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RESUMO
O leite de bufala representa 12% da producdo mundial de leite, com maiores teores de
proteinas e gorduras que o de vaca. O soro de leite ¢ o co-produto da industria queijeira que
vem sendo, muitas vezes, descartado no meio ambiente, causando grande impacto ambiental
em funcdo de sua constituicdo rica em proteinas e lactose. Hidrolise enzimatica ¢ um avango
tecnoldgico importante por melhorar propriedades fisicas, quimicas e funcionais dessas
proteinas. O objetivo do trabalho foi produzir hidrolisados protéicos a partir das proteinas
presentes no soro do leite de bufala e simular a digestdo in vitro pelo método da
dialisabilidade. O soro lacteo bubalino foi dialisado para retirada de lactose e pequenos
peptideos ¢ aminodcidos, e tratado com caulim para adsor¢do da gordura. Os produtos de
médio e alto grau de hidrolise foram obtidos por a¢do da pepsina, tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase A em pHs e temperaturas especificos, adicionados ao soro conjuntamente e
em separado, em diferentes tempos de hidrolise. A determinacdo quantitativa de proteinas,
aminoacidos, lactose e gordura foram realizadas segundo os métodos Bradford (1976),
cromatografia liquida de alta eficiéncia, Miller (1959) e Gerber, respectivamente. A
caracterizacdo qualitativa das proteinas e produtos de hidrolise fez-se por eletroforese nao-
desnaturante (PAGE) e desnaturante (SDS-PAGE). Os ensaios de biodisponibilidade dos
produtos de hidrolise foram realizados pelo método in vitro da dialisabilidade segundo
metodologia descrita por Luten et al. 1996. Os resultados encontrados para o soro
deslactosado e desengordurado foram 6,53g prot.L™, reducio de 99% de lactose e < 0,10 %
de gordura. Bandas protéicas com migracdes relativas (Rm) semelhantes as do soro bovino
foram observadas por SDS-PAGE. Entretanto, no soro bubalino detectou-se uma banda
protéica com Rm de 0,73 que ndo ¢ encontrada no bovino. A a-lactoalbumina e B-
lactoglobulina foram as mais resistentes a hidrolise prolongada; no entanto, com tempos
maiores de hidrolise houve aumento de peptideos de baixa massa molar e aminoacidos. O
soro lacteo bubalino mostrou ser uma fonte de aminoacidos essenciais como a leucina, lisina,
fenilalanina, histidina, treonina e arginina. A concentragdo relativa de aminodacidos dialisaveis
para o soro lacteo bubalino ndo hidrolisado, de médio e alto grau de hidrélise foram 4448,516
nM, 4548,052 nM e 4735,373 nM, respectivamente. O soro do leite de bufala contém
quantidade significativa de proteinas disponiveis que poderdao ser utilizadas como
suplementagdo alimentar e fins tecnologicos com significativa concentragdo de aminoacidos

essenciais.



PALAVRAS-CHAVE: biodisponibilidade, dialisabilidade, proteinas do soro do leite, leite de
bufala.



ABSTRACT

Buffalo milk represents 12% of world production of milk, with high protein and fat content of
the cow. The whey is the co-product of cheese industry that has been often discarded into the
environment, causing great environmental impact due to its rich protein and lactose
constitution. Enzymatic hydrolysis is an important technological advance to improve the
physical, chemical and functional properties of these proteins. The objective of this research
was to produce protein hydrolysates from whey proteins present in buffalo milk and to
simulate the digestion in vitro by the method of dialyzability. The whey was dialyzed to
remove lactose and small peptides and amino acids, and treated with kaolin for fat adsorption.
The partial and total hydrolysates were obtained by the action of pepsin, trypsin,
chymotrypsin and carboxypeptidase A in specific pH and temperature, added to the whey
together or separately at different times of hydrolysis. Quantitation of proteins, amino acids,
lactose and fat were performed according to Bradford (1976), HPLC, Miller (1959) and
Gerber respectively. The qualitative characterization of proteins and hydrolysis products was
made by PAGE and SDS-PAGE. Tests of absorption of hydrolysis products were performed
in vitro by dialyzability. The results for dialyzed and defatted whey was 6.53 g prot L™,
reduction of 99% lactose and <0.10% fat. Protein bands with relative migration (Rm) similar
to bovine whey were observed in SDS-PAGE. However, buffalo whey showed a protein band
with Rm 0.73 that is not found in the bovine. The a-lactalbumin and B-lactoglobulin were the
most resistant to hydrolysis prolonged; however, with longer times of hydrolysis occurred
increase in peptides of low molecular weight and amino acids. The whey also proved to be a
source of essential amino acids, such as leucine, lysine, phenylalanine, histidine, threonine
and arginine.The relative concentration of amino acids for the dialyzable not hydrolyzed whey
buffalo, medium and high degree of hydrolysis were , 4448.516 nM, 4548.052 nM e 4735.373
nM respectively. The whey of buffalo milk contains significant amount of protein available
that can be used as a supplemental food or with technological purposes with a high

concentration of essential amino acids.

KEY WORDS: bioavailability, dialyzability, milk whey protein, buffalo milk.
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1. INTRODUCAO

A procura por nutrientes em fontes alimentares alternativas vem sendo bastante
explorada no meio cientifico. Uma das justificativas para essa busca ¢ suprir as necessidades
nutricionais da populacdo que estda passando por um momento de grande expansdo
demografica e, em contra corrente, cada vez mais 0s espagos destinados a producdo de
matérias-primas alimentares basicas estdo sendo exploradas de forma indiscriminada e

perdendo sua capacidade de produgao.

Nesta linha, o aproveitamento de residuos produzidos pela induastria de alimentos vem
despontado como potenciais fontes de nutrientes alimentares de elevado valor bioldgico e
funcional, além do baixo custo de produgdo e diminui¢do do impacto negativo no ambiente.
Um exemplo bastante conhecido € o soro do leite obtido a partir da producao de queijos. Hoje
jé se sabe que este liquido amarelo-esverdeado ¢ rico em nutrientes e, dentre eles, ha destaque
para a alta concentracdo de lactose e a presenga de proteinas soliveis com propriedades

biologicas e funcionais bastante significativas.

Em paises como os Estados Unidos, o aproveitamento do soro do leite ¢ quase que
total. Através de pesquisas e técnicas avangadas, ja sdo possiveis a separagdo e purificagdao
dos componentes do soro lacteo, sendo disponibilizados no mercado vérios produtos como os

concentrados, isolados e hidrolisados proteicos, lactose, entre outros.

Em se tratando das soro proteinas, extensas pesquisas vém sendo realizadas, pois ja se
sabe que em sua estrutura polipeptidica existem segmentos de aminoacidos com propriedades
bioativas benéficas a saide humana. Varios estudos in vitro e in vivo ja foram realizados e
efeitos biologicos ja foram confirmados, como por exemplo: efeito anti-hipertensivo,
anticarcinogénico, efeito opiodide, antimicrobiando, entre outros. Além disso, apresentam

propriedades funcionais como formag¢ao de espuma, capacidade emulsificante e geleificante.

Apesar de todo esse avanco técnico-cientifico, as pesquisas com proteinas lacteas
estdo praticamente restritas ao soro obtido do leite bovino devido a alta producdo e consumo
mundial de leite e queijos dessa origem. No entanto, com a espécie bubalina, conhecida
internacionalmente por produzir o leite que origina a famosa mozzarella de bufala, poucos
estudos foram realizados com suas soro proteinas. A espécie bubalina esta atrds somente do

rebanho bovino no que se relaciona a produgado de leite em ambito mundial. Nos continentes
17



asiatico, africano e na América Latina ha uma consideravel producdo de leite bubalino e em
paises como India e Paquistdo a principal espécie produtora de leite ¢ a bubalina, que ja

movimenta uma parte da economia, inclusive a brasileira com a produ¢do de mugcarela.

Os trabalhos encontrados na literatura sobre as proteinas do soro do leite bubalino
normalmente estdo relacionados com a caracterizagdo e pouco relacionados com sua
quantificagdo. Neste trabalho, a proposta foi & producao de hidrolisados com médio e alto
grau de hidrolise a partir das proteinas do soro lacteo bubalino. Para tanto, o soro foi tratado e
caracterizado para se acompanhar o ponto final do grau de hidrélise. O método de hidrélise
adotado foi o enzimatico, justamente por se tratar de um processo onde se minimiza perdas na
qualidade nutricional do produto final e ndo se aplicam condigdes extremas de pH e
temperatura. As enzimas escolhidas foram proteases presentes no sistema gastrointestinal de
muito animais, inclusive o homem, com o intuito de diminuir efeitos adversos no caso do uso
dos produtos de hidrdlise como possiveis nutrientes utilizados para a suplementagao dietética

em humanos.

18



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEITE: ASPECTOS GERAIS

Existem hoje mais de 4000 espécies de mamiferos que vivem nos mais variados
ecossistemas (McCLEALLAN, et al., 2008). A domesticagdo de animais como a vaca, cabra,
ovelha e bufala e a capacidade de produzirem leite além do necessario para alimentar suas
crias, possibilitou que essa matéria-prima passasse a fazer parte da dieta humana de forma que
a espécie produtora de leite dominante em uma regido ¢ reflexo das suas condi¢des
geograficas e climaticas (VARNAM, SUTHERLAND, 1995). Mundialmente, a vaca ¢ a
principal espécie produtora de leite (AHMAD, et al., 2008) que, associado a produtos lacteos,

tem uma longa tradi¢do na nutri¢do humana (HAUG,et al., 2007).

Leite, do ponto de vista fisico-quimico, ¢ um complexo fluido bioldgico secretado
pelas glandulas mamarias, cuja composi¢do e propriedades fisicas variam de uma espécie para
outra em fun¢do das necessidades dietéticas de cada mamifero recém-nascido, do periodo de
lactacdo, da fonte de nutrientes ingerida e da idade e saide do animal (VARNAM,
SUTHERLAND, 1995; HAUG, et al., 2007). E um sistema polifisico que depende
diretamente do grau de dispersdo das moléculas. E uma emulsdo de gordura e uma suspensdo
de micelas de caseina (caseina, célcio e fosforo) todas suspendidas em uma fase aquosa que
contém moléculas de lactose solubilizadas, soro proteinas e alguns minerais (GONZALEZ,

2001).

As classes de constituintes sdo similares entre espécies e racas, mas algumas
diferencas tanto qualitativas (natureza) como quantitativas (componentes por litro) sdo
verificadas e deixam claro que a composi¢ao do leite ¢ diretamente dependente da espécie

produtora (HUPPERTZ, KELLY, 2009)

A composicao geral do leite pode ser dividida em dois grupos segundo a quantidade de
seus componentes, ou seja, em componentes majoritdrios como agua, gordura, proteinas,
lactose e minerais (Tabela 1), e componentes minoritdrios como enzimas, vitaminas,
pigmentos (carotenos, xantofilas, riboflavina), células diversas (epiteliais, leucocitos,
bactérias, leveduras) e outros elementos (dioxido de carbono, oxigénio, nitrogénio) (RIEL,

1991).
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Tabela 1. Principais componentes do leite determinados no decorrer da historia.

Agua Lactose Gordura Proteina Nitrogénio Minerais

(%) (%) (%) (%) niio proteico (%) Referéncia
86,87 4,00 3,50 4,75 - 0,70 Blyth, 1879
- 4,31 4,11 3,67 - 0,75 Richmond, 1898
86,90 5,10 3,90 3,20 - 0,90 Riel, 1991
- 4,80 3,70 3,40 0,19 0,70 Varmam e Sutherland, 1995
- 5,00 4,00 3,20 - 0,70 Séverin e Wenshui, 2005
- 5,30 3,30 3,20 - - Haug, H@stmark e Harstad, 2007
- 5,00 4,00 3,20 - 0,70 Mills, et al., 2011

Os componentes do leite sdo conhecidos principalmente por fornecerem elementos
nutritivos que contribuem com a protecdo imunoldgica de criancas e adultos
(imunoglobulinas), por fornecerem substancias biologicamente ativas (peptideos bioativos,
lactoferrina e lactoperoxidase), fatores de crescimento (hormdnios), oligossacarideos,
glicopeptideos e glicoproteinas com residuos de acido sidlico que possuem papel anti-

infeccioso, entre outros (SEVERIN E WENSHUI, 2005).

Apesar de possuir propriedades nutricionais, imunoldgicas e fornecer substancias
biologicamente ativas (MILLS, et al., 2011), houve no ocidente um decréscimo no consumo
de leite e derivados nas Ultimas décadas, fato que estd associado a alguns efeitos negativos
sobre a saude. A critica estd principalmente sobre o contedo de gordura saturada que
contribui diretamente para o surgimento de doencas cardiacas e obesidade (HAUG, et al.,
2007). No entanto, estudos epidemiologicos demonstram que nao hd nenhuma evidéncia que
o leite seja prejudicial a saide (ELWOOD, et al., 2004).

De modo geral o leite apresenta sabor suave, agradavel e ligeiramente doce-salgado,
sendo a lactose e os minerais os grandes responsaveis por essas caracteristicas. Muitos dos
compostos que contribuem para o aroma e sabor do leite derivam da gordura, onde estdo
inclusos carbonilas, alcanos, lactonas, ésteres, compostos sulfurados e nitrogenados, e

hidrocarbonetos tanto alifaticos como aromaticos (VARNAM, SUTHERLAND, 1995).

Sua cor (grau de brancura) ¢ determinada pela reflexdo da luz sobre particulas opacas

em suspensdo como micelas de caseina, globulos de gordura, fosfatos e citratos de célcio, e

20



pode variar de acordo com o numero e¢ tamanho dessas particulas. A presenga de poucas
particulas grandes como os globulos de gordura, como no leite desnatado, por exemplo, faz
com que os feixes de luz sejam menos interceptados e a cor do leite tende a azul, de modo que
a cor do leite possui grande importancia para a industria leiteira, pois muitas vezes ¢ utilizada

como um indicativo de sua riqueza em gordura (RIEL, 1991).

A acidez do leite ¢ sem duvida a determinagdo analitica mais frequente na tecnologia
leiteira, ¢ seu aumento ¢ um indicativo de alguma anormalidade (RIEL, 1991). Os altos
valores de acidez no leite sdo resultado direto da conversdo da lactose em acido lactico por
contaminagdo microbioldgica que implica, de modo indireto, em alta contagem bacteriana
(PERES, 2001). No entanto, componentes naturais do leite como didxido de carbono,
fosfatos, citratos e caseinas também contribuem para o aumento da acidez (RIEL, 1991;
PERES, 2001). A acidez titulavel é expressa em porcentagem de acido lactico e pode variar
de 0,10 a 0,30%, mas de maneira geral o leite bovino apresenta de 0,14 a 0,17% de acidez
(CARUSO, OLIVEIRA, 1983; RIEL, 1991). O pH também ¢ outra forma de se conhecer a
acidez do leite e seus derivados, sendo que o leite recém-ordenhado apresenta pH levemente

acido, ou seja, pH entre 6,5 ¢ 6,7 (CARUSO, OLIVEIRA, 1983).

O ponto de congelamento (PC) e ebuli¢ao do leite estdo entre as constantes fisicas que
apresentam maior estabilidade (RIEL, 1991), pois a pressdao osmotica do leite se mantém em
equilibrio com a do sangue (HENNO, et al., 2008; KEDZIERSKA-MATYSEKE, et al.,
2011). Essas variaveis possuem relacdo direta com a concentragdo de solutos no leite e,
portanto, correspondem a medida do nimero de moléculas ou ions que se encontram em
solucdo na fase aquosa do leite. Na pressao atmosférica normal o ponto de congelamento do

leite varia de -0,52 a -0,56°C e o seu ponto de ebuli¢do ¢ de 100,5°C (RIEL, 1991).

A andlise do PC ¢ o principal parametro utilizado pelos laticinios para verificar
fraudes por adicdo de dgua no leite, uma vez que a mesma faz aumentar o PC, o que afeta a
qualidade de derivados lacteos e aumenta os gastos com a producdo (KEDZIERSKA-
MATYSEKE, et al., 2011).

Outra variavel fisico-quimica que também ajuda a indicar adi¢do de agua no leite ¢ a
densidade, que neste caso serd mais baixa em compara¢do ao leite cru natural (1,023 —

1,040g/ml) (CEBALLO, HERNANDEZ, 2001). No entanto, este ndo é um teste conclusivo,

21



pois alteracdes na densidade pode ser consequéncia de alteragcdes na composicdo quimica do

leite (CARUSO, OLIVEIRA, 1983).

Caracteristicas fisico-quimicas como calor especifico, tensdo superficial, viscosidade,
condutividade elétrica, indice de refragdo, pressao osmotica e potencial de 6xido reducao sao
dados muito uteis para padronizagdo de processos industriais na industria leiteira. Através
deles ¢ possivel calcular a demanda de energia, o contetido e grau de homogeneizacdo da
gordura, o grau de hidratag¢do das proteinas, detec¢do da adi¢do de 4gua no leite, concentragao
de actcar em derivados, avaliacdo da qualidade e inibi¢do do crescimento bacteriano, dentre

outros (RIEL, 1991).

A producao anual de leite no mundo ¢ de aproximadamente 600 milhdes de toneladas,
dos quais 80% representam o leite de vaca, seguido pelo leite de bufala (12%). A facilidade
de converter o leite em uma grande variedade de produtos o enquadra em uma matéria-prima
bastante util para a producao de alimentos, de modo que o leite ¢ motivo de muitos estudos ha

mais de um século (HUPPERTZ, KELLY, 2009).

2.2 LEITE DE BUFALA

O rebanho de bufalos no mundo € estimado em 172 milhdes de cabecas. Deste total,
96% estao concentrados no continente asiatico (PERERA, 2011). Na América Latina, o Brasil
¢ o principal criador que, juntamente com Venezuela e Coldmbia, somam-se cerca de 3,5
milhdes de bubalinos e o nimero tende a aumentar, com um crescimento anual estimado em

12,7%, que esta bem acima da média dos demais continentes (ZAVA, 2010).

O leite de bufala representa 12% da produ¢do mundial de leite, perdendo apenas para
o leite de vaca. India e Paquistdo sdo os maiores produtores e juntos somam 80% do volume
total produzido, sendo destinado para consumo e produgdo de derivados lacteos como
manteiga, queijos duros e moles, leite em po, sorvete e iogurte (AHMAD et al.,2008). Na
figura 1 estéd representado o ranking dos oito maiores produtores mundiais de leite de vaca e

de bufala.
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Ranking dos oito maiores produtores mundiais
de leite de vaca e de bufala* (FAO/2009)

Nova Zelandia

Francai{23 34)

(15.40)
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(27,94)
(35,90)
Brasil (29,11)
india (45,10}

Russia(32,33)

China (35,51)

Italia (0,21}

Mianmar (0,24)

Iral0,28) India {62,86)
Nepal (1,03)

Egito (2,70}

China (3,00}

Paquistao
(21,62)

*valores em milhdes de toneladas

Figura 1. Ranking dos oito maiores produtores mundiais de leite bovino e bubalino no ano de 2009.

de vaca; B: leite de bufala. (Fonte: http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx ).

A: leite

O leite de bufala representa mais de 50% do leite consumido em paises como India,
Paquistao, Egito e Nepal, enquanto que na Itdlia, o volume produzido ¢ utilizado quase que
exclusivamente para a producdo de queijo “mozzarella”, e apesar de possuir uma maior
concentragdo de gordura, apresenta menor teor de colesterol que o leite bovino (275mg/L

versus 330mg/L) (ZICARELLI, 2004).
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De acordo com Seno (2007), o aumento da demanda de derivados de leite de bufala
nas ultimas décadas valorizou a espécie bubalina na pecuaria leiteira mundial. Os produtores

brasileiros notaram o potencial de mercado e passaram a investir na bubalinocultura.

Conforme mencionado, a exploragao de bubalinos no Brasil para a producao de leite
tem crescido muito nos ultimos anos em decorréncia de suas caracteristicas que permitem
facil identificag¢do sob o ponto de vista fisico-quimico e sensorial (PEREIRA, et al., 2009). Na
regido Sudeste, maior produtora do pais, o leite desta espécie ¢ utilizado quase na sua
totalidade para a producdo da mugarela, por ter mercado assegurado, preco compensatorio e
caracteristicas sensoriais peculiares (MACEDO et al,. 2001; SENO et al,. 2007). Outros tipos
de queijos, como o minas frescal, também sdo produzidos em menor escala na tentativa de
introduzir esta rica fonte de proteina no héabito alimentar brasileiro (YUNES ¢ BENEDET;
2000).

A caracteristica marcante do leite de bufala ¢ a auséncia de beta-caroteno, que lhe
confere a coloracdo branca, mas que nao prejudica a qualidade nutricional do leite, pois € rico
em vitamina A (FIGUEIREDO, 2006) e por possuir maiores teores de proteinas e gorduras
possibilita um alto rendimento industrial (OLIVIERI, 2004; PEREIRA JUNIOR et al., 2009),
chegando a sobrepujar o rendimento do leite bovino em até 40% (BUZI et al. 2009). Além
disso, o leite de bufala € relativamente mais resistente &4 contamina¢do microbioldgica quando
comparado ao leite de vaca, fato que pode estar relacionado a enzima enddgena lisozima

(BENKERROUM, 2010).

Em estudos realizados por Priyadarshini e Kansal (2002) a atividade antibacteriana de
lisozima de bufala foi determinada contra 11 espécies de bactérias, compreendendo Gram-
positivas e Gram-negativas, mostrando-se mais efetiva contra o grupo das Gram-positivas.
Além disso, o bufalo apresenta rusticidade, capacidade de viver em espagos muitas vezes
inacessiveis a0 homem e outras espécies, resisténcia a endo e ectoparasitas e a diversas

doengas infectocontagiosas (MALHADO et al., 2008).

Segundo Pereira Junior et al. (2009), apesar do maior valor nutritivo e rendimento
industrial do leite de bufala quando comparado com o leite de vaca, e do crescimento de sua

exploracdo no pais, pouco se tem feito para a regulamentagdo de normas de padrdo de
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identidade e qualidade do leite bubalino, o que dificulta a realiza¢do de medidas de controle e

fiscalizacdo.

Trata-se de um alimento altamente nutritivo e benéfico a saude humana devido ao alto
valor biologico de seus componentes. Além da gordura e proteinas, o leite de bufala apresenta
maiores percentagens de lactose, sélidos totais e alguns minerais como o calcio (PEREIRA
JR, FERNANDES, 2011; TEIXEIRA, et al., 2005). O conteudo dos principais componentes €
potencial hidrogenidnico (pH) do leite de bufala e de vaca pasteurizados estdo descritos na

Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do basica e potencial hidrogenidnico do leite de bufala e de vaca

pasteurizados.

Tipo de Gordura Proteina Lactose Sélidos Cilcio ionico  Calcio total pH
Leite (%) (%) (%) NG* (%)  (mg/100mL) (mg/100g) (25°C)
Bufala 8,39+0,32  4,62+0,04  5,01+0,03  10,3+0,06 4,1£0,1 180+4 6,72+0,02
Vaca 4,20+0,05  3,33+0,04  4,62+0,06  8,63+0,09 4,440,2 125+2 6,67+0,01

*NG: ndo gordurosos. Fonte: HUSSAIN, et al., 2011.

O tamanho médio do globulo de gordura do leite bubalino ¢ de 4,07um enquanto que
0 bovino ¢ 3,16um; além disso, no leite bubalino os glébulos de gordura encontram-se mais
distribuidos e em maior frequéncia. No entanto, variagdes sazonais e estagio de lactacdo os
afeta diretamente. Sao constituidos por acidos graxos saturados (71%) e acidos graxos
insaturados (28,3%) (MENARD, et al., 2010). Na Tabela 3 sdo representadas as

concentragdes dos acidos graxos presentes no leite bovino e bubalino.
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Tabela 3. Composicao em acidos graxos do leite bovino e bubalino.

Acido graxo Leite Bovino (%) Leite Bubalino (%)
4:0 2,5+0,5 2,8 £0,5
6:0 2,1 +0,4 1,9 £0,3
8:0 1,404 1,1 £0,2
10:0 2,5+0,3 1,8 £0,3
12:0 2,9 +0,2 2,3+0,2
14:0 11,1 +0,4 11,8 +£0,2
14:1¢9 1,1 40,2 0,7 +£0,01
15:0 1,2 +£0,03 1,74 £0,08
16:0 33,8 +£0,9 36,0 £1,2
16:1¢9 1,6 £0,05 1,9 £0,02
17:0 0,6 +0,05 0,8 £0,02
18:0 11,1+0,9 9,9 +£0,2
18:1 ¢9 22,1 1,7 20,3 +0,7
18:1¢11 0,2 £0,1 0,1 +£0,03
18:2 9111 0,7 £0,02 0,9 +£0,1
18:2c¢9ci2 1,34 +0,1 0,9 +£0,1
18:3 n-3 0,6 £0,03 0,7 £0,2
20:0 0,1 +£0,06 0,2 +£0,03
SFA 69,6 +1,7 70,8 +£0,8
CLA 0,7 £0,02 0,9 £0,1

SFA: saturated fatty acids (acidos graxos saturados), CLA. conjugated linoleic acid (4cido linoléico conjugado).

Fonte: MENARD, et al. 2010.

Em estudos realizados por Colarow et al. (2003), o leite de bufala apresentou
gangliosideos bioativos com propriedades antiinflamatorias, que ndo foram encontrados no

leite de vaca.

As principais proteinas presentes no leite de bufala sdo: og-caseina, ag-caseina, f-
caseina, K-caseina, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina, e por possuir uma maior quantidade
de k-caseina em relagdo ao leite de vaca, o processo de coagulacio do leite bubalino ¢
acelerado, exigindo uma menor quantidade de quimosina para a fabricacdo de queijos. A
concentragdo relativa das soro proteinas ¢ muito semelhante nas duas espécies, e tanto para o
soro do leite bovino quanto para o soro do leite bubalino, a B-lactoglobulina (B-Lg) esta
presente em maior quantidade (~50%), seguida pela a-lactoalbumina (a-La) e soro albumina
(SA). Ha também proteinas em quantidades menores como lactoferrina, imunoglobulinas,
lactoperoxidase, lisozimas, lipases, proteases, entre outras (EL-SALAM e EL-SHIBINY,
2011). Além disso, em recente estudo realizado por Sheehan e Phipatanakul (2009), verificou-

se que individuos com alergia ao leite de vaca sdo capazes de tolerar o leite bubalino,
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aumentando assim seus beneficios nutricionais. A Tabela 4 exibe a concentracdo e algumas

propriedades das principais proteinas do leite de bufala.

Tabela 4. Concentragdo e algumas propriedades das principais proteinas do leite bubalino.

Variantes

Proteina Concentracio e pl (20°C) MM (kDa) Referéncia
genéticas

01-caseina 8,89+2,15% AB 4,24 —-4,63 22,77 (Felgini et al. 2009)

o, -caseina 5,08+1,56° - 484 -5,13 24,70 (Felgini et al. 2009)

B-caseina 20,91+0,75% AB 4,55 -5,09 23,58 (Felgini et al. 2009)

K-caseina 4,13+1,53* - 4,80 - 6,85 19,25 (Felgini et al. 2009)
B-lactoglobulina 7,7b A,B,C 4,71 -6,77 18, 29 (D’ Ambrosio et al.2008)
o-lactoalbumina 4,8b AB 4,55 -4,66 14, 24 (D’ Ambrosio et al.2008)
Soro albumina 10,0b - 444 —-4,74 69,29 (D’ Ambrosio et al.2008)

pl: ponto isoelétrico, MM: massa molar; * gramas por litro de leite desnatado; ° porcentagem total de absorbancia

em gel.

A composicdo em minerais apresenta uma elevada concentracdo de calcio (Ca),
quantidades significativas de fosforo (P), magnésio (Mg), sédio (Na), potassio (K) e tragos de
zinco (Zn), ferro (Fe), cobre (Cu), boro (B), manganés (Mn), cobalto (Co), caddmio (Cd),
cromo (Cr), niquel (Ni) e selénio (Se). Quanto as vitaminas, possui valores maiores para
vitamina A e C quando comparado com o leite de vaca, e apresenta contetidos menores de
vitamina E. H4 também a presenca em pequenas quantidades de vitaminas B, B, B3, Bg, Bs.
Porém, a concentragdo de vitamina B, € cerca de quatro vezes maior no leite de btfala do que

no leite de vaca (EL-SALAM e EL-SHIBINY, 2011).

Em relagdo as propriedades fisicas, o leite de bufala apresenta maior viscosidade, que
¢ um parametro altamente dependente do teor de gordura do leite; apresenta uma densidade de
aproximadamente 1,032 g/L, ponto de congelamento entre -0,518°C e -0,590°C e uma
condutividade elétrica de 0,5689 W/m-K a 42-43°C. Quando comparado ao leite de vaca,
apresenta uma maior capacidade tamponante devido a uma maior concentragdo de caseina e

fosfato inorganico (EL-SALAM e EL-SHIBINY, 2011).
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2.3 SORO DO LEITE BOVINO

2.3.1 Generalidades

O soro de leite ¢ o co-produto obtido a partir da produgao de queijos, onde para cada
quilo de queijo produzido cerca de nove quilos de soro sao gerados (SISO, 1996). O soro
pode ser obtido em laboratério ou na industria por trés processos principais: o enzimatico
(coagulacao pela quimosina), a precipitagao acida (adicao de acido até o ponto isoelétrico das

caseinas) e separagao fisica das micelas de caseina por microfiltragado (SGARBIERI, 2004).

A composi¢ao do soro varia em fung¢dao do queijo produzido, mas, em média, ¢
constituido basicamente de 93% de dgua e somente 7% de matéria seca (parte solida), sendo
que, deste total, 71% ¢ lactose, 10% proteina bruta (PB), 12% gordura ¢ 7% sais minerais

(LIZIEIRE E CAMPOS, 2000).

A utilizagdo e/ou descarte do soro ¢ uma das principais preocupagdes para 0s
especialistas em leite de todo o mundo, porque este fluido lacteo contém constituintes
valiosos que ndo devem ser desperdicados e, além disso, representa um importante poluente

ambiental (EL-SALAM, et al. 2009)

Ha estimativas que a cada ano sdo produzidos no mundo 100 bilhdes de litros de soro
pelas industrias de laticinios, sendo que cerca de 40% do volume total sdo descartados no
meio ambiente sem nenhum tratamento, causando um grande impacto ambiental (MARQUES
et al,. 2005) relacionado a elevada demanda bioldgica de oxigénio (DBO), que ¢ cerca de
30.000 a 50.000 mg.L™". Tal indice é aproximadamente 100 vezes maior que o de um esgoto
doméstico e, considerando uma producio média de 10* L de soro por dia, esta teria o poder
poluente equivalente ao de uma populagcdo de 5.000 habitantes (MACHADO et al., 2001;
LIRA et al., 2009).

A descoberta das propriedades funcionais do soro do leite, assim como sua aplicacio
nutricional, fez com que essa fracdo fosse “promovida” a um co-produto da fabricacdo de
queijos, € ndo mais um subproduto (WALZEM, et al., 2002). Aproximadamente 55% dos
nutrientes presentes no leite ficam retidos no soro durante a fabricagdo de queijos
(STANTON, et al., 2002; SANCHEZ, et al. 2011). Dentre os constituintes do soro do leite, os
mais abundantes sdo lactose, proteinas soluveis (20%) e lipideos, dos quais as proteinas sdo o
principal alvo de estudos. As principais proteinas sdo: -lactoglobulina (B-Lg),

28



a-lactoalbumina (a-La), soro albumina (SA) e imunoglobulinas (Ig) (ANTUNES, 2003;
MARQUES et al., 2005). H4 também proteinas em menores quantidades como lactoferrina,
lactoperoxidase e lisozima, que sdo conhecidas por suas propriedades antibacterianas
(BUFFONI et al.,, 2011). Essas proteinas sdo ricas em aminoacidos essenciais ¢ fontes

potenciais de peptideos bioativos (ISMAIL, et al. 2011).

2.3.2 Proteinas do soro: aspectos gerais

Proteinas do soro do leite correspondem a 20% do total das proteinas presentes no leite
de vaca e de bufala (AKHAVAN, et al. 2010) e representam um grupo heterogéneo onde
destacam-se a [-lactoglobulina (55%), a-lactoalbumina, imunoglobulinas (15%) e soro
albumina (5%), e varias outras proteinas em menor concentracdo (lactoferrina,
lactoperoxidase, lisozima, entre outras), cada qual com sua funcionalidade (EL-SALAM, et
al. 2009), e sdo caracterizadas pelo alto valor nutricional, funcional e biologico
(CONTRERAS, et al. 2011). As proteinas do soro do leite sdo globulares e compactas
(variam de 14 a 100 kDa) e s3o universalmente definidas como aquelas proteinas que
permanecem no soro apds a coagulacao das caseinas em pH 4,6 a 20° C (MORR E HA, 1993;
IMAFIDON, 1997).

Do ponto de vista aminoacidico (aminoacidos essenciais), as proteinas do soro
apresentam quase todos os aminoacidos essenciais em excesso as recomendagdes, exceto 0s
aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) que nao aparecem em quantidade excessiva,
mas atendem as recomendagdes estabelecidas pela Organizagdo de Alimentos e
Agricultura/Organizagdo Mundial de Saude (Food and Agriculture Organization/World
Health Organization (FAO/WHO). Apresentam elevadas concentragdes dos aminoacidos

triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004).

Devido a presenga abundante de aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina
e valina) e principalmente a elevada concentracdo de leucina, essas proteinas despertam
grande interesse, pois esse aminoacido essencial estd diretamente relacionado a sintese

proteica muscular (HA e ZEMEL, 2003).

As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas pelo
organismo, o que estimula a sintese de proteinas sanguineas e teciduais (BOUKHETTALA, et
al., 2010) a tal ponto que pesquisas as classificam como proteinas de metabolizacao rapida
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(fast metabolizing proteins), muito adequadas para situagdes de estresse metabolico em que a
reposicao de proteinas no organismo se torne emergencial (SGARBIERI, 2004). Além disso,
as soro proteinas do leite e seus peptideos sdao cruciais na imunidade inata para a progénie

(BUFFONI, et al., 2011).

Estudos em humanos indicam que um aumento da saciedade pode estar relacionado a
ingestdo de proteinas do soro do leite, suprimindo a ingestdo de alimentos e quando
consumidas juntamente com uma dieta rica em carboidratos, sdo capazes de reduzir a resposta

glicémica subsequente (AKHAVAN, et al. 2010).

De acordo com suas caracteristicas funcionais, as soro proteinas sdo largamente
utilizadas pela industria de alimentos na produgdo de formulas infantis, panificagao,
embutidos, sorvetes, bebidas lacteas, leites fermentados, entre outros (HARAGUCHI et al.,

2009; LIRA et al., 2009; XU, et al. 2011).

Com o desenvolvimento de técnicas como a ultrafiltragdo e uso de métodos
cromatograficos tornou-se possivel a recuperagdo e fracionamento das proteinas do soro do
leite em suas formas nativas, disponibilizando no mercado uma grande variedade de produtos
como concentrados (35-80% de proteinas) e isolados proteicos (teor minimo de proteinas de
90%), fracdes proteicas (o-lactoalbumina, B-lactoglobulina, lactoferrina, lactoperoxidase) e
hidrolisados proteicos (EL-SALAM, et al., 2009). Suplementos com proteinas do soro e suas
fracdes, tem-se tornado popular entre os esportistas e pessoas interessadas em ganhar massa
muscular. A ingestdo dietética atual de proteinas para a populagdo em geral ¢ de 0,8g/Kg de
peso corporal/dia; ja para aqueles individuos envolvidos na pratica regular de exercicios esse

valor passa a 1,2 — 1,7g de proteina/Kg de peso corporal/dia (APARICIO, et al. 2010).

Como género alimenticio, além de possuirem propriedades tecnologicas unicas
(emulsificante, espumante, bactericida), sdo também utilizadas devido ao seu elevado valor
nutritivo e ser classificadas como produtos “GRAS” (Generally Recognized As Safe —
Genericamente reconhecido como seguro) (EL-SALAM, et al., 2009). Na Tabela 5 estdo

representadas algumas propriedades funcionais de fragdes proteicas do soro do leite.
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Tabela 5. Propriedades funcionais de algumas fragdes proteicas do soro do leite.

. Espumante Emulsificante
Fracao

. : o . o Gelificante  Solubilidade
proteica  capacidade estabilidade capacidade Estabilidade

B-Lg" +++ +++ +++ +++ +++ +++
a—La’ +++ -+ -+ A+ - +++
SA® + + + + +++ e
Ig’ - - - - +++ e+
GMP*® +++ + + + - e

“B-Lactoglobulina; "a-Lactoalbumina; “soroalbumina; “imunoglobulina; °glicomacropeptideos.

+++ 6timo; + regular; - ruim. Fonte: EL-SALAM, et al., 2009

2.3.3 Proteinas do soro do leite de bufala

As soro proteinas do leite bovino sdo extensivamente estudadas, principalmente por
suas propriedades funcionais e nutricionais. No que diz respeito as proteinas do soro do leite
bubalino ainda ha uma substancial falta de caracterizacdao e particularmente sobre aspectos
quantitativos (BUFFONI, et al. 2011). Pesquisas utilizando proteinas do leite de bufala como
fonte de peptideos bioativos tem recebido menor atencdo em relagdo as proteinas do leite de
vaca. Com base na similaridade das sequéncias de aminoacidos da B-Lg e a-La de bufalas e
vacas, espera-se a obtencao de peptideos bioativos semelhantes, mas nenhuma literatura sobre
peptideos bioativos de proteinas do soro do leite bubalino tem sido citada. Dessa forma, mais
pesquisas sdo necessarias a fim de se explorar plenamente essas proteinas como fontes

potenciais de peptideos bioativos (EL-SALAM e EL-SHIBINY, 2011).

2.4 HIDROLISADOS PROTEICOS E PEPTIDEOS BIOATIVOS

O tratamento enzimatico contribui para a melhoria das propriedades fisicas, quimicas,
funcionais, nutricionais e principalmente na melhoria da capacidade de absor¢do das proteinas

(BIASUTTIL, et al. 2008).

Devido as suas excelentes propriedades funcionais (seletividade, atividade e
especificidade), as enzimas sdo capazes de catalisar os processos quimicos mais complexos
em condi¢cdes experimentais e ambientais amenas (pH e temperatura) e controladas

(GUISAN, 2006)

A hidrolise enzimatica das proteinas do soro do leite vem sendo utilizada
principalmente para reduzir problemas com alergenicidade e/ou produzir peptideos bioativos.

Além disso, a hidrolise também ¢ largamente utilizada pela industria de alimentos para
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modificar e melhorar as propriedades funcionais do soro do leite. Dentre elas temos:
modifica¢des na capacidade de geleificacdo, melhoria na estabilidade térmica, mudangas na
solubilidade, estabilidade e capacidade de formar espuma, melhoria da capacidade
emulsificante e adequagdo da funcionalidade da proteina para atender necessidades
especificas. Cabe ressaltar que o grau desejado de hidrdlise e a fonte adequada de proteina
dependem do método aplicado para clivar as ligagdes peptidicas que varia de acordo com
funcionalidade requerida e do tipo de produto em que serdao incorporados (ROCHA, et al.

2010).

Extensas pesquisas estdo sendo realizadas com proteinas e seus derivados; dentre
esses, os mais estudados sdo os peptideos. Proteinas do leite ¢ a fonte mais importante de
peptideos biologicamente ativos, embora haja outras fontes proteicas animais e vegetais com

potenciais sequéncias bioativas de aminoacidos (NAGPAL, et al. 2011).

O termo bioativo refere-se a compostos que tanto podem estar presentes naturalmente
nos alimentos ou serem formados durante o processamento de alimentos com possiveis

funcdes fisiologicas e/ou bioquimicas quando ingeridas por seres humanos (PARK, 2009).

Alimentos funcionais e compostos bioativos em alimentos tém atraido o interesse dos
cientistas de alimentos, nutricionistas, profissionais da saude e consumidores em geral, pois
sdo responsaveis por trazer beneficios a saude, suprimento das fun¢des nutricionais bésicas
(PARK, 2009) e reduzir a epidemia mundial de doengas cronicas que respondem por 58
milhdes de mortes prematuras a cada ano, mas além dos beneficios a saude, proteinas com
propriedades funcionais e peptideos bioativos sdo uma categoria importante dentro do setor de
alimentos nutracéuticos, onde o volume de vendas estd avaliado em cerca de US$ 75
bilhdes/ano. Este € um mercado dindmico que esta em franco crescimento (MINE, et al. 2010;

HERNANDEZ-LEDESMA, et al. 2011).

Estudos demonstram que peptideos bioativos do soro de leite sdo capazes de modular
algumas respostas fisiologicas no organismo animal (BIASUTTI et al,. 2008). Dentre elas, as
mais importantes e estudadas sdo: efeito insulinotropico, atividade antioxidante, efeitos
imunomoduladores, atividade opidide, anticarcinogénica e antihipertensiva (GERDES, et al.,

1999; MARSHALL, 2004; PETERSEN et al., 2009; LEKSRISOMPONG et al., 2010).
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Para obter peptideos bioativos do soro através de métodos in vitro, a hidrdlise
enzimatica ¢ geralmente o método de escolha, uma vez que pode minimizar o impacto do pH
e uso de temperatura extremos que levam a diferentes graus de desnaturacao proteica com
perda de suas funcdes biologicas (LEKSRISOMPONG et al, 2010). A simulacao da digestao
fisiologica com diferentes enzimas presentes no trato gastrointestinal como a pepsina, tripsina,
quimotripsina e carboxipeptidase ¢ uma ferramenta muito Util para liberar peptideos com
nimero de residuos de aminoacidos variados (HERNANDEZ-LEDESMA, et al. 2011) ao
mesmo tempo em que avalia a estabilidade de peptideos bioativos contra as enzimas
digestivas, tem em vista que essas sequéncias de aminoacidos bioativos devem permanecer
ativos e intactos durante a digestdo e absorcdo gastrointestinal, ou seja, serem capazes de
atravessar o epitélio intestinal, entrar na corrente sanguinea e potencialmente exercer seus

efeitos fisiologicos ao atingir o 6rgao-alvo (SEGURA-CAMPOS, et al. 2011).

Segundo Dominguez-Gonzdlez et al. (2010), a biodisponibilidade ¢ um fator
importante na alimentagdo porque varia de acordo com diferentes alimentos, componentes
alimentares e condi¢des gastrointestinais. A biodisponibilidade depende de varios processos

como a digestdo, transporte, absorcdo, utilizagdo e elimina¢ao de nutrientes.

Para estimar a biodisponibilidade de nutrientes em nutricdo humana, métodos in vitro
tém sido propostos e sdo geralmente baseados na simula¢do da digestdo gastrointestinal e
medem a fragdio do elemento estudado disponivel para absorgio (DOMINGUEZ-
GONZALEZ, et al. 2010).

Esses métodos tém sido muito importantes quando se busca prever a
biodisponibilidade de muitos compostos presentes em novos alimentos ou alimentos
biofortificados. Sua utilizagdo visa uma triagem simples e rapida, sendo um método bastante
confiavel e utilizado antes de estudos in vivo, que normalmente empregam técnicas caras e de
dificil execu¢do (ARGYRI et al., 2011). Neste método, membranas de dialise com porosidade
conhecida s3o utilizadas e as condi¢des experimentais simulam a digestdo gastrointestinal
com o uso de enzimas gastricas como pepsina, pancreatina e sais biliares, além de pHs e

temperatura controlados (ROMARIS-HORTAS, et al. 2011).

Outro método in vitro bastante utilizado para se avaliar a absor¢do de nutrientes em

nivel intestinal envolve cultura de células, em especial células de cancer de colon humano
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(Caco-2) devido sua semelhanga com células epiteliais do intestino (SAMARANAYAKA;
LI-CHAN, 2011). Neste método, as células Caco-2 sdo cultivadas até formarem uma
monocamada, ¢ quando atingem a confluéncia, elas espontaneamente se diferenciam e
adquirem caracteristicas morfo-funcionais de enterdcitos, podendo assim “quebrar” moléculas
e transporté-las para dentro dos tecidos (SEGURA-CAMPOS, et al. 2011). Estudos realizados
mostraram que resultados obtidos in vitro podem ser correlacionados com a
biodisponibilidade e bioacessibilidade de determinados nutrientes ensaiados in vivo.
Constituem ferramentas uteis para estabelecer tendéncias, comparagdes e possiveis

transformagdes durante o processo de digestao (VELASCO-REYNOLD, et al. 2010).

2.5 PROTEASES DIGESTIVAS: PEPSINA, TRIPSINA, QUIMOTRIPSINA E
CABOXIPEPTIDASE-A.

Proteases (EC 3.4) sdo enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases que catalisam a
reacdo de hidrélise das ligagdes peptidicas das proteinas (SANTOS; KOBLITZ, 2008).
Estudos iniciaram-se no fim do século XVI, devido ao grande interesse na compreensdo da
fisiologia do sistema gastrointestinal humano, mas existem relatos empiricos na antiguidade,
em que tecidos animais, vegetais e outros materiais bioldgicos ricos em proteases ja eram
utilizados na produgao de queijos e tratamento de couros. Dessa forma, as proteases foram as

primeiras enzimas com aplicagdo tecnoldogica (VERMELHO, et al.2008).

A escolha das proteases, condigdes de digestdo e o método usado para andlise dos
hidrolisados proteicos tem um consideravel impacto sobre a digestibilidade das proteinas. A
partir disso, muitos métodos in vitro que simulam o processo de digestdo vem sendo
utilizados e as enzimas mais testadas sdo pepsina, tripsina, quimotripsina, carboxipeptidase

(HUR, et al, 2011).

A pepsina ¢ uma aspartico-protease produzida pelo estobmago sob a forma inativa, o
pepsinogénio. Na mucosa gastrica, com a liberacdo de acidos, ¢ rapidamente ativada em pH <
4,5; no entanto, sdo facilmente desnaturadas em pH > 7,0. Hidrolisam preferencialmente a
ligacdo peptidica localizada no lado N-terminal de aminoécidos hidrofobicos leucina e
fenilalanina. Possuem atividade otima em um intervalo de pH 1,8-3,5 (ROBERTS, 2006;
WHITCOMB, et al. 2007; LOPEZ-FERRER, et al. 2011).
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Tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase sdo secretadas pelo pancreas como pro-
enzimas inativas, ou seja, zimogénios. Entre elas trés formas de tripsina, quimotripsinogénio

A e B e procarboxipeptidase Aj, Ay, B; e B, (WHITCOMB, et al. 2007).

A tripsina ¢ a mais importante de todas as enzimas digestivas, pois desempenha um
papel fundamental na regulagdo de todas as outras enzimas digestivas. E uma endopeptidase,
da classe das serina-proteases, que cliva o lado carboxila dos residuos de arginina e lisina. Do
total de enzimas presentes no suco pancreatico ¢ a mais abundante (19%). Sua forma inativa ¢
denominada tripsinogénio, e permanece inativo até que atinja o duodeno, onde ¢ ativado pela
enteroquinase, embora evidéncias atuais indiquem que a tripsina ¢ ativada pela propria
tripsina e inativada por um processo de autolise. Seu pH 6timo de agdo esta entre 7,5 € 8,5

(WHITCOMB, et al. 2007).

A quimotripsina ¢ a segunda serina-protease mais abundante e representa cerca de 9%
do total de enzimas secretadas pelo pancreas. Trata-se de uma endopeptidase que hidrolisa
peptideos cujas cadeias laterais contenham aminodcidos aromadticos como a tirosina,
triptofano e fenilalanina. Como quimotripsinogénio, ¢ ativada pela tripsina (WHITCOMB, et

al. 2007).

Diferentemente da tripsina e quimotripsina, a carboxipeptidase ¢ uma metaloprotease
que contém um atomo de zinco em seu sitio ativo. E uma exopeptidase capaz de clivar o lado
C-terminal das cadeias peptidicas, € como a quimotripsina, sua ativagao se da pela tripsina

(WHITCOMB, et al. 2007).

Hoje, com os avancos em gendmica, a partir do sequenciamento do genoma humano,
descobriu-se que mais de 2% dos nossos genes sdo responsaveis por codificar proteases,
sugerindo que essas enzimas possuem fung¢des muito mais complexas, além daquelas
envolvidas em nosso processo de digestdo gastrointestinal. J4 se sabe, por exemplo, que
proteases regulam fatores de crescimento, producdo de citocinas, ativacdo e inativacdo de
sinalizadores celulares e estdo presentes até mesmo na regulagdo dos genes (CRAIK, et al,
2011). Por serem indispensaveis a vida, as proteases sdo produzidas por todos os seres vivos,

ou seja, animais, vegetais e microrganismos (SANTOS; KOBLITZ, 2008).
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CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS DO SORO DE LEITE
BUBALINO E DETERMINACAO DA BIODISPONIBILIDADE DE
AMINOACIDOS POR DIALISABILIDADE

JULIANA CRISTINA BASSAN, RUBENS MONTI, ANTONIO JOSE GOULART

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS — UNESP — UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA.

RESUMO

O leite de bufala representa 12% da producdo mundial de leite, com maiores teores de
proteinas e gorduras que o de vaca. O soro de leite é o co-produto da industria queijeira que
vem sendo, muitas vezes, descartado no meio ambiente, causando grande impacto ambiental
em fun¢do de sua constitui¢do rica em proteinas e lactose. Hidrolise enzimatica ¢ um avango
tecnologico importante por melhorar propriedades fisicas, quimicas e funcionais dessas
proteinas. O objetivo do trabalho foi produzir hidrolisados proteicos a partir das proteinas
presentes no soro do leite de bufala e simular a digestdo in vitro pelo método da
dialisabilidade. O soro lacteo bubalino foi dialisado para retirada de lactose e pequenos
peptideos e aminodcidos, e tratado com caulim para adsor¢do da gordura. Os produtos de
médio e alto grau de hidrolise foram obtidos por a¢do da pepsina, tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase A em pHs e temperaturas especificos, adicionados ao soro conjuntamente e
em separado, em diferentes tempos de hidrolise. A determinag¢do quantitativa de proteinas,
aminodcidos, lactose e gordura foram realizadas segundo os métodos Bradford (1976),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), Miller (1959) e Gerber, respectivamente. A
caracterizacdo qualitativa das proteinas e produtos de hidrolise fez-se por eletroforese nao-
desnaturante (PAGE) e desnaturante (SDS-PAGE). Os ensaios de biodisponibilidade dos
produtos de hidrolise foram realizados pelo método in vitro da dialisabilidade segundo
metodologia descrita por Luten et al. 1996. Os resultados encontrados para o soro
deslactosado e desengordurado foram 6,53g prot.L™', reducdo de 99% de lactose ¢ < 0,10 %

de gordura. Bandas proteicas com massas molares e migracdes relativas (Rm) semelhantes as
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do soro bovino foram observadas por SDS-PAGE. Entretanto, no soro bubalino detectou-se
uma banda proteica com Rm de 0,73 que ndo ¢ encontrada no bovino. A a-lactoalbumina e 3-
lactoglobulina foram as mais resistentes a hidrdlise prolongada; no entanto, com tempos
maiores de hidrolise houve aumento de peptideos de baixa massa molar e aminoacidos. O
soro lacteo bubalino mostrou ser uma fonte de aminoacidos essenciais como a leucina, lisina,
fenilalanina, histidina, treonina e arginina. A concentracdo relativa de aminoacidos dialisaveis
para o soro lacteo bubalino nao hidrolisado, de médio e alto grau de hidrélise foram 4448,516
nM, 4548,052 nM e 4735,373 nM, respectivamente. O soro do leite de bufala contém
quantidade significativa de proteinas disponiveis que poderdo ser utilizadas como
suplementagdo alimentar e fins tecnologicos com significativa concentracdo de aminoacidos

essenciais.

PALAVRAS-CHAVE: biodisponibilidade, dialisabilidade, proteinas do soro do leite, leite de
bufala.

INTRODUCAO

O soro do leite ¢ um co-produto prontamente obtido a partir da producdo de queijos.
Trata-se de uma solugdo amarelo-esverdeada composta por agua, lactose, proteinas e sais
minerais (AKHAVAN, et al, 2010; FOUCQUIER, et al. 2012) e representa cerca de 85-90%
o volume do leite (SANCHEZ, et al. 2011). Sua utilizacdo e/ou eliminagdo é uma das
principais preocupagdes para os especialistas em leite de todo o mundo por conter
componentes valiosos que ndao devem ser desperdicados e por representar um importante
poluente ambiental (EL-SALAM, et al. 2009).

As soro proteinas lacteas sdo bem conhecidas por apresentarem alto valor bioldgico e
propriedades funcionais versateis, caracteristicas que fazem com que sejam amplamente
utilizadas na industria de alimentos (JARA; PILOSOF, 2011) e farmacéutica (MARQUES, et
al. 2005). Fisico-quimicamente, sdo proteinas compactas e globulares, responsaveis por 20%
do total de proteinas contidas no leite e, ao contrario das caseinas, permanecem soluveis em
pH 4,6 (ASGHAR, et al. 2011). As principais proteinas presentes no soro do leite sdo f-
lactoglobulina (3,2 g/L, 18,3 kDa), a-lactoalbumina (1,2 g/L, 14,2 kDa), soro albumina (0,4
g/L, 66 kDa), imunoglobulinas (0,8 g/L, 146 a 1.030 kDa), lactoferrina (0,2 g/L, 80 kDa)
entre outras (LIVNEY, 2010; FOUCQUIER, et al. 2012).
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Proteinas do soro do leite bovino tém sido extensivamente estudadas. No entanto,
faltam maiores informacdes sobre as proteinas do soro do leite bubalino (BUFFONI, et al.,
2011). Informagdes sobre peptideos bioativos de proteinas do soro do leite bubalino nao
estdo disponiveis ainda, indicando que mais pesquisas sao necessarias a fim de se explorar
plenamente essas proteinas com essa finalidade (EL-SALAM e EL-SHIBINY, 2011).

Tecnologias atuais permitem a separacdo, isolamento e purificacdo das proteinas do
soro do leite, e normalmente envolvem a combina¢ao de métodos, como técnicas de filtragcao
associados a métodos cromatograficos (JARA; PILOSOF, 2011), disponibilizando no
mercado uma grande variedade de produtos como concentrados (35-80% de proteinas) e
isolados proteicos (teor minimo de proteinas de 90%), fragdes proteicas (a-lactoalbumina, -
lactoglobulina e lactoferrina) e hidrolisados proteicos (EL-SALAM et al. 2009).

A hidroélise enzimatica de macromoléculas em alimentos como as proteinas, tornou-se
um processo de consideravel importancia que tem sido utilizado para melhorar propriedades
fisicas, quimicas e funcionais dos alimentos, sem prejudicar seu valor nutritivo, melhorando,
particularmente, as caracteristicas de absor¢ao das proteinas (PACHECO et al, 2005).

Hidrolisados proteicos do soro do leite sdo uma boa fonte de peptideos bioativos
(LEKSRISOMPONG, et al. 2010) com atividade opidide, antihipertensiva, antitrombotica,
imunomodulatoria e antimicrobiana (NAGPAL, et al. 2011), e fonte de aminoacidos
essenciais (SGARBIERI, 2004), que t€ém sido frequentemente utilizados como suplementagao
proteica para lactentes, esportistas e administra¢do parenteral (RUTHERFURD, 2010).

O objetivo deste trabalho foi produzir hidrolisados proteicos com médio e alto grau de
hidrolise a partir do soro do leite bubalino. Um objetivo adicional foi verificar in vitro os
produtos de hidrolise dialisaveis obtidos pela agdo das enzimas digestivas pepsina, tripsina,

quimotripsina e carboxipeptidase A antes e ap6s a dialisabilidade.

MATERIAL E METODOS

Material

Soro do leite bubalino foi produzido no laboratério de Enzimologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, segundo metodologia descrita por Custodio
et al. (2005). O leite de bufala integral pasteurizado foi gentilmente cedido pelo Laticinio

Bufalo Dourado localizado no municipio de Dourado, Rodovia SP-215, Km 200.
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No processo de hidrdlise foram utilizadas as enzimas proteoliticas pepsina, tripsina,

quimotripsina e carboxipeptidase A (Sigma ®).

Métodos

Obtencio do soro doce do leite bubalino

O soro de leite bubalino foi obtido a partir de leite integral de bufala com a adi¢do da
enzima renina de Aspergillus niger (Estrela®). Para cada litro de leite foi utilizada a
proporcao de 0,6% v/v de renina e CaCl, (0,5 mol/L, 0,5%). A mistura foi mantida em banho-
maria sem agitacdo durante uma hora a 35°C. Decorrido o tempo de coagulagdo, os solidos
foram separados através de filtragdo simples com gaze (CUSTODIO, 2005). O soro produzido
foi dialisado por 24 horas em membrana celulésica Trip-Fort (Hoechst) em constante agitacao
contra agua destilada sob refrigeracdo para a remocao de lactose . No intervalo de 24 hs foram
realizadas trés trocas de dgua (McPHIE, 1971). Apos a didlise, foi adicionado ao soro, caulim,
na proporg¢ao de 0,6 g/30 mL de soro para adsor¢ao da gordura. O soro foi centrifugado em
centrifuga refrigerada para separagdo do caulim. O soro dialisado, desengordurado e
centrifugado foi armazenado em frascos identificados, e congelados at¢é o momento dos
ensaios.

O leite bubalino utilizado foi obtido de diferentes épocas, ou seja, primeiro e segundo
semestre do ano de 2010 e o soro produzido em ambos os lotes foram misturados para a

realizagdo dos ensaios.

Hidrodlise Enzimatica

A metodologia utilizada para a hidrolise enzimatica do soro de leite tratado (dialisado,
desengordurado e centrifugado) foi a mesma descrita por Custodio (2001) e Marques (2005 e
2009). Para o médio e alto grau de hidrdlise foram empregadas as proteases pepsina, tripsina,
quimotripsina e carboxipeptidase-A. Aliquotas foram retiradas de tempos em tempos e
analisadas em SDS-PAGE e CLAE para o acompanhamento do grau de hidrolise. As

hidrolises foram conduzidas conforme o fluxograma abaixo (Figura 1):
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Soro do leite de bufala tratado (dialisado, desengordurado e centrifugado)

——| Ajustar pH em 3,0 ‘

‘ Adic&o de Pepsina |

50°C/20 min.
Ajustar pH em 9,5 ’7

Adicao de Tripsina, Quimotripisina e
Carboxipeptidase-A (50°/180 min.) Adicao de Tripsina (50°C/10 min.)

ﬂ Adicao de Quimotripsina

(50°C/10 min.)

| Médio grau de hidrolise |

Adic&o de Carboxipeptidase-A
(50°C até 24 hs)

J

| Alto grau de hidrolise

Figura 1. Fluxograma de médio e alto grau de hidrélise das proteinas presentes no soro do

leite de bufala.

Simulacéo in vitro da digestao gastrointestinal pelo método da dialisabilidade dos soros
do leite bubalino nao hidrolisado (NH), médio grau de hidrdlise (MGH) e alto grau de
hidrolise (AGH)

Para a determinacdo da porcentagem de proteinas e de suas fracdes dialisaveis, foi
utilizado o método de Miller et al. (1981) modificado por Luten et al. (1996), que envolve a
simulacdo da digestao gastrintestinal (gastrica e duodenal). Em linhas gerais, 95 mL dos soros
NH, MGH e AGH foram submetidos a digestdo gastrica com 3mL de pepsina (0,16g/mL de
HCI 0,IM), apos acidificagdo do soro com HCl 6N até pH 2. A mistura foi mantida em
banho-maria a 37°C por duas horas e logo em seguida foi para banho de gelo por 10 minutos
para minimizar a a¢ao da pepsina. Duas aliquotas foram retiradas para determinagdo da acidez

titulavel com NaOH 0,5M até pH 7,5 para o célculo do nimero de equivalentes de NaHCO;
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0,5M necessarios para simular o pH intestinal, e trés aliquotas foram submetidas a digestao
intestinal.

Para digestao intestinal membranas com poros que permitem a dialise de moléculas
com MM até 12,4 kDa (Sigma®), devidamente preenchidas com NaHCO; 0,5M, foram
acomodadas em béqueres de 250 mL com 20 mL de digerido gastrico, de modo que tivessem
o maximo de contato com o digerido. Os béqueres foram mantidos em banho-maria a 37°C
até que o meio externo estivesse com um pH proximo de 5,0, respeitando um tempo de espera
de no maximo 90 minutos.

Com o pH proximo a 5,0, foram adicionados em cada um dos trés béqueres, 5 mL de
solugdo bile-pancreatica (20mg de pancreatina + 125mg de extrato biliar em SmL de NaHCO;
0,1 M - Sigma®) e mantidos em banho-maria durante duas horas a 37°C.

Ap6s a digestdo, o liquido interno das membranas de didlise foi recolhido em frascos,
e mantido em freezer até o momento das dosagens de aminoacidos. Amostras foram
analisadas por CLAE para caracterizacdo de seu conteudo. Para tanto as amostras foram
previamente filtradas em unidade filtrante GV Millex 0,45 pm da Millipore antes de ser
injetado no aparelho.

As andlises de aminoacidos foram efetuadas pelo método de funcionalizagdo pds-
coluna por orto-ftalaldeido (OPA) em analisador automatico Shimadzu LC-10A/C-47A. O
sistema foi periodicamente calibrado com uma mistura padrdo de aminoécidos, obtendo-se
um valor para o tempo de eluicdo de cada aminoacido e o fator de conversao entre a area de
cada pico e a concentra¢do da amostra.

A relagdo molar dos aminoacidos foi estabelecida, considerando-se unitdria a

concentracdo do aminodcido mais proximo da média para todos os residuos.

Dosagem de proteina total, lactose e gordura

As dosagens de proteinas, lactose e gordura foram realizadas de acordo com os
métodos de Bradford (1976), Miller (1959) e de Gerber (Adolfo Lutz, 2005) respectivamente.
A proteina soro albumina bovina (BSA) foi utilizada para obtencdo da curva padrdo de

proteinas.
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Analise do perfil proteico das proteinas do soro do leite bubalino por PAGE e
SDS-PAGE

As proteinas do soro do leite bubalino foram caracterizadas por PAGE (10%), segundo
o método de Davis (1964) e por SDS-PAGE (12%) com base no método Laemmli (1970),
utilizando como padrdo de massa molar o kit GE Lifesciences® composto por fosforilase B
(97 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (31 kDa), inibidor de
tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa).

Para PAGE, cada amostra foi diluida no corante azul de bromofenol (1:1) e a
coloracdo do gel foi realizada com prata de acordo com o método de Blum et al. (1987) e para
SDS-PAGE, as amostras foram diluidas em tampao de ruptura (1:1) e a coloragdo do gel foi

realizada com Brilliant Blue G-coloidal (Sigma®).

Analise dos hidrolisados de médio e alto grau de hidrdélise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

A hidrélise enzimatica foi acompanha em diversos tempos no intervalo de 180
minutos para médio grau de hidrélise e de 24 horas para alto grau de hidrolise.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em escala analitica, foi efetuada
em um cromatografo Shimadzu LC-10A/C-47A. Os solventes utilizados foram todos de grau
cromatografico e a 4gua empregada foi do tipo ultrapura. Foi utilizada uma coluna de fase
reversa C;g Kromasil (250 x 4,6 mm), ® = Sum, 300A de porosidade, com gradiente linear de
5-95% (solvente A: agua contendo 0,045% de TFA e solvente B: acetonitrila contendo

0,036% de TFA em 30 minutos), com fluxo de 1,0 mL/minuto e detec¢ao em 220 nm.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Dosagem de proteinas, lactose e gordura em soro doce do leite bubalino em diferentes
condicoes
A caracterizacdo dos teores médios de proteinas, lactose e gordura do soro do leite

bubalino € importante uma vez que confirmam dados da literatura quanto sua riqueza em

relagdo ao soro lacteo bovino como pode ser observado na tabela 1.
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Tabela 1: Concentragdo de proteinas, lactose e gordura do soro do leite bubalino in natura e

tratado.

Condicoes Proteinas (g/L) Lactose (g/L) Gordura (%)
Soro integral in natura 11,13 +0,13 65,30 £2,20 0,90 +0,17
Soro dialisado* 7,33 £0,15 1,23 £0,14 0,60 0,10
Soro tratado** 6,53 £0,49 1,00 £0,14 <0,10
Soro bubalino integral (Lira, et al. 2009) 11,90 58,50 1,20
Soro bovino (Romam, et al. 2011) 5,40 42.60 2,00

*redugdo do teor de lactose; **dialisado, desengordurado e centrifugado.

Observa-se que a concentragdo de proteina foi diretamente afetada pelo processo de
dialise que pode estar relacionado a presenca de peptideos e residuos de aminoacidos oriundos
do processo de coagulacdo enzimatica do leite para a obtencdo do soro superestimando o
valor real. Com relagdo a literatura, o soro do leite bubalino integral apresentou valores para
proteinas, lactose e gordura muito proéximos ao estudo realizado por Lira et al. (2009), que
também utilizou o soro bubalino. Comparado ao trabalho de Romam et al. (2009), que
utilizou soro do leite bovino, os teores foram inferiores aos encontrados para o soro do leite de
bufala, tendo como excecdo a porcentagem de gordura. Cabe ressaltar que, além dos
relacionadas a diferentes espécies de mamiferos, fatores genéticos e ambientais conforme ja

descrito pela literatura.

Caracterizacao do perfil protéico do soro do leite bubalino comparado com o soro do
leite bovino por PAGE e SDS-PAGE
O pertil protéico do soro do leite bubalino mostrado por PAGE (figura 2) demonstra

uma ligeira diferenca na migracdo das bandas proteicas equivalentes a soro albumina (SA) e
o-lactoalbumina (a-La), quando comparado ao perfil protéico do soro do leite bovino. E
possivel verificar também a presenga de uma banda protéica adicional no soro do leite
bubalino na regido entre as fracdes a-La e B-Lg. Na literatura ha falta de dados sobre o perfil
protéico do soro do leite da espécie bubalina, mas em um estudo recente realizado por
Bufonni et al. (2011), através do método cromatografico RP-HPLC, foi determinado a
presenca de dois picos protéicos correspondentes a oa-La. Em outro trabalho realizado
Chianese et al. (2004) como soro do leite bubalino foi verificado através da técnica da

focalizacao isoelétrica que a a-La possui duas variantes genéticas, a-La A e a-La B.
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Figura 2: Perfil proteico do soro de leite bovino tratado (1) e bubalino tratado (2) por PAGE
— 10% corado com prata segundo o método de Blum et al. (1987). Ig: imunoglobulina; SA:

soro albumina; a-La: alfa-lactolabumina; B-Lg:lactoglobulina

No intuito de se esclarecer essas diferencas protéicas entre o soro bubalino e bovino
realizou-se uma SDS-PAGE (12%) e através dos resultados obtidos ficou confirmada a
presenca de uma fragdo protéica no soro bubalino que ndo esta presente no soro bovino e
apresenta massa molar situada entre 20,1 e 30,0 kDa e uma mobilidade eletroforética relativa
(Rf) de 0,73 (Figura 3). Quanto as demais proteinas, o soro do leite de bufala ¢ muito
semelhante ao soro do leite bovino, ou seja, proteinas com massas molares entre 97 e 66 kDa
(imunoglobulinas e soroalbumina) e entre 20,1 e 14,4 kDa (B-lactoglobulina e a-
lactoalbumina). H4 também uma proteina massa molar de aproximadamente 30 kDa presente

nas duas espécies, mas que no soro bovino esta mais evidente.
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Figura 3: SDS-PAGE — 12% comparando as proteinas do soro do leite bovino e bubalino
corado com Brilliant Blue G-coloidal (Sigma®). (1) Padrao de massa molecular; (2) soro de
leite bovino; (3) soro de leite bubalino. Ig: imunoglobulina; SA: soro albumina; a-La: alfa-

lactolabumina; B-Lg:lactoglobulina

Caracterizacio do soro lacteo bubalino com MGH e AGH por SDS-PAGE e CLAE
Os resultados obtidos por SDS-PAGE para os hidrolisados com MGH e AGH (figuras

4 e 5), demonstraram que em ambas as condi¢des a proteina soro albumina foi rapidamente
hidrolisada, ou seja, apds 20 minutos de hidrélise e sob a a¢do exclusiva da enzima pepsina
(raia 5). Também foi possivel verificar que a fragdo protéica que esta presente no soro do leite
bubalino (raia 3) e que ndo se encontra no soro do leite bovino (raia 2), desapareceu por
completo (raia 4) uma hipotese € a sua precipitagdo pela acidificacao até pH 3,0, ha também a
possibilidade de ter ocorrido a hidrdlise imediata pela acdo da pepsina. Na hidrdlise com
MGH (figura 4), mesmo apds 180 minutos sob a agdo das enzimas tripsina, quimotripsina e
carboxipetidase A foi possivel verificar a presenga de trés fragdes protéicas resistentes a
hidrdlise, sendo duas delas a a-La e B-Lg (12). No entanto, a diminui¢do na intensidade de cor
das fragdes protéicas ao longo do tempo demonstram a agdo catalitica gradual das proteases
utilizadas. Para o soro com AGH (figura 5), onde as enzimas tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase A foram adicionadas respeitando um intervalo de 10 minutos de acdo entre

elas, com 180 minutos de hidrolise (raia 12) ja foi possivel verificar uma hidrolise mais
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efetiva em relacdo a hidrdlise parcial, de modo que ap6s 24 horas (raia 16) ainda foi possivel
verificar a presenca da a-La; no entanto, B-Lg foi totalmente hidrolisada.

Os resultados obtidos por CLAE para hidrolise com MGH e AGH corroboram com os
dados obtidos por SDS-PAGE através da andlise dos ultimos tempos de hidrélise de cada
condic¢do, 180 minutos e 24 horas, respectivamente. As figuras 6, 7 e 8 correspondem aos
cromatogramas que demonstram a evolucao do grau de hidrolise em cada condigao.

O cromatograma do soro ndo hidrolisado - NH (figura 6) apresentou poucos picos,
havendo predominio nos tempos de retengao entre 17,0 e 17,8 minutos. Esse nimero reduzido
de picos ja era esperado, ja que as proteinas presentes no soro do leite bubalino apresentavam-
se integras em relacdo a sua cadeia polipeptidica. Ao se analisar a figura 7, apos 180 minutos
de hidrolise (MGH), observa-se um aumento consideravel no nimero de picos que indica a
liberacdo de varios peptideos e que grande parte das proteinas ja foram hidrolisadas. Além
disso, os picos que apareceram nesta com mais evidéncia foram também hidrolisados
conforme mostrado na figura 8, que mostra o perfil cromatografico do soro do leite bubalino
apos 24 horas de hidrélise (AGH), onde nota-se a reducdo do numero de picos em relacdo ao
encontrado para o soro PH (figura 7). Essa reducdo ¢ atribuida a agdo das proteases que foram
capazes de hidrolisar parte dos peptideos que ainda ndo haviam sido hidrolisados no soro com

MGH, o que leva a formagao de aminoacidos ndo detectados por UV.
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Figura 4: SDS-PAGE — 12% dos produtos de hidrélise com MGH do soro do leite bubalino corado com Brilliant Blue G-coloidal (Sigma®). 1)
padrao de massa molar (5 pL); 2) soro do leite bovino tratado (10 pL); 3) soro do leite bubalino tratado (10 pL); 4) tempo zero — 20 uL (pepsina
0,5mg/mL; pH 3,0; 50°C); 5) 20 min. — 20 pL (condi¢do do tempo zero seguido de fervura por 3 min. e mudanca para pH 9,5 e adicao das
enzimas tripsina 0,5mg/mL, quimotripsina 0,5mg/mL e carboxipeptidase A 0,005mg/mL); 6) 40 min. — 20 pnL; 7) 60 min. — 20 pL; 8) 80 min. —
20 puL; 9) 100 min. — 20 pL; 10) 120 min. — 20 pL; 11) 150 min. — 20 pL; 12) 180 min. — 20 pL (tempos F, G, H, [, J, K e L pH 9,5; 50°C e

enzimas tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase A). Ig: imunoglobulina; SA: soro albumina; a-La: alfa-lactolabumina; B-Lg:lactoglobulina.
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Figura 5: SDS-PAGE — 12% dos produtos de hidrélise com AGH do soro do leite bubalino corado com Brilliant Blue G-coloidal (Sigma®). 1)
padrao de massa molecular (5 pL); 2) soro do leite bovino tratado (10 pL); 3) soro do leite bubalino tratado (10 pL); 4) tempo zero — 20 puL
(pepsina 0,5mg/mL; pH 3,0; 50°C); 5) 20 min. — 20 pL (condi¢do do tempo zero seguido de fervura por 3 min. e mudanca para pH 9,5); 6) 30
min. — 20 pL (tripsina 0,5mg/mL); 7) 40 min. — 20 pL (quimotripsina 0,5mg/mL); 8) 50 min. — 20 puL (carboxipeptidase A 0,005mg/mL); 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15 e 16 — 20 uL (60, 120, 150, 180, 240, 300, 360 ¢ 1440 min., 50°C). Ig: imunoglobulina; SA: soro albumina; a-La: alfa-

lactolabumina; B-Lg:lactoglobulina.
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Figura 6: Cromatograma do soro do leite bubalino ndo hidrolisado (NH). Coluna de fase
reversa C;g Kromasil (250 x 4,6 mm), ® = Spum, 300A de porosidade com gradiente linear de
5-95% (solvente A: dgua contendo 0,045% de TFA e solvente B: acetonitrila contendo

0,036% de TFA em 30 minutos), com fluxo de 1,0 mL/minuto e detec¢do em 220 nm.
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Figura 7: Cromatograma do soro do leite bubalino com médio grau de hidrolise (MGH).
Coluna de fase reversa C;g Kromasil (250 x 4,6 mm), ® = Sum, 300A de porosidade com
gradiente linear de 5-95% (solvente A: dgua contendo 0,045% de TFA e solvente B:
acetonitrila contendo 0,036% de TFA em 30 minutos), com fluxo de 1,0 mL/minuto e

detec¢ao em 220 nm.
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Figura 8: Cromatograma do soro do leite bubalino com alto grau de hidrélise (AGH).
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Coluna de fase reversa C;g Kromasil (250 x 4,6 mm), ® = Sum, 300A de porosidade com

gradiente linear de 5-95% (solvente A: 4gua contendo 0,045% de TFA e solvente B:

acetonitrila contendo 0,036% de TFA em 30 minutos), com fluxo de 1,0 mL/minuto e

detec¢dao em 220 nm.
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Obtenciao de aminoacidos do soro do leite bubalino niao hidrolisado e com médio e alto
grau de hidrolise antes e apos o0 método da dialisabilidade.

Através dos resultados obtidos com os aminogramas, cujas concentracdes de
aminoacidos estdo discriminadas na tabela 2, foi possivel verificar que a hidrolise das
proteinas do soro do leite bubalino liberou aminoécidos indispensaveis para o funcionamento
de nosso organismo, principalmente no que diz respeito a sintese de novas proteinas.

A primeira hidrolise com as proteases pepsina, tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase A adicionadas em conjunto (MGH) e separadamente (AGH) promoveram a
liberagdo de uma menor variedade de aminoéacidos em relacdo aos resultados obtidos para os
soros NH, MGH e AGH que foram submetidos a dialisabilidade. Na hidrélise com as quatro
proteases foram liberados cerca da metade dos vinte aminoéacidos, ou seja, nove aminoacidos
para o soro com MGH. Destes, quatro essenciais (leucina, fenilalanina, histidina e lisina) e 10
aminoacidos para o soro TH, onde cinco sdo essenciais (leucina, isoleucina, fenilalanina,
histidina e lisina) conforme demonstrado na tabela 2. No entanto, essa menor variedade de
aminodacidos para a primeira hidrolise ndo chega a ser uma desvantagem, pois como podemos
observar nos cromatogramas das figuras 7 e 8, hd a presencga de possiveis peptideos que, com
estudos adicionais, podem vir a apresentar alguma propriedade bioativa. Outra diferenca que
se pode observar ¢ a maior concentragao do aminoacido prolina nos soros com MGH ¢ AGH

da primeira hidrélise em relacao ao resultado obtido com a dialisabilidade.
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Tabela 2: Perfil aminoacidico do soro do leite bubalino NH, com MGH e AGH, antes e apos dialisabilidade.

Aminoscido Hidrolise 1* Dialisabilidade

(M) NH MGH AGH NH-DG NH-DIext NH-DIint X AA** MGH-DG MGH-Diext MGH-Diint T AA** AGH-DG  AGH-Diext AGH-Diint X AA**
Asp 25,692 42,094 41,356 156,505 36,537 193,042 451,747 199,156 111,345 310,501 514,48 138,848 96,877 235,725
Thr 50,561 389,537 389,537 386,135 1298,012 423,932 1721,944 426,081 1134,739 398,165  1532,904
Ser 24,198 222,233 212,067

Glu 77,682 260,957 73,925 334,882 623,413 597,372 237,544 834,916 691,035 487,047 251,237 738,284
Pro 1751,295  2306,616 21,802 21,802 55,303 49,514 152,67 31,927

Gly 65,19 87,162 31,687 164,689 37,076 201,765 299,986 164,738 119,37 284,108 350,02 165,579 120,686 286,265
Ala 40,558 1.172,12 133,314 1305,435 474,57 626,602 229,531 856,133 531,357 579,769 243,989 823,758
Cys 333,82 333,82

Val 32,91 1128,851 240,016  1368,867 228,764 685,277 216,818 902,095 248,826 534,503 191,458 725,961
Met 94,972 107,605 151,603 431,575 110,527 542,102 240,577 187,565 68,692 256,257 273,693 151,407 75,154 226,561
Ile 201,231 330,304

Leu 792,58 783,473 221,215 1270,93 1270,93  1242,176  1486,901  1141,124  2628,0,25 1295,509  1822,587  1050,825 2873,412
Tyr 229,201 541,631 388,603 930,234 669,422 733,201 482,645 1215,846 624,271 738,28 485,299  1223,579
Phe 319,426 325,491 326,258 586,791 456,192 1042,983 538,699 659,497 462,148 1121,645 674,24 648,039 484,046  1132,085
His 184,623 604,147 592,122 486,849 225,905 712,754 1081911 302,686 60,797 363,483 1170,781 236,211 309,935 546,146
Lys 392,204 368,867 103,645 1355,253 834,458  2189,711 2379 1168,512 693,039 1861,551 301,897 1212,762 725,096  1937,858
Arg 10,634 6,793 15,681 421,154 251,463 672,617 41,826 514,483 301,067 815,55 54,35 504,479 302,606 807,085
Total 3636,616 4833,479 1938,677  7061,998  4448,483 11510,48 6794,662  9003,82  4548,052 10544,03 7521,277 8386,177 4735,373  13089,62

* hidrolise com as proteases pepsina, tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase A; ** total de aminoacidos liberados pela dialisabilidade (Diext + Diint).

NH = ndo hidrolisado; MGH = médio grau de hidrdlise; AGH = alto grau de hidrolise; NH-DG = nao hidrolisado digerido gastrico; NH-DIext = ndo hidrolisado digerido
intestinal externo; NH-Dlint = ndo hidrolisado digerido intestinal interno; MGH-DG = médio grau de hidrdlise digerido gastrico, MGH —Dlext = médio grau de hidrolise
digerido intestinal externo; MGH —Dlint = médio grau de hidrolise digerido intestinal interno; AGH —DG = alto grau de hidrolise digerido gastrico; AGH —Dlext = alto grau
de hidrdlise digerido intestinal externo; AGH — Dlint = alto grau de hidrélise digerido intestinal interno.
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De modo geral, a digestdo in vitro do soro do leite bubalino tratado e ndo hidrolisado
foi capaz de promover a liberacdo de dezessete dos vinte aminodcidos existentes. Do total de
aminoacidos liberados, setes deles sdao aminodcidos essenciais, dos quais as maiores
concentracoes foram dos residuos de valina, leucina e lisina. No entanto, a absorcdo do
aminoacido valina foi de apenas 17,53%, diferente da leucina que foi absorvida totalmente e a
lisina com uma taxa de absor¢ao de 38,11%. Residuos de isoleucina, triptofano, asparagina e
glutamina ndo foram detectados em nenhuma das etapas da digestdo, enquanto que a treonina
foi absorvida totalmente. Outros aminoacidos também apresentaram taxas de absorgao
significativas, ou seja, fenilalanina, tirosina e arginina apresentaram taxas de absor¢do de
43,74%, 41,77% e 37,39%, respectivamente. Com os demais aminodcidos as taxas de
absorcao ficaram abaixo de 32%. Com isso foi possivel verificar que as condi¢des produzidas
pela dialisabilidade sdo mais eficientes quando o objetivo € a producao de aminoacidos livres
e que o soro do leite bubalino pode vir a ser uma importante fonte de aminoacidos essenciais.
Cabe ressaltar, que a detec¢do dos aminoacidos pelo método empregado dependem
diretamente de sua carga liquida que sofrem alteragcdes com as condi¢des do ensaio devido as
diferentes faixas de pH empregadas.

Os soros com MGH e AGH, apos passarem pela segunda hidrolise, ou seja, que foram
submetidos a dialisabilidade, liberaram uma maior variedade e concentragdo de aminoacidos
livres, fato ja esperado uma vez que o soro lacteo bubalino ja havia passado por uma primeira
hidrolise onde foi possivel verificar a presenca de muitos peptideos que foram mais
facilmente hidrolisados pela pepsina e uma mistura de pancreatina e sais biliares durante a
simulagdo da digestao gastrointestinal.

Dos vinte aminoacidos que estdo diretamente envolvidos com as fungdes corpéreas, 13
foram liberados apos a dialisabilidade para ambos os soros com MGH e AGH; destes, 8 sdo
essenciais para mamiferos incluindo seres humanos, ou seja, que ndo sao sintetizados pelo
organismo e devem ser ingeridos com a dieta, sendo que asparagina, glutamina e triptofano
ndo foram detectados em nenhum dos tratamentos. Entre os essenciais, a leucina foi liberada
em maior concentragdo nos soros com MGH e AGH ¢ suas absor¢des foram de 43,42% e
36,57%, respectivamente.

A leucina estd envolvida em processos importantes como a sintese e degradacdo de
proteinas musculares e também no estimulo a liberagdo de insulina pelo pancreas, de modo

que j& vem sendo visto como um farmaconutriente de grande relevancia para suplementacao
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alimentar de idosos frageis e desnutridos, como também para subpopulacdes especificas. No
caso de idosos, poderia atuar minimizando a sarcopenia, principalmente em pacientes com
diabetes tipo 2, pois além de possuir propriedades insulinotrdpicas pode vir a ajudar na sintese
protéica muscular, uma vez que em diabéticos ha um declinio acelerado de massa muscular
(LEENDERS e LOON, 2011; TESSARI, et al, 2011).

Outros aminoacidos como a lisina, treonina, tirosina, fenilalanina também foram
liberados em maiores concentragdes na segunda hidrolise dos soros com MGH e AGH, ¢ a
porcentagem de absor¢do em ambos os casos foi de aproximadamente 38% para a lisina, 25%
para a treonina, 40% para a tirosina e 42% para a fenilalanina, demonstrando que uma maior
liberagdo ndo estd diretamente relacionada a uma maior absor¢do. No entanto, a
dialisabilidade ¢ um método in vitro que nos da apenas um resultado preliminar, necessitando
de maiores confirmacdes com estudos in vivo.

Os demais aminoacidos liberados, mesmo em menores concentragdes € com
porcentagens menores de absor¢do, estdo envolvidos em muitos processos reguladores como
expressao génica, onde estudos in vitro indicam que a suplementagdo dietética com glutamina
e arginina aumentaram a expressdo de genes com propriedades antioxidantes e reduzindo a
expressdo de genes pro-inflamatoérios. Outra funcdo reguladora atribuida aos aminodcidos ¢ a
sintese e secre¢do de hormonios, como a tirosina e fenilalanina que sdo precursores para a
sintese de epinefrina, norepinefrina, dopamina e hormoénios da tiredide (WU, 2009). Também
ha a fungdo imunoldgica ja bem estabelecida e relacionada aos aminoacidos glutamina,

arginina, metionina e cisteina, entre outras func¢des (LI, et al., 2007; WU, 2009).

CONCLUSOES
O perfil protéico do soro do leite de bufala ¢ muito semelhante ao do soro bovino. A

principal diferenca encontrada foi a presenca de uma provavel variante genética da [-
lactoglobulina, que ndo estd presente no soro bovino. No entanto, maiores estudos devem ser
realizados para comprovar essa hipotese. A concentragdo de proteina, apesar de sofrer
influéncia de fatores como esta¢do do ano, dieta animal e periodo de lactagdo, apresentou um
valor bastante significativo que faz do soro dessa espécie uma fonte vidvel para obtencao de
proteinas de alto valor bioldgico. Além disso, possui um potencial amplo para o
desenvolvimento de estudos em diversas areas do conhecimento, ou seja, quimica,

tecnologica e nutricional.
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Em relagdo ao processo de hidrélise, o método empregado foi capaz de hidrolisar
quase que totalmente as proteinas do soro do leite bubalino, de forma que os produtos obtidos
serdo melhores estudados, buscando atingir um universo mais amplo como a aplicacao desses
nutrientes com fins alimenticios, um dos objetivos do profissional envolvido com area de
ciéncia dos alimentos.

A simula¢do da digestdo gastrointestinal através do método da dialisabilidade
mostrou-se mais eficiente quanto a liberagdo e variedade de aminoacidos para o soro nao
hidrolisado e também promoveu um aumento na concentragdo de aminoacidos para 0s soros
que ja haviam passado pela primeira hidrolise.

O soro do leite bubalino mostrou ser uma fonte alternativa de aminoacidos essenciais,
enquadrando suas proteinas na categoria de proteinas de alto valor biologico, Além disso,
esses aminoacidos estdo biodisponiveis para desempenharem suas respectivas fungdes

fisiologicas.
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