102, His57 e Serl95, para
quimotripsina, tripsina e elastase, e Asp32, His64 e Ser221, para a subtilisina (KENNEDY,
1987).

A alcalase ¢ classificada como uma subtilisina, caracterizada pelo seu desempenho a
altas temperaturas e moderada alcalinidade, e ¢ produzida por fermentacdo submersa de um
microorganismo nao patogénico do género Bacillus (NOVO, 1994).

As subtilisinas sao moléculas compactas e quase esféricas, com um didmetro ao redor
de 42 A e com aproximadamente 30% da estrutura em a-hélice, distribuida em 8 segmentos.
O interior da molécula ¢ composto quase inteiramente por residuos de aminoacidos com
cadeias laterais hidrofobicas. As subtilisinas sdo desnaturadas a pH entre 1 e 2, enquanto ao
redor do pH 4 uma mistura de enzima ativa e desnaturada dard origem a autdlise. Em altos
valores de pH (pH > 11), a estrutura da molécula de subtilisina também ¢ desestabilizada. O

mecanismo de a¢ao desta enzima esta demonstrado na Figura 3.

Figura 3: Mecanismo de agdo das subtilisinas
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Fonte: TARDIOLLI, 2003.

Neste mecanismo, o substrato (polipeptidio ou proteina) liga-se no sitio ativo
da enzima. A ligagdo peptidica susceptivel € posicionada proxima ao grupo hidroxila do
residuo Ser195 pela ligacdo da cadeia lateral hidrofobica do aminoacido adjacente em uma
cavidade hidrofobica da enzima. Ha a formacao de um intermedidrio covalente entre o grupo

acil do substrato e a hidroxila do residuo Ser195. A hidroxila perde seu a&tomo de hidrogénio,
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o qual ¢ fortemente atraido pelo nitrogénio do grupo imidazol da His57. Forma-se, ap6s, uma
ligacdo éster entre o oxigénio da Ser195 e o atomo de carbono do grupo acil do substrato, com
a quebra da ligagdo peptidica. O primeiro produto (amino-terminal) deixa o sitio ativo com a
permanéncia do complexo acil-enzima ligagcdo éster instavel, comparada com a ligacdo
peptidica, ¢ hidrolisada, com a participagao de uma molécula de agua, e o segundo produto
(carboxi-terminal) deixa o sitio ativo com a recuperacdo do a&tomo de hidrogénio pela Ser195.
O grupo imidazol da His57 age como base geral, retirando um proéton do grupo hidroxila da
Ser195 e a His57 protonada age como um acido, doando um préton para o grupo amino de
saida. A funcao do grupo Aspl02 ¢ aparentemente auxiliar a atragdo do atomo de hidrogénio
da Ser195 pelo grupo imidazol da His57, estabilizando a carga positiva formada. Isto previne
a formacdo de uma carga positiva muito instdvel na hidroxila da Ser195 e aumenta sua
nucleofilicidade. Nas fases de acilacdo e deacilagdo, o oxigénio carbonila do substrato adquire
uma carga negativa no estado de transi¢do. Esta carga é formada dentro de uma cavidade na
enzima, chamada fenda oxianion, e ¢ estabilizada por ligagdes de hidrogénio aos nitrogénios
amida da Glyl93 e da Ser195. Assim, a menos da especificidade da enzima, regida pelo
residuo de posicionamento, a catalise de todas as serina-proteases ¢ feita segundo esse

mecanismo (LENINGHER, 1988).

2.3.2 Exopeptidases

As exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias polipeptidicas na regido N ou
C terminal. Aquelas que atuam na regido amino terminal livre liberam um Unico residuo de
aminoacido (aminopeptidases), um dipeptideo (dipeptidil-peptidases) ou um tripeptideo
(tripeptidil-peptidases). As exopeptidases que atuam na regido carboxi terminal livre liberam
um Unico aminoacido (carboxipeptidases) ou um dipeptideo (peptidil-dipeptidases). Como
exemplo de exopeptidase, a metaloendoprotease, neutrase, oriunda da bactéria Bacillus
amyloliquefaciens ¢ inibida por agentes quelantes, por conter um ion metalico no sitio ativo,
participante do mecanismo catalitico, ¢ mais ativa em pH neutro (ABELES et al., 1992;
WHITAKER, 1994).

A enzima, neutrase, facilita a sintese enzimatica de oligopeptideos por reacdo de
protedlise reversa com zinco metalico como co-catalisador. Pertence a mesma familia de
proteases que a termolisina, um endoprease metalica dependente de zinco. A termolisina ¢
uma metalo-endopeptidase com sitio ativo, especificidade e mecanismo catalitico muito

similar aos da carboxipeptidase. A termolisina, na forma imobilizada, tem sido utilizada com
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sucesso em processos industriais para a sintese de um intermediario de aspartame. A
resolucao cinética de amino ésteres ¢ uma metaloproteina de zinco neutra que hidrolisa
aleatoriamente ligagdes peptidicas internas e também facilita a sintese enzimatica de
oligopeptideos pela reacdo de protedlise reversa de metal de zinco como co-catalisador

(KENNEDY, 1987; WHITAKER, 1994).

2.4 BIORREATORES PARA BUTTERMILK

Processos em batelada para hidrolise de proteinas sdo comumente empregados para
obten¢do de peptideos (PEREA; UGALDE, 1996). O termo biorreator € utilizado para indicar
principalmente reagdes enzimaticas, mas ¢ também utilizado quando se aliam processos de
separacdo e reacdo, como hidrolise enzimdtica e Processos de Separacdo por Membranas
(PSMs).

O uso de processos combinados de reagdo e separacdo apresentam vantagens
especialmente quando a reagdo ¢ enzimatica, removendo os peptideos do meio reacional e
selecionando o peso molecular dos produtos pelo tamanho de corte da membrana. (CHEISON
et al., 2006; PRIETO et al., 2007).

Nos ultimos vinte anos, muitos trabalhos foram realizados para desenvolver métodos
técnicos para concentrar e isolar o material da membrana do globulo de gordura do BM,
especialmente os fosfolipidios (PLs). Varios estudos relataram a concentracdo de PLs de
buttermilk usando MF ou UF (ASTAIRE, WARD, ALEMAO JIMENEZ-FLORES, 2003;
CORREDIG, ROESCH, DALGLEISH, 2003; JIMENEZ-FLORES MORIN, 2005; MORIN,
BRITTEN, JIMENEZ-FLORES, & POULIOT, 2007; MORIN, JIMENEZ-FLORES
POULIOT, 2004; MORIN, POULIOT JIMENEZ-FLORES, R., 2006).

Dewettinck et al., (2008) usaram tratamentos quimicos, como a adi¢do de citrato de
sodio para dissociar a micelas de caseina, calcio para precipitar fragmentos MFGM
(termocalcopicos agregacdo) e tratamentos enzimaticos para hidrolisar proteinas e
ultrafiltragdo em combinacdo com diafiltracdo, para remover a lactose e 0s minerais e para
concentrar as PLs no produto final. Esses autores usaram filtragdo por membranas, para
separar seletivamente os componentes de acordo com o tamanho. Fragmentos de MFGM
foram recuperados no retentado e proteinas foram obtidas na fracdo de permeado. No
biorreator a enzima soltvel fica no retentado da membrana, onde permanece em contato com
o substrato enquanto os produtos com tamanho ao menos igual o peso de corte permeiam

através da membrana (GUADIX, CAMACHO, GUADIX, 2006).
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No biorreator a enzima soluvel fica no retentado da membrana, enquanto os produtos com
tamanho menor ao peso de corte permeiam através da membrana (GUADIX, CAMACHO,
GUADIX, 2006).

Viarios estudos abordam a utilizagdo de membranas para obtencdo da fracao de Pls.

Poucos estudos relatam a utilizagao das proteinas visando seu reaproveitamento.

2.5 ULTRAFILTRACAO DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

O PSM ¢ uma tecnologia de alta eficiéncia desenvolvida no final do século XX,
reconhecida como um dos processos mais promissores ainda no século XXI. A tecnologia de
membranas apresenta baixo consumo de energia, alta eficiéncia em operagdes unitarias,
processo simples e ndo polui 0 meio ambiente. Vém sendo largamente utilizada na indéstria
quimica, de alimentos, prote¢do ambiental, medicamentos, produtos eletronicos e entre outros
setores industriais (ZHANG et al., 2019).

Esta tecnologia visa a separagdo, concentracdo e/ou a purificacdo de componentes
presentes em solucdo, pois a membrana atua como uma barreira seletiva que separa duas
fases, alimentacdo e permeado, restringindo o transporte de uma ou mais espécies presentes
nestas fases (BALDASSO, 2011). Neste tipo de processo, a separacdo ¢ baseada,
essencialmente, no tamanho molecular dos compostos (TORRES, 2005).

No campo das tecnologias de separa¢do, os processos com membranas sao com
frequéncia economicamente preferiveis aos processos classicos de separacao (SARMENTO,
2007), em algumas aplicagdes estes processos se apresentam como a Unica alternativa técnica
de separacdo (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Na producdo de compostos com
elevado grau de pureza, essa tecnologia se apresenta como uma alternativa promissora viavel
(SARMENTO, 2007). Em geral, sdo aplicados gradientes de pressdo, concentracao,
temperatura ou potencial elétrico para gerar o movimento das espécies quimicas envolvidas
através da membrana (MULDER, 1996; RODRIGUES, et al., 2003).

Em processos que utilizam membranas porosas, a capacidade seletividade esta
diretamente associada a relagdo entre o tamanho das espécies presentes e o tamanho dos poros
da membrana (Figura 4). Este ¢ o caso de processos como a microfiltragio (MF),
ultrafiltragdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmose inversa (OI) (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006). Essas quatro operacdes sdo as mais utilizadas nas industrias de laticinios

(CARVALHO; MAUBOIS, 2010).
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Figura 4: Caracteristicas de processos que utilizam diferenga de pressdo como for¢a motriz.
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Fonte: HABERT; BORGES; NOBREGA (2006).

O emprego dos PSM na purificagao de efluentes da industria de alimentos, com o
objetivo de reutiliza-los, apresenta-se como um desafio. O reuso dessa fracdo concentrada (ou
retida) apresenta-se como uma motivacao adicional, pois muitas vezes ¢ uma corrente rica em
nutrientes e sais (BRIAO; TAVARES, 2007). Um estudo de Brido et al. (2019) demonstrou o
potencial de recuperacdo de solidos do leite de 4guas de primeiro enxague para aplicacdo em
doce de leite e bebida lactea. Portanto, os PSM apresentam um grande potencial para
recuperacdo de correntes na industria de laticinios.

Apesar de o fluxo ser reduzido pelo fendmeno de incrustacdo, a ultrafiltracdo ainda
continua sendo o método mais usado pelo custo e beneficios que proporciona. Técnicas de
concentragdo e purificacdo do soro do leite tem um olhar diferenciado pela industria, desde a
industria alimenticia com suplementagdo a industria nutracéutica e farmacéutica (OZORIO,
2019). Aliar processos de hidrolise e posteriormente filtragdo por membranas auxilia na
padronizagdo do tamanho molecular dos peptideos, além de ser uma forma de separar a
enzima, visto que possui um alto peso molecular.

As membranas de UF apresentam poros entre 1 ¢ 100 nm, assim, solugdes contendo

solutos numa faixa de massa molar entre 103 — 106 Dalton podem ser tratadas por este
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processo. Como os poros das membranas de UF sdao menores comparados aos da MF, uma
for¢ca motriz ainda maior ¢ necessaria (BORGES; HABERT; NOBREGA, 2006).

A separagdo dos nutrientes, principalmente proteinas e gordura, por ultrafiltracdo deve
ser realizada em condi¢cdes operacionais que permitam obter a maxima retencdo destes
compostos, separando um permeado com menor carga organica. A pressdo de operacao tem
efeito direto no fluxo permeado, enquanto que a velocidade tangencial minimiza a polarizagao
de concentragdo na corrente do retido, e pode refletir tanto no fluxo permeado quanto na
eficiéncia de separacdo (BRIAO; TAVARES, 2012).

A forca motriz utilizada, bem como a morfologia da membrana, determina o
mecanismo de transporte através dessa, que pode ser convectivo e/ou difusivo. No caso de
membranas de MF e UF, a contribui¢do difusiva ao fluxo do soluto ¢ desperezivel, e o fluxo ¢
essencialmente convectivo, uma vez que essas membranas utilizam como for¢ca motriz o
gradiente de pressio (BALDASSO, 2011; TORRES, 2005; HABERT,; BORGES;
NOBREGA; 2006).

Ao passo que a tecnologia de membranas apresenta aspectos favoraveis a producao de
hidrolisados, também ha aspectos negativos associados ao decaimento do fluxo de permeado.
Dentre os fatores que causam a reducdo do fluxo permeado citam-se, principalmente, a
incrustacgdo, a polarizac¢do por concentragdo e formacao de camada gel.

Nos ultimos anos diversos autores tém estudado isoladamente a influéncia de cada
componente no fendmeno da incrustagdo. Estudos mostraram que os agregados da proteina
sao formados por cisalhamento durante a filtracdo de fluxo cruzado, e depositam-se na
superficie da membrana, ao passo que a -lactoglobulina ndo ¢ sensivel ao cisalhamento do
fluxo (STEINHAUER et al., 2015; STEINHAUER et al., 2015).

A B-lactoglobulina contém um grupo sulfidrila livre, e, portanto, os fendmenos de
incrustacao da membrana por reagdes do grupo tiol também ¢ aplicavel neste caso. As reagdes
entre o grupo tiol e dissulfeto formam os agregados de p-lactoglobulina durante o
processamento térmico, cuja formagdo da rede de gel que causa a incrustacdo na membrana ¢
facilitada pela presenga de calcio (STEINHAUER, et al., 2015).

A polarizagdo por concentracdo se dd com o aumento localizado da concentracdo de
solidos rejeitados na superficie da membrana, devido a seu transporte convectivo. Este
fenomeno pode ser minimizado aumentando-se a velocidade de escoamento na superficie da
membrana, pois quanto maior a velocidade, menor tende a ser a intensidade da polarizacao
por concentracdo. Assim, a polarizacdo por concentragdo depende das condigdes

hidrodinamicas do escoamento da solugdo a ser filtrada (SERPA, 2012; BASSETTI, 2002).
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A formacao de uma camada gel ocorre quando o aumento da concentragao de solidos
na superficie da membrana excede seu limite de solubilidade (BASSETTI, 2002). A formacao
desta camada cria uma resisténcia adicional ao fluxo.

Dentre outros fatores, a velocidade tangencial, pressdo, temperatura, tamanho das
particulas e caracteristicas da membrana afetam diretamente o seu desempenho em processos
de separagao (SERPA, 2012).

A pressdo mais baixa resulta em uma pureza menor, porque o transporte de massa €
principalmente contribuido pela difusdo e, portanto, nem todas as substancias com massa
molecular abaixo do limite da membrana de UF podem ser transmitidas através da
membrana. O aumento da pressdo transmembrana acima do fluxo critico indica que o balango
da conveccao de particulas e a remocao da polarizacdao de concentragdo mudou para a camada
de incrustacdo e assim o corte real da membrana se tornou menor do que o limite de corte da

massa molecular nominal (ZHANG et. al., 2011).
2.5.1 Seletividade da membrana

A permeabilidade da membrana pode ser entendida como uma medida da maior ou
menor facilidade que a membrana oferece a passagem de um dado solvente. O inverso da
permeabilidade ¢ a medida da resisténcia (rejeicdo) que o meio oferece ao transporte
(HABERT et al., 2006).

A eficacia dos PSM ¢ estabelecida pela rejeicio (R) da membrana frente ao
componente que se deseja separar (SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001). Este coeficiente
estabelece a percentagem de um componente retido pela membrana em um processo de
separacao e ¢ dado pela Equacao 1 (MULDER, 1996; ATRA et al, 2005; CUARTAS-URIBE
et al., 2009).

R=( —%).100% (1)

Sendo:
Cp: concentracao do permeado

Cr: concentragdo do rejeito
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A rejeigdo € apresentada em termos percentuais, € o conceito utilizado para definir o
peso molecular de um soluto no qual a membrana apresenta rejeigao € o corte que ela possui.
Sendo assim, a membrana que apresentar um corte de 40.000 Da tera rejeicdes acima de 90%
para solutos com peso molecular maior que este corte. Entretanto, a massa molecular nao
deve ser considerada como o unico critério de seletividade de uma membrana porosa. Muitas
vezes, os compostos rejeitados formam uma camada na superficie da membrana, que atua

como uma membrana dinamica capaz de reter com mais eficiéncia outros compostos

(MULDER, 1996).

2.5.2 Fluxo e permeabilidade

Em processos que utilizam pressdo como for¢a motriz, o fluxo permeado de solvente
puro ¢ diretamente proporcional ao gradiente de pressdo. Dessa forma, admitindo que a
membrana seja inerte em relagdo ao solvente e nao apresente deformagao pela agdo da pressao
(compactacao), o fluxo de permeado apresentara uma dependéncia linear com a pressao. Para
uma mesma pressao de operagao, observa-se que o fluxo de permeado diminui com o
aumento da viscosidade do fluido, ou seja, a permeabilidade da membrana ¢ inversamente
proporcional a viscosidade do meio fluido (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). A
viscosidade ¢ amplamente influenciada pela temperatura, um aumento na temperatura provoca
diminui¢do na viscosidade de uma solucdo, o que contribui para aumento de fluxo e
permeabilidade.

A separagdo dos nutrientes, principalmente proteinas e gordura, por UF deve ser
realizada em condigdes operacionais que permitam obter a maxima retencdo destes
compostos, separando um permeado com menor carga organica. A pressao de operacao tem
efeito direto no fluxo permeado, enquanto que a velocidade tangencial minimiza a polarizagao
de concentragao na corrente do retido, e pode refletir tanto no fluxo permeado quanto na
eficiéncia de separacdo (BRIAO; TAVARES, 2012).

Os fluxos de permeado em UF situam-se na faixa de 150 a 250 L/h.m”. Porém, fluxos
bem menores podem ser obtidos em fungdo da polarizagdo por concentracdo e da incrustacao,
em funcdo da natureza do soluto e sua interagdo com os componentes da membrana, das
condigdes de operagao do sistema e da estabilidade mecanica da membrana (HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006).

As principais causas de reducdo dos fluxos de permeado estdo associadas a

polarizacdo por concentracdo, que causa um rapido declinio, € a incrusta¢do, que causa
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declinio gradual e lento no fluxo. A incrustacao se deve ao acumulo de particulas e/ou a
cristalizacao/precipitacdo de pequenas moléculas na superficie e nos poros da membrana, e
sua extensdo depende das caracteristicas da solugdo a ser filtrada assim como da interagdo
desta com a membrana. As condi¢des de operagdo, tais como a pressdo transmembrana € a
velocidade de escoamento, também exercem efeito direto nos fendmenos de polarizagdo e
incrustacao. Maiores velocidades de escoamento induzem a turbuléncia na superficie da
membrana, reduzindo a possibilidade de formagdo de zonas de concentracdo, e assim, a
polarizag@o por concentragdo. A pressdo transmembrana aumenta linearmente com a pressao
até um dado limite, que depende das propriedades do sistema. Em baixas pressdes, o fluxo ¢
governado essencialmente pela Lei de Darci, enquanto que para altas pressdes o fluxo se torna
independente da pressdo devido a polarizagdo por concentragdo e formagdo de gel e/ou torta
na superficie da membrana, tornando-se uma resisténcia adicional ao escoamento.
Geralmente, a pressdo transmembrana escolhida ¢ aquela na qual a relagdo fique mais

proxima da linearidade (BRIAO; TAVARES, 2012; GIRARD; FUKUMOTO, 2000).



MATERIAL E METODOS

Na Figura 5, podem-se observar os processos utilizados neste trabalho. O buttermilk
foi inicialmente centrifugado, visando a redu¢do da gordura, apds, caracterizado e submetido
a hidrolise enzimdtica utilizando diferentes enzimas comerciais em batelada individuais
(Alcalase, Neutrase, Prolyve e Lypaine) e bateladas conjuntas (Alcalase + Neutrase), deste
modo, adicionou-se a primeira enzima e em sequéncia a segunda enzima, utilizando como
parametro de tempo de adi¢do o grau de hidrdlise. O buttermilk hidrolisado foi submetido a
analises de atividade antimicrobiana, antioxidade e eletroforese em gel. Essa etapa objetivou
selecionar a melhor enzima para a hidrélise proteica. A melhor enzima (ou a combinagdo
delas) foi entdo submetida ao BRM, fazendo-se a separa¢do. As trés fragdes do BRM

(alimentagao, retido e permeado) foram analisadas também quanto a atividade antimicrobiana,

antioxidade e eletroforese em gel.

Figura 5: Fluxograma geral dos processos utilizados neste trabalho.
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3.1 BUTTERMILK

O buttermilk foi fornecido pela empresa Randon S.A, localizada em Vacaria e
coletado imediatamente apds o batimento da manteiga e enviado sob refrigeracdo a 5° C para
a Universidade de Passo Fundo (UPF), onde foram realizados os processos e analises citadas

neste trabalho.

3.2 CENTRIFUGACAO DO BUTTERMILK

Apo6s chegar a UPF, o buttermilk foi centrifugado a 5000 RPM por 15 min para
diminuic¢ao do teor de gordura e pasteurizado. Uma amostra foi coletada para a caracterizagao
e o restante congelado em freezer (-18° C) para a posterior utilizacao.

O processo de centrifugacdo foi testado durante o processo de filtragdo comparando-se
os fluxos do buttermilk centrifugado e do buttermilk sem o processo de centrifugagdo a 25°C e

pressdo de 1 bar.

3.3 HIDROLISE PROTEICA

Nesta etapa, para a hidrélise das proteinas, foram utilizadas diferentes enzimas
indicadas para leite e soro de leite, sendo necessaria, contudo, a avaliagao da hidrodlise no
substrato buttermilk. . A hidrdlise foi testada em batelada, utilizando-se como resposta o GH.
A enzima que obteve maior GH foi submetida ao BRM.

Para a hidrdlise proteica, adicionou-se um litro de buttermilk em um béquer,
mantendo-se sob agitacdo e temperatura controlada com o auxilio de uma manta de
aquecimento de marca Fisatom. As concentracdes das diferentes enzimas (calculadas em
relacdo a carga proteica) e as temperaturas de hidrolise seguiram indicagdes dos fornecedores
e foram ajustadas conforme a Tabela 3. O pH foi ajustado com NaOH 0,1 molar ou acido

lactico 0,5 molar.

Tabela 3: Enzimas, condi¢des e inativagao de hidrélise utilizadas

Temperatura % enzima/concentracao

Enzimas Acdo pH °C) proteina Inativacao

Alcalase Endoprotease 8,0 55 0,5 90°C / 20min
Neutrase Metaloendoprotease 7,0 55 1,25 90°C / 20min
Prolyve Endoprotease 8,0 55 0,5 90°C / 5Smin

Lypaine Endoprotease 8,0 65 0,2 90°C / S5min
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Fonte: Adaptado de Novozymes (2014), Soufflet Biotechnologies (2016) e Lyven (2015)

Além das enzimas e condic¢des testadas da Tabela 3, uma quinta condicao foi avaliada,
pela acdo sequencial da Alcalase + Neutrase, escolhidas por apresentarem diferentes

mecanismos de a¢do (serina endoprotease e metaloendoprotease).

3.4 OPERACAO DO BIORREATOR

Os ensaios foram conduzidos em batelada, iniciando com o processo de hidrolise e
apés a separacao dos peptideos por membrana de UF. Oito litros de buttermilk foram
hidrolisados com a enzima sob a temperatura e pH de referéncia (conforme Tabela 3), com
agitacdo constante. Apos, o buttermilk hidrolisado foi alimentado ao equipamento piloto de
separa¢ao por membranas (Figura 6), fornecido pela WGM Sistemas (Sao Paulo, Brasil).

O buttermilk hidrolisado foi bombeado através da bomba pneumadtica até o modulo de
membrana, cujo fluxo se da na forma tangencial. O equipamento ¢ composto por um tanque
de aco inoxidavel com capacidade de 30 L sendo a pressdo (100 kPa) ajustada com uma
valvula de diafragma na linha de retido, lendo-se o fluxo permeado com o auxilio de um
rotametro na linha de permeado. O permeado foi coletado e o rejeito retornou para o tanque

até que se atingiu uma redu¢@o de volume da alimentagdo de 4 vezes.

Figura 6: Esquema do Biorreator utilizado para a hidrolise proteica do buttermilk e separag@o dos

peptideos
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2019).
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A membrana de ultrafiltracao utilizada ¢ de configuragdo tubular, com area efetiva de
0,1 m? e massa molar de corte de 30 a 80 kDa. A membrana foi selecionada por referéncia de
Barry et. al. (2018), esses autores, concluiram geu esta membrana permite a separacdo dos
peptideos e também difere do tamanho molecular das enzimas. A membrana foi submetida a
limpeza quimica com solugdo de NaOH (pH 11) antes de cada experimento como
demonstrado no Apéndice A.

Para operagdes com membranas, avaliacdes preliminares devem ser conduzidas com
agua para determinar as condi¢des inicias como permeabilidade, resisténcia e fluxo de
permeado em funcao da pressao e temperatura empregadas. Este procedimento inicial permite
conhecer o comportamento das membranas para as condigdes a serem empregadas no
processo, evitando interferéncias de compostos que possam causar incrustacdo ou interagdes.
O objetivo principal foi criar uma referéncia de fluxo ideal para conduzir o procedimento de
limpeza ap0s os ensaios com a solucgdo hidrolisada até que se reestabelecesse o fluxo inicial.

O tanque da Figura 6 foi alimentado com 8 L de 4gua de Miliq e acionada a bomba,
com reciclo total para o tanque. O permeado foi coletado e o fluxo calculado através da
Equagao 2. Tais medidas foram conduzidas com agua, a 25°C, para fins de comparacao de

fluxo ideal no momento da limpeza, e a 55°C, simulando a mesma condi¢do usada no ensaio.

Fo=V/ 4 )

sendo:
V: volume de permeado coletado num determinado tempo;
t: tempo de obtencao do permeado durante o qual a amostra foi coletada;

A: area de filtracdo da membrana.

A permeabilidade foi medida com 4gua de milig com condutividade menor que 4
us/cm, garantindo o ndo acumulo de material na membrana. Sabe-se que para o caso de
solventes puros, admitindo-se que a membrana seja inerte em relagdo ao solvente e que ela
nao deforme pela a¢do da pressdo (compactacdo), o fluxo de permeado apresentara uma
dependéncia linear com a pressao, pois ndo havera interferéncias causadas por fenomenos
como a polarizagdo ou incrustacdo. Segundo Habert, Borges e Nobrega (2006), a

independéncia do fluxo de permeado com o tempo ¢ uma clara indicacdo da estabilidade
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mecanica da membrana, da pureza do solvente e da sua baixa interacdo com o material da
membrana.

O fluxo da membrana se manteve proximo do valor de referéncia (150 a 250 L/h.m?)
indicado pelo fabricante e aumentou com o aumento da pressao e da temperatura, resultado de
uma for¢a motriz cada vez maior for¢ando a passagem de agua através da membrana e da

diminui¢do da viscosidade da 4gua, como mostra o Apéndice B.

3.5 METODOS ANALITICOS

3.5.1 Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizagdo do buttermilk e hidrolisados foi determinada no Laboratério de
Servico de Analise de Rebanhos Leiteiros (SARLE) da UPF, através do equipamento de
Espectroscopia no infravermelho proximo (FTIR) de marca DELTA INSTRUMENTS, que
segue a metodologia International Dairy Federation (IDF) 141C.

3.5.2 Grau de hidrélise

A avaliacdo do grau de hidrélise (GH) foi feita através do método do pH-stat. Para o
calculo de GH, seguiu-se a Equacgao 3, obtida pelas equacdes 4 e 5, sugerida por Adler-Nissen
(1986).

B X N

GH (%) = 3~ = n <100

€)

sendo:

B: Volume de base consumida durante a hidrélise para manter o pH constante (mL);
N: Normalidade da base;

Mp: Massa de proteina (g);

a: Grau de dissociagao;

H: Numero total de ligagdes peptidicas antes da reagao;

8mol equivalente/kg de proteina;

Para o Grau de dissocia¢do, equacao 4:
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1
T 1+10"pK — pH

4)
sendo:
o: Grau de dissociagao;
pK: Varia de acordo com a temperatura da reagio;

pH: Constante;

Para o pK, equagdo 5:

298 —-T 2400
—) X
298 x T)

pK =78+ (
(5)

sendo:

T: Temperatura em Kelvin.

Para o célculo do GH, o conteudo de base consumida foi registrado em fun¢do do
tempo, inicialmente fixado em intervalos de 5 minutos ¢ aumentando gradativamente para

intervalos de 15 minutos até que as variagdes do consumo da base fossem insignificantes.
3.5.3 Caracterizacao dos peptideos

3.5.3.1 Calculo do comprimento médio da cadeia e da massa molecular média dos

peptideos

O calculo do comprimento médio da cadeia (CMC) e a massa molecular média (MMM)
dos hidrolisados, foram determinados através das Equagdes 6 e 7, respectivamente, assumindo-se
que um residuo de aminoacido possua massa média de 120 Da, conforme descrito por Perea et al.
(1993).

100

CMC = —
GH

(6)
(7

MMM = CMC * 120
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3.5.3.2 Eletroforese em gel

O perfil peptidico foi caracterizado em fun¢do do tamanho da cadeia dos peptideos
obtidos, relacionando ao seu peso molecular, utilizando a técnica de eletroforese em gel. Os
perfis eletroforéticos dos peptideos foram determinados através de sistema Tris-Tricina-SDS-
PAGE, conforme descrito por Jiang et al. (2016), utilizando-se o sistema de eletroforese Mini-
Protean II Cell da Bio-Rad com placas de vidro de 6 x 8 cm e espessura de 1,0 mm.

Para polimerizacdo do gel de corrida foram utilizadas solu¢des de dois mondmeros
(acrilamida/bis) em duas diferentes concentragdes: 5 % e 3 % no gel de aplicagdo da amostra
18 % e 6 % para o gel de separacdo. As amostras foram preparadas para aplicagdo
solubilizando-se 100 pL do hidrolisado em 200 pL de tampado (4 % SDS, 12 % glicerol, 50
mM de Tris, 2 % B-mercaptoetanol, 0,01 % azul de Coomassie G250 em pH 6,8).

A corrida foi realizada em duas etapas: a primeira sob uma tensio de 60 V até que as
bandas atingissem o gel de separacao e 160 V a partir dai até o final da corrida. Para
identificacao dos peptideos foram utilizados os padrdes de ultra baixo peso molecular, com as
seguintes proteinas (em kDa): triose-fosfato isomerase (26,625); mioglobina (16,950); a-
lactalbumina (14,437); aprotinina (6,512); insulina B-oxidada (3,496); bacitracina (1,423); e
um padrdo pré-corado com 12 proteinas de peso molecular entre 2 e 250 kDa, Apds a corrida
o gel foi submerso em solugdo fixadora (50 % metano, 10 % &cido acético) por 1 h, e corado
com solu¢do corante (0,025 % de azul de Coomassie G250 em 4acido acético 10 %) por 2 h. O
descoramento do gel foi realizado em solucdo descorante (4cido acético 10 %) por 2 h,

trocando a solucao a cada 30 min.
3.5.4 Atividade antimicrobiana dos peptideos

Duas cepas bacterianas, uma Gram-positiva (Staphylococus dureos) e uma Gram-
negativas (Escherichia coli) foram utilizadas como indicadores para avaliar a atividade
antimicrobiana das amostras de buttermilk. Baseado em Osman et. al., 2016, as culturas foram
obtidas inoculando uma al¢a de cada cultura em 50 mL de caldo Mueller Hinton em frascos
conicos esterelizados de 100 mL. Os frascos foram incubados durante a noite na temperatura
de 37 °C, ideal para o crescimento das cepas. Apos a incubagao, as culturas foram diluidas em
solucdo salina até atingir turvacdo com concentracdo 0,5 de acordo com a escala padrao de

McFarland, sendo equivalentes a 1,5){108 UFC/L, fazendo-se a leitura em espectrofotometro.
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A atividade antimicrobiana das amostras de buttermilk foi avaliada pelo ensaio de
difusdo em placas (BAUER et. al., 1966). Testes preliminares indicaram a necessidade da
concentracdo das amostras, que foram submetidas a liofilizagcdo. 24 horas antes de serem
liofilizadas, as amostras foram congeladas a -18°C para que toda a agua presente ficasse no
estado solido e abaixo do ponto triplo da dgua, evitando formacao de espuma no momento da
aplicacdo do vacuo (GONCALVES, 2015). As amostras foram colocadas em recipientes de
aluminio e liofilizadas por dois dias, resultando em uma umidade média de 2% e um aumento
de 10 vezes de concentragdo de amostras, resultando em teores de 26 g de proteina/100g. A
velocidade de secagem foi em média de 0,5 mm a 1,0 mm de profundidade/h ou de 0,001 a
0,06 °C/s, pressao inferior que 4,6 mmHg, temperatura de 0°C e vacuo 0,370 mbar.

Discos de papel estéreis (com um didmetro de 5 mm) foram preenchidos com as
amostras e colocados na superficie das placas de d4gar Mueller Hinton anteriormente semeado
com a cepa indicadora, contendo em seu centro um antibiotico padrdo (Penicilina para
Staphylococus aureos e ampicilina para Escherichia coli). As placas foram armazenadas por
24 h sob condigdes otimas de crescimento das cepas e foram posteriormente examinadas
quanto a presenca de zonas de inibi¢ao indicativas de atividade antimicrobiana, adotando-se

valores de alo antimicrobiano > 10 mm.

3.5.5 Atividade antioxidante dos peptideos

A atividade antioxidante dos peptideos foi determinada usando o teste de descoloracao
de solugdo de ABTS, de acordo com o método proposto por Re et al. (1999), onde o radical
ABTS" é gerado pela oxidagdo do ABTS com persulfato de potassio, e é reduzido na presenca
de antioxidantes doadores de hidrogénio, promovendo a reducdo da absorbancia devido a
restauracdo do radical ABTS" na forma estavel.

Uma solugdo de ABTS 7 mM (100 mL) foi misturada com solucdo de persulfato de
potassio 2,45 mM (100 mL) para gerar o radical ABTS", e mantida no escuro por 16 horas
antes do uso. Antes de cada ensaio, a solucdo foi diluida em 4&lcool etilico até atingir
absorbancia de 0,7 £0,05 a 734 nm.

Para a construcao da curva padrao de Trolox (acido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametilcromo
2-carboxilico) foram elaboradas solugdes com concentragdes de 100, 250, 350, 500, 650, 750,
800, 850 e 900 uM diluidas em alcool etilico, as quais reagiram com a solu¢dao de radical
ABTS" (na propor¢io de 10 pL:1 mL, respectivamente) durante 6 minutos, ¢ a absorbancia

lida a 734 nm.
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As amostras de hidrolisados reagiram com a solugio de radical ABTS" (na propor¢io
de 20 pL:980 puL, respectivamente) durante 6 minutos e foram lidas nas mesmas condigdes
que as amostras da curva. O espectrofotometro foi zerado com alcool etilico PA em 734 nm e
o branco considerado foi a solu¢do de radical ABTS". Todas as amostras foram avaliadas em
triplicata.

A atividade antioxidante foi expressa em Trolox equivalente (umol TE/mg proteina da
amostra) a partir da equacdo da reta ajustada para a curva do padrdo Trolox, de acordo com a
Equagao 8:

((Abs734nm * a) + b) (umol TE)

AA = -
mg de proteina

()

Sendo:

Abs 734nm: absorbancia da amostra lida a 734 nm.

A porcentagem de inibicdo foi obtida através da equagdo 9, como sugerido por
Conway, 2012.

(Ac — Aabs)
= X

%I = 100
& Ac

©)

Sendo:
Ac: Branco — amostra;

Aabs: Absorbancia do buttermilk;
3.5.6 Analise estatistica dos resultados
Os resultados obtidos foram expostos a analise estatistica através da Analise de

Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparacdo de médias de Tukey, a 5% de

significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO E CENTRIFUGACAO DO BUTTERMILK

A caracterizacdo do buttermilk foi realizada em triplicata. As amostras 1 e 2 sdo de lotes

diferentes. Sua composigdo esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4: Caracterizagdo do buttermilk

Amostra Gordura Proteina Lactose Caseina Solidos Totais pH
(%) (%) (%) (%) (%)
1 2,67+£0,05  2,05+0,01 1,72+0,02  2,09+0,03 9,57+0,06 6,21+0,11
2 2,04+1,09  2,09+0,04 1,78+0,03  2,29+0,05 10,01+0,09 6,65+0,18

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)

Os valores encontrados estdo de acordo com a literatura, onde Svanborg et. al., (2015)
encontraram para o buttermilk valores de gordura (3+0,06), proteina (2,054+0,28), lactose
(3,95+0,2), caseina (1,56+0,31), solidos totais (7,10+£0,52) e pH (6,84+0,19). Juliano et. al.,
(2015), encontraram valores para o buttermilk de gordura (1,30+0,01), proteina (3,01%0,28),
lactose (3,60+0,04), e pH (6,6+0,01).

Segundo Sodini et al.(2006) e Gassi et al. (2008), diferengas na composi¢do fisico-
quimica do buttermilk podem ocorrer devido a constituicdo do creme e as varidveis
operacionais utilizadas na fabricacdo da manteiga.

O buttermilk centrifugado foi analisado quanto a interferéncia da gordura no fluxo de

permeado durante a filtragdo por membranas a 25°C e pressdo de 1 bar, conforme Figura 7.
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Figura 7: Avaliagdo do fluxo de permeado com e sem o processo de centrifugacio
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

A filtracao do buttermilk pode ser desafiadora devido a gordura residual e fragmentos
de MFGM de vérios tamanhos de particulas. As particulas maiores (fragmentos de manteiga e
grandes globulos de gordura) podem ser removidas usando um separador de creme (Fauquant
et al., 2014). Mas segundo Svanborg et. al (2015) ndo foi analisada nenhuma diferenca na
incrustacao, quando ultrafiltrado o butermilk.

Neste trabalho, o fluxo de permeado em diferentes tempos foi semelhante para ambas
as amostras, ndo demonstrando diferenca significativa (<5%), portanto, decidiu-se realizar a
hidrélise com o buttermilk sem centrifuga¢do, eliminando-se uma operacao unitiria no

processo proposto

4.2 HIDROLISE ENZIMATICA DAS PROTEINAS DO BUTTERMILK

O grau de hidrélise com média e Desvio Padrdo (DP) para a enzima Alcalase, obtido

neste trabalho esta demonstrado segundo Figura 8.
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Figura 8: Avango do grau de hidrdlise das proteinas do buttermilk e mmols de base consumida utilizando a enzima
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Ao final do processo, com 2,5 h, o grau de hidrélise maximo alcangado foi de 25,8 %,
ou seja, 25,8 % das ligacdes peptidicas presentes foram hidrolisadas. Guadix et al. (2006)
alcangaram um GH maximo de 23% apo6s 16 horas de operagdao utilizando condigdes
semelhantes de processo, com o soro de leite, porém, com maior relacdo enzima:substrato.
Pessato et al. (2016) obtiveram GH de 22,4% e 20,0% para enzima livre e imobilizada,
respectivamente, em 3 horas de reagdo, também com maior relacdo enzima:substrato. Perea et
al. (1993) com o soro de leite, obtiveram 16 % e 20 % de GH para as fragdes purificadas de a-
La e B-Lg respectivamente, utilizando a mesma concentracao enzima:substrato utilizada neste
trabalho.

A Alcalase ¢ uma serina endoprotease e embora venha sendo amplamente utilizada em
varias aplicacdes biotecnologicas, sua especificidade ndo foi completamente caracterizada.
Sabe-se que essa enzima hidrolisa principalmente ligacdes peptidicas contendo residuos
hidrofébicos no lado carboxilico (ADLER-NISSEN, 1986). Adamson e Reynolds (1996)
verificaram que, na hidrolise de caseina, a Alcalase hidrolisava preferencialmente ligagdes
peptidicas contendo residuos de Glu, Met, Leu, Tyr, Lys e Gln no lado carboxilico. Nitescu et
al. (1996) verificaram que a Alcalase hidrolisava eficientemente ésteres de a-L-aminoacidos
(Ala, Phe e Leu) com o grupo amino bloqueado e que 60% (base méssica) de uma preparagdo

comercial podia ser atribuida a subtilisina Carlsberg (massa molecular de 27.534 Da). Smyth
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e Fitz Gerald (1998) verificaram também especificidade desta enzima por residuos de Tyr,
Ala e Leu, por meio da hidrolise de substratos fluorogénicos. Kukman et al. (1995)
hidrolisaram proteinas da soja com Alcalase e verificaram que os peptidios formados tinham
residuos hidrofébicos carboxi-terminais, entre eles Ser, His, Tyr, Gly, Val, Phe e Leu. Todos
esses trabalhos mostram a ampla especificidade desta enzima, podendo ser utilizada
eficientemente na producdo de um preparado contendo pequenos peptidios a partir das
proteinas buttermilk, por exemplo.

Algumas proteinas do MFGM sdo parcialmente resistentes a hidrélise péptica como a
butirofilina (Ye & Singh, 2011) ou lactadherina e xantina oxidase a hidrolise triptica
(Vanderghem et al., 2011). Estas proteinas MFGM estdo presentes como complexos de
lipoproteinas e o constituinte de gordura protege-os parcialmente da digestdo enzimatica. O
buttermilk possui 20 % dessas proteinas em sua composi¢do, portanto, ndo sendo possivel
hidrolisa-las.

Segundo Pessato (2014), o GH variou de 18,1 a 23,9 % para a Alcalase hidrolisando o
soro de leite. O aquecimento apos a hidrdlise para inativar a enzima livre pode contribuir para
agregacdo dos peptideos (PANYAM e KILARA, 1996), pois o aumento da temperatura
favorece a formagao de intera¢des hidrofobicas (DAMODARAN, 2010).

Uma vez que os hidrolisados de menor GH apresentaram maiores concentragdes de o-
La e B-Lg, os resultados sugerem que maior GH estd relacionado com a diminui¢do da
deteccao dessas proteinas (PESSATO, 2014).

Peng, Xiong, ¢ Kong (2009) obtiveram maior valor de GH utilizando condi¢des
semelhantes deste trabalho, porém com o soro de leite, o comportamento da curva foi
observado: um aumento muito rapido durante a primeira hora seguido por aumento lento e
gradual até o final da hidrélise, num tempo de 8 h. Moreno e Cuadrado (1993) sugerem que
esta tendéncia das curvas de hidrolise pode ser atribuida ao decréscimo das ligagdes
peptidicas disponiveis para a hidrolise e também a diminui¢ao da atividade enzimatica, entre
os principais fatores.

A Alcalase cliva liga¢des peptidicas contendo principalmente residuos hidrofoébicos no
lado carboxilico. A redugdo do sabor amargo em hidrolisados com altos graus de hidrolise
(por exemplo, 30 %) deve-se, provavelmente, conforme relata Adler-Nissen (1986), a
degradacao dos peptidios amargos, inicialmente produzidos, a peptidios com aminoacidos
hidrofobicos terminais. A reducdo do sabor amargo deve, provavelmente, a presenca de
aminopeptidases e carboxipeptidases na prepara¢do da protease, particularmente encontradas

em preparagdes de proteases fungais (Adler-Nissen, 1986).
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O GH alcangado esta relacionado com a especificidade da enzima utilizada. A
Alcalase tem preferéncia para ligagdes peptidicas contendo residuos hidrofobicos na posicao
C-terminal (ADLER-NISSEN, 1986). Isto quer dizer que, mesmo que cadeias peptidicas
internas estejam disponiveis para hidrélise, devido a seletividade da enzima nem todas elas
serdo atacadas. Acredita-se que por esse motivo, 0 GH das proteinas do buttermilk estabilizou
em 25,2% apos 2,5 h de reagdo enzimatica.

Assim como a Alcalase, a Prolyve ¢ uma endopeptidase, e seu resultado foi muito

semelhante a Alcalase, como mostra a Figura 9.

Figura 9: Avango do grau de hidrolise das proteinas do buttermilk e mmols de base consumida utilizando a enzima
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Observa-se que o maior GH observado para a Prolyve foi de 25,2 %, muito
semelhante a0 GH méximo da Alcalase (25,8 %). Ambas as enzimas sdo endoproteases,
porém a Alcalase ¢ uma serino-protease, com diferencial na sua sequéncia de aminoacidos e
estrutura tridimensional, apresentando Asp, His e Ser no sitio ativo, os substratos ligam-se a
serino-protease através da inser¢cdo do aminodcido adjacente ao sitio de clivagem em uma
cavidade no sitio ativo da enzima (Beynon e Bond, 1989; Whitaker, 1994).

A enzima glutamil endopeptidase foi relatada estar presente na Alcalase e ausente no
Prolyve (SPELLMAN, et. al., 2005). Esta enzima quebra as ligagdes peptidicas apos o acido

glutamico no terminal C em substratos diferentes, como caseinas (ADAMSON e
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REYNOLDS, 1996) e proteinas de soro de leite (DOUCET et. al., 2003). Isso pode explicar
os valores mais altos para co-produtos com Alcalase em comparacdo com Prolyve. A
diferente extensdo da hidrdlise produzida com cada enzima pode ser devida a especificidade
enzimatica e aos diferentes substratos submetidos a hidrolise.

A Prolyve alcangou crescimento significativo no seu GH somente apos a primeira hora
de hidrolise, chegando a um GH acima de 20 % em 2,5 h, tempo este em que a enzima
Alcalase ja havia alcangado GH acima de 25 %.

Foi testada também uma enzima exoprotease. O grau de hidrolise com média e DP

obtido neste trabalho com a enzima Neutrase esta demonstrado na Figura 10.

Figura 10: Avango do grau de hidrolise das proteinas do buttermilk e mmols de base consumida utilizando a
enzima Neutrase
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Como ja citado anteriormente, a exopeptidase, neutrase ¢ mais ativa em pH neutro e
facilita a sintese enzimatica de oligopeptideos por reacdo de protedlise reversa com zinco
metalico como co-catalisador.

Para Martinez et. al (2005) e Popineau et. al. (2002), a hidrolise da proteina isolada de
soro de leite com Neutrase mostrou o maior GH atingindo de 13% em 4h. Para os autores a
hidrolise limitada € necessaria para manter a estrutura ou sequéncia de peptideos ativos e para
garantir a funcionalidade. Varios estudos indicaram que a hidrélise limitada de proteinas pode

dar origem a aspectos funcionais e organolépticos, propriedades alimenticias, propriedades de
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gelificacao (DOUCET et. al., 2001), atividade antioxidante (KONG e. al., 2006), e atividade
redutora de colesterol (TSOU et. al., 2009).

Neste trabalho o maior GH encontrado para a enzima Neutrase foi de 5,89 % em 1,8 h,
maiores tempos ndo foram atribuidos por ja saber que a Neutrase atua removendo
aminoacidos ou pares de aminoacidos a partir dos terminais da cadeia polipeptidica e ¢ pouco
eficiente na degradacao de proteinas intactas sendo indicado o seu uso apds ou em conjunto
com uma endoprotease (Pawlett e Bruce, 1996). Assim, ¢ possivel reduzir drasticamente o
tamanho da molécula de proteina, e os pequenos peptidios produzidos serdo mais soluveis
(Godfrey, 1996).

Ja no teste com a enzima Lypaine (endoprotease), o resultado foi diferente. O grau de
hidrolise com média e DP obtido neste trabalho com a enzima Lypaine estd demonstrado na

Figura 11.

Figura 11: Avango do grau de hidrolise das proteinas do buttermilk utilizando Lypaine e mmols de base consumida
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

A enzima Lypaine ¢ também uma endopeptidase, porém de origem vegetal, preparada
através da papaina purificada. E uma proteinase de cisteina que degrada fragdes proteicas
principalemente da cerveja (LYVEN, 2016). Esta enzima foi descartada do processo por apos
5,3 h ndo demonstrar alteracdes no pH, ou seja, ndo houve atividade enzimatica. Isto se

explica por esta enzima nao ser indicada para proteinas lacteas.
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Foi atribuida entdo uma nova hidrélise enzimatica combinando as enzimas Neutrase
(endoprotease) e Alcalase (exoprotease). A premissa adotada foi de que a Alcalase atua nas
regides internas das cadeias polipeptidicas, quebrando as ligagdes com residuos de
aminoacidos aromaticos, acidos, sulfurados, alifaticos, hidroxil e basicos no lado carboxilico.
Ja a Neutrase, atua nas regides externas, quebrando as ligacdes restantes de carboxi-terminais
(aminodcidos aromaticos) e também em aminoacidos hidrofobicos e alifaticos.

O grau de hidrolise com média e Desvio Padrao (DP) obtido neste trabalho, aliando as

melhores enzimas, estd demonstrado na Figura 12.

Figura 12: Grau de hidrdlise sequencial das proteinas do buttermilk utilizando a Alcalase seguida de
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

A alcalase tem especificidade principalmente para aminodcidos hidrofobicos,
enquanto a Neutrase tem especificidade principalmente para leucina e fenilalanina
(Kunst 2003).

Aliando as duas enzimas com mecanismos de acdo diferentes, conseguimos obter um
GH significativo, atingindo o seu maximo em 34 %. Como ja citado anteriormente, as
exopeptidases catalisam a quebra das ligacdes peptidicas nas extremidades N ou C terminal
das cadeias polipeptidicas, ja endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas
das cadeias polipeptidicas.

A degradacdo do coldgeno por metaloprotease (neutrase) comeca a partir do

exterior. A enzima se liga firmemente a uma tripla hélice na superficie das moléculas,
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ocorrendo a degradagdo progressiva no exterior. Apds a tripla hélice comeca a mudar, seus
fragmentos primarios sao clivados em pequenos peptideos e aminoacidos.
(DAMRONGSAKKUL et al., 2008).

Otte et al. (1997) testaram varias proteases na hidrolise de B-Lg, entre elas: bromelina,
tripsina, endoproteinase, aminopeptidase e carboxipeptidase. As condi¢des padroes de
hidrodlise foram 37°C e pH 8, exceto para carboxipeptidase (pH 6,5). A B-Lg foi degradada
rapidamente onde obtiveram peptidios de tamanho médio (1-5 kDa) e GH de 49 %.

Alguns peptideos inibidores da ECA derivados da caseina bovina foram produzidas
por hidrélise enzimatica com vdrias proteases, como a tripsina (MARUYAMA et al. 1987),
Flavourzyme, e Neutrase (MIZUNO et al. 2004), pepsina e tripsina (PIHLANTO-LEPPALA
et al. 1998). Neutrase e papaina apresentaram as maiores atividades apds 30 min de hidrolise
entre todas as enzimas. Os hidrolisados derivados de flavourzyme mostraram a menor

atividade inibitoria da ECA.

43 PRODUCAO DOS PEPTIDEOS NO BIORREATOR A MEMBRANA

A Figura 13 apresenta o fluxo permeado quando ultrafiltrou-se o buttermilk sem hidrdlise.
Esse experimento foi realizado como testemunha do processo, para a comparagdo da UF do

hidrolisado.

Figura 13: Fluxo de permeado durante a filtragdo do buttermilk com membrana de ultrafiltracao a
temperatura de 50°C e pressdo de 1bar
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Fonte: elaborado pelo Autor (2019)
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A pressao definida para filtracao foi de 1 bar. Segundo Verdi (2017), o modelo de
ajustes dos pontos ¢ polinomial, e até a pressao de 1 bar o fluxo mostra dependéncia mais
linear com a pressdo, ou seja, fendmenos como polarizacdo e incrustagdo sdo minimizados.
Por este motivo, esta pressdo foi definida como a pressdo de trabalho para o processo de
hidrélise. Segundo Girard e Fukumoto (2000), em baixas pressoes transmembrana, o fluxo ¢
governado pela taxa na qual o solvente passa pelo material poroso. Em altas pressoes, o fluxo
se torna independente da pressdao devido a concentracdo por polarizagdo.

E possivel observar que o fluxo méximo atingido chegou a 112,6 L/h.m?, havendo um
forte decréscimo e atingindo 0,4 L/h.m? ap6s 2 h, indicando o fendmeno de incrustagdo e
colmatagao da membrana.

A rejei¢ao (R) de proteinas do buttermilk pela membrana de UF chegou a 87,55 %. A
rejei¢do ndo foi total, pois proteinas presentes com peso molecular < 30 kDa, permeiam os
poros da membrana. Leindecker (2011), comprova que a membrana UF de massa molar de
corte de 10 kDa apresenta a maior reten¢do de proteinas comparada com membranas de 30 e
50 kDa. Atra et al. (2005) utilizaram uma membrana com menor massa molar de corte (6-8
kDa) e uma pressdo de 1 bar, atingindo rejeicdes de proteina de 92-98 % quando
ultrafiltraram proteinas do soro de leite. Diferentes tipos de buttermilk possuem variagdes em
sua composi¢do o que pode levar a pequenas diferencas de rejeicdes. No entanto, a alta
rejeicdo das proteinas do buttermilk pela membrana mostram que elas possuem maior peso
molecular, havendo a oportunidade para serem hidrolisadas e produzir peptideos com
bioatividade.

A Figura 14 apresenta o fluxo permeado quando ultrafiltrou-se o buttermilk com hidrolise

das enzimas Alcalase e Neutrase.



71

Figura 14: Fluxo de permeado durante a filtragdo do buttermilk hidrolisado com Alcalse + Neutrase com
membrana de ultrafiltragdo a temperatura de 50°C e pressdo de lbar
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Fonte: elaborado pelo Autor (2019)

O fluxo méaximo atingido chegou a 132,5 L/h.m? tendo decréscimo significativo e
atingindo 0,5 L/h.m? indicando o fenomeno de incrustagdo e o término do processo.

A rejeicdo (R) de proteinas pela membrana de UF foi de 60,25 %. Demonstrando
maior permeacao das proteinas pela membrana, fato ocorrido pela reducdo do tamanho
molecular das proteinas do buttermilk pelo processo de hidrdlise enzimatica.

No processo de hidrolise, ocorre também o aumento do tamanho de particula,
atribuido a reag¢do de agregacdo protéica induzida por enzimas no inicio da hidrolise péptica
(LORENZEN SCHLIMME, 1991; MUDGAL et. al.,, 2011), ocasionando em tamanhos
moleculares maiores, dificultando a permeabilidade. Demonstrando que embora a rejeicao
tenha sido menor comparada a rejei¢do com o buttermilk ndo hidrolisado, seu valor ainda esta
elevado.

O fluxo inicial de permeado foi de 132,5 L/hm? e foi superior ao fluxo de permeado
ndo hidrolisado apresentado na Figura 13 (112,6 L/h.m?), indicando que a hidrolise reduziu o
tamanho das proteinas, mesmo nos primeiros minutos da reagdo. Cheison, Wang e Xu (2007),
também encontraram resultados, afirmando que altas taxas de recuperagdo de proteina no
permeado estdo intimamente relacionadas ao seu trafego pela membrana, e sdo também
favorecidas pela concentragdo da enzima, ja que a hidrélise aumenta a permeagdo do produto.

A presenga de solidos na solugdo de alimentagao (buttermilk) ocasionou a reducao do

fluxo a medida que o volume de permeado foi coletado aumentando a concentragdo dos
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solidos no rejeito. Segundo Leindecker (2011), as quedas dos fluxos sao normais devido a
formacdo da camada de polarizagdo por concentracdo, o fouling (acimulo de matérias
depositadas na membrana durante a fase de polariza¢do da concentragdo, também chamado de
colmatacdo da membrana) e ao aumento da concentragdo da solugdo.

Essa queda de fluxo ocasionada pelo fouling geralmente ¢ inevitavel, sendo necessario
interromper o processo para proceder a uma limpeza com agentes quimicos (MARSHALL;
DAUFIN, 1995).

Segundo Rao (2002) e Rice et al. (2009), a presenca do célcio influencia na
colmatacao da membrana pela sua deposi¢do direta na forma de sais de calcio e sua interagao
com as proteinas. E segundo eles, quase todos os constituintes do buttermilk podem ser
responsaveis, em alguma extensao, pelo fouling da membrana durante a ultrafiltracdo.

A estabilidade do fluxo em 2 horas de operagao justificou a interrup¢ao do processo.

4.3.1 Avaliacdo do processo

Para avaliagdo do processo, fez-se a andlise das composi¢des (proteina, gordura e
lactose), nas correntes de permeado e retido obtidas pelo processo de filtracdo, antes e apds o
processo de hidrolise enzimatica. Nas Tabelas 6 e 7 podemos observar as comparacdes entre
as mesmas correntes com e sem o processo de hidrolise, apos a filtragdo por membrana de
UF.

Tabela 5: Comparagdo das composigdes da corrente de permeado antes e ap6s o processo de hidrdlise
enzimatica

Composigao (%)  Alimentacdo (%)  Permeado (%)  Permeado Hidrolisado (%)

Protéina 2,08+0,03 0,93+0,08" 1,280,09”
Lactose 1,76+0,04 0,91+0,09° 0,94+0,08"
Gordura 2,43+0,09 0,23+1,03" 0,24+0,08"

* 1. Resultados de média + desvio padrdo; letras diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenca significativa
(p <0,05) pelo Teste de Tukey;

Fonte: elaborado pelo Autor (2019)

Tabela 6: Comparagdo das composi¢des da corrente de retido antes e apos o processo de hidrélise

enzimatica
Composigao (%) Alimentagao (%) Retido (%) Retido Hidrolisado (%)
Protéina 2,08+0,03 1,08+1,08° 0,78+1,02°
Lactose 1,76+0,04 0,62+1,12° 0,59+0,09°

Gordura 2,43+0,09 2,12+0,98" 2,18+0,05"
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* 1. Resultados de média + desvio padrao; letras diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenga significativa
(p <0,05) pelo Teste de Tukey;
Fonte: elaborado pelo Autor (2019)

A composi¢do de proteina na alimentacdo foi distribuida pelas correntes de permeado
e retido, tendo maior concentragdo na corrente de permeado ap6s o processo de hidrolise,
fenomeno ja esperado pela reducdo do seu tamanho molecular. Ja na corrente de retido,
percebe-se que o teor de proteina reduziu apos o processo de hidrolise, comprovando também
uma maior permeac¢ado das proteinas do buttermilk pela membrana.

Barry et. al., (2017) hidrolisaram o buttermilk combinando Neutrase e Alcalase e
apenas Alcalase visando determinar a enzima proteolitica de melhor acdo enzimatica. Os
autores concluiram que um GH de 19 % digere proteinas do buttermilk suficientemente para
permitir a permeagdo através de uma membrana de UF de 50 kDa, a membrana do tipo
cartucho com um peso molecular nominal de 50 kDa permitiu a permeacdo maxima do
material proteico digerido.

Ainda segundo a autora, ao contrario de pesquisadores anteriores que utilizaram MF
em suas separagdes, a combinagdo da filtracdo por membrana de UF e hidrolise do buttermilk
permitiu a obtencao de fosfolipideos de modo satisfatério.

A filtracao do buttermilk pode ser desafiadora devido a gordura residual e fragmentos
de MFGM de varios tamanhos de particulas. (Fauquant et al., 2014). Os gloébulos de gordura
sdo cobertos por sua membrana bioldgica nativa, ou seja, a MFGM, contendo dominios ricos
em esfingomielina circundados por uma matriz de glicerofosfolipidios integrando proteinas de
membrana como revelado em (Lopez et al., 2010). As proteinas do leite (por
exemplo, caseinas e proteinas do soro do leite) sdo dispersas na fase aquosa que envolve os
globulos de gordura nativos. Parte das proteinas permanece na fase aquosa em torno dos
globulos de gordura, enquanto algumas proteinas formam uma camada densa adsorvida no
nucleo triacilglicerdis dos globulos de gordura, indicando a composicdo interfacial de
globulos de gordura do leite homogeneizado.

Percebe-se que os resultados para lactose e gordura em ambos os casos foram
semelhantes. Pelo didmetro de corte da membrana, o teor maximo de gordura deveria
permanecer no retido, porém uma pequena fracdo esteve presente no permeado. Uma
explicacdao possivel € que a gordura remanescente no buttermilk tivesse um maior teor de
gordura livre (Mulder e Walstra, 1974). Portanto, mais gordura foi transferida através da
membrana. A gordura livre ndo pode ser separada por desnatadeiras e as moléculas sdo

provavelmente muito pequenas para serem retidas pelas membranas de UF.
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Roesch e Corredig (2002) obtiveram um aumento lipidico total de 8 % a 16 % no
retentado final apds hidroélise por UF enquadrando os valores deste estudo.

Temperaturas de filtragdo mais baixas parecem ter impacto negativo no desempenho
de separagdo (Astaire et al., 2003 , Morin et al., 2006). As temperaturas durante as filtracdes
neste estudo foram todas acima de 40 °C. Sabe-se que a temperatura de filtragdo influencia a
transmissdo de proteinas sobre a membrana de UF. Morin et al. (2004) descobriram que as
transmissdes de proteinas e lipidios totais foram maiores em temperaturas altas e
intermedidrias de 50 e 25 ° C. No entanto, Morin et al. (2007) relataram que os processos
de tratamento térmico do buttermilk e creme foi o fator tecnoldgico mais importante que
afetou o isolamento de componentes MFGM por tecnologia de filtragdo. Por esta razdo, o
isolamento de componentes MFGM do buttermilk usando filtragdo por membrana poderia ser
melhorado se a desnaturacdo por calor das proteinas, possivelmente, os componentes da
membrana MFGM, fosse reduzido pelo uso de condigdes de pasteurizagdo menos duras do
creme na industria.

Segundo Ye et al. (2002), do ponto de vista industrial, a diversidade no tratamento de
nata e manuseio do buttermilk leva a uma maior variedade na composi¢do e nas suas
propriedades funcionais. Para otimizar a utilizagdo da fra¢do protéica do soro da manteiga, o
tratamento com creme e o manuseio do buttermilk devem ser padronizados entre os produtos

lacteos, e o tratamento térmico deve ser controlado ¢ documentado.

44 CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS

4.4.1 Comprimento médio da cadeia e da massa molecular média

A Tabela 7 apresenta o comprimento médio das cadeias e a massa molecular média dos
peptideos produzidos pela hidrdlise enzimatica do buttermilk utilizando Neutrase e Alcalase. Os

resultados referentes as outras enzimas encontram-se no Apéndice C.



75

Tabela 7: Caracterizagdo molecular do hidrolisado obtido com Alcalase ¢ Neutrase

L Comprimento médio das Massa molecular
Tempo () Meédia (GH) cadefas (N° de residuos) média (Da)

0,2 - - -
0,3 1,9 52,632 6320
0,5 2,5 40,000 4800
0,7 3,2 31,250 3750
0,8 4,57 21,882 2620
1,0 5,68 17,606 2110
1,2 7,20 13,889 1670
1,3 9,20 10,870 1300
1,5 12,90 7,752 930
1,7 15,84 6,313 760
1,8 17,20 5,814 700
2,0 20,50 4,878 580
2,2 23,80 4,202 500
2,3 25,30 3,953 470
2,5 28,22 3,543 420
2,7 30,18 3,313 400
2,8 30,20 3,311 3970
3,0 30,73 3,254 390
3,2 32,13 3,112 373
3.3 32,42 3,084 370
3,5 33,06 3,024 362
3,7 33,45 2,989 358
3.8 33,62 2,974 356
4,0 33,82 2,956 354
4,2 34,01 2,940 352
4,3 34,02 2,939 352

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019)

As proteinas sdo polimeros construidos a partir de um conjunto de 20 a-aminoécidos
(variando em tamanho, polaridade e propriedades acido-base), onde o grupamento o-
carboxilico de um aminoacido se une ao grupamento a-amino de outro aminoacido por meio
de uma ligagdo amida (ligagdo peptidica), ocorrendo a condensagdo de uma molécula de agua
(STRYER, 1992, KENNEDY, 1987). Polimeros compostos por dois, trés, poucos
(aproximadamente de 3 a 10) e muitos aminoacidos sdo conhecidos, respectivamente, como
dipeptidios, tripeptidios, oligopeptidios e polipeptidios. Observa-se que apds 4 h de hidrolise,

o peso molecular estimado ¢ de apenas 352 Da.
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Os di e tripeptideos possuem massa molecular média menor que 500 Da (0,5 kDa), os
polipeptidios possuem de 40 a mais de de 4.000 residuos de aminoacidos e t€ém massa
molecular de em torno de 4 a acima de 440 kDa (VOET, 1995).

Percebe-se pela Tabela 5, um decréscimo progressivo no comprimento das cadeias e
na massa molecular média a medida em que o GH aumenta. O CMC final de 2,939 indica
que, em média, os peptideos formados sdo di e tripeptideos. Guadix et al. (2006) relatam
resultados para soro de leite muito semelhantes: obtiveram CMC de 4,3 para um GH maximo
de 23%, sendo que 19,7% dos peptideos gerados tinham massa molecular entre 1 e 5 kDa e
79% tinham menos de 1 kDa. Perea e Ugalde (1996), também para soro de leite, obtiveram
resultados de 635 Da e 4,2 para a MMM e CMC, respectivamente, sendo que 27% dos
peptideos gerados tinham massa molecular entre 1 e 3 kDa e 73% tinham menos de 1 kDa.

Nao ¢ desejavel que o hidrolisado contenha somente aminoacidos livres, pois estes
podem tornar uma dieta hiper-osmdtica, causando secre¢do intestinal e diarréia. Além disso,
uma mistura composta por di e tripeptidios seria mais bem absorvida no intestino do que uma
mistura de aminoacidos livres, por evitar competi¢do entre aminoacidos que compartilham o
mesmo mecanismo de transporte (GONZALEZ-TELLO et al., 1994). Assim, formulas
contendo pequenos peptidios sdo usadas mais eficientemente do que uma mistura de
aminoacidos livres e t€ém maior valor nutritivo (SILVESTRE et al., 1994).

Para a caseina, os tripeptideos VPP e IPP possuem atividade de inibicdo da ECA como
também sdo imunomodulatorios. O efeito no sistema imune ¢ devido a via das bradicininas,
que uma vez inibindo a ECA a bradicinina podera estimular (ou recrutar) macréfagos e a
secrecdo de linfocinas (proteina de secrecdao dos linfocitos) (PESSIONE e CIRRINCIONE,
2016).

O sabor amargo de hidrolisados protéicos ¢ influenciado pelo tamanho dos peptidios
(ADLER-NISSEN, 1986; KUKMAN et al., 1995; HOSSAIN E STANLEY, 1996). Tem-se
relatado que peptidios contendo de 3 a 15 residuos de aminoacidos sdo amargos (PAWLETT
e BRUCE, 1996) e que para se evitar o aparecimento de sabor amargo, os peptidios deveriam
ter uma massa molecular acima de 6 kDa (KUKMAN et al., 1995; ADLER-NISSEN, 1986).
Entretanto, peptidios com essa massa molecular ja poderiam acarretar problemas alergénicos,
pois tem sido verificado que este efeito praticamente desaparece quando os peptidios t€m
massa molecular menor que 2 kDa (GONZALEZ-TELLO et al., 1994). Portanto, para se obter
hidrolisados compostos basicamente por di e tripetideos, sem sabor amargo, seria necessaria a
separagdo dos peptidios hidrofobicos amargos, o que por sua vez acarretaria uma diminui¢do

acentuada no seu valor nutricional, ao se eliminar também outros residuos presentes no
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peptidio. Uma alternativa seria a redu¢do somente dos aminoacidos aromaticos, que pode
melhorar o sabor dos hidrolisados enzimaticos (ADLER-NISSEN, 1986; ADACHI et al.,
1991), podendo ser utilizados para fins alimenticios. Além do que, a reducdo ou eliminacdo
do conteudo em fenilalanina (aminodcido aromatico) forneceria um produto de alto valor
agregado, pois seria de pronto uso por portadores de fenilcetonuria, cujo Uinico tratamento ¢ a

restri¢cao dietética deste aminoacido.

4.4.2 ELETROFORESE

Para avaliar o tamanho molecular dos peptideos obtidos, as amostras de buttermilk,
buttermilk hidrolisado, permeado foram submetidas a eletroforese e sdo analisadas na Figura

15.

Figura 15: Perfil eletroforético das amostras em gel Tris-Tricina.

Legenda: Primeira banda: perfil eletroforético do padrao (2 a 250 kDa) — (P); Segunda banda: desconsiderado;
Terceira banda: perfil eletroforético do retido — (R); Quarta banda: perfil eletroforético do buttermilk hidrolisado
- (BH); Quinta banda: perfil eletroforético do permeado — (P); Sexta banda: desconsiderado; Sétima banda: perfil
eletroforético do buttermilk - (B).

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Podemos observar o perfil eletroforético do buttermilk (B) como referéncia. A
amostra sem sofrer processo de hidrolise apresenta variagcdes de tamanhos moleculares entre
13 e 130 kDa (a primeira marcacao de 5 kDa ¢ desconsiderada). Abdelmoneim et. al., (2018)
encontraram valores proximos e explicou as diferencas moleculares da seguinte forma: o-

lactoblobulina entre 10 a 15 kDa; B-lactoblobulina entre 15 e 20 kDa; Caseinas (B, a, € K)
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entre 20 e 40 kDa e acima de 50 kDa proteinas do MFGM (butirofilina, xantina oxidase e
desidrogenase).

A butirofilina ¢ uma glicoproteina que representa mais de 40 % da massa de proteinas
totais da MFGM. J4 a xantina oxidase representa 12 % da massa de proteinas totais.

A banda eletroforética B mostra que apenas a proteina do buttermilk continha as
proteinas MFGM. Apoés a hidrolise enzimatica, as proteinas e caseinas derivadas de MFGM
foram lizados em todas as amostras. Todas as proteinas que foram hidrolisadas apresentaram
peptideos menores que 5 kDa e em fung¢do de serem muito pequenos nao foi possivel reté-los
no gel. Além disso, como a concentragdo das amostras aplicadas no gel foram iguais para
todas as amostras, presume-se que os peptideos eluiram para fora do gel durante a
eletroforese, como também relatou Onay-Ucar et al. (2014).

Sabadin, Villas-Boas, Zollner et al. (2012) relataram peptideos de MM menor que 6,5
kDa em hidrolisados de B-Lg produzidos com Alcalase livre que apresentaram cerca de 12 %
de GH. Doucet, Otter, Gauthier (2003) relataram formagao de peptideos menores que 2 kDa a
partir da hidrolise com Alcalase por 5 h, valores semelhantes aos encontrados neste trabalho.

Schmidt e Poll, (1991) nao observaram nenhuma proteina intacta apdés 30 min de
hidrolise. Segundo os autores, no inicio formam-se alguns peptideos grandes que desaparecem
rapidamente e apos 4 h somente peptideos pequenos sdo detectados.

Perea et al. (1993) utilizaram Alcalase 0,6L para a digestdo de proteinas do soro, a
55°C (pH 8.,5), 4 horas de reagdo. A degradagdo proteolitica de a-La e B-Lg resultou
inicialmente em produtos com 6 kDa e 2,5 kDa, sendo formados peptidios com massa
molecular menor que 1 kDa ao se atingir um grau de hidrélise em torno de 22 %. Hidrdlises
com outras endopeptidases, de origem bacteriana ou animal, resultaram em fracdes de
peptidios (61 a 67 %) com massa molecular menor que 1 kDa e fragdes (30 a 35 %) com
massa molecular entre 1 e 3 kDa.

A escolha da enzima afeta a atividade inibitéria da ECA do hidrolisado proteico e da
forma do peptideo ativo devido as especificidades da enzima. O peso molecular dos peptideos
inibidores da ECA ¢ maioritariamente menor que 3 kDa (ABUBAKAR et al.
1998; PIHLANTO-LEPPALA et al. 1998; HAILESELASSIE et al. 1999; YAMAMOTO et
al. 1999; HERNANDEZ-LEDESMA et al. 2002, 2004; ROBERT et al. 2004).

4.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS HIDROLISADOS PROTEICOS
PRODUZIDOS
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aminoacidos expostos, anteriormente indisponivel na estrutura da proteina nativa,
resulta em um aumento geral da atividade antioxidante.

A atividade antioxidante de diferentes fracdes do leite e derivados foi
relatada. Conway et al. (2013) mostraram que proteinas concentradas de buttermilk exerceram
maior eliminacao de radicais livres e atividade do que as proteinas do soro de leite e leite. Em
outro estudo, o efeito antioxidante do buttermilk tem sido atribuido a sua capacidade de
sequestrar Fe **¢ Fe " ¢ eliminar o radical hidroxila (WONG e KITTS, 2003).

Como o Fe " e Fe *" sdo a forma reduzida e biologicamente ativa de ferro e estdo
envolvidos em muitas reagdes de oxida¢do de nutrientes alimentares, a afinidade do
buttermilk em ligar o Fe *" ¢ Fe ** ¢ fundamental para o seu uso como alimento antioxidante
de qualidade. Vérios pesquisadores investigaram a capacidade de caseina e soro de leite para
ligar Fe " (BASCH et al.,, 1970; DEMOTT e PARK, 1974; DEMOTT e DINCER,
1976; HEKMAT e MCMAHON, 1998; MCMAHON ¢ BROWN, 1984). Vaughan e Knauff
(1961) mostraram a afinidade relativa do Fe " com as proteinas do leite na ordem de, a S1 -
caseina> ff caseina> de  soro  bovino  albumina> x -caseina> f -lactoglobulina> o -
lactalbumina.

Para Colbert e Decker 1989, a atividade antioxidante do buttermilk hidrolisado,
calculado a partir da diferenca entre a absorvancia controle e tratamento, expresso em
porcentagem de inibicdo foi de 55,96 e 60,64 %. Thompkin-filho e Mathur (1989)
encontraram uma atividade antioxidante expressa em porcentagem de inibicdo de 12,22 %
para o buttermilk, valor proximo ao encontrado neste trabalho.

O aumento do teor de gordura do leite aumenta sua atividade antioxidante (Chen et.
al., 2003), o que se deve ao maior valor em material MFGM.

Conforme confirmado pela eletroforese, o buttermilk continha grandes quantidades de
proteinas de MFGM. Britten et al. (2012) relataram que as proteinas MFGM sdo responsaveis
por até 20 % da proteina total no buttermilk. Chen et al. (2008) sugeriram a contribui¢ao
dessas proteinas para a capacidade antioxidante. Além disso, o buttermilk ¢ conhecido por seu
alto teor de lipidios polares comparado ao leite desnatado (2,03 vs 0,28 %, na base de matéria
seca) que também sdo precursores da atividade antioxidante. Também segundo os autores,
peptideos originarios das principais proteinas do soro de leite (a-lactalbumina e p-
lactoglobulina) sao responsaveis também pela atividade antioxidante.

As proteinas lacteas (MFGM) menores sdo compostas por um grupo muito
diversificado de proteinas representado predominantemente por butirofilina, xantina

desidrogenase / oxidase, grupo de diferencia¢do, acido peridodico Shiff III (PAS III),
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adipofilina, proteina de ligacdo a acidos graxos, e acido periddico Shiff 6/7. A butirofilina ¢ a
principal fonte dos peptideos identificados por eletroforese em proteinas de buttermilk
hidrolisado, representando 20 de 48. Além disso, as porcentagens de inibicao desses peptideos
variam de 38,1 a 61,5 % (SINGH et. al., 2006).

Alguns autores associaram a atividade antioxidante dos hidrolisados de proteinas de
buttermilk com peptideos de baixa massa molecular e aminoacidos livres (CONTRERAS, et.
al., 2011; POWER et. al., 2013). Kim et al. (2007) relataram uma degradacdo completa das o-
lactalbumina, B-lactoglobulina dentro de 60 minutos apos a hidrélise com Alcalase.

As caseinas sd@o mais antioxidantes que as proteinas do soro de leite, provavelmente
devido a sua capacidade em sequestrar ferro e pelos residuos de fosfoseril na superficie das
micelas de caseina (RIES et. a., 2010).

Peng et al. (2009) indicaram que peptideos com massa molecular entre 0,1 e 2,8 kDa
foram os principais peptideos responsavel pela atividade antioxidante dos hidrolisados obtidos
com Alcalase de isolados de buttermilk. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com essa
observagdo, uma vez que as amostras de buttermilk submetidas a hidrélise apresentaram

valores abaixo de 5 kDa e maiores atividades antioxidantes.

4.5.2 Atividade antimicrobiana

Os efeitos antimicrobianos do buttermilk aumentam gradualmente com o aumento da
sua concentracao. Alcangando melhores resultados em altas concentragdes (AGYEI e
DANQUAH, 2011). Assim, foram usadas também amostras concentradas por liofilizacao,
tendo em vista que testes preliminares com a amostra liquida, ndo apresentaram atividade
antimicrobiana. Foram utilizadas a cepa Gram-negativa, Eschehria colli e Gram positiva
Staphylococus aureos, e percebido indicio de atividade antimicrobiana apenas para a Gram-

negativa E.coli, como mostra a Figura 16.
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Figura 16: Analise antimicrobiana com a cepa de E. coli

Legenda: LC - Buttermilk concentrado; P — Permeado; R — Retido; L — Buttermilk; LH — Buttermilk
Hidrolisado.
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019

A lactoferrina ¢ extensivamente estudada por sua atividade antimicrobiana. A
lactoferrina tem um pl alto de 8,7, com cerca de 35 % de peptideos cationicos (pI> 9) (CHAN
e LI-CHAN (2007).

O aumento da producdo do 4cido latico através da fermentacdo reduz o pH do meio,
que ¢ conhecido por inibir o crescimento da maioria dos microrganismos patdogenos. O efeito
antimicrobiano também se deve a forma nao dissociada do acido e sua capacidade em reduzir
o pH intracelular, levando a inibi¢do das funcdes das células vitais. Diferentes sensilidades
dos microrganismos determina diferentes zonas de inibicdo no mesmo pH. (KIVANC at. Al,
2011).

Apenas o buttermilk concentrado apresentou Halo de inibicdo, comprovando a
colocacdo dos autores Agyei e Danquah (2011), onde se € necessaria a concentracdo deste.
Com Halo de inibiagdo baixo de 10 mm (7 mm), ndo pode ser considerado como
antimicrobiano. Embora ndo foi possivel classificd-lo como produto antimicrobiano,
comprovou-se que o buttermilk possui potencial para este fim, sendo necessarios maiores

estudos.
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Existem varios trabalhos (DABES etal., 2001; ALEXANDRE et al., 2002; MARTINS
et al., 2006; PEREIRA & GOMEZ, 2007; BELGACEM et al., 2010) que tratam da atividade
antimicrobiana exercida pelas BAL, bem como da producdo de peptideos biologicamente
ativos. Alexandre et al. (2002) isolaram 192 linhagens de BAL de cinco amostras de queijo
minas artesanal, sendo que 48 destas cepas isoladas (25 %) foram capazes de inibir o
crescimento in vitro de microrganismos indicadores, dentre os quais Staphylococcus aureus €
Listeria monocytogenes. Pereira & Gomez (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana, pelo
teste de multicamadas e difusdo em 4gar, do Lactobacillus acidophilus LaS, frente ao
crescimento de dois microrganismos patogénicos veiculados por alimentos, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Os melhores resultados de inibicdo foram obtidos pelo método de
difusdo em 4gar, com halos de inibi¢do de 14,75 mm e 15,0 mm de didmetro para E. coli e S.
aureus, respectivamente.

A atividade contra patogenos Gram-positivos deve-se principalmente ao efeito
bactericida das bacteriocinas sensiveis a protease, (DE VUYST at. al., 2007; ATANASSOVA
et. al., 2003), enquanto o efeito antagdnico sobre patdogenos Gram-negativos podem estar
relacionados a producao de acidos organicos e peroxido de hidrogénio. (MARKRAS et. al.,
20006)

As bactérias podem usar varios mecanismos de defesa contra peptideos microbianos
(JOO e OTTO, 2015), incluindo a producdo de proteases segregadas, a modificacdo de
lipopolissacarideo e membranas para reduzir sua carga superficial negativa e secrecao de
particulas negativas exopolissacarideos carregados, como o &cido colonico, produzido por E.
coli e Salm. Typhimurium (FOSCHIATTI et al. 2009).

Algumas bacteriocinas BAL foram ativas contra E. coli e Salmonella typhimurium.
apos a liofilizagdo, mas por outro lado, a resisténcia contra antibioticos Gram-negativos, a
canamicina e a estreptomicina sdo freqiientemente observados em lactobacilos e
bifidobactérias (GONG el. al., 2010; SIMOVA et. al., 2006). Isso pode ser explicado pela alta
taxa de espontaneidade de mutagdes cromossomicas que transmitem resisténcia a esses
antibioticos (DANIELSEN et. al., 2003).

Yamauchi et al. (2012), demonstraram que a lactoferricina B (Lf-cin B)
provavelmente danifica a membrana externa das bactérias Gram-negativas. Pensa-se que o
principal efeito da Lf-cin B seja na membrana citoplasmatica, tornando-a mais permeavel. A
concentragdo de Lf-cin B necessaria para inibir e matar as bactérias sensiveis ¢ alto, indicando

que a inibicdo ndo ocorre em todos os ambientes fisiologicos. Bellamy et al. (2013),
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descobraram que a Lf-cin B retinha sua atividade contra E. coli, e que um fragmento de Lf-cin

B consiste em 11 aminoacidos.
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5 CONCLUSAO

Comprovou-se que a producdo de peptideos a partir do buttermilk em um biorreator a
membrana ¢ uma alternativa para seu aproveitamento, apresentando atividade antioxidante.

O processo de centrifugacdo anteriormente pré-definido como crucial, foi eliminado
como pré tratamento.

A hidrdlise com diferentes enzimas possibilitou a escolha de duas enzimas com
caracteristicas distintas (endo e exopeptidase), possibilitando um maior GH, chegando a 34 %,
promovendo a conversdao das moléculas de proteinas principalmente em di e tripeptideos.

O BRM apresentou um fluxo inicial de permeado com buttermilk hidrolisado maior do
que a permeabilidade inicial sem o processo de hidrélise, indicando que a hidrolise reduziu o
tamanho das proteinas mesmo nos primeiros minutos de reagao.

Pela eletroforese foi possivel distinguir quais proteinas estavam presentes nas amostras
analisadas, tendo a prevaléncia em di e tripeptideos, comprovando também que tamanhos
moleculares acima de 5 kDa foram encontrados apenas para o buttermilk, onde tamanhos
moleculares abaixo de 5 kDa demonstram potencial bioativo.

Para a atividade antioxidante, percebeu-se que todas as amostras que passaram por
processo de hidrolise efetivo, tiveram aumento para esta atividade. Sendo que os maiores
valores foram obtidos pelo permeado concentrado por liofilizagdo (amostra hidrolisada por
Alcalase e Neutrase, permeada no processo de filtragdo por membranas e concentrada por
liofilizagdo). Esta mesma amostra, submetida apenas pelo processo de hidrolise e filtragao, ja
apresentou o0timos valores para atividade antioxidante, comprovando a eficiéncia do processo
de filtragdo por membranas.

Nao foi possivel comprovar a atividade antimicrobiana, chegando a alos de inibigdo
menores que 10 mm, sendo necessarios maiores estudos.

Sugestdo para trabalhos futuros:

- Novos testes para analise antimicrobiana;
- Avaliar o amargor dos peptideos;

- Caracterizar os peptideos por MALDI-TOF.
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APENDICE A: PROCEDIMENTO DE LIMPEZA DA MEMBRANA

A limpeza foi conduzida conforme os passos apresentados abaixo. Apoés o
reestabelecimento do pH depois de cada etapa de limpeza o fluxo de permeado com agua foi
medido para verificar a eficiéncia da limpeza, devendo atingir no minimo 95 % do valor
inicial.

1. Enxague com agua destilada, descartando-se permeado e rejeito, para eliminagdo dos
solidos do sistema,;

2. Enxague com agua destilada com recircula¢do por 30 minutos;

3. Limpeza alcalina: pH ajustado entre 10,0 ¢ 10,5 com solu¢do de hidroxido de sodio 1,0 N,
com recirculacao de permeado e rejeito aquecido entre 40 e 50 °C por 30 minutos;

4. Limpeza cloro-alcalina: pH ajustado entre 10,0 e 10,5 com solugdo de hidroxido de sddio
1,0 N, adi¢dao de 200 ppm de hipoclorito de sédio, com recirculacdo de permeado e rejeito
aquecido entre 40 e 50 °C por 30 minutos. A limpeza alcalina e cloro alcalina procedeu-se
com adi¢do de detergente ndo-idnico (Ultrakleen II) na concentragdo de 0,1% do volume da
solugdo, nos casos necessarios.

5. Enxague conforme o primeiro passo, até atingir pH neutro;

6. Limpeza éacida: pH ajustado entre 1,8 e 2,0 com solucdo de 4cido nitrico, com recirculag@o
de permeado e rejeito aquecido entre 40 e 50 °C por 30 minutos;

7. Enxague conforme o primeiro passo, até atingir pH neutro;

8. Limpeza alcalina com adi¢dao de enzima em concentracdo de 0,5% do volume da solucao,
com recirculacdo de permeado e rejeito por 30 minutos a 42 °C;

9. Enxague conforme o primeiro passo, até atingir pH neutro;
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APENDICE B: FLUXO DE PERMEADO PARA A AGUA E PARA A SOLUCAO

1)

PROTEICA

Membrana de UF (30-80 kDa); temperaturas de 25°C e 55°C.

Fluxo de permeado (L/h.m?)
N
o
o

50 - ©55°C  m25°C

O T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Pressdo transmembrana (bar)
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APENDICE C: CALCULO DA CADEIA MEDIA DOS PEPTIDEOS COM
HIDROLISE DE DIFERENTES ENZIMAS

1) Alcalase

Comprimento médio das Massa molecular
Tempo (h) Média (GH)  cadeias (N° de residuos) média (kDa)

0,2 2,1 - -

0,3 4,4 22,727 2727,273
0,5 59 16,949 2033,898
0,7 13,8 7,246 869,565
0,8 16,9 5,917 710,059
1,0 18 5,556 666,667
1,2 19,12 5,230 627,615
1,3 20,6 4,854 582,524
1,5 21,9 4,566 547,945
1,7 22,58 4,429 531,444
1,8 23,1 4,329 519,481
2,0 23,15 4,320 518,359
2,2 24,6 4,065 487,805
2,3 25,1 3,984 478,088
2,5 25,8 3,968 476,190

2) Prolyve
Comprimento médio das Massa molecular
Tempo (h) Média (GH)  cadeias (N° de residuos) média (kDa)

0,2 1,2 - -

0,3 1,98 50,505 6060,606
0,5 2,5 40,000 4800,000
0,7 2,98 33,557 4026,846
0,8 3,15 31,746 3809,524
1,0 4,6 21,739 2608,696
1,2 5,9 16,949 2033,898
1,3 12,5 8,000 960,000
1,5 13,5 7,407 888,889
1,7 16,8 5,952 714,286
1,8 18,2 5,495 659,341
2,0 18,9 5,291 634,921
2,2 19,45 5,141 616,967
2,3 20,45 4,890 586,797
2,5 23,45 4,264 511,727
2,7 23,98 4,170 500,417

2.8 24,89 4,018 482,121
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3,0 25,2 3,968 476,190
3,2 25,4 3,937 472,441
33 25,36 3,943 473,186
3,5 25,2 3,968 476,190

3) Neutrase

Comprimento médio das Massa molecular
Tempo (h) Média (GH)  cadeias (N° de residuos) média (kDa)
0,2 1,96 - -
0,3 1,98 50,505 6060,606
0,5 2,51 39,841 4780,876
0,7 3,91 25,575 3069,054
0,8 4,2 23,810 2857,143
1,0 4,84 20,661 2479,339
1,2 5,23 19,120 2294.,455
1,3 5,4 18,519 2222222
1,5 5,6 17,857 2142,857
1,7 5,79 17,271 2072,539
1,8 5,8 17,241 2068,966
4) Lypaine
Comprimento médio das Massa molecular
Tempo (h) Média (GH)  cadeias (N° de residuos) média (kDa)
0,2 0 - -
1,0 0 - -
2,0 0 - -
3,0 0 - -
4,0 0 - -
5,0 0 - -
5,3 0 - -
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APENDICE D: ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EXPRESSA EM pmol TE/g E EM
% de inibicio PARA AS AMOSTRAS LIOFILIZADAS

Amostras pmol TE/g % de inibicao
Buttermilk 396,8143,95 38,97+0,46
Alcalase 803,58+1,57 77,77£0,17
Neutrase 118,82+4,16 12,50+0,66
Prolyve 795,73+5,66 77,02+0,17
Lypaine 367,49+5,35 36,20+0,48
Alcalase + Neutrase 834,214+2,40 80,69+0,15
Alcalase + Neutrase (permeado) 956,87+1,57 89,56+0,38

Alcalase + Neutrase (retido) 825,48+3,12 79,58+0,49
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APENDICE E: ARTIGO CIENTIFICO

Biorreator a membrana para a hidrdlise e separacido de peptideos a

partir de buttermilk

Sandrini Slongo Fortuna®, Vandré Barbosa Brido”
a Universidade de Passo Fundo (UPF), Faculdade de Agronomia e Medicina Veteriniria (FAMYV), Programa de Pos-
Graduaciio em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA), Passo Fundo- RS, Brasil.

Destaques
e A hidrélise combinada atingiu maior GH.
e A filtragdo com membrana de UF chegou a R = 60,25 %.

e A amostra permeada e liofilizada apresentou maior atividade antioxidante.

Resumo

Da producao da manteiga libera-se o buttermik, o qual contém importantes nutrientes como
proteinas, lactose e minerais. As proteinas, quando reduzidas a peptideos, apresentam
atividade biologica como antioxidante e antimicrobiana. Este estudo visou obter peptideos de
baixo peso molecular a partir do buttermik através de um processo combinado de hidrolise
enzimatica e separacao por membranas. O buttermilk submetido a hidrdlise com diferentes
enzimas apresentou diferentes graus de hidrolise (GH). As enzimas Alcalase e Neutrase
utilizadas em sequéncia apresentaram melhor a¢do chegando a um GH de 34 %. A separacao
do buttermilk hidrolisado pela membrana de UF, permitiu uma rejeicdo da membrana de
60,25 %, comprovando que a hidrdlise possibilitou maior passagem de proteina para o
permeado. As amostras hidrolisadas apresentaram bioatividade, com destaque para o
buttermilk hidrolisado com Alcalase e Neutrase, que apresentou maior atividade antioxidante.
Foi possivel aliar a obtencdo de um hidrolisado proteico, comprovando sua bioatividade, com
o reaproveitamento de um subproduto pouco valorizado na industria de alimentos.

Palavras-chave: buttermilk, peptideos, proteina, bioatividade.

1 Introducao

Buttermilk ¢ um liquido liberado durante a producao de manteiga. O’connell e Fox (2018)
destacam que a producdo mundial de buttermilk ¢ de 6,5 x 10° toneladas anuais, sendo um
importante candidato a conquista de nicho de mercado. E um subproduto complexo, ¢ contém
proteinas, lipideos, oligossacarideos, fosfolipidios, glicolipideos, glicoproteinas e muitos
componentes com atividades bioldgicas em que particularmente as proteinas. Essas, quando
reduzidas a peptideos, apresentam grande atividade biologica (ASTAIRE et al., 2003).

As proteinas presentes no buttermilk sao fonte de peptideos biologicamente ativos e
apresentam peptideos criptografados na sua estrutura, sendo liberados pelo processo de
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digestdo. Apos serem absorvidos e transportados para os Orgdos, os peptideos atuam em
diversas vias metabolicas especificas e fornecendo diversos beneficios a saude. Porém,
enquanto os peptideos estiverem presos na sequéncia original da proteina, eles possuem
menor atividade biologica. Além disso, proteinas com estrutura globular compacta podem
causar alergia, pois as enzimas do sistema digestivo ndo chegam até os sitios de clivagem nio
ocorrendo a digestdao. A hidrolise enzimatica libera os peptideos e diminui a alergenicidade
por expor as cadeias, facilitando a sua digestao.

O grau de hidrolise e a massa molecular dos peptideos obtidos no processo de
hidrolise estdo diretamente relacionados a reducdo da alergenicidade, & manuten¢do da
atividade bioldgica e ao sabor amargo, aspectos que podem direcionar ou limitar o uso dos
peptideos de acordo com a funcionalidade desejada. No entanto, além da clivagem, ¢
necessario também fazer a separacao dos peptideos produzidos.

Os biorreatores a membrana (BRM) permitem operar processos que compreendem
etapas de transformacdo e separacdo. Eles sdo constituidos de um tanque onde ha
transformac¢ao quimica dos reagentes, no qual uma membrana com tamanho de poro adequado
faz a separacdo do produto. Ha diversos trabalhos envolvendo o uso de BRM para a produgao
de peptideos, usando como carga proteica soro de leite (VERDI, 2017), leite (ARAUS, 2011),
residuos carneos (ZUBILLAGA, 1984) e outros. Uma das maiores vantagens € que esta
configuragdo permite o controle do peso molecular dos produtos selecionando adequadamente
o poro da membrana (CHEISON et al., 2006; PRIETO et al., 2007). No entanto, o buttermilk
possui em sua composi¢do gordura (fosfolipideos e outros), que também ¢ retida, podendo
causar incrustacdo da membrana, dificultando a seletividade ¢ o desenvolvimento de
subprodutos com aplicagdo industrial. A utilizacdo do buttermilk em ag¢des combinadas de
hidrélise enzimatica e separagdo por membranas, utilizando um biorreator, permite utilizar
esse residuo como matéria prima para produgao de peptideos com atividade biologica.

Muitos trabalhos tém sido focados no aproveitamento da fracao lipidica do buttermilk.
Calvo et. al. (2020) estudaram a caracterizacdo abrangente de lipideos neutros e polares de
buttermilk de diferentes fontes e seus isolados da membrana do globulo de gordura do leite
(MFGM). Jahkar et. al. (2019) estudaram o desenvolvimento de sucos de frutas a partir do
buttermilk e a avaliagdo de suas qualidades nutricionais. Spitsberg et. al. (2019) estudaram a
recuperacao da MFGM do buttermilk avaliando o efeito de sais e de ligagdo de célcio. Barry
et. al., (2017), estudaram a obtencdo de fosfolipideos do buttermilk através da hidrolise
enzimatica e filtragdo por membranas. Em contrapartida, poucos trabalhos -cientificos
abordam o uso de sua carga proteica para a producao de peptideos.

Este estudo visou obter peptideos de baixo peso molecular a partir do buttermik em um
biorreator a membranas, utilizando a combinagdo de uma endoprotease com uma exoprotease
para a hidroélise e avaliando a bioatividade dos peptideos.

2 Experimental

2.1 Buttermilk

O buttermilk foi fornecido pela empresa Randon S.A (Vacaria — RS, Brasil). A analise
composicional do buttermilk foi determinada no Laboratério de Servico de Analise de
Rebanhos Leiteiros (SARLE) da UPF, através do equipamento de Espectroscopia no
infravermelho proximo (FTIR) de marca Delta Instruments, que segue a metodologia
International Dairy Federation (IDF) 141C. A composi¢do média do buttermilk foi de
2,07£0,02% de proteina, 2,354+0,03% de gordura, 1,75+0,02% de lactose e pH de 6,35+0,10.
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2.2 Hidrolise enzimatica

A hidrolise foi realizada em batelada, e produto hidrolisado alimentado no separador
por membranas na sequéncia. Oito litros de buttermilk foram hidrolisados em um bequer nas
diferentes condigdes de temperatura e pH de cada enzima, com agita¢do constante tendo o pH
ajustado conforme necessidade com NaOH 0,1 molar ou acido lactico 0,5 molar. Apds, o
buttermilk hidrolisado foi alimentado ao equipamento de separa¢cdo por membranas.

A avaliacao do grau de hidrolise (GH) se deu pelo método do pH-stat, seguindo as
seguintes equacdes, sugeridas por Adler-Nissen (1986):

B X N
R T

Onde B ¢ o volume de base consumida durante a hidrolise para manter o pH constante
(mL); N ¢ a Normalidade da base; Mp ¢ a Massa de proteina por Kjeldahl (g); a ¢ o Grau de
dissociagdo; H ¢ o Numero total de ligacdes peptidicas antes da reacao;

Para o Grau de dissociagao:
1

= 1+10"pK — pH

Onde a ¢ o Grau de dissociacdo; pK varia de acordo com a temperatura da reagdo; pH
¢ constante;

Para o pK:

29
= — ) X
PK =78+ (Ggg—7) X 2400

Onde T ¢ a Temperatura em Kelvin.

As enzimas utilizadas foram a endoprotease Alcalase® (EC3.4.21.62) e metaloprotease
Neutrase® (EC3.4.22), da Novozymes (Bagsvard, Dinamarca), e cedidas gentilmente pela
empresa LNF Latino Americana. As endoproteases testadas foram Lypaine e Prolyve® (EC
3.4.21.62), adquiridas de Soufflet Biotechnologies SAS (Colombelles, France), e cedidas
gentilmente pela empresa WGM Sistemas. Todas as enzimas seguiram as condigdes do
fabricante, conforme o quadro 1:

Enzimas Acao pH Temg()%r)a tura % enzima Inativagao

Alcalase Endoprotease 8,0 55 0,5 90°C / 20min
Neutrase Metaloendoprotease 7,0 55 1,25 90°C / 20min
Prolyve Endoprotease 8,0 55 0,5 90°C / Smin
Lypaine Endoprotease 8,0 65 0,2 90°C / Smin

2.3 Quadro 1: Condicdes utilizadas para cada enzima.
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2.4 Operacao do biorreator

A separagao dos peptideos por UF foi realizada por uma membrana de configuragao
tubular, com area efetiva de 0,1 m? e massa molar de corte na faixa de 30 a 80 kDa, em
equipamento piloto fornecido pela WGM Sistemas (Sao Paulo, Brasil).

A membrana foi submetida a limpeza quimica com solu¢do de NaOH (pH 11) antes de
cada experimento ¢ medido o fluxo com agua. O buttermilk hidrolisado foi alimentado ao
tanque de acgo inoxidavel (capacidade de 20 L), bombeado por uma bomba pneumadtica até o
modulo de membrana. Uma valvula de diafragma na linha do retido permite o ajuste da
pressdo, a qual ¢ verificada em um mandmetro. O biorreator estd representado pela figura 1.
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Figura 1: Operacao do biorreator.

2.5 Caracterizacao dos peptideos

Os peptideos foram caracterizados pela estimativa do comprimento médio da cadeia,
massa molecular média, e por eletroforese em gel.

O comprimento médio da cadeia (CMC) ¢ obtido pela estimativa que um residuo de
aminoacido possua massa molecular média de 120 kDa, conforme descrito por Perea et al.
(1993), utilizando as equagdes 1 e 2.

cMC =22 Eq. 1
GH

MMM = CMC * 120 Eq.2
Os perfis eletroforéticos dos peptideos foram determinados através de sistema Tris-
Tricina-SDS-PAGE, conforme descrito por Jiang et al. (2016), utilizando-se o sistema de

eletroforese Mini-Protean II Cell da Bio-Rad com placas de vidro de 6 x 8 cm e espessura de
1,0 mm. A descrigdo detalhada do procedimento encontra-se como material suplementar.

2.6 Atividade antioxidante
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Usou-se o teste de descoloragao de solucdo de ABTS, de acordo com o método proposto
por Re et al. (1999). Uma solugdo de ABTS 7 mM (100 mL) foi misturada com solugdo de
persulfato de potassio 2,45 mM (100 mL) para gerar o radical ABTSe++, e mantida no escuro
por 16 horas antes do uso. Antes de cada ensaio, a solugao foi diluida em alcool etilico até
atingir absorbancia de 0,7 0,05 a 734 nm.

2.7 Analise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos foram expostos a analise estatistica através da Andlise de

Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagdo de médias de Tukey, a 5% de
significancia.

3 Resultados

As enzimas Alcalase, Prolyve, Neutrase e Lypaine atingiram respectivamente, 0s
seguintes GH, 25,8%, 25,2%, 5,89% e 0% (figura 1).
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Figura 2: Grau de Hidrdlise (GH) e mols consumidos de NaOH das enzimas
selecionadas.

Alcalase e Prolyve apresentam comportamento semelhante, ambas sdo endoproteases,
porém a Alcalase é uma serino-protease, com diferencial na sua sequéncia de aminoacidos e
estrutura tridimensional, apresentando Asp, His e Ser no sitio ativo, os substratos ligam-se a
serino-protease através da inser¢cdo do aminoacido adjacente ao sitio de clivagem em uma
cavidade no sitio ativo da enzima (BEYNON E BOND, 1989; WHITAKER, 1994).

A exopeptidase, neutrase ¢ mais ativa em pH neutro e possui regides de a-hélice
(38%) e de B-folha pregueada (17%). A enzima Lypaine ¢ também uma endopeptidase e foi
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descartada do processo por apo6s 5,3 h ndo demonstrar alteragdes no pH, ou seja, ndo houve
atividade enzimatica.

Visando aumentar o GH, utilizaram-se as enzimas Alcalase e Neutrase em sequéncia,
como mostra a figura 3. Aliando as duas enzimas com mecanismos de acdo diferentes,
conseguimos obter um GH significativo, atingindo o seu maximo em 34,02%.
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Figura 3: Grau de Hidrdlise (GH) e mols consumidos de NaOH das enzimas
selecionadas.

A atividade antioxidante foi proporcional ao GH, onde quanto maior o GH, maior a
AA, como demonstrado no quadro 2.

Enzima Tempo (h) Média (GH) AA ( mOI, TE/g de
proteina)
Buttermilk - - 396,81+3,95
Alcalase 2,5 25,8 803,58+1,57
Prolyve 3,5 25,2 795,73+5,66
Neutrase 1,8 5,8 118,82+4,16
Lypaine 5,3 0 367,49+5,35
Alcalase + 43 34,02 834.212.40
Neutrase
Permeado - - 956,87+1,57
Retido - - 825,48+3,12

Quadro 2: AA antioxidante das diferentes amostras.

Todas as amostras hidrolisadas mostraram aumento na atividade antioxidante quando
comparadas com o buttermilk ndo hidrolisado, exceto a enzima Lypaine, a qual ndo
apresentou nenhuma atividade enzimatica e teve resultados quase idénticos ao buttermilk nao
hidrolisado.

A hidroélise aumentou a atividade antioxidante e a eliminacao do radical livre em todos os
casos. Os maiores valores obtidos foram para o buttermilk hidrolisado com Alcalase e
Neutrase, a mesma amostra passando pelo processo de filtragdo (permeado e retido), ficando
entre 800 a 1000 pmol TE/g de proteina. Youg et. al., (2011) encontrou valores proximos para
o buttermilk apos hidrolise da Alcalase por 5 horas, 554,4 a 1319,6 umol TE/g de proteina. Os
autores explicam que o desdobramento da estrutura proteica dos aminoacidos expostos,
anteriormente indisponivel na estrutura da proteina nativa, resulta em um aumento geral da
atividade antioxidante.
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Foram comparados os fluxos de permeado do buttermilk com e sem o processo
de hidroélise enzimatica, para avaliagao do processo.
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Figura 4: A: Fluxo de permeado do Buttermilk sem hidrolise; B: fluxo do permeado do
Buttermilk com o processo de hidrolise (Alcalase + Neutrase).

O fluxo maximo atingido na filtragdo com buttermilk chegou a 112,6 L/h.m?,
havendo um forte decréscimo e atingindo 0,4 L/h.m? apos 2 h, indicando o fenomeno de
incrustacao e colmatagao da membrana. A rejei¢ao de proteinas do buttermilk pela membrana
de UF chegou a 87,55 % e ndo foi total, pois proteinas presentes com peso molecular < 30
kDa, permeiam os poros da membrana.

Ja o fluxo méaximo atingido com o buttermilk hidrolisado chegou a 132,5
L/h.m?, tendo decréscimo significativo e atingindo 0,5 L/h.m? indicando também o fendmeno
de incrustacdo e o término do processo. A rejei¢do de proteinas pela membrana de UF foi de
60,25 % demonstrando maior permeagdo das proteinas pela membrana, fato ocorrido pela
reducdo do tamanho molecular das proteinas do buttermilk pelo processo de hidrolise
enzimatica.

A andlise das composi¢des (proteina, gordura e lactose), nas correntes de
permeado e retido obtidas pelo processo de filtracdo, antes e apds o processo de hidrolise
enzimatica estd demonstrada nos quadros 3 e 4.

Composicdo (%)  Alimentacdo (%)  Permeado (%)  Permeado Hidrolisado (%)

Protéina 2,08+0,03 0,93+0,08" 1,28+0,09°
Lactose 1,76+0,04 0,91+0,09° 0,94+0,08"
Gordura 2,43+0,09 0,23+1,03" 0,24+0,08"

Quadro 3: Comparacio das composicoes da corrente de permeado antes e apos o
processo de hidrolise enzimatica. * 1. Resultados de média + desvio padrao; letras
diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenca significativa (p < 0,05)
pelo Teste de Tukey;

Composicao (%) Alimentagao (%) Retido (%) Retido Hidrolisado (%)
Protéina 2,08+0,03 1,08+1,08" 0,78+1,02°
Lactose 1,76+0,04 0,62+1,12% 0,59+0,09"
Gordura 2,43+0,09 2,12+0,98" 2,18+0,05"

Quadro 4: Comparaciao das composicoes da corrente de retido antes e apos o
processo de hidrolise enzimatica * 1. Resultados de média = desvio padrao; letras
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diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenca significativa (p < 0,05)
pelo Teste de Tukey;

A composi¢do de proteina na alimentacdo foi distribuida pelas correntes de permeado
e retido, tendo maior concentracdo na corrente de permeado apds o processo de hidrolise,
fendmeno ja esperado pela reducdo do seu tamanho molecular. J4 na corrente de retido,
percebe-se que o teor de proteina reduziu apods o processo de hidrélise, comprovando também
uma maior permeacdo das proteinas do buttermilk. Os resultados para lactose e gordura em
ambos os casos foram semelhantes. Pelo didmetro de corte da membrana, o teor maximo de
gordura deveria permanecer no retido, porém uma pequena fragdo esteve presente no
permeado.

Para avaliar a massa molecular dos peptideos obtidos, as amostras de buttermilk,
buttermilk hidrolisado com Alcalase + Neutrase, permeado e retido, foram submetidas a
eletroforese e sdo analisadas na figura 5:

Figura 5: Perfil eletroforético das amostras analisadas. Legenda: Primeira banda: perfil
eletroforético do padrao (2 a 250 kDa) — (P); Segunda banda: desconsiderado; Terceira
banda: perfil eletroforético do retido — (R); Quarta banda: perfil eletroforético do
buttermilk hidrolisado - (BH); Quinta banda: perfil eletroforético do permeado — (P);
Sexta banda: desconsiderado; Sétima banda: perfil eletroforético do buttermilk - (B).

Podemos observar o perfil eletroforético do buttermilk (B) como referéncia. A amostra
sem sofrer processo de hidrélise apresenta variagdes de tamanhos moleculares entre 13 e 130
kDa (a primeira marcagdo de 5 kDa ¢ desconsiderada).

A banda eletroforética B mostra que apenas a proteina do buttermilk continha as
proteinas MFGM. Apo6s a hidrdlise enzimatica, as proteinas e caseinas derivadas de MFGM
foram lizadas em todas as amostras. Todas as proteinas que foram hidrolisadas apresentaram
peptideos menores que 5 kDa e em fung¢do de serem muito pequenos nao foi possivel reté-los
no gel. Além disso, como a concentracdo das amostras aplicadas no gel foram iguais para
todas as amostras, presume-se que os peptideos eluiram para fora do gel durante a
eletroforese, como também relatou Onay-Ugar et al. (2014).

Foram obtidos valores varidaveis para o CMC, conforme utilizadas as enzimas
selecionadas, como mostra o quadro 5.

Tempo Média Comprimento médio das ~ Massa molecular
(h) (GH) cadeias (N° de residuos) média (kDa)

Buttermilk - - 100 12.000,00

Enzima
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Alcalase 2,5 25,8 3,968 476,190

Prolyve 3.5 252 3,968 476,190
Neutrase 1.8 5.8 17,241 2068,966
Lypaine 53 0 - -
Alcalase + 43 34,02 2,939 0,352
Neutrase

Quadro 5: CMC nos tempos finais das hidrdlises enzimaticas de cada enzima
utilizada.

Houve decréscimo progressivo no comprimento das cadeias € na massa molecular
média a medida em que o GH aumentou. O CMC final utilizando as enzimas Alcalase +
Neutrase, foi de 2,939.

4 Discussao

Avaliando separadamente, a enzima Alcalase apresentou GH maximo de 25,8% em
2h. Sabe-se que essa enzima hidrolisa principalmente ligagcdes peptidicas contendo residuos
hidrofobicos no lado carboxilico (ADLER-NISSEN, 1986). Adamson e Reynolds (1996)
verificaram que, na hidrdlise de caseina, a Alcalase® hidrolisava preferencialmente ligagdes
peptidicas contendo residuos de Glu, Met, Leu, Tyr, Lys e Gln no lado carboxilico. Segundo
Pessato (2014), o GH variou de 18,1 a 23,9%. Perea et al. (1993) com o soro de leite,
obtiveram 16 % e 20 % de GH para as fragdes purificadas de a-La e B-Lg respectivamente,
utilizando a mesma concentragdo enzima:substrato utilizada neste trabalho, mostrando que o
GH atingido neste trabalho estd enquadrado nos encontrados pela literatura.

A enzima Prolyve chegou a um GH de 25,8% mas somente em 3,5h. Endoprotease
muito semelhante a Alcalase apresenta diferente sequéncia de aminoéacidos (BEYNON E
BOND, 1989; WHITAKER, 1994).

O maior GH encontrado para a enzima Neutrase foi de 5,89 % em 1,8 h. Maiores
tempos nao foram atribuidos por ja saber que a Neutrase atua removendo aminoacidos ou
pares de aminoacidos a partir dos terminais da cadeia polipeptidica e € pouco eficiente na
degradacao de proteinas intactas sendo indicado o seu uso apds ou em conjunto com uma
endoprotease (PAWLETT E BRUCE, 1996).

A enzima Lypaine foi descartada do processo por apds 5,3 h ndo demonstrar alteragdes
no pH, ou seja, ndo houve atividade enzimadtica. Esta enzima também ¢ endopeptidase, porém
de origem vegetal, preparada através da papaina purificada. E uma proteinase de cisteina que
degrada fragdes proteicas principalmente da cerveja (LYVEN, 2016). Esta enzima foi
descartada do processo por apds 5,3 h ndo demonstrar alteracdes no pH, ou seja, ndo houve
atividade enzimatica. Isto se explica por esta enzima nao ser indicada para proteinas lacteas.

Optou-se entdo pelo uso simultaneo das enzimas Alcalse e Neutrase, com a premissa
de que a Alcalase atua nas regides internas das cadeias polipeptidicas, quebrando as ligacdes
com residuos de aminoacidos aromaticos, acidos, sulfurados, alifaticos, hidroxil e basicos no
lado carboxilico. J4 a Neutrase, atua nas regides externas, quebrando as ligagdes restantes de
carboxi-terminais (aminodcidos aromaticos) e atuando também em aminoacidos hidrofobicos
e alifaticos. Sabendo que as exopeptidases catalisam a quebra das ligagdes peptidicas nas
extremidades N ou C terminal das cadeias polipeptidicas e as endopeptidases atuam
preferencialmente nas regides internas das cadeias polipeptidicas. Otte et al. (1997) testaram
varias proteases na hidrolise de B-Lg, entre elas: bromelina, tripsina, endoproteinase,
aminopeptidase e carboxipeptidase. As condi¢des padroes de hidrélise foram 37°C e pH 8,
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exceto para carboxipeptidase (pH 6,5). A B-Lg foi degradada rapidamente onde obtiveram
peptidios de tamanho médio (1-5 kDa) e GH de 49 %.

Para Colbert e Decker 1989, a atividade antioxidante do buttermilk hidrolisado,
expresso em porcentagem de inibicdo foi de 55,96 e 60,64%. Thompkin-filho e Mathur
(1989) encontraram uma atividade antioxidante expressa em porcentagem de inibi¢ao de
12,22 % para o buttermilk, valor proximo ao encontrado neste trabalho.

Conforme confirmado pela eletroforese, o buttermilk continha grandes quantidades de
proteinas de MFGM. Britten et al. (2012) relataram que as proteinas MFGM sao responsaveis
por até 19% da proteina total no buttermilk. Chen et al. (2008) sugeriram a contribui¢ao
dessas proteinas para a capacidade antioxidante. Também segundo os autores, peptideos
originarios das principais proteinas do soro de leite (a-lactalbumina e B-lactoglobulina) sdo
responsaveis também pela atividade antioxidante. As caseinas sdo mais antioxidantes que as
proteinas do soro de leite, provavelmente devido a sua capacidade em sequestrar ferro e pelos
residuos de fosfoseril na superficie das micelas de caseina (RIES et. a., 2010).

O fluxo inicial de permeado foi de 132,5 L/hm? e foi superior ao fluxo de
permeado nao hidrolisado (112,6 L/h.m?), indicando que a hidrélise reduziu o tamanho das
proteinas, mesmo nos primeiros minutos da reacdo. Cheison, Wang e Xu (2007), afirmam que
altas taxas de recuperacdo de proteina no permeado estdo intimamente relacionadas ao seu
transporte pela membrana, e sdo também favorecidas pela concentragdo da enzima, ja que a
hidrolise aumenta a permeagdo do produto. Leindecker (2011), comprova que a membrana
UF de massa molar de corte de 10 kDa apresenta a maior reten¢do de proteinas comparada
com membranas de 30 e 50 kDa. Atra et al. (2005) utilizaram uma membrana com menor
massa molar de corte (6-8 kDa) e uma pressao de 1 bar, atingindo rejei¢des de proteina de 92-
98 % quando ultrafiltraram proteinas do soro de leite. Diferentes tipos de buttermilk possuem
variacoes em sua composi¢do o que pode levar a pequenas diferencas de rejeigdes. No
entanto, a alta rejeicdo das proteinas do buttermilk pela membrana mostram que elas possuem
maior peso molecular, havendo a oportunidade para serem hidrolisadas e produzir peptideos
com bioatividade.

A composicao do buttermilk apds o processo de hidrdlise confirmou a reducao do
tamanho molecular das proteinas e uma maior permeacgao pela membrana. Roesch e Corredig
(2002) obtiveram um aumento lipidico total de 8 % a 16 % no retentado final apods hidrélise e
UF enquadrando os valores deste estudo. Barry et. al., (2017) hidrolisaram o buttermilk
combinando Neutrase e Alcalase e apenas Alcalase visando determinar a enzima proteolitica
de melhor agdo enzimatica. Concluiu que um GH de 19% digere proteinas do
buttermilk suficientemente para permitir a permeacdo através de uma membrana de UF
de 50 kDa. Houve passagem de gordura no permeado, a gordura remanescente no buttermilk
possui maior teor de gordura livre (Mulder e Walstra, 1974). Portanto, mais gordura foi
transferida através da membrana. A gordura livre ndo pode ser separada por desnatadeiras e as
moléculas sdo provavelmente muito pequenas para serem retidas pelas membranas UF.

Para a eletroforese, Abdelmoneim et. al., (2018) encontraram valores proximos e
explicaram as diferencas moleculares da seguinte forma: a-lactoblobulina entre 10 a 15 kDa;
B-lactoblobulina entre 15 e 20 kDa; Caseinas (B, a, € k) entre 20 e 40 kDa e acima de 50 kDa
proteinas do MFGM (butirofilina, xantina oxidase e desidrogenase).A butirofilina ¢ uma
glicoproteina que representa mais de 40 % da massa de proteinas totais da MFGM. Ja a
xantina oxidase representa 12 % da massa de proteinas totais. Sabadin, Villas-Boas, Zollner et
al. (2012) relataram peptideos de MM menor que 6,5 kDa em hidrolisados de B-Lg
produzidos com Alcalase livre que apresentaram cerca de 12 % de GH. Doucet, Otter,
Gauthier (2003) relataram formagdo de peptideos menores que 2 kDa a partir da hidrélise com
Alcalase por 5 h.
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O CMC variou conforme o GH. Para a hidrolise com Alcalase + Neutrase, no seu
tempo final, obteve-se o valor de 2,939 indicando que, em média, os peptideos formados sao
di e tripeptideos. Guadix et al. (2006) relatam resultados para soro de leite muito semelhantes:
obtiveram CMC de 4,3 para um GH maximo de 23%, sendo que 19,7% dos peptideos gerados
tinham massa molecular entre 1 ¢ 5 kDa e 79% tinham menos de 1kDa. Perea e Ugalde
(1996), também para soro de leite, obtiveram resultados de 0,635 kDa e 4,2 para a MMM e
CMC, respectivamente, sendo que 27% dos peptideos gerados tinham massa molecular entre
1 e 3 kDa e 73% tinham menos de 1 kDa.

Conclusao

Peptideos de baixo peso molecular obtidos do buttermilk, apresentam propriedade
bioativa, comprovando sua atividade antioxidante com melhores valores quando submetido a
hidrélise enzimatica com Alcalase e Neutrase e submetido ao um biorreator de membranas,
tornando vidvel seu reaproveitamento.
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1. Métodos Suplementares

Caracterizac¢ao dos peptideos

Para polimerizacdo do gel de corrida foram utilizadas solu¢des de dois mondmeros
(acrilamida/bis) em duas diferentes concentracdes: 5 % e 3 % no gel de aplicacdo da amostra
18 % e 6 % para o gel de separacdo. As amostras foram preparadas para aplicagdo
solubilizando-se 100 pL do hidrolisado em 200 pL de tampdo (4 % SDS, 12 % glicerol, 50
mM de Tris, 2 % B-mercaptoetanol, 0,01 % azul de Coomassie G250 em pH 6,8). A corrida
foi realizada em duas etapas: a primeira sob uma tensao de 60 V até que as bandas atingissem
o gel de separacdo e 160 V a partir dai até o final da corrida. Para identificagdo dos peptideos
foram utilizados os padrdes de ultra baixo peso molecular, com as seguintes proteinas (em
kDa): triose-fosfato isomerase (26,625); mioglobina (16,950); a-lactalbumina (14,437);
aprotinina (6,512); insulina B-oxidada (3,496); bacitracina (1,423); e um padrdo pré-corado
com 12 proteinas de peso molecular entre 2 e 250 kDa, Apos a corrida o gel foi submerso em
solucdo fixadora (50 % metano, 10 % &cido acético) por 1 h, e corado com solug¢do corante
(0,025 % de azul de Coomassie G250 em 4cido acético 10 %) por 2 h. O descoramento do gel
foi realizado em solugdo descorante (acido acético 10 %) por 2 h, trocando a solucao a cada
30 min.

Atividade antioxidante

Para a construgdo da curva padrao de Trolox (dcido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametilcromo 2-
carboxilico) foram elaboradas solugdes com concentragdes de 100, 250, 350, 500, 650, 750,
800, 850 e 900 uM diluidas em alcool etilico, as quais reagiram com a solu¢dao de radical
ABTSe+ (na propor¢ao de 10 puL:1 mL, respectivamente) durante 6 minutos, ¢ a absorbancia
lida a 734 nm.

A atividade antioxidante foi expressa em Trolox equivalente (umol TE/mg proteina da
amostra) a partir da equacao da reta ajustada para a curva do padrao Trolox, de acordo com a
equagao:

((Abs734nm * a) + b) (umol TE)

AA = -
mg de proteina

Onde Abs 734nm ¢é a absorbancia da amostra lida a 734 nm. Todas as amostras foram
avaliadas em triplicata.

2. Resultados Suplementares

Comprimento médio das cadeias e massa molecular média

5) Alcalase

Comprimento médio das Massa molecular
Tempo (h) Meédia (GH)  cadeias (N° de residuos) média (kDa)
0,2 2,1 - -
0,3 4,4 22,727 2727,273
0,5 5,9 16,949 2033,898
0,7 13,8 7,246 869,565

0,8 16,9 5,917 710,059



1,0 18 5,556 066,667
1,2 19,12 5,230 627,615
1,3 20,6 4,854 582,524
1,5 21,9 4,566 547,945
1,7 22,58 4,429 531,444
1,8 23,1 4,329 519,481
2,0 23,15 4,320 518,359
2,2 24,6 4,065 487,805
23 25,1 3,984 478,088
2,5 25,8 3,968 476,190
6) Prolyve
Comprimento médio das Massa molecular
Tempo (h) Média (GH)  cadeias (N° de residuos) média (kDa)

0,2 1,2 - -

0,3 1,98 50,505 6060,606
0,5 2,5 40,000 4800,000
0,7 2,98 33,557 4026,846
0,8 3,15 31,746 3809,524
1,0 4,6 21,739 2608,696
1,2 59 16,949 2033,898
1,3 12,5 8,000 960,000
1,5 13,5 7,407 888,889
1,7 16,8 5,952 714,286
1,8 18,2 5,495 659,341
2,0 18,9 5,291 634,921
2,2 19,45 5,141 616,967
2,3 20,45 4,890 586,797
2,5 23,45 4,264 511,727
2,7 23,98 4,170 500,417
2,8 24,89 4,018 482,121
3,0 25,2 3,968 476,190
3,2 25,4 3,937 472,441
3.3 25,36 3,943 473,186
3,5 25,2 3,968 476,190

7) Neutrase
Comprimento médio das Massa molecular
Tempo (h) Média (GH)  cadeias (N° de residuos) média (kDa)

0,2 1,96 - -

0,3 1,98 50,505 6060,606
0,5 2,51 39,841 4780,876
0,7 3,91 25,575 3069,054
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0,8 4,2 23,810 2857,143
1,0 4,84 20,661 2479,339
1,2 5,23 19,120 2294,455
1,3 5,4 18,519 2222222
1,5 5,6 17,857 2142,857
1,7 5,79 17,271 2072,539
1,8 5,8 17,241 2068,966
8) Lypaine
Comprimento médio das Massa molecular
Tempo (h) Meédia (GH)  cadeias (N° de residuos) média (kDa)
0,2 0 - -
1,0 0 - -
2,0 0 - -
3,0 0 - -
4,0 0 - -
5,0 0 - -
5,3 0 - -




