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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar as atividades antioxidante e antimicrobiana de hidrolisados proteicos de soro de
leite obtidos por diferentes proteases (Alcalase e Flavourzyme) e sua mistura (proporcdo 50:50). Previamente a
hidrélise enzimatica, o soro de leite foi concentrado por ultrafiltracdo com membranas cerdmicas tubulares. A reacdo
enzimatica foi realizada de acordo com o método pH-stat, sendo coletadas aliquotas com diferentes graus de
hidrélise (GH), ao longo de cada hidrdlise proteica. Os hidrolisados foram analisados quanto a estimativa do teor
de peptideos, atividade antioxidante pelos métodos de captura do radical livre ABTS* e do radical peroxila (Oxygen
radical antioxidant capacity - ORAC), eletroforese e atividade antimicrobiana. Os maximos GH alcancados foram
15%, 52% e 63%, para Flavourzyme, mistura das enzimas e Alcalase, respectivamente. A atividade antioxidante
aumentou com o GH. Os hidrolisados proteicos obtidos pela Alcalase apresentaram maiores atividades
antioxidantes que os outros hidrolisados. Entretanto, nenhum hidrolisado proteico apresentou atividade
antimicrobiana contra as cepas de Salmonella choleraesuis subsp. Enteritidis (ATCC 13076) e Listeria monocytogenes
(ATCC 9117).

Palavras-chave: Peptideos; Hidrélise enzimatica; Grau de hidrélise; Eletroforese; Capacidade antioxidante.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the antioxidant and antimicrobial activities of whey protein hydrolysates
obtained using different commercial proteases (Alcalase and Flavourzyme) as well as their blend (50:50 ratio). Prior
to the enzymatic hydrolysis, the whey was concentrated by ultrafiltration using tubular ceramic membranes. The
enzymatic reaction was carried out according to the pH-stat method, in which aliquots were collected with different
degrees of hydrolysis (DH) during the protein hydrolysis. The protein hydrolysates were evaluated with respect to
the estimated peptides content, antioxidant activity by capture of free radical ABTS* and the peroxyl radical (Oxygen
radical antioxidant capacity - ORAC) methods, electrophoresis and antimicrobial activity. The maximum DH values
reached were: 15%, 52% and 63% for Flavourzyme, the blend of enzymes and Alcalase, respectively. The antioxidant
activity increased with the DH. The protein hydrolysates obtained using Alcalase presented higher antioxidant
activities than the other samples. However, no samples presented antimicrobial activity against Salmonella
choleraesuis subsp. Enteritidis (ATCC 13076) or Listeria monocytogenes (ATCC 9117).

Keywords: Peptides; Enzymatic hydrolysis; Degree of hydrolysis; Electrophoresis; Antioxidant activity.

1 Introducgao

O soro de leite ¢ um coproduto gerado em quantidades substanciais pela industria de laticinios. Devido ao
seu elevado teor de matéria organica ¢ a alta demanda quimica e bioquimica de oxigénio, ¢ um potencial
poluidor de ambientes aquaticos, quando descartado de forma inadequada (Koutinas et al., 2007). Assim,
busca-se cada vez mais a diversificacdo dos processos aos quais € submetido este coproduto, no intuito de
reduzir seu possivel impacto ambiental, agregar valor e, principalmente, aproveitar suas propriedades
tecnologicas, fisiologicas e funcionais (Brandelli et al., 2015; Antunes, 2003).

Devido ao seu elevado conteudo de proteinas de alto valor bioldgico (12% a 14%, base seca), o soro de
leite ¢ amplamente utilizado pela industria alimenticia como agente gelificante, estabilizante, emulsificante
e espumante, e como ingrediente para paes, bolos e bebidas lacteas (Antunes, 2003). Também pode ser
utilizado pela industria farmacéutica, uma vez que as proteinas do soro de leite sdo uma fonte de peptideos
bioativos que possuem efeitos benéficos a fisiologia humana, tais como funcao antioxidante (Le Maux et al.,
2016, Contreras et al., 2011) ¢ antimicrobiana (Demers-Mathieu et al., 2013).

De acordo com Vioque et al. (2006), os peptideos bioativos sdo fragmentos especificos de proteina e seus
efeitos benéficos na saude sdo atribuidos a presenga e/ou sequéncia de aminoacidos na estrutura proteica.
A capacidade antioxidante dos peptideos esta relacionada com o mecanismo de agdo de alguns aminoacidos
presentes. Aminoacidos 4acidos e bdasicos sdo principalmente agentes quelantes de ions metalicos.
Ja aminoacidos que doam elétrons e/ou prétons ou que contenham grupamentos sulfidrilas apresentam a
capacidade de atuarem como sequestradores de radicais livres (Samaranayaka & Li-Chan, 2011; Sarmadi &
Ismail, 2010). Com relacdo a capacidade antimicrobiana, de modo geral, os peptideos atuam na membrana
plasmatica dos micro-organismos através de ligacdes eletrostaticas e entre os grupos hidrofobicos dos
peptideos e os lipideos presentes na membrana. Tal fato altera a permeabilidade da membrana plasmatica,
podendo provocar a ruptura e desintegracdo da célula. Também, os peptideos podem se difundir para o
interior da célula e alterar os componentes intracelulares, interferindo nas fungdes vitais da célula
(Benkerroum, 2010).

Tais peptideos encontram-se em estado inativo quando inseridos na cadeia polipeptidica da proteina,
podendo ser liberados através da hidrolise enzimatica da proteina. O tipo da enzima, o grau de hidrolise e o
pré-tratamento do substrato afetam significativamente a atividade biologica dos peptideos bioativos
(Sbroggio et al., 2016; Polanco-Lugo et al., 2014). A protease Alcalase ¢ uma endopeptidase, que possui agdo
catalitica nas regides internas das cadeias polipeptidicas, resultando na formagao de peptideos de baixo peso
molecular. Ja a Flavourzyme ¢ uma mistura enzimatica composta por aminopeptidases, dipeptidilpeptidases
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e endopeptidases. As aminopeptidases atuam sobre as ligagdes peptidicas na extremidade do substrato, no N
terminal, liberando aminoacidos; ja as dipeptidilpeptidases liberam dipeptideo N terminal da proteina
(Merz et al., 2015).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana de
hidrolisados proteicos de concentrado de soro de leite com diferentes graus de hidrolise, obtidos pela acao
da endopeptidase Alcalase, da exopeptidase Flavourzyme e da mistura destas.

2 Material e métodos

2.1 Material

Concentrado proteico de soro de leite bovino em pd, com 34% de proteina, foi fornecido pela Alibra®
Ingredientes (Campinas-SP). Para hidrélise proteica, foram utilizadas as proteases comerciais (Novozymes,
Bagsvaerd, Dinamarca) Alcalase® 2.4 L FG, uma serine endopeptidase de origem microbiana, produzida a
partir de Bacillus licheniformis, e Flavourzyme® 1000 L, uma mistura enzimatica composta por leucine
aminopeptidases, dipeptidilpeptidases, serine e metalo endopeptidases, e a-amilase, também de origem
microbiana, produzida a partir de Aspergillus oryzae.

2.2 Concentracao proteica por ultrafiltracao

Inicialmente, o concentrado proteico de soro em pé foi reconstituido em agua destilada em uma
concentragdo de 0,8 g proteinas/100 g, a mesma encontrada no soro de leite in natura (Antunes, 2003). Uma
vez que as industrias processadoras de soro geralmente realizam a sua concentragdo antes de diversos
processos, o soro de leite reconstituido foi entdo concentrado por ultrafiltragdo (UF) antes de ser submetido
a hidrolise enzimatica. A UF, processo que consiste na passagem de um produto por uma membrana seletiva,
foi escolhida, no presente trabalho, por ser uma realidade economicamente viavel, observada atualmente em
laticinios no Brasil.

No processo de UF, utilizou-se um sistema com quatro modulos tubulares de membranas ceramicas, com
diametro médio dos poros de 20 kDa (Techniques Industrielles Appliquées, Bollene, Franca). A condigdo de
processo, definida em testes preliminares, foi: 40 °C, pressdo aplicada @ membrana de 5 bar, vazdo de
recirculagdo de 900 L/h e area filtrante total de 0,022 m?. O processo foi conduzido até atingir um fator de
concentra¢do volumétrico minimo de dois. O fluxo médio de permeado obtido ao final da UF foi de
51,4 kg/(h.m?). As fragdes retida e permeada apresentaram concentragdes de proteinas soliiveis de
1,67 £ 0,08 mg/mL e 0,02 + 0,00 mg/mL (Bradford, 1976), respectivamente, sendo que a alimentacdo inicial
apresentava uma concentracdo de 0,65 + 0,03 mg/mL.

2.3 Hidrdlise enzimatica proteica

Para todos os ensaios de hidrolise, utilizou-se um reator encamisado acoplado a um banho termostatico
com circulagdo externa para controle da temperatura. Para cada tipo de enzima, foi feita a hidrdlise enzimatica
proteica do concentrado de soro de leite. A amostra, sob agitacdo por agitador magnético, foi inicialmente
aquecida na temperatura desejada e seu pH ajustado com solucdo de NaOH. As condi¢des de reacdo para a
Alcalase foram 60 °C e pH 8,0, e para a Flavourzyme, foram 50 °C e pH 7,0, definidas de acordo com o
fabricante da enzima. Para a mistura de enzimas (proporg¢ao 50:50), a condi¢éo utilizada foi 50 °C e pH 8,0
(Nchienzia et al., 2010). Em seguida, foi feita adi¢do da enzima [5 g/100 g proteinas, concentragdo baseada
nos resultados reportados por Mutilangi et al. (1995) e Morais et al. (2015)] a amostra e a reagdo foi
monitorada, titulando-se manualmente e continuamente NaOH, de modo a manter o pH constante.
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Para o célculo do grau de hidrdlise, o conteido de NaOH consumido foi monitorado em fungdo do tempo,
até que as variagdes do consumo da base fossem insignificantes (<1 mL/h). O processo foi avaliado pelo grau
de hidrélise (GH), determinado pelo método pH-stat (Adler-Nissen, 1985). O GH foi definido como sendo o
numero de ligagdes peptidicas hidrolisadas, expresso em equivalentes de hidrélise, em relagdo ao niimero
total de ligagdes peptidicas antes da reacdo (Adler-Nissen, 1985).

Para determinacgdo das curvas de cinética de hidrélise (GH versus tempo), foram utilizados 500 mL de
soro de leite concentrado. Para obten¢do de hidrolisados proteicos com diferentes GH, foi realizada outra
hidrélise enzimatica de 1 L de amostra, com retirada de aliquotas (200 mL) em diferentes tempos de reac¢éo
(Tabela 1). Apds coleta, as aliquotas sofreram tratamento térmico a 80 °C por 15 min, para inativagdo
enzimatica. Cerca de 180 mL de cada aliquota foram congelados e posteriormente liofilizados, sendo 20 mL
mantidos congelados a -10 °C. A fracgdo liofilizada foi utilizada para analise de atividade antimicrobiana e
caracterizagdo dos peptideos por eletroforese Tricina SDS-PAGE. A fracdo congelada foi avaliada quanto a
atividade antioxidante e quantificagdo dos peptideos pelo método de tirosina.

Tabela 1. Aliquotas, com diferentes graus de hidrolise (GH), obtidas em diferentes tempos de hidrdlise proteica pela
acdo da Alcalase, da Flavourzyme e da mistura destas enzimas.

Enzima Aliquota GH (%) Tempo (min)
Al 0,0 0
A2 15,7 5
Alcalase A3 31,5 18
A4 47,2 70
A5 63,0 360
F1 0,0 0
F2 3.8 10
Flavourzyme F3 7,7 20
F4 11,5 60
F5 15,0 360
M1 0,0 0
M2 13,0 10
Mistura M3 26,0 35
M4 39,0 100
M5 52,0 360

2.4 Métodos analiticos

2.4.1 Tricina-dodecilsulfato de s6dio em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil eletroforético foi determinado de acordo com Schéigger & Von Jagow (1987), utilizando gel de tricina
SDS-PAGE. O gel correu inicialmente a 30 V, aumentando para 77 V, quando a amostra atingiu o gel de
separacdo, e na etapa final, aumentou-se a corrente elétrica para 100 V. O sistema de eletroforese foi o Protean 11
xi cell (Bio Rad) e o padrao proteico com faixa de massa molecular entre 1,06 a 26,6 kDa (Sigma Aldrich).

2.4.2 Estimativa da dosagem de peptideos pelo método da tirosina

A quantifica¢do dos peptideos gerados na hidrdlise enzimatica foi realizada segundo o método descrito por
Chang-Lee et al. (1989), usando a técnica de detecgao de tirosina por ultravioleta apds precipitagao das proteinas
com 4cido tricloroacético a 10%. A leitura foi feita em espectrofotometro (Biospectro, modelo SP-220) a
280 nm. Foi construida uma curva padrdo com diferentes concentragdes de tirosina (Sigma Aldrich), variando
de 0,25 a 1,6 pg/mL. As andlises foram realizadas em duplicata.
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2.4.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante (AA) in vitro dos hidrolisados proteicos foi determinada por dois métodos: pela
captura do radical livie ABTS" e do radical peroxila (Oxygen radical antioxidant capacity - ORAC). Os ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados de capacidade antioxidante foram expressos como pM Trolox
equivalente (TE). A atividade antioxidante pelo método ABTS foi determinada de acordo com Re et al. (1999).
Para a preparagio do radical ABTS", foram adicionados, em um frasco 4mbar, 15 mL de solu¢do aquosa de ABTS
[acido 2,2 azino-bis (3-etilbenzotiazolina-acido 6-sulfonico) 7 mM e 264 pL da solucdo de KoSOs 140 mM].
O frasco foi deixado em repouso, no escuro, por aproximadamente 16 h, para estabilizagdo da solucdo. A solugdo
de ABTS" foi diluida em tampéo fosfato de sodio pH 7,4 até atingir uma absorbéancia de 0,700 £ 0,020 a 734 nm.
As amostras sofreram rea¢do com a solugdo do radical ABTS™ (proporgdo 1:10) durante 6 min e as absorbancias
foram lidas a 734 nm (Biospectro, modelo SP-220). Foi construida uma curva padrao de Trolox (&cido 6-hidroxi-
2-5-7-8-tetrametilcromo 2-carboxilico), com concentragdes variando de 20 a 1600 uM, em tampao fosfato pH 7,4.

Para o método ORAC, foram preparadas solugdes de fluoresceina 78 nM, obtidas a partir de uma solugéo
estoque de 78 pM e de AAPH [dicloridrato de 2,2,Azobis (2-metilpropionamida)] 221 mM. Todos os reagentes
foram diluidos em soluggo tampao fosfato de sodio 75 mM em pH 7,4. A curva padrido de Trolox foi construida
com concentracdes variando de 20 a 120 pmol Trolox/L. O equipamento utilizado foi R Chisto (Infinite M200,
Tecan, Sui¢a) com leitor de microplacas de poliestireno, com 96 pogos de aplicacdo na cor preta. Foram aplicados
80 pL de amostra e dispensados pelo equipamento 80 puL de fluoresceina e 40 ul. de AAPH, perfazendo um
volume total de 200 puLL em cada pogo. A fluorescéncia foi registrada durante 150 ciclos por cerca de 3 h. A leitura
da fluorescéncia foi feita a 40 °C e em comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 485 e 520 nm,
respectivamente (Contreras et al., 2011).

2.4.4 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada contra cepas de Salmonella choleraesuis subsp Enteritidis CT
(ATCC 13076) e Listeria monocytogenes (ATCC 9117), pela metodologia de difusdo em agar (Wan et al.,
1998). As bactérias foram ativadas em meio de cultura agar soja tripticaseina a 45 °C, para Salmonella, e
agar soja tripticaseina suplementado com extrato de levedura (Becton, Dickinson and Company, Franga) a
45 °C, para Listeria. A concentracdo do indculo em solugdo salina foi ajustada para densidade 6tica de 0,3 na
escala Mcfarland (1x10% UFC/mL), obtida através da leitura no densitdometro (Densimat, Biomeriéux,
Franga). Cerca de 70 mL de cada meio foram transferidos para placas de Petri e, apos solidificacdo, foram
feitos os pogos. Os hidrolisados foram liofilizados para serem solubilizados a uma concentragio de 0,2 g/mL
em tampao fosfato de sddio pH 7,4. Foram aplicados 40 pL das amostras, em duplicata, e os controles
negativo (tampao fosfato de sédio pH 7,4) e positivo (clorexidina a 0,12%), em seus respectivos pogos.

2.5 Analise estatistica

Os resultados experimentais foram analisados estatisticamente pelo programa XLSTAT versdo 7.5,
(Addinsoft, 1995-2004) através da Analise de Variancia (ANOVA) aplicando-se o Teste de Tukey no nivel
de 5% de significancia.

3 Resultados e discussao

3.1 Hidrodlise enzimatica do soro de leite concentrado por UF

As curvas de cinética de hidrdlise enzimatica (GH versus tempo) por diferentes proteases estdo expostas na
Figura 1. Foi observado um comportamento comum a todas as curvas, com uma alta taxa de hidrolise inicial,
devido ao elevado niimero de ligagdes peptidicas clivadas na primeira hora de reagdo. Apds este periodo, foi
verificada uma reduc@o na taxa de hidrolise até a estabilizagdo do GH, caracterizando o final do processo.
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Essa diminui¢ao da velocidade de reacdao pode ocorrer devido a inibi¢do da enzima pelos produtos gerados; ao
efeito da concorréncia entre produto e substrato; a diminuigdo de sitios de hidrdlise disponiveis, ou ainda pela
autodigestdo enzimatica.

2 i
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&
5% Alcalase
[
T 40 Mistura
T 3
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5 20
S 104 i
0 A=

o &

0 100 200 300 400

Tempo (minutos)

Figura 1. Curvas de cinética de hidrolise enzimatica das proteinas do soro de leite com as diferentes enzimas
comerciais e a mistura enzimatica.

As cinéticas de hidrdlise enzimatica revelam que maiores valores de GH foram alcangados pela agéo da
Alcalase, quando comparados com os obtidos pela Flavourzyme, indicando que a primeira enzima hidrolisou
mais ligagdes que a segunda. Comportamento semelhante foi reportado também por Kim et al. (2007), para
proteinas do soro de leite. Entretanto, Bamdad et al. (2011) observaram um resultado oposto, em que maiores
GH foram obtidos para a Flavourzyme. Tal fato pode ser explicado por causa das distintas ag¢des cataliticas,
com acessibilidades especificas na cadeia proteica. Alcalase ¢ uma endopeptidase com ampla especificidade
de ligacdes peptidicas para hidroélise com atividade enzimatica de 2,4 AU/g (unidade Anson/g, determinada
com hemoglobina como substrato). Por outro lado, a Flavourzyme é uma mistura enzimatica composta por
amino-, dipeptidil- ¢ endopeptidases, conferindo uma ampla ago; logo, maiores valores de GH eram
esperados quando comparados com a hidrolise por Alcalase (Merz et al., 2015; Pedroche et al., 2002).
Merz et al. (2015) verificaram que cada enzima que compde a Flavourzyme possui temperatura e pH 6timos.
No presente trabalho, a hidrolise foi conduzida a 50 °C e pH 7,0, condigdo 6tima para um tipo de
dipeptidilpeptidase (atividade enzimatica de 133 nkat/mg, unidade katal/mg, determinada com p-nitroanilina
como substrato) e para dois tipos de endopeptidases (atividades enzimaticas de 775 e 495 ACU/mg, unidade
azocaseina/mg, determinada com azocaseina como substrato) (Merz et al., 2015). Entretanto, maiores valores
de GH obtidos para a reacdo com Alcalase podem indicar que a atividade enzimatica da Alcalase ¢ maior do
que a das enzimas que compdem a Flavourzyme. Contudo, como as unidades de atividade enzimatica das
enzimas sdo diferentes, ndo foi possivel compara-las.

Diversos autores, estudando a hidrélise enzimdtica de soro de leite pela acdo da Alcalase, reportaram
valores de GH inferiores ao do presente trabalho, variando de 16% a 20% (Li-Jun et al., 2008; Perea et al.,
1993). Tal fato pode ser devido a etapa de UF do soro de leite realizada anteriormente a hidrdlise enzimatica.
Para verificar o efeito da UF sobre o GH, foram realizados ensaios de hidrolise do soro de leite em pd
reconstituido que ndo sofreram UF e com o mesmo conteudo proteico. Como resultado, observou-se que o
maximo GH alcancado para as enzimas Alcalase, Flavourzyme e a mistura destas foram 26%, 8,3% e 27%,
respectivamente, valores inferiores aos obtidos para o soro concentrado por membranas, demonstrando o
efeito da UF sobre o GH. Provavelmente, as condi¢des utilizadas na UF (40 °C e 5 bar) podem ter favorecido
o desdobramento da proteina, aumentando a sua exposi¢ao e, consequentemente, sua susceptibilidade a
protedlise. Li et al. (2015) reportaram a desnaturagdo das proteinas do leite quando submetidas a UF, que
pode ter ocorrido devido ao estresse mecanico causado pelo processo (Belmejdoub et al., 2012), permitindo
maior exposi¢do a a¢do da enzima (O’Loughlin et al., 2012).

A Figura 2 ilustra o perfil eletroforético dos hidrolisados proteicos. Analisando-se as amostras ndo
hidrolisadas (A1, M1 e F1), observa-se a presenca de duas bandas intensamente coradas, que correspondem
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as fragdes P-lactoglobulina (18 kDa) e a-lactoalbumina (14 kDa), proteinas mais abundantes do soro, além
de caseinas (26,6 kDa) remanescentes do processo de fabricagdo do queijo.

Para os hidrolisados obtidos pela Alcalase, observa-se um gradual desaparecimento das bandas proteicas com
massa molecular acima de 26 kDa, demonstrando assim que houve a clivagem das caseinas ja na primeira hora de
acdo da enzima. E possivel também observar a hidrolise da a-La ao longo da reagdo. Ja a p-Lg parece ser mais
resistente a a¢do da enzima, provavelmente devido a sua organizagao estrutural secundaria e terciaria. Observa-se,
no entanto, que houve uma hidrolise parcial da mesma, uma vez que a intensidade das bandas diminuiu ao longo
do tempo da reagdo. Como o método detecta cadeias polipeptidicas de até 1,0 kDa, provavelmente ndo foi possivel
visualizar os peptideos gerados, o que sugere extensa hidrolise proteica, com formagdo de peptideos de peso
molecular inferior a 1 kDa, ou ainda, como a Alcalase € uma enzima de ampla agdo e pouca seletividade (Pessato
et al., 2016), € possivel que tenham sido gerados muitos peptideos, de diferentes estruturas e massas, ndo sendo
possivel a visualizagdo destes pela sua baixa concentraggo.

A Figura 2b apresenta os resultados para a mistura das enzimas. Observa-se que houve menor degradagio das
caseinas ao se comparar com os dados da Alcalase (Figura 2a). O mesmo acontece para a hidrdlise da a-La e B-Lg,
indicando menor hidrdlise destas proteinas. J& para o tratamento do soro de leite com a Flavourzyme (Figura 2c),
nota-se uma coloracdo intensa, correspondente as fragoes proteicas ndo hidrolisadas de B-Lg (18 kDa) e o-La
(14 kDa), e a formagao de bandas de peptideos na faixa de 1 kDa em pequena propor¢ao, comprovando que houve
pequena intensidade de hidrdlise proteica, inclusive em relagdo as caseinas, no topo do gel.
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PM (kDa) "
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(a) (b)
P F1 F2 F3 F4 F5
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170 —""'l 27 0
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e i B e g o

3,49
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Figura 2. Perfis eletroforéticos de hidrolisados proteicos obtidos pela: (a) Alcalase; (b) mistura Alcalase e Flavourzyme; e
(c) Flavouzyme. P é padrdo de ultrabaixo peso molecular (PM); A1-AS5 sao referentes aos hidrolisados obtidos pela Alcalase
com grau de hidrolise (GH) de 0, 15,7, 31,5, 47,2 ¢ 63,0%; F1-F5 sao referentes aos hidrolisados obtidos pela Flavourzyme
com GH de 0, 3,8, 7,7, 11,5 e 15,0%; M1-MS5 sao referentes aos hidrolisados obtidos pela mistura Alcalase e Flavourzyme
com GH de 0, 13,0, 26,0, 39,0 € 52,0%; B-Lg e a-La correspondem a B-lactoglobulina e a-lactalbumina.
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3.2 Atividade antioxidante

Os resultados de A4 dos hidrolisados proteicos com diferentes GH estdo ilustrados na Figura 3. Como
esperado, o aumento no GH resultou em maior quantidade de peptideos liberados, observado pelo aumento
na concentragdo de tirosina. Também, para todos os ensaios, verificou-se que maiores valores de A4
ocorreram em amostras com elevado GH. Diversos autores t€ém reportado o efeito positivo do GH na A4 de
soro de leite (Le Maux et al., 2016; Contreras et al., 2011). De acordo com Elias et al. (2008), a A4 das
proteinas pode estar relacionada a composicdo de aminoacidos. Entretanto, tal propriedade ¢ limitada pela
estrutura terciaria, uma vez que os aminodcidos antioxidantes estdo inacessiveis as substancias pro-oxidantes.
Desta forma, a clivagem das proteinas favorece a exposic@o de tais aminoacidos, aumentando a A4.
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Figura 3. Concentragao estimada de peptideos com base na concentragéo de tirosina e atividade antioxidante pelos
métodos ABTS (A) e ORAC (B) dos hidrolisados proteicos com diferentes graus de hidrolise obtidos pela Alcalase,
pela Flavourzyme e pela mistura destas.

Entretanto, comparando os hidrolisados com valores similares de GH, as amostras hidrolisadas pela
Alcalase apresentaram maiores A4 que as obtidas pela acdo da Flavourzyme e da mistura das enzimas. Estes
resultados podem ser devidos a diferenca entre os perfis peptidicos formados em cada condig¢dao, uma vez que
as enzimas possuem diferentes mecanismos de reacdo e especificidade. Ou seja, tal fato influencia no nimero
e na localizagdo das ligagdes peptidicas clivadas na hidrélise, resultando na liberagdo de diferentes peptideos
quanto ao tamanho e a composicdo de aminoacidos (Polanco-Lugo et al., 2014). A Alcalase atua em sitios
especificos no interior da cadeia polipeptidica, sendo responsavel pela geragdo de peptideos de menor massa
molecular (Figura 2a). De acordo com a literatura, quanto menor a massa molecular dos peptideos, maior a
AA atribuida ao hidrolisado (Sbroggio et al., 2016; Ranamukhaarachchi et al., 2013; Contreras et al., 2011),
explicando assim os resultados encontrados para a Alcalase.
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Por outro lado, para um mesmo GH, os menores valores de 44 foram observados para os hidrolisados
proteicos obtidos pela a¢do da Flavourzyme. Como esta ¢ composta por oito diferentes enzimas, tais como
amino-, dipeptidil- e endopeptidases (Merz et al., 2015), era esperado obter peptideos de pequena massa
molecular devido a ampla acdo destas enzimas. Entretanto, o perfil eletroforético (Figura 2c) revelou pequena
clivagem das proteinas do soro de leite, resultando em peptideos de maior massa molecular em comparagéo
com os hidrolisados obtidos pela Alcalase ou pela mistura Alcalase + Flavourzyme. Assim, pode-se inferir
que a efetividade da Flavourzyme na hidrolise das proteinas do soro de leite provavelmente foi devida a agdo
das amino- e dipeptidilpeptidases, resultando em peptideos com maior massa molecular e, consequentemente,
menor A4.

Com relagdo aos hidrolisados proteicos obtidos pela acdo da mistura das enzimas, eram esperados
resultados mais expressivos, uma vez que a agdo combinada de enzimas com diferentes agdes cataliticas
resultaria em peptideos de baixa massa molecular e, consequentemente, maior 44. Entretanto, como mostram
os resultados do presente trabalho, esta hipétese ndo se confirmou. Tal fato pode estar relacionado a
diminui¢do da quantidade de Alcalase na mistura enzimatica, quando comparada com o uso dela pura, devido
a adi¢do da Flavourzyme, na proporg¢do 50:50.

Analisando-se a Figura 3, as amostras apresentaram maior capacidade em sequestrar o radical peroxil
(ORAC) do que o radical livre ABTS". Tais resultados sio devidos aos mecanismos distintos dos métodos
utilizados: 0 ORAC é baseado na transferéncia de atomos de hidrogénio, enquanto que o ABTS, na transferéncia
de elétrons (Sarmadi & Ismail, 2010). Hernandez-Ledesma et al. (2005) verificaram que aminodcidos
aromaticos presentes no leite, tais como triptofano e tirosina, tém habilidade de agir como doadores de
hidrogénio. Este mecanismo ¢ responsavel pela atividade antioxidante desses aminoacidos, justificando assim
o fato de o método ORAC apresentar melhores resultados quando comparado com o método ABTS. Além
disso, os resultados obtidos sdo promissores, uma vez que o método ORAC possui um significado bioldgico
maior em relagdo aqueles que utilizam oxidantes que ndo sdo necessariamente pro-oxidantes fisiologicos, como,
por exemplo, o radical ABTS" (Lima, 2008). De acordo com Lima (2008), o radical peroxila ¢ a espécie reativa
de oxigénio biologicamente mais importante por sua abundéncia e por ser responsavel por danos oxidativos.

3.3 Atividade antimicrobiana

Nao foi verificada atividade antimicrobiana das amostras contra as cepas bacterianas estudadas. Deve-se
levar em considerag@o que, diferentemente do presente trabalho, diversos estudos sdo realizados a partir de
fragdes purificadas (Osman et al., 2016; Théolier et al., 2013) ou concentradas (Demers-Mathieu et al., 2013).
Dessa forma, uma possivel explicacdo para que os hidrolisados obtidos neste trabalho ndo apresentassem
atividade antimicrobiana é a baixa concentragdo de proteinas usada na analise. Também, tais resultados
podem ser devidos ao tamanho dos peptideos obtidos. De acordo com Salami et al. (2010), acredita-se que
peptideos de tamanhos menores (entre 2 e 20 aminoacidos) ultrapassem a membrana celular da bactéria mais
facilmente, apresentando maior atividade antimicrobiana.

4 Conclusoes

O uso de enzimas com diferentes especificidades resultou em hidrolisados com diferentes AA4.
O hidrolisado obtido pela Alcalase apresentou maiores 44 em relag@o as outras amostras. Foi verificado que
0 aumento no GH favoreceu a liberagdo de peptideos antioxidantes. Todas as amostras apresentaram maior
capacidade de capturar o radical peroxila, um pro-oxidante fisioldgico, do que o radical ABTS". A diferenga
nos resultados provavelmente se deve a agdo catalitica das enzimas, que atuam em diferentes pontos da
estrutura proteica para clivagem das ligacdes peptidicas. Entretanto, nenhum hidrolisado proteico apresentou
atividade antimicrobiana contra cepas de S. choleraesuis subsp. Enteritidis CT e L. monocytogenes. Este
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estudo demonstrou que a hidrolise enzimatica proteica do soro de leite previamente concentrado por
membranas resulta na obtencdo de hidrolisados com diferentes perfis peptidicos e propriedades antioxidantes.
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