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HIDROLISE DE SORO DE LEITE OVINO DIFILTRADO PELA ENZIMA
COROLASE H-PH E AVALIACAO DA GERACAO DE PEPTIDEQOS BIOATIVOS

HYDROLYSIS OF DIAFILTRATED OVINE MILK WHEY BY H-PH
COROLASE ENZYME AND EVALUATION OF BIOACTIVE PEPTIDE GENERATION
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi obter um diafiltrado de soro de leite ovino e avaliar o
efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica da protease corolase H-pH. Também se
investigou o grau de hidrélise da protease (corolase H-pH) em diferentes tempos (1, 2, 3, 4, 5
e 6 h) e também a massa molecular média e comprimento meédio da cadeia peptidica das
amostras. O pH e a temperatura influenciaram significativamente a atividade enzimatica,
sendo indicado o pH 8 e a temperatura de 60°C. O hidrolisado em 1 h de reacdo apresentou o
maior nimero de péptidos em intervalo de 300 a 500 m/z (23,28%). Também foi encontrado
maiores percentuais de peptideos na faixa de 4.000 m/z (13,77%) e 5.000 m/z (4,59%) em
com o tempo de 5 h de hidrélise que apresentou valores de 11.99 e 1.75%, respectivamente.
Além disso, os péptidos >12.000 m/z foram reduzidos em 49,04% em tempo de hidrélise de 5
h. Nas faixas mencionadas, o niUmero de peptideos foi superior em 1 h de hidrélise e poderiam
estar relacionados ao destaque frente as propriedades bioativas como atividade antioxidante e
antimicrobiana. As diferencas na distribuicdo do numero de peptideos em toda faixa
investigada (300 — 20.000 m/z) em MALDI-TOF, foi alterada com o tempo de hidrdlise, o
que pode ter contribuido para degradacdo das sequéncias péptidas ativas das moléculas. O
concentrado proteico de soro de leite ovino diafiltrado (solugdo 10% (p/v) em 60°C, pH 8,0)
hidrolisado com enzima corolase H-pH (1% baseado no contetdo proteico) em 1 h de reacéo,
é recomendado como ideal para a obtencdo de peptideos.
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Abstract: The objective of this work was to obtain a diafiltrate of sheep whey and to evaluate
the effect of temperature and pH on enzymatic activity of protease corolase H-pH. The degree
of protease hydrolysis (corolase H-pH) at different times (1, 2, 3, 4, 5 and 6h) and also the
average molecular weight and average peptide chain length of the samples were investigated.
The pH and temperature influenced significantly the enzymatic activity, being indicated the
pH 8 and the temperature of 60 °C. The hydrolyzate in 1 h of reaction presented the highest
number of peptides in the range of 300 to 500 m/z (23.28%). peptides in the range of 4,000
m/z (13.77%) and 5,000 m/z (4.59%) at the 5 h hydrolysis time which showed values of 11.99
and 1.75%, respectively. m/z were reduced by 49.04% at 5 h hydrolysis time In the mentioned
ranges, the number of peptides was higher in 1 h hydrolysis and could be related to the
highlighting against bioactive properties such as antioxidant activity and antimicrobiane.
differences in the distribution of the number of peptides throughout The investigated range
(300 - 20,000 m/z) in MALDI-TOF was altered with hydrolysis time, which may have
contributed to the degradation of the active peptide sequences of the molecules. The
diafiltered sheep whey protein concentrate (10% (w / v) solution at 60 ° C, pH 8.0)
hydrolysed with H-pH corolase enzyme (1% based on protein content) in 1 h reaction is
recommended as ideal for obtaining peptides.

Keywords: whey. bioactive peptides. hydrolysis. enzyme.
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1 Introdugéo

O soro de leite é obtido da fracdo liquida resultante da coagulagdo do leite e remocao
de caseina na fabricacdo de queijo (ANTUNES, 2003; ATRA et al., 2005). Em comparagéo
ao soro de leite bovino, o soro de leite ovino apresenta maior contetdo proteico e corresponde
em media a 20 % do total das proteinas encontradas no leite. Dentre as proteinas presentes em
soro de leite encontram-se a beta-lactoglobulina (B-Lg) e a alfa-lactoalbumina (a-La), as quais
correspondem a 70% das proteinas presentes e sdo as principais responsaveis pelas
propriedades bioldgicas e funcionais, tais como capacidade emulsificante, solubilidade, entre
outras (TRONCO, 2013).

No entanto, os fatores que dificultam o aproveitamento do soro sé&o os elevados
conteudos de agua, lactose e sais. Uma alternativa para a concentracdo do soro é o uso da
ultrafiltracdo (UF), pois tem-se apresentado eficiente na preservacdo das propriedades
proteicas do soro em virtude de ndo necessitar do uso de temperaturas elevadas. O emprego
do processo de diafiltracdo, associado a ultrafiltracdo, tem contribuido para a reducdo nos
teores de lactose e incremento no percentual de proteina (TSAKALI et al., 2015;
ILTCHENCO et al., 2018).

As proteinas sdo nutricionalmente importantes devido ao fornecimento de
aminoacidos essenciais (PIRES et al., 2006). Na ingestdo de proteinas, 0os aminoacidos
primarios sdo hidrolisados por enzimas proteoliticas no trato gastrintestinal e liberam os
chamados aminoacidos incomuns, fragmentos denominados de peptideos bioativos, os quais
estdo criptografados dentro das proteinas do soro de leite e encontram-se inativos até a sua
liberacdo (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011; JEEWANTHIKIM et al., 2017). Peptideos
bioativos podem ser definidos como componentes alimentares que independente das suas
funcBes nutritivas desempenhe uma atividade de regulacdo no organismo humano
(GOBBETT]I et al., 2004). Estudos revelam que um incremento na atividade bioldgica pode
ser constatada ap6s a hidrolise das proteinas por via quimica, processo fermentativo ou
tratamento enzimatico (CORREA et al., 2014; JEEWANTHIKIM et al., 2017). A aplicacio
de enzimas tem apresentado maiores beneficios em detrimento ao uso de acidos e bases, em
virtude da preservacdo de aminoacidos, ndo exigéncia de remocgdo do sistema e por
requererem quantidades menores para atuacdo. Além disso, hidrolisados proteicos a partir de
enzimas, tem melhorado as propriedades nutricionais e funcionais (ALMEIDA et al., 2013;
RAIZER et al. 2015). ReacGes de hidrolise proteica normalmente sdo catalisadas por enzimas
proteoliticas, também conhecidas como proteases e proteinases. Enzimas proteoliticas
classificam-se como hidrolases, por envolverem a &gua na hidrolise das proteinas, durante a
reacdo ocorre a migracdo de componentes do substrato para a agua (WHITAKER, 1994).

Os peptideos derivados de soro de leite ovino podem apresentar atividades biologicas
devido a homologia entre as proteinas bovinas, apesar disso, poucos peptideos liberados a
partir deste soro tem sido relatados (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011).

Frente a essas caracteristicas a utilizacdo de soro de leite ovino no setor alimenticio
poderia propiciar a agregacdo de valor através de sua incorporagdo como ingrediente.
Pesquisas envolvendo essa temética voltada ao soro de leite da espécie ovina e com
hidrolisados utilizando enzima H-pH ainda carece estudos. Nesse contexto, o objetivo geral
do presente foi hidrolisar soro de leite ovino concentrado por diafiltragdo utilizando a enzima
corolase H-pH e avaliar o grau de hidrolise em diferentes tempos e o perfil peptidico dos
hidrolisados.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Concentragéo e caracterizagdo do soro de leite ovino

Soro de leite ovino, da raca Lacaune, oriundo da elaboracdo de queijo colonial,
cedido pela empresa Gran Paladare, localizada na cidade de Chapec6, SC foi utilizado para o
presente estudo. O soro foi desnatado (gordura = 1% em base seca) em desnatadeira (Casa
das Desnatadeiras, modelo 09 GR Inox) e pasteurizado em pasteurizador de placas (Sotronic,
modelo ST-SOTROLEITE) a 75°C/15 s, resfriado a 4°C em tanque inox (Sotronic, modelo
ST-RLE). Posteriormente o soro de leite ovino desnatado (SLOD) foi submetido ao processo
de separacdo com membranas, utilizando um sistema de filtragdo com capacidade de 120 L,
com membrana de UF de poliamida (KOCH Membrane Systems, modelo 3838-K131-VYV),
com configuracio em espiral, massa molecular de corte de 10 kDa, area de filtragdo de 1,8 m?
e pressao de 2,0 bar.

O fator de concentracdo volumétrico utilizado foi de 8. O fator de concentragdo
volumeétrico (FCV) é definido como sendo a razdo entre o volume inicial da solucdo e o
volume do concentrado (ou retido) como descrito na Equacio 1 (HERNANDEZ-LEDESMA
etal., 2011).

Fov = Yo Yo 1)
VR (VO _Vp)

Onde, Vr é 0 volume de retido (concentrado) (L), Vo € o volume inicial da solugdo
(L), e Vpé o volume do permeado (L).

Os 12,5 L de concentrado proteico de soro de leite ovino (CPSLO) resultantes
do processo de UF foram utilizados para o processo de diafiltracdo (DF) nas mesmas
condicOes operacionais da UF. No entanto foi adicionado ao CPSLO, 100 L de 4gua com alto
grau de pureza e deixado permear 100 L. Este procedimento foi repetido por 3 vezes, ou seja,
realizados 3 ciclos de lavagem utilizando 100 L de 4gua em cada lavagem, assegurando que
ao final do processo de DF permanecessem retidos os 12,5 L iniciais do processo, originando
0 concentrado proteico de soro de leite ovino diafiltrado (CPSLOD).

Amostras do SLOD, CPSLO e CPSOLD foram congelados a -80°C por 24 h em
freezer vertical (Consul) acondicionadas em frascos de vidro de capacidade de 200 mL. Em
seguida, as amostras foram desidratadas em liofilizador (Modulo 4K Freeze Dryer Edwars) a
temperatura de - 40°C por 48 h, para posterior caracterizacao.

As amostras do CPSLO e CPSLOD foram avaliadas quanto a solubilidade proteica,
estabilidade das emulsGes e proteina total. A solubilidade proteica foi determinada de acordo
com o metodo de Morr et al. (1985). As amostras liofilizadas foram hidratadas em solugéo
tampdo fosfato de sddio pH 7,0 em temperatura ambiente, na concentracdo de 1 mg/mL e
agitadas por 60 min em béquer com agitador magnetico. Em seguida as amostras foram
centrifugadas em centrifuga Sorvall ST8R Thermo Scientific a 10.000 g, durante 10 min a
4°C. O teor de proteina solivel do sobrenadante foi determinado utilizando-se 0 método do
acido bicinconinico (BCA), considerado equivalente em sensibilidade ao método de Lowry,
porém quanto ao preparo de reagentes apresenta maior facilidade. Este método baseia-se na
reacdo de reducéo do cobre - Cu (II) — Cu (1), em meio alcalino, promovida pelas proteinas.
O Cu (I), por sua vez, forma um complexo com o0 BCA, o qual absorve fortemente na regido
de 562 nm. Os valores obtidos foram substituidos na Equacdo 2. E as determinacbes
realizadas em triplicata.
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C..50
S

100

PS = .100 2)

Onde: PS é o teor de proteina soluvel presente na amostra (%), Cs é concentragédo
proteica no sobrenadante (mg/mL), W é o peso da amostra (mg), e S é a concentracdo de
proteina na amostra (%).

Para determinacdo da estabilidade das fracGes, inicialmente, preparou-se emulséo de
0leo em agua na proporc¢éo de 25:75 (v/v), utilizando-se 15mL de solugdo tampao fosfato de
sodio 0,2 M (pH 7,0) e 5 mL de 6leo comercial (95% de 6leo de girassol e 5% de 6leo de
milho) em uma concentracdo de proteina de 1,0 mg/mL. As emulsbes foram preparadas a
temperatura ambiente com um homegeneizador (Ultra-turrax T25 (IKA-Labortechnik, GmbH
e Co, Staufen, Alemanha). A velocidade do rotor (S25N-10G, GmbH e Co. Staufen,
Alemanha) foi de 20.000 rpm e o tempo de homogeneizagdo de 1 min.

Posteriormente, a estabilidade das emulsées foi avaliada usando um analisador 6ptico
vertical (Turbiscan Classic MA2000, Formulaction, Toulouse, France). As emulsdes
preparadas foram colocadas em células cilindrica de vidro (70 mm) para registrar os perfis de
transmitancia (T%) e a retrodispersdo (RD %) em funcdo da altura da célula. O estudo da
cinética de desnaturacdo e desestabilizacdo das emulsdes foi realizado mediante a medida da
retrodispersdo a cada min durante um periodo de 60 min e uma medida Unica, transcorrido
24 h.

Os dados de RD (retrodispersdo) a uma altura de 10 mm foram ajustados a Equagéo 3,
de segunda ordem bifésica descrita por Panizzolo (2005).

__RD,____ RD,
(RD,K,t+1)  (RD,K,t+1)

RD(t) (3)

Onde: Ki1 e K> séo as constantes de velocidade; RD: e RD> as porcentagens de
retrodispersdo a uma altura de 10 mm do tubo a um tempo t para cada término; K: e RD:
correspondem as particulas maiores que sdo as que desnaturam mais rapido; e K> e RD>
correspondem as particulas menores, as quais desnaturam mais lentamente segundo descrito
pela Lei de Stokes.

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

2.2. Determinacdo das condigBes 6timas de pH e temperatura na atividade enzimatica da
enzima

A protease comercial (Corolase H-pH), cedida pela Ab Enzymes foi escolhida para o
presente trabalho, pois ainda ndo existem estudos com esta enzima para a hidrolise de soro de
leite ovino. Segundo o fabricante a protease Corolase H-pH, atua em faixa de pH de 6 a 10 e
temperatura de até 60°C. De acordo com De Wit (1998), existe uma relacdo entre pH e
temperatura, em valores de pH superiores a 8,6, ocorre alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas das proteinas, ocorrendo uma desnaturacéo irreversivel, enquanto que em pH neutro
e temperaturas de até 70°C a desnaturacdo é reversivel e em pH até 8,6 em temperaturas
superiores a 80°C a estrutura nativa das proteinas ndo é alterada. Para verificar os efeitos do
pH e da temperatura em relagdo a atividade enzimatica foi efetuado um planejamento fatorial
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completo 22 visando maximizar a hidrolise do soro de leite ovino (Tabela 2). A variavel
dependente (resposta) foi atividade enzimatica.

Tabela 1 - Niveis e variaveis utilizados no planejamento fatorial 22 para avaliacdo da
atividade enzimética no grau de hidrolise.

Niveis
Variaveis Independentes Cadig -1 0* +1
0S
pH X1 6 7 8
Temperatura (°C) X2 40 50 60

*triplicata de ponto central.

A variavel fixa foi quantidade de enzima de 1% baseado no contetdo proteico
(quantidade de proteina presente na solugdo 10% (p/v) do CPSLOD), sendo a dosagem
méaxima indicada pelo fabricante. Os erlenmeyers com as amostras foram acondicionados em
plataforma de agitacdo orbital (shaker- ethik technology - Ultitec, modelo 430 RD), agitados a
100 rpm e em diferentes tempos de reacdo (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h). Para avaliar a atividade
enzimatica, em cada tempo eram retiradas aliquotas de 0,750 mL de extrato enzimatico.

2.3. Determinag&o da atividade enzimética da enzima Corolase H-pH

A atividade enzimatica da enzima foi determinada através da metodologia de Dias et
al. (2008), com adaptagdes. Inicialmente 1,5 mL de solucéo de caseina 0,5% (m/v, Synth) foi
adicionadas em tampao Tris-HCI (tris (hidroximetil) aminometano cloridrato) 0,05 mol/L, pH
9,0, Synth), 0,750 mL de enzima e 0,150 mL de cisteina (Cys 10 M) e &cido etilenodiamino
tetra-acético — EDTA (4 x 10° M, Ohemis) em tubos de 50 mL, seguido de agitag&o por 5 s.
Para o padrdo (branco), utilizou-se 3 mL de caseina, 0,300 mL de cisteina e EDTA, e 1,5 mL
de &gua destilada. Os tubos foram imersos em banho-maria (Quimis, modelo 0214M2) a 37°C
durante 30 min. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de solucéo de &cido tricloroacético (TCA) a
10% (m/v) nas amostras e 3mL de TCA no padrdo. Os tubos foram centrifugados
(Instruments-Biosystems. Modelo MPW-351R-MPW) a 10.000 rpm durante 25 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram adicionados em uma cubeta de quartzo e a leitura efetuada em
espectrofotdmetro (Pro-Analise modelo UV1600) a 275 nm.

Para determinar o equivalente em enzima liberado foi realizada uma curva padrao de
acordo com Food Chemicals Codex (1996), e obtida a equacédo da reta. A atividade da enzima
foi calculada de acordo com a Equacédo 4 (DIAS et al., 2008). A unidade foi expressa em
ug/min/mL e foi definida como a quantidade de enzima (ug) produzida por minuto por 1 mL
de extrato enzimatico.

uU/mL :M (@)
Vaxt

Onde, ug Tyr é o valor obtido a partir da absorbancia da amostra (obtido da curva
padrdo de tirosina); Vs é o volume total (em mL) de reagentes utilizados na analise; Va é 0
volume da amostra (em mL) de extrato enzimético; t € o tempo (em min) de incubacéo.

2.4. Hidrolise enzimética
Com base nas melhores condicGes de atividade enzimatica, obtida com planejamento
fatorial 22 utilizando a enzima corolase H-pH, foram realizados ensaios de hidrélise utilizando
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CPSLOD a 10% (p/v), e concentracdo de 1% de enzima, com tempos de reagdo de hidrolise
del,2,3,45e6h.

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

As amostras submetidas a hidrdlise foram inativadas enzimaticamente em cada tempo
(1, 2, 3, 4,5 e 6 h) em banho maria (Quimis, modelo 0214M2) a 75°C por 15 s. A inativacéo
enzimatica foi realizada de acordo com a metodologia de Dias et al. (2008). Aliquotas de
2 mL solugdo 10% (p/v) de CPSLOD e dos hidrolisados eram adicionadas em tubos de
centrifuga com capacidade para 50 mL, juntamente com 2 mL de acido tricloroacético (TCA)
(Merck) a 10%. Para o teste padréo substituiu-se a amostra por 4gua destilada. As amostras e
0 padréo foram centrifugados a 10.000 rpm por 25 min, a 4°C e os sobrenadantes submetidos
a leitura em espectrofotémetro (Pré-Analise, UV 1600) em 125 nm. O resultado do teste
positivo para inativacdo foi dado pela manutencao dos valores de absorbancia obtidos entre as
amostras antes e ap0s inativacao pelo calor, demonstrando assim, que ndo houve liberacao de
tirosina pela enzima.

O grau de hidrdlise foi avaliado de acordo com a metodologia da AOAC (2005).
Inicialmente, adicionou-se 5 mL da amostra de hidrolisado do CPSLOD (solu¢do 10% p/v),
em erlermeyer de 125 mL, com o pH ajustado para 7,0 com hidréxido de sodio (0,2 mol/L
NaOH, Vetec) ou com o é&cido cloridrico (0,2 mol/L HCI, Synth) e 5mL da solugdo de
formol-fenolftaleina (pH 7,0 Nuclear), e 3 gotas de fenolftaleina 1%. O conteddo do
erlenmeyer foi entdo titulado com NaOH (0,2 mol/L) até viragem da cor para rosa claro e o
volume (V1) registrado. O mesmo volume gasto na primeira titulagdo foi entéo acrescentado
como excesso, tornando a coloragéo rosa intenso e o volume (V>) registrado. A solucdo foi
novamente titulada, porém com HCI (0,2 mol/L) até desaparecimento da cor rosa
(retrotitulacdo) e o volume (V3) registrado. A quantidade de NaOH gasto na titulagéo (X) e a
quantidade de HCI gasto na retrotitulacéo (), foram obtidas por meio das Equacdes 5 e 6:

(Fc NaOH) (V; +V,)
B 1000mL

()

(Fc HCI) (V)

Y=———— 6
1000mL ©)

Onde, V1 é o volume gasto (mL) na primeira titulagdo com NaOH 0,2 mol/L; V2 € 0
mesmo volume gasto na primeira titulagéo; V3 é o volume gasto (mL) na retro-titulagdo com
HCI 0,2 mol/L; Fc é o fator de concentracdo da solucdo de titulacdo; X é o n° de mols de
NaOH gasto na titulacdo; Y € o n° de mols de HCI gasto na retrotitulacéo.

Para avaliar o Nitrogénio a-aminado (K) levou-se em consideragdo a
quantidade de NaOH gasto na titulacdo (X) menos a quantidade de HCI gasto na retrotitulacédo
(Y). O Grau de hidrolise foi entdo obtido pela Equagéo 7.

K
Ntotal

GH % = 100 (7)
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Onde, GH ¢é o grau de hidrdlise; N total é a porcentagem de Nitrogénio determinada
pelo método de Kjeldahl (proteina).

2.5. Determinacdo da massa molecular média, comprimento da cadeia e perfil peptidico dos
hidrolisados

Os hidrolisados obtidos nos diferentes tempos de hidrélise foram caracterizados em
relacdo a massa molecular média. As amostras (1 g) foram colocadas em uma placa com
matriz polimérica onde ocorreu a conversdo das biomoléculas para a fase gasosa sem
fragmentacdo. As amostras foram irradiadas com laser promovendo a ionizagdo das moléculas
que foram entdo aceleradas através de um campo elétrico dentro de um tubo a vacuo e
individualmente analisados por analisador (TOF- tempo de voo) (CUNHA et al., 2006).
Conforme o tempo de chegada os ions geraram diversos picos os quais foram expressos
através da relacdo massa-carga (m/z) indicando quantidades varidveis de cada substancia
analisada.

As amostras foram analisadas em espectrofotometro de massa do tipo MALDI-TOF
(placa MALDI - Matrix Assisted Lazer Desorption lonization e analisador TOF (Time of
flight), para determinar as massas moleculares dos componentes presentes e identificar os
peptideos bioativos. Inicialmente, as amostras foram diluidas em agua, em seguida dispostas
em placa MALDI em volume de 1 pL de cada e misturadas a 3 uL de matriz &cido alfa-
ciano 4-hidroxicindmico em acetonitrila (70%), agua (30%) e &cido trifluoroacético (0,2%). O
método de operagdo seguiu 0 modo de aquisi¢do refletor positivo (RP_pepmix), faixa de
massas de 300 a 5.000 m/z. Soma de 3900 espectros acumulados de 50 em 50 por amostra.
Intensidade de laser 40%. Método de operagdo com modo de aquisi¢do linear positivo
(LP_Clinprot), faixa de massas de 400 a 18.000 m/z. Soma de 4000 espectros acumulados de
100 em 100 amostra. Intensidade do laser utilizada foi de 30 e 40%.

Em funcdo do espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF n&o estar acoplado ao
detector massa (MS/MS), as respostas foram geradas em massa-carga (m/z). (N&o foi possivel
sequenciar 0s peptideos, pois o sistema ndo possuia banco de dados). Assumindo, que as
amostras tenham sido ionizadas, conforme a calibracdo do equipamento em 1H" (massa do
hidrogénio), os valores obtidos no MALDI-TOF em m/z foram equiparados aos valores em
Da.

Para avaliacdo da massa molecular média do peptideo utilizou-se o célculo empirico
proposto por Perea et al. (1993), onde o comprimento médio da cadeia foi calculado de acordo
com as Equacbes 8 e 9:

CMC =ﬂ (8)
GH

Onde, 0 CMC é o Comprimento médio da cadeia; 100 é o comprimento médio da
cadeia de um aminoacido e o GH é o percentual de grau de hidrolise (ADLER-NISSEN,
1986).

MM = (120Da)(CMC) ©)

Onde, 0 MM ¢ a massa molecular média; 120 Da é a massa molecular média de um
aminoacido (MYERS et al., 1974).

2.6 Andlise estatistica

As determinagdes analiticas foram realizadas em triplicata e os resultados foram
tratados estatisticamente mediante analise de variancia (ANOVA) e comparagdo das médias
pelo teste de Student e Tukey, com auxilio do software Statistica versdo 5.0, ao nivel de
significancia de 95 % de confianca.
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3 Resultados e discussfes

A Tabela 2 apresenta os valores de proteina total, sollvel e estabilidade das emulsGes.
Os teores de proteina total e solGvel sdo maiores na DF, pois este processo proporciona maior
concentracdo das proteinas devido as sucessivas lavagens promovidas.
Tabela 2 - Valores de proteina total, proteina soltvel, K: e K, para o CPSLO e
CPSLOD.

Proteina Total Proteina Soluvel

Amostra (%)! (%)L K1 K2
CPSLO 41° 42° 3,3.10%2+ 0,2 32.10%+0,3
CPSLOD 842 472 3,2.10% +0,7 2,0.10%°+0,1

Média tdesvio padrdo seguido de letras iguais/colunas indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de 5% (t
student); 'Expressos em base seca.

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

Portanto, as emulsdes preparadas com soro diafiltrado sdo mais estaveis em relacéo a
desestabilizacdo do creme. De acordo com McClements (2005), o tamanho das gotas
produzidas durante a formacgéo das emulsfes dependem de dois processos: a geracdo de gotas
de pequeno tamanho e a rapida estabilizacdo destas gotas, o que evita a sua coalescéncia.

Na Tabela 3 é apresentada a matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e
codificados) do efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica da protease corolase H-
pH (1% baseada no conteudo proteico do CPSLOD), em diferentes tempos de incubacéo (1, 2,
3,4,5e6h).

As pequenas oscilagdes observadas na Tabela 3, podem sugerir estabilidade da enzima
corolase H-pH com o tempo, frente as faixas de pH e temperatura estudadas. A atividade
enzimética foi maior eml h, para todos os experimentos, com exce¢do do ponto central.
Assim, tempos maiores de incubacdo nédo se justificam para aumentar a atividade enzimatica.
Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial 22 e resposta em termos de atividade enzimatica
(U/mL) em funcéo do tempo de incubacao.

Atividade Enzimética (U/mL)

Variaveis
Ensaios independentes* Tempo de incubagéo (h)
Xy X 1 2 3 4 5 6
1 40 (-1) 6(-1) 26,79% 26,28+ 2525t 2564°% 24,48t 23,33+
+0,10 0,20 0,00 0,10 0,10 0,10
2 60(1) 6(1) 2589 24,87°+ 24,10° 21,92+ 2397%% 20,51+
+0,10 0,10 0,20 0,10 0,00 0,10
3 40 (-1) 8(1) 26,92%+ 26,28+ 2577+ 25,64°% 2551% 23,71+
0,10 0,20 0,12 0,10 0,11 0,10
4 60(1) 8(1) 29,10° 26,92°+ 26,66°+ 27,05+ 26,02+ 25,38%+
0,10 011 0,20 0,20 0,21 0,10
5 50(0) 7(0) 2551°% 25,64% 25,87t 24,74+ 24,61°t 24,61°+
0,13 0,12 0,12 0,11 0,10 0,12

*Média + desvio padrdo; letras diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel de
5% (Teste de Tukey). Xi= Temperatura (°C); Xo= pH; Varidveis independentes fixas: corolase H-pH (1%
baseada no contetido proteico do CPSLOD). O ensaio 5 é a média da triplicata do ponto central.
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Desta forma, os resultados da atividade enziméatica em 1h, foram analisados
estatisticamente. A Figura 1 apresenta o grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor
absoluto) das variaveis testadas no planejamento fatorial 22. Observa-se que a atividade
enzimatica foi influenciada significativamente (p<0,05) pelo pH, temperatura e a interacao
entre as duas variaveis. O modelo n&o foi validado pela anélise de variancia (ANOVA), onde
se obteve um coeficiente de correlagédo de 0,92 e o F calculado de 0,2 vezes menor que o valor
tabelado.

(2)pH(L) |

1Lby2L

(1)Temperatura ("C)}L)

p=,05

Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 1. Gréafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para a atividade
enzimética da corolase H-pH em 1 h de incubag&o obtidos do planejamento fatorial 22.

Em virtude de todas as varidveis avaliadas apresentarem efeito significativo positivo,
foi escolhido o pH 8 e a temperatura de 60°C para a realizacdo de experimentos de hidrélise
com CPSLOD ao longo do tempo de 6 h.

A Figura 2 apresenta o grau de hidrélise do CPSLOD (solucao 10% p/v) pela protease
corolase H-pH (1% baseado no contetdo proteico) em diferentes tempos de hidrolise (1, 2, 3,
4, 5 e 6h). Observa-se um aumento gradativo no grau de hidrolise até 5h de reacao,
apresentando diferenca estatistica (p>0,05) entre os tempos. Apds 5h de reacdo néo
apresentou diferenca estatistica (p<0,05), sendo este o tempo de reacdo, o de maior grau de
hidrdlise.
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Figura 2. Grau de hidrdlise da protease (corolase H-pH) em diferentes tempos.
*Média tdesvio padrao seguido de letras minUsculas iguais indicam ndo haver diferenca estatistica ao nivel de
5% de significancia (Teste de Tukey).

Os valores de grau de hidrdlise permaneceram entre 11,06 e 14,51%, sendo similares
aos encontrados para Adjonu et al. (2013) para isolados proteicos de soro de leite bovino
(solugédo 5% p/v) utilizando-se pepsina, tripsina e quimotripsina em tempos de 12 e 24 h de
hidrolise, oscilando entre 11 e 14%. Enzimas submetidas a tempos maiores de hidrolise, por
exemplo de 24 h, apresentam graus de hidrolise baixos como apresentado por Adjonu et al.
(2013), devido a natureza globular das proteinas do soro de leite que podem limitar a atuacéo
da enzima. O grau de hidrélise encontrado por Pacheco et al. (2005) em 6 h de reacéo, foi de
aproximadamente 20% para os hidrolisados de pancreatinina, protamex e alcalase a partir de
concentrado proteico de soro de leite bovino (solugdo 10% p/v) contendo apds DF; 82,72 e
6,64% de proteina e lactose, respectivamente. Para Adjonu et al. (2013), o grau de hidrdlise
depende da enzima, j& que cada uma possui sua especificidade.

A partir dos valores de grau de hidrdlise do CPSLOD (solugdo 10% p/v) pela
protease, corolase H-pH (1% baseado no conteudo proteico) em diferentes tempos de
hidrélise (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h), foram calculados empiricamente a massa molecular média e o
comprimento médio da cadeia (Tabela 4).

Tabela 4 - Massa molecular média e comprimento médio da cadeia peptidica das amostras
em diferentes tempos de hidrdlise.

Tempos de Massa média da Comprimento médio da cadeia (niUmero de
hidrdlise (h) molécula (Da) residuos de aminoacidos)

1 994 8,29

2 921 7,67

3 853 7,11

4 791 6,59

5 772 6,43

6 772 6,43




178
Revista Tecnoldgica - Universidade Estadual de Maringa - ISSN 1517-8048
DOI: 10.4025/revtecnol.v29i1.51138

Observa-se que a massa média da molécula e o comprimento médio da cadeia
diminuiram com decorrer do tempo de hidrolise, estabilizando-se em 5h com média de 6
residuos de aminoacidos e massa molecular média de 772 Da.

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

A Figura 3 apresenta os dados de percentagem de peptideos no intervalo de 300-
20.000 m/z para 1 e 5 h de hidrdlise.
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Figura 3. Percentagem peptideos no intervalo de 300-20.000 m/z parale5h de
hidrolise.

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

Foram constatados nos hidrolisados principalmente picos compreendidos entre 1.001-
2.000 m/z (Figura 3), percentuais de 17,70% em 1 h e percentuais de 20,76% em 5 h. Outros
picos em destaque corresponderam aos peptideos entre 300-400 m/z (14,10%) e 4.001-
5000 m/z (13,77%) em 1 h de hidr6lise e 2001-3000 m/z (16,67%) e 4001-5000 m/z (11,99%)
em 5 h de hidrolise. Corréa et al. (2014), constataram que o permeado oriundo do hidrolisado
(3 h) de caseinato de soro de leite ovino apresentou-se com maior inibicdo frente as duas
bactérias estudadas, o que poderia sugerir que peptideos com massas moleculares menores
poderiam ter exercido maior efeito antimicrobiano. Os autores ainda submeteram o permeado
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a espectrometria de massa e identificaram o peptideo majoritario como sendo correspondente
ao fragmento de caseina as1 com massa molecular de 1426 Da e ion de 714,3916 (2) (m/z).
Welsh et al. (2017) associaram a atividade antioxidante de hidrolisados de soro de leite ovino
utilizando-se uma protease de origem bacteriana e outra de origem fungica aos péptidos com
<15 aminoécidos.

O perfil peptidico do hidrolisado em 1h foi composto de 262 peptideos <10.000 m/z.
Enquanto, que o hidrolisado em 5h apresentou 300 peptideos para esta mesma faixa. Observa-
se que ndo foram constatados a presenca de peptideos em 12.000, 14.000 e 15.000 e
>18.000 m/z para ambos os tempos de hidrdlise avaliados, o que poderia sugerir hidrélise
completa das proteinas e geracdo de um vasto perfil peptidico pela protease corolase H-pH.

Pintado e Malcata (2000), ao avaliarem o perfil peptidico (Cromatografia por exclusao
de Tamanho) da a-La purificada hidrolisada em 2,5 h pela tripsina verificaram que, apds
degradagdo da a-La surgiram essencialmente picos de 3.000-4.000 e 2.000-3.000 Da, e para
B-Lg purificada picos de 4.000-6000 Da.

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

Pintado e Malcata (2000) em 2,5h de incubagdo da enzima tripsina em a-La
purificada, detectaram varios peptideos <500 Da. J& em hidrélise da B-Lg purificada, os
autores detectaram peptideos <500 Da somente em 24 h de hidrélise. Peptideos <500 Da
foram encontrados no presente estudo ja na primeira hora de hidrolise. Se considerar que um
aminoacido apresenta massa molar média de 120 Da (MYERS et al., 1974) e que a ionizacao
tenha ocorrido em 1H" (massa do hidrogénio), os peptideos compreendidos entre 300-400 m/z
poderiam ser classificados como tripeptideos e tetrapeptideos.

Considerando que na faixa de 300 a 500 m/z, em 1h de hidrdlise, os peptideos
encontrados corresponderam a 23,28%. Enguanto, que em 5 h de hidrdlise o percentual foi de
18,13%, logo, em 5h de hidrolise houve uma reducdo de 22,12% nos tripeptideos,
tetrapeptideos e pentapeptideos.

Pintado e Malcata (2000), estudaram hidrolisados de soro de leite ovino, bovino e
caprino pela enzima tripsina, e verificaram que a hidrolise gerou grande nimero de peptideos
de 500-4.000 Da. Em 24 h de incubacédo Silva et al. (2009) utilizando concentrado proteico de
soro de leite bovino (32,65% de proteina e 54,8% de lactose) - solucdo 10% (p/v) e solugdo
7% (p/v) hidrolisado pelas enzimas, flavourzyme e corolase PP, respectivamente, ambas em
concentracdo de enzima:substrato (1:100), obtiveram 16,14% de dipeptideos, 9,12%
tripeptideos e ~20% de grandes peptideos, 0s quais compreendem peptideos com mais de 7
residuos de aminoacidos.

Os peptideos >12.000 m/z foram reduzidos em 49,04% em tempo de hidrolise de 5 h,
de 2,30% para 1,17%. Esta faixa calculada empiricamente a partir do relato de Giuliani et al
(2007) sobre a faixa de aminoacidos com capacidade antimicrobiana, poderia ser atribuida a
essa bioatividade encontrada em destaque em 1 h de hidrdlise.

Para Frenhani e Burini (1999), o metabolismo de proteinas ocorre inicialmente a
formacdo de oligopeptideos (2 a 6 residuos de aminoacidos) além de aminoéacidos livres e
para que estes sejam absorvidos sdo novamente convertidos em di- e tripeptideos, o0s
aminoacidos livres, 0s quais sdo menos eficientes em niveis de absor¢do. Quanto a
digestibilidade, quanto maiores os teores de di-tripepeptideos maior é a eficiéncia da
assimilacdo na nutricdo (SGARBIERI, 2004). Ainda a atividade antimicrobiana pode ter
relacdo com os péptidos em faixa proxima de 5 kDa, que foram superiores para este tempo de
hidrélise avaliado.
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De acordo com Minervini et al. (2003), podem ocorrer variacdes de concentracOes de
peptideos em hidrolisados de diferentes tipos de leite. Isto pode estar associado a disparidade
nas proporcdes de caseina, sequéncia de aminoacidos e conformacao, que podem influenciar
na atuacdo das enzimas durante a hidrélise e geracdo de peptideos bioativos.

Os resultados do presente trabalho sugerem que o tempo de 1 h de hidrélise com
CPSLOD pela enzima corolase H-pH (1% baseado no contetdo proteico), em condi¢cfes
otimizadas de temperatura (60°C) e pH (8), sdo as melhores condi¢des para a obtencéo de
peptideos com sugestibilidade de atividade antioxidante e antimicrobiana.

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

4 Conclusodes

O grau de hidrolise promovido pela corolase H-pH (1% baseado no contetdo
proteico) em CPSLOD solugéo 10% (p/v), 60°C e pH 8, permaneceu entre 11,06% e 14,41%
durante as 6 h de reacdo e foi capaz de gerar um vasto perfil peptidico. Em tempo de hidrélise
de 5h, a reacdo tornou-se constante, 0 que poderia indicar que a enzima, frente ao substrato,
tenha atingido a sua capacidade hidrolitica maxima.

O hidrolisado em 1h de reacdo em relacdo ao tempo de 5 h apresentou o maior
numero de peptideos em intervalo de 300 a 500 m/z (23,28%), também foram encontrados
maiores percentuais de peptideos em faixa de 4.000m/z (13,77%) e 5.000 m/z (4,59%)
comparado ao tempo de 5h de hidrolise que apresentou valores de 11,99% e 1,75%,
respectivamente. Além disso, peptideos >12.000 m/z foram reduzidos em 49,04% em tempo
de hidrélise de 5h. Nas faixas mencionadas, o numero de peptideos foi superior em 1 h de
hidrolise e poderiam estar relacionados ao destaque frente as propriedades bioativas como
antimicrobiana e antioxidante.

O soro de leite ovino, apresenta grande potencial para aplicacdo em produtos
alimenticios de interesse, através do CPSLOD hidrolisado com a enzima corolase H-pH
demostrando-se um co-produto com capacidade para geracdo de peptideos bioativos.
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