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RESUMO

Estudos sugerem que muitas das proteinas de soro de leite bovino possuem
propriedades fisiolégicas, desde atividade anticancerigena até influéncia na
funcdo digestiva. Estas fungbes estao diretamente ligadas a disponibilidade
de peptideos bioativos provenientes das proteinas. Para obtencéo e aumento
da disponibilidade destes peptideos, uma das maneiras seria a partir da
hidrolise de proteinas, combinado com a aplicacdo de processos nao
térmicos como radiacdo ultravioleta (UV-C), onde é possivel modificar as
estruturas das proteinas, gerando produtos lacteos com melhor perfil
nutricional e propriedades funcionais. Dessa forma, com o emprego da do
processamento ndo térmico junto da hidrdlise enzimatica seria possivel
aumentar a biodisponibilidade das proteinas do soro de leite, resultando em
um ingrediente com perfil de peptideos adequado, tendo como foco a saude
do publico idoso. O envelhecimento populacional vem crescendo a cada dia,
sendo que a populacdo idosa € altamente susceptivel ao desequilibrio
nutricional. A ingestdo adequada de proteinas desempenha um papel crucial
na saude e no bem-estar dos idosos, especialmente quando se trata de
prevenir ou retardar condigdes como a sarcopenia. Devido a este fato, a busca
por nutrientes em fontes alimentares ricos em proteinas para suprir essa
necessidade tem sido importante. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
da aplicacao de processamento ndo térmico (UV-C) combinado com hidrolise
enziméatica na estrutura proteica de soro de leite bovino. O estudo
compreendeu um estudo do perfil do consumidor do publico-alvo;
caracterizacdo da matéria prima inicial (soro de leite) por meio de andlises de
composicdo quimica; comparacdo da qualidade microbiolégica de soro de
leite submetido aos processamentos UV-C e térmico tradicional
(pasteurizacdo); caracterizacdo dos peptideos obtidos no processamento de
soro de leite submetido a radiacdo UV-C e hidrélise, por meio de
espectrometria de massas de ionizacao/dessorcdo de matriz assistida por
laser/tempo de “voo” (MALDI-TOF). Nas condi¢cdes estudadas, o tratamento
UV-C no soro de leite foi eficiente microbiologicamente e apds hidrolise
enzimatica houve um aumento da concentracdo do peptideo bioativo
ALPHMIR que é conhecido por exercer um efeito anti-hipertensivo. Dessa
forma, o produto obtido tem potencial para ser um ingrediente de produtos
lacteos com peptideo bioativo, porém ainda é necessario estudos de andlise
sensorial para definir como este ingrediente deve ser utilizado.

Palavras-chave: UV-C; peptideos bioativos; hidrélise.



ABSTRACT

Studies suggest that many of the whey proteins in bovine milk have
physiological properties, from anticancer activity to digestive function. These
functions are directly linked to the availability of bioactive peptides from
proteins. To obtain and increase the availability of these peptides, one of the
ways would be from the hydrolysis of proteins, combined with the application
of non-thermal processes such as ultraviolet radiation (UV-C), where it is
possible to modify the structures of the proteins, generating dairy products with
better nutritional profile and healthy properties. Thus, with the use of non-
thermal processing along with enzymatic hydrolysis, it would be possible to
increase the bioavailability of whey proteins, evolving into an ingredient with
an adequate peptide profile, focusing on the health of the elderly public.
Seniors are very susceptible to nutritional imbalance and with aging
populations the search for nutrients in alternative food sources is growing to
meet this need. Adequate protein intake plays a crucial role in the health and
well-being of older adults, especially when it comes to preventing or delaying
conditions like sarcopenia. Due to this fact, the search for nutrients in protein-
rich food sources to meet this need has been important. The aim of this study
was to evaluate the effect of applying non-thermal processing (UV-C)
combined with enzymatic hydrolysis on the protein structure of bovine whey.
The study encompasses a consumer profile survey to the target audience;
characterization of the initial raw material (whey) through chemical
composition analysis; comparison of the microbiological quality of whey
submitted to UV-C and traditional thermal processes (pasteurization);
characterization of peptides obtained from the processing of whey submitted
to UV-C radiation and hydrolysis, by means of laser-assisted matrix
ionization/desorption mass spectrometry/time of flight (MALDI-TOF). Under
the conditions studied, the UV-C treatment on whey was microbiologically
efficient and after enzymatic hydrolysis there was an increase in the
concentration of the bioactive peptide ALPHMIR which is known for
antihypertensive effect. In conclusion, the final product has the potential to be
an ingredient in dairy products with bioactive peptide, but sensory analysis
studies are still needed to define how this ingredient should be used.

Key words: UV-C; bioactive peptides; hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
2021 foram contabilizados mais de 31 milhées de brasileiros com 60 anos ou
mais. Em 2012 os idosos correspondiam a 11,3% da populacao brasileira, ja em
2021 eles correspondiam a 14,7%, demostrando o envelhecimento populacional
que vem acontecendo (1). O envelhecimento populacional tem implicacdes
diretas sobre as politicas sociais, principalmente no que tange a saude publica
contemporanea. Assim, é necessaria uma ampla discussdo sobre meios
eficazes de prevencéo de doencas, para que essa populacédo tenha uma melhor
qualidade de vida (2,3).

Os idosos sdo muito susceptiveis ao desequilibrio nutricional por razdes
socioeconbmicas, fisiologicas, diminuicdo da percepcdo sensorial, doencas,
entre outras. O modo de preparo do alimento desempenha um importante papel
na intencdo de compra, principalmente em produtos voltados para o publico
maior de 60 anos. Portanto, em produtos voltados para idosos, deve-se observar
nao s6 o valor nutricional do alimento, como também o custo, palatabilidade e
facilidade do preparo (4). Na busca por suprir as necessidades nutricionais da
populacdo, o meio cientifico vem cada vez mais buscando nutrientes em fontes
alimentares alternativas, como por exemplo o soro de leite que antes era
descartado e agora € usado como fonte de proteina e aminoacidos essenciais
(5).

A suplementacdo com proteina dietética € considerada facil de
administrar, o custo é relativamente baixo e pode ser aplicada em quase todas

as populacdoes em envelhecimento. Muitas dietas de suplementos nutricionais
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sdo bem toleradas por idosos e podem resultar em aumento de ingestéo diaria
de proteina e energia (6).

A ingestdo adequada de proteinas desempenha um papel crucial na
saude e no bem-estar dos idosos, especialmente quando se trata de prevenir ou
retardar condicBes como a sarcopenia. A sarcopenia € caracterizada pela perda
progressiva de massa muscular, forca e funcdo que ocorre com o
envelhecimento. As proteinas fornecem os aminoacidos necessarios para a
sintese proteica muscular. A ingestdo adequada de proteinas estimula a sintese
proteica e inibe a degradacdo muscular, mantendo um equilibrio positivo das
proteinas musculares (7,8).

Mundialmente, uma grande preocupacdo da industria de laticinios é a
utilizacao e/ou descarte do soro. Este produto ao ser descartado representa um
importante poluente ambiental;, porém quando reaproveitado é um ingrediente
com constituintes valiosos, como proteinas e minerais (calcio, fosforo, sédio e
potassio). Portanto, o soro de leite tem um grande potencial para suprir a
demanda por nutrientes, principalmente na populacéo idosa (4,9-11).

Novos produtos como veiculos de promocdo do bem estar, salude e
redutor de riscos de doencas estdo sendo constantemente inseridos no mercado
devido aos avancos dos conhecimentos cientificos, a necessidade do
consumidor e interesses econdmicos. Observa-se um aumento na busca por
produtos que ndo sé tenham importancia nutricional e sensorial como também
que evitem uma deficiéncia nutricional e/ou ajudam na reducdo de riscos de
futuras doencas (12,13). Fatores que devem ser considerados no
desenvolvimento de novos produtos para idosos sdo custo, palatabilidade e

beneficios para a saude (14).



13

A alimentacdo tem um importante papel no controle de doencas (15). Com
o intuito de aumentar o potencial de prevenir doencas que alguns alimentos
possuem surgiu o interesse em peptideos bioativos e este pode ser obtido apés
tratamento por hidrélise enzimatica (16—18).

Alguns dos peptideos bioativos obtidos a partir de proteinas de soro de
leite incluem a-lactorfina, B-lactorfina, albutensina A e pB-lactotensina. Os
peptideos a-lactorfina e B-lactorfina foram apontados como estimuladores de
contracdo leve nos musculos semelhante a morfina (19). Albutensina, a- e B-
lactorfina parecem ter atividade inibidora da enzima conversora da angiotensina-
| (ECA), sendo que inibidores da ECA sado considerados peptideos anti-
hipertensivos (19,20).

Uma das maneiras para aumentar a disponibilidade de peptideos bioativos
em proteina do soro de leite é a partir da hidrélise de proteinas. A hidrélise
enzimatica das proteinas do soro do leite vem sendo largamente utilizada pela
industria de alimentos para melhorar as propriedades funcionais, reduzir
problemas com alergenicidade e/ou produzir peptideos bioativos. Com a
utilizacdo da hidrolise pode-se ter mudancas significativas na capacidade de
geleificacdo, estabilidade térmica, solubilidade, capacidade de formar espuma
e capacidade emulsificante (21).

Ha diversas vantagens na utilizacdo de proteases especificas, como por
exemplo, a tripsina no processo de hidrélise: a especificidade; o controle da
hidrolise; as condicbes moderadas pouco agressivas do tratamento; menor
conteudo de sais no hidrolisado final; menor formag&o de subprodutos; menor

presenca de residuos que possam conferir alteracbes de sabor ou mesmo
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paladar desagradavel no produto final. Ha diversos relatos da acao da tripsina
na hidrolise da B-Lactoglobulina (B-Lg) e a-Lactoalbumina (a-La) (22).

Para garantia da seguranca microbiologica do soro de leite, ha diversas
alternativas, sendo pasteurizacdo um dos processos mais comuns. O conceito
de pasteurizagdo preconizado pelo United States Department of Agriculture
(USDA) engloba os processamentos térmicos e também os processamento nao
térmicos (23). Segundo Butz (2002) (24) os processos nao térmicos, como
radiacdo ultravioleta (UV-C), mantém as caracteristicas nutricionais e sensoriais
do alimento quando comparados aos processamentos térmicos. Além disso,
estudos apontam que o tratamento UV-C também melhora a digestibilidade ao
modifica os perfis peptidicos derivados da quebra de proteinas do leite (25).

Dessa forma, a hipétese € que o emprego da combinacdo de um
processamento ndo térmico com a hidrélise enzimatica aumentara a
biodisponibilidade das proteinas do soro de leite, gerando um produto com
melhor perfil de peptideos e digestibilidade do que os produtos ja existentes no
mercado, adequado para ser utilizado em formulagdes melhorando o

desequilibrio nutricional do publico idoso.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leite

Atualmente o leite representa um dos produtos mais importantes da
agropecuaria brasileira, com uma producéo de aproximadamente 34,84 bilhdes
de litros em 2019 (26) com grande importancia na promoc¢éo do crescimento e
desenvolvimento de criangas e animais jovens e continua sendo importante em
nossas dietas durante a vida adulta como uma das principais fontes proteicas
(27). O Ministério da Saude recomenda que o consumo de leite, na forma fluida
ou de derivados lacteos, para adultos acima de 20 anos, inclusive para os idosos,
seja de 600 mL/dia ou 219 litros/ano. De acordo com dados do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, o consumo meédio anual de leite per
capita no Brasil em 2018 foi de 166,4 litros (28).

O leite é uma disperséao coloidal complexa contendo glébulos de gordura,
micelas de caseina e proteinas do soro do leite em uma solucdo aquosa
composta por lactose, minerais e alguns outros compostos menores. Suas
propriedades fisicas e quimicas dependem de fatores composicionais e
estruturais intrinsecos, assim como, fatores extrinsecos como temperatura e
tratamentos pés-ordenha (29).

A composicao do leite difere entre diferentes mamiferos, e entre diferentes
racas da mesma espécie. No leite bovino por exemplo, os componentes
majoritarios sado agua (+86,6%), gordura (+4,6%), proteinas (+3,4%), lactose
(x4,9%) e minerais (x0,5%); e componentes minoritarios S0 as enzimas,

vitaminas, pigmentos (carotenos, xantofilas, riboflavina), células diversas
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(epiteliais, leucdcitos, bactérias, leveduras) e outros elementos (diéxido de

carbono, oxigénio, nitrogénio) (27,30).

2.2. Proteinas do leite

Proteinas séo polimeros de alto peso molecular, onde as unidades
basicas sdo os aminoacidos que estéao ligados entre si por ligacdes peptidicas
(31). As proteinas do leite podem ser divididas em duas fracbes principais: as
caseinas, que estdo principalmente no estado de particulas coloidais (micelas)
e as proteinas do soro do leite, que estdo em solucdo (32,33). A proporcéo
dessas proteinas no leite pode variar dependendo de alguns fatores, como por
exemplo, a fase da lactacdo do animal, mas em média a caseina constitui 80%
da proteina total do leite (27,33). As caseinas séo subdivididas em as1-, as2-, p-
e K-caseina e o soro de leite compreende a B-Lactoglobulina e a-Lactalbumina,
proteose-peptona (parcialmente derivada de hidrolise de [B-caseinas) e
pequenas quantidades do proteinas derivadas do sangue, albumina sérica,

imunoglobulina e lactoferrina conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo das proteinas do leite bovino

Quantidade no leite

Prote'lnas (/L)

CASEINAS 24 — 28
asl 12-15
as2 3-4
3 9-11
k-caseina 3-4

PROTEINAS DO 5_7
SORO

3-lactoglobulina 2-4
a-lactalbumina 1-15
Albumina sérica 0,1-04
Imunoglobulinas 06-1,0
proteoses- 1
peptonas
lactoferrina ~0,1

Fonte: Adaptada de (27,34)

Ambas fracbes sao largamente utilizadas na industria de alimentos na
formulacédo de bebidas, queijos processados, férmulas infantis, produtos para
confeitarias, produtos fermentados, produtos carneos, pastas, sopas e
sobremesas. As proteinas conferem aos produtos formulados melhores
propriedades sensoriais, em virtude de suas propriedades funcionais e
tecnolégicas, ainda agregando um alto valor nutritivo (19,35,36).

As propriedades dos produtos lacteos estdo relacionadas as propriedades
das proteinas do leite, embora a gordura, a lactose e os sais exercam influéncia,
as caseinas tém uma grande importancia. O tratamento térmico a que muitos
produtos lacteos sdo submetidos s6 é possivel devido a estabilidade térmica
excepcionalmente alta das caseinas (37). As micelas de caseina sdo estaveis a

uma temperatura de até 140 °C (27).
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2.3. Soro de leite

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida
Lactea (38), o soro de leite é definido como o liquido residual obtido a partir da
coagulacéo do leite destinado a fabricacéo de queijos ou de caseina.

Na fabricacdo de queijo é fundamental que ocorra a conversao do leite liquido
em um gel viscoelastico (coagulo) e este processo pode ocorrer utilizando um
dos trés agentes coagulantes: coalho, acido e acido/calor (39). Ha dois tipos
principais de soro de leite, sendo eles o doce e o0 acido. A classificacao ira variar
dependendo do queijo produzido com base na relacdo da acidez total ou pelo
conteudo em &cido lactico. O soro doce é obtido principalmente pela coagulacéo
enzimatica (coalho) e apresenta pH entre 6,0 e 6,8. O soro acido € formado pela
coagulacéo acida e apresenta pH inferior a 6,0 (40). Os queijos de coagulacéo
enzimatica representam cerca de 75% do total producdo de queijo, portanto a
grande maioria da producédo de soro é doce (39).

Da fabricacdo de queijo, aproximadamente 90% do volume de leite resulta
em soro, sendo que este contém cerca de metade dos sélidos do leite (37). O
soro de leite ja foi considerado um residuo da indastria, porém, no século 20,
com a implementacdo de regulamentos que impediram o descarte de soro de
leite ndo tratado também veio o reconhecimento do valor dos seus componentes,
propriedades funcionais e aplicagbes (41).

Na composicdo do soro podem ser encontrados nitrogénio néo proteico,
proteinas soluveis, sais minerais, vitaminas e lactose. As proteinas do leite tém
um certo grau de estabilidade estrutural devido a sua estrutura globular que

contém algumas pontes de dissulfeto. As fracbes do soro podem variar em
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tamanho, peso molecular e funcado (42). As principais proteinas do soro sao a f3-

lactoglobulina e a a-lactoalbumina que séo proteinas globulares (Figura 1).

() (b)

Figura 1. Estrutura terciaria da (a) p-lactoglobulina e (b) a-lactalbumina.
Fonte: (43)

Na Tabela 2 estdo as principais proteinas do soro de leite e suas atividades

bioldgicas.



Tabela 2. Proteinas do soro de leite bovino e seus beneficios

20

Componentes do soro

Atividade Bioldgica

B-Lactoglobulina

Transportador de retinol, 4cidos graxos,
palmitato, vitamina D e colesterol

Aumento da atividade da esterase pré-gastica
Transferéncia de imunidade passiva
Regulagdo do metabolismo do fésforo da
glandula mamaria

a-Lactoalbumina

Atividade anticancerigena

Metabolismo e sintese da lactose
Tratamento da doenca induzida por estresse
cronico

Imunoglobulinas

Modulag&o do sistema imunoldgico
Atividade antimicrobiana

Atividade antifungica

Atividade opioide

Albumina do soro bovino

Funcao antimutagénica
Prevencao do cancer
Imunomodulacao

Lactoperoxidase

Inibe o crescimento de bactérias

Lactoferrina

Acao antioxidante, antimicrobiana, antiviral e

antifangica. Promove o crescimento de bactérias

benéficas

Fonte: Adaptado de (12,42,44)

As imunoglobulinas incluem a IgG, IgA e IgM, sendo que a IgG corresponde

a 80% do total das imunoglobulinas de leite bovino (45,46). As proteinas do soro

de leite sdo relativamente instaveis ao calor, ocorrendo extensa desnaturacao a

80 °C. A B-lactoglobulina € mais termolabil do que a a-lactoalbumina como

consequéncia do seu grupo sulfohidril livre, que permite o inicio da reacdes

autocataliticas de troca de dissulfeto (27).

Os aminoacidos presentes no soro de leite incluem os aminoéacidos

essenciais, que nao sao produzidos pelo corpo e devem ser obtidos através
da dieta, bem como os aminoacidos ndo essenciais, que 0 corpo é capaz de

sintetizar por si préprio (19).

Padrbes da necessidade de ingestdo de aminoacidos essenciais foram

estabelecidos pela Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
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Alimentacéo (FAO) (47), sendo que as proteinas do soro apresentam quase
todos o0s aminoacidos essenciais em concentragdo acima destas
recomendacdes. As proteinas do soro apresentam elevadas concentracfes
dos aminoécidos triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina. No caso dos
aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) que apresentam menores
teores, ainda assim parametros estabelecidos sdo atendidos (48,49). Esses
aminoacidos sdo fundamentais para diversas fun¢des no organismo, como a
sintese de proteinas, a formacdo de tecidos, a regulacdo de enzimas e
horménios, a funcdo imunolégica e a producdo de neurotransmissores. Por
isso, 0 soro de leite é considerado uma excelente fonte de proteinas completa
e é amplamente utilizado em suplementos nutricionais, bebidas proteicas e
produtos de nutricdo esportiva devido aos beneficios que oferece para o corpo
(50).

O soro de leite pode ser utilizado como ingrediente de diversos produtos,
como bebidas funcionais fermentadas (51), pao de queijo (52), sopas e molhos
(53), dentre outros. Com a crescente demanda por alimentos mais nutritivos,
acessiveis e com menor custo de producao, o soro € cada vez mais viavel para
a induastria (54). Portanto, ingredientes a base de proteina lactea estdo sendo
amplamente utilizados no desenvolvimento de novos produtos pela industria de
alimentos devido ao seu alto valor nutricional (55).

Desde o inicio da década de 1980, as proteinas do soro de leite cresceram
em popularidade como ingredientes ndo sé do ponto de vista nutricional, mas
também da perspectiva tecnolégica. Em aplicagdes alimenticias, as proteinas do
soro do leite e seus derivados vém ganhando destaque devido suas diversas

funcionalidades. Em relacdo as propriedades tecnoldgicas pode-se citar a
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solubilidade, capacidade de retencdo de agua e gordura, capacidade de
emulsificacao e geleificacdo, formacédo de espuma e filmes comestiveis. Além
disso, tem sabor mais brando quando comparadas a caseina. Estas
caracteristicas tornam as proteinas do soro de leite um ingrediente adequado
para ser utilizado na elaboracdo de novos produtos (56). Por esse motivo, é de
grande importancia o estudo do impacto dos componentes do leite, incluindo o
soro, ha saude humana, bem como sua aplicacdo em produtos alimenticios
(12,57).

Vérios produtos a base de proteina de soro de leite sdo produzidos por
técnicas de fracionamento por membranas. Os produtos mais importantes a
base de proteinas de soro de leite sdo concentrado de proteina de soro de leite
(WPC), isolado de proteina de soro de leite (WPI) e proteina de soro de leite

hidrolisada (HWP) (57).

2.4. Peptideos bioativos

Segundo Kitts (58), os peptidios bioativos sdo definidos como fragmentos
especificos de proteina, resistentes a acdo de proteinas digestivas que tem
um impacto positivo nas funcées corporais, podendo influenciar na saude.

Os peptideos bioativos ou peptideos biologicamente ativos séo produzidos
principalmente atraves do uso de diferentes enzimas por hidrolise enzimatica.
Também podem ser gerados por meio do processamento de alimentos e
fermentacdo microbiana utilizando-se bactérias acido lactica (42).

Os peptideos bioativos do leite podem ser divididos em diferentes
categorias com base em seu efeito fisioldgico no corpo ou na proteina da qual

foram derivados: anti-hipertensivos, antioxidantes, antitromboticos, opioides,
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fosfopeptideos de caseina, antimicrobianos, citomoduladores e
imunomoduladores (59)

As proteinas do leite sdo uma das mais importantes fontes de peptideos
biologicamente ativos (60). Estes peptideos sdo comercializados de forma
isolada, podendo ser utilizados em formulas infantis, dietas clinicas ou como
agentes antimicrobianos (61,62).

O soro de leite bovino é de grande interesse biotecnolégico por ter peptideos
bioativos ja descritos na literatura. Foram descritos 59 peptideos bioativos
diferentes, provindos das mais diversas condi¢des de protedlises. Dentre elas, 7
fragmentos tém sitios de clivagem preferenciais a clivagem por tripsina (63).

Para aumentar a disponibilidade de peptideos bioativos em proteina do soro

de leite, a hidrélise enzimatica € uma das alternativas.

2.5. Hidrdlise enzimatica

A hidrélise enziméatica € um processo utilizado para melhorar
propriedades fisicas, quimicas e funcionais dos alimentos, sem prejudicar seu
valor nutritivo. E empregado em macromoléculas alimentares como as proteinas,
alterando as caracteristicas de absorcdo das proteinas, sendo o método
preferido para a obtencé&o de hidrolisados para aplicagdes nutricionais, como em
férmulas infantis hipoalergénicas, preparacfes imunoestimulantes, produtos
geriatricos, dietas terapéuticas e bebidas esportivas. Além disso, a hidrdlise
enzimatica pode liberar peptideos bioativos (62).

A hidrolise de proteinas pode ser executada por enzimas do sistema

digestivo (pancreatina, pepsina, a-quimotripsina), de origem vegetal como
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papaina, por enzimas de origem microbiana, ou com acido ou base forte, sendo
gue em alimentos o mais comum € a hidrdlise enzimatica (64).

E de grande importancia a escolha da enzima proteolitica que sera
utilizada na hidrdlise, visto que a sua acdo especifica vai influenciar a
composicao final dos produtos, principalmente em relacdo ao tamanho dos
peptideos (22).

As proteases, também conhecidas como peptidases ou enzimas
proteoliticas, sdo enzimas responsaveis pela quebra de ligacdes peptidicas em
proteinas, convertendo-as em fragmentos menores chamados peptideos ou
aminoacidos. Essas enzimas desempenham um papel crucial em varios
processos bioldgicos, incluindo a digestdo de alimentos, regulacdo de vias
metabdlicas e eliminacdo de proteinas danificadas ou desnecessarias. (65) .

De acordo com Santos & Koblitz (66) proteases (EC 3.4) sdo enzimas
pertencentes ao grupo das hidrolases que catalisam a reacdo de hidrdlise das
ligacdes peptidicas das proteinas e podem atuar nas ligacdes éster e amida.
Todas as proteases possuem um certo grau de especificidade para o substrato,
geralmente baseado na sequéncia de aminoacidos que circundam diretamente
a ligacao que é clivada.

Tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase sao secretadas pelo pancreas
como pro-enzimas inativas. A tripsina desempenha um papel fundamental na
regulacdo de todas as outras enzimas digestivas, portanto uma das mais
importantes enzimas digestivas. E uma endopeptidase, da classe das serina-
proteases, que cliva o lado carboxila dos residuos de arginina e lisina, seu pH

otimo de agéo esta entre 7,5 e 8,5. (67).
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Véarios fatores influenciam nas caracteristicas de composicao,
propriedades fisico-quimicas, funcionais e sensoriais de hidrolisados proteicos
enzimaticos. As propriedades quimicas e estruturais da proteina séo alguns dos
fatores mais importantes. Porém, a intensidade dos processos a que tenham
sido submetidos, as condi¢des da hidrolise, especificidade da enzima proteolitica
e o0 grau de hidrélise também desempenham um papel fundamental nas
caracteristicas de hidrolisados proteicos enzimaticos. As condi¢cfes de hidrdlise
sdo estabelecidas com o intuito de obter um hidrolisado que tenha alto valor
nutricional, sabor agradavel, propriedades antigenicidade e funcionalidade e
também que néo tenha custo elevado (68) .

O resultado da hidrolise esta relacionado com o tipo de enzima, relacao
enzima/substrato (E/S), temperatura, pH e tempo. Cheison et al. (15) fez uma
extensa revisdo sobre soro de leite, 0 mecanismo e a cinética da hidrolise
enzimatica, as enzimas utilizadas para a hidrdlise, os peptideos deles derivados
e o efeito do pré-tratamento dos substratos, norteando assim os parametros
utilizados neste estudo.

Enzimas como a tripsina bovina sdo especificas para a clivagem de
ligacbes peptidicas. Essa especificidade € caracterizada pela sua preferéncia
por regibes positivamente carregadas contendo residuos de arginina e lisina,
devido a sua triade catalitica (69). Na sequéncia primaria da proteina B-
lactoglobulina, foram identificados 19 locais potenciais para clivagem pela

tripsina, sendo 17 lisinas e 2 argininas. (15).
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2.6. Processamento térmico

Segundo a Instrucdo Normativa n° 76 (IN 76), de 26 de novembro de 2018
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), € considerado
leite pasteurizado o leite fluido submetido a um dos processos de pasteurizacao
previstos na legislacao vigente, envasado automaticamente em circuito fechado
e destinado a consumo humano direto (70).

O tratamento térmico da pasteurizacdo rapida se da na faixa de
temperatura entre 72 a 75 °C durante 15 a 20 segundos em pasteurizador de
placas ou entre 62 e 65 °C durante 30 minutos na pasteurizacdo lenta, em
equipamento apropriado de pasteurizagdo, ambos seguindo para o
resfriamento imediato em aparelho em placas a uma temperatura igual ou
inferior a 4°C e envasado em circuito fechado no menor prazo possivel, sob
condi¢cBes que minimizem contaminacdes. No Tratamento Térmico UHT (Ultra
High Temperature) o liquido é rapidamente aquecido a temperaturas entre
135°C e 150°C por um curto periodo, geralmente de 2 a 5 segundos. Esse
aguecimento rapido € crucial para eliminar microorganismos patogénicos e
deteriorantes sem comprometer excessivamente as caracteristicas sensoriais

e nutricionais do produto. (70).

2.7. Processamento ndo térmico
As tecnologias ndo térmicas vem sendo aplicadas em alimentos como
alternativa viavel ao processamento térmico tradicional, visto que os tratamentos
nao térmicos mantém melhor as caracteristicas nutricionais e sensoriais do

alimento. Alguns exemplos desta tecnologia s@o: o campo elétrico pulsado
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(CEP), processamento com luz ultravioleta (UV), processamento em alta

presséo, dentre outras (24).

2.7.1. Radiacéao ultravioleta (UV)

Radiacéao ultravioleta (UV) é a parte do espectro eletromagnético entre a
luz visivel e os raios-X, conforme mostrado na Figura 2. A luz UV é gerada pela
aplicacao de uma diferenca de potencial numa lampada que gera uma descarga
elétrica dentro de um tubo de quartzo contendo uma mistura de gas (mercurio
ou Xénon), 0 que excita esses atomos. Quando os atomos voltam ao seu estado
original de energia, emitem luz em um comprimento de onda de 100 nm a 400nm

(72).

RAIO-X Ultravioleta Luz visivel | Infravermelho

100 200 | 280 315\ 400

Hg - baixa pressao
lampada de 254 nm

780
Comprimento de onda (nm)

\, Eliminagao total
dos microorganismos

Figura 2. Espectro de luz

Fonte: Food Safety Brazil, 2016

A radiacdo UV pode ocorrer em ondas curtas (UV-C) - 200 a 280 nm,
ondas médias (UV-B) - 280 a 320 nm ou ondas longas (UV-A) - 320 a 400 nm.
Para conservacao de alimentos a regido UV-C é considerada a mais eficiente,

pois corresponde ao comprimento de onda mais absorvido pelo DNA. As
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radiacfes UV-C sdo absorvidas pelas proteinas e acidos nucléicos, provocando
0 rompimento de cromossomos, mutacdes genéticas e inativacdo de enzimas e,
consequentemente, a morte da célula (72,73)

A radiacdo UV-C atua como um agente sanificante fisico se for utilizada
com intensidade e por tempo de exposicdo suficiente, funcionando como
germicida, eliminando bactérias, bolores, leveduras e virus, ndo deixando
residuos nas superficies aplicadas (74,75). O tratamento com luz UV-C tem sido
utilizado na industria de alimentos para diferentes fins, incluindo sanitizacédo do
ar no processamento de carnes e vegetais, reducdo de microrganismos
patogénicos no processamento de carnes vermelhas, aves e peixes. Além disso,
ja foi aplicada com sucesso na pasteurizacéo de alimentos liquidos, como sucos
de fruta e leite (76).

Hu et al. (77) estudaram o efeito da radiacdo UV-C na carga microbiana e
propriedades fisico-quimicas de leite bovino e concluiu que o tratamento UV-C
diminui significativamente a carga de microrganismos no leite cru. Um posterior
estudo dos mesmos autores demostrou que o tratamento UV-C resultou em
melhor digestibilidade in vitro e modificou os perfis peptidicos da a-caseina do
leite bovino, que geralmente leva ao aumento das atividades antioxidantes e anti-
hipertensivas (25). Portanto, o tratamento UV-C é promissor tanto controle
microbiologico quanto na modificacdo de proteinas alimentares, aumentando
sua digestibilidade, podendo produzir produtos lacteos com melhores
propriedades funcional.

O trabalho de Silva (78) mostrou como o uso da luz continua na regido UV-C

altera a estrutura secundaria da B-Lactoglobulina, apontando uma diminuicao da
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alergenicidade em idosos utilizando a simulagcdo do processo de digestao
gastrica.

Cavalcante et al. (79) compararam os efeitos da irradiacdo por UV-C com o
processo térmico em proteina isolada do soro de leite, avaliando mudancas
conformacionais na B-lactoglobulina, grau de hidrolise (DH) triptica e perfil de
peptideos. Foi observado um aumento significativo na constante de velocidade
de hidrolise da B-Lg irradiada com luz UV-C, em comparacao a proteina nativa e
processada termicamente, sugerindo que os sitios de clivagem na cadeia
proteica se encontram mais expostos. Nos hidrolisados tripiticos da [B-Lg,
irradiada com luz UV-C, foram encontrados seis peptideos bioativos, fg-Lc (f31-3s,
fs7.76, fa7-01, fo1-00, f118-121, € f158-164).

Os trabalhos mais recentes e integrantes do projeto multitematico a qual
este projeto pertence focaram no estudo da luz UV-C na proteina do soro de leite
isolada (78,79). Desta forma, dando continuidade ao projeto e focando na
aplicacdo pratica, este estudo teve como matéria prima o soro de leite
proveniente de uma industria. Assim, as possiveis alteracfes estruturais nas
proteinas do soro do leite decorrentes da acdo da luz UV-C combinada com

hidrélise enzimatica foram estudados.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Analisar as modificagBes na estrutura das proteinas majoritarias do soro

de leite causadas pelo tratamento UV-C e hidrélise.
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3.2. Objetivos especificos

* Tracar o perfil e habitos de consumo do publico idoso em relacdo a
produtos lacteos

* Avaliar as mudancas estruturais na conformacéo das proteinas de soro
de leite tratado com luz UV-C e hidrélise enzimatica

* Analisar o perfil peptidémico de hidrolisado proteico proveniente deste
soro

+ Desenvolver um ingrediente a partir do soro de leite com peptideos

bioativos direcionado ao publico idoso.

4. MATERIAL E METODOS

Este projeto € parte integrante do Projeto de Pesquisa Tematico processo
n° 2017/01189-0 (Novel aging: Technologies and solutions to manufacture novel
dairy products for healthy aging), financiado pela FAPESP e realizado em
parceria entre Embrapa Pecuaria Sudeste, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — Universidade Estadual Paulista (FCFAr/UNESP)

e Instituto de Quimica de Sao Carlos — Universidade de S&o Paulo (IQSC/USP).

4.1. ANALISE DO PERFIL DO CONSUMIDOR

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em
Seres Humanos (CEP) do Centro Universitario Central Paulista — UNICEP,
protocolo CAAE 39668920.8.0000.5380 e os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo I).

Foi realizado um estudo de perfil e habitos de consumo do publico alvo

(idosos) com o objetivo de identificar necessidades e preferéncias deste publico
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com a participacao de 296 pessoas. Foi elaborado um questionario contendo 23
perguntas (Anexo Il) pela plataforma google forms contendo questdes sécio
demograficas (sexo, faixa etaria, escolaridade, renda, qualificacdo profissional,
etc); analise sobre habitos de consumo de produtos lacteos (frequéncia de
compra e de consumo, local de compra, percepcédo dos precos e critérios de
escolha de acordo com a ocasiao) e preferéncia em relacdo a produtos lacteos
(qualidade, aparéncia, modo de preparo). Também foi utilizado questionario
sobre posicionamento em relacéo a novas tecnologias em produtos alimenticios
e neofobia em relacdo a tecnologia de alimentos (FTNS), traduzido e validado
para o portugués por Vidigal et al. (80) a partir do original em inglés (81). Este
guestionario € composto por treze afirmacdes em uma escala estruturada de 7
pontos, com uma adaptacdo para uma escala de 5 pontos, devido a uma
dificuldade de visualizacdo no celular caso fosse utilizada a escala original de 7
pontos, tendo em vista a forma online. Cabe ressaltar que a escala de 5 pontos
ja foi utilizada com sucesso por outros autores (82,83).

No questionario foram apresentadas instru¢cdes para os consumidores
responderem a escala constituida por 13 itens sendo seis deles referentes a
“novas tecnologias sdo desnecessarias”, quatro a “percepcao de risco”, dois a
“escolhas saudaveis” e um item a “informacgéao fornecida pela midia”. Utilizando
a escala de 5 pontos (1= discordo totalmente, 3 = Nem concordo, nem discordo,
5 = Concordo totalmente) os consumidores deveriam indicar o grau de
concordancia com cada afirmacéo e pensar em novas tecnologias de alimentos
de um modo geral. Para realizar as analises estatisticas, as pontuacdes das
questbes 6, 7, 8 e 13 foram invertidas, de forma que valores maiores

correspondem a maior neofobia.
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Assim, os participantes foram classificados em baixo ou neofilicos, médio
ou neutros e alto ou neofébicos em relacao a tecnologia de alimentos (83,84).

Por um periodo de 6 meses o questionario definitivo foi enviado, por meio
de midias sociais (e-mail, Instagram e WhatsApp) a pessoas residentes em
vérias regioes brasileiras. Os dados foram coletados diretamente do google
forms e submetidos a andlise descritiva de frequéncia. Os dados foram

analisados utilizando o programa estatistico BioEstat versao 5.0.

4.2. CARACTERIZACAO DO SORO DE LEITE
4.2.1. Matéria prima

O soro doce da producéo de queijo minas frescal foi obtido de um laticinio
local de pequeno porte (Laticinio Bonura, Sdo Carlos — SP) e coletado
imediatamente apos a producéo do queijo. O soro foi transportado em recipiente
térmico e entdo congelado para liofilizacao.

As amostras foram congeladas abaixo de -18°C de modo que toda a 4gua
presente estivesse no estado sélido e abaixo do ponto triplo da agua, para que
nao houvesse formacao de espuma durante a aplicacdo do vacuo (85) e entdo
liofilizadas em presséo igual a 10- mbar e temperatura do condensador -40°C
(Liofilizador L108, Liotop). Apds a liofilizagdo as amostras foram embaladas em
frascos rigidos, escuros de maneira a impedir a incidéncia de luz e armazenadas

em temperatura ambiente (86).

4.2.2.Composicdo quimica do soro de leite
A composicado do soro de leite liofilizado foi determinada segundo os

métodos descritos na AOAC (1995). A umidade foi determinada por secagem a
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105° C até peso constante; as cinzas por incineragdo, em mufla a 550 °C; as
proteinas foram determinadas pelo método de Kjeldahl (87). As determinacdes
de teor dos minerais (calcio, magnésio, fosforo, potassio e sodio) foram
realizadas por espectrometria de emissao Optica com plasma induzido (ICP-
OES, Agilent Technologies, Modelo 5110, Synchronous Vertical Dual View,
Mulgrave, Australia). O instrumento foi operado nas seguintes condicdes:
poténcia de radiofrequéncia 1,20 kW; vazdo do gas do plasma 12,0 L min;
vazdo do gas auxiliar 1,0 L min''; vazdo do gas de nebulizacdo 0,7 L min;
velocidade da bomba peristaltica 12 rpm; tempo de estabilizacdo 15s, tempo de
integracdo de sinal 3s; camara de nebulizacdo ciclénica duplo passo;
nebulizador OneNeb I, posicao de visualizacao axial (Fe, P) e radial (Ca, K, Mg
e Na); analitos e linhas de emissdo Ca (422.673 nm), Fe (259.940 nm), K
(769.897 nm), Mg (280.270 nm), Na (589,60 nm), P (213.618 nm). Argdnio, com
pureza de 99,999% (White Martins-Praxair, Sertdozinho, SP, Brazil), foi usado
para a geracdo do plasma, nebulizacdo das amostras e como gas auxiliar do
plasma. Para preparacdo das amostras para analise foram digeridas em bloco
digestor, em meio acido nitrico e diluidas para atender as exigéncias em relacéo

ao maximo teor de solidos dissolvidos aceitos pelo instrumento (< 3%).

4.2.3. Quantificacao de proteina por Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

A a-lactalbumina e B-lactoglobulina no soro de leite foram identificadas
e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sendo
utilizado um cromatégrafo modelo SDP-M20A (Shimadzu Corporation,

Kyoto, Japan), equipado com sistema de injecdo automatico, bombas



modelo LC20AD e utilizando detector de arranjo de diodos modelo SDP-
M20A. Utilizou-se uma coluna C18 modelo Aeris PEPTIDE XB-C18, 3,6 p
(150 x 2,2 mm), Phenomenex.

As fases moveis consistiram de acetronitrila com 0,1% de &cido
trifluoroacético (fase A) e agua Milli-Q® com 0,1% de acido trifluoroacético
(fase B). A fase mével comeca a 10% B (1 min), de 10% B a 60% B (44 min),
60% B isocratica (5 min), de 60% a 10% B (2 min), 10% B isocratico (3 min).
O tempo total de execucéo foi de 55 min, tendo um fluxo da fase moével foi
de 0,3 mL / min.

O volume de injecéo foi de 5 pL e a temperatura da coluna mantida em
21 + 2 ° C. Para a injecdo todas as amostras foram analisadas em triplicata
e diluidas em tampé&o fosfato 0,01M (FI = 0,16M e pH = 6,67) filtradas com
membrana em Polietersulfona (PES) modificada com diametro de poro de
0,20 ym (SC QUIMICA, S&do Paulo, Brasil). Os cromatogramas foram
processados em um comprimento de onda fixo de 280 nm.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos foram realizadas
comparando o espectro UV-Vis, tempos de retencdo e areas de pico das
amostras com os respectivos padrdes a-Lactoalbumina de leite bovino Tipo
lll, 285% PAGE (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e B-Lactoglobulina de
leite bovino 290% PAGE (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) nas mesmas
condi¢des cromatograficas

Para quantificagdo, uma curva padrdo foi construida nas seguintes
faixas de concentracdo para as proteinas: 0,2-0,5 mg/mL (a-L) sendo a
equacdao da reta y = 1,86E+06x - 6,22E+04 e 0,6—1,5 mg/mL (B-L) sendo a

equacdao da reta y = 9,75E+05x - 8,79E+04. O coeficiente de determinacao

34
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(R?) para as curvas padréo foi estabelecido em no minimo 97%.

4.3. DEFINICAO DE PARAMETROS DE PROCESSAMENTO UV-C NO SORO
DE LEITE
4.3.1. Processamento do soro de leite

O soro de leite liofilizado foi diluido em agua Milli-Q® na proporgéo de 66

mg/mL.

4.3.2. Processamento ndo térmico: irradiacdo UV-C

A amostra de soro de leite liofilizado e reconstituido foi colocada em uma
cubeta de quartzo com capacidade para 15 mL e foi exposto a irradiacdo UV-C
em bancada fotoquimica com uso de LED 255W (Thorlabs), com a emissdo
centrada em 254nm e poténcia controlada com um gerador de corrente variavel
(Figura 3). A amostra ficou em constante agitacdo por 5 horas e aliquotas foram
retiradas de 100uL hora em hora para quantificacdo de tidis livres acessiveis
(descrito no item 4.3.3). A irradiacao foi feita em triplicata e a cada hora foram

retiradas 3 aliquotas para andlise de tidis livres.

N

Soro de leite Diluicdo de
liofilizado 66mg/mL

\ UV-C (254 nm)

Figura 3. Esquema processamento UV-C no soro de leite liofilizado e
reconstituido

Fonte: Autoria propria, 2021
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4.3.3. Quantificacao de tiois livres acessiveis do soro de leite submetido ao
processamento UV-C

A quantificacdo de tidis livres acessiveis ao acido 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzéico) (DTNB) foi realizada baseando-se no método de Ellman (88).
A concentragéo de tiol livre foi medida a partir da absortividade molar do
TNB, etne = 14150 Mt cm?, em tampédo fosfato de sédio 0,1 M, pH = 8
contendo 1 mM de EDTA e AAbs= 412 nm. Para a medida de absorbéancia,
um volume de 250 pL de cada uma das amostras foi adicionado a 2,5 mL de
tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH = 8 contendo 1 mM de EDTA e 50 L de
solucdo 2 mg mlt de DTNB preparada no mesmo tampdo. As amostras
foram mantidas em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 15 min e
entdo foi realizada a medida de absorbancia em 412 nm usando um
espectrofotometro UV/VIS (ThermoFisher Scientific, Vartaa, Finlandia). Na
cubeta de referéncia, a amostra foi substituida por agua Milli-Q®. As
amostras foram medidas antes da irradiacdo UV e em diferentes tempos.
Calculou-se a concentracao de grupos sulfidrilas livres pela lei de Lambert —

Beer, considerando-se os fatores de diluicéo.

0. _OH
I T
0 Z 0 {
AAnS /[-:». l e A-" 7 -
= \1 > [ s - o
O. Ex/*’x_,;: s ) -
Proteina com ~SH DTNB TNB*

acessiveis

Figura 4. Reacdo do DTNB com ti6is livres acessiveis ao solvente em proteinas e
formacéo do TNB

Fonte: (89)



37

4.4. QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO SORO DE LEITE PROCESSADO

POR RADIACAO UV-C

4.4.1. Processamento do soro de leite

O soro de leite liofilizado foi diluido em agua Milli-Q® na proporgéo de 66
mg / mL e submetido a dois processamentos: 1) térmico por pasteurizacdo lenta
e 2) nao térmico por UV-C, descritos a seguir. Soro de leite sem tratamento foi
utilizado como controle. Para determinacdo da eficiéncia microbiolégica do
processamento UV-C, este foi comparado com o soro sem tratamento (controle)

e 0 soro pasteurizado.

4.4.2. Processamento ndo térmico: irradiacdo UV-C
O soro de leite liofilizado e reconstituido foi processado por irradiagdo UV-

C por 4 horas conforme estabelecido pelo resultado da andlise de tidis livres.

4.4.3. Processamento térmico: pasteurizacao lenta

Foi realizada pasteurizacdo lenta do soro de leite, frascos fechados
contendo 15ml de soro foram colocados em banho-maria com temperatura
controlada (62 — 68°C) durante 30 minutos e em seguida foram resfriados em
banho de gelo até atingirem a temperatura de 5°C. O processamento foi

realizado em triplicata.
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4.4.4. Andlise da qualidade microbiologica

As amostras de soro de leite liofilizado e reconstituido controle,
processado por pasteurizacdo e por UV-C foram analisadas quanto a
concentracdo de alguns microrganismos.

Para a determinacdo da contagem bacteriana total, contagem de
Enterobacteriaceae e bactérias lacticas nas amostras de soro de leite dos
tratamentos estudados foram feitas diluicbes seriadas (em agua peptonada
estéril 0,1%) das amostras. Para a contagem total de bactérias, as amostras
foram semeadas em agar soja triptona (TSA) e incubadas em triplicata a 37° C
por 24 h em camara de temperatura controlada. Para Enterobacteriaceae e
bactérias lacticas as amostras foram semeadas por pour plate em triplicata em
Agar Bile Violeta Vermelha (RVG) a 37 ° C por 24 h e em agar MRS a 37 © C por

48 horas, respectivamente (ISO 4832:2006).

4.5. Andlise de bhioacessibilidade de minerais

Para analise de bioacessibilidade dos minerais (Ca, Mg, P, S, Fe, Zn, Cu
e Mn) primeiramente foi feito o ensaio in vitro baseado no método desenvolvido
por (90) com algumas modificacBes. Para este ensaio, aproximadamente 10 mL
do soro de leite liofilizado e reconstituido (66mg/mL) e do soro irradiado na
mesma concentragcdo foram adicionados a um tubo Falcon de 50 mL e o pH
ajustado a 2 com HCI 6 mol L sob agitacdo por 10 min. Para a etapa de digestéo
gastrica, 0,6 g de solucdo de pepsina (1,6 g dissolvido em 0,1 mol L't HCI) foi
adicionada e submetida a aguecimento a 37°C por 2 h sob constante agitacéo a
200 rpm. As amostras foram colocadas em banho de gelo, para interromper a

atividade enzimatica e o pH da solucéo ajustado a 7 com NaOH 1 mol L. Para



39

a etapa de digestéo intestinal, uma aliquota de 5 mL da solucéo intestinal (0,4%
(m v1) de pancreatina além de 2,5% (m v!) de sais biliares dissolvidos em 0,1
mol L de NaHCOs3) foram adicionadas as amostras. A solucdo retornou ao
aguecimento por mais 2 h a 37°C e 200 rpm. Em seguida, as amostras foram
colocadas em banho de gelo de 15 min e transferidas para tubos de
polipropileno. A mistura foi centrifugada por 10 min a 3600 rpm, sendo obtida a
fracdo bioacessivel. Parte da fracdo bioacessivel foi coletada para analise de
transporte celular usando células de Caco-2, a outra porcéo foi mantida a -20 °C
para posterior decomposicdo acida assistida por radiacdo micro-ondas e
quantificacdo dos analitos em triplicata por Espectrometria de Emissdo Optica
por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES).

A bioacessibilidade (%) das amostras é determinada para cada teste de

digestdo conforme a seguinte equacao.

C.
Bioacessibilidade (%) = [( bio )] x 100

Ctotal

Onde:
Chio € a concentracdo de analito final obtida a partir da digestdo com fluidos
gastrointestinais.
Cutal € a concentracdo de analito inicial obtida a partir da digestdo acida em
micro-ondas.
Os calculos e andlises estatistica foram realizados utilizando os softwares Origin

8.5 e Excel.
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4.6. HIDROLISE ENZIMATICA DE SORO DE LEITE IRRADIADO POR UV-C

As amostras de soro de leite controle e irradiada por 4 horas foram
submetidas a um processo de hidrdlise utilizando-se a enzima proteolitica
tripsina bovina (Sigma Aldrich, EC-232-650-8) como descrito por Cavalcante et
al. (79) para proteina concentradal/isolado de soro de leite. A enzima foi
solubilizada em meio aquoso com 1mM HCIl e mantida em refrigeracéo (2°C) por
24h antes do experimento.

O pH das amostras foi ajustado a 8,0 por adicdo de NaOH 1 M, entéo foi
adicionada a tripsina a uma propor¢ao enzima-substrato (E/S) de 1:20 (p/p) e a
hidrolise foi realizada a 37° C por 3 h com agitacdo constante (15). Aliquotas de
100puL foram retiradas a cada 30 minutos para andlise de grau de hidrolise
conforme descrito no item 4.5.1. Parte da aliquota retirada foi armazenada em
freezer bioldgico (-80°C) para analise de espectrometria de massa descrita no
item 4.5.2.Para parar a reacdo a amostra foi aquecida a 95° C por 15 min,

garantindo a completa inativacdo da enzima (91).

4.6.1. Grau de hidrolise

O grau de hidrdlise foi quantificado pela metodologia o-phthaldialdehyde/
N-acetyl-I-cysteine (OPA/NAC) segundo Spellman et al., (2003). O reagente
OPA/NAC (100 mL) foi preparado com 10 mL de 50 mm OPA (em metanol), 10
mL de NAC de 50 mm, 5 mL de SDS a 20% (p/v) e 75 mL de tampéao borato (0,1
m, pH 9,5). O reagente foi coberto com papel aluminio para proteger da luz e
deixado em agitacao por pelo menos 1 h antes do uso. O ensaio de OPA foi
realizado pela adicdo de 20uL de amostra (ou padréo) para 1 mL de OPA/NAC

reagente. A absorbéancia desta solucéo foi medida a 340 nm com um Ultraspec
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2000 (Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra). Os valores de absorcao para
o interacdo de grupos amino com OPA foram feitas apds 2 min para o soro de
leite ndo hidrolisado e apds 10 min para o soro hidrolisado. O grau de hidrélise
foi calculado de acordo com a seguinte equacao.

(ABS x 1,934 x d)
C

GH (%) =

Onde, ABS ¢é a absorvancia das amostras; 1,934 € o fator de correcdo da
absortividade das proteinas do soro de leite; d é o fator de diluicdo; e c, a
concentragdo proteica da amostra (g.L?)

Foi realizada andlise de variancia (ANOVA) utilizando o programa
estatistico XLSTAT 2012, tendo como efeito fixo o tratamento do soro de leite
para determinar diferencas significativas do tempo de hidrélise e tratamento do
soro de leite, seguido do teste de Tukey, caso houvesse diferenga significativa

ao nivel de 5%.

4.6.2 Anélise de peptideos por MALDI-TOF

O estudo do perfil de peptideos produzidos por tempo de hidrélise foi
realizado pela andlise de espectrometria de massas com ionizagcdo por
dessorcdo a laser assistida por matriz, usando um espectrdmetro de massas
com analisador por tempo de voo (MALDI-TOF/TOF) modelo ultraflex Il (Bruker
Daltonics). Para tanto, 1uL da amostra a ser analisada foi co-cristalizada na

propor¢cdo 1:1 (v/iv) com a matriz a-cyano-4-hydroxycinnamic Acid (HCCA)

(solugéo de 10 mg mL ™" em 50% de acetonitrila acidificada com 0,1% de acido
trifluoroacético) diretamente na placa de MALDI. Foi registrado
a Impresséo Digital do Mapa Peptidico de todas as amostras na faixa de 500-

3500 m/z.
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Os dados obtidos foram tratados pelo software FlexAnalysis 4.0, onde foram
aplicados os filtros de smooth e baseline e os espectros exportados para o
software BioTools 4.0. As informacgfes de clivagens teoricas foram coletadas do
banco dados Mascot (Matrix Science), considerando hidrolise com tripsina e
assumindo-se uma exatiddo < 0,3 Da. A busca por peptideos bioativos foi

efetuada conforme o descrito por Nielsen et al. (63).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISE DO PERFIL DO CONSUMIDOR

Participaram deste experimento 296 pessoas acima de 50 anos ou que
convivem com idosos (60+). Para as analises, foram excluidas as respostas de
pessoas abaixo de 50 anos que ndo estavam dispostos a responder com base na

opinido do idoso. Sendo assim, foram obtidas 286 respostas validas.

5.1.1. Perfil dos consumidores de produtos lacteos e habitos de consumo

Neste estudo, a maioria dos entrevistados foram do sexo feminino
(71,7%), casados (56,3%), pos graduados (53,5%), moradores da regido
sudeste (73,8%) e com renda familiar entre 5 a 10 salarios minimos (25,9%). Ao
avaliar os fatores socioeconémicos somente dos entrevistados que afirmaram
gue consomem whey protein foi observado que embora seja um produto com
alto valor agregado ha pessoas de todos os niveis salariais analisados que

consomem o produto.
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Tabela 3. Frequéncia (%) dos fatores socioeconomicos dos entrevistados e dos

consumidores de whey protein

Total .
Fatores socioecondmicos entrevistados COI’lSlJm.IdOYE,‘_S
(n=286) whey protein (n=44)
GENERO Frequéncia (%) Frequéncia (%)
Masculino 28,32 34,09
Feminino 71,68 65,91
ESTADO CiVIL Frequéncia (%) Frequéncia (%)
Solteiro(a) 21,33 20,45
Casado(a) 56,29 61,36
Separado(a) 15,38 11,36
Viavo(a) 5,59 6,82
Unido estavel 1,40 -
ESCOLARIDADE Frequéncia (%) Frequéncia (%)
Ensino Fundamental 2,45 4,55
Ensino médio 8,39 11,36
Ensino superior 35,66 38,64
Pés graduacao 53,50 45,45
REGIAO Frequéncia (%) Frequéncia (%)
Norte 0,35 -
Nordeste 5,24 6,82
Centro-Oeste 11,19 18,18
Sudeste 73,78 75,00
Sul 9,44 -
RENDA Frequéncia (%) Frequéncia (%)
Menos de 2 salarios minimos 9,44 13,64
De 2 a 3 salarios minimos 15,38 20,45
De 3 a 5 salarios minimos 15,38 11,36
De 5 a 10 salarios minimos 25,87 27,27
De 10 a 20 salarios minimos 24,48 18,18
De 20 salarios minimos 9,44 9,09

Dentre as pessoas acima de 50 anos que responderam o guestionario, a

maioria (73,8%) era responsavel pelas compras da casa e, portanto conhecem

os diferentes produtos alimenticios disponiveis no mercado. Para que pessoas

abaixo de 50 anos pudessem responder as questdes era obrigatério que

fizessem compra para algum idoso (60+) e conhecessem seus habitos de
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consumo; em sua maioria, essas pessoas sao filhos (43,3%) ou netos (28,3%)
do(a) idoso(a).

Em relacdo aos fatores que influenciam na compra de produtos
alimenticios, de maneira geral, os fatores sabor, odor e aparéncia agradavel,
qualidade higiénico-sanitaria e saudabilidade foram os fatores em que os
consumidores mais concordaram sobre sua importancia, como pode ser
observado na Figura 5. Somando as respostas “concordo” e “concordo
totalmente” a importancia dos fatores seguiu a seguinte ordem: qualidade
higiénico-sanitaria (96,2%), sabor, odor e aparéncia agradavel (95,8%),
saudabilidade (90,6%), preco adequado em relacdo a qualidade do produto
(89,5%), facilidade de consumo/preparo (82,2%), embalagem facil de abrir
(80,4%) e ter inovacao na tecnologia aplicada (57,8%). Assim, pode-se inferir
gue a inovacao tecnoldgica em produtos alimenticios ndo € tdo importante para

0s consumidores quanto os demais fatores.

Ter inovacao na tecnologia aplicada | 35,31 36,36 2133 |
Embalagem facil de abrir 715,03 41,26 3916 |
Saudabilidade W5/9% 38,46 5210

Facilidade de consumo/preparo [I13,64 49,30 I 3287 |

Qualidade higiénico-sanitaria 175 22,03  INZ I
Sabor, odor e aparéncia agradavel 2J10° 32,52 . .32y |
Preco adequado em relacéo a qualidade do 1385 44,76 a6

produto
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Entrevistados
m Discordo totalmente Discordo Nem concordo, nem discordo
Concordo m Concordo totalmente

Figura 5. Frequéncia dos fatores de importancia na compra de produtos alimenticios
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Ao serem questionados sobre tecnologia aplicada na fabricacdo de
produtos alimenticios, 46,5% concordaram que prestam atencdo nas
informacdes da embalagem, 33,9% concordaram que isto afeta sua deciséo de
compra e 32,9% concordaram que pagariam mais por um produto com inovacao
na tecnologia aplicada, porém 39,5% foram indiferentes em relacdo a pagar mais

por tal produto (Figura 6).

50 46,50
45 39,51

40
33,92
35 30,07 31,12 32,87

30
25
20 16,43
14,34 '
15 11,89 1014 11,54

10 6,29 6,29 5,59
5 2,80

0

% Entrevistados

Eu presto atencdo nas As informacgdes de tecnologia Eu pagaria mais por um
informacdes na embalagem aplicada afeta minha decisdo  produto com inovagdo na
do produto de compra tecnologia aplicada

Discordo totalmente Discordo Nem concordo, nem discordo

Concordo m Concordo totalmente

Figura 6. Frequéncia dos fatores relacionados a tecnologia aplicada em alimentos,
utilizando escala Likert.

A Figura 7 correlaciona a resposta para a pergunta “Em relagcdo a
tecnologia aplicada na fabricacao de produtos alimenticios: Eu pagaria mais por
um produto com inovagcdo na tecnologia aplicada” com a renda destes
entrevistados. Dentre os entrevistados houve pessoas que concordaram com tal
afirmacao em todas as faixas de renda. Dos entrevistados com renda de 2 a 3
salarios minimos 36,36% concordaram com esta afirmacéo e com renda de 10
a 20 salarios minimos 37,14% concordaram com a afirmacdo. Ja nas demais
categorias de renda houve um maior nimero de entrevistados que responderam

gue nem concordam e nem discordam da afirmacao.
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Figura 7. Porcentagem de entrevistados que pagariam mais por produtos com
tecnologia aplicada e suas rendas

A grande maioria dos respondentes tém o habito de consumir produtos
lacteos (96,9%) e grande parte considera muito importante (47,9%) ou
extremamente importante (22,4%) incluir tais produtos na dieta. Em um estudo
realizado em Pelotas-RS por Muniz et al. (93) observaram que o consumo de
leite e/ou derivados € 1,7 vezes maior na populacéo idosa, porém Passanha (4)
ao estudar o consumo de leite na populacdo idosa brasileira observou uma
ingestdo média diaria (275,50mL) abaixo do preconizado pelo guia alimentar. De
acordo com o Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira, publicado pelo
Ministério da Saude (94), a recomendacéo de ingestdo média diaria de leite e
derivados varia de acordo com a faixa etaria. Para adultos, inclusive idosos, a
recomendacao é de 3 porcoes de leite ou derivados por dia, sendo que uma
porcao equivale a cerca de 200 mL de leite ou 1 pote de iogurte natural. Porém,

vale ressaltar que essas sdo apenas diretrizes gerais e as necessidades



individuais podem variar para cada individuo.

Dentre os produtos lacteos, 35,3% dos respondentes consomem
leite fluido e 30,8% consomem queijo uma ou mais vezes por dia. Ja 0s
produtos que tiveram uma menor frequéncia de consumo, com a maioria
de respostas ‘nunca consome’ foram: leite em po6 (44,4%), bebida lactea
(40,6%), petit suisse (65%), sobremesa lactea (65%) e whey protein
(77,3%) (Figura 8), assim pode-se inferir que estes ndo sédo produtos com

grande apelo para o publico alvo.
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Figura 8. Distribuigdo da frequéncia de consumo de produtos lacteos

Ao serem questionados sobre o motivo de consumirem produtos
lacteos um grande numero de consumidores concordaram ou

concordaram totalmente que é um produto familiar (74,12%), saudavel

(77,62%), que gostam (93,71%) (Figura 9).
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Recomendacédo médica/nutricionista
Conhego a marca/procedéncia

Faz me sentir satisfeito eme da energia
Tem bom custo/beneficio

Esta sempre disponivel em supermercados

Pode ser comprado emlocais perto de onde..

Faz me sentir bem

E barato

E facil de preparar

Devido ao contetddo deproteina

E parte essencial de uma refeicdo
E saudavel

Eu gosto

E familiar para mim
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Figura 9. Frequéncia dos motivos relacionados ao consumo de produtos lacteos,

utilizando escala Likert.

Apesar de haver poucos entrevistados que tem o habito de consumir whey

protein, uma boa parcela deste grupo (72%) conhecem ou ja ouviram falar do

produto e 15,4% consome regularmente. Na Figura 10 observamos alguns dos

motivos pelo qual as pessoas ingerem whey protein, mas o fator que mais motiva

o consumo foi a pratica de atividade fisica.
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Prevenir doencas

Melhorar o sistemaimunolégico
Ter mais energia

Sentir maior saciedade
Praticar atividade fisica
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Figura 10. Frequéncia motivos relacionado ao consumo de whey protein,
utilizando escala Likert

5.1.2. Neofobia

A escala FNTS constituida por 13 itens se divide conforme a Tabela 4,
sendo seis itens referentes a “novas tecnologias sao desnecessarias”, quatro a
“percepcao de risco”, dois a “escolhas saudaveis” e um item a “informacéao
fornecida pela midia”. Cada pergunta foi respondida utilizando uma escala de 5
pontos, onde 1 corresponde a discordo totalmente e 5 a concordo totalmente,
dessa forma para cada pergunta temos uma média das notas de todos os
entrevistados. Os itens com asterisco tiveram as notas revertidas, dessa forma
as maiores notas sao atribuidas a pessoas com neofobia a novas tecnologias.
Segundo (83) é possivel fazer simples ajuste na escala de 5 pontos utilizada
neste estudo para a escala de 7 pontos equivalente (81), assim a soma das
respostas de cada entrevistado pode atingir notas que variam de 13 a 65. Assim,

a classificagdo baixo ou neofilicos (13-30), médio ou neutros (31-50) e alto ou

neofébicos (51- 65) em relacdo a tecnologia de alimentos, pode ser utilizada.
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Tabela 4. Dados (n = 286) da Escala de Neofobia em relacdo a Tecnologia de
alimentos: descri¢des de fatores e categorias, média das notas de cada pergunta
em uma escala de 5 pontos e desvio padrao.

Média Desvio

Descricao Item ~
¢ notas Padréo
Novas Eu ndo estou totalmente familiarizado com novas tecnologias
tecnologias sao 5 i 345 1,068
d empregadas na producao e/ou processamento de alimentos.
desnecessarias Noyos alimentos ndo sdo mais saudaveis do que os alimentos 299 1068

tradicionais.

As afirmacdes sobre os beneficios de novas tecnologias
empregadas na producdo e/ou processamento de alimentos sdo 3,05 0,857
frequentemente muito exageradas.

Jé& existem inimeros alimentos saborosos no mercado, entdo nés

ndo precisamos de novas tecnologias para produzir mais 2,13 1,014
alimentos.

Novas tecnologias empregadas na producéo e/ou processamento
de alimentos reduzem a qualidade natural dos alimentos.

Néo faz sentido experimentar alimentos produzidos a partir de alta
tecnologia, porque 0s que eu consumo ja sao bons o suficiente.

Percgpgéo de Novas tecnologias empregadas na producédo e/ou processamento
nscos de alimentos provavelmente ndo trardo, a longo prazo, efeitos 2,93 1,015
negativos a saude*

246 1,084

230 1,100

Novas tecnologias empregadas na producdo e/ou processamento
de alimentos podem causar, a longo prazo, efeitos negativos ao 2,61 0,971
meio ambiente.

Pode ser arriscado mudar rapidamente para novas tecnologias
empregadas na producdo e/ou processamento de alimentos.

A sociedade ndo deve depender demais de tecnologias para
resolver os seus problemas alimentares.

Escolha_s Novas tecnologias empregadas na producdo e/ou processamento
saudaveis de alimentos proporcionam as pessoas um maior controle sobre 2,69 0,965
as suas escolhas alimentares. *

Novos produtos que utilizam novas tecnologias de alimentos
podem ajudar as pessoas a terem uma dieta equilibrada. *

Informacbes/ A midia geralmente fornece uma visdo equilibrada e imparcial das
midia novas tecnologias empregadas na producdo e/ou processamento 3,43 1,071
de alimentos. *

2,57 0,967

241 1,195

248 0,963

Escala de 5 pontos, sendo 1 discordo totalmente e 5 concordo totalmente
*Indica itens que a escala é invertida

A média da soma das notas foi de 35,41(x7,06), sendo que 70,98% dos
entrevistados tiveram nota entre 31-50, sendo classificados como neutros em
relacdo a tecnologia de alimentos, 27,62% classificados como neofilicos e
somente 1,4% classificados como neofobicos. Assim, € demonstrado que dentre

0s entrevistados; pessoas acima dos 50 anos que consomem produtos lacteos;
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uma pequena parcela tem aversdo a novas tecnologias, tornando viavel a

aplicacado em produtos voltado para este publico.

5.2. CARACTERIZACAO DO SORO DE LEITE

5.2.1. Composicdo quimica do soro de leite
Na Tabela 5 sdo apresentados dados da caracterizagdo da amostra de
soro de leite liofilizado proveniente da producao de queijo minas padrao utilizado

neste experimento.

Tabela 5. Caracterizacdo soro de leite liofilizado

M:éiga Cinzas Proteina Minerais
% (%) total (%) Ca Mg P K Na Fe
(%) (g/kg) (g/kg) (a/kg) (g/kg) (alkg) (mglkg)

Média 96,00 748 1351 610 161 596 2528 6,30 347

Desvio

padrio 0,09 0,10 0,04 0,03 002 0,13 0,24 0,07 0.74

cvV(%) 010 1,36 031 041 122 2719 093 117 21,36

Ca=calcio; Mg=magnésio; P=fosforo; K=potassio; Na=sédio; Fe=ferro.
CV= Coeficiente de variacdo

Segundo a Instrugdo Normativa 80/2020 (95) o soro de leite em p6 deve
apresentar minimo de 10% de proteina, maximo de 5% de umidade e maximo
de 9,5% de cinzas, desta forma a amostra atende aos requisitos determinados
pela legislacao.

Gonzalez-Weller et al. (96) analisaram suplementos de whey protein e
obtiveram média de Ca 3,81 g/kg, Mg 0,81 g/kg, K 4,7 g/kg, Na 3,38 g/kg e Fe
25,74 mg/kg. Guefai et al. (97) ao analisar suplementos de whey protein
obtiveram médias de Ca 1,06 g/kg, Mg 0,72, K 4,98 g/kg, Na 3,57 g/kg e Fe 22

mg/kg. Os valores de minerais encontrados na amostram s&o maiores do que
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nos suplementos citados, com excecéo do ferro, porém deve ser considerado
gue a amostra € um soro de leite puro liofilizado, ja estes suplementos podem

conter outros componentes.

5.2.2. Quantificacdo de proteina por Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

As concentragdes de a-lactalbumina foram 20,50 + 0,82 mg /g base seca
de proteina de soro e de B-lactoglobulina foi de 62,61 + 1,95 mg /g base seca de
proteina de soro de leite. Em soro de leite bovino ha aproximadamente trés vezes
mais B-Lg em relacdo a a-La (12), dessa forma a matéria-prima em estudo

contém concentracdes de B-Lg e a-La dentro do esperado.
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Figura 11. Cromatograma de amostra de proteina de soro de leite liofilizado da
producéo de queijo minas frescal
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5.3. DEFINICAO DE PARAMETROS DE PROCESSAMENTO UV-C NO SORO
DE LEITE

5.3.1. Quantificacéo de tiois livres acessiveis

O tratamento com a luz UV-C promove uma transferéncia de elétrons
entre triptofano e tirosina vicinal as pontes dissufeto, levando a clivagem destas
pontes dissulfeto, levando a tiois livres (98). As pontes de dissulfeto séo ligacdes
covalentes especialmente importantes na manutencdo da estrutura terciaria
proteica, em processos de agregacao via cross-link e funcdo de algumas
proteinas. Além disso, a luz UV-C promove uma transferéncia de fotoelétrons
entre ligagBes dissulfetos intracadeias e Trp espacialmente proximal, levando a
fotodisrupcdo da triade Cys-Cys, Trp estruturalmente conservada. A reducao
fotoinduzida da ponte dissulfeto originando grupos tidis livres promove
alteracdes estruturais secundarias na proteina, expondo as regides hidrofébicas
e melhorando o acesso as enzimas proteoliticas. Dessa forma, espera-se que a
irradiacdo UV-C possibilite a exposicao das regides hidrofébicas das proteinas
presentes em soro de leite bovino e aumentar a susceptibilidade a hidrdlise pela
tripsina, modificando as proteinas e dando ao consumidor um produto mais
digerivel e seguro (99,100)

Os tiois livres podem ser espectroscopicamente quantificados, pois o
acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) quando na presenca de tibis livres
reage estequiometricamente e essa reacdo forma o produto 2-nitro-5-
tiobenzoato (TNB™) que se ioniza aTNB?sendo que este composto possui uma

cor amarelada.
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O efeito da irradiacao UV na amostra foi analisado antes e apds diferentes
tempos de irradiacéo, utilizando a absortividade molar do TNB, etng = 14150 M
cm™, sendo feito o célculo da concentrago de tiol livre (Figura 12). Obteve-se
uma concentracdo de 23 UM de grupos sulfidrilas livres para a amostra sem

irradiar e apos 4 horas de irradiacdo da amostra essa concentracao quase

dobrou (42,9 uM).

& 45 42,94
+l
~ 40
= 35/09
=35
2 2948
s 30 27)51
E 25 23}65
il
o 20
i
& 15
<
@ 10
(8]
5
8 s

0

0 2 3 4 5
Tempo (h)

Figura 12. Concentragao de tidis livres formados a partir da exposi¢ao da B-
lactoglobulina a luz UV-C (254 nm)

ApoOs os testes em diferentes tempos foi decidido definir como tempo de
irradiacdo 4 h, pois neste tempo a amostra atingiu uma concentragdo maior de
tiois livres.

A B-lactoglobulina possui duas pontes dissulfeto (Cys160 — Cys66 e
Cysl1l06 — Cys119) e uma cisteina livre, enquanto a a-lactoalbumina possui 4
pontes de dissulfeto, sendo: Cys28-Cysl111, Cys91- Cys73, C120-C6, Cys77-
Cys61 (101,102). SILVA, (2019) irradiou B-lactoglobulina e a-lactoalbumina

separadamente por 2 horas em 266 nm, a proteina -l teve um aumento de cinco
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vezes na concentracao de tiois livres, enquanto a a-l ndo apresentou diferenca
apos as 2 horas de irradiacdo. Dessa forma, € esperado que na proteina do soro
de leite a quebra da ponte de dissulfeto ocorra, em sua maioria, na [-
lactoglobulina devido a proximidade desta ponte ao Trp6l e que ambas as
pontes sejam reduzidas.

Kristo et al., (2012) relataram um aumento de 22% nos tidis livres
acessiveis apos exposicdo de solucdo de 1% de soro de leite isolado a
ultravioleta operando no mesmo comprimento de onda deste estudo.

O resultado de CLAE para 3-Lg foi de 62,61 + 1,95 mg / base seca de
proteina de soro de leite, a concentracdo de amostra utilizado foi de 66mg/mL,
dessa forma temos uma concentragao de 4,13 mg de B-Lg / mL. A B-Lg possui
peso molecular 18362 Da, entdo em 4,13 g/L ha 2,25E-04 de moles de beta. O
resultado de quantificacdo de tidis mostrou que no tempo zero (t0) ha 2,36466E-
05 mol/L e ap6s 4 horas (t4) de irradiacdo 4,29399E-05 mol/L de tiol livre.
Quando comparamos estes resultados com a quantidade inicial de B-Lg na
reacao, possivelmente no t0 houve uma quebra de 10,5% das pontes dissulfeto

e no t4 uma quebra de 19,1%.

5.4. QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO SORO DE LEITE PROCESSADO E
POR RADIACAO UV-C
5.4.1. Andlise da qualidade microbiologica

A eficacia da luz UV-C na inativacdo de uma ampla gama de
microrganismos patogenos e deteriorantes em alimentos € amplamente relatada
na literatura cientifica (103,104), portanto, com a finalidade de confirmar estes

relatos e a eficiéncia da metodologia utilizada foi realizada contagem total de
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bactérias, Enterobacteriaceae e bactérias lacticas comparando a amostra de
soro de leite irradiada por luz UV-C (SI), pasteurizada (SP) e sem tratamento -

controle (CT).

Tabela 6. Contagem microrganismos no soro de leite com diferentes tratamentos

Microrganismo (Média logio UFC mL™1)

Contagem
Tratamento totalgde Enterobactérias Bactérias lacticas
bactérias
CT 2,90 +0,10 2,28 +0,10 0,58 £ 0,27
SP 2,61 +0,54 2,16 £ 0,03 0,63+0,13
Sl <1 <1 0,98 £ 0,05

1CT=controle; SP= soro pasteurizado; Sl= soro irradiado

A amostra de soro irradiada ndo apresentou crescimento para contagem
total de bactérias e enterobactérias, confirmando o que foi constatado por Buhler
et al. (105) que o tratamento UV pode ser equivalente a pasteurizacao térmica
em termos de estabilizacdo microbiolégica e melhor preservacédo da qualidade
do soro. J4 a amostra controle e o soro pasteurizado apresentaram crescimento
destes microorganismos em torno de 102UFC/mL para ambas (Tabela 6). Em
relacdo as bactérias lacticas houve uma maior contagem de colbénias na amostra
irradiada. Peng et al. (106) relataram que as bactérias lacticas possuem diversos
mecanismos de protecdo contra o estresse UV através da producdo de
substancias fotoprotetoras ou adaptando sua resposta a radiagdo UV, tendo um
atraso de crescimento e retomando seu crescimento ap0s a remocao da
radiacdo. Além disso, a aplicacdo de UV pode induzir mutacdes de bactérias
lacticas e melhorar suas atividades.

Segundo a instrugcdo Normativa 60/2019 (107), que estabelece padrbes

microbioldgicos para alimentos, tanto o leite pasteurizado quanto o soro de leite
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em pdé nao devem ter mais que 10 UFC/(g ou mL) de enterobactérias, dessa
forma somente o soro irradiado ficou dentro do padréao estabelecido, mostrando
que o processamento tem potencial para ser utilizado em substituicdo ao

processamento térmico, mantendo a seguranca microbiolégica do produto.

5.5. Andlise de bioacessibilidade de minerais por ICP OES

A bioacessibilidade de minerais refere-se a capacidade do nosso
organismo em absorver e utilizar esses minerais presentes nos alimentos que
consumimos. A bioacessibilidade desses minerais é influenciada por diversos
fatores, incluindo a forma quimica em que 0s minerais estao presentes no soro
de leite, a presenca de outros componentes alimentares e a interacdo com o
ambiente gastrointestinal (108). O soro de leite bovino € uma fonte naturalmente
rica em minerais essenciais, como célcio, magnésio, fosforo e potassio, que
desempenham papéis vitais no funcionamento adequado do nosso corpo.
Estudos tém demonstrado que a bioacessibilidade dos minerais em soro de leite
bovino é geralmente alta, o que significa que esses minerais séo facilmente
absorvidos e utilizados pelo nosso organismo. Isso torna o soro de leite bovino
uma excelente opcéo para suprir as necessidades minerais do nosso corpo de
forma eficiente. No entanto, é importante ressaltar que a bioacessibilidade pode
variar entre 0os minerais e também depende da saude individual, do estado

nutricional e de outros fatores especificos de cada pessoa (108,109).
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Tabela 7. Concentragédo total de analitos (mg kg?) e teor bioacessivel (%) da
amostra de soro de leite liofilizado

Elemento Total (1mg kg- Fracdo Bioacessivel
) Soro Controle Soro Irradiado

Ca 4965 + 261 1118 £ 116 (22,5%) 1987 + 235 (40%)
Mg 865 + 35 295 + 20 (34,1%) 272 £ 15 (31%)
P 4810 + 246 2020 + 189 (42,0% 2527 + 91 (52%)
S 1655 + 69 1265 + 35 (76,4%) 1166 + 118 (70%)
Fe 2,37+0,12 0,87 £ 0,02 (36,7%) 0,98 +0,07 (41%)
Zn 2,94 +£0,23 0,51 + 0,03 (17,3%) 0,58 + 0,06 (20%)
Cu 0,778 £ 0,053 <0,07* 0,143 £ 0,011 (18%)
Mn O’S"é%éi <0,03* <0,03*

Ca=calcio; Mg=magnésio; P=fésforo; S=enxofre; Fe=ferro; Zn=zinco; Cu=cobre; Mn=manganés
*limite detectavel da analise

O soro de leite irradiado de forma geral obteve maior porcentagem de
bioacessibilidade de minerais do que o soro controle, com excecao do enxofre e
magnésio onde o valor foi menor e do manganés que ambas amostras nao
tiveram limites detectaveis.

Fioravanti et al. (110) analisaram a bioacessibilidade de minerais em
férmulas infantis e obtiveram as seguintes variacbes de percentuais para
minerais Ca (1,2-10%), Mg (15-35%), P (19-33%), Fe (1,9-34%), Zn (0,8-11%),

Cu (19-23%), Mn (0,6-20%) e K (36—40%).

5.6. HIDROLISE ENZIMATICA DE SORO DE LEITE IRRADIADO POR UV-C
O soro de leite hidrolisado tem um alto valor agregado, pois fornece

beneficios, como por exemplo uma absor¢do mais facil e rapida (63).

5.6.1. Grau de hidrélise
A média do grau de hidrélise do soro controle (4,96%) diferiu do soro

irradiado (SI) (5,97%) (p<0,05), sendo que o soro irradiado apresentou valores
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estatisticamente maiores em todos os tempos em relacdo ao controle. Na
amostra irradiada, o tempo 150 min (7,64%) néo diferiu (p>0,05) dos tempos 120
(6,59%) e 180 (8,59%) min, porém estes foram diferentes entre si (p<0,05).

O grau maximo tedrico de hidrélise para tripsindlise de 3-Lg é 10,6% (111),
porém normalmente nos experimentos este valor ndo é atingido. Cavalcante et
al. (79) analisaram o grau de hidrolise de proteina isolada do soro de leite
utilizando tripsina e concluiram que a irradiagdo aumentou o grau de hidrolise
em 2% em relacéo a proteina controle (7,2%). Cheison et al. (111) analisaram o
grau de hidrélise de B-lactoglobulina bovina purificada também utilizando tripsina
e encontraram valores maximo 9,5% considerando uma hidrélise de 26h.
Considerando os dados da literatura e deste trabalho podemos inferir que o
tratamento com UV-C pode melhorar a hidrélise da proteina, chegando a

resultados proximos com menos tempo de hidrélise.
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Figura 13. Grau de hidrolise do soro de leite controle e irradiado pelo
periodo de 3 horas de hidrélise triptica sob condi¢cbes de E/S 1:20(m/m)
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CT=controle; SI= soro irradiado
abce |etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa do tempo pelo teste de
Newman-Keuls (SNK) (p<0,05)

5.6.2. Andlise de peptideos por MALDI-TOF

Ap6és a hidrdlise enzimatica por tripsina foram obtidos diferentes peptideos
tanto na amostra controle como na amostra irradiada por UV-C na faixa de
trabalho avaliada (de 500 a 3500 m/z). Um total de 29 peptideos foram obtidos
da B-lactoglobulina e 16 foram obtidos da a-lactoalbumina como demostrado na

Figura 14.
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Figura 14. Concentragéo de peptideos identificados no soro de leite hidrolisado.
B-lactoglobulina e a figuras B de a-lactoalbumina.
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Dentre os peptideos identificados na amostra foram encontrados quatro

peptideos bioativos, sendo dois obtidos a partir de B-lactoglobulina (fiss-164, f17-24)

e dois a partir de a-lactoalbumina (fse-45, f20-29). A concentracéo destes peptideos

ao longo das 3 horas de hidrdlise esta demostrada na Figura 15.
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Figura 15. Concentracdo de peptideos bioativos ao longo do tempo no soro de
leite. As digestdes prosseguiram com tripsina 1:20 E/S. As figuras A e B foram
obtidas a partir de B-lactoglobulina. Figuras C e D de a-lactoalbumina. A linha

azul é referente a peptideos

*Diferenca significativa entre controle e tratamento.

O fragmento triptico de sequéncia f(1ss-164) (ALPMHIR), € reportado por ter

atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina (ECA), a inibicdo

dessa enzima pode exercer um efeito anti-hipertensivo (112). A hidrdélise com
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tripsina geralmente resulta em hidrolisados com boa atividade inibidora da ECA
(59) e os resultados mostraram que o tratamento com UV-C aumentaram a
concentracdo deste peptideo, tendo seu maior valor apos 120 minutos de
hidrolise e diferindo estatisticamente da amostra controle neste tempo.

O fragmento triptico de sequéncia f(17-24) LIVTQTMK encontra-se no
banco de dados sugerido por Nielsen (63) e foi reportado por Jacquot et al. (113)
por possuir caracteristicas estruturais que poderiam inibir o dipeptidil peptidase-
IV (DPP-IV), sugerindo que também poderiam ter uma atividade inibitoria (114).

A identificacdo de peptideos bioativos conectados por meio de ligacdes
dissulfeto ressalta a importancia continua de preservar a integridade estrutural
da a-La durante o processo de purificacdo, através de condicdes de
processamento suaves. Sabe-se que o tratamento térmico pode modificar o perfil
de ligacOes dissulfeto nas proteinas e promover reticulagdes intermoleculares.
Foi comprovado que a a-La, seja isolada ou em coexisténcia com outras
proteinas do soro do leite, promove a formacdo de ligac6es dissulfeto
intermoleculares, especialmente envolvendo a Cys 61. Essas ligacGes
intermoleculares, por sua vez, atuam como barreiras que impedem a liberacao

dos peptideos bioativos dissulfeto. (115).
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6. CONCLUSAO

Grande parte do publico alvo tem héabito de consumir produtos lacteos,
apesar do baixo consumo de whey protein, o ingrediente desenvolvido a partir
de soro de leite tem potencial para ser adicionado a produtos lacteos. Nas
condicbes estudadas, o tratamento UV-C no soro de leite foi eficiente
microbiologicamente e apds hidrélise enzimatica houve um aumentou da
concentracdo do peptideo bioativo ALPHMIR que é conhecido por exercer um
efeito anti-hipertensivo. Dessa forma, o produto obtido tem potencial para ser um
ingrediente de produtos lacteos com peptideo bioativo, porém ainda € necessario
estudos de andlise sensorial para definir como este ingrediente deve ser

utilizado.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “ESTUDO DE ATITUDE
DE CONSUMIDOR E ANALISE SENSORIAL DE PRODUTOS LACTEOS OBTIDOS
POR TECNOLOGIAS NAO CONVENCIONAIS”

O objetivo deste estudo é analisar hdbitos de consumo e investigar a atitude de
consumidores de produtos lacteos, diante de tecnologias ndo convencionais para
processamento de alimentos. Esta pesquisa € coordenada pela Embrapa Pecuéria
Sudeste no Brasil.

Vocé foi selecionado e sua participacao ndo € obrigatoria.

Vocé pode recusar ou desistir em responder o questionario a qualguer momento,
sendo que nao sofrerd nenhum dano, bem como n&o tera nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com a instituicao.

Sua participagdo nesta pesquisa consistird em responder um questionario
socioecondmico e questdes relacionadas a habitos de consumo e percepcao de novas
tecnologias de alimentos e atitude na compra de produtos lacteos.

Esta pesquisa ndo envolve nenhuma ingestéo de produto.

- Caso sinta-se cansado ou desconfortdvel em responder o questionario vocé pode
encerrar, a qualquer momento, sem prejuizos;

- As informacgdes fornecidas na pesquisa serao utilizadas Unica e exclusivamente para
fins de pesquisa e a identidade e qualquer dado pessoal dos respondentes sera mantida
em sigilo.

- Caso tenha qualquer duvida estaremos a postos para esclarecimentos.

Quanto aos beneficios, informamos que os dados obtidos serdo utilizados para
fornecer informagBes que contribuam para a pesquisa e desenvolvimento de novos
produtos lacteos. As informacgdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua participacado. Os dados néo seréo divulgados de forma
a possibilitar sua identificagéo.

N&o havera ressarcimento de despesas pelo seu tempo para responder a este
guestionario.

Vocé receberd uma via deste termo onde consta o telefone e o endereco do
pesquisador principal, podendo tirar suas davidas sobre o projeto e sua participagéo,
agora ou a qualqguer momento.

Pesquisadora Responsavel: Renata Tieko Nassu, R.G. 15.158.217Embrapa Pecuaria
Sudeste. Rodovia Washington Luiz, km 234 — Fazenda Canchim, C.P. 339 — S&o Carlos

— SP. Telefone: 16-3411-5681

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar. O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Centro Universitario Central Paulista -
UNICEP que funciona no Centro Universitario Central Paulista - UNICEP, localizado na rua
Miguel Petroni, 5111, S8o Carlos - SP — Brasil. Fone (16) 3362-2111. Endereco eletrbnico:
comitedeetica@unicep.com.br

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na
pesquisa e concordo em participar.

Pesquisadora Responsavel Participante
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Questionario atitude do consumidor em
relagao a produtos lacteos

Prezado(a), vocé esta sendo convidado a responder um questionario que faz parte do
projeto de pesquisa "ESTUDO DE ATITUDE DE CONSUMIDOR E ANALISE SENSORIAL DE
PRODUTOS LACTEOS OBTIDOS POR TECNOLOGIAS NAO CONVENCIONAIS".

Este questionario é voltado para pessoas acima de 50 anos e pessoas que convivem com
idosos (+60) e tem o objetivo de analisar habitos de consumo e investigar a atitude de
consumidores de produtos lacteos, diante de tecnologias ndo convencionais para
processamento de alimentos.

Para maiores informagoes, leia o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no link
https://drive.google.com/file/d/1xuMgmYPUtTalJ6QLLWFqSg53Xv608QFI/view?
usp=sharing .

Sua participagao é essencial para o desenvolvimento do nosso projeto. Ela se dara por
meio do preenchimento deste questionario e o tempo previsto para o preenchimento é de
aproximadamente 15 minutos.

Desde j4, agradecemos a disponibilidade e colaboragao com esta pesquisa.

Qualquer davida entre em contato no e-mail: cecilia.cordeiro@unesp.br

*Qbrigatorio

1. Vocé aceita participar desta pesquisa de opiniao? *
Marcar apenas uma oval.

( : Sim Pular para a pergunta 2

) Nao

Dados socio demograficos

2. Qual o seu género? *

Marcar apenas uma oval.

) Feminino
) Masculino

() Outro:

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit 115
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3. Qual o seu estado civil? *

Marcar apenas uma oval.

o

() Solteiro(a)
() Casado(a)
() Separado(a)
() Vitvo(a)

() Outro:

4. Qual seu grau de escolaridade? *
Marcar apenas uma oval.

7,’ Ensino fundamental incompleto
) Ensino fundamental completo
: Ensino médio incompleto

() Ensino médio completo

() Ensino superior incompleto
() Ensino superior completo

() Especializacéo

() Mestrado

() Doutorado

s

() Pés doutorado

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

2115

74
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5.  Em qual estado vocé reside? *

Marcar apenas uma oval.

() Acre (AC)

() Alagoas (AL)

() Amapa (AP)

() Amazonas (AM)

() Bahia (BA)

() Ceara (CE)

() Distrito Federal (DF)
() Espirito Santo (ES)
() Goias (GO)

() Maranhao (MA)

() Mato Grosso (MT)
() Mato Grosso do Sul (MS)
() Minas Gerais (MG)
() Para (PA)

() Paraiba (PB)

() Paran4 (PR)

() Pernambuco (PE)
() Piaui (PI)

() Rio de Janeiro (RJ)
() Rio Grande do Norte (RN)
() Rio Grande do Sul (RS)

() Rondénia (RO)
() Roraima (RR)

(") santa Catarina (SC)
() Sao Paulo (SP)
(") Sergipe (SE)

() Tocantins (TO)

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

315

75
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6. Qual a sua faixa de renda? Salario minimo: R$1100,00 *
Marcar apenas uma oval.

() Menos de 2 salarios minimos
: ) Acima 2 a 3 salarios minimos
: ) Acima 3 a 5 salarios minimos
7\ Acima 5 a 10 salarios minimos
7{] Acima 10 a 20 saldrios minimos

) Acima 20 salérios minimos

7. Qual asuaidade? *
Marcar apenas uma oval.

) Menos de 20 anos Pular para a pergunta 10
)20 a 30 anos Pular para a pergunta 10
(") mais de 30 anos até 40 anos Pular para a pergunta 10
) mais de 40 anos até 50 anos Pular para a pergunta 10
7 mais de 50 anos até 60 anos

() acimade 60 anos

Informacdes pessoais

8. Vocé ja esta aposentado(a)? *
Marcar apenas uma oval.
() sim

() Nao

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

4/15

76
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9. Quem faz a maioria das compras na sua residéncia? *

Marcar apenas uma oval.

() Eumesmo
() conjuge
() Filho(s)

) Outro:

Pular para a pergunta 14

Relagcdo com o idoso

10. Qual o seu vinculo com o idoso (acima de 60 anos)? *

Marcar apenas uma oval.

() Filho(a)
() Neto(a)
) Sobrinho(a)
) Cuidador(a)
") Irméo(a)
() Nao possuo vinculo

() Outro:

11.  Vocé realiza as compras para o idoso? *

Marcar apenas uma oval.

() Sempre
() Namaioria das vezes
() Algumas vezes

() Nunca

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

5115
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12.  Vocé conhece as preferéncias de compras do idoso? *

Marcar apenas uma oval.

13.  Vocé estaria disposto a responder as proximas questdes com base na opiniao

do idoso que vocé convive? *

Marcar apenas uma oval.

E laca dut SE ESTIVER RESPONDENDO PELO CELULAR VIRE A TELA NA
m relagdo a produtos HORIZONTAL
alimenticios

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

6/15

78
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14.

Em um produto alimenticio € importante: (marque o quanto vocé concorda com

as afirmagdes) *

Questionario atitude do consumidor em relagéo a produtos lacteos

Marcar apenas uma oval por linha.

Discordo
totalmente

Discordo

Nem
concordo,
nem
discordo

Concordo

Concordo
totalmente

Prego adequado em
relagd@o a qualidade
do produto

Sabor, odor e
aparéncia agradavel

Qualidade higiénico-
sanitéria

Facilidade de
consumo/preparo

Saudabilidade

Embalagem facil de
abrir

010101010 | O

Ter inovacao na
tecnologia aplicada

01010010100

0(0{0j0|0 0] 0O

0

01010010100

010101010100

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

775

79
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15.  Emrelagéo a tecnologia aplicada na fabricagdo de produtos alimenticios:
(marque o quanto vocé concorda com as afirmacdes) *

Marcar apenas uma oval por linha.

Nem
Discordo ) concordo, Concordo
Discordo Concordo
totalmente nem totalmente
discordo
Eu presto atengao
nas informagdes na . — — — —

( ) ( ) ( ) { ) \ )
embalagem do S~ = s et —
produto
As informagdes de
tecnologia aplicada = — — — e

. - ( ) ( ) C ) ) C )
afeta minha decisado — —/ = —/ —
de compra
Eu pagaria mais por
um produto com s — — PR P

i O O O O O

inovagao na S
tecnologia aplicada

= SE ESTIVER RESPONDENDO PELO CELULAR VIRE A TELA NA
Em relagdo a produtos HORIZONTAL

lacteos

16. Vocé consome produtos lacteos (iogurte, bebida lactea, queijo, requeijao) *
Marcar apenas uma oval.
(D sim

() Nao

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

8/15

80
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17. Quao importante vocé considera a inclusdo de produtos lacteos na dieta? *

Marcar apenas uma oval.

() Nada importante

:,1 Pouco importante

: Razoavelmente importante
() Muito importante

) Extremamente importante

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit 9/15
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18.

Eu consumo produtos lacteos porque: (marque o quanto vocé concorda com as

afirmacdes) *

Questionario atitude do consumidor em relagéo a produtos lacteos

Marcar apenas uma oval por linha.

Discordo
totalmente

Discordo

Nem
concordo,
nem
discordo

Concordo

Concordo
totalmente

E familiar para mim

Eu gosto

E saudavel

E parte essencial de
uma refeigdo

Devido ao contetido
de proteina

E facil de preparar

E barato

Faz me sentir bem

Pode ser comprado
em locais perto de
onde moro

0 |0|0j0| 0|0 |0|0|0

0 |0j0|010 |0 |0]0|0

0 |0]0j0| 0|0 |0|0|0

0 |0|0j0| 0|0 |0|0|0

0 |0j0|0]0 |0 |0]0|0

Esta sempre
disponivel em
supermercados

Tem bom
custo/beneficio

Faz me sentir
satisfeito e me da
energia

Conhego a
marca/procedéncia

Recomendacéo
médica/nutricionista

0100 0] 0

0010 |0]O0

0100 0] 0

0100 0] 0

0010 |0]O0

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

10/15

82
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19. Qual sua frequéncia de consumo desses diferentes tipos de produtos lacteos *

Marcar apenas uma oval por linha.

Menos 1-3 2-3 4-6 Uma
Uma
de uma vezes vezes vezes vez por
Nurica vez por por ¥EZ Por por por dia ou
N . semana
més més semana semana

Leite fluido
Leite em po
logurte

Bebida lactea

Queijo

Requeijao

Petit suisse
(tipo
Danoninho®)

O |0|0]0|0|0|0
0 |0]0]0|0|0|0
O |0]0]0|0|0|0
0 |0]0]0|0|0|0
0 |0]0]0|0|0|0
0 |0]0]0|0|0|0
O |0|0]|0|0|0|0|2

Sobremesa
lactea (tipo
Danette®)

O
O
O
O
O
O
O

Whey protein
(proteina do @

soro de leite)

0
0
0
0
0
0

Em relacédo a whey protein

20. Vocé ja ouviu falar/conhece whey protein (proteina do soro de leite)? *

Marcar apenas uma oval.

()sim
() Nao

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit 11/15
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21.  Vocé consome whey protein? *
Marcar apenas uma oval.

() sim

C ) Nao Pular para a pergunta 23

2 SE ESTIVER RESPONDENDO PELO CELULAR VIRE A TELA
Em relag@o ao consumo de NA HORIZONTAL

whey protein

22. Com qual intuito consumiu whey protein? (marque o quanto vocé concorda
com as alternativas) *

Marcar apenas uma oval por linha.

Nem
Discordo i concordo, Concordo
Discordo Concordo
totalmente nem totalmente
discordo

Curiosidade em —
relagé@o ao sabor

O O O O

O

Recomendacao
médico/nutricionista

O
O
O
O
O

Praticar atividade

fisica O @) ) O O
Sentir maior —

saciedade O O O O @)
Ter mais energia @) O @)

Melhorar o sistema
imunolégico

Prevenir doengas

O
010 |0
0 (O
O
O

0
O
0
0

- SE ESTIVER RESPONDENDO PELO CELULAR VIRE A TELA NA
Em relagéo a novas HORIZONTAL

tecnologias

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

12115

84
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23.  Por favor, indique o quanto vocé concorda ou discorda com as seguintes
afirmacoes *

Marcar apenas uma oval por linha.

Nem
Discordo . concordo, Concordo
Discordo Concordo
totalmente nem totalmente
discordo

Eu ndo estou
totalmente
familiarizado com
novas tecnologias — — — —

° O O O O O
empregadas na — - e - —
producao e/ou
processamento de
alimentos
Novos alimentos nao
sdo mais saudaveis ) — — ) )
do que os alimentos e — — N S

tradicionais

As afirmagdes sobre

os beneficios de

novas tecnologias

empregadas na

produgéo e/ou @ @) ) @) @)
processamento de

alimentos sao

frequentemente

muito exageradas

Ja existem inUmeros
alimentos saborosos

no mercado entao

ndés nao precisamos ( q
de novas tecnologias

para produzir

alimentos.

)
\_/
7\
\\7
.
U
O

@) )

Novas tecnologias

empregadas na

produgao e/ou

processamento de @) O @) @) D)
alimentos reduzem a

qualidade natural

dos alimentos.

@) @) @) ) )

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit 1315
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Novas tecnologias
empregadas na
produgao e/ou
processamento de
alimentos
provavelmente nao
trarao, a longo prazo,
efeito negativo a
saude.

Novas tecnologias

empregadas na

produgao e/ou

processamento de

alimentos P— —
proporcionam as (-, O O - O
pessoas um maior

controle sobre as

suas escolhas

alimentares.

Novos produtos que

utilizam novas

tecnologias de

alimentos podem @) @D @D @) @)
ajudar as pessoas a

terem uma dieta

equilibrada.

Novas tecnologias
empregadas na

producao e/ou

processamento de

alimentos podem @)
causar, a longo

prazo, efeitos

negativos ao meio

ambiente

O £ C

Pode ser arriscado

mudar rapidamente

para novas

tecnologias —
empregadas na
producao e/ou
processamento de
alimentos.

A sociedade ndo -, @) ) O )

deve depender de
tecnologias para

resolver os seus
https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit 14/15
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problemas
alimentares.

Questionario atitude do consumidor em relagéo a produtos lacteos

Nao faz sentido
experimentar
alimentos
produzidos a partir
de alta tecnologia,
porque os que eu
cosumo ja sao bons
o suficiente.

A midia geralmente
fornece uma visao
equilibrada e
imparcial das novas
tecnologias
empregadas na
produgao e/ou
processamento de
alimentos.

Este contetido néo foi criado nem aprovado pelo Google.

Google Formularios

https://docs.google.com/forms/d/10ICxJcHgrVg7n_n7uelvZdD4n0Fyp6iXaoXMvKpYR4/edit

15/15
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