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RESUMO

O soro de leite bovino possui multiplos atributos de promocgao da saude, sendo uma fonte de
biopeptideos com alto valor bioldgico. O objetivo do trabalho foi hidrolisar proteinas do soro
de leite para produzir peptideos purificados por ultrafiltracdo, avaliando o efeito
gastrointestinal na bioatividade desses peptideos. A hidrdlise das proteinas do soro de leite
concentrado foi realizada combinando duas enzimas proteoliticas (Alcalase e Neutrase),
utilizando-se uma membrana de ultrafiltragdo de 10 kDa para fazer a purificacdo dos
peptideos produzidos. Apos, levou-se os peptideos a simula¢do gastrointestinal in Vitro,
avaliando o seu efeito em diferentes atividades bioldgicas (antioxidante, anti-inflamatoria e
antidiabética). Os resultados indicaram que a combinac¢do de enzimas Alcalase e Neutrase
aumenta significativamente o grau de hidrolise, em conjunto com operagdo de Ultrafitracao,
permite obtencdo de peptideos de baixo peso molecular que apresentaram melhora de
atividade biologica apos digestao. Os valores no final da etapa intestino pelo método inibidor
do radical ABTS com Concentrado proteico do soro de leite (CPS) foram (108+4,41 pmol de
TE/g de proteina mL™); permeado hidrolisado de Alcalase+Neutrase (A+N) (184,2+5,22
umol de TE/g de proteina mL™); FRAP com CPS (14,1+2,01 pmol de TE/g de proteina mL™);
A+N (51,63+£2,45umol de TE/g de proteina mL'); método Anti-HOCI com CPS
(349,1£29,21 pmol de AC/g de proteina mL™); A+N (387,3+61,47 pmol de AC/g de proteina
mL!); Anti-o-Amilase com CPS ICso (0,009+0,0007 g de proteina mL™'); A+N ICso (0,0063+
0,0003 g de proteina mL™'). Os resultados da combingdo de enzimas, aliados a ultrafiltracio,
diminuiram o peso molecular e melhorarram a biodisponibilidade, contruibuindo com o
desenvolvimento de peptideos com maior capacidade funcional, em relagdo a proteina integra,
pos-digestao. O perfil molecular, mostrou diminuigao de proteinas de peso molecular de 100 a
250 kDa apods a Ultrafiltragdo, comprovando que a UF ¢ um método adequado para a
purificacdo dos peptideos de baixo peso molecular, sendo encontrados peptideos exclusivos
<10kDa. Sendo assim, a bioatividade pode ser melhorada com a digestdo, combinada com
hidrdlise e ultrafiltragdo, especialmente ocorre mudanca rapida quando adicionado as enzimas
pancreaticas. As bioatividades como a acdo anti-inflamatdria, antidiabética e antioxidante esta
realacionada com os peptideos liberados pela acdo das enzimas pancreaticas, observando
aumento rapido apos adicdo dessas enzimas. Embora ndo tenha diferengas significativas da
acdo anti-inflamatdria apds digestao dos peptideos hidrolisados previamente, contra os nao
hidrolisado previamente, foi observado melhora em relacdo a proteina integra. A digestdo
altera o perfil de peptideos, os resultados sugerem forte potencial de aplicacao dos peptideos
como ingrediente de enriquecimento alimentar, alimento funcional e suplementagdo com a
finalidade de acao Antioxidante, Anti-inflamatdria e Antidiabética.

Palavras-chave: Biopeptideos. Atividade biologica. Whey protein hidrolisado.  Digestao
gastrointestinal.



ABSTRACT

Bovine whey has multiple health-promoting attributes and is a source of biopeptides with
high biological value. The objective of the work was to hydrolyze whey proteins to produce
peptides purified by ultrafiltration, evaluating the gastrointestinal effect on the bioactivity of
these peptides. The hydrolysis of concentrated whey proteins was performed by combining
two proteolytic enzymes (Alcalase and Neutrase), using a 10 kDa ultrafiltration membrane to
purify the peptides produced. Afterwards, the peptides were taken to gastrointestinal
simulation in vitro, evaluating their effect on different biological activities of the peptides
(antioxidant and anti-inflammatory activity). The results indicated that the combination of
Alcalase and Neutrase enzymes significantly increases the degree of hydrolysis, in
conjunction with Ultrafibration operation, allows obtaining low molecular weight peptides
with improved biological activity after digestion. The values at the end of the intestine stage
by the ABTS radical inhibitor method with whey protein concentrate (CPS) were (10.79 +
0.85 umol TE / g protein), hydrolyzed permeate of Alkalase + Neutrase (A + N) (18.02 pmol
TE / g protein); FRAP with CPS (1.4 umol TE / g protein), A + N (5.16 pmol TE / g protein);
Anti-HOCI method with CPS (34.91 + 0.085 pmol of AC / g of protein) A + N (38.72umol of
AC / mg of protein), Anti-a-Amylase with CPS IC 50 (0.086 + 0.007 g of protein / ml), A + N
IC 50 (0.063 £ 0.0039 g protein / ml). The results of the combination of enzymes, combined
with ultrafiltration, decreased the molecular weight and improved the bioavailability,
contributing to the development of peptides with greater functional capacity in relation to the
integral protein after digestion. The molecular profile showed a decrease in proteins of
molecular weight from 100 to 250 kDa after Ultrafiltration, proving that UF is a suitable
method for the purification of low molecular weight peptides, with exclusive peptides
<10kDa being found. Thus, bioactivity can be improved with digestion combined with
hydrolysis and ultrafiltration, especially rapid change occurs when pancreatic enzymes are
added. Bioactivities such as the anti-inflammatory, anti-diabetic and antioxidant action are
related to the peptides released by the action of pancreatic enzymes, observing a rapid
increase after the addition of these enzymes. Although there are no significant differences in
the anti-inflammatory action of the peptides after digestion, an improvement was observed in
relation to the integral protein. Digestion alters the peptide profile, the results suggest a strong
application potential of the peptides as an ingredient of food enrichment, functional food and
supplementation with the purpose of Antioxidant, Anti-inflammatory and Antidiabetic action.

Keywords: Biopeptides. Biological activity. Hydrolyzed whey protein. Gastrointestinal
digestion
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1 CAPITULO1-INTRODUCAO

O soro de leite ¢ um subproduto proteico obtido pela producao de queijo. Existem
varios processos que auxiliam na obtengdo de produtos com alto teor de proteinas nativas a
partir do soro: os concentrados e os isolados de proteinas do soro, geralmente por filtragcao
com membranas (PINTO, 2008). No entanto, a transformacao do soro de leite em concentrado
proteico ou isolado gera um grande fluxo de permeado contendo lactose e sais, que necessita
de um processo posterior para uso ou para descarte (YADAYV et al. 2015). Isto faz acreditar
que o reaproveitamento do soro para um unico produto ndo ¢ muito rentavel.

Além disso, as proteinas isoladas podem ainda ser valorizadas através de hidrdlise
enzimatica para obtenc¢do de fragdes de peptideos ndo alergénicos e peptideos com atividade
biologica especifica, além do seu valor nutritivo (BU et al., 2020). As proteinas em geral,
podem ter peptideos criptografados na sua estrutura, que por processo de hidrolise ou digestao
sdo liberados, absorvidos e transportados para os oOrgdos, atuando em diversas vias
metabolicas especificas e fornecendo diversos beneficios diretos a saide (CICCAGLIONE et
al., 2019; OZORIO et al., 2020; LI et al., 2019) sendo assim conhecidos também como
biopeptideos.

A funcdo biologica dos peptideos esta relacionada com o tamanho molecular e
sequéncia especifica de aminoacidos (SARMADIA; ISMAIL, 2010). Os pesquisadores
contam com diversas técnicas que auxiliam na separagdo como filtragdo por membranas
(O'KEEFFE et al., 2017), a determinag¢do da sequéncia de peptideos por espectrometria de
massa (CONTRERAS et al., 2008; MAMONE et al., 2009) além de métodos eletroforéticos
que auxiliam na separa¢cdo molecular (CORROCHANO et al., 2019).

Dentre as biofuncionalidades dos peptideos destaca-se sua acdo anti-inflamatéria (LI
et al.,, 2019), protegdo contra inflamagdo intestinal cronica, desregulagdo da ingestdo de
alimentos, predisposi¢ao para hipertensao e diabetes tipo Il (ARROUME et al., 2016) além de
atividade antioxidante (ADEFEGHA et al., 2016; AYYASH et al., 2018) antibacteriana
(CICCAGLIONE et al., 2019) e imunomoduladora (MOHAMED et al., 2018).

Os alimentos derivados do soro do leite, ao ser ingeridos via oral sdo submetidos ao
processo de digestdo, havendo a¢cdo quimica, fisica ou enzimatica no sistema gastrointestinal
sobre as estruturas proteicas (SANCHON et al., 2018), que podem alterar a biofuncionalidade
dos peptideos. Hidrolisados proteicos contendo principalmente di e tri-peptideos sao

absorvidos mais rapidamente do que uma mistura equivalente de aminodcidos livres e
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proteinas intactas, maximizando a libera¢ao de nutrientes para o corpo (BRANDELLI et al.,
2015).

Sendo assim, compreender a bioacessibilidade de peptideos ¢ de extrema importancia
a fim de desenvolver um alimento funcional estdvel, depois de submetido a digestdo. A
realizacdo de testes em humanos além de ser cara e encontra dificuldade em aprovagao ética,
neste sentido, os modelos in vitro substituem artificialmente as condi¢des do sistema
digestivo durante a digestdo. Os modelos estaticos de digestdo gastrointestinal simulada in
vitro se aproximam muito das condi¢des in Vivo, permitindo uma boa triagem para
compreensdo da bioacessibilidade de alimentos e produtos farmacéuticos como os peptideos
(SANCHON et al., 2018). As condi¢des de hidrélise do sistema bioldgico durante a digestio,
muitas vezes ndao ¢ o suficiente para fornecer a bioatividade. Hidrolisar as proteinas
previamente aumenta a bioatividade se realizada de forma controlada. Durante o transito
intestinal, as enzimas hidroliticas auxiliam a diminuir o tamanho molecular dos peptideos em
cinergismo com o tratamento prévio enzimatico, realizado com as enzimas comerciais. A
combinagdo resulta em peptideos de baixo peso molecular <1 kDa e expor os grupos
hidrofobicos, fator primordial para obter peptideos com multifuncionalidade.

O estudo de biopeptideos obtidos por hidrolise e ultrafiltragdo ja tem um histdrico no
Laboratério de Operacdes Unitarias da UPF. Teve inicio com a dissertacdo de biopeptideos do
soro de leite da Katia Verdi em 2017, biopeptideos do butter milk da Sandrini Slongo em
2020, minha dissertacdo de avalicdo de peptideos pds simulagao gastrica em 2021 e
atualmente ainda continua com a tese de doutorado do Alessandro Sbeghen, com producao de
biopeptideos obtidos de carne mecanimente separada. O objetivo do trabalho foi desenvolver
conhecimento tedrico metodologico sobre a bioacessibilidade de peptideos do soro de leite
ap6s simulacdo estatica gastrointestinal in vitro como triagem para constru¢do de novas
hipdteses de bioacessibilidade e avaliar a atividade biologica. Os objetivos especificos foram:
a) Avaliar sistematicamente a publicagdo em periddicos sobre o tema hidrolise e digestdo; b)
Avaliar a hidrdlise para a producao de peptideos a partir de proteinas do soro de leite; c)
Separar e fracionar os biopeptideos por ultrafiltracdo, avaliando sua atividades bioldgicas
(antioxidante, anti-inflamatoria e antidiabética); d) Caracterizar a estabilidade dos

biopeptideos e avaliar suas atividades bioativas apds simulacdo gastrointestinal.
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2 CAPITULO 2 - ANALISE DE OBTENCAO DE PEPTIDEOS DO
SORO DE LEITE

Este capitulo apresenta um artigo de revisdo sistematica a ser submetido para uma

revista cientifica.
2.1 INTRODUCAO

O soro de leite ¢ um subproduto proteico obtido pela coagulacdo das caseinas no
processo de producdo de queijo. As proteinas nativas do soro tem alto valor nutricional
(PINTO, 2008) e possuem o6tima capacidade funcional (CORROCHANO et al, 2019). Em
geral, as proteinas podem ter peptideos criptografados na sua estrutura, que por processo de
hidrolise ou digestdo sdo liberados, absorvidos e transportados para os orgaos, atuando em
diversas vias metabdlicas especificas e fornecendo diversos beneficios diretos a saude
(CICCAGLIONE et al., 2019; OZORIO et al., 2020; LI et al., 2019) sendo assim conhecidos
também como biopeptideos.

O tamanho molecular e sequencia especifica de aminoacidos, sdo importantes na
atividade biologica dos peptideos (SARMADIA; ISMAIL, 2010). Em destaque, os peptideos
podem apresentar atividade anti-inflamatoria (LI et al., 2019), protecdo contra inflamagao
intestinal cronica, desregulacao da ingestdo de alimentos, predisposi¢ao para hipertensao,
diabetes tipo II (ARROUME et al., 2016) atividade antioxidante (ADEFEGHA et al., 2016;
AYYASH et al., 2018) antibacteriano (CICCAGLIONE et al., 2019) e imunomoduladora
(MOHAMED et al., 2018).

Os pesquisadores se inovam, reivantam para melhorar as condigdes em produzir
peptideos a baixo custo, além de desenvolver métodos para producdo em escala industrial.
Existem diversas técnicas que auxiliam na separagdo/concentracdo de peptideos como
filtracdo por membranas (O'KEEFFE et al.,, 2017). E os desafios continuam, torna-se
essencial compreender a acdo e mecanismo dos peptideos no organismo. Os bancos de dados
compartilhados facilitam a andlise a partir de informagdes registradas pelo pesquisados apds
determinar a sequéncia de peptideos e aminoacidos, usando, por exemplo, espectrometria de
massa (CONTRERAS et al., 2008; MAMONE et al., 2009) e auxilio de métodos
eletroforeticos, que separam os peptideos por peso molecular (CORROCHANO et al., 2019).
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Os produtos do soro de leite quando ingeridos via oral sao submetidos ao processo de
digestao, sofrendo sobre as estruturas proteica agdo quimica, fisica ou enzimatica no sistema
gastrointestinal (SANCHON et al., 2018), que podem alterar a biofuncionalidade dos
peptideos. Compreender a bioacessibilidade de peptideos, permet0065 desenvolver um
alimento funcional estavel, depois de submetido a digestdo. Os modelos in vivo ou humanos,
exigem recursos ¢ encontram dificuldade em aprovagdo ética, por isso os modelos in vitro
substituem artificialmente as condi¢des do sistema digestivo durante a digestdo. Além de que
os modelos estaticos de digestdo gastrointestinal simulada in vitro se aproximam muito das
condigdes in vivo, indeferindo uma boa triagem para compreensdo da bioacessibilidade de
alimentos e produtos farmacéuticos como os peptideos (SANCHON et al., 2018).

As condig¢des de hidrdlise controlada se obtem de peptideos de baixo peso molecular
que conseguem passar a barreira gastrointestinal e manter sua bioatividade. Essas questdes
tém sido base de estudos emergentes para avaliar a bioacessibilidade apds digestdo,
impulsionados por consumidores cadas vezes mais experientes e exigentes, com facilidade de
acesso a informagodes que tenham embasamento cientifico. Com isso, o presente estudo teve
como objetivo principal realizar uma revisao bibliométrica e sistematica das etapas de
produgdo de peptideos do soro do leite, avaliando os topicos mais relevantes nesse contexto,
abordando as principais perspectivas e desafios da producdo de peptideos funcionais até sua

entrega no organismo.

2.2 METODOLOGIA DA PESQUISA

Inicialmente foi realizada uma pesquisa geral dos ultimos 5 anos com os seguintes
descritores a) “whey protein” and “bioactivity peptides”; na base de dados Scopus,
considerada umas melhores bases de dados de documentos cientificos, com estudos de alta
qualidade (SEABRA; CALDEIRA-PIRES, 2020) e abrangéncia do tema proposto. Essa
pesquisa foi realizada para analisar de forma geral o tema, ap6s foi realizado a busca com os
termos b) “whey protein” and ‘“hydrolysate” and “bioactivity peptides”, para analise dos
principais topicos discutidos na literatura e aplicar posteriormente analise bibliométrica. Para
isso, os artigos foram exportados no formato Bibliometrix baseado no resultado geral Figura
1, posteriormente feito andlise no software RStudio versdo 3.6.1 (ARIA;

CUCCURULLO, 2017).



Figura 1 - Fluxograma da metodologia deste estudo
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Fonte: elaborado pelo Autor, (2020).

Apo6s andlise dos artigos, foram retidos da busca 955 artigos pelos seguintes critérios
de exclusdo: ndo se enquadrava no tema, matriz proteica nao lactea ou por leitura do resumo
ndo se enquadra ao tema. As 50 palavras mais incidentes entre titulo, palavras-chave e resumo
entre todos os artigos encontrados foram separadas e avaliadas. Como resultados mapas
tematicos foram criados a partir da andlise e agrupamento de redes de palavras (COBO et
al., 2011 ). A Tabela 2 apresenta os principais produtos obtidos por hidroélise do soro do leite,
técnicas de separagdo, caracterizagdo da sequéncia de aminoacidos e seus alvos bioldgicos
especificos. As consideracoes finais foram sintetizadas na opinido critica dos autores, a fim de
contribuir com a abordagem apresentada e as perpectivas futuras sobre produciao de

biopeptideos a partir de hidroélise do soro do leite.

2.3 SORODELEITE
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O soro de leite tem proteinas de alto valor bioldgico, a Tabela 1 resume a composi¢ao
de proteinas encontrada na literatura para o soro de leite bovino. A concentragdo de proteinas
depende da forma como o soro foi obtido (acido ou doce), da espécie animal, (bovino, caprino
ou ovino), nutricdo animal, época do ano, estdgio de lactacdo de o processamento realizado.
As cadeias polipeptidicas podem ter alto peso molecular, forma globular com conteudo a-

hélice (MOLLEA; MARMO; BOSCO, 2013).

Tabela 1. Concentragdo das proteinas do soro de leite e respectiva massa molar

Peso Molecular

Proteina % Proteina no soro de Leite

(kDa)
B-Lactoglobulina (B-LG) 50-60 18
a-Lactoalbumina (a-LA) 15-25 14
Imunoglobulinas (IgQG) >10 150
Soro Albumina Bovina (BSA) 6 66
Lactoferrina (LF) 3 78

Fonte: MOLLEA; MARMO; BOSCO, (2013) Adaptado por CORROCHANGO et al., (2018).

O soro de leite ¢ um produto rico em proteinas produzidos em grande volume todos os
anos, segundo dados da FAO, (2021), em 2018 foram produzidos 19,3 milhdes de toneladas
Queijo do leite de vaca integral e de leite desnatado 2.5 milhdes, se considerarmos que para
cada 1 Kg de queijo sao liberados 10 L de soro, (ZOTTA et al., 2020), cerca de 210 milhdes
de toneladas de soro de leite de vaca sdo produzidas anualmente. Ainda segundo FAO (2021),
em 2018 foram produzidos apenas cerca de 2,8 milhdes de toneladas de soro de leite seco (em
po) e 471 mil toneladas de soro de leite condensado.

Além das proteinas, encontra-se na composi¢ao do soro gorduras, lactose, vitaminas e
minerais. Devido a alta quantidade de matéria organica e grande volume produzido, o soro de
leite ¢ um composto orginico com capacidade como poluente ambiental da industria de
laticinios. A degradacdo no ambiente ¢ dificultada pela alta demanda bioquimica de oxigénio
(BACENETTI et al., 2018). O soro de leite deixou de ser considerado um residuo e passou a
ser tratado como subproduto, onde diversas técnicas forma desenvolvidas para valorizar o
soro de leite, mas mesmo assim ainda existe uma grande quantidade sendo descartada
(ZOTTA et al., 2020),

Como alternativa de valorizar o soro de leite, emerge a produ¢do de peptideos com

propriedades funcionais. Os peptideos sdo liberados por processo de hidrdlise das proteinas
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nativas do soro, expondo grupos quimicos especificos antes presos a estrutura proteica,
exercendo efeito sobre a saide (CICCAGLIONE et al., 2019; LI et al., 2019).

A produgdo de peptideos ¢ largamente estudada por hidrolise de proteinas com
enzimas digestivas (CORROCHANQO; et al., 2018; BU et al., 2020), mas existem outras rotas
como a fermentagio microbiana (TOLDRA et al., 2018) e hidrélise enzimética com enzimas
comerciais (CORROCHANO et al., 2019).

Para revelar mais informacdes sobre os estudos sobre a producdo de peptideos do soro
de leite, foi utilizada a analise bibliométrica. A Figura 2 apresenta o resultado das 76 palavras-
chave mais citadas na literatura com referéncia em cluster, a partir de artigos encontrados na
base de dados Scopus da busca com os termos “whey protein” and “hydrolysate” and

“bioactivity peptides”, mostrando o mapa tematico gerado no bibliometrix.

Figura 2 - Mapa tematico gerado no bibliometrix a partir de artigos encontrados no Scopus com o0s
termos “whey protein” AND “hydrolysate” AND “bioactivity peptides”

* A pesquisa realizada no banco de dados da Scopus compreendeu um total de 1048 publicagdes

Fonte: elaborado pelo Autor, 2020
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No mapa tematico apresentado na Figura 2, destacamos os termos relacionados a
peptideos bioativos como: soro de leite hidrolisado, hidrélise enzimatica, grau de hidrélise,
peptideo bioativo, antioxidante, alergenicidade e hidrofobicidade. Pode-se verificar que a
hidrélise de proteinas estd relacionada a produgdo de peptideos bioativos e diminuigdo de
alergenicidade (BU et al., 2020). As propriedades estruturais de peptideos pelo grau de
hidrdlise e hidrofobicidade determinam o resultado de um peptideo com agdo bioativa
(SARMADIA; ISMAIL, 2010) e continua atual em pesquisas, pois o termos estdo entre os
mais citados nas publica¢des indexados na Scopus avaliado os ltimos 5 anos. O alto grau de
hidrolise melhora o efeito antioxidante de peptideos, o estresse oxidativo celular € patogénese
de diversas doengas metabolicas, sendo assim o interesse em peptideos com atividade com

acdo antioxidante tem ganhado destaque (MOHAMED et al., 2018; WANG et al., 2016)

2.3.1 Hidrodlise de proteinas do soro de leite

Os peptideos exercem o seu efeito no nivel da proteina inibindo enzimas metabolicas,
influenciando mudangas conformacionais, regulando genes diretamente ou interagindo com
reguladores transcricionais. Da mesma forma, podem interagir diretamente e remover os
metabolitos, ajudando a manter a homeostase (UDENIGWE, 2014). Eles compartilham
caracteristicas estruturais com peptideos endégenos do organismo que funcionam como
hormonios, neurotransmissores ou peptideos reguladores e, portanto, podem interagir com os
mesmos receptores e atribuir fungdes além da nutricao basica (LI-CHAN, 2015). Além dos
petideos do soro de leite, existe um grande incentivo em pesquisas para produzir peptideos de
outras fontes proteicas. Em 1981, ouve uma revolucdo no mercado de peptideos com a
aplicacdo da Insulina humana recombinante (Humulin®, Genentech, EUA) na terapia de
diabetes (LOPES et al., 2015). Varios peptideos ja foram aprovados pelo Food and Drug
Administation (FDA) e cerca de 500 peptideos estdo em desenvolvimento clinico
(FOSGERAU; HOFFMANN, 2015).

O processo de hidrolise de proteinas, além de melhorar a bioatividade colabora com a
diminui¢do de alergia 4s proteinas. Algumas pessoas ndao conseguem digerir a proteina
intacta, na sua forma nativa o que pode causar uma reagao alérgica, como nos casos de bebés
com alergia ao leite e fenilcetontricos. A fenilcetontria uma desordem metabodlica genética
caracterizada pela deficiéncia da enzima fenilalanina hidrolase, responsavel pela conversao de

fenilalanina em tirosina. E uma doenca rara que ndo tem cura e cujo tratamento consiste
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basicamente em seguir uma dieta isenta de fenilalanina. Os hidrolisados de proteinas de soro
de leite com alto grau de hidrolise reduz niveis de fenilalalina, sendo empregados como
alternativa para formulacdes (BU et al., 2020).

O Grau de Hidrolise refere-se a porcentagem de ligagdes peptidicas clivadas durante o
processo de hidrélise. A hidrolise de proteinas, em outras palavras ¢ uma adi¢ao de molécula
de 4gua na liga¢dao peptidica que resulta na particdo para liberar um grupamento de acido
carboxilico (C-terminal) e um grupo amino (N-terminal) (CHEISON; KULOZIK, 2017)

confirme a Figura 3.

Figura 3 - Esquema de hidrolise de ligagdes peptidicas em pH acido (2) e alcalino (8)
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Fonte: CHEISON; KULOZIK, (2017)

A hidrdlise em pH &cido libera grupos OH™ Figura 3, ja a hidrolise em pH basico libera
H'. Portanto a hidrolise em pH 4cido aumenta o pH do meio e hidrolise em pH bdsico
diminui o pH do meio. As enzimas tem o pH 6timo de trabalho, e a reagdo ¢ controlada com
HCI ou NaOH. Assim, quando ha correla¢do linear com o grau de hidrélise, o nimero de
ligacdes peptidicas clivadas pode ser estimado pelo método pH-stat de acordo com a Equacao

1 (ADLER-NISSEN, 1986).

_ M
GH = oD x 100 (1)
sendo:

GH: grau de hidrolise

h: Numero total de ligagdes peptidicas antes da reagao;

Hior: nimero méaximo de ligagdes peptidicas em uma proteina (dado em mequivalentes

/ proteina g)
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Assim, quando ha correlagdo linear com o grau de hidrélise em meio alcalino, o
numero de ligagdes peptidicas clivadas pode ser estimado pelo método pH-stat calculando a
quantidade de base de forma continua, requerida para manter o pH controlado durante a com

modifica¢dao da Equacao 1 pela Equacao 2 de acordo com ADLER-NISSEN, (1986).

GH=VB*N*Mip*ﬁ*§*1OO ()
GH: grau de hidrolise
VB: Volume de base consumida durante a hidrolise 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 dissociacdo, Equacao 3:

1
= iR 3

sendo:
a: Grau de dissociacao;
pK: Varia de acordo com a temperatura da reagao;

pH: Constante;

Para o pK, Equacao 4:

_ (298-T)
pK =78+ 298 xT) X 2400 4)
sendo:
T: Temperatura em Kelvin

Em condi¢oes do pH do meio acido, o volume adicionado de HCI pode ser

correlacionado com o grau de hidrélise pelo método pH-stat. O grupo especifico liberado por
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alterar o pH do meio ¢ o 4acido carboxilico e a ionizagdo dos ions OH", calculado pela

modificagao da Equacao 2 pela Equacao 5 de acordo com Diermayr e Dehne (1990).

FpH+VHCI*NHCl "

GH =
MPshtot

100 (5)
GH: grau de hidrolise
Fpu: € um fator de correcdo e ¢ influenciado pelo valor de pH entre 25° C e 50°C
VHCI: Volume de HCL consumida durante a hidrélise para manter o pH constante
(mL);
NHCI: Normalidade do HCI;
Mp: Massa de proteina (g);
htot: nimero maximo de ligagdes peptidicas em uma proteina (dado em mequivalentes /

proteina g)

De acordo com o grau de hidrolise alcangado, diferentes peptideos sao formados com
variacdes nas massas molares e na sua funcionalidade (CICCAGLIONE et al, 2019; 0ZORIO
et al, 2020; LI et al., 2019). De acordo com Parkin; Damodaran; Fennema, (2010), para GH
entre 3 e 6%, peptideos de tamanho médio de 2 a 5 kDa sdo formados, e sdo desejaveis para a
funcionalidade fisica do hidrolisado. Para GH proximo de 8% forma-se peptideos de tamanho
médio entre 1 a 2 kDa, com 6tima solubilidade e indicado para uso em nutri¢ao clinica e
esportiva. Um GH entre 50 a 70% gera pequenos peptideos e aminoacidos, menores que 1
kDa em média, utilizados na formulacdo de alimentos infantis hipoalergénicos e como
ingredientes saborizantes para sopas € molhos. Em GH superior a 70% observa-se acumulo de
peptideos amargos devido ao tamanho reduzido e a hidrofobicidade. Durante processos de
hidrélise o grau de hidrolise deve ser monitorado de acordo com a faixa de pesos molecular
pretendida e também para evitar perdas sensoriais.

O principal desafio para obter um grau de hidrdlise elevado ¢ romper as estruturas
secundarias das proteinas, como as a-hélice ¢ menos susceptivel a protedlise. Condigdes como
o pré-tratamento utilizando a temperatura, alta pressao, solvente, pH (CHEISON; KULOZIK,
2017) e ultrassom (LORENZETTI et al, 2020), ¢ fundamental para a desnaturagdo da proteina
o desdobramento a-hélices para folhas B ou bobinas aleatdrias, facilitando o acesso de enzima

no sitio de clivagem (CHEISON; KULOZIK, 2017; RIERA, 2013).
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Com o avanco do grau de hidrolise, as mudangas estruturais podem altera as
caracteristicas sensorias. Se considerarmos os 4 principais atributos gustativos (amargor,
adstringéncia, umami e salinidade), os biopeptideos com peso molecular abaixo entre <500-
1000, tendem a apresentar apresentar sabor amargo) LEKSRISOMPONG ET al. (2010).
Avaliando hidrolisados e proteina intacta do soro de leite por uma lingua eletronica, (BU et al,
2020), observaram intensidades do gosto apds hidrolise como aumento do sabor amargor e
diminui¢do do umami, a adstringéncia e salinidade da proteina do soro do leite intacto ficaram

abaixo de zero, enquanto esses dois valores aumentaram significativamente apds a hidroélise.

2.3.2 Atividade biologica de peptideos do soro do leite

Refor¢ando os resultados do mapeamento bibliométrico, a Tabela 2 foi desenvolvida.
Foram analisados os principais métodos analiticos de concentragdo, purificagdo e
caracterizagio desses peptideos. E comprovado por esta, possibilidades de obter
multifuncionalidades a partir do soro de leite por hidrélise de fragdes proteicas e utilizando
diferentes enzimas ou combinagdes de enzimas (YADAV et al., 2016, O'KEEFFE et al.,
2017)
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Tabela 2: Matriz alimentar, a sequéncia de aminoacido e separagdo/caracterizagdo da

atividade biologica obtida.

Substrato Enzima Sequéncia de Método de Bioatividade Referéncia
aminoéacidos caracterizacgao/se
paracao
B-LG Corolase® MAA UF 5kDa/ RP- Inibig¢do da O'KEEFFE et
bovina PP VAGT HPLC / UPLC - ECA al., (2017)
ESI- MS/MS
Soro  de Kluyverom Eletroforese em Reducdo de YADAV et al,
leite yces ND gel SDS-PAGE / acido nucleico (2016)
marxianus UF 10kDa e 1kDa
/sacharomy
ces
cerevisiae
B-LG Trypsin UF 1 kDa, 5 kDa Antioxidante =~ POWER, et
bovina VisAGTW2Y e 2 kDa/ RP- al., (2014)
HPLC- MS
B-caseina / Corolase®  MPI UF 5kDa/ RP- Antioxidante =~ O'KEEFFE et
a SI - PP HPLC/  UPLC- al., (2017)
caseina ESI-MS / MS
Soro  de Subtilisinas PEGDLEI UF centrifuga Antioxidante = MANN et al.,
leite VEELKPT 3kDa/ LC-MS / (2015)
VEELKPTPE MS
TPEVDDEALEK
B-LG Subtilisinas GTWYSL Eletroforese/LC — Anti- BAMDAD et
LSFNPTQL MS / MS inflamatéria al., (2017)
MAASDISLL
AMAASDISLL
DTDYKKYLLF
IHAEKTKIPAVF
DIQKVAGTWYSL
ELKPTPEGDLEIL
Soro de DIG N.D. UPLC / ESI-HR- Inibigdo DPP- CORROCHAN
leite MS /MS v Oetal., (2018)
Isolado
B-LG Subtilisinas GTWYSL Eletroforese/LC — Inibicdo DPP- BAMDAD et
LSFNPTQL MS /MS v al., (2017)
MAASDISLL
AMAASDISLL
DTDYKKYLLF
IHAEKTKIPAVF
DIQKVAGTWYSL
ELKPTPEGDLEIL

2.3.3 Bioatividade de origem oxidativa
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A atividade antioxidante de peptideos ¢ largamente estudada, sabe-se que com a
diminui¢do do peso molecular ocorre aumento da atividade antioxidante. Derivado da analise
bibliométrica, a atividade antioxidante aparece entre os 50 termos mais citados em
publicagdes. O efeito danoso causado pelo estresse oxidativo impulsiona o desenvolvimento
de peptideos antioxidantes (GALLEGO et al., 2020; TIAN et al., 2015; FITZGERALD et al.,
2020). E conhecido que o oxigénio molecular ¢ vital nos processos aerdbicos, j4 o oxigénio
inalado pode ser convertido em espécies reativas de oxigénio. As espécies reativas de
oxigénio mais populares sdo a radical hidroxila (OH-), o anion superoxido (O2), peroxido de
hidrogénio (H202) e o acido hipocloroso (HOCI). A Figura 4 resume o metabolismo das
espécies reativas de oxigénio (HARE et al., 2018).

Figura 4 - Espécies reativas de oxigénio
NADPH + 0,

NADPE oxidase

0;

Superoxide dismutase

Fe** ° Catalase
OH ¢— = H,0, — 0, +H,0

Myeloperoxidase

HOCI

Fonte: HARE; BEIGI; TZIOMALOS, (2018).

As espécies reativas de oxigénio apresentadas na Figura 4, vém da via do metabolismo
celular de carboidratos para producdo de “energia” em forma de Adenosina trifosfato (ATP)
(OYEDEMI, et al. 2017). Os sistemas celulares tem a capacidade de eliminar os radicias
livres por meio da agcdo de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, catalase e a
glutationa peroxidase. O desequilibrio dessas espécies reativas leva ao estresse oxidativo
celular IGHODARO, 2018; MCGARRY et al.,2018; SCICCHITANO et al., 2018).

Com isso, os peptideos tém se mostrado como alternativa em inibir os processos
oxidativos celular. A atividade antioxidante de peptideos gerados através da hidrolise de
proteinas estd relacionada com a exposi¢do de grupos hidrofobicos antes inativos na

sequéncia original da proteina intacta (SARMADIA, ISMAIL, 2010), isto explica a maior
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atividade antioxidante dos peptideos em relagdao a proteina integra, assim como a melhora da
atividade antioxidante com o aumento do grau de hidrolise. O alto grau de hidrdlise indica
que di e tripeptideos sdo formados ao final da reag¢do. A atividade antioxidante desempenhada
por tripeptideos dependem das caracteristicas eletronicas e de ligacdo de hidrogénio dos
aminoacidos (FITZGERALD et al. 2020; LI; L12013).

O mecanismo de acdo das enzimas influencia diretamente na atividade antioxidante.
Utilizando a modelagem QSAR para avaliar o mecanismo de a¢do dos peptideos Li e Li
(2013) observaram que para obter a capacidade antioxidante equivalente ao trolox em
hidrolisados ¢ necessario a presenga dos aminoacidos C» hidrofobicos com propriedades de
baixa ligagdo eletronica ou estérica / de hidrogénio, do radical oxigénio (ORAC), em Cs4 para
o Radical Superoxido (SOR).

O método de avaliar a atividade antioxidante como a captura dos radicais 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) e 2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-¢-acido sulfonico (ABTS), em ambos
os casos a analise ¢ condizida pela capacidade da amostra em inibir a formacao do radical
ABTS+ e DPPH+, pelo mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio e transferéncia
de elétrons, sendo este ultimo mais relacionado ao DPPH. O método poder férrico redutor
(FRAP) apresenta acdo antioxidante através de diversas reagdes e diminuicdo da formagao de
peréxido (GALLEGO et al., 2020). Outro mecanismo antioxidante dos peptideos ¢ induzir o
aumentar nos niveis intracelulares do tripeptideo glutationa, a atividade antioxidante da
glutationa intracelular reduziu a formagao de radicais em células HT-29. O tratamento celular
com amostras digeridas de B-Lactoglobulina (LG) e a-Lactoalbumina (LA) 0,25 mg/mL reduz
os radicias livres e exerce efeito citoprotetor (CORROCHANO et al. 2018). Em contrapartida
niveis elevados de espécies reativas de oxigénio podem suprimir o crescimento do tumor e
melhorar resisténcia contra infec¢do bacteriana. (CELLI et al., 2010). A oxidacao por espécies
reativas de oxigénio deve ser realizada de forma controlada, necessitando de mais estudos
para compreender como deve ser estimulada e quando deve-se inibir.

As espécies reativas sdo importantissimas na resposta imune inata, o HOCl (MAITRA
et al. 2012), produzido por neutrofilos exerce forte efeito oxidante, citotoxico e atividade
bactericida (ERYILMAZ, PALABIYIK, 2013) problema esta em niveis elevados de HOCL.
Um dos alvos do HOCL sao os globulos vermelhos, ocorrendo destrui¢do do grupo heme do
heme livre, Hb e outras hemoproteinas e, subsequentemente, liberar ferro livre (LU et al.,
2015) Niveis altos de Mieloperoxidase, HOCI e acimulo de ferro estdo presentes em algumas

doengas como anemia falciforme e aterosclerose (MAITRA et al., 2012; GEBICKA,
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BANASIAK, 2012; BAMM, HARAUZ, 2014). O ferro livre pode gerar radicais livres
altamente reativos e exerce efeito toxico, (MAITRA et al 2012; GEBICKA,
BANASIAK,2012; PAPANIKOLAOU, PANTOPOULOS, 2005). A oxidacdo da proteina C
reativa pelo acido hipocloroso leva ao aumento de agregacdo plaquetaria, via sinalizagdo de
ativador plaquetario, que pode piorar um quadro agudo de infarto (BONKLER et al., 2018).
Em pacientes com infarto agudo do miocardio, os Neutrofilos pro-inflamatorios sdo
recuratados para o tecido miocardio danificado, com o aumenta da oxidagdo pelas
mitocondrias, as mieloperoxidades geram uma forma mais estdvel e menos téxica ao
neutrofilo, o acido hipocloroso oxidante (HOCI). O &cido hipocloroso oxida Mioglobina
cardiaca ap6s Infarto Aagudo do Miocardio, alterando a sua fun¢do no miocardio afetado,
gerando um processo inflamatorio (WANG et al., 2016).

Poucos estudos exploram a atividade anti-inflamatoria de peptideos e seus possiveis
mecanismos. E conhecido que uma dieta com leite e soro de leite tem efeito anti-inflamatério,
como protecdo intestinal anti-inflamatéria em criancas (DALLAS, et al., 2014; DALLAS, et
al., 2013), capacidade de diminuir a inflamacdo em células 3T3-F442 por Tripeptideos
derivados do leite IPP (Isoleucina-Prolina-Prolina) e VPP (Valina-Prolina-Prolina).

Umas das proteinas do soro de leite, a Lactoferrina ¢ apontada como poderosa no
efeito anti-inflamatorio. A Lactoferrina tem a capacidade de diminui¢@o nos niveis séricos de
citocinas pro-inflamatérias como as interleucina IL-1p , IL-6, IL-18, TNF-a, lipocalina, a
diminui¢do de NF«xB a jusante indicadores de sinalizacao, e estimulagao de SOD e expressao
de NrF2. NF - «B, como mencionado anteriormente, ¢ conhecido como regulador
transcricional cardinal de respostas inflamatorias mecanismo que tem acdo em diminuir a
inflamacdo, além disso, o estudo de Mohamed et al., (2018), provou que a diminuicdo dos
processos inflamatérios auxilia no controle da diabetes. Os danos causados por espécies
reativas de oxigénio em células B pancredticas, altera a cascata de sinalizacdo de insulina,
levando a um quadro de resisténcia a insulinica, diminui¢do de tolerdncia a glicose e
disfuncdo mitocondrial, principal patogénese do desenvolvimento e progressao do diabetes
tipo 2 (hanchang et al 2019 e moussa 2008) diversos estudos relaciona o estresse oxidativo
como patogé€nese da Diabetes Mellitus (SUOMALAINEN; BATTERSBY; 2018; BURGOS-
MORON et al, 2019; ROMA JONAS, 2020; ANIGBORO, 2019) ¢ ainda na condi¢dao de
hiperglimia crdonica, se nao for tratada, ocorre aumento de espécies reativas de oxigénio

mitocondrial e ndo mitocondrial (Moussa, 2008).
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Todas as células do corpo metabolizam o carboidrato para gerar “energia” na forma de
Adenosina Trifosfato (ATP), os desafios na manutengdo dos niveis de glicose sanguinea sao
altissimos e a situagcdo se complica pelo estresse oxidativo. Em uma condi¢do de Diabetes
Mellitus prolongada, as atividades deletérias das espécies reativas sdo elevadas; portanto,
restringindo as atividades desses grupos reativos produziram alguns resultados positivos em
pacientes suplementados com peptideos ao longo do tempo (OYEDEMI, et al. 2017).

A metabolizagdo do carboidrato (agucares complexos e polissacarideos) por enzima
hidrolases como a-amilase, a-glucosidase, maltase etc, auxilia na liberacdo de acucares
simples como a glicose, aumentando a absor¢do rapida de aglcar sérico Anigboro et al, 2018.
Portanto os inibidores de a-amilase e a-glucosidase, sdo uma das opg¢des estudadas atualmente
para retardar a absor¢do de glicose no sangue, principalmente em pacientes diabéticos
mellitus tipo 2, apoés ingestdo de alimentos ricos em carboidratos (AVWIOROKO et al.,
2020).

Existem poucos estudos que avaliam a atividade inibitéria da o-amilase de
hidrolisados de proteina do leite. Os estudos realizados indicam que peptideos de hidrolisados
do leite de camelo (MUDGIL, et al, 2018) e leite de camelo por fermentacdo microbiana leva
ao aumento da inibicdo a-amilase em compara¢do com as proteinas nativas e intactas do leite
(Ayyash, Al-Nuaimi, Al-Mahadin, & Liu,2018). Comportamento similar foi relado por El et
al, (2015), que avaliaram a atividade inibidora de a-amilase dos peptideos de Kefir e leite de
cabra digerido, amostra de leite de cabra digerido 1Cso (0,000027 + 0,000005 g de proteina
mL ~ 1), kefir digerido ICso (0,000032 + 0,000007 g de proteina mL ~ '), leite de cabra ICso
(0,002429 £ 0,000182 g de proteina mL ~ !), Kefir ICso (0,000139 + 0,000012 g de proteina
mL 1.

Outro mecanismo antidiabético pode ser pela inibi¢ao da enzima dipeptidil peptidase
IV DPP-1V, uma protease ubiqua, secretada e produzida pelas células intestinais e inativa o
GLP-1. O mecanismo de intavicdo do GLP-1 ocorre pela clivagem da prolina N-terminal e
alanina. O tratamento com inibidores da DPP-IV ¢ uma opg¢do terapéutica que pode ser
alcangada por peptideos do soro de leite hidrolisado geralmente inibigdo de 50% da atividade
DPP-IV foi observado em concentragdes ICso (0,0015 e 0,0011 g de proteina mL ~ 1)
(POWER-GRANT et al., 2015).

Os mecanismos antioxidantes podem agir em sinergismo com o efeito metabolico e os
multipeptideos gerados de derivados do soro de leite podem exercer efeito em proteinas e

enzimas especificas do metabolismo celular. Corrochanoa et al. 2018, avaliaram as proteinas
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do soro de leite apos digestao simulada e observaram que a bioatividade de B- lactoglobulina
e o-lactalbumina protege as células humanas HT-29 do dano causado por radicais livres, a
lactoferrina aumentou significativamente a quantidade de superdxido dismutase 1, 2 e
tioredoxina que sdo enzimas antioxidantes intracelulares. Todas as amostras apresentam
atividade inibidora da DPP-IV. Bamdad et al., (2017) observaram os peptideos de B-LG:
f(27-38) DIQKVAGTWYSL, f(33-38) GTWYSL, f(39-48) AMAASDISLL, {(40-48)
MAASDISLL, {f(61-73) ELKPTPEGDLEIL, f{(87-98) ITAEKTKIPAVF, f(112-121)
DTDYKKYLLF, f(165-172) LSFNPTQL, hidrolisados por subtilinas que apresentaram forte

efeito DPP-IV comparado a proteina integra.

2.3.4 Outras bioatividades

Diversas bioatividades de peptideos sdo relatadas na literatura, Dziuba e Dziuba
(2014) e Sah et al., (2017), descreveram trés subclasses de peptideos antibacterianos
cationicos: peptideos contendo residuos Cys que formam ligagdes de sulfeto e folhas B
estaveis; peptideos catidonicos que contém Pro e Arg e sdo principalmente lineares; peptideos
a-helicoidais catidnicos lineares. Além disso, peptideos anidnicos podem contribuir para a
natureza anfifilica de uma molécula (LI et al., 2016).

Os biopeptideos com atividade anticincer membranoliticos se assemelham
estruturalmente aos biopeptideos antimicrobianos € mecanismo de ag¢ao sdo relacionados. Os
biopetideos a-helicoidais apresentam como caracteristicas uma tor¢do no seu eixo helicoidal,
com um comprimento médio de 10 a 30 residuos de aminoécidos e carater anfipaticos, com
carga liquida cationica entre +2 e +9 e tém 40 a 60% de contetido hidrofobico de aminoacidos
(RIEDL et al., 2011). Sao ricos em residuos Alanina, Glicina, Ile, Lisina a ¢ Leucina, os
peptideos que apresentam toxicidade tem a presenca de Lisina que tem carga postiva
(HARRIS et al, 2013). Os biopeptideos com atividade anticancer em geral t€ém um
comprimento de 5 a 30 aminoacidos e uma carga cationica (CHEN et al., 2016).

Outra proteina com atividade antica ncer é a a-lactalbumina bovina, uma proteina do
leite com efeito letal as células tumorais. A capacidade de induzir apoptose nas células
tumorais L1210 ¢ ampliada se utilizada com acido oleico (SVENSSON et al., 2003). A
pesquisa de Permyakov et al. 2012 mostrou que a complexacao da a-lactalbumina bovina com

acido oleico possui a mesma capacidade apoptotica nas células HEp-2. Recentemente, com o
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estudo de nanoparticulas de BSA modificadas na superficie, mostrou a captagdo celular
aumentada em células cancerigenas (MCF-7) (CHOI; MEGHANI, 2016).

A avaliagdo da bioatividade de peptideos ganhou muito interesse nos campos de
pesquisa. Ao realizar a busca pelo termo “whey protein hydrolysate”, na base de dados
Science direct mais de 5300 artigos cientificos foram encontrados. Analisando os ultimos 10
anos sao publicados 490 artigos anualmente, contra cerca de apenas 140 artigos publicados
anualmente ha 20 anos. Realizado uma busca na base de dados Scopus com os termos “whey
protein” AND “hydrolysate”a Figura 5 apresenta o resultado das 50 palavras-chave mais
citadas na literatura em forma de Nuvem de palavras gerada no bibliometrix relacionados ao

processo de producao dos peptideos bioativos.

Figura 5 - Nuvem de palavras gerada no bibliometrix, resultado das 50 palavras-chave mais citadas na
literatura a partir de artigos encontrados no Scopus com os termos “whey protein” AND “hydrolysate”
AND “bioactivity peptides”.
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Fonte: elaborado pelo Autor, 2020

A palavra digestdo aparece em evidéncia na Figua 5, demonstrando a preocupacdo do

meio cientifico sobre hidrolisar proteinas e estudar a bioacessibilidade, para confirmar se os
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peptideos ingeridos via oral serdo entregues na forma ativa ao organismo. Também
observamos os termos ultrafiltragdao, cromatografia, eletroforese e espectrometria de massa.
Esses sdo os principais métodos analiticos e automatizados utilizadas em concentrar, separar,
fracionar e caracterizar os peptideos. Isso demonstra a atualidade do assunto e o crescente
interesse da comunidade cientifica no desenvolvimento de técnicas alternativas e isolamento
de novos peptideos bioativos do soro de leite.

As propriedades estruturais de peptideos, como o tamanho do peptideo ou
hidrofobicidade determinam ndo apenas sua reatividade, mas também sua estabilidade e
biodisponibilidade (Antioxidante, Anti-inflamatoria e Antidiabética).

Uma questdo que deve ser considerada sdo as interagdes da matriz alimentar com os
peptideos, uma vez que os alimentos podem causar modificagdo quimica que podem levar a

alteracdo na bioacessibilidade e/ou biodisponibilidade dos peptideos do soro do leite.

2.3.5 Digestéo gastrointestinal

A atividade bioldgica de peptideos pode sofrer alteragao apods digestdao. As proteinas
alimentares e peptideos ingeridos via oral passa pelo processo de digestdo gastrointestinal,
liberando aminoécidos por acdo enzimatica e fermentacdo microbiana, podendo gerar
biopeptideos. A primeira acdo acontece no estdmago pela enzima pepsina e pelo acido
estomacal. No estomago ocorre a liberagdo de aminoacidos e a maioria dos peptideos
liberados, passam para o intestino. No intestino delgado ocorre a acdo de endoproteases
pancredticas como a tripsina e quimiotripsina e depois por exopeptidases como
carboxipeptidase e aminopeptidase A (SEGURA-CAMPOS et al., 2011, WOODLEY, 1994).
A membrana da borda da escova do intestino delgado ¢ dobradica, fornecendo maior
superficie para atividade metabolica como transporte de nutrientes e secrecdo enzimatica
(WOODLEY, 1994). Os peptideos com menor peso molecular sdo ainda digeridos para
liberar aminoacidos por agao de proteases e aminopeptidases, secretadas por células epiteliais
do intestino delgado na membrana luminal. Na etapa final sdo removidos os aminoacidos com
grupamento carboxila e amino nas extremidades. Cerca de 20 peptidases sdo secretadas na
membrana luminal pelas células epiteliais. A acdo dessas enzimas ocorre por rompimento das
ligacdes peptidicas liberando aminoacidos, a absor¢ao de aminoacidos acontece via transporte
ativo secundario de sodio, ou seja, existem 20 tipos de transportadores de aminoacidos. Os

peptideos compostos por 2 ou 3 aminoacidos sdo absorvidos via transporte ativo secundario,
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baseado no gradiente de hidrogénio ionizado ou transportador PepT1 (WIDMAIER et al.,
2013).

Alguns peptideos bioativos sdo capazes de resistir a acdo das proteases, estando
relacionada a sua estrutura caracteristica. Peptideos incluindo prolina ou hidroxiprolina e
dipeptideos ou oligopeptideos com prolina no terminal C tem maior resisténcia a agao das
enzimas digestivas (BOELSMA; KLOEK, 2009; MAENO et al., 1996; VAN PLATERNIK et
al ., 2006) impermeabilidade dificultada pelo epitélio gastrointestinal (CATNACH et al.,
1994), bem como parametros da d4gua, camada mucosa, da membrana epitelial dos enterdcitos
(via transcelular), e das jungdes estreitas entre as extremidades apicais das células epiteliais
(via paracelular) (YIN et al., 2014).

Avaliados os peptideos do soro do leite, produto de hidrolise por Alcalase, Neutrase e
Bromelaina, e submetidos a digestdo, as amostras sofreram uma diminui¢do na atividade
antioxidante (CORROCHANO et al., 2019). Os resultados de Power-Grant et al., (2015),
sugerem que atividade antioxidante do soro de leite hidrolisado previamente melhora a
atividade antioxidante pelo método apds digestdo (363,05+£33,90 umol de TE/g de po)
demonstrou valores de inibi¢do superior ao intacto (136,62+10,18 umol de TE/g de po6) soro
de leite hidrolisado GH 32% (373,914£22,98 pumol de TE/g de po) e GH 45% (776,92+14,64
umol de TE/g de po), para o soro de leite previamente hidrolisado e digerido GH 32%
444,89+20,64 pmol de TE/g e GH de 45% condig¢des gastricas exibiu 606,13+45,40 umol de
TE/g pelo método ORAC. O processo de digestao pode alterar a estrutura e funcionalidade
dos peptideos, necessitando de mais estudos para melhor compreensdao dos efeitos poOs-
digestdo e avaliar a necessidade de hidrolisar previamente a proteina.

Com o processo de hidrolise a intencdo € obter pequenos peptideos, di, tri- e
tetrapeptideos, pois a sua biodisponibilidade ¢ melhorada uma vez que podem ser capazes de
sobreviver a digestdo gastrointestinal. A absorcdo de aminoacidos acontece via transporte
ativo secundario de sodio, os peptideos compostos por 2 ou 3 aminoacidos sao absorvidos via
transporte ativo secundario, baseado no gradiente de hidrogénio ionizado ou transportador
PepT1 (WIDMAIER et al., 2013), na presenca do aminoacido proliena, esses peptideos,
podem passar o sistema digestorio sem sofrer degradacdo. De acordo com Lorenzetti et al,
(2020), a digestao de hidrolisados mantém a mesma carga proteica apos a digestdo, os
peptideos podem chegar disponiveis para absor¢ao no ileo, ocorrendo uma diminui¢ao do
peso molecular, sendo encontrados em maior quantidade di e tri peptideos, o que podem

melhorar a atividade bioldgica.
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E importante ressaltar que os peptideos serdo absorvidos na por¢do do intestino
delgado, Joubran et al. (2015), avaliaram a capacidade antioxidante de peptideos de a-LA
utilizando um modelo in vitro do intestino infantil. Foi observado que as amostras duodenais
infantil apresentam atividade antioxidante superiores do que as amostras de duodeno in vitro
de adulto, j& as amostras do estdbmago ocorreu o contrario, apresentando maior atividade
antioxidante do modelo in vitro adulto. A atividade antioxidante ndo esta relacionada apenas a
localizagdo da fase de digestdo, mas também para o periodo de vida. Nota-se que ¢ importante
avaliar as duas etapas, intestino e estdmago, pois, alguns peptideos sdo absorvidos também no
estomago (DUPONT et al., 2010). Os modelos de digestdo estatica simulada in vitro, se
aproximam muito do modelo in vivo. Sanchon et al., 2018, avaliaram o perfil de peptideos do
leite liberados por digestdo em modelos in vivo e modelo in vitro do protocolo padronizado
infogest por Mikenus et al., (2014), os resultados foram proéximos se comparado as sequencias

de aminodcidos, fosforilagao e regides de resisténcia a hidrélise enzimatica.

2.3.6 Meétodos tradicionais de separacao e caracterizacdo de peptideos

O método de separagdo por membranas consiste em um sistema fisico, operando sem
aquecimento e com altocontrole seletivo (ALONSO et al., 2018). Os processos de separagao
de forma continua tém como vantagem nao utilizar solventes ou a salga para purificacao e
isolamento de peptideos, diferente dos métodos descontinuos, eles permitem destruicao
minima, facil retorno do produto ao alimento ou produtos nutracéuticos (ZHANG et al.,
2013). As membranas sdo barreiras fisicas que atuam de forma seletiva, visando a separagao,
concentragdo e/ou a purificagdo de componentes presentes em solugao (ALONSO et al., 2018;
LIAO et al., 2018; POWER et al.,, 2014). O fluxo transmembranar separa duas fases,
alimentacdo e permeado, restringindo o transporte de uma ou mais espécies presentes nestas
fases (LIAO et al., 2018; POWER et al., 2014)..Neste tipo de processo, a separagdo ¢ baseada,
essencialmente em exclusdao por tamanho molecular dos compostos (LEWIS; GRANDISON,
1996), este € o caso de processos de Microfiltragdo (MF) e Ultrafiltragao (UF). Assim, quanto
maior a porosidade da membrana ¢ o tamanho dos poros, maior a quantidade de agua
absorvida pela membrana, o que resulta na reducao da superficie de contato (SARASWATHI
et al., 2019). A caracterizagdo das membranas ocorre em fungdo do tamanho dos poros, € sdo
conhecidas como membranas de Microfiltracdo (MF), Ultrafiltragdo (UF), Nanofiltracao

(NF)e Osmose Inversa (OI). A escolha da membrana se deve de acordo com a natureza do
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produto, do tipo de soluto e presenga ou nao de particulas suspensas. (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006).

O tamanho do orificio do poro das membranas definira a resisténcia para transferéncia
de massa, ou seja, quanto menor o tamanho de passagem, maior terd que ser a pressao
aplicada para operacao (for¢ca motriz), a fim de ter um fluxo de permeados economicamente
vidveis. Na Figura 6 sdo apresentadas as principais caracteristicas dos processos de separagao
por membranas que utilizam a diferenga de pressdo como for¢ca motriz (HABERT; BORGES;

NOBREGA, 2006).

Figura 6 - Caracteristicas de processos que utilizam diferenca de pressdo como forga motriz.
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Fonte: LIAO et al., (2018).

A ultrafiltragdo (Figura 6) ¢ um processo de separacao muito utilizado na industria de
laticinios (ALONSO et al., 2018). As membranas de UF podem ter poros com didmetro de 1 e
100 nm, podendo tratar por esse processo solucdes contendo solutos numa faixa de massa
molar entre 103 — 106 Dalton. Em comparagdo com os poros das membranas de MF, os poros
das membranas de UF apresentam tamanhos menores, sendo necessaria uma for¢ca motriz

ainda maior (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).
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Os fluxos de permeado em UF situam-se na faixa de 150 a 250 I/h.m?. Porém, fluxos
bem menores podem ser obtidos em fun¢ao da polarizagao por concentragao e da incrustagao,
em funcgdo da natureza do soluto e sua interagdo com os componentes da membrana, das
condi¢des de operagdo do sistema e da estabilidade mecanica da membrana (HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006).

As principais causas de reducdo dos fluxos de permeado estdo associadas a
polarizagdo por concentragdo, que causa um rapido declinio, e a incrustagdo, que causa
declinio gradual e lento no fluxo. A incrustacdo se deve ao acumulo de particulas e/ou a
cristalizacao/precipitagao de pequenas moléculas na superficie e nos poros da membrana, e
sua extensdo depende das caracteristicas da solugdo a ser filtrada assim como da interagao
desta com a membrana. As condi¢des de operacdo, tais como a pressdo transmembrana e a
velocidade de escoamento, também exercem efeito direto nos fendmenos de polarizagdo e
incrustacdo. Maiores velocidades de escoamento induzem a turbuléncia na superficie da
membrana, reduzindo a possibilidade de formacdo de zonas de concentracdo, e assim, a
polarizagdo por concentracdo. 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 concentracdo 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 relacdo fique mais
préxima da linearidade (BRIAO; TAVARES, 2012; GIRARD; FUKUMOTO, 2000).

As resisténcias presentes nos processos de separagdo por membranas podem ser
sumarizadas em trés resisténcias principais: resisténcia hidraulica oferecida pela membrana
limpa e a resisténcia adicional, formada pela soma da resisténcia da incrustacdo e pela
deposicao irreversivel na superficie da membrana, como adsor¢do; e pela resisténcia devido
ao fendmeno reversivel de polarizagdo por concentragdo, (GESAN-GUISIOU et al., 1999).

Operagdes com membranas de filtragdo representam uma opgdo viavel para o
processamento do soro de leite. Os processos por sistemas automatizados se tornam mais
econdmicos pelo fato de ndo utilizar calor e, consequentemente, ndo envolver mudanga de
fase (ALONSO et al., 2018). A combinacao de hidrolise enzimatica com a tecnologia de
membranas permite a obtencdo de peptideos dentro de uma faixa de massa molecular, que
exibem atividades bioldgicas além de possuirem alto valor nutricional, sendo assim uma

forma bastante promissora de valoracdo das proteinas do soro (POWER, et al., 2014;
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O'KEEFFE et al., 2017; ALONSO et al., 2018). Existe na literatura um nimero consideravel
de processos para purificagdo e separagdo das proteinas do soro como métodos
cromatograficos (SANTOS; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2011), métodos eletroquimicos
(MELCHIOR et al, 2016), adsor¢do (BU et al., 2020), eletroforese (CORROCHANO et al.,
2019), microfiltragdo e ultrafiltracao por membranas (STEINHAUER, 2015).

A eletroforose em gel (SDS-PAGE) ¢ uma técnica de separagdo de proteina e
peptideos, as (CORROCHANO et al., 2019). A composicdo de formacao do gel ¢ uma rede
polimérica, estabilizada por ligagdes N, N-metil-bis-acrilamida. O gel pode ser preparado em
diferentes conconcentragdes, o que pode influenciar no tamanho dos poros (SCHAGGER;
JAGOW, 1987). A limitagdo do método € para proteinas acima de 10kDa, quando substituido
o tampdo glicina por Tricina é possivel separar fragmentos com peso molecular de 1 a
100kDa (SCHAGGER; JAGOW, 1987 CORROCHANO et al., 2019).

As facilidades nos padrdes de separacdo com alta qualidade de resolugdo e capacidade
de analisar amostrar de proteinas diluidas em microgramas auxiliaram o SDS-PAGE de
Laemmli tornou-se uma das técnicas mais citados em ciéncias bioldgicas. Além disso, o SDS-
PAGE ¢ um dos métodos mais utilizados para analisar os peptideos constituintes em 1D e 2D.
E possivel analisar 1000mg de polipeptideos por 1400mg de SDS. A interagio da proteina
com o SDS ocorre normalmente nessa propor¢do (REYNOLDS; TANFORD, 1970), a carga
intrinseca das cadeais polipeptidicas ficam mascaradas, de modo fica razoavelmente constante
a carga liquida por unidade de massa. (REYNOLDS; TANFORD, 1970).

Os polipeptideos tem densidade proxima do gel de poliacrilamida com poros de
tamanho correto, facilitando a interacdo com o poro do gel de acordo com tamanho do raio
molecular que se aproxima. Selecdo em uma técnica de eletroforese acontece como um
peneiramento de moléculas (HAMES, RICKWOOD, 1990; DUNN, HARRIS, ANGAL,
1989).

Para andlise de peptideos e proteinas a técnica de HPLC e / ou UHPLC podem ter
varias aplicacdes como métodos capazes de quantificar anticorpos como rituximab (NAVAS
et al., 2013) caracterizagdo da insulina, além de seus produtos de degragdo por cromatografia
liquida de fase reverva e exclusdo por tamanho, acoplada a um detector de dispersdo de luz
(OLIVA; FARINA; LLABRES, 2000) ¢ isolamento de peptideos da matriz proteica
(GIRGIH et al., 2013).

A Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) associada & espectrometria de

massa fornece maior sensibilidade e capacidade de processamento para quantificagdo
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produtos de alto peso molecular (LIU et al., 2007). Uma demanda que cresce ¢ a
quantificagdo de amostras de substancias de baixo peso molecular, especialmente na
protedmica alvo (SHI et al., 2016; TODOROKI et al., 2018)

Para o desenvolvimento de uma técnica cromatografica ¢ importante selecionar a
coluna do cromatografo a fim de ter resultados mais consistente (XU et al., 2017) As colunas
de C18 de fase reversa permite uma eluicao rapida, devido 4 alta porosidade, sendo assim
mais rapido o tempo de execucdo, porém, isso pode reduzir o pico de resolucdo e a interagdo
entre fase estaciondria e amostra analisada. Na fase movel pode ser utilizado solventes com
solubilidade de acordo com a natureza do analito e pH (BACHHAV; KALIA, 2011), podendo
ser adicionado solventes volateis para aumentar a sensibilidade e o sinal do pico
cromatografico (HUIMIN et al., 2015).

Em protedmica a deteccdo em ultravioleta tem resultados de forma linear, alta
sensibilidade, reprodutibilidade e precisdo (SHI et al., 2016)

As amostras precisam ser previamente preparadas para quantificagdo por HPLC de
acordo com o sistema de deteccao para quantificagao (KIM et al., 2018). As proteinas sdo um
componente enddogeno em amostras bioldgicas como sangue, urina e leite. As proteinas
podem preciptar e entupir a coluna do cromatografo se ndo forem tratadas previamente
(CARMICAL; BROWN, 2016; LOPES; BARREIRO; CASS, 2016, DITTRICH et al., 2015)
O pré tratamento com extragdo em fase solida (SPE) ¢ um procedimento que ndo altera a
concentracdo da droga analisada e permite retirar os fosfolipideos (Carmical; Brown, 2016) e
proteinas (LOPES; BARREIRO; CASS, 2016)

O método de separacdo ¢ realizado por cromatografia liquida de fase reversa C18 e
caracterizagdo ¢ feita por espectrometria de massa com técnicas leve como MALDI e ESI
(FENN et al., 1989; STULTS, 1995). O espectrometro de massa faz a captura dos ions e mede
individualmente a intensidade dos ions, o resultado ¢ a quantificagdo do quociente de massa
para carga da molécula ionizada (m/z) (KARPIEVITCH et al., 2010). Em analise de
biopeptideos, os peptideos médios t€ém de 7 a 25 aminoacidos com aproximadamente 800 a
2500 Da. Os peptideos sao detectados pela medida da fragmentacdo precisa da massa do
peptideo precursor e ions formados. Existem varias técnicas como dissociacdo induzida por
colisao (CID) (WELLS; MCLUCKEY, 2005), dissociagao multifotonica por infravermelho
(IRMPD) (LITTLE et al., 1994) fragmentagao induzida por colisdo de alta energia (HCD)
(OLSEN et al., 2007), dissociagdo por captura de eletrons (ECD) (ZUBAREYV et al., 2000) e
dissociacdo por transferéncia de eletrons (ETD) (SYKA et al., 2004).
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Os ions formados pela fragmentagdo sdao analisados de acordo com o tipo de
instrumento. Por exemplo, em digestdo tripica, todos os peptideos tem grupo amina no N
terminal ¢ um terminal C (cadeia lateral de arginina C terminal oi residuo de lisina). Varias
ferramentas desenvolvidas compara o espectro de ions produtos peptidicos com banco de
dados de protéinas alvo com disgestdo em silica, por cruzamento dados e pontuagdes
probabilistica (PERKINS et al., 1999; GEER, 2004; CRAIG; BEAVIS, 2004). Peptideos
grandes maiores que 25 Aminodacidos sdo fragmentados usando técnicas classicas de CID ou
ECD (VELLAICHAMY et al., 2010). Os peptideose ou moléculas de baixo peso molecular
como os, tri e tetra-peptideos, sdo de dificil analise e sua atividade bioldgica diminui com o
aumento da cadeia, tornando essa categoria uma das mais interessantes (ROBERTS et al.,
1999; PAIZS; SUHAIL 2005). Peptideos pequenos com menos de 7 Aminodcidos, podem ser
analisados pelo instrumento analisador do tempo de voo quadrupolo (Q-tof), a seletividade
pode ser aumentada usando a fragmentagdo de energia de alta colisdo (PAIZS; SUHALI 2005).

Um método informatizado de analisar os peptideos registrados sdo bancos de dados.
Com as informagdes que pesquisadores compartilham nos bancos de dados online ¢ possivel
analisar atividade bioldgica, sequéncias de aminoacidos, possiveis mecanismo de agao, etc. O
estudo de bioinformatica possibilita diversas previsdes de bioatividades a partir de dados ja
registrados. Uma das bases de dados ¢ o EROP-Moscow (ZAMYATNIN et al., 2006),
trazendo conhecimento de oligopeptideos reguladores enddgenos (n = 22.561). O EROP-
Moscow traz descrigoes de 2 a 50 residuos de aminoacidos, descrevendo a estrutura de
oligopeptideos, sua fonte, modificacdes poOs transcricionais e fun¢do. (Link:
http://erop.inbi.ras.ru)

O banco de dados BIOPEP-UWM (MINKIEWICZ; IWANIAK; CHAIR, 2019) é um
aplicativo que permite abordagens computacionais, possui armazenadas proteinas n=740,
peptideos bioativos n=3.957, proteinas com epitopos alergénicos n=135, peptideos sensoriais
e aminoacidos n=483. O aplicativo possibilita anotacdes de sequéncias de aminoacidos,
prever a possivel atividade bioldgica, previsao de hidrolise das ligacdes peptidicas e sitio de
acdo das enzimas endoproteases que liberam peptideos c-n terminais (Link:

http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep).

2.4 CONSIDERACOES FINAIS
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Esta revisdo apresentou as técnicas tradicionais utilizadas para hidrolisar os peptideos
com atividade bioativa a partir do soro de leite. O soro de leite tem proteinas com alto
potencial funcional que ap6s hidrolise e digestdo melhoram a bioatividade, tornando o soro de
leite um produto de valor agregado para enriquecimento de alimentos e aplicagcdo na terapia
de doencas metabdlicas. O estresse oxidativo celular causa danos no organismo patogénese de
doencas metabolicas, o desenvolvimento de peptideos com atividade antioxidante ¢ o campor
de maior concentragcdo das pesquisas. Contudo, mais estudos sdo necessarios para obter alto
grau de hidrdlise e expor as sequéncias especificas de aminoacidos no sitio ligante bioativo.

Os peptideos se ingeridos via oral passam por digestdo, as acdes do sistema digestorio
podem alterar a estrutura. Com isso, a bioatividade pode ser melhorada ou em alguns casos
diminuir o efeito biologico. Mais estudos sdo necessarios para entender a cinética de um
peptideo submetido a digestao.

A fungdo bioldgica esté realacionada com o tamanho molecular e sequéncia especifica
de aminoacidos. Técnicas sdo necessarias a fim de separar os peptideos e determinar o perfil
molecular. As técnicas automatizadas de operagdes com membranas de filtragao representam
uma opg¢ao viavel para o processamento do soro de leite. A combinacao de hidrolise
enzimatica combinado com a tecnologia de membranas permite a obtengdo de peptideos
dentro de uma faixa de massa molecular, que exibem atividades biologicas além de reduzir os
compostos alergénicos. Técnicas como eletroforese, métodos cromatograficos e
espectrometria de massa auxiliam na analise de perfil molecular, a espectrometria analisa as

sequéncias de aminoacidos como Q-tof.
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3 CAPITULO 3 - BIOATIVIDADE DE PEPTIDEOS DO SORO DE
LEITE OBTIDOS POR HIDROLISE E ULTRAFILTRACAO EM
CONDICOES GASTROINTESTINAL SIMULADAS

Este capitulo apresenta o artigo cientifico sobre a hidrolise, purificagdo de peptideos
obtidos a partir do soro de leite e o efeito gastrointestinal nas atividades bioldgicas

desses peptideos.
3.1 INTRODUCAO

O soro de leite ¢ um subproduto da industria de laticinios liberado pela coagulacdo da
caseina do leitena producdo de queijo. As proteinas do soro sdo altamente nutritivas
(SMITHERS, 2008), sendo as principais proteinas que compde o soro de leite sd3o a -
lactoglobulina (B-Lg), a-lactalbumina (a-La), imunoglobulina (Ig), albumina sérica bovina
(BSA) e lactoferrina (MOLLEA, MARMO E BOSCO, 2013).

Na composic¢ao do soro, além das proteinas, encontram-se gorduras, lactose, vitaminas
e minerais. O soro de leite deixou de ser considerado um residuo e passou a ser tratado como
subproduto, e diversas técnicas sdo desenvolvidos para valorizar o soro de leite, mas mesmo
assim ainda tem uma grande quantidade sendo descartada (ZOTTA et al., 2020). Segundo
dados da FAO (2018), foram produzidos 19,3 milhdes de toneladas de queijo do leite de vaca
integral e desnatado 2,5 milhdes de toneladas. Se considerarmos que para cada 1 kg de queijo
produzido sdo liberados 10 L de soro, (ZOTTA et al, 2020), cerca de 210 milhdes de
toneladas de soro de leite de vaca sdo produzidas anualmente. Ainda segundo FAO( 2018),
foram produzidos cerca de 2,8 milhdes de toneladas de soro de leite seco e 471 mil toneladas
de soro de leite concentrado.

Explorar as propriedades funcionais ¢ uma alternativa de valorizar o soro de leite. O
desenvolvimento de produtos a base do soro de leite é inovador do ponto de vista
nutracéutico, econdomico ¢ ambiental, ¢ até o momento a industria ainda ndo conseguiu obter
produtos funcionais e derivados, como exemplo o soro de leite concentrado 35%
(BALLATOREA et al., 2020), 80% (QIU et al., 2015) e 95 % de proteinas
(CORROCHANGO et al., 2018).

As proteinas em geral, podem ter peptideos criptografados na sua estrutura, que por

processo de digestao sdo liberados, absorvidos e transportados para os o6rgaos, atuando em
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diversas vias metabolicas especificas, contribuindo de forma positiva a saude, sendo assim
chamado também de biopeptideos (CICCAGLIONE et al., 2019; LACROIX et al., 2016; LI
etal., 2019).

A produgdo de peptideos ¢ estudada por hidrélise de proteinas com enzimas digestivas
(CORROCHANOE; et al., 2018; BAMDAD et al., 2017; BU et al., 2020), mas existem outras
rotas como a fermentacdo microbiana (TOLDRA et al., 2018) e hidrolise enzimatica com
enzimas comerciais (ADMASSU et al., 2018). No entanto, além da clivagem, ¢ necessario
também fazer a separagdo dos peptideos produzidos. Os processos de forma continua,
métodos de separagdo e concentracao de peptideos, t€ém como vantagem nao utilizar solventes
ou a salga para purificagdo e isolamento (KITTS; WEILER, 2003), a separagdo por
membranas como a ultrafiltragdo ¢ uma barreira fisica seletiva, (BALDASSO, 2011) baseado
na exclusdo por tamanho molecular dos compostos, (LEWIS; GRANDISON, 1996) atuando
como uma espécie de peneira molecular.

Dentre as diversas fungdes bioldgicas, os peptideos podem apresentar ag¢do anti-
inflamatoria, antidiabética (MOHAMED et al., 2018) e principalmente diminuicao de estresse
oxidativo (antioxidante) (NIELSEN, BEVERLY, QU, DALLAS, 2017). A origem do estresse
oxidativo vem do metabolismo celular de carboidratos para producdo de energia em forma de
ATP (OYEDEMI et al., 2017). As espécies reativas mais populares sdo o peroxido de
hidrogénio (H20>), o radical hidroxila (OH"), o anion superéxido O, e o acido hipocloroso
HOCI (HARE et al., 2018). A inflamacao nas células B pancredticas, causada por estresse
oxidativo, como exemplo, o HOCI, ¢ apontada como principal patogénese do
desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 (HANCHANG et al., 2019). Um dos alvos
terapéuticos no manejo do DM tipo 2 ¢ a inibi¢do da a- glucosidase e a- amilase para diminuir
a reabsor¢do de glicose no intestino (SIM; JAYAKANTHAN; MOHAN, 2010) estudos
indicam a propriedade inibidora de enzimas glicoliticas por hidrolisados proteicos. Sendo
assim, os peptideos podem apresentar multipropriedades funcionais, atuando como
antioxidantes, como anti-inflamatorios € como antidiabéticos por diversos mecanismos em
cinergismo.

Entretanto, colocamos em questdo qual o comportamento de bioacessibilidade e
bioatividade do soro de leite intacto e peptideos derivados do soro antes € apos submetido a
digestao estatica gastrointestinal simulada. Os alimentos proteicos quando ingeridos via oral
sdo submetidos ao processo de digestao, podendo sofrer agdo quimica, fisica ou enzimatica

(MINEKUS et al., 2014) o que pode impactar na fungdo biologica. Os modelos estaticos de
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digestdo gastrointestinal simulada permitem uma triagem para compreensao da
bioacessibilidade de alimentos e produtos farmacéuticos como os biopeptideos. O objetivo do
trabalho foi desenvolver conhecimento tedrico metodoldgico sobre a bioacessibilidade de
peptideos do soro de leite apos simulacdo estatica gastrointestinal in vitro como triagem para
construgdo de novas hipoteses de bioacessibilidade e avaliar a influéncia na atividade
funcional. Os objetivos especificos foram: a) Avaliar a hidrélise controlada para a produgao
de peptideos a partir de proteinas do soro de leite; b) Separar e fracionar os biopeptideos por
ultrafiltragdo, avaliando suas atividades bioldgicas (antioxidante, anti-inflamatoria e
antidiabética); c) Caracterizar a estabilidade dos biopeptideos e avaliar suas atividades

bioativas apds simulacdo gastrointestinal.

3.2 MATERIAL E METODOS

O concentrado proteico do soro de leite (CPS) utilizado foi gentilmente doado pela
empresa Globalfood Advanced Technology e enviado para a Universidade de Passo Fundo
(UPF). O método de trabalho seguiu o esquema da Figura 7. As etapas principais foram a
hidrolise das proteinas, ultrafiltracdo, simulacdo gastrointestinal e avaliagdo de atividades
bioldgicas. O CPS foi caracterizado e submetido a hidrélise enzimatica, utilizando enzimas
comerciais em batelada individuais (Alcalase e Neutrase) e bateladas conjuntas (Alcalase +
Neutrase), deste modo, adicionaram-se a primeira enzima e em sequéncia a segunda enzima,
utilizando como parametro de tempo de adi¢do o grau de hidrolise. Essa etapa objetivou
selecionar diminuir o tamanho molecular dos peptideos. A solucdo de hidrolisado foi entdo
submetida a ultrafiltragdo por membranas para a purificagdo. As trés fragdes da ultrafiltracdo
(alimentacao, retido e permeado) foram analisadas quanto as atividades bioldgicas
(Antioxidante, Anti-inflamatéria e Antidiabética). As fracdes de corrente permeado e
concentrado proteico do soro de leite foram submetidas 4 simulagdo gastrointestinal estatica e
comparadas as atividades bioldgicas em relagdo a proteina integra, proteina hidrolisada antes
da digestao e pos-digestdo (proteina integra e hidrolisada). Foram analisadas ainda a média

das cadeias polipeptidicas por eletroforese em gel.



47

Figura 7: Fluxograma geral dos processos utilizados neste trabalho.

CPS

l

Determinaco de GH < Hidradlise colm diferentes
enzimas
Caracterizar membranas <— Ultrafiltracdo
Retido Permeado —> Simulagao de Digestdo

Atividades biologicas:
Antioxidantes
Anti-inflamatoria
Antidiabética
Eletroforese

Fonte: elaborado pelo Autor, 2020

Foi utilizado o concentrado proteico do soro de leite com aproximadamente 35% de
proteina, fornecido pela empresa Global Food. A analise composicional (gordura, lactose e
proteina) do soro de leite foi determinada no Laboratério de Servigo de Andlise de Rebanhos
Leiteiros (SARLE) da UPF, através do equipamento de Espectroscopia no infravermelho
préoximo (FTIR) de marca Delta Instruments. As enzimas utilizadas para hidrolise proteica
foram a Alcalase® 2.4 L FG, uma serino endopeptidase de origem microbiana produzida a
partir de Bacillus licheniformis, e a Neutrase 0,8L, uma metaloendoprotease de orgirem
microbiana produzida a partir de Bacillus amyloliquefaciens, ambas fabricadas pelo
laboratério Novozymes e gentilmente cedidas pela empresa LNF Latino Americana. A
membrana de ultrafiltragdo era membrana de formato tubular, com massa molar de corte de
10 kDa, fabricada pela Koch Membrane Systems e adquirida da WGM Sistemas (Sao Paulo,
Brasil).

3.2.1 Hidrélise do CPS
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Previamente o soro de leite concentrado foi aquecido a 90°C por 10 min para abrir a
estrutura das proteinas e facilitar a acdo das enzimas de acordo com Ballatore et al., (2020).
Para hidrolisar as proteinas do soro foram utilizadas diferentes enzimas comerciais
individualmente, em batelada, utilizando-se como resposta o GH. Apos hidrélise, a amostra
foi submetida a ultrafiltragao.

Para a hidrolise proteica, adicionou-se um litro de solugdo proteica do CPS em um
béquer, mantendo-se sob agitacdo magnética 300 rotagdes por minuto (rpm) e temperatura
controlada com o auxilio de uma manta de aquecimento de marca Fisatom. As concentragdes
das diferentes enzimas (calculadas em relagdo 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 1 molar ou 4cido cloridrico 1 molar.

Tabela 3- Enzimas, condicdes e inativagdo de hidrolise utilizadas

Enzimas Acgdo pH Temperatura ~ %Enzima Inativacao
O

Alcalase Endoprotease 8,0 55 2,2 90°C / 20min

Neutrase Metaloendoprotease 7,0 55 0,5 90°C / 20min

Fonte: Adaptado de Novozymes (2014)

Além das enzimas e condicdes testadas na Tabela 3, uma terceira condi¢do foi
avaliada, pela acdo sequencial da Alcalase + Neutrase, escolhidas por apresentarem diferentes

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

3.2.2 Grau de Hidrolise (pH-Stat)

A avaliag@o do grau de hidrdlise (GH) foi realizada através do método do pH-stat, de
acordo com descrito por Adler-Nissen (1986), cuja técnica vale-se do fato de que quando a
hidrolise é realizada em pH acido libera grupos OH", a hidrolise em pH basico libera H'.
Portanto a hidrdlise em pH acido aumenta o pH do meio ¢ hidrélise em pH basico diminui. As
enzimas t€ém o pH o6timo de trabalho, e a reagdo ¢ controlada com HCI ou NaOH. Assim,
quando ha correlacdo linear com o grau de hidrdlise, o nimero de ligagdes peptidicas clivadas

pode ser estimado pelo método pH-stat de acordo com a Equacao 1 (ADLER-NISSEN, 1986).
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__
GH = oD x 100 (1)
sendo:

GH: grau de hidrolise

h: Numero total de ligagdes peptidicas antes da reacgao;

Hiot: nimero maximo de ligagdes peptidicas em uma proteina (dado em mequivalentes

/ proteina g)

Assim, quando héa correlacdo linear com o grau de hidrolise em meio alcalino, o
nimero de ligacdes peptidicas clivadas pode ser estimado pelo método pH-stat calculando a
quantidade de base de forma continua, requerida para manter o pH controlado durante a com

modifica¢do da equacao 1 pela Equacao 2 de acordo com Adler-Nissen, (1986).

GH=VB*N*Mip*ﬁ*§*1OO (2)
GH: grau de hidrolise

B: Volume de base consumida durante a hidroélise 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 dissociacdo, equacao 3:

1
= iR )

sendo:
a: Grau de dissociagao;
pK: Varia de acordo com a temperatura da reacao;

pH: Constante;

Para o pK, equacao 4:
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_ (298-T)
pK =78+ (298 XT) X 2400 4)
sendo:
T: Temperatura em Kelvin

Em condi¢gdes do pH do meio acido, o volume adicionado de HCl pode ser

correlacionado com o grau de hidrolise pelo método pH-stat. O grupo especifico liberado por

alterar o pH do meio € o 4cido carboxilico e a ionizagdao dos ions OH", calculado pela

modificagdo da esquagdo 2 pela equagao 5 de acordo com Diermayr & Dehne (1990).

(mL);

_ FpH*VHCI*NHCI

GH = MP-Htot 100 ®)
GH: grau de hidrolise
Fpu: € um fator de corregdo e ¢ influenciado pelo valor de pH entre 25° C e 50°C

VHCI: Volume de HCL consumida durante a hidrolise para manter o pH constante

N: Normalidade do HCI;
Mp: Massa de proteina (g);

Hiot: nimero maximo de ligagdes peptidicas em uma proteina (dado em mequivalentes

/ proteina g)

Para o calculo do GH, o contetido de base consumida foi registrado em fun¢ao do

tempo, inicialmente fixado em intervalos de 10 minutos e aumentando gradativamente para

intervalos de 30 minutos até que as variagcdes do consumo da base sejam insignificantes.

3.2.3

Célculo do comprimento médio da cadeia e da massa molecular média dos
peptideos

O comprimento médio da cadeia (CMC) e a massa molecular média (MMM) dos

hidrolisados foram determinados através das Equacdes 6 e 7, respectivamente, assumindo-se

que um residuo de aminoécido possua massa média de 120 Da, conforme descrito por Perea et

al. (1993).
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100
CMC = (6)

MMM = CMC * 120 (7)

3.2.4 Ultrafiltracdo (UF)

3.2.5 Caracterizacéo inicial da membrana

Para operagdes com membranas, avaliagdes preliminares devem ser conduzidas com
agua para determinar as condigdes iniciais como permeabilidade, resisténcia e fluxo de
permeado em funcdo da pressdo e temperatura empregadas. Este procedimento inicial permite
conhecer o comportamento das membranas para as condi¢cdes a serem empregadas no
processo, evitando interferéncias de compostos que possam causar polariza¢ao ou incrustacao.
O objetivo principal € criar uma referéncia de fluxo ideal para conduzir o procedimento de
limpeza apods os ensaios com a solu¢do hidrolisada até que se restabelega o fluxo inicial.

O processo foi conduzido de acordo com o método descrito por Habert, Borges e
Nobrega (2006). O tanque foi alimentado com 5 L de dgua destilada e acionada a bomba, com
reciclo total para o tanque. O permeado foi coletado em triplicata e o fluxo calculado através
da Equagdo 8. Tais medidas foram conduzidas com agua a 55°C, simulando a mesma

condi¢do que serd usada no ensaio com hidroélise.

O fluxo de permeado (/) foi obtido através da Equagao 1.

Fp = &5 (8)

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

A area de filtracdo da membrana.

3.2.6 Ultrafiltracdo do concentrado proteico hidrolisado
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A membrana utilizada ¢ de Ultrafiltragdo fornecida pela WGM Sistemas, de
configuragdo tubular, com area efetiva de 0,1 m? e massa molar de corte de 10 kDa. A
membrana foi selecionada por referéncia de Barry et. al. (2017), os quais concluiram que esta
membrana permite a separagcdo dos peptideos e também difere do tamanho molecular das
enzimas.

O equipamento de bancada foi adquirido da WGM Sistemas. A solugdo proteica foi
bombeada através da bomba pneumatica até o mdédulo de membrana, cujo fluxo se d4 na
forma tangencial, conforme esquema da Figura 8. O equipamento é composto por um tanque
de ago inoxidavel com capacidade de 30 L, sendo a pressdao (100 kPa) ajustada com uma
valvula de diafragma na linha de retido, lendo-se o fluxo permeado com o auxilio de um
rotdmetro na linha de permeado. O permeado foi coletado e o rejeito retornou para o tanque
até que se atingiu uma reducdo de volume da alimentacdo de 4 vezes. A temperatura do

processo foi 50°C.

Figura 8 - Esquema do reator de membrana utilizado ultrafiltrar os hidrolizados de CPS
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Fonte: FORTUNA; 2019
3.2.7 Simulador estatico de digestao gastrointestinal
A digestdo foi conduzida seguindo o modelo estatico de simulagdo da digestdo

proposto por Minekus et al., (2014) com adaptagdes de Gallego et al, 2020. O método estatico

de digestdo foi realizado utilizando o equipamento Banho Ultratermoestatico SL 152,
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fabricado pela Servylab e adiquirido pela Solab equipamentos para laboratoério (Piracicaba -
SP, Brasil). O banho foi aquecido a 37°C, com o intuito de simular a temperatura do corpo
humano, sob agitacio mecanica 170 rpm para simular os movimentos peristalticos
gastrointestinais. Foram retiradas aliquotas das amostras nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min
durante a digestdo gastrica e intestinal. Na fase estomago a reagao foi interrompida ajustando
o pH para 7,0 com solu¢cdo de NaOH 1 M e inativagdo com aquecimento em banho maria a

95°C/2 minutos (GALLEGO et al, 2020).

3.2.8 Digestédo simulada do estfago e estbmago

O protocolo do experimento foi conduzido de acordo com o ensaio descrito por
Minekus et al., (2014). Na fase oral tem adicdo da enzima amilase, uma enzima responsavel
pela quebra de amido, esta fase ndo foi realizada devido ao interesse do nosso estudo ser
obervar a hidrélise de proteinas, que se inicia no estdomago. Na fase estomago, foi preparado
previamente uma solugdo de fluido gastrico simulado, que continha KCI (6,9 mM), KH2PO4
(0,9 mM), NaHCO3 (25 mM), NaCl (47,2 mM), MgCI2 (0,1 mM), (NH4) 2CO3 (0,5 mM) e
CaCl2 (0,15 mM). As amostra de CPS nao hidrolisado ¢ CPS hidrolisado, foram diluidas na
proporgdo de 0,03 g de proteina mL™' em fluido gastrico simulado, contendo pepsina da
mucosa gastrica suina (2000 U / mL Sigma®). O experimento controlado ajustando o pH para
2 com solucao de HCI 1M.

Ap0s a fase géstrica, uma solug@o de fluido intestinal que continha que continha KCl
(6,8 mM), KH2PO4 (0,8 mM), NaHCO3 (42,5 mM), NaCl (9,6 mM), MgCI2 (1,1 mM) e
CaCl2 (0,6 mM) no mesmo volume, simulado contendo pancreatina do pancreas suino
(Sigma®) e extrato biliar suino (10 mM na mistura final, Sigma®). A fase intestinal foi
realizada durante 2 horas, a reacao foi controlado ajustando o pH para 6,5 com solugdo de
NaOH 1M.

Na fase intestinal a reacao foi inativada com aquecimento em banho maria a 95°C/2
minutos. ApOs inativacdo as amostras das fases estomacal e intestinal foram congeladas em
ultrafreezer .80°C e armazenadas até as analises de bioatividades. Antes de realizas as analise
de bioatividade as amostras foram centrifugados a 4.000 rpm/10 min), e os sobrenadantes

resultantes foram analisados.
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3.2.9 Caracterizacdo da materia-prima e dos produtos obtidos

3.3.3.1 Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizacao do WPC e hidrolisados foi determinada no Laboratorio de Servigo de
Analise de Rebanhos Leiteiros (SARLE) da UPF, por Espectroscopia no infravermelho
proximo (FTIR) de marca DELTA INSTRUMENTS, que segue a metodologia International
Dairy Federation (IDF) 141C.

A caracterizagdo quanto ao teor de nitrogénio livre na alimentacdo foi avaliada pelo
método Kjeldahl (AOAC, 1995), para avaliagdo da hidrdlise e da atividade enzimatica,

utilizando-se 6,38 como fator de conversao.

3.2.10 Eletroforese em gel

O perfil peptidico foi caracterizado em funcao do tamanho da cadeia dos peptideos
obtidos, relacionado 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 polimerizagdo do gel de corrida foram utilizadas solu¢des de dois monomeros
(acrilamida/bis) em duas diferentes concentragdes: 5 % e 3 % no gel de aplicacdo da amostra
18 % e 6 % para o gel de separacdo. As amostras foram preparadas para aplicacdo
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 tensdo de 60 V até que as bandas
atingissem o gel de separagdo e 160 V a partir dai até o final da corrida. Para identificacdo 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 f-oxidada (3,496); bacitracina (1,423); e um padrao pré-
corado com 12 proteinas de peso molecular entre 2 ¢ 250kDa, Apos a corrida o gel foi
submerso em solu¢do fixadora (50% metano, 10% acido acético) por 1 h, e corado com

solugdo corante (0,025 % de azul de Coomassie G250 em &cido acético 10 %) por 2 h. O
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descoramento do gel foi realizado em solucdo descorante (dcido acético 10 %) por 2 h,

trocando a solucao a cada 30 min.

3.2.11 Atividades Biologicas

As atividades biologicas antioxidantes, anti-inflamatoria e antidiabética foram
realizadas nas amostras do hidrolisado, hidrolisado ulfiltrado, amostras de CPS e CPS
hidrolisado ultrafiltrado submetidas a simulacdo gastrointestinal. O estudo também foi
realizado em amostras de CPS ndo digeridos (controle) em que o procedimento foi realizado

da mesma forma, mas sem a adi¢ao de enzimas.

3.2.12 Atividade Antioxidante
3.2.13 Método ABTS

A atividade antioxidante in vitro dos peptideos foi determinada usando o teste de
descoloragdo de solu¢ao de ABTS, de acordo com o método proposto por Re et al. (1999),
onde o radical ABTSe+ ¢ gerado pela oxidacdo do ABTS com persulfato de potassio, e ¢é
reduzido na presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio, promovendo a reducdo da
absorbancia devido a restauracao do radical ABTS+ na forma estavel.

Uma solu¢ao de ABTS 7mM (100 mL) foi misturada com solu¢dao de persulfato de
potéssio 2,45mM (100 mL) para gerar o radical ABTS<+, e mantida na auséncia de luz por 16
horas antes do uso. Antes de cada ensaio, a solu¢do foi diluida em élcool etilico até atingir
absorbancia de 0,7 +0,05 a 734 nm por meio de espectrofotdometro (Modelo UV2550,
Shimadzu e Toquio, Japao).

Para a construcdo 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 dalcool etilico, as quais reagiram com a solucdo de radical
ABTSe+ (na propor¢ao de 10 pL:1 mL, respectivamente) durante 6 minutos, e a absorbancia
foi lida a 734 nm.

As amostras de solucdo proteica reagiram com a solucao de radical ABTSe+ (na
propor¢ao de 20 pulL:980 pL, respectivamente) durante 6 minutos e foram lidas nas mesmas

condi¢des que as amostras da curva. O espectrofotometro foi zerado com alcool etilico PA em
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734 nm e o branco considerado sera a solu¢ao de radical ABTSe+. Todas as amostras foram
avaliadas em triplicata.

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

Equacao 9:

__ (((Abs734nm=a)+b) (umol TE) )

AA (mg de proteina) (9)

Sendo:

ABS734nm: absorbancia da amostra leitura a 734 nm.

3.2.14 Método FRAP

A atividade antioxidante foi medida de acordo com o ensaio do poder antioxidante
redutor férrico (FRAP) descrito por Benzie e Strain, (1996), com modificagdes de Arnous et
al., 2002. Para realizagdo do ensaio, uma aliquota de 200 pL de solucdo proteica foi
adicionada ao tubo de ensaio de 10 ml, juntamente com 200 pL de solugdo de cloreto férrico
3mM. Os tubos permaneceram em repouso por 30 minutos em banho maria a 37 °C. Ap0s,
foi adicionado 3,6 mL da solugdo TPTZ nos tubos com as amostras e no branco, permaneceu
em temperatura ambiente por 10 min em ambiente com auséncia de luz para reagdo. A analise
foi realizada em espectrofotometro (Modelo UV2550, Shimadzu e Toquio, Japao), zerando o
espectro com o branco e depois de realizado a leitura das amostras em 620 nm. A Curva
padrao (100-1000 umol / L) foi expressa como FeSO4 equivalente (1 mmol / L).

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

Equacao 10:

(((Abs620nm=+a)+b) (umol TE) )
(mg de proteina)

AA =

(10)

Sendo:

ABS620nm: absorbancia da amostra leitura a 620 nm.



57

3.2.15 Atividade anti-inflamatoria

Este ensaio mediu a cloracdo da taurina como descrito por Wess, et. al. 1982. A
mistura de reagdo foi realizada em tubo de ensaio de 10 ml e consistiu de 100 pL. de HOCI
(600 pumol / L), 100 puL de taurina (150 mmol / L) e amostras de 100 puL de solucao proteica
para um volume final de 1 mL de PBS (pH 7,4). A solucdao foi completamente misturada e
incubada por 10 min a temperatura ambiente, seguido de 100 puL de potassio foi adicionado
iodeto (20 mmol/L). Absorbancia foi medida espectrofotometricamente em espectrofotdmetro
(Modelo UV2550, Shimadzu e Toéquio, Japdo), contra uma referéncia (onde 100 uL. de PBS
substituiu a amostra de solugao proteica e correspondeu a ocorréncia de 100% HOCI) a 350
nm.

A atividade anti-inflamatéria foi expressa em vitamina C (Acido ascorbico)
equivalente (umol AC/g proteina da amostra) a partir da equagdo da reta ajustada para a curva

do padrao vitamina C, de acordo com a Equagao 11:

__ (((Abs350nm=a)+b) (umol AC))
- (mg de proteina)

Al

(11)

Sendo:

ABS734nm: absorbancia da amostra leitura a 350 nm.

3.2.16 Atividade antidiabética (inibicdo da a-amalise)

A atividade antidiabética foi avaliada pelo método de inibi¢ao de a-amilase de acordo
com o método descrito por Yu et al. 2012. Foi misturada uma soluc¢do de 10 pL de enzima em
agua destilada (DW)), pré-misturado com 10 pL de solugdo de solugdo proteica (em DMSO
10%) e ou faseolamina controle positivo Apds foi realizada incubagao por 15 min, 500 pL de
solugdo de amido a 1% em tampdo de fosfato de sédio 20 mmol I'' (pH 6,9) foi adicionado
para iniciar a reagdo. A reacdo foi realizada a 37,5 C por 5 min e encerrada pela adi¢do de 600
pL de reagente DNS (1% de 4cido 3,5-dinitrosalicilico, 12% de tartarato de Na-K em 0,4 mol
I NaOH). A mistura da reagio foi colocada em banho maria no ponto de ebuli¢io por 15 min
e, em seguida, resfriado até atingir temperatura ambiente.

A atividade de o-amilase foi determinada a 540 nm por um espectrofotdmetro

(Modelo UV2550, Shimadzu e Toéquio, Japao). Para todos os testes, o ensaio de inibi¢ao foi
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realizado em triplicata. A atividade inibitoria foi calculada pela seguinte equagdo: A atividade
antidiabética foi expressa em IC 50 (porcentagem de inibicdo/mg proteina da amostra) de

acordo com a Equagao 12:

__ (ABS540nm )- (ABS540nm Amostra) %100 (12)

AD
ABS540nm

Sendo:

ABS540nm: absorbancia da amostra leitura a 540 nm.

3.2.17 Andlise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos foram expostos a andlise estatistica através da Andlise de
Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparacdo de médias de Tukey, a 5% de

significancia.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacao fisico-quimica do CPS

O Concentrado proteico de soro de leite (CPS) com 35% de proteina foi diluido na
propor¢ao de 9% de carga proteica em 1000 mL de agua destilada. As amostras foram
caracterizadas em triplicata quanto a composi¢dao, descrita na Tabela 4. Os valores
encontrados estdo expressos em média com o desvio padrao (P>0,05). As amostras foram

coletadas de forma randomizadas para analisar sua composicao.
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Tabela 6 - Composicao fisico-quimica da solugdo de CPS utilizada na hidrélise proteica

Parametros Concentragao no CPS

Proteina (g/100g) 9,03+0,15

Gordura (g/100g) 1,00+0,02
Lactose (g/100g) 12,12+0,28
pH 3,99

Sais 0,01

°Brix 22,8

Solidos totais (g/100g) 22,01£0,53

* 1. Resultados de média + desvio padrao.

Fonte: elaborado pelo Autor, 2020

Os valores encontrados na Tabela 6 estdo de acordo com o teorizado. Esses valores
servem de apoio para avaliar o rendimento dos processos que foram analisados nas proximas

etapas do trabalho como hidroélise, ultrafiltragdo, digestdo e bioatividade.

3.3.2 Cinética enzimatica do produto de hidrdlise para producéo de biopeptideos

Os resultados da cinética do grau de hidrdlise apresentados na Figura 9 foram

calculados com média e Desvio Padrdo para as enzimas utilizadas neste trabalho.
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Figura 9 - Cinéticado grau de hidrélise das proteinas do soro de leite
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Fonte: elaborado pelo Autor, 2020
Legenda. (@) Alcalase ¢ (M) Neutrase.

Ao final do processo, o grau de hidrolise (GH) maximo (21,15%) alcangado com a
enzima Alcalase. Até a primeira hora foi observado crescimento no GH, e apds 1,5 horas foi
atingido o plato. Com a enzima neutrase foi observado um GH de (3,5%), apresentando
também maior avango no GH na primeira hora e atingindo o plato apo6s 1,2 horas de reagao.
Os valores de GH relatados na literatura utilizando condi¢des de trabalho similares sao
bastante variaveis, O'Keeffe; FitzGerald, (2014), utilizando a Alcalase, Neutrase, Corolase PP
e Flavourzyme observaram valores de grau de hidrdlise, (20,5, 12,5, 12,1 e 11,4%)
respectivamente. Corrochano et al., (2019) observaram GH menor que os resultados do nosso
trabalho com a enzima Alcalase (13,60%) e superiores com a Neutrase (5,28%).

A Alcalase ja foi relatada na literatura por possuir alto GH para diversos substratos
proteicos. De acordo com Doucet et al., (2003), a atividade da Alcalase estd relacionada a
especificidade da enzima em hidrolisar proteinas em regides com aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, Triptofano e Tirosina), alifaticos (Leucina e Alanina), residuos de hidroxila
(Serina), acidos (Glutamico) e contendo enxofre (Metionina) em regides internas da proteina.
A Neutrase ¢ uma metaloendoprotease (XU et al., 2014) atua quebrando as liga¢des entre os

aminoacidos leucina e fenilalanina (XU et al., 2014; O’ KEEFFE, FITZGERALD, 2014).
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Combinado as duas enzimas Alcalase e Neutrase, a cinética do GH esta expressos em
média com Desvio Padrao obtidos neste trabalho, conforme Figura 10. A Neutrase foi
adicionada apos duas horas de reacdo para completar aumentar a hidrdlise e agir em

sinergismo com a Alcalase.

Figura 10 - Cinética do Grau de hidrolise das proteinas do CPS produto de hidrolise seqiiencial pelas
enzimas Alcalase e Neutrase
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Fonte: elaborado pelo Autor, 2020.
Legenda. (@) Alcalase ¢ (M) Neutrase.

Aliando as duas enzimas (Alcalase e Neutrase) em reacdes sequenciais,
conforme mostra a Figura 10, foi observado um aumento no grau de hidrélise (GH). A
Alcalase sozinha atingiu um grau de hidrodlise de 21,15%, e com a adigdo da Neutrase este
valor aumentou para de 27,37%. A Alcalase manteve-se crescente a atividade proteolitica até
1,5 horas de reacdo, atingindo o platdé e ndo havendo mais diferencas no grau de hidrdlise.
Ap6s adicao da Neutrase, no tempo de 2 h, ocorreu aumento novamente no GH. A hidrolise
de duas enzimas em cinergismo pode aumentar significativamente o GH. Bu et al (2020)
utilizaram a hidrolise sequencial com enzima Pancreaticas com a Protease A2SD e atingiram
o grau de hidrolise maximo de 45,4% na hidrolise de proteinas do soro de leite. Por outro
lado, a combina¢ao de Alcalase com Protease A2SD e necutrase com Protease A2SD

obtiveram grau de hidrélise <35%, mas inferior que a primeira combinagdo. Além disso,
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diferentes combinagdes de enzimas exibiram diferentes capacidades de clivagem de peptideos
e liberagao de fenilalanina. A fenilalanina ¢ apontada como composto alergénico do leite em
pacientes portadores da doenca fenilcetonuria. A combinagdo da Protease A2SD com as
enzimas Thermoase, ou a Neutrase ou a Pancreatina liberaram 94,13%, 91,44% e 93,25%
respectivamente de fenilalanina, provando que embora tenha um menor grau de hidrélise, o
mecanismo da enzima de afinidade da neutrase por fenilalanina demonstra a indicacao da
enzima para diminuir composto potencial alergénico (BU et al, 2020), sendo indicado
combinar hidrélise com a neutrase para diminuir os compostos alergénicos em pacientes com
fenilcetonuria.

Outro fator que corrobora com o aumento da hidrélise foi o pré-tratamento térmico
antes de iniciar a hidrolise enzimatica, a temperatura desnatura e melhora a manipulacio
conformacional das proteinas globulares do soro de leite, auxiliando na a a¢do da enzima em
quebrar as liga¢des peptidicas. Combinar enzimas proteoliticas aliadas a um tratamento
térmico auxilia a produzir peptideos com multiplas propriedades funcionais (JOUBRAN et

al., 2015).

3.3.3 Ultrafiltracao dos hidrolisados proteicos de soro de leite

Inicialmente foi realizado o processo de limpeza das membranas e repetido apos cada
UF, o sistema foi enxaguado com agua por 5 minutos sem reciclo e com a valvula de pressao
totalmente aberta, com o objetivo de remover a camada de depdsito formada pela polarizacdo
por concentracdo. Apds o enxague, a permeabilidade da membrana foi medida novamente

com agua miliQ, conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11 - Fluxo do permeado com soluto 4gua miliQ, através da membrana de UF operando
a 1 bar de pressao e 50°C de temperatura

120
° o
100 | P oo, .o
L Y
000,% ®0e0°
o O P
80
60
=
<
£ 40
=
o
x
=
T 20
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Tempo (h)

Fonte: elaborado pelo Autor, 2020.

O fluxo inicial foi de 106,56 L/h.m? Figura 10, havendo um pequeno decréscimo ao
longo do tempo e nao redugdo abixo de 82 L/h.m? O fluxo da membrana se manteve abaixo
do valor de referéncia (150 a 250 L/h.m2) indicado pelo fabricante. A pressdo para UF foi
definida em 1 bar. Utilizando a pressdo de 1 bar, fendmenos como polarizacio e incrustagao
sao minimizados e o fluxo tem dependéncia mais linear com a pressdo. Por este motivo, esta

pressao foi definida como a pressao de trabalho para o processo de ultrafiltragao.
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Figura 12 - Fluxo permeado através da membrana de UF operando com solucdo proteica hidrolisada
pelas enzimas Alcalase e Neutrase a 1 bar de pressao e 50°C de temperatura
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Fonte: elaborada pelo Autor, 2020

O fluxo do permeado da solucdo hidrolisada Figura 12, foi iniciado com 52,308
L/h.m2, capacidade menor que a agua miliQ Figura 11, consequéncia do fendmeno de
polarizagdo por concentragdo, onde podem ser formadas zonas e/ou camadas de polarizagao
que impedem ou dificultam a passagem da solugdo hidrolisada. Nestes momentos, as
moléculas tendem a ficar retidas, enquanto a agua flui com mais facilidade através dos poros
da membrana, e consequentemente, a concentracao proteica no permeado diminui. De acordo
com Cheison, Wang e Xu (2007), altas taxas de recuperagdo de proteina no permeado estdo
intimamente relacionadas ao seu trafego pela membrana e o GH elevado aumenta a
permeacao (LI POWER, et al., 2014; O'KEEFFE et al., 2017; ALONSO et al., 2018).

O fluxo de permeado ¢ influenciado por varios fatores, como as caracteristicas do
substrato, as propriedades hidrodinamicas, a pressdo transmenbrana, a geometria da
membrana, as condigdes de processo e equipamentos (CHERYAN, 1998, GIRARD;
FUKUMOTO, 2000, HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

A hidrdlise enzimatica combinada com a tecnologia de ultrafiltragdo permite a

obtencao de peptideos dentro de uma faixa de massa molecular, os peptideos de alto peso
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molecular sdo retidos, migrando no permeado os peptideos <l10kDa que exibem atividades
biologicas (BARRY et al., 2017; POWER, et al., 2014; O'KEEFFE et al., 2017; ALONSO et
al., 2018) e contribuindo com a reducdo de compostos alergénicos (BU et al., 2020). Essa

caracterizagdo serd abordada na sequéncia.

3.3.4 Caracterizacdao fisico-quimica e molecular dos peptideos do soro de leite

A fim de avaliar a efetividade do processo (Tabela 7), a composic¢do fisico-quimica da
alimentacao, permeado e retido do hidrolisado proteico de soro de leite foi avaliada quanto a

suas concentragdes de proteina, nitrogénio livre, gordura, lactose e solidos totais

Tabela 7 - Caracterizacao Fisico-quimica de solucao hidrolisada de CPS por Alcalase e Neutrase, e do retido
e permeado obtidos na ultrafiltracédo da solugdo

Proteinas 0 0 Solidos totais ., . Cz%

Amostras totais (%) Gordura (%) Lactose (%) (%) Brix pH (m/m)
Alimentagio 2> =001 1034002 12062028 202 55 g5 a4
Retido P2 #0007 831002 57028 1242001 156 704 0,04
Permeado 0 F002 09120007  s584x023  IDATEOO8 o se g4z 0,05

* 1. Resultados de média = desvio padrio; n.d : ndo determinado;

Fonte: elaborado pelo Autor, 2020

A composi¢do de proteinas na alimentacdo foi distribuida pelas correntes de retido e
permeado (Tabela 7). O soro possui proteinas de alto peso molecular, maiores que o tamanho
dos poros das membranas, o resultado sugere que algumas proteinas tém mais de 10 kDa, nao
sendo possivel a permeacdo pelos poros da membrana. Barry et al., (2017) utilizaram a
combinacdo da Neutrase ¢ Alcalase ¢ observaram que um grau de hidrolise de 19 % e
observou aumento significativo de permeacao através de uma membrana de UF de 50 kDa. .

Nos resultados para lactose e gordura, observa-se separacdo apds ultrafiltragdo. A
lactose teve distribuicdo cerca de 50% de teor nas correntes retido e permeado. O teor de
gordura permaneceu em maior concentracdo na corrente retido, porém uma pequena fracao
esteve presente no permeado. Pelo didmetro de corte da membrana, maior parte da gordura

deveria ficar retida, porém uma pequena quantidade de gordura no soro de leite deve estar na
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forma de gordura livre, conseguindo permear pelo poro da membrana (MULDER E
WALSTRA, 1974). Portanto, menos gordura foi transferida através da membrana.

Os hidrolisados obtidos em diferentes estagios da hidrdlise enzimatica por Alcalase +
Neutrase ultrafiltrados e apds digestdo simulada foram caracterizados quanto ao comprimento
médio das cadeias dos peptideos formados de acordo com a Equacao 3. Os resultados foram
expressos em numero de residuos de aminoacidos; e o conforme Equacao 4 o peso molecular
médio, em Daltons, conforme descrito na Tabela 8. A Figura 13 apresenta o perfil molecular

dos peptideos ao longo do tempo de hidrdlise.

Figura 13 - Caracterizacdo molecular de biopeptideos do CPS obtidos por hidrolise sequencial
Alcalase + Neutrase.
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Fonte: elaborado pelo Autor, (2020).
Legenda. CMC N° de Aminoacidos (@), PMM em Daltons (X)
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Tabela 8 - Caracterizagdo molecular de biopeptideos do CPS obtidos por hidroélise sequencial.

Amostra GH Comprimento médio das Massa molecular

cadeias (N° de residuos) média (Da)
A+N (D) 7,60 13,16 1579,55
A+N total 34,97 2,86 343,151
CPS (D) 17,39 5,75 690

Legenda:A+N (D): Alcalase + Neutrase fase pos-digestao; A+N (T): Alcalase + Neutrase somatorio
digestdo e hidrélise; CPS: Concentrado proteico do soro de leite pos-digestdo.

Fonte: elaborada pelo Autor, 2020

Com o tempo de reacdo, a medida que aumentou o GH ocorreu um decréscimo
progressivo no comprimento das cadeias (CMC) e na massa molecular média (MMM) Figura
9. O CMC de 4,38 indica que, em média, os peptideos formados sdo tetrapeptideos com
aproximadamente 4 a 5 aminoacidos e com MMM de 438,46 Da. Os resultados da digestao
do CPS, Tabela 8, apresentaram peso molecular superior a proteina hidrolisada previamente
pos-digestao, CMC de 5,75 ¢ MMM 690 Da, presumindo que foram liberados em média
peptideos <1kDa e hidrolisados por Alcalase + Neutrase previamente um CMC 2,86 e MMM
de 343,513 em média, liberou sequencias de tri e dipeptideos com aproximadamente 3
aminoacidos Da. Lorenzetti et al., (2020), utilizando o pré tratamento com ultrassom,
hidrdlise enzimatica previamente e submetido os hidrolizados da digestao, encontraram perfil
de peptideos similares ao nosso trabalho, com 199; 205; 274; 357 e 371 Da. Apos a hidrolise
e digestdo gastrointestinal ocorre um aumento de peptideos gerados, mesmo para amostras
antes previamente hidrolisados.

Apos a digestdo intestinal, foi observado um GH maximo de (17,39%) com o soro de
leite concentrado, superiores a Conway et al., 2013, que observaram (8,2%) de GH apds 2 h
de digestao com pepsina seguida por 3 h de tratamento com tripsina, porém inferiores a Power
Grant et al., (2015), observaram um GH de (32%) ap6s digestdo com o soro de leite. Com a
hidrolise sequencial foi possivel obter um GH maximo de (27,37%), + (7,6%) de digestao foi
observado um GH méximo de (34,97%) no total. Se considerarmos apenas a digestdo, o soro
de leite concentrado teve maior GH, pois as proteinas estavam na sua forma integra,
mostrando que o processo de hidrolise e ultrafiltracdo pode facilitar o trabalho do sistema
digestorio diminuido o tamanho dos peptideos (GALLEGO et al., 2020).

O interesse na obtengao de pequenos peptideos, di, tri- e tetrapeptideos, estd
relacionado a sua biodisponibilidade, uma vez que podem ser capazes de sobreviver a

digestdo gastrointestinal, além de melhorar suas atividades biologicas. A absor¢do de
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aminoacidos acontece via transporte ativo secundario de sddio, os peptideos compostos por 2
ou 3 aminoacidos, absorvidos via transporte ativo secundario, baseado no gradiente de
hidrogénio ionizado ou transportador PepT1 (WIDMAIER et al., 2013). Na presenga do
aminodcido prolina, esses peptideos, podem passar o sistema digestorio sem sofrer
degradacao. Lorenzetti et al., (2020), conclui que a carga proteica continua a mesma apods a
digestao, os peptideos podem chegar disponiveis para absor¢do no ileo, mantem sua atividade
bioldgica, ocorrendo apemas uma diminui¢dao do peso molecular, sendo encontrados em maior
quantidade di e tri peptideos, o que podem melhorar a atividade biologica.

As Figuras 14A e 14B ilustram o perfil eletroforético dos peptideos obtidos no
processo. Para comparagdo, foi realizada simulagdo gastrointestinal da solug¢do proteica de
soro de leite sem passar pela hidrolise e ultrafiltracdo. Analisando as amostras nao
hidrolisadas, na Figura 14 A, observa-se a presenca de duas bandas intensamente coradas, que
correspondemas fragdes P-lactoglobulina (18 kDa) e a-lactoalbumina (14 kDa), proteinas
mais abundantes do soro, aparece ainda algumas caseinas (25 a 36 kDa) remanescentes do
processo de fabricagdo do queijo com bandas bem claras. Por outro lado, na Figura 14 B, as
bandas da B-lactoglobulina e a-lactoalbumina ndo sao mais observadas, mostrando que
hidrolise reduziu a massa molar da solugdo. Adicionalmente, ndo sdo observadas outras
marcacdes acima de 10 kDa para qualquer faixa apos a digestdo (tanto para o CPS sem
hidrdlise como para o hidrolisado). Essa Figura leva a reflexdo que o trato gastrointestinal ¢
muito eficiente para digestao das proteinas do soro de leite, de modo que somente visualiza-se

marcagoes abaixo de 10 kDa na Figura 14B.
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Figura 14 - (A) Perfil eletroforético dos marcadores padrao (10-250 kDa) e do CPS em gel Tris-
Tricina; (B)Perfil eletroforético Peptideos do CPS Intacta pos digestao e Hidrolisados A+N permeado

pos digestdao em gel Tris-Tricina
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Legenda: CPS: Concentrado proteico de soro de leite; CPS (E): Concentrado proteico de soro de leite apoés a

passagem pelo estomago; CPS (I): Concentrado proteico de soro de leite apds o intestino; A+N (E): Alcalase +

Neutrase fase fase estomago; A+N (I): Alcalase + Neutrase fase fase intestinal.

Fonte: Elaborada pelo Autor, 2020
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Figura 15 - (A) Perfil eletroforético dos marcadores padrdo (10-250 kDa) e do CPS hidrolisado em
gel Tris-Tricina; (B) Perfil eletroforético dos peptideos apo6s ultrafiltragdo em gel Tris-Tricina.
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Legenda: ALC: Alcalase; N: Neutrase; A+N (R): Alcalase + Neutrase Retido; A + N (P): Alcalase + Neutrase
Permeado.

Fonte: Elaborada pelo Autor, 2020

Para os hidrolisados obtidos pela Alcalase Figura 15 A, observa-se um aparecimento
das bandas proteicas com massa molecular abaixo de 10 kDa, indicativo que seja peptideos
com peso molecular de 1 a 2 kDa. Essa banda nado esta visivel com hidrolisados pela enzima
Neutrase Figura 15A, o baixo grau de hidrolise da Neutrase, produz poucos peptideos de
baixo peso molecular, ndo sendo possivel visualizar na eletroforese, o contrario ocorre com a
Alcalase produzindo maior quantidade de peptideos de baixo peso molecular, comprovado
pelo alto GH da Alcalase Figura 9. O método eletroforético detecta cadeias polipeptidicas
maiores que 1 kDa, e provavelmente ndo foi possivel visualizar os peptideos gerados abaixo
desse valor. Em virtude de a Alcalase ser uma enzima com ampla a¢do e pouca seletividade, ¢
possivel que tenha gerados peptideos de diferentes pesos moleculares, ndo sendo possivel a
visualizacdo destes pela sua baixa concentracdo (PESSATO et al., 2016). Na Figura 15B ¢
possivel também observar a diferenca do perfil de peptideos apds realizar a hidrdlise
sequencial pela acdo da Alcalase+Neutrase e submeter ao processo de Ultrafiltragdo. Apods
Ultrafiltracdo, os peptideos do permeado de peso molecular entre 100 a 250 kDa nao

aparecem na eletroforese, sendo possivel observar peptideos exclusivamente de peso
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molecular menor quel0 kDa, enquanto que na corrente de retido oberva-se uma banda >100
kDa, comprovando a migracdo de peptideos de baixo peso molecular pela ultrafiltracao.

A Figura 14B apresenta os resultados da digestdo gastrointestinal simulada. Na
digestdo do concentrado proteico de soro de leite (CPS), apos a passagem pelo estdmago,
nota-se intensa coloragao nas bandas B-Lg (18 kDa) e a-La (14 kDa), indicando menor grau
de hidrolise dessas proteinas. A B-lactoglobulina ¢ relatada por outros trabalhos (SOUSA et
al., 2020; Ozdrio, 2020) como sendo resistente a enzima gastrica pepsina e rapidamente
hidrolisada na fase intestinal. A formagdo de bandas de peptideos na faixa de 1 kDa em
pequena propor¢ao, mostram que houve pequena intensidade de hidrolise proteica, inclusive
em relacdo as caseinas, no topo do gel as fragdes.

Ao final da fase intestinal 14B, nenhuma banda esta visivel acima de 10 kDa, com
hidrélise sequencial digerida e soro de leite digerido. Sousa et al., (2020) ndo encontrou
nenhuma proteina intacta na eletroforese e espectrometria de massa do soro de leite digerido
utilizando o mesmo protocolo de digestao infogest.

Durante a digestao estatica simulada ocorrre alteracdes moleculares nas proteinas
nativa do soro de leite € os compostos como os peptideos presos a estrutura proteica sao
liberados para realizar sua atividade biofuncional, OZORIO et al., (2020) caracterizou cerca
de 198 peptideos liberados durante o processo de digestdo.

A digestao alimentar, algumas vezes ¢ apontada como tdxica para células Caco-2 e
HT-29 (LE MAUX et al., 2013), o estudo de Corrochano et al., (2018) demonstra o contrario,
utilizando as proteinas do soro de leite apos digestdo simulada foi observadoo que a
bioatividade de B- lactoglobulina e a-lactalbumina protegem as células humanas HT-29 do
dano causado por radicais livres, a lactoferrina aumentou significativamente a quantidade de
superdxido dismutase 1, 2 e tioredoxina que sdo enzimas antioxidantes intracelulares. Todas

as amostras apresentam atividade inibidora da DPP-IV.

3.3.5 Atividade bioldgica de peptideos do soro de leite

A atividade antioxidante (ABTS e FRAP) dos biopeptideos estd expressa em pmol
TE/g de proteina para atividade antioxidante, umol AC/g de proteina com atividade anti-
hipoclorito e atividade da enzima a-amilase expresso em inibi¢do de 50% da atividade da

enzima (ICso/g de proteina/mL) conforme mostra a Tabela 9. As amostras hidrolisadas
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mostraram aumento na atividade antioxidante quando comparadas com o CPS nao

hidrolisado. As amotras liquidas foram diluidas 50 vezes para leiutura no espectro.

Tabela 9 - Atividade bioldgica do soro de leite concentrado, peptideos obtidos pela hidrdlise e volume do
retido e permeado

CPS ALC N AN (R) AN (P)

ABTS  1745+148 56,81£1,04 23,01£1,71 37,7442,77  74,04+2,61

FRAP 3,12+0,23 15,99+2,92  12,73+1,15  12,70+1,87 8,34+0,68

Anti HOCl  42,33+12,7  92,24+1845 48,14£2,46 123,78£9,68 103,62+2,58

o-Amilase  0,73+0,02 0,37 £0,01 0,36+0,01 0,85+0,03 0,15+0,09

* 1. Resultados de média + desvio padrao; Legenda: CPS: concentrado proteico do soro de leite; ALC: Alcalase;

N: Neutrase; A + N (R): Alcalase + Neutrase retido; A + N (P): Alcalase + Neutrase permeado;

Fonte: elaborada pelo Autor, 2020.

A atividade biologica dos peptideos do soro de leite conforme Tabela 8, exibiram
aumento de acdo antioxidante (ABTS e FRAP) em todas as amostras hidrolisadas quando
comparadas com a proteina integra. As amostras de hidrolisado de Alcalase apresentou
resultados de inibigdo superiores a Neutrase, cerca de 2x maior capacidade de eliminagao do
radical ABTS+ e acdo Anti HOCIL. Com o ensaio poder redutor férrico FRAP os hidrolisados
de Alcalase apresentaram (15,99+2,92 pmol de TE/g de proteina mL™') e com a Neutrase
(12,73+1,15 umol de TE/g de proteina mL!). Avaliado a atividade antidiabética foi observado
diferencas nos valores de inibicdo de 50% da atividade da enzima a-amilase (ICso) tratada
com o soro de leite concentrado (proteina intacta) ICso (0,73£0,02 g de proteina mL™!), que
apresentaram melhora na atividade anti-a-amilase com os hidrolisados da Alcalase 1Cso
(0,37+0,01 g de proteina mL') e também observado valores muito proximos com os
hidrolisados da Neutrasa ICso (0,36+0,01 g de proteina mL™).

Avaliado atividade bioativa da solugao hidrolisada de Alcalse + Neutrase Ultrafiltrada,
a corrente retido apresentou valores superiores de acdo antioxidante pelo método FRAP
(12,73+1,15 umol de TE/g de proteina mL™') em relagdo ao permeado (8,34+0,68 de pumol
TE/g de proteina mL™'). A atividade anti HOCL apresentou efeito inibidor superior com a

corrente retido (123,78+9,68 umol de AC/g de proteina mL') em relagio ao permeado
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(103,62+2,58 pmol de AC/g de proteina mL!). A analise da atividade anti-o-amilase
apresentou melhora na a¢ao inibidora da enzima com a corrente permeado ICso (0,15+ 0,09 g
de proteina mL™!) em real¢io ao retido ICso (0,85+0,03 g de proteina mL'). A Alcalase
apresentou atividade FRAP (15,99+2,92 umol de TE/g de proteina mL™!) superior as correntes
retido (12,7+1,87 umol de TE/g de proteina mL!) e permeado pmol de (8,34+0,68 TE/g de
proteina mL!). Esses resultados sugerem que, para as condi¢cdes de substrato, enzima e
relagdo enzima:substrato utilizadas neste trabalho, podem haver um GH critico a partir do
qual a atividade biologica ¢ pouco ou negativamente influenciada e que pode ndo ser
necessario uma extensa hidrolise para a formagao de peptideos com potencial biologico para
determinadas atividades, como no caso do retido de Alcalase adi¢ao de Neutragdo superior ao
permeado. O baixo peso molecular ¢ importante para melhora do efeito bioldgico, porem a
sequencia de aminoacidos ¢ fator primordial para que ocorra o efeito funcional (BAMDAD et
al., 2017; CHEUNG et al., 2012).

De acordo com Corrochano et al., 2019, foi observado que os hidrolisados utilizando a
enzima Alcalase apresentaram maiores resultados de atividade antioxidante que a proteina
integra pelo método FRAP (26,96 + 1,18 umol de TE/g de pod), inibicdo do radical ABTS
(76,41 £ 2,67%) e por ensaio ORAC (737,36 = 67,24 umol de TE/g de pd), proteina do soro
intacta por FRAP (3,81 + 0,46 umol de TE/g de po, de inibicdo do radical ABTS (6,98 +
0,18% pmol de TE/g de pd) e por ORAC (128,74 + 48,36 umol de TE/g de pd). Os
hidrolizados por neutrase apresentaram atividade antioxidante 3x menor por inbi¢ao do
radical FRAP e ORAC e 2x menor para inibi¢ao.

Ap6s ingerir o alimento via oral, os peptideos sdo submetidos & acdo de enzimas
proteoliticas que podem aumentar o GH (GALLEGO et al., 2020). O modelo de digestao
empregado neste trabalho ¢ um modelo estatico in vitro, padronizado do INFOGEST, que
simula o transito gastrointestinal (MIKENUS et al, 2014). As amostras de soro de leite intacto
e hidrdlise sequencial foram submetidas a processo de digestdo gastrica e intestinal. Os
resultados da atividade antioxidante conforme Figura 16 método ABTS e Figura 17 método
FRAP foram expressos em pM de trolox equivalente/g de proteina mL™! no decorrer do tempo

de digestao.
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Figura 16 - Atividade Antioxidante pelo ensaio ABTS de peptideos do CPS no decorrer da digestao A)
peptideos do CPS B) permeado de hidrolise com A+N
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Figura 17 - Atividade antioxidante, pelo ensaio FRAP, de peptideos do CPS no decorrer da digestao
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Apos o processo de digestdo, as amostras de soro de leite intacto e permeado de
hidrolisados do soro por Alcalse + Neutrase, exibiram alteragdo na atividade antioxidante.
Avaliado pelo método ABTS, a proteina integra do CPS apresentou (88,52+2,45 pumol de
TE/g de proteina mL!) amostra avaliada no final da etapa do estomago, e aumento da
atividade no final da etapa intestino (108+4,41 pmol de TE/g de proteina mL™!). O mesmo foi
observado pela amostra de permeado da amostra hidrolisada por Alcalase e Neutrase,
(128,61£5,35 pmol de TE/g de proteina mL!) no final da fase estomago e seguiu aumentando
a atividade ap6s final da etapa intestino (184,2+5,22 umol de TE/g de proteina mL™). Pelo
método FRAP, a proteina integra do CPS apresentou (30,43+1,01 pmol de TE/g de proteina
mL!) amostra avaliada no final da etapa do estdmago, e reduziu metade da atividade
(14,1£2,01 pmol de TE/g de proteina mL'), no final da etapa intestino. O contrario foi
observado pela amostra de permeado de hidrolisados pela Alcalase + Neutrase, ao final da
fase estdbmago ocorreu aumento do efeito inibitorio (15,1+2,08 umol de TE/g de proteina mL"
1) e aumentou cerca 3x a atividade apds final da etapa intestino (51,63+2,45 umol de TE/g de
proteina mL™"). A digest&o in vitro melhora a atividade antioxidante tanto para o CPS proteina
intacta quanto hidrolisada previamente. A Alcalase ¢ apontada como poderosa em produzir
peptideos com agdo antioxidante se comparada com os produtos de hidrdlise por enzimas
digestivas individualmente como Pancreatina, Papaina, Pepsina, Protease e Tripsina, assim
como as enzimas comerciais como a Esperase, Flavourzyme, Neutrase, (KIM et al. 2007). A
hidrolise sequencial Alcalase+Neutrase aliado ao processo de Ultrafiltracdo, melhorou
significativamente a acdo antioxidante de peptideos do soro de leite apos digestdo, pois
padroniza os peptideos em tamanho <10 kDa. Esses resultados estdo de acordo com POWER-
GRANT et al. (2015), avaliaram a atividade antioxidante do CPS poés-digestdao e observaram
valores de inibicdo do hidrolisado superior a proteina intacta. Valores encontrados com
proteina intacta antes da digestdo (136,62+10,18 pumol de TE/g de pd) soro de leite
hidrolisado GH 32% (373,91+£22,98 pumol de TE/g de pd) e com o aumento do GH 45%,
ocorreu melhora no efeito antioxidante (776,92+14,4 pmol de TE/g de pd). Com o soro de
leite previamente hidrolisado e digerido GH 32% (444,89 £20,64 umol de TE/g de p6) e GH
de 45% condigdes gastricas exibiu (606,13+45,40 umol de TE/g de p6) pelo método ORAC.
A hidrélise com Alcalase combinada com a Neutrase, submetida a digestdo, aumenta a
atividade antioxidante. De acordo com Corrochano et al (2019), a atividade antioxidante
avaliada pelo método FRAP e ABTS, os peptideos do soro do leite liberados por hidrdlise de

Alcalase, Neutrase e Bromelaina pds digestdo teve uma diminui¢@o na atividade antioxidante.
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Nossos resultados ocorreram o contrario, uma possivel explicacdo ¢ que a hidrélise com
combinagdes de enzimas aliado ao processo de ultrafiltragao, melhoram significativamente a
atividade funcional de peptideos pds-digestao.

E importante ressaltar que os biopetideos serio absorvidos na por¢io do intestino
delgado, Joubran et al. (2015), avaliaram a capacidade antioxidante de peptideos de a-LA
utilizando um modelo in vitro do intestino infantil. Foi observado que as amostras duodenais
infantil apresentam atividade antioxidante superios do que as amostras de duodeno in vitro de
adulto, j4 as amostras do estomago ocorreu o contrario, apresentando maior atividade
antioxidante do modelo in vitro adulto. A atividade antioxidante ndo esta relacionada apenas a
localizagdo da fase de digestdo, mas também para o periodo de vida. Nota-se que ¢ importante
avaliar as duas etapas, intestino e estomago, pois, algunas peptideos sdo absorvidos tambem
no estomago (DUPONT et al., 2010).

Os modelos simulados in vitro se aproxima muito do modelo in vivo, Sanchén et al.,
(2018), avaliou o perfil de peptideos do leite liberados por digestdo em modelos in vivo e in
vitro, os resultados foram proximos se comparado as sequencias de aminoacidos, fosforilagdo
e regides de resisténcia a hidrdlise enzimatica.

O estresse oxidativo ndo controlado esta relacionado ao processo inflamatorio, uma
das espécies reativas produzidas em excesso durante as reacdes inflamatorias ¢ o acido
hipocloroso (FERNANDES et al., 2013). O processo oxidativo ¢ uma peca chave para o
controle da inflamagdo, peptideos com multifuncionalidades sdo gerados quando se tem um
alto grau de hidrolise proteica. A Figura 18 mostra a atividade anti-inflamatoria dos peptideos
do soro de leite pds-digestdo e hidrolisado pds-digestdo, os resultados foram expressos em
uM de acido ascorbico (AC) equivalente/ mg de proteina por meio de inibicdo do acido

hipocloroso.
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Figura 18 - Atividade Anti-HOCI de peptideos do CPS no decorrer da digestao A) peptideos do CPS
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Avaliado pelo método inibi¢ado de HOCI, a proteina integra do CPS apresentou (50,
5+6,74 umol de AC/g de proteina mL™') no tempo 0, ao final da etapa do estomago apresentou
uma leve reducio (45,7+0,18 pmol de AC/g de proteina mL!) e apresentou aumento cerca 7x
no final da etapa intestino (349,1£29,21pmol de AC/g de proteina mL!). As amostras de
permeado hidrolisados por Alcalase+Neutrase apresentaram valores (129,8+11,15 pumol de
AC/g de proteina mL') no tempo 0 e ao final de fase estomago dobou a atividade
(240,32+15,94 umol de AC/g de proteina) e contiuou aumentar a atividade apos final da etapa
intestino (387,3+61,47 umol de AC/g de proteina). Ao longo do processo de digestdo ocorre
variacdo na atividade biologica. As amostras de disgestdio do soro de leite intacto
apresentaram valores baixos durante quase todo o processo de digestdo, apresentando
aumento expressivo no tempo 90 da fase intestino, a atividade anti-inflamatoria parece estar
relacionada com a resisténcia & hidrolise da B-lactoglobulina, a agdo da enzima gastrica
pepsina. Com a adi¢do da pancreatina, rapidamente aumenta a digestdo da B-lactoglobulina,
(SOUZA et al., 2019). Conclui-se que a atividade anti-Hipoclorito apresenta forte relagdo com
a liberacao dos peptideos pelas enzimas pancreaticas. Analisando o tempo de permanéncia no
intestino, até o final da fase estdbmago, a diferenga entre o CPS e hidrolisado ¢ grande, os
hidrolizados apresentam poder inibidor de ate 8x maior que o CPS. Mas, apos o final da fase
intestino essa diferenga diminui, mostrando que para a atividade anti-inflamatoria ndo tem
diferencas significativas em hidrolisar previamente a proteina do soro. A atividade anti-
inflamatoéria de peptideos e proteinas por inibicdo do mecanismo gerador HOCI ¢ conhecida,
Izadi e Fazilati, (2018) avaliaram a acdo da ficocianina, uma ficobiliproteina de peso
moléculas 19-14 kDa extraida de microalgas como a spirulina. A atividade inibitéria da
ficocianina foi de 12,94%.

Outra proteina com acao anti-HOCI ¢ a melanina, Gongalves e Pombeiro-Sponchiado,
(2005), avaliaram pigmentos proteicos (melanina) de Aspergillus nidulans, comparando com
a melalina sintética. O efeito inibitorio foi bem proximo, sugerindo dependéncia da dose para
inibir a oxidagao pela agao do HOCI.

Poucos estudos exploram a atividade anti-inflamatoria de peptideos e seus possiveis
mecanismos. E conhecido que uma dieta com leite e soro de leite tem efeito anti-inflamatério,
como protecdo intestinal em criangas (DALLAS et al., 2014; DALLAS et al., 2013),
capacidade de diminuir a inflamagao em células 3T3-F442 de Tripeptideos derivados do leite
IPP (Ile-Pro-Pro) e VPP (Val-Pro-Pro). Umas das proteinas do soro de leite, a Lactoferrina,

tem efeito anti-inflamatdrio. A lactoferrina tem a capacidade de diminui¢@o nos niveis séricos
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de citocinas pro-inflamatoérias IL-1B, IL-6, IL-18, TNF-a, lipocalina, a diminui¢cdo de NFkB a
jusante indicadores de sinalizacdo, e estimulagdo de SOD e expressao de NrF2. NF«B,
conhecido como regulador transcricional cardinal de respostas inflamatorias, esse mecanismo
tem a¢do em diminuir a inflamacao, além disso, o estudo de Mohamed et al., (2018), provou
que a diminui¢do dos processos inflamatorios auxilia no controle da doencao Diabetes.

Os danos causados por espécies reativas de oxigénio em cé€lulas B pancreaticas, altera
a cascata de sinalizacdo de insulina, levando a um quadro de resisténcia a insulinica,
diminui¢do de tolerancia a glicose e disfun¢do mitocondrial, principal patogénese do
desenvolvimento e progressdo do diabetes tipo 2 (HANCHANG et al., 2019; MOUSSA 2008)
diversos estudos relaciona o estresse oxidativo com patogénese da Diabetes mellitus
(SUOMALAINEN; BATTERSBY, 2018; BURGOS-MORON et al., 2019; ROMA JONAS,
2020; ANIGBORO, 2019) e ainda na condicdo de hiperglimia cronica, se ndo for tratada,
ocorre aumento de espécies reativas de oxigénio mitocondrial € ndo mitocondrial (MOUSSA,
2008).

A metabolizacdo do carboidrato (agucares complexos e polissacarideos) por enzima
hidrolases como a-amilase, o-glucosidase, maltase etc, auxilia na liberacdo de acucares
simples como a glicose, aumentando a absorc¢do rapida de acucar sérico (ANIGBORO et al.,
2018). Portanto os inibidores de a-amilase sdo uma das opgdes estudadas atualmente para
retardar a absorcao de glicose no sangue, principalmente em pacientes diabéticos mellitus tipo
2, ap6s ingestdo de alimentos ricos em carboidratos (AVWIOROKO et al., 2020), aliar
peptideos com efeito multifuncional, auxilia na manutencdo da saude por diferentes
mecanismos. A Figura 19 mostra a atividade inibidora da a-amilase dos peptideos do soro de
leite pos-digestdo e hidrolisados pos-digestdo expressos em inibicdo de 50 porcento da

atividade da enzima/g de proteina mL"!.
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Figura 19 - Atividade Anti o-amilase de peptideos do CPS no decorrer da digestao A) peptideos do

CPS B) permeado de hidrolise com A+N
A)

0 -
0,107

0,067

0,027 0,024

! I 0,013

IC;, (mg de proteina/mL

0 T T T T

0,034

0,010

0,012
I

0,008 0,009
- -

CPS(0) CPS(30) CPS(60) CPS(90) CPS (120)

CPS(0)  CPS (30)

CPS(60)

Fase Estomago

CPS (90) CPS (120)

B)

0 - 0,034

0 - 0,029
0,025

IC, (mg de proteina/mL
o

01 0,020
0
0,013
0 0,007
0
0 = T T T T T T

0,013

0,005

0,006 0,006

HENE

A+N (0) A+N(30) A+N(60) A+N (90) A+N (120) A+N (0)

Fase Estomago

A+N (30) A+N (60) A+N (90) A+N (120)

* 1. Resultados de média + desvio padrdo,;Legenda: Al + N: Alcalase + Neutrase; WPC. Soro de leite concentrado

Fonte: elaborado pelo Autor, 2020




82

A digestao apresenta influencia na funcionalidade dos peptideos do soro de leite, as
amostras de CPS intacto e soro hidrolisado por Alcalse+Neutrase apresentaram melhora
significativa na atividade antidiabética pos-digestdo. Avaliado pelo método inibidor de a-
amilase, a proteina integra do CPS apresentou melhora na bioatividade, ICso (0,013+0,0098 g
de proteina mL') amostra avaliada no final da etapa do estomago e seguiu até o final da etapa
intestino 1Cso (0,009+0,0007 g de proteina mL!). O mesmo foi observado pela amostra de
permeado hidrolisado por Alcalase e Neutrase melhoras no efeito inibitorio ao final da fase
estomago 1Cs0(0,013+£0,0004 g de proteina mL™') e seguiu com melhora significativa apds
final da etapa intestino ICso (0,0063= 0,0003 g de proteina mL™). Comportamento similar foi
relado por El et al, (2015), avaliaram a atividade inibidora de a-amilase dos peptideos de
Kefir e leite de cabra, amostra de leite de cabra digerido 1Cso (0,000027 + 0,000005 kefir
digerido 0,000032 + 0,000007 leite de cabra 0,002429 + 0,000182, Kefir 0,000139 =+
0,000012 g de proteina mL ~ ).

Os resultados indicam que a digestdo simulada aumenta o efeito inibitoério de
peptideos contra a enzima a-amilase em hidrolisar o carboidrato. Os resultados sugerem que
os peptideos do soro de leite podem auxiliar no combate a Diabetes Mellitus tipo 2, para
ingestdo de alimentos ricos em carboidratos. Colaborando com outros estudos que destacam
as proteinas do soro de leite com potencial antidiabético apos digestdo, com a proteina
previamente hidrolisada e submetida a digestao (POWER GRANT et al.,, 2015). A
lactorferrina ¢ relatada por exercer efeito nos niveis basais de HbAlc, IMC e perfil lipidico
em paciebtes pediatrica obesos e observados aumento de genes de expressdo de PPAR-y e
SIRT-1 (MOHAMED et al., 2018). Ratos alimentados com hidrolisado de proteina do leite de
camelo apresentaram atividade hipoglicémica e hipolipidemiantes, além de melhoras na
atividade da superoxido dismutase e catalase, preservacdo das células B (KILARI et al.,
2021). Mostrando que o soro do leite tem potencial em auxiliar no controle de doencgas
metabolicas por diversos mecanismos como a¢ao antioxidante preservando as células,
melhorando a resposta da insulina, atividade mitocondrial e inibi¢ao da a-amilase, retardando
a liberagao do amido.

A produgdo de peptideos com potencial multifuncional tornasse de grande importancia
na manutencdo de doengas metabdlicas como no caso da Diabetes tipo 2. Os inibidores de a-
amilase como a acarbose possuem efeitos colaterais indesejaveis como desconforto abdominal
e flatuléncia em pacientes diabéticos em uso do medicamento, pois possui uma alta

capacidade de retardar a quebra do amido no trato gastrointestinal (ADEFEGHA et al., 2016;
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ADEFEGHA e OBOH, 2012). Os resultados indicam que uma dieta com petideos do soro de
leite pode reduzir a atividade da a-amilase, ajudando a controlar o pico de niveis de glicose no
sangue em pacientes diabéticos pds consumo de carboidratos. Acredita-se que os petideos
podem apresentar efeitos colaterais mais brandos em relagdo atividade extremamente alta da
acarbose, proporcionando melhor adesdo e qualidade de vida para o paciente diabético.

O desenvolvimento de biopeptideos multifuncionais ¢ de grande importancia do ponto
de vista saude e agregar valor a subprodutos do soro de leite. O estilo de vida atualmente
acentua condig¢des patologicas como a diabetes e hipertensdo, o que se torna um grande
problema de satide publica em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (ALUKO, 2015).
Todas as células do corpo metabolizam o carboidrato para gerar “energia” na forma de ATP,
os desafios na manutencdo dos niveis de glicose sanguinea sdo altissimos e a situagdo se
complica pelo estresse oxidativo. Em uma condi¢cdo de diabetes mellitus prolongada, o as
atividades deletérias das espécies reativas sdo elevadas; portanto, restringindo as atividades
desses grupos reativos produziram alguns resultados positivos em pacientes suplementados
com peptideos ao longo do tempo (OYEDEMI et al., 2017).

A atividade bioldgica dos peptideos esta relacionada com os grupos quimicos expostos
na hidrélise, as endopeptidase como a Alcalase ¢ conhecido por expor grupos hidrofébicos
dos aminoacidos C> e em Cg4, responsaveis por aumentar a atividade funcional
(FITZGERALD et al., 2020; SARMADIA, ISMAIL, 2010; GALLEGO et al., 2020). Essa
pode ser a diferenga na melhora da atividade bioativa dos hidrolisados previamente pos-
digestdo em relacdo a proteina integra pos-digestdo. Outro fator que contribui € o alto grau de
hidrolise, ao final da reagdo sdo formados di e tripeptideos, tamanho molecular apontado
como primordial para melhora da atividade bioativa pods-digestdo, estabilidade e
biodisponibilidade (FITZGERALD et al., 2020; GALLEGO et al., 2020).

Este estudo mostrou que ao manipular a conformacao de proteinas com tratamento
térmico de pré-hidrolise, combinado com uma sele¢ao enzimas cuidadosamente selecionadas,
aliado ao processo de ultrafiltracio, podem ser produzidos peptideos com
multifuncionalidades a partir de CPS, podendo ser utilizado como ingredientes na fabricacao

de alimentos funcionais e nutracéuticos.

3.4 CONCLUSAO
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A hidrdlise enzimatica para producao de peptideos bioativos representa uma opgao
viavel para valorizar as proteinas do soro de leite. A combinacdo de enzimas Alcalase e
Neutrase aumenta significativamente o grau de hidrdlise, em conjunto com operagdo de
Ultrafitragdo, permite obtencdo de peptideos de baixo peso molecular e melhora nas
atividades biologicas apds digestdo gastrointestinal. A caracterizagdo fisico-quimica e
molecular comprovou a separacdo de peptideos entre as correntes retidas e permeadas. O
perfil molecular mostrou dimuicdo de proteinas de peso molecular na faixa de 100 a 250 kDa
apos a Ultrafiltragdo. Por outro lado, apo6s hidrolise e ultrafiltragdo, e apds a digestdo, o
produto obtido apresentou perfil de peptideos somente com peso molecular menor 10 kDa.,

Para todas as atividades bioldgicas testadas, os hidrolisados proteicos e ultrafiltrados
apresentam melhora na bioatividade (inibicdo de radical ABTS e FRAP, Anti-a-Amilase) se
comparado com a proteina integra. A bioatividade dos peptideos apds simulacdo
gastrointestinal apresentou variagcdes no decorrer da digestdo, foi observado melhora na
bioativdade pos digestdo da proteina intacta do soro e hidrolizados previamente em relagdo as
amostras antes da digestdo. As bioatividades como a agao anti-inflamatoria, anti-diabética e
antioxidante apresenta relagdo com os peptideos liberados pela agdao das enzimas pancreaticas.
A B-lactoglobulina ¢ resistente a hidrolise, sendo rapidamente hidrolisada pelas enzimas
pancredticas. A atividade anti-HOCI ndo apresentou diferencas significativas do soro de leite
digerido em relagdo aos hidrolisados pds digestao.

Os resultados da combingao de enzimas, aliados a ultrafiltragdo, diminuiram o peso
molecular e melhoram a biodisponibilidade, contruibuindo com o desenvolvimento de
peptideos com maior capacidade funcional em relacdo a proteina integra pos-digestdos. As
propriedades estruturais de peptideos, como o tamanho do peptideo ou hidrofobicidade
determinar ndo apenas sua reatividade, mas também sua estabilidade e biodisponibilidade.
Combinar enzimas aliado ao processo de ultrafiltracdo, melhora a biodisponibilidade de
peptideos do soro de leite, além disso, ocorreu melhora nas atividades bioldgicas testadas. Os
resultados apresentam a potencial aplicacdo de peptideos multifuncional com mecanismo que
apresentam cinergismo (antioxodante, anti-inflamatoria e antidiabética). A acdo antioxidante ¢
patogénese de diversas doengas metabolicas, produzir peptideos com agdo antioxidante tem
uma otica diferenciada.

Uma questdo que deve ser considerada sdo as interacdes da matriz alimentar com 0s
peptideos, uma vez que os alimentos podem causar modificacdo quimica que podem levar a

alteracdo na bioacessibilidade e/ou biodisponibilidade dos peptideos do soro do leite.
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4. CONCLUSAO GERAL

A combinacdo de enzimas Alcalase e Neutrase aumenta significativamente o grau de
hidrdlise, em conjunto com operacao de Ultrafitracdo, permitindo a obtengdo de peptideos de
baixo peso molecular ¢ melhorando a atividade bioldgica apods digestdo gastrointestinal.
Conforme ja teorizado pela andlise bibliométrica, as propriedades estruturais de peptideos e
alto grau de hidrélise determinan o resultado de um peptideo com agdo bioativa. Com o
avango do grau de hidrolise os peptideos apresentam melhora no efeito antioxidante,
reduzindo o estresse oxidativo celular.

Os peptideos se ingeridos via oral passam por digestdo, as acdes do sistema digestorio
alteram a estrutura proteica. Com isso, a bioatividade pode ser melhorada ou em alguns casos
diminuir o efeito biologico, especialmente ocorre mudanca rapida quando adicionado as
enzimas pancreaticas. As bioatividades como a acdo anti-inflamatoria, anti-diabética e
antioxidante esta realacionada com os peptideos liberados pela acdo das enzimas pancreaticas.
Os resultados da combingao de enzimas, aliados a ultrafiltragao, diminuiram o peso molecular
e melhoram a biodisponibilidade, contruibuindo com o desenvolvimento de peptideos com

maior capacidade funcional em relacdo a proteina integra pos-digestao.
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APENDICE A - PROCEDIMENTO DE LIMPEZA DA MEMBRANA

A limpeza foi conduzida conforme os passos apresentados abaixo. Apods o
reestabelecimento do pH depois de cada etapa de limpeza o fluxo de permeado com dgua 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 recirculagdo por 30 minutos;

3. Limpeza alcalina: pH ajustado entre 10,0 e 10,5 com solucdo de hidroxido de sodio 1,0 N,
com recirculag¢do 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 solucao de hidroxido de sodio
1,0 N, adi¢do de 200 ppm de hipoclorito de sédio, com recirculagdo 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
solucdo, nos casos necessarios.

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

6. Limpeza acida: pH ajustado entre 1,8 e 2,0 com solucdo de acido nitrico, com recirculagao
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¢do de enzima em concentragdao de 0,5% do volume da solugdo,
com recirculacao 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 - CALCULO DA CADEIA MEDIA DOS PEPTIDEOS COM
HIDROLISE DE ALCALASE E NEUTRASE INDIVIDUAL

1) Alcalase
Tempo n° mols Média GH CcMC MMM
0,17 0,032 4,85 20,61 2474,22
0,33 0,055 8,25 12,12 1454,54
0,50 0,076 11,24 8,89 1067,61
0,67 0,097 14,51 6,89 827,01
0,83 0,109 16,18 6,18 741,65
1,00 0,120 17,87 5,59 671,51
1,17 0,130 19,37 5,16 619,51
1,33 0,138 20,49 4,88 585,65
1,50 0,141 20,93 4,77 573,33
1,67 0,142 21,06 4,74 569,80
1,83 0,142 21,06 4,748 569,80
2,00 0,142 21,06 4,74 569,80

2) Neutrase

Tempo n° mols GH CMC MMM
0,2 0,001 0,81 123,45 14814,81
0,3 0,003 1,44 69,44 8333,33
0,5 0,006 1,93 51,81 6217,61
0,8 0,010 2,43 41,15 4938,27
1,3 0,015 2,75 36,36 4363,63
1,8 0,020 3,01 33,22 3986,71
2,3 0,025 3,18 31,44 3773,58

2,8 0,030 3,5 28,57 3428,57




