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RESUMO

Os peptideos bioativos, principalmente oriundos da hidrélise enzimética da
caseina do leite, apresentam efeitos antioxidantes, anti-hipertensivos,
antidiabéticos, capacidade de se ligar a metais e capacidade antimicrobiana. O
leite, de modo geral apresenta em sua composi¢cdo a caseina uma fonte
importante de fragmentos proteicos com atividade biolégica expressiva, sendo
assim, objetivou-se investigar o potencial biolégico de peptideos derivados da
caseina bovina, bubalina e caprina submetidos a acéo proteolitica da bromelina,
papaina, neutrase e tripsinaa a fim de selecionar o hidrolisado com maior
potencial antioxidante; fracionar o hidrolisado selecionado e avaliar o potencial
antioxidante e antidiabético das fracOes. Foi possivel observar diferencas
significativas (p<0,05) entre os caseinatos apresentando grau de hidrélise
minimo de 2% (bovino) e maximo de 85% (bubalino). Em relacao as atividades
antioxidantes observaram-se comportamento distintos dos caseinatos frente aos
diferentes tratamentos enzimaticos ao longo de 480 minutos. Os hidrolisados
apresentaram potencial para o sequestro dos radicais hidroxila (entre 0 e 100%),
superoxido (superior a 80%), 2,2’- azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
- ABTS (superior a 85%), 2,2-difenil-1-picrilidrasil - DPPH (entre 20 e 95%) e
quelar ferro (entre 10 e 100%) e cobre (entre 14 e 80%). No que se referente as
atividades antioxidantes dos fracionados provenientes da espécie selecionada
(bubalina), os testes hidroxila e DPPH apresentaram maior potencial de
eliminagdo nas fragdes de 3-10 kDa e <3 kDa, variando de acordo com a
especificidade enzimética, enquanto que o maior potencial de sequestro do
radical ABTS foi observado na fracdo contendo o hidrolisado total. Para a
atividade quelante de ferro foi observado quelacao superior a 70% em todas as
fracOes destacando-se as fracbes < 3 kDa. J& para quelacédo de cobre foram
observados valores superiores a 60% nas fracbes >10 kDa. A atividade
antidiabética apresentou potencial variavel em relagdo a inibicdo da a-
glicosidase entre as fracdes, enquanto que a a-amilase foi melhor inibida pela
fracdo <3 kDa. Observou-se atividade antibacteriana entre 3,28 e 100% de
inibicdo contra os micro-organismos testados, a fracdo <3 kDa apresentou maior
potencial inibitorio. A atividade anti-hipertensiva das fracdes manteve-se entre
39,35 e 89,58%, destacando-se a fracdo peptidica H3. As proteases
empregadas na hidrélise dos caseinatos apresentaram potencial para obtencdo
de hidrolisados com as trés espécies avaliadas de fragmentos proteicos
antioxidantes. Além disso, apresentaram a capacidade de produzir fracbes de
hidrolisados com potencial antioxidante, antidiabético, anti-hipertensivo e
antimicrobiano, portanto o método de ultrafiltragdo se mostrou eficaz no
fracionamento de peptideos com diferentes massas molares. Desta forma pode-
se evidenciar que os hidrolisados totais das trés espécies bem como as fracdes
da espécie bubalina apresentam potente atividade antioxidante, o que indica
potencial aplicacdo alimentar seja como alimento funcional, nutracéutico ou

como aditivo alimenticio natural.

Palavras-chave: peptideos bioativos, hidrolisado proteico, leite, caseina,
protease.



ABSTRACT

Bioactive peptides, mainly derived from the enzymatic hydrolysis of milk casein,
antioxidants, antihypertensives, antidiabetics, ability to isolate metals and
antimicrobial capacity. The milk, in general, presents in its composition casein an
important source of protein fragments with expressive biological activity. Thus,
the objective was to investigate the biological potential of peptides derived from
bovine casein, buffalo and caprine submitted to the proteolytic action of
bromelain, papain, neutrase and trypsin in order to select the hydrolyzate with the
highest antioxidant potential; fractionating the selected hydrolyzate and
evaluating the antioxidant and antidiabetic potential of the fractions. It was
possible to observe significant differences (p <0.05) between caseinates
presenting a minimum degree of hydrolysis of 2% (bovine) and maximum of 85%
(buffalo). In relation to the antioxidant activities, it was observed a distinct
behavior of the caseinates against the different enzymatic treatments over 480
minutes. Hydrolysates presented a potential for sequestration of hydroxyl radicals
(between 0 and 100%), superoxide (greater than 80%), ABTS (greater than 85%),
DPPH (between 20 and 95%) and chelate iron (between 10 and 100%) and
copper (between 14 and 80%); Regarding the antioxidant activities of the
fractions from the selected species (buffalo), the hydroxyl and DPPH tests had a
higher elimination potential in fractions of 3-10 kDa and <3 kDa, varying
according to the enzymatic specificity, whereas the higher ABTS radical
sequestration potential was observed in the fraction containing the total
hydrolyzate. For the chelating activity of iron, it was observed more than 70%
chelation in all the fractions, emphasizing the fractions <3 kDa. For copper
chelation, values higher than 60% were observed in fractions >10 kDa. The anti-
diabetic activity had a variable potential in relation to the a-glycosidase inhibition
between the fractions, whereas a-amylase was better inhibited by the fraction <3
kDa. Antibacterial activity was observed between 3.28 and 100% inhibition
against the microorganisms tested, the fraction <3 kDa showed a greater
inhibitory potential. The antihypertensive activity of the fractions remained
between 39.35 and 89.58%, especially the peptide fraction H3. The proteases
used in the hydrolysis of caseinates presented the potential to obtain
hydrolysates with the three evaluated species of antioxidant protein fragments.
In addition, they showed the capacity to produce fractions of hydrolysates with
antioxidant potential, antidiabetic, antihypertensive and antimicrobial, therefore
the ultrafiltration method proved effective in the fractionation of peptides with
different molar masses. In this way, the total hydrolysates of the three species as
well as the fractions of the selected species present potent antioxidant activity,
which proves potential food application as a functional food, nutraceutical or as a
natural food additive.

Key words: bioactive peptide, protein hydrolysed, milk, casein, protease.
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1. INTRODUCAO

Inmeras pesquisas séo realizadas em busca de compostos bioativos,
substancias que fazem parte da constituicio dos alimentos e que gquando
ingeridos participam de atividades regulatorias no organismo. A busca por novas
fontes de alimentos ou componentes com propriedades funcionais baseia-se no
interesse dos consumidores por alimentos saudaveis e pelo interesse da
industria farmacéutica e/ou alimenticia de obter e caracteriza-los (GIL-CHAVEZ
et al., 2013).

Dentre os compostos biolégicos, enquadram-se alguns peptideos
bioativos, assim chamados devido as atividades regulatérias que exercem no
organismo animal. Por definicdo, sdo pequenos fragmentos protéicos constituido
por 2 e 20 aminoacidos, obtidos por meio de processos in vitro ou in vivo. Esses
peptideos encontram-se inativos dentro da proteina original devendo, portanto,
ser liberados para que possam vir a exercer uma modulacdo nas funcdes
fisiologicas, seja por meio da interacdo com receptores especificos, ou na
inducao de respostas fisiologicas (RYAN et al., 2011; RAIKOS; DASSIOS, 2013).

O interesse na producdo comercial de peptideos bioativos, principalmente
aqueles resultantes da acdo da protedlise enzimatica da caseina do leite
(KUMAR et al., 2013), vem aumentando devido aos efeitos benéficos que eles
podem trazer ao organismo. Dentre as quais destacam-se os efeitos sobre o
sistema imunoldgico, sistema diestério, cardiovascular por meio da atividade
antimicrobiana, da capacidade de ligagdo com minerais da atividade
antioxidante, anti-hipertensiva, respectivamente além das atividades
anticancerigenas, opioides, antiobesidade entre outras, tem apresentado um
aumento recente (SINGH et al., 2014).

Nos ultimos anos, grande parte das pesquisas tem sido focada na geracao
de peptideos bioativos a partir da hidrélise enzimética de proteinas encontradas
comumente em fontes de alimentos (CARRASCO-CASTILLA et al.,, 2012;
CHANG et al., 2013; STROOBANTS et al., 2014), sobretudo, proteina lactea que
apresentem as mais diversas atividades biolégicas podendo mitigar inUmeras

doencas cronicas.
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Os peptideos antioxidantes tém como mecanismo de acdoa doac¢do de um
eletron de hidrogénio para inativacéo ou eliminagcdo dos processos oxidativos e
formacdao dos radicais livres evitando a ocorréncia de fisiopatologias associadas

ao estresse oxidativo ou elevando o tempo de vida util em prateleira.

Ha diversos antioxidantes no mercado, sendo que, 0s sintéticos
apresentam a desvantagem, que estdo sobre legislacdo especifica o que
restringe seu uso, em virtude disso, os peptideos alimenticios com capacidade
antioxidantes tém merecido destaque, uma vez que, apresentam alta capacidade
antioxidante, disponibilidade e seguranca (GU et al., 2015; LIU et al., 2015;
MARQUES et al., 2015).

Devido a alta ocorréncia de diabetes na populacdo mundial, tratamentos
adequados sdo necessarios e, comercialmente varios medicamentos ja foram
concebidos, entretanto apresentam inconvenientes, tais como tempo para o
efeito desejado, edemas e ganho de peso; sendo urgente a busca por
alternativas mais naturais com propriedades potentes e efeitos colaterais
minimos (CONNOLLY et al., 2014).

Nesse aspecto, alguns peptideos apresentam também atividade
antidiabética, podendo controlar o nivel de glicose no sangue apoés as refeicdes
através da inibicdo da a-amilase, enzima que catalisa os carboidratos de cadeia
longa e da a-glicosidase, que catalisa a clivagem da glicose a partir de
dissacarideos; ambas inibi¢cdes retardam a absorcéo da glicose, controlando o
nivel de glicose anteriormente mencionando (YU et al., 2012; CONNOLLY et al.,
2014).

No que se refere a capacidade anti-hipertensiva, esta se da em virtude da
hipertenséo ter tomado proporcbes epidémicas afetando cerca de 30% da
populacdo adulta mundial, estando associado a doencas cronicas (47 a 50%
das mortes mundiais) e de alto fator de risco como acidente vascular cerebral
(13% das mortes mundialmente), infartos, doencas renais (OMS, 2012). A
hipertensdo é tratada principalmente com drogas comerciais que inibem a
enzima conversora de angiotensina (ECA), como captopril, contudo peptideos

inibidores de ECA tém demonstrado potencial para uma forma alternativa de
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tratamento, apresentado como diferencial a inexisténcia de efeitos colaterais,

seguranca e confiabilidade.

Peptideos inibidores de ECA foram obtidos da hidrélise de diferentes
alimentos, tais como a caseina, o leite, carne suina, de tubardo, soja, linhaca e
muitos outros alimentos (BALTI et. al.,, 2015), apresentando n&o apenas a

atividade anti-hipertensiva como também outra biofuncionalidades.

Alguns peptideos originarios da hidrolise da caseina presente no leite
apresentam atividade antimicrobiana, e sabendo, que algumas bactérias que
causam doencas, em humanos e animais tém desenvolvido resisténcia a
antibiéticos, sendo, portanto, indispensavel alternativas a estes medicamentos
(JABBARI et al., 2012).

Em virtude da necessidade de desenvolvimento e descoberta de
medicamentos ou substancias oriundas de produtos naturais, sobretudo, de
origem alimentar, o uso de enzimas proteoliticas em estudos cientificos tem se
intensificado. Devido a capacidade multifuncional das sequéncias aminoacidicas
obtidas a partir da hidrélise enzimatica da caseina do leite que permite a
liberacdo de pequenos fragmentos proteicos com atividade bioldgica que podem

ser Uteis a promocédo da saude.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leite de diferentes espécies: Producédo, composicao e
caracteristicas

De acordo com a Instrucdo Normativa n. 62 de 2011 do Ministerio da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o leite € definido como:

O produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em

condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e

descansadas. O leite de outros animais deve denominar-
se segundo a espécie de que proceda (BRASIL, 2011).

O leite e o colostro apresentam como funcdo primaria a nutricdo e o
fornecimento de protecdo imunoldgica passiva aos neonatos, respectivamente,
sobretudo em virtude da sua composicdo centesimal e suas propriedades,
podendo servir seja individualmente, ou empregando um dos seus componentes

como um importante ingrediente industrial (RANDHEERA et al., 2016).

De acordo com a Food and Agriculture Organization das Nac¢des Unidas
(FAOSTAT) em 2016 a producéao de leite bovino representava cerca de 83% da
producdo mundial, seguida pela producao bubalina (13%) e caprina (2,3%),
destacando o importante aumento na producéo de leite bubalino devido ao maior
percentual de soélidos totais (Tabela 1) que acaba repercutindo no aumento do

rendimento industrial.

Tabela 1. Composicao do leite das espécies bovina, caprina e bubalina.

Espécies
Parametros
Bos tauros Capra aegagrus Bubalus bubalis
Solidos totais (%) 11,8-13,0 11,9-16,3 15,7-17,2
Proteina (%) 3,0-39 3,0-5,2 2,7-4,7
Relacado caseina:soro 4,7 3,5 4,6
Gordura (%) 33-54 3,0-7,2 5,3-9,0
Lactose (%) 4,4-5,6 3,2-5,0 3,2-4,9
Cinzas (%) 0,7-0,8 0,7-0,9 0,8-0,9
Energia (kJ LY 2709 — 2843 2802-2894 4244-4779

Fonte: Park, 2009 (adaptado).

Existe uma grande semelhaca em relacdo aos componentes encontrados

no leite das diferentes espécies, sendo as diferencas principais, além das
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listadas na tabela 1, associadas ao tamanho da caseina que € maior no leite
bubalino, quando comparado ao bovino; os glébulos de gordura que sé&o
menores no leite caprino quando comparado com leites das demais espécies e
em relacdo a composicdo dos mondmeros da caseina (PARK, 2009).Essa
variacdo esta associada a espécie, dieta, genética, raca do animal, idade,
periodo de lactacao, inter individuos (CARDOSO et al., 2017).

A caseina representa cerca de 80% da proteina lactea total nas diferentes
espécies estando presente na proporcédo de 2,6 g.L' (ATAMER et al., 2017)
sendo geralmente caracterizada pela sua estabilidade ao calor, apresentando
mondmeros associados a sua estrutura coloidal (WALSTRA, 1990; SGARBIERI,
2005).

Ha& uma correlacdo entre as propriedades especificas a fracdo proteica
(Tabela 2), caseina, que apresenta como uma das principais especificidades a
precipitacdo em pH 4,6 variando entre as espécies e a fracdo da caseina que se
deseja obter (O'MAHONY; FOX, 2013).

Tabela 2. Caracteristicas individuas das fracdes de caseina com base no tipo e
nas principais propriedades.

Caracteristica Tipo de caseina
Conformacéao original Os1 Os2 B K
% no leite 1,2-15 0304 0911 0,3-0,4
Numero de aminoacidos 199 207 209 169
Massa molecular ~23000 ~ 25000 ~24000 ~19000
Localizacdo no leite Micela Micela Micela Superficie
micelar
NuUmero de residuos de
orolina /cisteina 17/0 10/2 34-35/5 20/1
Numero de grupos fosfato 8 10-13 5 1

Fonte: Adaptado e modificado de Kruif; Holt (2003); Sawyer, 2003; Brew, 2003; Ranadheera
et al. (2016)

A propor¢ao de aS1 - (~ 38%), aS2 - (~ 10%), B- (~ 34%) e k-caseinas (~
15%), podem ser empregadas tanto na forma de leite quanto dissociadas em
caseinato na presenca de sodio ou parcialmente hidrolisados empregando

enzimas que catalisam proteina em peptideos, podendo esses ultimos
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apresentarem atividade biologica (HERNANDEZ-LADESMA; DEL MAR
CONTRERAS; RECIO, 2011).

Diversos modelos explicam a estrutura micelar, bem como a forma
com que a caseina € montada, sobretudo, em decorréncia das ligacdes de
hidrogénio e das interacdes hidrofobicas e eletrostéaticas, favorecendo uma gama
de aplicacbes industriais (BROYARD; GAUCHERON, 2015; ATAMER et al.,

2017). Dentre os quais, destacam-se (Figura 1):

a) O primeiro deles foi proposto por Slattery; Evard (1973) reformulado por
Slatterry (1976) denominado modelo sub-micela de Slattery ou modelo
classico;

b) O modelo de dupla ligacéo estabelecido por Horne (1998) modificado pelo
mesmo autor em 2003.

c) Modelo de nano-cluster de Holt (1992) modificado e adaptado em 2004 e
2016.

Figura 1. Modelo esquematico da estrutura geral da micela de caseina

Submicela

O
L Y * rD Cadeia
™ -
O

filamentosa

Fosfato de
Calcio

x-caseina

Interagcées
hidrofilicas
(grupos
-PO.)

Fonte: Adaptada por SGARBIERI (2005).

Essas aplicacfes industriais estdo correlacionadas as suas propriedades
nutricionais (GOMEZ-RUIZ et al., 2008), funcionais (BELICIU; MORARU, 2013)
e fisico-quimicas (MCCARTHY et al., 2014), outra aplicacdo que vem sendo

amplamente estudada é para obtencdo de peptideos bioativos empregando
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hidrélise enzimatica (YAMADA et al., 2013; WU et al., 2013; SHANMUGAM et
al., 2015; KUMAR et al. 2016)

2.2. Hidrdélise enzimatica e liberacéo de peptideos bioativos

Na ultima década diversas pesquisas tém sido realizadas em busca de
novos meétodos de hidrélise para a obtencdo e o isolamento de peptideos
bioativos a partir de proteinas de baixo custo, sobretudo proteinas de origem
alimentar. A preparacao de hidrolisados ricos em peptideos bioativos, a partir do
tratamento enzimatico de proteinas originais, tem ganhado destaque devido ao
aumento no valor agregado e menor eliminacéo de residuos (ZAMBROWICZ et
al., 2015).

O leite pode ser tratado como um sistema biolégico complexo, sendo suas
proteinas e suas sequéncias primarias fontes de peptideos bioativos
(GIACOMETTI; BURETIC-TOMLJANOVIC, 2017) o que tem impulsionado a

diversos estudos nesta area.

De acordo com Freitas et al. (2013) tem-se aumentado o interesse
industrial e académico na investigacao de componentes derivados de alimentos
que possam trazer beneficios a saude, dentre 0s quais destaca-se os derivados
da proteina do leite (SHAZLY et al., 2017); e que consequentemente podem
prevenir ou mitigar a ocorréncia e prevaléncia de doencas, dentre esses
componentes destacam-se 0s peptideos bioativos (TOLDRA et al., 2017), s&o
peptideos curtos, entre 2 a 20 aminoacidos que quando criptografados tornam-
se ativos (RYAN et al., 2011; RAIKOS; DASSIOS, 2013).

Os peptideos bioativos estdo latentes na proteina do leite original,
podendo estas bioatividades serem liberadas, in vitro ou in vivo, pela acao de
enzimas proteoliticas, figura 2, especificas do processo digestivo (pepsina,
tripsina, quimiotripsina), enzimas microbianas, de plantas e de animais ou pela
acado das bactérias lacticas presentes no leite (RYAN et al., 2011; KUMAR et al.,
2013; RAIKOS; DASSIOS, 2013).

A hidrdlise proteica e consequente liberacao dos peptideos bioativos, que
exibem uma ampla gama de fung¢des, podem ser utilizados como potenciais

ingredientes de alimentos funcionais garantindo uma promocéo na melhoria da
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qualidade de vida, denominados como peptideos funcionais (GIL-CHAVEZ et al.,
2013).

Figura 2. Uso da hidrélise enzimética para liberacdo das fragbes da caseina e
de peptideos bioativos.

Bioatividade/ ingrediente
de alimentos

Hidrélise enzimatica

Micela de caseina /
caseinas

Mudancas na estrutura e
nas propriedades

Fonte: Adaptado de Ranadheera et al. (2016).

Esta funcionalidade presentes nos peptideos bioativos esta diretamente
relacionada ao fato desses pequenos fragmentos proteicos serem derivados das
caseinas (as1,0s2, B € k- caseina) e proteinas do soro (incluindo a-lactalbumina,
B-lactoglobulina e lactoferrina). Estes peptideos apresentam uma gama de
atividades biologicas (Figura 3), incluindo inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA), antimicrobianos, antifangicos, antiviral, inibicdo de dipeptidil
peptidase IV (DPP-IV), fatores antagonistas e agonistas opioide,
imunomodulacéo, quelacdo mineral e funcdes antioxidativas (NIELSEN et al.,
2017).

Figura 3. Funcdes fisioldgicas dos peptideos bioativos derivados de leite.

26



Peptideos antioxidantes

Peptideos inibidores de ECA Peptideos antimicrobianos

Sistema
imunologico

Sistema
cardiovascular

Peptideos imunomodulatérios

Peptideos anti-trombdlicos| e citomodulatérios

Sistema

Sistema nervoso
Gastrointestinal

Peptideos Opioides

Peptideos quelante de minerais . .
(agonista e antagonista)

Peptideos antimicrobianos
Peptideos anti-apetite

Fonte: Adaptado de Giacometti; Buretic-Tomljanovic (2017).

As proteinas lacteas sdo extraordinarias fontes de sequéncia de peptideos
com potencial para as diversas atividades biolégicas (PARK et al. 2009). Ja séo
comercializados produtos contendo sequencias peptidicas que atuam como
anticancerigeno, anti-hipertensivos, que agem na ligacao mineral, no aumento
dasaciedade e no alivio de sintomas do estresse (KORHONEN, 2009). Agyei et
al. (2016) recomendam que peptideos de origem alimentar sejam redirecionados
para empregar como produtos comestiveis, na composicdo de bebidas lacteas

ou suco de frutas.

2.2.1. Peptideos antioxidantes

Os processos metabodlicos do organismo sintetizam diversos radicais
livres e algumas espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), o
qgue ocasiona uma sobrecarga no sistema de defesa a oxidacédo enzimatica ou
nao enzimatica, implicando na ocorréncia ou iniciacdo de diversas patologias
cronicas associadas, doencas cardiovasculares, neoplasias, diabetes mellitus,
doencas oculares e disturbios neurodegenerativos, ou na progressdo das
mesmas (KETNAWA et al., 2016; HARNEDY; O'KEEFFE; FITZGERALD, 2017).
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Esse estresse oxidativo decorrente das ERO e ERN advém tanto do
ambiente enddégeno quando do exdgeno, podendo atuar em macromoléculas
importantes, como o DNA, o RNA e outras moléculas como as proteinas e 0s
lipideos (oxidacédo lipidica em alimentos). Todavia, 0os impactos nos acidos
nucléicos apresentam maior importancia biolégica, uma vez que podem gerar
desordem nas bases nitrogenadas e consequente mutacdo génica
(BARREIROS; DAVID, 2006; ZHANG et al., 2010; ZHUANG et al., 2013;
KETNAWA et al., 2016). Além disso, ha algumas reacdes danosas associadas
ndo apenas ao acumulo dos radicais livres (ERO e ERN), bem como a oxidacéo
lipidica acarretando na degradacdo alimenticia, o que gera grande impacto
econdémico (BARREIROS et al., 2006; LOBO et al., 2010).

Em decorréncia do aumento da prevaléncia de diversas fisiopatologias
associadas ao sistema de defesa, ao estresse oxidativo e as crescentes
evidéncias existentes entre 0 uso de antioxidantes sintéticos comerciais e a
ocorréncia de efeitos negativos no organismo (HARNEDY; O’KEEFFE;
FITZGERALD, 2017), ha uma crescente necessidade de pesquisa e
desenvolvimento de antioxidantes naturais que visem formar alternativas para a
conservacdao de alimentos e que em contra partida diminuam ndo apenas o risco
desenvolvimento dessas patologias associadas, mas que atuem como agentes
alternativos para a conservacgao de alimentos (LOBO et al., 2010; SARMADI;
ISMAIL, 2010).

Uma alternativapode ser obtida a partir da clivagem da caseina que é
capaz de liberar peptideos que apresentam mecanismos antioxidantes dos
peptideos incluindo diversas capacidades de eliminacdo de radicais livres,
devido a sua capacidade de doar elétrons de hidrogénio extinguindo esses
radicais, inibicdo da peroxidacao lipolitica, quelagdo de metais, sobretudo, ferro
e cobre, ou a presenca de mutifuncionalidade (JRAD et al.,, 2014) que
desempenham papel fundamental no mecanismo de controle da deteriorizacao

alimentar.

A capacidade antioxidante dos hidrolisados derivados das proteinas do

leite estd intrisicamente relacionada assequéncias de aminoacidos,
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caracteristicas dos peptideos, especifidade enzimatica (PIHLANTO, 2006;
DUARTE NETO et al., 2015).

Os peptideos bioativos antioxidantes atuam na inibicdo das reacdes
oxidativas levando a protecdo da célula contra a acdo destrutiva dos radicais
livres (ERO e ERN), bem como no aumento da vida de prateleira de produtos
alimenticios devido a inibicdo da peroxidacéo lipidica e de algumas reacdes que
levam a deterioracdo de alimentos (SHANMUGAM et al., 2015; ZAMBROWICZ
et al., 2015).

Para Power et al. (2013) e Toldra et al. (2017), em virtude dessas
habilidades apresentadas pelos peptideos bioativos obtidos a partir da hidrélise
enzimatica, estes podem desempenhar papel importantissimo no controle do
estresse oxidativo provocado pelos radicais livres que sdo responsaveis por
diversas doencas. Sendo assim, pesquisas vem sendo realizadas para o
desenvolvimento de novos peptideos oriundos de proteinas alimentares,

sobretudo derivados da caseina do leite de diferentes espécies.

O potencial antioxidante pode ser avaliado considerando a eliminacao de
radicais como o radical hidroxila (ZHU et al., 2006), superoxido (BAMBAD et al.,
2017), superoxido eliminagédo do radical DPPH (DUAN et al.,, 2016) e ABTS
(HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2005), bem como a quelacéo de ions metalicos
como cobre, zinco ferro e célcio (SAIGA et al., 2005; SANCHEZ-VIOQUE et al.,
2012), por exemplo.

Na ultima década diversos peptideos antioxidantes derivados da caseina
do leite e da proteina do soro de diversas espécies tem sido identificados. Rival
et al. (2001) e Gomes-Ruiz (2008) obtiveram peptideos antioxidantes a partir da
hidrolise da caseina bovina e ovina as enzimas gastrointestinais,
respectivamente. Kumar et al. (2016) obteram peptideos antioxidantes a partir
do caseinato de camelo submetido hidrélise enzimética e ao fracionamento

através de ultrafiltragao.

Os exemplos de estudos, anteriormente citados, vem sendo
desenvolvidos em relagédo ao potencial antioxidante de hidrolisados derivados da
caseina do leite, entretanto, Harnedy, O'Keeffe e FitzGerald (2017) discutiram a

necessidade de mais estudos em relacdo a capacidade antioxidante de
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hidrolisados obtidos a partir da caseina do leite de bufala, uma vez que os
trabalhos se limitam apenas ao estudo da proteina do soro. Outra questao
levantada por Shunmugam et al. (2015) diz respeito a identificagcdo e o
sequenciamento desses peptideos, sobretudo em relacdo a composicao

aminoacidica.

2.2.2. Peptideos antidiabéticos

Diabetes pode ser descrita como um grupo heterogéneo de distlrbios
(Quadro 1) caracterizada por transtornos associados ao metabolismo das
macromoléculas (carboidratos, gorduras e proteinas) e hiperglicemia,
associados as deficiéncias absolutas ou relativas em relagdo a producdo da
insulina (diabetes tipo 1) e/ou secrecao e utilizagcdo deste hormonio (diabetes
tipo 2). Existe também um terceiro tipo, diabetes mellitus gestacional,
desenvolvida normalmente durante a gravidez, cessando ap0s a mesma
(BRADLEY, 1998; RAFFEL; GOODARZI, 2013; PIZZORNO, MURRAY;
JOINER-BEY, 2016).

Atualmente, entre os distarbios metabdlicos que acometem a saude
humana a diabetes tem sido uma das principais preocupacdes ao lado de
doencas degenerativas e cardiovasculares. De acordo com a OMS, cerca de 3%
da populacdo mundial (aproximadamente 370 milhdes de pessoas) € acometida
por essa patologia e estima-se que a prevaléncia dobre até o ano de 2025 (JAN;
KUMAR; JAH, 2016).

A diabetes mellitus € um conjunto de distlrbios metabdlicos que acomete
0 sistema endocrino podendo gerar danos e diversas complicacdes graves,
incluindo danos aos 6rgéos, como insuficiéncia renal, bem como a existéncia de
correlacdo entre a resisténcia a insulina também esta relacionada a hipertenséo
(MATSUI et al., 1996). O tratamento mais eficaz para diabetes é a manutencéo
dos niveis de glicose sanguinea em parametros adequados (LACROIX; LI-
CHAN, 2012; YU et al., 2012), para isso, recorre-se ao uso de inibidores da a-
glicosidase, enzima que cliva oligossacarideos e dissacarideos em D-glicose, e
ao emprego de inibidores da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) que é responsavel

pela degradacdo do horménio GLP1, a qual apresenta como funcdo o aumento
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na secrecao de insulina e diminuicdo da secrecdo de glucagon poés-refeigdo
(ZAMBROWICZ et al., 2015).

Quadro 1. Diferenca entre diabetes tipo 1 (T1DM) e tipo 2 (T2DM).

Caracteristica Tipo 1 Tipo 2
Idade Geralmente acomete Normalmente maiores
menores de 40 anos de 40
Proporcéo entre os <10% >90%
diabéticos
Historico familiar Incomum Comum
Aparecimento de Réapido Lento
sintomas
Obesidade inicial Incomum Comum
Niveis de insulina Diminui Normalmente ¢é alto
incialmente diminuindo
apos varios anos
Resisténcia a insulina Ocasional Frequente
Tratamento com Sempre Normalmente nao é
insulina necessario.

Adaptado de Pizzorno, Murray e Joiner-bey, 2016

Héa evidéncias que sugerem que diabetes melittus, principalmente a tipo
2, seja uma fisiopatologia associada a doencas cardiovasculares e ao estresse
oxidativo, bem como uma relacédo direta destas com patologias relacionadas a
alimentacdo, como a obesidade, representando problemas de saude mundial
(BRANDELLI; DAROIT; CORREA, 2015).

O tratamento de diabetes mellitus e de outras fisiopatologias associadas
ao uso de medicamentos, com o minimo ou nenhum efeito colateral, € um dos
principais desafios para a medicina atual (PIZZORNO, MURRAY; JOINER-BEY,
2016). Nesse sentido, o emprego de medidas corretivas e preventivas naturais
tem despertado o interesse de diversos pesquisadores, sobretudo, o uso de
peptideos bioativos de origem alimentar (JAN; KUMAR; JAH, 2016).
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Sendo assim, segundo Zambrowicz et al. (2015) a correlacéo existente
entre o comportamento de varias doencas acarreta na indicagdo de peptideos
bioativos com multiplas fun¢des, entre as quais potencial antioxidante, inibidor
da enzima conversora de angiotensina e antidiabética. Enquanto que para Jan,
Kumar e Jah (2016) a combinacéo peptidica com essas propriedades seria eficaz
no controle e prevencao de doencas relacionadas a dieta, sobretudo a diabetes

mellitus e as fisiopatologias associadas.

Diversos estudos que avaliam o potencial antidiabético de hidrolisados
proteicos derivados da proteina do leite sdo realizados. Jan, Kumar e Jhan
(2016) observaram potencial antidiabéticos em peptideos oriundos da hidrolise
do caseinato ovino submetido ao tratamento com diferentes proteases e o efeito
da fervura sobre a mesma. Konrad et al. (2014) analisaram a inibicdo de a-
glicosidase de Saccharomyces cerevisiae por fracoes dos hidrolisadosderivados
do caseinato bovino empregando uma protease vegeta. Lacroix e Li-Chan (2013)
verificaram que hidrolisados proteicos derivados da hidrélise de fracdes

proteicas do soro de leite inibiram a a-glicosidase intestinal de mamiferos.

Assim sendo, existe uma importancia na exploracdo de componentes
alimentares, dentre os quais os hidrolisados proteicos que apresentem potencial
atividade inibitéria das enzimas responsaveis pelo aumento glicémico no
sangue, bem como os parametros fisioldgicos relacionados como alternativas
potenciais de nutracéuticos (URAIPONG; ZHAO, 2015).

2.2.3. Peptideos anti-hipertensivos

As doencas cardiovasculares, a principal causa de morte no mundo, tem
a hipertensdo como um dos principais fatores de riscos para 0 seu
desenvolvimento (GALLEGO et al., 2018). A hipertenséo é caracterizada pela
prolongada elevacéo da pressao sanguinea que pode ser melhorada por habitos
alimentares saudaveis e a pratica de exercicios fisicos, assim como pelo uso de
medicamentos, que em sua maioria, apresentam preco elevado e inumeros
efeitos colaterais (LENNON et al., 2017). Existe um crescente aumento no
desenvolvimento de pesquisas na busca de compostos naturais de origem
alimentar, sobretudo lactea que exercdo efeito benéfico sobre o sitema

cardiovascular.
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Os peptideos bioativos provenientes da hidrélise de componentes
alimenticios, principalmente derivado da caseina, tém sido amplamente
investigados como medida preventiva ou tratamento de doencas

cardiovasculares, sobretudo hipertensdo (GALLEGO et al., 2018).

O interesse pela busca de peptideos bioativos capazes de inibir a agdo da
enzima conversora de angiotensina I, um dos principais mecanismos de acao
dos anti-hipertensivos, deriva da necessidade de encontrar fontes naturais
derivados de alimentos que possam ser utilizados contra a hipertensdo
apresentando baixo custo e o minimo de efeitos colaterais (SALEH, ZHANG,
SHEN, 2016; BHAT; KUMAR; BHAT, 2017).

O mecanismo de ac¢éo dos anti-hipertensivos mais estudado € a inibicao
da enzima conversora de angiotensina pelo sistema renina-angiotensina (Figura
4). O sistema renina-angiotesina desempenha papel importante no controle da

presséao arterial e no equilibrio dos eletrdlitos corporais.

O sistema renina-angiotensina tem seu iniciona clivagem do
angiotensinogénio pela renina produzindo angiotensina |; esta é clivada pela
enzima conversora de angiotensina em angiotensina Il, um potente
vasoconstritor que tem acado mediada pela ligacdo com receptores de endotelina-
1 e endotelina-2. A endotelina-1 induz a vasoconstricdo acarretando no aumento
no nivel de Ca?* nas células musculares vasculares, leva a liberacdo da
aldosterona que aumenta a retencdo de sal e agua e consequente inibicdo da
reina, aumento de processos inflamatorios e estresse oxidativo. Ja a ligacdo com
o receptor de endotelina-2 produz vasodilatacdo através do sistema do 6xido
nitrico, acarretando na protecdo contra a hipertensdo (UDENIGWE; MOHAN,
2014; WU et al., 2017).

Outra via consiste na capacidade que a enzima conversora de
angiotensina apresenta em hidrolisar a bradicinina, vasodilatador, em
fragmentos inativos, 0 que acarreta na inibicdo indireta da producdo do oxido
nitrico que ocorre durante a regulacdo da pressao arterial quando a bradicinina
se liga a seus receptores (SILTARI; KORPELA; VAPAATALO, 2016; WU et al,
2017).
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Figura 4. Funcdo da enzima conversora da angiotensina | (ECA) no sistema

renina angiotensina, participacdo no sistema calicreina-renina e atuacao dos

peptidios bioativos sobre a ECA.
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Fonte: Adaptada de GALLEGO et al., 2018
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Os mecanismos envolvidos no controle da presséo arterial empregando
peptideos derivados da hidrdlise enzimatica de alimentos basea-se na reducéo
da geracdo da angiotensina Il, assim como na inativacdo da bradicinina
acarretando na diminuicdo da pressdo arterial, entretanto outras vias
metabdlicas também podem ser empregadas (SALEH; ZHANG; SHEN, 2016;
PIHLANTO; MAKINEN, 2017; UDENIGWE; MOHAN, 2017).

Meisel (2004) ao correlacionar atividade inibitéra de enzima conversora
de angiotensina (ECA) e a estrutura peptidica demostram que a ECA prefere
substratos com residuos de aminoacidos hidrofébicos. Esperjo-carpio et al
(2013) obtiveram entre 30 e 65% de inibicdo da enzima conversora de
angiotensina ao submeter a caseina e as proteinas do soro de leite de cabra a
acéo individual e simultanea das enzimas subtisilina e tripsina. Luo et al (2014)
que ao hidrolisar a caseina pela acdo proteolitica de trés enzimas obteveram
inibicio de ECA méxima de 65%, sendo comparaveis a atividade anti-
hipertensiva encontrada em hidrolisados derivados da caseina (MIGUEL et al.,
2004) e do ovo obtidos por meio de hidrélise enziméatica (MUGUERZA et al.,
2006) ou por fermentacdo (CONTRERAS et al., 2009).

2.2.4. Peptideos antimicrobianos

O uso incorreto e indiscriminado de antibiético tem feito com que diversas
cepas de micro-organismos adiquiram resisténcia a antibioticoterapia
convencional, nesse contexto, a busca por novas substancias antibioticas parece
ser essencial (KAMYSZ, 2005; PARK et al., 2011). Dentre essas novas fontes,
destacam-se os peptideos de origem alimentar, sobretudo derivados da caseina

lactea.

Jones e Simms reconheceram em 1930 a atividade antibacteriana do leite
ao relatar que o leite tinha pontencial antimicrobiano in vitro contra Estreptococus
sp.. Alem disso, as fontes peptidicas naturais tém recebido maior atencdo na
altima decada (McCANN, 2006), sobretudo devido a resisténcia antimicrobiana
adquirida pelo uso indiscriminado de antibiéticos. Os peptideos de origem lactea
apresentam o0s mais diversos mecanismos de agdo devido as suas

caracteristicas estruturais (CLARE et al. 2003).
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Os peptideos antimicrobianos (PAMs) agem ligando-se as membranas
das células bacterianas causando a modificagdo da bicamada lipidica. Além
disso, a maioria dos PAMs apresentam uma regiao hidrofilica e outra hidrofébica
conferindo-lhes a capacidade de ligar-se tanto aos componentes lipidicos quanto
aos grupos de fosfolipidios das bactérias, modificando a seletividade da
membrana (BAHAR; REN, 2013). Essa capacidade de ligar-se aos diferentes
componentes na membrana plasmatica bacteriana confere aos peptideos a
capacidade de ligar-se tanto a bactérias gram-positivas quanto a bactérias gram-

negativas.

Diversos modelos sdo empregados para explicar os mecanismos de
inducdo a morte celular por peptideos antimicrobianos, dentre eles, destacam-
se 0 Modelo barrel stave (Figura 5A), Modelo carpet (Figura 5B) e Modelo
toroidal (Figura 5C).

De acordo com Nascimento et al. (2003) e Brogden (2005) os
modelosbarrel stave e toroidal levam a morte celular por extravasamento do
conteldo interno da célula, cujas diferencas estao relacionadas ao modo de
agregacdo entre os peptideos e membrana plasmatica das bactérias. Ja no
modelo carpet cujo mecanismo de acado € semelhante a um detergente, acarreta

na perturbacdo da bicamada lipidica devido a desagregacdo da membrana.

Peptideos antibacterianos derivados de caseina de diversas espécies ja
foram criptografados na proteina original, estes peptideos provavelmente sdo
derivados da fragdo as1 e k- caseina, que apresentam atividade antimicrobiana
contra diversos generos bacterianos (BENKERROUM, 2010).

A capacidade de diminuicdo ou inibicdo do crescimento microbiano se
deve a variagdo composicional de aminoacidos, as caracteristicas estruturais e
fisico-quimicas dos peptideos, o que torna os mecanismos de acéo dificéis de
serem previstos e neutralizados pela defesa microbiana o que facilita a atuacéo

dos PAM’s sobre os diversos géneros bacterianos (AKALIN, 2014).
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Figura 5. Modelos dos mecanismos de inducdo a morte celular por peptideos
antibacterianos. Modelo barrel stave (A); Modelo carpet (B); e Modelo toroidal
(C). Regibes hidrofobicas dos peptideos estéo coloridas em azul e as hidroliticas,

coloridas em vermelho.
B
SN B 2™ L
l
_, e

B

Fonte: Adaptada de Brogden (2005).

Devido a essa caracteristica antimicrobiana, os hidrolisados proteicos de
origem lactea podem ser utilizados como ingredientes em alimentos funcionais,

nutracéuticos e farmacéuticos para controlar e prevenir doengas (AKALIN,

2014).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial biologico de hidrolisados e fracdes de peptideos

provenientes de caseinatos de Bos tauros,Capra aegagrus eBubalus bubalis por

diferentes proteases comerciais.

3.2 Objetivos especificos

Extrair a caseina de leite bovino, caprino e bubalino;

Hidrolisar caseinatos pela a acéo de papaina, bromelina, neutrase
e tripsina;

Avaliar a capacidade antioxidante em relacdo a eliminacdo dos
radicais ABTS, DPPH, hidroxila, superoxido, quelagédo de ferro e
cobre dos hidrolisados das diferentes espécies;

Selecionar a melhor espécie e o melhor tempo em relacdo a
capacidade antioxidante dos hidrolisados e o grau de hidrolise;
Hidrolisar o caseinato da melhor espécie em condi¢des adequadas
de hidrdlise de acordo com o melhor tempo;

Avaliar a capacidade antioxidante, antidiabética, anti-hipertensiva
e antibacteriana das fracdes e do hidrolisado da espécie e tempo

selecionados.
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CAPITULO 1

Prospeccdao e caracterizagcao do potencial antioxidante
de hidrolisados proteicos obtidos a partir a partir de
caseinatos de diferentes espécies animais por meio de
hidrélise enzimatica

A ser submetido a revista:
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TITULO: Prospeccao e caracterizacdo do potencial antioxidante de hidrolisados
proteicos obtidos a partir de caseinatos de diferentes espécies animais por meio

de hidrélise enzimética

Resumo:

Os componentes da proteina do leite sdo importantes precursores de peptideos
bioativos por apresentarem sequéncias aminoacidicas com diversas
propriedades funcionais, fisioldgicas, nutricionais e antimicrobianas que podem
direciona-las as industrias alimenticias ou farmacéutica. Objetivou-se avaliar in
vitro 0 potencial antioxidante de hidrolisados proteicos derivados dos caseinato
bubalino, bovino e caprino submetidos a hidrélise empregando bromelina,
papaina, tripsina e neutrase. Foi possivel observar diferencas significativas (p<
0,05) entre os caseinatos, apresentando grau de hidrélise minimo de 2% (bovino)
e méaximo de 85% (bubalino). Em relacdo as atividades antioxidantes
observaram-se comportamento distintos dos caseinatos frente aos diferentes
tratamentos enzimaticos ao longo de 480 minutos. Os hidrolisados apresentaram
potencial para o sequestro dos radicais hidroxila (entre 0 e 100%), superdxido
(superior a 80%), ABTS (superior a 85%), DPPH (entre 20 e 95%) e quelar ferro
(entre 10 e 100%) e cobre (entre 14 e 80%). As proteases empregadas na
hidrolise dos caseinatos apresentaram potencial para obtencédo de hidrolisados
gue apresentaram potente atividade antioxidante, o que acarreta em potencial
aplicacao alimentar, seja como alimento funcional, nutracéutico ou como aditivo
alimenticio natural.

Palavras-chave: Bufalo, espécies reativas de oxigénio, hidrdlise,
nutracéutico, peptideos bioativos
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1. Introducéao

Os processos relacionados a oxidagdo podem originar diversos disturbios
patogénicos, levando a diversas doencgas cronicas que estao correlacionada ao
alto nivel de estresse oxidativo. Tal fato acarreta em dano celular, devido ao
desequilibrio entre o sistema de defesa antioxidante e os radicais livres
(BARBOSA et al.,, 2010). Estes, por sua vez, ao atacarem biomoléculas,
proteinas, acidos nucléicos e lipideos, levam a peroxidacdo lipidica e ao
enfraguecimento do sistema de defesa antioxidante, sistema enzimatico, o que
aumenta o risco de ocorréncia de diversas doencas em humanos (KEPEKCI et
al., 2013).

Os componentes da proteina alimentar apresentam propriedades
bioldgicas especificas tornando-os potenciais ingredientes na composicado de
alimentos promotores de saude (SILVESTRE et al., 2013). Essa caracteristica
tem despertado o interesse nos derivados peptidicos da caseina do leite que se

apresenta fisiologica e biologicamente ativos no organismo.

Os peptideos derivados de proteinas lacteas possuem caracteristicas que
permitem que sejam uma fonte relevante de antioxidantes fisiol6gicos, dentre
elas, apresentam anéis aromaticos, que sao doadores de elétrons e tém carater
hidrofébico apropriado (SILA; BOUGATEF, 2016; AGRAWAL; JOSHI; GUPTA,
2017). Esses componentes bioativos podem ser isolados e/ou administrados sob
a forma de nutracéuticos garantindo aumento na quantidade dessas moléculas
e sua absorcao diretamente na circulacdo sanguinea, sendo direcionado para o
local celular especifico (McCLEMENTS et al., 2015).

Os peptideos com atividades antioxidantes atreladas aos ensaios de
eliminagdo dos radicais ABTS (2,2’- azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABDEL-HAMID et al., 2017), DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil),
superoéxido e hidroxila (WANG et al., 2015), quelacéo de ferro e cobre (BAMBAD
et al.,, 2017) destacam-se entre as propriedades biologicas, fisiologicas e
nutricionais. Essa funcionalidade permite o uso de peptideos, sobretudo de
origem alimentar, em uma série de aplicacbes, sobretudo, para o controle dos

processos relacionados ao estresse oxidativo.
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Com base nisso no presente estudo comparou-se a atividade antioxidante
dos hidrolisados da caseina de origem bubalina, bovina e caprina através de
ensaios de eliminacao dos radicais ABTS (2,2’- azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), superdxido, hidroxila e
quelacédo de ferro e cobre, que foram preparados através da hidrélise enzimatica

empregando bromelina, neutrase, papaina e tripsina.

2. Materiais e métodos
2.1. Obtencéo da caseinado leite
Os caseinatos de sodio das espécies bovina (CBOV), bubalina (CBUB) e
caprina (CCAP) foram obtidos empregando-se metodologia descrita por Egito et
al. (2007), na qual o leite foi desnatado por centrifugacdo a 2100 x g por 30
minutos a 32 °C e logo depois precipitado em pH 4,6 com HCI 1 M e novamente
centrifugado. Em seguida, o precipitado foi lavado em agua destilada ajustando-
se para pH 7 com NaOH 1 M. O ciclo precipitacéo / solubilizacéo foi repetido até
que as caseinas fossem solubilizadas pela ultima vez e dialisada contra 4gua

deionizada a 4 °C e, posteriormente, liofilizada.

2.2. Preparacéo dos hidrolisados de caseinato bovino, bulbalino e

caprino empregando proteases comerciais

Os caseinatos foram hidrolisados empregando a metodologia descrita por
Ruiz, Ramos e Recio (2004) com algumas modificacdes. Para a producéo dos
hidrolisados proteicos os caseinatos foram solubilizados em tampéao fosfato de
sédio 0,1 M com pH ajustado de acordo com a atividade 6tima das enzimas. Para
hidrélise enzimética empregou-se as seguintes enzimas comerciais: bromelina
(E.C. 3.4.22.33, Sigma — Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, EUA), a 60 °C e
pH 6,5; papaina (E.C. 3.4.22.2, Sigma — Aldrich Chemical Co., St Louis, MO,
EUA), a 50 °C e pH 6,5; tripsina (E.C. 3.4.21.4, Sigma — Aldrich Chemical Co.,
St Louis, MO, EUA),a 37 °C e pH 8,0 e neutrase (Novozymes, Dinamarca), a 50
°C e pH 7,5, com uma relacdo enzima:substrato 1:100 com coletas de aliquota
nos tempos 0, 30, 60, 120, 240, 360 e 480 min. A reac¢do hidrolitica foi
interrompida por aquecimento a 100 °C por 10 minutos. Os hidrolisados foram
armazenados e congelados a -6 °C até posterior utilizacdo nas determinacdes

analiticas.
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2.3. Determinacgéo do grau de hidrélise

O teor de aminoacidos foi determinado de acordo com a metodologia
descrita por Benjakul e Morrissey (1997) modificada. Foram empregados 31,25
uL de cada hidrolisado, 0,5 mL de tampéao fosfato (pH 8,2 0,3 M), em seguida
adicionou-se 250 pL de solucdo de TNBS (&cido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico)
a 0,01%. A mistura reacional foi incubada em banho maria a 50 °C por 30
minutos, posteriormente interrompida com a adicdo de 0,5 mL de sulfito de sodio
(0,1 M), sendo mantida ao abrigo da luz por 15 minutos a temperatura ambiente
(24 °C). A absorbancia foi lida a 420 nm em espectrofotdmetro Biochrom Libra
S22 UV/Vis e os aminoacidos expressos em relacdo a L-leucina. O grau de

hidrolise (GH) foi calculado de acordo com a equacdo:

GH = [A(ri‘t—‘f‘;)] X 100

Onde At é a quantidade de ligagBes peptidicas clivadas no tempo t. Ao €
a quantidade de aminoéacido da proteina presente no substrato original. Amax € a
guantidade de aminoacidos presentes na proteina original obtidos apés hidrdlise
acida (HCI 6 M a 100 °C durante 24 h).

2.4. Determinacéo in vitro das atividades de eliminagao de radicais

livres dos hidrolisados

2.4.1. Atividade de eliminacédo do radical hidroxila

Os ensaios de eliminacdo do radical hidroxila foi determinado de acordo
com a metodologia descrita por Zhu et al. (2006), modificada. Foram misturados
30uL da amostra contendo os diferentes hidrolisados, 50 pL de 1,10-fenantrolina
(5 mM), 50 uL de FeSOa4 (5 mM), 50 uL de EDTA (15 mM) e 30 uL de tampéo
fosfato de sédio (0,2 M, pH 7,4) em microplacas de 96 pocos de poliestireno
(Corning®, Tewksbury, MA). Apds 5 minutos, 60 pL de H20: foi adicionado para
iniciar a reacao de eliminagdo. A mistura reacional foi incubada por 1 h a 37 °C,
a absorbancia foi mensurada a 340 nm empregando leitor de microplaca Asys
UVM 340 (Biochrom, Cambridge, Reino Unido). A atividade de eliminagédo do

radical hidroxila foi calculado de acordo com a equacéo:

AERH (%) — ( AAmostra_ADegradada > % 100

Anzo Degradada _ADegradada
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Onde, os grupos degradados contem todos dos reagentes envolvidos na
reacdo, exceto pelo uso de agua substituindo a amostra. O grupo ndo-degradado
corresponde as solucdes da amostra do grupo degradado exceto pelo uso de

agua substituindo o H20:2.

2.4.2. Atividade de eliminacdo do radical superoxido

A atividade de eliminacéo do radical superoxido (RS) foi determinada de
acordo com o método descrito por MARKLUND e MARLUND, 1974 e BAMBAD
et al.,, 2017 com modificacbes, 80 pL das amostras hidrolisadas foram
misturadas a 80 pL de tampéao Tris-HCI-EDTA 50 mM (1mM, pH 8,2). A mistura
reacional foi incubada a 25 °C por 10 minutos. Posteriormente, adicionou-se 40
uL de solucdo de pirogalol 1,5 mM, empregou-se tampao Tris-HCI-EDTA como
controle. A absorbancia foi determinada a 340 nm por 5 minutos. A capacidade
de eliminacao do radical superéxido foi quantificada de acordo com a equacao:

RS (%) = [(AAControle/min - AAAmostra/min)/(AAControle/min)] * 100

Na qual, Acontrole/min representa a absorbancia por minuto da solugéo
controle contendo pirogalol e tampéo, e Aamostra/min representa a absorbancia
por minuto da amostra.

2.4.3. Ensaio de antioxidante para atividade de eliminacéo do radical
DPPH

O efeito de eliminacdo das amostras frente ao radical DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidrazil) foi determinado de acordo com a metodologia previamente
descrita por Yen e Chen (1995), modificada por Duan et al. (2006). A mistura
reacional consistiu em 200 pL da amostra contendo os hidrolisados e 200 pL de
solucdo etandlica de DPPH 0,16 mM. A reac¢do foi incubada por 30 min no
escuro, e a absorbancia mensurada a 517 nm. A habilidade de eliminagédo do

radical DPPH foi calculado usando a equagéao:

DPPH (%) — [1 _ (Aamostra - Aamostra branco)] +100
AControle

Onde, 0 Agmostra € @ absorbancia das amostras, Agmostra branco © @
absorbéancia da amostra sem o DPPH e A ntroe € @ @absorbancia do controle

(solucdo de DPPH sem amostra).
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2.4.4. Ensaio de antioxidante para atividade de eliminagao do radical
ABTS

O ensaio de atividade antioxidante envolveu a eliminag&o do radical cation
ABTS™, gerado a partir da oxidagao de 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS) 7 mM com persulfato de potassio 2,45 mM pré-incubados
ao abrigo da luz por 12 horas antes da utilizacdo. A solucdo ABTS™ foi ajustada
para absorbancia de 0,700+0,02 a 734 nm em espectrofotdbmetro, por diluicdo
em tampao fosfato 5 mM, sendo realizado de acordo com metodologia descrita
por Re et. al. (1999), modificada por Hernandez-Ledesma et al. (2005). Uma
aliquota de 50 pL da amostra foi misturada a 950 puL da solucdo diluida de
ABTS", a mistura reacional foi incubada por 10 minutos ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente (24 °C). A absorbancia da reacgéo foi mensurada a 734 nm
e a atividade de eliminacdo do radical ABTS foi calculada de acordo com a

equacao:

ABTS (%) _ [(AContr;)lle - A;lmostra )] + 100
Controle

Onde, Agmostra € @ absorbancia das amostras, € Aconirole € @

absorbéancia do controle negativo empregando tampéao fosfato.

2.4.5. Atividade quelante de Cu?* e Fe %*

A atividade quelante de ferro foi realizada de acordo com a metodologia
descrita em Sanchez-Vioque et al. (2012) com modificagdes, empregando 125
UL dos hidrolisados, misturados a 0,5 mL de tampéao acetato de sodio (0,1 M e
pH 4,9) e a 12,5 pL de solugédo Fe 2* (2 mM). Ap6s 30 minutos de incubagéo, foi
adicionado 50 pL de solucéo ferrozina (5mM), decorrido mais 30 minutos, e

posteriormente, realizado leitura 562 nm (Carter, 1971).

A atividade quelante de cobre foi realizada de acordo com a metodologia
descrita Saiga et al. (2003) com modificagdes, em que 0,5 mL de tampéao acetato
de sodio (pH 6,0, 50 mM) foi misturado a 12,5 pL de solugdo de CuSO4 (5mM) e
125 pL do hidrolisado. Essa mistura foi incubada por 30 minutos e em seguida
adicionado 12,5 pL da solucédo de violeta de pirocatecol (4mM), apos mais 30

minutos de incubacéo, a mistura foi lida a 632 nm em espectrofotdmetro.
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Para ambas as atividades o controle negativo foi realizado com 4gua ao
invés da amostra, o controle positivo foi realizado com solucdo de EDTA a

0,045%, a porcentagem de inibicao foi determinada de acordo com a equacéao:

AQ (%) - (ACOntrole_AAmostra)] " 100

AControle

2.5. Anédlise estatistica

Os parametros foram analisados em triplicata e os dados expressos como
média e coeficiente de variagdo. O delineamento experimental utilizado foi um
esquema fatorial (4 x 3 x 7), totalizando 84 ensaios. Diferencas significativas
entre os caseinatos submetidos a diferentes tratamentos enzimaticos e tempo
de hidrélise foram obtidas empregando analise de variancia unidirecional
seguida de avaliacdo de diferencas entre as médias empregando-se o teste de
comparacdo mdltiplas de Scott-Knott no SISVAR versdao 5.6 (DEX/UFLA,
BRASIL).

3. Resultados e discusséao
3.1 Grau de hidrolise

As enzimas bromelina, papaina, tripsina e neutrase apresentaram
capacidade na clivagem dos caseinatos bovino (CBOV), bubalino (CBUB) e
caprino (CCAP) no periodo de 480 minutos (tabela 1). O caseinato bubalino
apresentou, de modo geral, os maiores valores de grau de hidrélise (GH%) em
relacdo as demais espécies. De acordo com Cardoso et al. (2017) e Zhang et al.
(2016) ha uma grande homogeneidade entre os leites de bufala, cabra e vaca,
diferindo em relacdo a cadeia proteica sobretudo na sequéncia aminoacidica

presentes nas fracdes da caseina e no tamanho desta molécula.

Foi observado um aumento no comportamento do grau de hidrolise no
decorrer do tempo (tabela 1) corroborando Sbroggio et al. (2016) afirma que se
espera um aumento do GH% ao longo do tempo devido a liberagdo gradual de

pequenos fragmentos de proteinas durante a catélise do caseinato.
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Tabela 1. Grau de hidrélise (%) dos hidrolisados obtidos pela acéo de bromelina,
papaina, tripsina e neutrase sobre a caseina do leite bubalino, bovino e caprino

apos 480 minutos de hidrdlise.

Tempo (minutos)

Caseinato 0 30 60 120 240 360 480
CBUB  0.00Af 5.08Af  10.40Ae 25.69Ad 36.77AC 64.84Ab 85.64Aa
BRO CBOV  0,00Ad 251Ad 12,38Ac 14,23Bc 2558Bb 40,90Ba 45,96Ba
CCAP  0,88Ad  6,24Ac  11,00Ac  27,61Ab 31,96Ab 40,61Ba 43,87Ba
CV 1 (%)=12,.98 CV 2 (%) =17,48
CBUB  0,00Ag 11,36Cf 3586Be 43,65Ad 49,67Ac 57,46Ab 70,60Aa
PAP  CBOV  3,39Ad 37,43Bc 38,30Bc 40,70Bc 46,80Aa 51,36Ba 51,60Ba
CCAP  291Ac  4523aB 42,28Cb 4523Ab 49,26Aa 50,19Ba 51,28Ba
CV 1 (%) =8,09 CV 2 (%) =5,20
CBUB  12,27Bd 57,24Ac 67,21Ab 68,23Ab 61,16Ac 67,12Ab 75,30Aa
TRI CBOV  1,56Be  36,04Bd 4531Bd 57,71Bc 57,81Ab 58,65Ab 65,63Ba
CCAP  108Ae 28,95Cd 30,38Cc 42,58Ch 53,35Ac  59,81Bb 73,68Aa
CV 1 (%) =8,06 CV 2 (%) = 8,06
CBUB  8,36Ac 57,11Ab 57,11Ab 53,74Ab 5552Ab 59,61Ab 73,67Aa
NEU CBOV  1,19Ac  20,52Cb 22.85Cb 23,26Cb 20,67Cb 29,41Ba 34,54Ba
CCAP  0,00Ac  33,45Bb 33,98Bb 32,39Bb 42,14Bb 62,42Aa 60,84Ca

CV 1 (%) =13,22 CV2 (%) =1417

Os valores médios que carregam letras diferentes nas colunas (letras maiusculas) e nas linhas
(letras minusculas) diferem significativamente (p < 0,05). Brom: bromelina; Pap: Papaina; Tri:
Tripsina; Neu: neutrase. CBUB: Caseinato bubalino hidrolisado; CBOV: caseinato bovino
hidrolisado; CCAP: caseinato caprino hidrolisado. CV 1 (%): Coeficiente de variagdo do
caseinato; CV 2 (%): Coeficiente de variacdo do tempo de hidrélise.

Os maiores valores de GH% no tempo de 480 min. foram observados no
tratamento com tripsina, principalmente para as espécies bovina (65,63%) e
caprina (73,68%), diferindo estatisticamente entre si, enquanto que, a caseina
bubalina apresentou maior GH% pela acao da bromelina (85,64%). Os menores
valores médios de GH% foram observados para as espécies caprina e bubalina
quando submetidas a acdo da papaina, e bovina pela acado da neutrase. Essa
variacdo em relacdo a acdo enzimatica pode ser atribuida a especificidade
ligeiramente maior de uma enzima pela caseina de determinada espécie em
relacdo a outra, dependendo tanto do tempo de hidrélise quanto do sitio de

clivagem (ABDEL-HAMID et al., 2017; AYYASH et al., 2018).

Abdel-Hamid et al. (2017) ao utilizar uma relacdo enzima: substrato (1:10)
maior que a do presente estudo (1:100) de papaina, pepsina e tripsina comercial
para hidrélise de caseinato bubalino observou GH% entre 23 e 33%, em 4h de
hidrélise com aumento relativo em relacdo ao tempo, resultados inferiores aos
encontrados neste trabalho. Luo et al. (2014) obtiveram 20,43% de grau de
hidrolise com tratamento enzimatico ao submeter caseinato bovino a acao

proteolitica da papaina comercial em um periodo de 8 horas, 0 que demostra o
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alto potencial de hidrolise dos caseinatos estudados e os altos graus de

hidrélises obtidos no presente estudo.

3.2 Eliminacao do radical Hidroxila

E possivel observar que o potencial de eliminacgdo do radical hidroxila
entre as espécies (Tabela 2), de modo geral, foi maior para o hidrolisado caprino
(4,82 a 100%) e menor para o caseinato bovino (12,14 a 66,67%), enquanto que
o hidrolisado bubalino apresentou potencial intermediario a depender dos fatores
enzima e tempo.

Tabela 2. Eliminacao do radical hidroxila (%) dos hidrolisados obtidos pela acéo

de bromelina, papaina, tripsina e neutrase sobre a caseina do leite bubalino,
bovino e caprino apos 480 minutos de hidrdlise.

Tempo (minutos)

Caseinato 0 30 60 120 240 360 480

CBUB 55,95Ba  34,52Aa  27,14Aa  40,71Aa 22,38Ba 32,8l1Aa  10,24Aa
BRO CBOV 19,29Aa  29,52Aa  24,52Aa  38,10Aa  33,10Ba  28,57Aa  34,76Aa
CCAP 45,18Ba  39,82Aa  41,73Aa  32,56Aa  57,68Aa  18,39Aa  18,51Aa

CV 1 (%) = 80,50 CV 2 (%) = 50,40
CBUB  4547Ba  28,95Ab  13,81Ab 3833Ab 4547Ab 10,45Ab  69,53Ab
PAP CBOV  33,10Aa 37,38Aa 24,29Aa 12,85Aa 22,62Aa 27,86Aa  1571Aa
CCAP  36,96Ba 541Aa  13,63Aa 4,82Aa  7,92Aa  13,75Aa  23,99Aa
CV1(%)=9224 CV 2 (%) = 92,21
CBUB 10,48Aa  13,33Aa  13,57Aa  18,10Aa 2167Aa 1500Aa 11,67Aa
TRI CBOV  13,33Aa 40,95Aa 2571Aa 43,57Aa 4571Aa 2143Aa  2571Aa
CCAP  98,99Ba  39,94Ab  47,80Ab  21,60Ab  32,08Ab  30,65Ab  50,89Ab
CV 1 (%) = 102,14 CV 2 (%) = 70,56
CBUB  56,19Aa 13,33Ab 19,52Ab  82,62Aa 84,05Aa 94,05Aa  79,05Aa
NEU CBOV  33,10Aa 4595Aa 12,14Aa 11,43Ba 3191Aa 29,52Ba  66,67Aa
CCAP 20,42Ab  839Ab  41,96Ab  8827Aa  70,18Aa _ 100Aa 100Aa
CV 1 (%) = 52,63 CV 2 (%) = 66,51

Os valores médios que carregam letras diferentes nas colunas (letras maiusculas) e nas linhas
(letras minusculas) diferem significativamente (p < 0,05). Brom: bromelina; Pap: Papaina; Tri:
Tripsina; Neu: neutrase. CBUB: Caseinato bubalino hidrolisado; CBOV: caseinato bovino
hidrolisado; CCAP: caseinato caprino hidrolisado. CV 1 (%): Coeficiente de variagdo do
caseinato; CV 2 (%): Coeficiente de varia¢@o do tempo de hidrdlise.

A neutrase destacou-se na clivagem do caseinato para obtencédo de
hidrolisados ricos em peptideos capazes de eliminar o radical hidroxila com
capacidade de 79,05%, 66,67% e 100% para os hidrolisados provenientes de
caseinato bubalino, bovino e caprino, respectivamente apds 8 horas de hidrolise,
tabela 2.

Em relagdo a especificidade das enzimas, a tripsina e a bromelina
apresentaram baixa capacidade de hidrolisar a caseina bubalina em pontos que
gerassem peptideos capazes de se ligar ao radical hidroxila. O mesmo
comportamento foi observado para o caseinato bovino (papaina) e caprino
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(bromelina e papaina) que geraram peptideos com pouca habilidade para
sequestrar o radical hidroxila. Esses resultados podem ser explicados segundo
Lu et al. (2010) e Chakrabart, Jahandideh e Wu (2014) que afirmam que o radical
superéxido apresenta baixa reatividade com moléculas organicas, o que dificulta

0 sequestro desse radical na auséncia de um metal de transicéo.

A capacidade de eliminacé&o do radical hidroxila € pouco explorada devido
a complexidade das reacdes envolvidas, bem como a dificuldade de obtencdo
de material com esta atividade biolégica. Silvestre et al. (2013) obtiveram
capacidade anti-hidroxila de 15,48 a 49,78% ao empregar protease de
Aspergillus sojae e 37,81 a 60% com pancreatina comercial por 5 horas de
hidrolise em diferentes concentracdes de enzima: substrato utilizando soro de
leite como fonte proteica, resultados semelhantes ao do presente estudo o que
demostra a pontencialidade do emprego de enzimas comerciais para obtencao

de peptideos bioativos anti-hidroxila oriundos de diferentes caseinados.

3.3 Eliminacgéo do radical superoxido

Houve diferenca significativa entre os caseinatos sobre acdo da neutrase
e tripsina na eliminacdo do radical anion superodxido (p< 0,05), ndo sendo
observado o mesmo comportamento para os caseinatos quando submetidos ao
tratamento com bromelina e papaina. De maneira geral, os hidrolisados oriundos
da espécie bovina apresentaram maior potencial para eliminar o anion

superoxido,( Tabela 3).

A capacidade de eliminacao do anion superoéxido foi superior a 80% para
os hidrolisados obtidos pela acdo da bromelina e papaina, ndo apresentando
diferenca significativa entre os tempos de hidrélise, exceto entre o tempo 0 para
o CCAP. Os hidrolisados obtidos pela ac&o da tripsina sobre a caseina bubalina
apresentaram maior potencial de eliminacdo do radical quando comparada as
demais espécies, apresentando entre 13,65 e 35,95 %. Os hidrolisados obtidos
pela acdo da neutrase sobre o CBOV demostraram maiores resultados, entre
13,69 e 44,19%, enquanto que os hidrolisados caprinos frente a mesma enzima

nao demostraram potencial para eliminar o radical anion superéxido.
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Tabela 3. Eliminacdo do radical superoxido (%)dos hidrolisados obtidos pela
acdo de bromelina, papaina, tripsina e neutrase sobre a caseina do leite
bubalino, bovino e caprino apés 8 horas de hidrélise.

Tempo (minutos)

Caseinato 0 30 60 120 240 360 480

CBUB 93,51Aa 94,50Aa 93,92Aa 91,98Aa 91,13Aa 86,89Aa 94,23Aa
Bro CBOV 87,43Aa 87,97Aa 90,00Aa 89,32Aa 83,38Aa 90,81Aa 87,03Aa
CCAP 81,71Ab  84,96Ab  87,61Ab  93,78Ab  91,22Ab  94,59Ab  48,24Ab

CV 1 (%)=1518 CV 2 (%) = 23,74

CBUB 90,63Ba 94,37Aa 95,05Aa 97,84Ba 94,87Aa 94,50Aa 95,45Aa
Pap CBOV 75,81Aa  88,65Ab  91,49Ab  84,72Ab  90,54Ab  88,92Ab  89,32Ab
CCAP 92,97Ba  88,15Aa 92,97Aa  88,06Aa 94,10Aa  91,71Aa  90,54Aa

CV1(%)=422 CV 2 (%)=6,92

CBUB 35,68Aa 3595Aa 20,54Ab  15,40Ac 15,41Bc 13,65Bc  17,70Aa
Tri CBOV 0,00Bb 25,31Ba 16,76Aa 20,68Aa 23,11Aa 20,74Aa  0,00Bb
CCAP 0,00Bd 27,16Ba  14,86Bb  10,41Bc _ 9,59Bc 0,00Bd 0,00Bd

CV 1 (%) = 20,95 CV 2 (%) = 27,41

CBUB 12,03Aa 18,44Aa 14,32Ba 1,76Ba 0,00Bb 0,00Bb 0,00Bb
Neu CBOV 13,69Ab 34,19Aa 37,43Aa 36,35Aa 33,65Aa 56,89Ab  44,19Ab
CCAP 18,11Aa__ 0,00Bb 0,00Bb 0,00Bb 0,00Bb 0,00Bb 0,00Bb

CV 1 (%)=89,74 CV 2 (%) = 68,36

Os valores médios que carregam letras diferentes nas colunas (letras maiusculas) e nas linhas
(letras minusculas) diferem significativamente (p < 0,05). Brom: bromelina; Pap: Papaina; Tri:
Tripsina; Neu: neutrase. CBUB: Caseinato bubalino hidrolisado; CBOV: caseinato bovino
hidrolisado; CCAP: caseinato caprino hidrolisado. CV 1 (%): Coeficiente de variagdo do
caseinato; CV 2 (%): Coeficiente de variacdo do tempo de hidrélise.

As atividades bioldgicas de eliminagéo dos radicais hidroxila e superéxido
encontradas no presente trabalho indicam a potencialidade dos hidrolisados
obtidos pela acdo enzimatica das proteases, sobre os diferentes caseinatos,
demostrando a importancia destes na eliminagdo dos radicais livres mais
conhecidos, os quais sao oriundos sobretudo das reacfes enddgenas de oxi-
reducdo no interior das células, incluindo OH-, 02, HO? e ROO (LIU et al., 2016).

3.4 Eliminagéao do radical DPPH

Os hidrolisados proteicos obtidos pela acédo de diferentes enzimas em um
tempo de hidrélise total de 8 horas apresentaram eficiente potencial para
atividade extincdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), excetuando-se a
neutrase e a tripsina que clivaram os caseinatos em sequencias peptidicas que
nao exibiram capacidade de sequestrar o radical DPPH (Tabela 4),

apresentando diferenga estatistica (p<0,05).

Houve diferenca estatistica entre os caseinatos, dependendo do
tratamento enzimatico e do tempo avaliado, exceto os hidrolisados obtidos pela
acdo da neutrase pela auséncia da capacidade de sequestrar o radical DPPH.

Neste sentido, a espécie bovina destaca-se das demais em relacéo a atividade
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de eliminacédo do radical por apresentar atividade entre 0,00 e 41,71% com
variacao resultante do tratamento enziméatico e do tempo de exposicao.
Tabela 4. Eliminacéo do radical DPPH (%) dos hidrolisados obtidos pela ac&o

de bromelina, papaina, tripsina e neutrase sobre a caseina do leite bubalino,
bovino e caprino apos 480 minutos de hidrolise.

Tempo (minutos)

Caseinato 0 30 60 120 240 360 480

CBUB 16,00Bc 30,17Ba 25,97Ba 30,17Ba 28,00Ba 28,70Ba 27,58Ba
BRO CBOV 21,84Ac 28,48Bb 39,93Aa 39,04Aa 41,52Aa 41,71Aa 41,38Aa
CCAP 9,26Cc 40,58Aa  38,90Aa  39,13Aa 37,12Aa  38,53Aa  27,25Aa

CV1(%)=9,38 CV2(%)=9,34

CBUB 2,77Cb 32,14Ba 32,18Ba 33,26Aa 31,16Aa 29,96Ba 28,91Ba
PAP CBOV 24,26Ab 41,38Aa 38,25Aa 38,11Aa 39,42Aa 39,18Aa 39,65Aa
CCAP 13,26Bc  39,65Aa  43,81Aa 42,92Aa 37,17Aa  40,44Aa  29,82Aa

CV1(%)=5,30 CV 2 (%) = 12,01

CBUB 0,00Ab 0,00Bb 17,33Aa 18,18Aa 21,75Aa 25,61Ba 0,00Ab
TRI CBOV 0,00Ab 17,52Aa 18,78Aa 18,18Aa 3,51Ca 0,00Ab 0,00Ab
CCAP 0,73Ab 4,44Bb 11,30Aa__ 7,74Ba 11,62Ba _ 2,04Ab 0,00Ab

CV 1 (%) = 51,33 CV 2 (%) = 54,33

CBUB 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa
NEU CBOV 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa
CCAP 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa

CV 1 (%) = 0,00 CV 2 (%) = 0,00

Os valores médios que carregam letras diferentes nas coluna (letras maiusculas) e nas linhas
(letras minusculas) diferem significativamente (p < 0,05). Brom: bromelina; Pap: Papaina; Tri:
Tripsina; Neu: neutrase. CBUB: Caseinato bubalino hidrolisado; CBOV: caseinato bovino
hidrolisado; CCAP: caseinato caprino hidrolisado. CV 1 (%): Coeficiente de variacdo do
caseinato; CV 2 (%): Coeficiente de varia¢@o do tempo de hidrdlise.

O radical DPPH, que ao encontrar uma substancia doadora de proton,
como um peptideo antioxidante, pode ser eliminado e a absorbancia reduzida
(ZHU et al., 2006; YANG et al., 2011).

Os resultados encontrados no presente trabalho demonstram a alta
capacidade dos hidrolisados provenientes das trés espécies quando submetidas
a acdo proteolitica da bromelina e da papaina em sequestrar o DPPH,
demostrando a presenca de substancias doadoras nos peptideos obtidos.
Silvestre et al. (2013) ao avaliarem o uso de pacreatina comercial e uma protease
microbinana na obtencdo de peptideos bioativos observaram a atividade de
eliminagdo de DPPH entre 15,48 e 60,67% em 300 minutos, semelhantes aos
obtidos nesse estudo. O que demonstra o alto potencial antioxidante dos
hidrolisados obtidos empregando tratamentos enziméticos com acdo da

bromelina, tripsina, papaina e neutrase.

3.5 Eliminagéo do radical ABTS
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Em relacéo a atividade de eliminagdo do radical ABTS (Tabela 5) nao
foram observadas diferencas significativas na maioria dos hidrolisados das
diferentes espécies e os tempos de hidrolise (p<0,05). Segundo Duarte Neto
(2015) o radical ABTS é reduzido a um produto incolor na presenca de moléculas
antioxidantes capazes de doar hidrogénio ou quebrar as cadeias levando a
diminuicdo desse radical ao meio, tem sido amplamente utilizado para testar a
capacidade de compostos naturais atuarem como eliminadores de radicais
livres, ou doadores de hidrogénio, como forma de avaliar os seus potenciais

antioxidantes.

No presente estudo foi observado atividade anti-radical ABTS superior a
85%, 0 que demonstra alto potencial de eliminacédo desse radical em todos os
tempos avaliados. Observou-se que a velocidade de sequestro do radical é
diferente entre as enzimas Bromelina>papaina>tripsina> neutrase.
Tabela 5. Eliminag&o do radical ABTS (%) dos hidrolisados obtidos pela agéo de

bromelina, papaina, tripsina e neutrase sobre a caseina do leite bubalino, bovino
e caprino no periodo de 480 minutos de hidrolise.

Tempo (minutos)
Caseinato 0 30 60 120 240 360 480

CBUB 1,62Ab 94,57Aa 94,87Aa 96,46Aa 97,21Aa 97,41Aa 99,40Aa
BRO CBOV 1,63Ac 67,75Ab 97,51Aa 98,16Aa 98,55Aa 99,00Aa 99,40Ba

CCAP 0,00Ab 97,10Aa 97,40Aa 98,16Aa 98,75Aa 99,40Aa 0,00Cb

CV 1 (%) =15,74 CV 2 (%) = 15,28

CBUB 1,63Ab 98,01Aa 98,31Aa 98,95Aa 96,36Ba 98,85Aa 99,30Aa
PAP CBOV 0,00Ab 99,15Aa 99,55Aa 99,55Aa 99,50Aa 99,45Aa 99,47Aa

CCAP 0,00Ab  99,05Aa 99,25Aa 99,15Aa 99,40Aa 99,35Aa 1,63Ba

CV1(%)=1,04 CV2 (%) =124
CBUB  1,63Aa 99,30Aa 99,65Aa 99,45Aa 99,45Aa 99,20Aa  99,20Aa
TRI CBOV  0,00Ac 99,30Aa 93,87Bb 99,35Aa 99,55Aa 98,45Aa 1,63Bc
CCAP _ 0,00Ab 98,36Aa 97,91Aa 9925Aa 99,96Aa 99,56Aa 1,62Bb
CV1 (%) =335 CV 2 (%) =331

CBUB 1,62Ab  99,05Aa 99,60Aa 99,05Aa 99,50Aa 99,11Ba 99,35Ba
NEU CBoVv 0,00Bd 98,40Ab  98,05Ab 100Aa 100Aa 100Aa 1,63Ac
CCAP 0,00Bc  97,46Ab 98,85Ab 98,70Aa 98,80Aa 97,76Bb  100Aa
CV 1 (%)=1,34 CV 2 (%) =118
Os valores médios que carregam letras diferentes nas colunas (letras maiusculas) e nas linhas
(letras minusculas) diferem significativamente (p < 0,05). Brom: bromelina; Pap: Papaina; Tri:
Tripsina; Neu: neutrase. CBUB: Caseinato bubalino hidrolisado; CBOV: caseinato bovino
hidrolisado; CCAP: caseinato caprino hidrolisado. CV 1 (%): Coeficiente de variagdo do
caseinato; CV 2 (%): Coeficiente de varia¢@o do tempo de hidrdlise.

Os resultados obtidos no presente estudo diferem dos encontrados por
Gobba et al. (2014) que obtiveram atividade de eliminagéo de ABTS entre 47 e
87% ao avaliar os hidrolisados derivados do caseinato caprino submetido a acao

de subtisilina e tripsina por 12 horas de hidrolise.
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3.6 Atividade Quelante de Ferro

Os hidrolisados oriundos do CBOV, CBUB e CCAP submetidos aos
diferentes tratamentos enzimaticos apresentaram atividade de quelacao de ferro
(tabela 6). Observou-se atividade de quelagéo de ferro entre 0,00 e 100% de
capacidade de quelar o metal de transicdo apresentando maior ou menor
potencial em funcdo do tempo, enzima e a espécie da fonte proteica.

Tabela 6. Quelante de ferro (%) dos hidrolisados obtidos pela agao de bromelina,

papaina, tripsina e neutrase sobre a caseina do leite bubalino, bovino e caprino
apos 480 minutos de hidrdlise.

Tempo (minutos)

Caseinato 0 30 60 120 240 360 480

CBUB 47,53Aa 55,70Aa 53,60Aa 60,95Aa 55,54Ba 46,14Ba 0,00Bb
BRO CBovV 41,64Ac 66,63Aa 67,45Aa 76,23Aa 91,63Ab 65,45Aa 53,38Ac
CCAP 32,56Aa  40,68Ba  0,00Bc 0,00Bc 8,74Cb 25,19Ca__ 36,70Aa

CV 1 (%) = 13,57 CV 2 (%) = 23,99

CBUB 55,48Aa 73,32Aa 68,41Aa 68,63Aa 87,90Aa 74,65Aa 67,77Aa
PAP CBovV 32,51Aa 66,65Aa 61,79Aa 63,45Aa 55,00Aa 60,80Aa 70,35Aa
CCAP 39,30Aa  57,75Aa  59,15Aa  56,26Aa 59,60Aa 66,36Aa  76,31Aa

CV 1 (%) =26,61 CV 2 (%) = 20,34

CBuB 42,25Ab  62,22Bb  55,98Ab 69,12Aa 74,70Aa 81,06Aa 88,98Aa
TRI CBOV 46,58Ab  39,38Ab 57,27Aa 69,97Aa 63,81Aa 61,63Ba 60,52Ba
CCAP 54,60Aa 63,71Ba 44,05Aa 60,90Aa 71,28Aa 66,86Ba  64,60Ba

CV1(%)=18,54 CV 2 (%) = 16,84

CBuB 71,11Ba 57,69Ba 58,24Ba 53,54Ba 45,43Ba 38,28Ba 62,39Ba
NEU CBOV 35,24Ca 71,84Ba 61,52Ba 54,37Ba 56,52Ba 49,59Ba 42,28Ba
CCAP 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa

CV 1 (%) = 20,72 CV 2 (%) = 18,27

Os valores médios que carregam letras diferentes nas colunas (letras maiusculas) e nas linhas
(letras minusculas) diferem significativamente (p < 0,05). Brom: bromelina; Pap: Papaina; Tri:
Tripsina; Neu: neutrase. CBUB: Caseinato bubalino hidrolisado; CBOV: caseinato bovino
hidrolisado; CCAP: caseinato caprino hidrolisado. CV 1 (%): Coeficiente de variagdo do
caseinato; CV 2 (%): Coeficiente de variagdo do tempo de hidrdlise.

No que diz respeito a acdo enzimatica para obtencao de hidrolisados e
peptideos nos diferentes caseinatos observou-se que houve diferenca
significativa quando submetidos a acdo da neutrase no tempo O e tripsina nos
tempos 30, 360 e 480 minutos, destacando o caseinato caprino que apresentou
potencial maximo. N&do foi observado diferenca entre os caseinatos quando
submetidos a acdo da papaina, tripsina e bromelina, excetuando o CBUB que
apresenta diferenca entre os tempos de hidrolise.

De maneira andloga, o tempo nao apresentou efeito significativo em

relacéo a obtencéo de hidrolisados com a capacidade quelante de ferro, ou seja,
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independentemente do tempo empregado na clivagem dos caseinatos foi

possivel obter pequenos fragmentos proteicos capazes de quelar o ferro.

O caseinato bubalino submetido a acdo enzimatica apresentou maior
capacidade de quelagdo quando comparado as demais espécies em relacdo a
neutrase 28,28 a 35,93%, tripsina 5,25 a 74,30%, papaina 32,39 a 72,88% e
bromelina 18,81 a 79,83. Ha uma relacéo entre o aumento no GH% e o aumento
da atividade quelante de ferro nos hidrolisados oriundos da espécie bubalina, o

mesmo nao foi observado nos hidrolisados das demais espécies.

3.7 Atividade Quelante de Cobre

Os hidrolisados da espécie caprina apresentaram resultados entre 0,20 e
79,02%, ja os fragmentos proteicos oriundos do caseinato bovino apresentaram
capacidade de quelar cobre entre 13,08 e 73,08% e o bubalino entre 5,25 e
79,83%, variando com a enzima e do tempo de hidrélise. Os maiores valores de
quelacdo de cobre foram observados nos hidrolisados obtidos empregando
papaina e bromelina, entretanto, ndo se observou diferenca significativa entre os
caseinatos, 0 mesmo ocorreu com a espécie caprina para tais enzimas (tabela
7).

Observa-se que os hidrolisados originados da acao proteolitica da
neutrase demostrou menores potenciais de quelacdo de ferro para as trés

espécies avaliadas.

Bambad et al. (2017) avaliaram o efeito da pressdo atmosférica e de
diferentes enzimas na hidrélise de lactoglobulina e obtiveram resultados
semelhantes ao do presente estudo, a capacidade de quelacdo de ferro
observado foi de 16 a 92% empregando cinco proteases comerciais (Neutrase,

alcalase, savinase, elastase, termolisina e tripsina).

A atividade de quelacao de ions ferro e cobre esta relacionada a atividade
antioxidante devido a importancia desses metais na catalise de espécies reativas
de oxigénio, sendo extremamente importantes na eliminacdo dos radicais
hidroxila e o superéxido, que podem ocasionar peroxidacéo lipidica e dano ao
DNA (ZHANG et al., 2010; ZHUANG et al., 2013).
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Tabela 7. Quelante de cobre (%) dos hidrolisados obtidos pela acédo de
bromelina, papaina, tripsina e neutrase sobre a caseina do leite bubalino, bovino
e caprino no periodo de 480 minutos de hidrolise.

Tempo (minutos)

Caseinato 0 30 60 120 240 360 480

CBUB 18,81Bc  79,83Aa 74,71Aa  73,23Aa 61,54Bb  72,88Aa  72,90Aa
BRO CBOV 27,67Ac  73,08Aa 67,12Aa  66,84Aa 54,39Ba  70,07Ab  69,78Aa
CCAP 33,33Ab  74,54Aa 73,93Aa  65,18Aa  73,93Aa  75,87Aa  64,81Aa

CV1(%)=9,86 CV 2 (%) = 10,16

CBUB 52,95Aa  32,39Cb 65,33Aa 59,10Aa 72,18Aa 63,88Aa 72,88Aa
PAP CBOV 17,53Bb  54,02Ba 59,41Aa  59,32Aa 66,38Aa  55,05Aa  64,86Aa
CCAP 32,70Bb  76,63Aa 78,88Aa  77,24Aa  67,28Aa  79,20Aa  75,37Aa

CV 1 (%) = 34,55 CV 2 (%) = 20,27
CBUB  525Ab  63,63Bb  72,44Aa 58,16Aa 60,82Aa 7430Aa  64,75Aa
TRI CBOV  13,80Ab 4519Aa  37,76Aa 55,30Aa  46,00Aa 4548Ba  41,22Ba
CCAP  0,20Ab  26,00Bb  32,74Aa  40,72Aa  4164Aa  46,44Ba  52,33Ba

CV 1 (%) = 29,29 CV 2 (%) = 27,39

CBUB 29,06Aa 28,60 Aa  28,28Aa  26,82Aa  30,65Aa  30,65Aa  35,93Aa
NEU CBOV 19,56Ba  23,72Aa 25,05Aa  30,30Aa 2457Aa 19,69Ba  29,66Aa
CCAP 9,65Cc 37,31Ba 24,23Ab  22,83Ab  9,77Bc 14,74Bc  21,19Bb

CV 1 (%) = 31,08 CV 2 (%) = 21,59

Os valores médios que carregam letras diferentes nas colunas (letras maiusculas) e nas linhas
(letras minusculas) diferem significativamente (p < 0,05). Brom: bromelina; Pap: Papaina; Tri:
Tripsina; Neu: neutrase. CBUB: Caseinato bubalino hidrolisado; CBOV: caseinato bovino
hidrolisado; CCAP: caseinato caprino hidrolisado. CV 1 (%): Coeficiente de variacdo do
caseinato; CV 2 (%): Coeficiente de varia¢@o do tempo de hidrdlise.

Sendo assim, a presenca da capacidade de quelar ferro e cobre presente
nos hidrolisados desse estudo podem desempenhar papel importante no
controle do estresse oxidativo, j& que, o acimulo excessivo desses metais de
transicéo pode acarretar em estresse oxidativo, associado a diversas patologias,
como doencas degenerativas, doencas cardiovasculares, hiperglicemia, entre
outros (JOMOVA,; ALKO, 2011).

Além disso, hidrolisados derivados da caseina e das lactoproteinas
apresentam mutifuncionalidades que podem ser empregadas como ingredientes
qgue visam melhorar a funcionalidade de alimentos na indUstria, uma vez que
aumenta seu valor nutricional ou biolégico, atua prevenindo reacdes oxidativas
nos alimentos processados acarretando, no aumento do tempo de prateleira, e
também, na saude humana (GOBBA et al., 2014; LUO et al., 2014; AHMED et
al., 2015).

4. Conclusao

Os hidrolisados proteicos obtidos do caseinato bubalino, bovino e caprino
pela acao das proteases vegetal (bromelina e papaina), microbiana (neutrase) e
animal (tripsina) apresentam potencial para eliminacdo dos radicais ABTS (2,2’-
azinobis-3-etilbenzoti  azolina-6-acido  sulfénico), DPPH (2,2-diphenil-1-
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picrilidrasil), superdxido, hidroxila e quelagéo de ferro e cobre. Por conseguinte,
em termos gerais, os hidrolisados oriundos do caseinato bubalino apresenta
maior potencial antioxidante. O tempo de 240 minutos mostra mais promissor
para a liberacdo de peptideos bioativos com multifuncionalidades. Todas as
enzimas apresentam capazes de hidrolisar os caseinatos e originar peptideos
bioativos com atividade biolégica diferenciada. O que resulta em implicacdes
extremamente encorajadores para a utilizacao futura dos hidrolisados proteicos
derivados da caseina na industria de alimentos seja como antioxidante natural,

alimento funcional ou nutracéutico.
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TITULO: Fracionamento dos peptideos derivados da caseina bubalina e
caracterizagdo das suas atividades antidiabética, antioxidante anti-hipertensiva

e antibacteriana

Resumo

Objetivou-se a hidrdlise e o fracionamento empregando ultrafiltracdo dos
hidrolisados derivados do caseinato bubalino sob acéo de diferentes proteases
e a determinacdo do seu potencial antioxidante, antidiabético, anti-hipertensivo
e antimicrobiano. As frag6es dos hidrolisados derivados da caseina foram
analisados quanto a capacidade de eliminac¢édo dos radicais 4cido 2,2'-azino-bis
(3- etilbenzotiazolina -6-sulfénico) (ABTS), 2,2'-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH),
hidroxila, quelagéo de cobre e ferro, atividade antidiabética por inibicdo de a-
glicosidase e a-amilase, inibicAo da enzima conversora de angiotensina e
antibacteriana contra as cepas E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella sp. e
Staphylococcus aureus. Os testes para os radicais hidroxila e DPPH
apresentaram maior potencial nas fracdes de 3-10 kDa e <3 kDa. Para a
atividade quelante de ferro foi observado quelacao superior a 70% em todas as
fracOes, destacando-se as fracbes <3kDa. Ja para quelacdo de cobre foram
observados valores superiores a 60% nas fracoes >10 kDa. A atividade de
inibicdo da a-glicosidase apresentou potencial variavel entre as fragdes,
enquanto que a a-amilase e a atividade antihipertensiva foram melhor inibidas
pela fracdo <3 kDa. Observou-se atividade antibacteriana entre 3,28 e 100% de
inibicdo contra os micro-organismos testados, a fracdo <3 kDa apresentou maior
potencial inibitorio. A atividade anti-hipertensiva das fragdes manteve-se entre
39,35 e 89,58%, destacando-se a fracdo peptidica H3. Todos os tratamentos
enzimaticos foram capazes de produzir fracbes e hidrolisados com potencial
antioxidante, antidiabético, anti-hipertensivo e antibacteriano, portanto o método
de ultrafiltracdo se mostrou eficaz na obtencdo de peptideos com diferentes
massas molares e com potencial para uso nas induastrias alimenticia ou
farmacéutica.

Palavras-chave: Ultrafiltracdo. Leide de bufala. Alimento funcional.
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1. Introducéo

O bdfalo € um animal domesticado em diversos continentes, como Asia
(india, Paquistdo e China), Europa (ltalia), Africa (Egito) e América do Sul,
principalmente na Argentina e no Brasil (FAO, 2017). De acordo com o
International Dairy Federation (2014) a producdo mundial de leite bubalino
apresentou taxa de crescimento anual de, aproximadamente, 3,3% superior a

producao lactea bovina.

O leite de bufala apresenta entre 3,8 - 4,5% de proteina superior ao
encontrado no leite bovino (EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2011; ABDEL-HAMID et
al., 2017) e, em especial, apresenta uma quantidade superior de caseina quando
comparada a espécie bovina, apresentando alta homologia, cerca de 92% de
semelhanca entre as mesmas (ISLAM et al., 2014; SHANMUGAM et al., 2015;
ABDEL-HAMID et al., 2017).

A caseina quando intacta é uma fonte de aminoacidos essenciais ao
crescimento e manutengdo do neonato, entretanto, por apresentar em sua
estrutura uma série de peptideos criptografados que, quando liberados por
hidrolise enzimética ou fermentacdo, apresenta uma série de funcionalidade
(SHANMUGAN et al., 2015; KUMAR et al., 2016). O produto dessa cliptografia
pode ser empregado como aditivos alimentares na formulacdo de alimentos
funcionais, como produtos nutracéuticos e farmacéuticos (FOSGERAU,;
HOFFMANN, 2015), pois apresentam poucos efeitos colaterais negativos
(NIELSEN et al., 2017).

Além disso, sdo descritas diversas atividades biologicas de peptideos
bioativos derivados da hidrélise enziméatica de componentes da caseina
bubalina, sobretudo, da fracéo beta, entre elas inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ISLAM et al, 2014; ABDEL-HAMID et al.,, 2017), antioxidante
(SHANMUGAN et al., 2015; ABDEL-HAMID et al 2017; SHAZLY et al., 2017) e
antimicrobianos (ISLAM et al., 2014, SAINI et al., 2014).

As pesquisas em relagao a proteina lactea bubalina limitam-se, em sua
maioria, as proteinas do soro e em menor propor¢gdo os estudos referentes a
hidrolise da caseina de bufala (ABDEL-HAMID et al., 2017; SHAZLY et al., 2017)
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representando, segundo Nielsen et al. (2017), 1% do total dos estudos,
objetivando a identificacdo e a caracterizacdo de atividades biol6gicas de
peptideos bioativos derivados da proteina do leite. Sendo assim, objetivou-se
hidrolisar e fracionar os hidrolisados derivados do caseinato bubalino, bem como
determinar as atividades antioxidantes, antidiabética, anti-hipertensiva e
antibacteriana de cada fragéo.

2. Materiais e métodos
2.1. Obtencéo dacaseina do leite
O caseinato de sodio bubalino foi obtido empregando-se metodologia

descrita por Egito et al. (2007), na qual o leite foi desnatado por centrifugacéo a
2100 x g por 30 minutos a 32 °C, e logo depois, precipitado em pH 4,6 com HCI
1 M e novamente centrifugado. Em seguida, o precipitado foi lavado em agua
destilada ajustando-se para o pH 7 com NaOH 1 M. O ciclo precipitacéo /
solubilizac&o foi repetido por trés vezes e dialisada contra agua deionizada a 4
°C e, posteriormente liofilizada.

2.2. Preparagao dos hidrolisados e dos ultrafiltrados de caseinato

bulbalino empregando hidrdlise enzimatica
Para a producéo dos hidrolisados proteicos o caseinato foi solubilizado

em tampdo fosfato de sodio de acordo com a especificidade enzimatica
empregando bromelina (E.C. 3.4.22.33, Sigma — Aldrich Chemical Co., St Louis,
MO, EUA), a 60 °C e pH 6,5; papaina (E.C. 3.4.22.2, Sigma — Aldrich Chemical
Co., St Louis, MO, EUA), a 50 °C e pH 6,5; tripsina (E.C. 3.4.21.4, Sigma —
Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, EUA), a 37°C e pH 8,0 e neutrase
(Novozymes, Dinamarca), a 50°C e pH 7,5, relacdo enzima:substrato 1:100 por
4 horas. A reacao hidrolitica foi interrompida por aquecimento a 100 °C por 10
minutos. Os hidrolisados foram a -20 °C até posterior utilizacdo nas

determinacdes analiticas.

Os hidrolisados oriundos da caseina do leite de bufala obtidos pela acéo
de diferentes enzimas proteoliticas foram ultrafiltrados sequencialmente através
de uma unidade de ultrafiltracdo empregando membrana de corte (cut off)
Amicon® Ultra-15 (Millipore Ireland Ltd, Tullagreen, Irlanda) com diferentes
massas moleculares, durante 60 minutos a 4 °C, 4000 x g, de acordo com a

metodologia descrita por Kumar et al. (2016); os hidrolisados inteiros (HO) foram
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ultrafiltrados através de uma membrana de 10 kDa, produzindo duas fracdes:
retido (>10 kDa; H1) e permeado (<10 kDa). O permeado foi ultrafiltrado através
de uma membrana 3 kDa para obter o segundo retido (3 =2 n < 10 kDa; H2) e
permeado (< 3 kDa; H3 ).

2.3. Determinacdao in vitro das atividades de eliminacao de radicais

livres dos hidrolisados e das fracdes

2.3.1. Atividade de eliminagéo do radical hidroxila

Os ensaios de determinac¢ao da eliminacdo do radical hidroxila (AERH) foi
determinado de acordo com a metodologia descrita por Zhu et al. (2006),
modificada. Foram misturados 30uL da amostra contendo os hidrolisados e as
fracOes peptidicas, 50 yL de 1,10-fenantrolina (5,0 mM), 50 yuL de FeSOs4 (5,0
mM), 50 yuL de EDTA (15 mM) e 30 pL de tampdao fosfato de sédio (0,2 M, pH
7,4) em microplacas de 96 pocos de poliestireno (Corning®, Tewksbury, MA).
Apéds 5 minutos, 60 pL de H20:2foi adicionado para iniciar a reacdo de eliminacao.
A mistura reacional foi incubada por 1 h a 37 °C, a absorbéancia foi mensurada
empregando leitor de microplaca. A atividade de eliminacdo do radical hidroxila

foi calculado de acordo com a equacéo:

AERH (%) _ < AAmostra - ADegradada ) « 100

Anéo degradada ~— ADegradada

Onde, o grupo degradado contém todos dos reagentes envolvidos na
reacdo, exceto pelo uso de agua em substituicho a amostra. O grupo nao-
degradado as mesmas solucdes da amostra do grupo degradado exceto pela
auséncia do H20:2.

2.3.2. Ensaio de antioxidante para atividade de eliminagédo do radical
DPPH

O efeito de eliminagéo das amostras frente ao radical DPPH (2,2 -Difenil-
1,4-fenilenodiamina) foi determinado de acordo com a metodologia previamente
descrita por Yen e Chen (1995), modificada por Duan et al. (2006). A mistura
reacional consistiu em 200 pL da amostra contendo os hidrolisados e as fracdes
peptidicas e 200 pL de solugcéo etanodlica de DPPH 0,16 mM. A reacao foi

incubada por 30 min no escuro, e a absorbancia foi mensurada a 517 nm. A
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habilidade de eliminacdo do radical DPPH (EDPPH) foi calculado usando a

equacao:

ERDPPH (%) — [1 _ (Aamostra - Aamostra branco)] + 100
AControle

Onde, 0 Agmostra € @ absorbancia das amostras, Agmostra branco © @
absorbancia da amostra sem 0 DPPH e Aconiroie € @ @absorbéncia do controle
(solucdo de DPPH sem amostra).

2.3.3. Ensaio de antioxidante para atividade de eliminacé&o do radical
ABTS

O ensaio de atividade antioxidante envolvendo a eliminagéo do radical
cation ABTS*, gerado a partir da oxidagao de 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico (ABTS) 7 mM com persulfato de potassio 2,45 mM, pré-
incubados no escuro por 12 horas antes da utilizacdo. A solucdo de ABTS* foi
ajustada para absorbancia de 0,700£0,02 a 734 nm em espectrofotdmetro, por
diluicdo em tampao fosfato 5 mM, sendo realizado de acordo com metodologia
descrita por Re et al. (1999), modificada por Hernandez-Ledesma et al. (2005).
Uma aliquota de 50 pyL da amostra foi misturada a 950 pL da solucéo diluida de
ABTS", a mistura reacional foi incubada por 10 minutos no escuro a temperatura
ambiente (23 °C). A absorbancia da reacgéo foi mensurada a 734 nm e a atividade
de eliminacéo do radical ABTS foi calculada de acordo com a equagéao:

A —A
Efeito de eliminacio do radical ABTS (%) = [( Controle ~amostra )] «100

AControle

Onde, 0 Agmosira € @ absorbancia das amostras, € Acontroe € @

absorbéancia do controle negativo contém tampao fosfato.
2.3.4. Atividade quelante de Fe ?* e Cu?* do hidrolisado e das fracGes
dos peptideos

A atividade quelante (AQ) de ferro foi realizada de acordo com a
metodologia descrita em Sanchez-Vioque et al. (2012) com modificacdes,
empregando 125 pL dos hidrolisados e das fragBes peptidicas, misturados a 0,5
mL de tampé&o acetato de sédio (0,1 M e pH 4,9) e a 12,5 uL de solugéo Fe ?* (2
mM). Apos 30 minutos de incubacéo, foi adicionado 50 pL de solucéo ferrozina
(5mM), decorrido mais 30 minutos e, posteriormente, realizando a leitura 562 nm
(Carter, 1971).
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A atividade quelante de cobre foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Saiga et al. (2003) com modificacdes, em que 0,5 mL de tampéao
acetato de sodio (pH 6,0, 50 mM) foi misturado com 12,5 pyL de solucédo de
CuSO4 (5mM) e 125 pL do hidrolisado ou das fragdes. Essa mistura foi incubada
por 30 minutos e em seguida adicionado 12,5 pL da solugéo de violeta de
pirocatecol (4mM), ap6s mais 30 minutos de incubacdo, a absorbancia da

mistura reacional foi lida a 632 nm em espectrofotdmetro.

Para ambas as atividades o controle negativo foi realizado utilizando
agua ao invés da amostra; o controle positivo foi realizado com solucdo de EDTA
a 0,045%, a porcentagem de inibicdo foi determinada de acordo com a equacéao:

(AControle - AAmostra)

AQ (%) =

* 100
AControle ]

2.4. Atividade inibitéria da enzima a-glicosidase

Para se avaliar o potencial dos hidrolisados e das fracfes do caseinato
bubalino como inibidores da a-glicosidase (IG%), foi utilizada a metodologia
descrita por Kim et al. (2004) com modificagbes, em que 5 pL a-glicosidase (10
U.mL?), em tampéo fosfato de potassio 0,1 M e pH 6,8) foram misturados a 10
ML da amostra de hidrolisados e a 620 pL de tampéo fosfato de potassio (0,1 M
e pH 6,8). A reacao foi incubada por 20 minutos a 37,5 °C. Em seguida, 10 uL
de p-nitro-fenil-glicopiranosidio (pNPG a 10 mM) foram adicionados a reacéo,
que foi incubada novamente a 37,5 °C por mais 30 minutos. A reacao foi
interrompida pela adigdo de 650 pL de Na2COs (1 M). O produto liberado, p-
nitrofenol, pela reagdo foi mensurado a 410 nm e a atividade inibitéria da a-

glicosidase foi calculada seguindo a equacao:

G (%) = [@] £ 100

Onde “A” é a densidade 6tica da reagao do controle (sem as amostras dos
hidrolisados) e “B” é a densidade 6tica da reacao realizada com as amostras dos
hidrolisados.

2.5. Atividade inibitéria da enzima a-amilase
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A inibicao da a-amilase (IA%) foi avaliada segundo metodologia de Kim et
al. (2004) com poucas modificagdes, em que 20 pL da a-amilase (40 U.mL?)
foram misturados a 10 yL da amostra de hidrolisados e incubados por 15 minutos
a 37,5 °C. Em seguida, foram acrescentados 500 pL de solucdo de amido (1%
em tampéao fosfato de sddio, pH 6,9 e 20 mM) e a mistura reacional incubada por
mais 5 minutos. Apds a incubagéo, 500 L de DNSA foram acrescentados e o
ensaio levado a banho fervente por 15 minutos. A atividade da a-amilase foi

mensurada a 540 nm e a sua inibicdo calculada segundo a equacéo:

(A-B)
1A (%) = [—] « 100
A
Onde “A” é a densidade 6tica da reagao do controle (sem as amostras dos
hidrolisados) e “B” é a densidade 6tica da reagao realizada com as amostras dos

hidrolisados.

2.6. Ensaio anti-hipertensivo in vitro
A inibicado da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi avaliada empregando
a metodologia descrita por Cushman; Cheung, (1971) com adaptacdes de Zhang
et al. (2009), onde 25 uL do hidrolisado e 25 uL de ECA (5 yM) foram adicionados
a 25 pL de Hidrato de N-Hipuril-His-Leu (HHL) (5 mM em tampéao fosfato 1 M,
pH 8,3), incubado a 37 °C por 30 minutos e a reagao foi interrompida
acrescentado 75 pL de HCI (1M). Para extrair o acido hipurico, foram adicionados
500 pL de acetato de etila, centrifugado (4000 x g) por 10 minutos a 4 °C,
posteriormente 250 puL da fase organica foram transferidos para um tubo de
ensaio e evaporados por 10 minutos a 100 °C. O conteudo residual foi dissolvido
em 1500 uL de 4gua deionizada e mensurado em espectrofotdmetro a 228 nm,
zerado com agua deionizada. O percentual de inibi¢cdo foi calculado a partir da

equagao:

| * 100
A C

Inibicao da ECA (%) = [

Onde, “A” compreende a absorbéancia da reacdo contendo ECA e HHL,; “B” é a
absorbancia da reagdo com o hidrolisado, ECA e HHL; “C” e a absorbancia do

HHL submetido a todo o ensaio.
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2.7. Atividade antibacteriana

O potencial antibacteriano das fracdes e hidrolisados totais foi determinado pelo
método de turbidez descrito por Wu et al. (2013), com modificagdes. Os ensaios
foram realizados em placas estéreis de 96 pocos (Corning®, Tewksbury, MA).
As cepas Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e
Staphylococcus aureus foram cultivadas em caldo triptona de soja (TSB) por 10
horas a 37°C. A mistura reacional contendo 100 pL da fracéo peptidica com 90
uL de caldo Mueller Hinton e 10 pL da suspencéo bacyeriana (106 UFC/mL). O
controle positivo para cada espécie bacteriana foi realizado empregando 90 uL
de caldo Mueller-Hinton e 10 pL de in6culo de cada micro-organismo a uma
concentracdo de 108 UFC/mL. O controle negativo foi realizado empregando
cloranfenicol (100 mg.L). A leitura foi realizada em leitora de microplaca a 600
nm, cada ensaio foi realizado em triplicata. Neste trabalho foram consideradas

como fragdes inibidoras aquelas que apresentaram percentual >1% de inibicéao.
2.8. Analise estatistica

Todas as atividades bioldgicas foram analisadas em triplicatas e os dados
expressos como média com erro padrao. Diferencas significativas foram obtidas
por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de avaliacdo de
diferencas entre as médias através o teste de alcance mdultiplo de Tukey, com
95% de nivel de confianga no SISVAR verséo 5.6 (DEX/UFLA, BRASIL).

3. Resultados e discusséao

Entre o hidrolisado total e as fracbes peptidicas obtidos pela acéo
enzimética da bromelina (HFB), a maior atividade de eliminacdo do radical
hidroxila foi registrado para o grupo H2 (44,07 £ 1,97%), seguida de HO, H1 e H
(Tabela 1). As fracbes HO e H1 foram iguais e as demais fragfes variaram entre

si estatisticamente (p <0,05).

No grupo de hidrolisados e fragdes obtidos pela hidrélise empregando
papaina (HFP) e tripsina (HFT) as maiores atividades do sequestro do radical
hidroxila foi registrado para H3 (554 = 4,63%) e H2 (5,59 + 2,52%),
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respectivamente. Nos hidrolisados obtidos pela acao da neutrase (HFN), a maior
atividade foi observada para H3 (44,31 + 0,97%), seguida pelas fragbes H2, HO
e H1. Sendo a fracdo H3 diferente significativamente de HO e H1, as demais
fracOes nédo diferiram entre si (p<0,05).

Tabela 1. Ensaios de eliminacdo dos radicais hidroxila, DPPH e ABTS dos
hidrolisados do caseinato bubalino e suas fracoes.

HFB HFP HFT HFN

Hidroxila (%)

HO 34,84+1,944 0,34 +4,008° 0,00+ 0,81 B 38,39+ 1,47 @8
H1 32,56+2,954> 0,001,238 0,00 + 3,51 BP 37,37 +2,26 3
H2 44,07+197% 1,99 +0,96 P 5,59 + 2,52 bA 41,11 +2,16 8
H3 23,81+3,028 554+4,63¢ 1,36 +1,32%® 44,31 + 0,97 @A

DPPH (%)

HO 56,85+2,134% 56,93+0,28% 52,70+0,35%B 45,83+ 0,41 ©¢
H1 50,97+0,894" 49,18+0,70A° 51,27+1,5138 51,43 £ 0,73 AP
H2 55,71+0,784% 5254+1488 5138+1,07% 51,32+ 0,57 Bb
H3 54,71+1,10A 5579+0,377% 5522+230% 54,93 + 0,48 A2

ABTS (%)

HO 84,19+1,367% 84,02+1,907 80,58+ 1,983 70,04 + 5,61 Ba
H1 6,97 +£0,54 B° 5,31+0,91 B¢ 5,27 + 0,76 B 17,72 £ 1,59 AP
H2 14,66+1594 12,15+1,87A° 10,07 +0,40 38 12,96 + 1,05 AP
H3 77,43+1,87"% 68,72+3,26B8° 7454+108%A 67,31+5,16 82

Os valores médios + desvio padrdo que carregam sobrescritos diferentes nas coluna (letras
minusculas) e nas linhas (letras maiusculas) diferem significativamente (p < 0,05).HFB:
Caseinato bubalino hidrolisado com bromelina (4 h); HFP: hidrolisado com papaina (4 h); HFT:
hidrolisado com tripsina (4 h); HFN: hidrolisado com neutrase (4 h) HO: hidrolisados inteiros; H1
com tamanho peptidico (PM) na faixa de >10 kDa; H2: fragdo com tamanho de peptidico (PM)
na gama de 3-10 kDa e H3: fragdo com tamanho peptidico (PM) na faixa de < 3 kDa.

Entre os grupos HFB, HFP, HFT e HFN, as maiores atividades foram
registradas para os grupos HFB e HFN demostrando maior potencial para

obtencéo de peptideos capazes de eliminar o radical hidroxila.

Os resultados obtidos pelo presente estudo demonstram que 0 processo
de ultrafiltracéo das fracdes com peptideos menores apresentam maior eficacia
antioxidante que o hidrolisado total in vitro. A nivel instestinal, os peptideos
bioativos de menor porte podem atravessar a barreira do intestino sem que
sofram hidrélise enzimatica podendo apresentar atividade biologica no tecido
(ZAIREI et al., 2014; SHAZLY et al., 2017). Outro fator relevante € que o tipo de
enzima utilizada afeta a atividade antioxidante dos peptideos produzidos
(ABDEL-HAMIND et al., 2017).
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No grupo HFB, HO, H2 e H3 n&o influenciaram na atividade de eliminag&o
do radical DPPH, diferente de H1 (p> 0,05), entretanto a capacidade de
eliminacdo do radical dessas fracbes apresentou-se superior a H1. No grupo
HFP as maiores atividades foram apresentadas no hidrolisado total e na fracao
<3 kDa (56,93 = 0,28% e 55,79 = 0,37%, respectivamente, 0s quais né&o
apresentaram diferencgas significativas entre si (p< 0,05).

O hidrolisado obtido pela acdo da tripsina e neutrase e suas fracOes
apresentaram maior atividade de eliminagéo do radical de 55,22 + 2,30% e 54,93
* 0,48%, respectivamente, ambos na fracdo H3. Seguidas de HO, H2 e H1 para
HFT e H1, H2 e HO para HFN.

A variagdo na inibicdo do radical DPPH pode ser atribuida as diferencas
na especificidade enziméatica, em virtude da diferenca na variacdo na eficacia de
hidrolise da enzima e do ponto de clivagem para liberacdo de grupamentos
funcionais (CUMBY et al., 2008; KUMAR et al., 2016). Resultados similares de
atividade de eliminacdo de DPPH aos encontrados no presente estudo, foram
observadas ap0s os tratamentos com alta presséo hidrostautica em isolados de
proteina de soro, smoothies e amido ( ANDRES; VILLANUEVA; TENORIO, 2016;
ISKANDAR et al., 2015)

Com relacéo a atividade de eliminacdo do radical ABTS (tabela 1), nos
grupos HFB e HFN, os maiores resultados foram observados para HO (84,19 +
1,36% para bromelina e 70,04 £ 5,61% para neutrase) e H3 (77,43 1,87% para
HFB e 67,31 £ 5,16%), as quais ndo diferem estatisticamente (p< 0,05), enquanto
a H1 e H2 registraram a menor atividade de eliminacédo de ABTS entre todas as

fracGes para HFB e HFN, concomitantemente.

Nos hidrolisados e fracbes derivados da acdo da papaina e tripsina as
maiores atividades de eliminacdo de ABTS foi de 84,02 + 1,90% e 80,58 + 1,98%,
respectivamente, seguidas de H3, H1 e H2 diferindo significativamente entre si
(p< 0,05). O maior potencial de eliminagéo do radical ABTS da fragdo contendo
o hidrolisado total pode ser atribuido ao efeito sinérgico dos peptideos de

diferentes tamanhos presentes nas amostras (KUMAR et al., 2016).

Além disso, a auséncia na diferenca na atividade antioxidante indicada

pela atividade de eliminacao de radicais livres do ABTS que estar relacionada ao
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tipo de tratamento e tempo de tratamento (HU et al., 2017), indica que as
proteases empregadas no presente estudo clivam em pontos capazes de
modificar as propriedades do caseinato original liberando peptideos bioativos
com capacidade de converter o radical ABTS em um produto incolor devido as
propriedades de doacdo de hidrogénio ou quebra de cadeia ( CORREA et al.,
2011)

A capacidade de quelacéo de ferro dos hidrolisados derivados da caseina
de bufala e suas fracbes apresentou-se superior a 70%, sendo 0s maiores
valores observados para H3 (77,53 + 0,26 %), H2 (76,51 + 0,11%), H3 (78,81 *
2,16%) e H3 (84,76 + 0,43%), obtidos pela acdo de bromelina, papaina, tripsina
e neutrase, respectivamente, diferindo a 95% de confianca (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade quelante de ferro e cobre (%) dos hidrolisados do caseinato
bubalino e suas fragdes obtidas a partir da hidrélise por diferentes proteases.

HFB HFP HFT HFN

Quelante de Ferro (%)

HO 76,31+0,26%% 73,68 +2,354° 75,15+2,6042 74,66 + 0,63 52
H1 7525+0,697 76,30+0,35%% 76,16 £0,2042 75,94 + 1,20 Ca
H2 76,64+043% 76,51+0,11%* 76,14+0,984% 74,87 +1,09Ba
H3 77,53+0,26B% 7570+1,47 Cab 78,81 2,16 A° 84,76 + 0,43 A2

Quelante de cobre (%)

HO 66,62+1,584% 59,72+23348a 4702+0,848P 3823+1,44¢P
H1 56,18 +0,08%2 57,99 + 2,68 42 64,35+ 1,36 A2 63,06 + 3,93 A2
H2 62,79+1,13%2 60,75+2,27%2 5358+0,794% 61,64+ 1,59 A2
H3 64,18+1,06”* 51,65+0,38”82 5575+0,49 483 40,82 + 0,08 B°

Os valores médios + desvio padrdo que carregam sobrescritos diferentes nas coluna (letras
Os valores médios + desvio padrdo que carregam sobrescritos diferentes nas coluna (letras
minusculas) e nas linhas (letras maiusculas) diferem significativamente (p < 0,05).HFB:
Caseinato bubalino hidrolisado com bromelina (4 h); HFP: hidrolisado com papaina (4 h); HFT:
hidrolisado com tripsina (4 h); HFN: hidrolisado com neutrase (4 h) HO: hidrolisados inteiros; H1
com tamanho peptidico (PM) na faixa de >10 kDa; H2: fragdo com tamanho de peptidico (PM)
na gama de 3-10 kDa e H3: fragdo com tamanho peptidico (PM) na faixa de <3 kDa.

No que diz respeito a atividade quelante de cobre nota-se que para o
grupo HFB nao houve diferenga significativa entre as fragbes (p<0,05). Em
relacdo aos grupos HFT e HFN os maiores valores para atividade de quelacao
de cobre foram observados para H1 (64,35 + 1,36% e 63,06 + 3,93%,
respectivamente) e os menores para HO (47,92 + 0,84 e 38,23 + 1,44,
respectivamente) diferindo significativamente entre si (p<0,05).

A quelacdo de metais de transicdo, como o ferro e cobre por exemplo,

pode mitigar o dano oxidativo no organismo podendo atuar diminuindo a

78


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616317563#b0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616317563#b0010

peroxidacéo lipolitica, evitando as modificagdes nas caracteristicas sensoriais de
alimentos (ZHANG et al., 2010; SANCHEZ-VIOQUE et al., 2013). Diversas sao
as formas que os hidrolisados proteicos apresentam de se ligar aos ions
metalicos (SOVAGO; OSZ, 2006), e segundo Saiga, Tanabe e Nishimura (2003),
a capacidade de quelar metais tem efeito antioxidante devido ao fato dos metais
de transicdo promoverem danos oxidativos em niveis diferentes, estando
associadas a doencas degenerativas, quebra ou oxidacao dos acidos nucleicos
(MANGEL et al., 2006; MEGIAS et al., 2007).

Os hidrolisados e as fracBes apresentaram atividade inibitéria para
inibicdo da a-glicosidase e da a-amilase; no entanto a inibicdo de a-glicosidase
nos grupos obtidos pela acdo da bromelina, papaina, tripsina e neutrase (Tabela
3), foram mais expressivas para H3 (51,51 + 1,58%), HO (51,51 £ 1,52%), H1;H2
(54,54 0,00%) e H3 (27,27 + 2,62), respectivamente, diferindo estatisticamente
(p<0,05). A inibicao de a-amilase foi superior para H2 (fracdo entre 3-10 kDa)

para todos os tratamentos.

A inibicdo da atividade enzimatica da a-amilase e a-glicosidase acarreta
na diminuicdo ou atraso na digestdo de carboidratos e subsequente absorcdo
glicosidica, diminuindo a disponibilidade de glicose na corrente sanguinea,
resultando na reducdo de glicemia poés-prandial em diabéticos (ALlI,
HOUGHTON; SOUMYANATH, 2006; JAN, KUMAR; JHA, 2016).

Em diversos trabalhos foi observado resultado semelhante ao do presente
estudo Gludel et al. (2011) e Nongonoerma et al. (2013) relataram que
hidrolisados proteicos derivados do soro de leite foram responsaveis pela
supressdo da a-glicosidase. Enquanto Konrad et al. (2014) observaram a
inibicdo de a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae por fraccbes de
hidrolisados derivados do caseinato bovino empregando uma protease vegetal,
sendo assim, existe uma relacao entre a liberacdo ou presenca de peptideos
bioativos a inibicdo enzimética (JAKUBOWICZ; FROY, 2013).
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Tabela 3. Atividade antidiabética e anti-hipertensiva (%) dos hidrolisados do
caseinato bubalino e suas fracdes obtidas a partir da hidrolise por diferentes
enzimas proteoliticas.

HFB HFP HFT HFN
Inibitéria de a-glicosidase (%)
HO 36,36 + 0,00 Bb 51,51+ 1,52A2 4242 + 1,51 A8 0,00 + 0,00 ¢P
H1 39,39+1528Ba 2424+160C  5454+0,004a 0,00 + 0,00 Db
H2 42,42 + 1,514 9,09 + 0,00 B¢ 54,54 + 0,00 A2 0,00 + 3,03 B®
H3 51,51+1,58Aa 9,09 + 0,00 B¢ 45,45 + 0,00 A2 27,27 + 2,62 82
Inibitéria de a-amilase (%)
HO 73,58+0,00A> 56,70+0,778> 4474+1,24 ©d 75,58 + 0,24 A2
H1 76,67 +0,00% 5333+156¢ 60,00+1,148c 7544 +0,00A2
H2 75,44 +0,00%2 67,69+0,4382 68,42+0,408 77,42 +0,00 A2
H3 6956+0,008 39,13+265P" 6585+0,83¢ 76,67 + 0,00 A2

Inibicdo da enzima conversora de angiotensina ECA (%)

HO 62,66+3,712 44,00+0,148> 39,35+0,38°C 39,92 +0,57 ¢
H1 46,53+4,993  40,82+0,99/2 41,44 +0,00 @8 41,25 +0,47 a8
H2 48,24 +1,943 4225+0,4272 43,44+0,00%8 42,49 +0,85 28
H3 80,23+3,05* 4500+1,14% 61,08 +2,59 PA 84,08 + 1,97

Os valores médios + desvio padrdo que carregam sobrescritos diferentes nas coluna (letras
minusculas) e nas linhas (letras maiusculas) diferem significativamente (p < 0,05).HFB:
Caseinato bubalino hidrolisado com bromelina (4 h); HFP: hidrolisado com papaina (4 h); HFT:
hidrolisado com tripsina (4 h); HFN: hidrolisado com neutrase (4 h) HO: hidrolisados inteiros; H1
com tamanho peptidico (PM) na faixa de >10 kDa; H2: fragdo com tamanho de peptidico (PM)
na gama de 3-10 kDa e H3: fragdo com tamanho peptidico (PM) na faixa de < 3 kDa.

O potencial inibitério da ECA foi observado em todas fracdes e no
hidrolisado total, apresentando atividades entre 39,35 + 0,38 € 84,08 + 1,97%. A
atividade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina | (ECA) apresentou
atividade significativa (p<0,05) maior na fragdo H3 (< 3 kDa) de todos os grupos
enzimaticos avaliados, sendo esse potencial de 80,23 + 3,05 para HFB, 45,00 +
1,14 para HFP, 61,08 + 2,59 para HFT e 84,08 + 1,97% para HFN. Em relacao
aos resultados obtidos entre os tratamentos enziméaticos, a bromelina foi capaz
de produzir hidrolisados e fracbes com a atividade de inibicio de ECA
superiores, e seguidas pela neutrase, tripsina e papina, sendo diferentes

estatisticamente entre si.

Esperjo-carpio et al (2013) obtiveram entre 30 e 65% de inibicdo da
enzima conversora de angiotensina ao submeter a caseina e as proteinas do
soro de leite de cabra a acao individual e simultdnea das enzimas subtisilina e
tripsina. Resultados semelhantes foram encontrados por Luo et al (2014) que ao
hidrolisar a caseina pela acao proteolitica de trés enzimas obteveram inibicdo de
ECA maxima de 65%.
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Os resultados encontrados no presente estudo sdo comparaveis a
atividade anti-hipertensiva encontrada em hidrolisados derivados da caseina e
do ovo obtidos por meio de hidrélise enzimatica ou por fermentacdo Miguel et
al., (2004), Muguerza et al. (2006) Contreras et al (2009).

Com relagdo a atividade antimicrobiana, a eficacia dos hidrolisados e
fracOes peptidicas obtidos pela hidrdlise enzimatica da bromelina (HFB), papaina
(HFP), tripsina (HFT) e Neutrase (HFN) apresentou-se entre 3,28 £ 0,43 e 100%
de inibicAo contra bactérias gram-positivas (Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus) e gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella sp.),
(tabela 4).

Tabela 4. Atividade antibacteriana (%) dos hidrolisados do caseinato bubalino e
suas fracdes obtidas a partir da hidrélise por diferentes enzimas proteoliticas.

HFB

HFP

HFT

HFN

E. coli

HO  79,49+242%a
H1  67,52+0,74 AP
H2 57,32 +1,60 8¢
H3 47,32 +2,5968d

45,50 + 0,69 Bab
44,29 + 0,52 cab
41,05 + 2,55 b
51,34 +7,76 B°

48,87 + 4,37 ¢
59,92 + 1,85 bcB
80,45 + 0,12 @A
83,77 £ 1,22 A

45,07 + 1,21 Be
57,27 £ 0,43 BP
78,24 + 1,08 A2
76,96 + 6,76 A2

L. monocytogens

HO 48,05+ 2,90 Bb
H1 52,38 +1,90B°
H2 63,21 +6,0552
H3 62,93+0,956B2

62,22 + 6,05 B
63,93 + 0,95 A°
75,43 £ 2,14 AP

100,00 + 4,94 A2

55,28 + 4,04 abC
61,60 + 3,04 ab
68,73 +£1,71 a8
92,73 +£0,33%¢

43,44 + 0,47 B
36,17 % 0,80 ¢
26,95 + 0,90 28
3,28 +0,43 2C

Salmonella sp.

HO 52,00 + 1,90 B¢
H1 54,52 +2,61°¢P
H2 54,90 +£1,85°¢b
H3 63,12 +0,00

49,38 + 2,04 C¢
50,95 + 1,14 be
53,75 +2,71 ¢
63,17 £1,28 ©@

56,61 + 1,19 @
66,44 + 0,10 &€
82,60 + 0,00 @8
99,29 + 0,62

69,30 + 1,18 <P
40,54 + 0,43 ¢
20,96 + 0,43 "B
10,74 + 0,48 PA

Staphylococcus aureus

HO 51,28+1,76Ad
H1 60,55+ 4,64 ¢
H2 68,54 + 3,76 BP
H3 100,00 + 0,00 A2

46,72 + 1,47 3P
55,09 + 0,33 Be
91,87 £2,14 3
84,65 + 5,81 A

42,39+ 1,71 °C
47,43 £ 0,67 ¢
55,37 + 0,52 B
75,00 + 2,47 <A

55,75 +0,24 b€
49,29 + 0,43 B
49,57 £ 0,33 B
11,36 + 0,62 PB

Os valores médios + desvio padrao que carregam sobrescritos diferentes nas coluna (letras
minusculas) e nas linhas (letras maiusculas) diferem significativamente (p < 0,05).HFB:
Caseinato bubalino hidrolisado com bromelina (4 h); HFP: hidrolisado com papaina (4 h); HFT:
hidrolisado com tripsina (4 h); HFN: hidrolisado com neutrase (4 h) HO: hidrolisados inteiros; H1
com tamanho peptidico (PM) na faixa de >10 kDa; H2: fragdo com tamanho de peptidico (PM)
na gama de 3-10 kDa e H3: fragdo com tamanho peptidico (PM) na faixa de <3 kDa.

Escherichia coli é a bactéria contaminante mais comum na cadeira
alimentar (KUMAR et al. 2016), no presente estudo, entre as fragbes do grupo

HFB, a maior atividade antibacteriana contra esse micro-organismo foi
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observada para o hidrolisado total HO (79,49 + 2,42%), diferindo das demais
fracOes (p>0,05). Nos grupos HFP e HFT a fragdo H3 registrou maior potencial
de inibig&o de E. coli, enquanto que no grupo HFN a maior atividade foi registrada
na fracdo H2 (78,24 = 1,08%) sendo comparavel a H3 (76,96 £ 6,76) e diferente
das demais fragdes. De modo geral, entre os grupos as maiores atividades foram
observadas para o tratamento contendo tripsina sendo igual aos grupos HFB e
HFN apresentando efeito diferente apenas em relacdo ao tratamento com a
enzima vegetal, a papaina que apresenta menor especificidade sobre o
caseinato bubalino (ABDEL-HAMID et al., 2017) que as demais enzimas
proteoliticas analisadas.

Peptideos que apresentam massa molecular menor apresentam maior
atividade antibacteriana quando comparados a peptideos de alta massa
(ABDEL-HAMID et al, 2016). Resultados semelhantes ao presente estudo
também foram encontrados por Salami et al. (2010) que ao trabalhar com
hidrolisados da proteina de soro de camelo relataram que o permeado de

ultrafiltrados (3 kDa) tinha a maior atividade antibacteriana contra E. coli.

A atividade anti-listeria das fracbes H3 dos grupos sob acéo proteolitica
da bromelina (62,93 + 0,95%), papaina (100 £ 4,94%) e tripsina (92,73 = 0,33%)
exibiram, significativamente (p< 0,05), maior atividade em relacdo as demais
fragOes. No grupo hidrolisado pela neutrase observou-se que o hidrolisado total
(HO) apresentou maior capacidade inibitoria para L. monocytogenes em relacéo
as fracbes H1, H2 e H3. Na comparacdo geral entre os grupos, HFT e HFP
exibiram maiores potenciais de inibicdo sendo estatisticamente iguais, seguido
pelo grupo HFB e HFN, que diferem estatisticamente entre si e em relagdo aos

demais.

A atividade antimicrobiana contra Salmonella sp. foi maior para o
hidrolisado total de caseina produzido pela neutrase (69,30 + 1,18%), as demais
fragOes tiveram sua atividade reduzida com a diminuicdo no tamanho dos
peptideos. Em relac@o aos hidrolisados de caseinato produzidas pela agéo da
bromelina, tripsina e papaina, a fracdo H3 (63,12 + 0,00%, 99,29 + 0,62%, 63,17
+ 1,28%, respectivamente) destes grupos exibiu maior atividade inibitoria

significficativa (p<0,05) seguidas de H2>H1>HO sendo diferentes entre si. Em
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relacéo aos grupos, de modo geral, o grupo HFT apresentou maior potencial de
inibicdo, seguido pelo grupo HFN, HFB e HFP, sendo os dois ultimos

comparaveis entre si e diferentes dos demais.

Os resultados do teste de atividade antibacteriana dos hidrolisados e
fracGes contra Staphylococcus aureus seguiu uma tendéncia semelhante aguela
encontrada para a atividade anti-salmonela e anti-listeria. A fragcdo H3 dos grupos
HFB, HFP e HFT sendo comparaveis entre si e difere das demais, com atividade
inibitéria de 100,00 £ 0,00%, 84,65 + 5,81% e 75,00 £ 2,47%, respectivamente.
Em relacdo aos grupos enziméticos, o grupo hidrolisado por bromelina
apresentou o maior potencial médio sendo igual a papaina, seguidas pelos
grupos sob acdo da neutrase e tripsina, que apresentaram menor potencial

significativo igual (p< 0,05).

Os resultados no presente achado corroboram com os descritos por
Demers-Mathieu et al. (2013) que ao comparar o nanofiltrado, o permeado e o
retido de hidrolisado tripico de soro de leite bovino com 49, 38 e 97% de inibicéo,
respectivamente, observaram que o retido da nanofiltracdo apresentou mais

potencial antimicrobiano contra Listeria sp., S. aureus e a E.coli.

No presente estudo, é possivel observar um maior potencial
antibacteriano nos ultrafiltrados em relacdo aos hidrolisados totais, sobretudo da
fracdo H3. Segundo Osman et al. 2016, a presenca de peptideos médios e
pequenos pode acarretar em um maior potencial antimicrobiano, em
contrapartida, a mistura de peptideos de diferentes pesos (HO) pode significar
menor atividade antimicrobiana quando ndo ha sinergismo entre as fracdes

peptidicas.

Esse efeito sinérgico, a presenca ou auséncia na intencidade do potencial
antibacteriano depende, principalmente da interagcdo entre os peptideos
antimicrobianos e a parede celular bacteriana, ou seja, sugere que peptideos
carregados negativamente tenham maior afinidade por membranas carregadas
positivamente (HANCOCK, 2004; GLINEL, THEBAULT, HUMBLOT, PRADIER,;
JOUENNE, 2012).

4. Conclusao
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Os hidrolisados totais e fragdes peptidicas (>10 kDa - H1; 3 = n < 10 kDa-
H2; < 3 kDa- H3) obtidos pela acdo proteolitica da bromelina, papaina, tripsina e
neutrase sobre o leite bubalino foram capazes de eliminar radicais livres, quelar
ferro e cobre, bem como apresentaram atividade antidiabética, anti-hipertensiva
e antibacteriana. Por conseguinte, a fracdo de menor massa molecular (< 3 kDa)
exibiu maior potencial biolégico o que demonstra a eficacia da técnica de
ultrafiltracdo para obtencdo de grupos peptidicos com diferentes massas
moleculares. Entre as enzimas a bromelina demonstrou mais aptiddo na
hidrélise enzimatica do caseinato bubalino originando hidrolisados e fracdes
peptidicas com diversas atividades bioldgicas. A potencialidade bioldgica exibida
pelos hidrolisados e fracfes obtidas a partir da hidrélise do caseinato de bufala
demonstra uma aplicacdo em potencial como alimentos funcionais ou

nutracéuticos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A proposta de empregar diferentes caseinatos (bovino, bubalino e
caprino) sob acéo proteolitica da bromelina, papaina, tripsina e neutrase
em diferentes tempos de hidrélise € atrativa e viavel sob o ponto de vista
biotecnolégico, sobretudo pela suceptibilidade a hidrolise pela acéo
dessas proteases.

Os hidrolisados proteicos obtidos pela acédo proteolitica das quatro
enzimas sobre 0s trés caseinatos apresentaram atividade antioxidante em
relacdo a eliminacdo dos radicais dos radicais ABTS (2,2’- azinobis-3-
etilbenzoti azolina- 6-acido sulfénico), DPPH (2,2-Diphenil-1-picrilidrasil),
superoéxido, hidroxila e quelacéo de ferro e cobre.

O hidrolisado oriundo do caseinato bubalino submetido a acéo das quatro
enzimas proteoliticas sob o tempo de 240 minutos apresentou, em termos
gerais, a maior capacidade multifuncional.

A técnica de ultrafiltracdo mostrou-se viavel biotecnologicamente na
obtencao de frac6es peptidicas capazes de sequestrar e eliminar radicais
livres, quelar metais, inibir a acdo de enzimas responsaveis pelo
aparecimento da diabetes e hipertenséo, além disso as fracdes oriundas
dos hidrolisados apresentam capacidade de inibir parcial e totalmente o
crescimento de bactérias gram-negativas e gram-positivas

A partir da caracterizagdo mais profunda dos hidrolisados (seguranca
alimentar e identificacdo) é possivel aplicar nas industrias alimenticia e

farmacéutica.
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“METODO PARA OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS
ANTIOXIDANTES OBTIDOS A PARTIR DA CASEINA DO LEITE BUBALINO”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

[001] Esta invencdo se insere no campo da biotecnologia, mais
especificamente, a tecnologia se refere ao método de obtencédo de hidrolisados
proteicos com potencial bioloégico obtidos a partir da hidrélise enzimética da
caseina do leite bubalino. Estes hidrolisados podem ser empregados na industria
alimenticia como alimento funcional na mitigacdo de patologias crbnicas e
nutracéutico podendo ser utilizado de forma natural ou como ingrediente
associado a um alimento natural, além disso, pode ser empregado como

substituto aos antioxidantes sintéticos.

Antecedentes da Invencao

[002] Atualmente os consumidores tem buscado alimentos benéficos a
sua saude regulando as mais diversas atividades metabdlicas no organismo.
Alimentos que apresentam beneficios a saude sdo chamados de alimentos
funcionais, tendo despertado o interesse dos mais diversos setores industriais
principalmente, a industria farmacéutica e/ou industria de alimentos, devido ao
fato desses alimentos serem fontes de componentes que apresentam potencial

biolégico capazes de mitigar diversas patologias.

[003] Dentre esses compostos/componentes bioldgicos naturais,
destacam-se os hidrolisados proteicos que séo ricos em peptideos bioativos,
pequenos fragmentos proteicos normalmente entre 2 e 20 aminoacidos, assim
chamados porque sdo capazes de atuar regulando funcgdes bioquimicas e

fisioloégicas no organismo animal seja participando diretamente ou induzindo-as.

[004] O potencial biolégico de peptideos bioativos presentes em
hidrolisados proteicos oriundos da hidrélise da proteina do leite reside no
potencial de carrear ou quelar ions metéalicos e eliminacédo de radicais livres

associada a atividade antioxidante desses compostos.
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[005] Os documentos do estado da técnica no ambito patentario fazem
referéncia a obtencao de liquido peptidico e proteinas fosforiladas capazes de
quelar ferro e demais funcionalidades, apresentando diferencas quanto ao uso e

aplicacao da tecnologia descrita na presente invencao.

[006] No documento CN101731628 B primeiramente prepara-se a
suspensao da caseina em &gua deionizada, posteriormente adiciona-se a
protease na suspensédo de caseina para obter liquido enzimatico. Adicionando
acido no liquido enzimatico filtrado e ajustando o valor do pH de 2 a 7. Cerca de
1/3 a 2/3 de liquido enziméatico na agua deionizada ou agua destilada e
adicionando sulfato ferroso ou cloreto ferroso, em seguida, adicionando a enzima
para realizar a reacdo de quelacdo. Obtendo o ferro quelado de peptideos de
caseina apos secar e purificar o liquido de reacdo. Diferentemente, a presente
invencdao utiliza proteases comerciais para obter hidrolisados ricos em peptideos
capazes de quelar ndo apenas o ion ferro, como também o ion cobre, sequestro
de radicais hidroxila, superéxido, ABTS e DPPH, caracterizando o hidrolisado
como multifuncional.

[007] No documento CN 105230965 A, é descrita a preparacao de
proteina fosforilada de alta capacidade de quelatos através de ondas sonoras.
Inicialmente ocorre a dispersdo de proteinas da ervilha em agua, de modo a
formar o liquido de suspensdo da qual a concentracdo de massa € 5-8%.
Adiciona-se solucéo de hidréxido de sédio ao liquido de suspenséo e ajustando
o pH para 7,5-8,5, depois adiciona-se a solucéo de tripolifosfato de sodio, cuja
concentracdo de massa € 1-3%, agitando até a uniformidade. Em seguida,
realizando um tratamento de 15 a 30 minutos através de ondas ultra-sénicas,
das quais a frequéncia é de 20-25 KHz e o poténcia de 200W para a realizacéo
de uma reacéo de fosforilagdo, ajustando o valor de pH do liquido da amostra
apos a reacao de fosforilacéo para 4,0, realizando a centrifugacao por 25- 35 min
a 4000rotacao por minuto. Posteriormente, lavando o sedimento duas vezes com
agua destilada e liofilizando o sedimento lavado de modo a obter a proteina
fosforilada. O método descrito difere do método desta invencdoda preparacéo
de proteina fosforilada de alta capacidade de quelacdo que utiliza ondas

ultrassonicas pois realizahidrélise enziméatica empregando quatro proteases com
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diferentes sitios cataliticos em diferentes pH, temperaturas e tempo de hidrdlise

0 que garante uma maior homogeneidade na amostra.

[008] O documento WO 1995027485 Al descreve o método para reduzir
o dano de radicais livres em mamiferos compreendendo administrar a um
mamifero uma quantidade segura e eficaz de um composto selecionado de 1-
fenil-1,2-propanodiona-2-oxima, benzoilacetona, piroctona, 2-furildioxima, 2-
furiimonoxima, é&cido dietotildi-hidrocarboneto, deferoxamina e 1,2-dimetil-3-
hidroxipiridona, ou um sal farmaceuticamente aceitavel, ou misturas dos
compostos em questdo, e/ou dos seus sais. Diferentemente da presente
invencédo, que utiliza um composto natural para obtencdo dos hidrolisados que

desempenham func¢éo de reduzir os radicais livres.

[009] Diante do apresentado no estado da técnica, ndo foram encontrados
documentos revelando elementos da presente invencao e, portanto, a mesma

apresenta novidade.

Descricado da Invencdo

[010] O caseinato de sbédio da espécie bubalina foi oriundo de leite
desnatado por centrifugacdo, logo depois precipitado empregando um &cido
forte, preferencialmente acido cloridrico, no ponto isoelétrico da caseina do leite
e novamente centrifugado. Em seguida, o precipitado lavado e solubilizado em
agua destilada ajustando-se para um pH neutro empregando uma base forte,
preferencialmente hidroxido de sédio. O ciclo precipitagdo/solubilizacédo repetido
trés vezes, findando com a lavagem empregando agua destilada, ajustando o pH
para neutro empregando uma base forte, compreendendo o hidroxido de sédio

e dialisada contra 4gua deionizada a baixa temperatura.

[011] Para a preparacao dos hidrolisados de caseinato bubalino foram
empregadas proteases comerciais. Para a produgéo dos hidrolisados proteicos,
o caseinato foi solubilizado em tampédo tendendo de levemente éacido a
levemente alcalino com pH e temperatura ajustados de acordo com a atividade
O0tima de cada enzima, bromelina, papaina, tripsina e protease neutra, com
relacdo enzima:substrato de 1:100 v/v. A hidrolise ocorreu por 8 horas tendo
avaliagdes nos tempos 30, 60, 120, 240, 360 e 480 minutos. A reacao hidrolitica

foi interrompida por aquecimento até a fervura em tempo maior que 10 minutos.
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Exemplo 1: Caracterizacdo do potencial antioxidante dos hidrolisados

proteicos obtidos pela hidrélise enzimatica empregando bromelina, papaina,

protease neutra e tripsina

[012] Para determinacdo do grau de hidrolise o teor de aminoacidos foi
determinado empregando solucdo de TNBS a 0,01M (Benjakul e Morrissey, J.
Agric. Food Chem., 45:3423-3430, 1997).

[013] Os ensaios de determinacédo da eliminacdo do radical hidroxila in
vitro foi determinado misturando a amostra contendo os hidrolisados,1,10-
fenantrolina (5,0 mM), FeSOa4 (5,0 mM), de EDTA (15 mM) e solucdo tampéao
ligeiramente alcalina (Zhu et al., Process Biochem., 41:1296-1302, 2006). A
atividade de eliminacdo do radical superéxido foi determinada utilizando
amostras hidrolisadas, misturadas com tampao Tris-HCI-EDTA 50 mM (1mM, pH
8,2) e pirogalol 1,5 mM de acordo com a metodologia descrita por Marklund e
Marlund (FEBS J., 47(3):469-474, 1974).

[014] Para o ensaio de atividade antioxidante em relacdo a eliminacéo do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) a amostra foi adicionada a uma solucao
de DPPH a 0,16 mM, de acordo com a metodologia de Re et al. (Free Radic.
Biol. Med. 26:1231-1237, 1999).

[015] Para o ensaio de eliminacdo do radical ABTS*, a eliminacdo do
radical cation ABTS"™, gerado a partir da oxidagdao de 2,2’- azinobis-3-
etilbenzotiazolina- 6-acido sulfénico (ABTS) 7 mM com persulfato de potassio
2,45 mM,mantidos no escuro por 12 a 16horas antes da utilizacdo de acordo com
a metodologia descrita por (Yean e Chen, J. Agric. Food Chem., 43:27-37, 1995).
A atividade quelante de ferro e cobre foram realizadas de acordo com as
metodologias descritas em (Sanchez-Vioque et al., Ind. Crops Prod., 39:149-153,
2012) e (Saiga et al, J. Agric. Food Chem., 51:3661-3667, 2003),

respectivamente.

[016] Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e

teste de Tukey para comparacdes de médias.

[017] Foi observado um grau de hidrdlise (GH%) crescente ao longo do

tempo para todas as enzimas avaliadas, indicando que durante o periodo
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estudado é possivel a obtencdo de peptideos com atividade biolégica. Os graus
de hidrélises méaximos foram obtidos decorrido 8horas de hidrdlise, sendo os
maiores valores observados quando a caseina € submetida a papaina e a
tripsina. E 0 menor valor de hidrélise no mesmo periodo associado a protease

neutra.

[018] Em relagéo atividade de quelar o ferro os hidrolisados proteicos
bubalinos apresentam-se eficazes em todos os tempos de hidrélise, destacando-
se o tempo de 2horas (66,28%),4h (89,55%), 6h (83,64%) e 8h (67,52%) para
bromelina, papaina, tripsina e protease neutra, respectivamente. E importante
ressaltar que a quelacdo de ferro manteve-se superior a 50% em todos os
tempos avaliados indicando que os hidrolisados com capacidade de se ligar ao
fon Fe?* ndo sofrem novas clivagens, exceto apés 8h de hidrélise empregando a
bromelina na qual ocorre reducdo substancial na atividade biol6gica de quelar o

fon Fe?*, mas mantendo-se superior ao controle.

[019] A capacidade de quelacdo de cobre também foi observada em todo
os tempos de hidrélise mantendo-se superior a 30%, excetuando os controles
gue apresentaram abaixo disso. As maiores atividades foram observadas para
bromelina (79,83%, decorrido 2horas de hidrélise), papaina (72,87%, decorridas
8h de hidrdlise), tripsina (ap6s 8h de hidrolise foi possivel observar 64,74%) e

protease neutra (35,92% apos 8h de clivagem).

[020] A eliminacdo do radical superdxido manteve-se superior a 90%
quando o caseinato bubalino foi submetido a hidrélise empregando bromelina e

papainademostrando alta capacidade de sequestro do radical superoxido.

[021] Os hidrolisados oriundos da caseina bubalina sobretudo os
submetidos a agdo da papaina e bromelina apresentam alta capacidade de
sequestrar o radical superoxido. Os hidrolisados obtidos pela agéo da tripsina e
protease alcalina apesar da baixa capacidade de sequestro mantiveram certa
afinidade com essa molécula apresentando um poder de eliminacéo razoavel de

eliminacao do radical.

[022] Os hidrolisados derivados da hidrélise por protease alcalina
apresentaram capacidade de eliminacao desse radical superior a 60% a partir

de 2horas de hidrdlise alcancando seu maximo as 8 horas (83,57%).
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[023] Os hidrolisados obtidos pela acdo de bromelina e papaina
apresentaram maxima atividade de sequestro desse radical decorridas 6h de

hidrolise, ndo apresentando essa capacidade em todos os hidrolisados.

[024] Os consumidores tem despertado o interesse por alimentos que
desempenham papel funcional no organismo diversos estudos farmacoldgicos
tem demonstrado que existe uma associagao entre o consumo de antioxidantes
naturais e a diminuicdo do risco de desenvolver patologias degenerativas. Os
hidrolisados derivados da caseina do leite de bufala apresentaram atividade de
eliminacdo do radical ABTS superior a 90% em todos os tempos de hidrélises
pela agcdo das diferentes enzimas, demostrando uma alta capacidade

antioxidante.

[025] Em relacdo a atividade de eliminacdo do radical DPPH a protease
alcalina, ndo foi capaz de liberar peptideos bioativos apropriados para eliminar
esse radical, entretanto, é possivel verificar que a bromelina e a papaina séo
capazes de hidrolisar em pontos que liberam fragmentos proteicos capazes de
sequestrar e eliminar esse radical demostrando atividade maxima de 30,59% aos
60 minutos de hidrolise e 33,26% decorridos 2horas de agdo enzimatica. A
tripsina apresentou capacidade de catalisar as ligacbes peptidicas e liberar
fragmentos proteicos capazes de sequestrar o DPPH apdés 60 minutos de
hidrolise cessando essa capacidade nos hidrolisados obtidos em 8horas de

hidrdlise.

[026] Os antioxidantes naturais tém como principal vantagem em relacao
aos antioxidantes convencionais o fato dos primeiros ndo apresentarem uma
legislacdo que restringe o uso podendo ser utilizados tanto para aumentar o
tempo de vida de prateleira de diversos produtos como quanto em alimentos

funcionais.

[027] O uso de bromelina, tripsina, protease alcalina e papaina mostram-
se eficientes e de baixo custo no processo de obtencédo de hidrolisados proteicos
antioxidantes podendo ser empregadas nos mais diversos setores das industrias
alimenticias e farmacéuticas, obtendo produtos que devido a sua diversidade

tecnolégica garante produtos de baixo custo e de grande valor biologico
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acarretando em um maior valor agregado e em despertar o interesse do

consumidor preocupado com sua saude.

REIVINDICACOES

1. “METODO PARA OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS
ANTIOXIDANTES OBTIDOS A PARTIR DA CASEINA DO LEITE
BUBALINO” caracterizado por um processo de obtencao do hidrolisados
de caseinato de sodio, a partir de precipitado de leite bubalino,
solubilizado em meio aquoso e hidrolisado utilizando proteases.

2. “METODO PARA OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS
ANTIOXIDANTES OBTIDOS A PARTIR DA CASEINA DO LEITE
BUBALINO”, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato
de consistir na obtencao de caseinato de sodio a partir de leite bubalino,
utilizando utilizado ciclos de precipitacdo e solubilizacdo com acidos e

base forte.

3. “METODO PARA OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS
ANTIOXIDANTES OBTIDOS A PARTIR DA CASEINA DO LEITE
BUBALINO”, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pelo
processo de obtencédo dos hidrolisados empregando caseinato bubalino e
a hidrolise empregando a relacdo enzima substrato de 1:100 v/ivem um

periodo de hidrélise de até 8 h.

4., “METODO PARA OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS
ANTIOXIDANTES OBTIDOS A PARTIR DA CASEINA DO LEITE
BUBALINO”, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelas
proteases utilizadas no processo de hidrolise compreenderem bromelina,

papaina, tripsina e protease neutra.
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RESUMO

“METODO PARA OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS
ANTIOXIDANTES OBTIDOS A PARTIR DA CASEINA DO LEITE BUBALINO”.
Esta invencdo descreve um método de obtencdo de hidrolisados proteicos
multifuncionais oriundos do caseinato bubalino submetidos a protedlise
empregando bromelina, papaina, tripsina e protease neutra. Tendo esses
hidrolisados proteicos apresentando potencial biolégico em relacdo a
capacidade antioxidante de eliminacdo de DPPH, ABTS, superoxido e hidroxila,
bem como de quelar os ions ferro e cobre in vitro com potencial aplicagdo na
industria alimenticia e farmacéutica, alimento funcional, suplemento alimentar ou

desenvolvimento de farmaco, respectivamente.
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