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PREFACIO

O estudo desta dissertagao de Mestrado em Ciéncias Biomédicas foi elaborado e pensado para
a fabrica Unileite, na continuidade de um trabalho prévio efectuado no ambito do programa
Estagiar L. Como a fabrica em questdo pretendia desenvolver uma nova gama de produtos
lacteos, nomeadamente leites funcionais, sugeriram a Universidade dos Agores, em concreto
ao Laboratorio de Tecnologia Alimentar, que providenciasse toda a parte cientifica para o
desenvolvimento e criacio de um leite funcional de facil digestdo. A analise das
caracteristicas funcionais do produto obtido (concretamente o efeito anti-hipertensivo) surgiu
na sequéncia de um projecto de Empreendedorismo Jovem (DRAIC) proposto pela Unileite

em parceria com a Universidade dos Agores e aprovado em Margo de 2010.
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RESUMO

O leite representa um componente importante na dieta humana com elevado valor
nutritivo. As alergias alimentares associadas a ingestao de leite tém-se tornado um problema
emergente na sociedade. Com efeito, surgem cada vez mais no mercado produtos funcionais
derivados ou a base de leite como forma de reduzir a incidéncia de pessoas com intolerancia
as proteinas do leite de vaca. Deste modo, o objectivo principal do presente trabalho incidiu
sobre o desenvolvimento de uma metodologia para a criacdo de um novo tipo de leite
modificado/funcional (a partir de leite cru desnatado) para individuos intolerantes as caseinas,
utilizando uma enzima proteolitica vegetal adequada para a sua modificagdo, nomeadamente a
bromelaina. Foi pois desenvolvido um método de separagdo e quantificagdo das principais
proteinas do leite bovino, pequenos péptidos e aminoacidos livres, por cromatografia liquida
de alta pressao (HPLC), tendo sido analisadas amostras de leite cru desnatado e de leite magro
e meio gordo ultrapasteurizado (UHT) com o objectivo de comparar o grau de hidrdlise das
mesmas. Numa segunda fase do trabalho, o leite modificado (sem e apds dialise) foi analisado
in vitro no sentido de averiguar o seu possivel efeito no controlo da hipertensdo pela inibig¢ao
da enzima conversora da angiotensina (ACE). Os tipos de leite analisados apresentaram
diferengas em termos de inibicdo da ACE sendo que o leite UHT registou uma inibi¢ao
proxima dos 50% e o leite cru desnatado inferior a 20%. A curva de Lineweaver-Burk
efectuada revelou que os péptidos do leite modificado comportam-se como inibidores nao
competitivos. Por ultimo, o leite meio gordo UHT modificado foi submetido a um painel
sensorial com o intuito de testar as suas caracteristicas organolépticas e a sua aceitagdo junto
de potenciais consumidores. Os resultados obtidos foram muito positivos pois 86% das
pessoas inquiridas consideraram o leite modificado agradavel relativamente ao leite
convencional. A criagao de um leite funcional a partir de leite cru desnatado ¢ possivel. Este
novo produto serd uma mais valia para a Regido, ndo sd por representar um conceito
inovador, mas também pelo facto de manter as caracteristicas do leite ao contrario das outras
formulas existentes no mercado. Certamente, serdo necessarios mais estudos para que este
produto seja passivel de aplicar na industria tendo em consideracao os requisitos de producao
da fabrica onde sera implementado. Além disso, serd fundamental avaliar este tipo de leite

funcional in vivo como uma férmula hipoalergénica e hipotensiva.
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SUMMARY

Milk represents an important component in human diet with high nutritional value.
Food allergies associated to milk intake have become a sinking problem in society. Indeed,
functional products derived or based on milk are been introduced in the marked as a form of
reducing the incidence of people with intolerance to cow’s milk protein. Thus, the main aim
of the present work was to develop a methodology for the production of a new
functional/modified milk (from skimmed raw milk) for casein intolerant persons, using a
proteolytic enzyme to its modification, namely bromelain. For this purpose, it was developed
a methodology, for the appropriate separation and quantification of the major bovine milk
proteins, small peptides and free amino acids, using high-pressure liquid chromatography
(HPLC), in which skimmed raw milk, ultra high temperature (UHT) skim and half skimmed
milk samples were analyzed to compare the degree of hydrolysis between them. In the second
taske of the work, the modified milk (with and without dialysis) was analyzed in vitro in order
to find out it’s possible effect on blood pressure by inhibiting the angiotensin converting
enzyme (ACE). The types of milks analyzed had differences in the inhibition of ACE, the
UHT modified milk had a inhibition closer to 50% and the raw skim milk less than 20% in
comparison to non-modified UHT and raw milk, respectively. The Lineweaver-Burk plot
made show that the modified milk peptides act as a non-competitive inhibitors. At last, the
half-skimmed UHT milk was submitted to a sensorial analysis panel with the purpose to
verify the organoleptic characteristics and the acceptance of the functional milk in potential
consumers. The results obtained were very positive since 86% of the participants found a
pleasant taste in the modified milk in comparison with conventional UHT milk. This new
product will be an additional gain to the Region of Azores, not only because it represent an
innovative concept, but also by the fact that this functional milk preserves the characteristics
of the milk unlike other formulas in the marked. Certainly, more studies will be necessary to
improve this new milk formula to industrial production, taking into account the requisites of
the factory which will be implemented. Furthermore, it is crucial to evaluate this modified

milk in vivo as hypoallergenic and hypotensive milk formula.
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leite ¢ um alimento com um elevado valor nutritivo tendo como componentes

mais importantes as caseinas (representando ~80% das proteinas do leite) — -

caseina (B-CN), K-caseina (x-CN), ag;-caseina (as;-CN) e agsp-caseina (og-CN) —
e as proteinas do soro (~20%) — B-lactoglobulinas A ¢ B (B-Lg A e B-Lg B), a-lactoalbumina
(a-La), albumina do soro bovino (BSA) e imunoglobulinas (Ig) (Walstra & Jenness, 1984;
Mier et al., 2007).

As proteinas mais abundantes do leite, nomeadamente as caseinas e a B-Lg, sdo
responsaveis por inumeras reacgdes imunologicas (Sampson, 1999). H4 autores que apontam
estas proteinas como os principais componentes alergénicos para os seres humanos (Docena
et al., 1996; Restani et al., 1999). A alergia as proteinas do leite bovino, ou também designada
intolerancia as caseinas, constitui a causa mais comum de alergia alimentar nas criancas
(Curciarello et al., 2008), afectando, possivelmente, mais de 15% das mesmas (Brill, 2008). O
unico tratamento para este tipo de alergia ¢ a remog¢do completa do leite bovino da
alimentacdo ou a sua substituicao por férmulas parcialmente hidrolisadas, como por exemplo,
as formulas de soja ou produtos com caseinas parcialmente digeridas. As formulas a base de
soja sdo amplamente utilizadas, contudo, ja ocorreram casos de intolerancia a soja, entre 15 a
40% das criangas com alergia as proteinas do leite (Curciarello et al., 2008).

A aplicacao de modificagcdes de origem enzimatica a alimentos proteicos tem sido um
tema muito debatido hd algumas décadas (Nakai & Li-Chan, 1989). Existem no mercado
mundial férmulas que incorporam proteinas hidrolisadas de leite de bovino, para satisfazer
consumidores especificos (Brill, 2008). Com efeito, a criacdo de um leite funcional na Regido
Autonoma dos Agores, com caseinas parcialmente hidrolisadas, pode-se tornar de extrema
importancia, dado o elevado niimero de criangas e idosos com problemas face a ingestdo de
produtos lacteos e seus derivados. Trata-se de um produto praticamente inexistente na regiao
e em Portugal Continental, ao qual esta subjacente um conceito inovador.

Estudos epidemiologicos tém demonstrado que a pressao sanguinea elevada constitui
um factor de risco importante para o enfarte e doengas corondrias. Muitos sdo os produtos
nutricionais e funcionais associados a uma diminuicdo da pressdo sanguinea, como por
exemplo suplementos de L-arginina, acido clorogénico, cha, alho, cebolas, gengibre, leite
fermentado, proteinas e péptidos de soja. Diversos estudos estabelecem uma relagdo directa
entre a ingestdo de leite e a redug@o da pressdo sanguinea. Os péptidos poderdo ser benéficos
para a hipertensdo ao inibirem a enzima conversora da angiotensina (ACE), impedindo assim
a conversdo da angiotensina I em angiotensina II, que representa um potente vasoconstritor

(Chen et al., 2009).
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Nesta dissertagdo de mestrado, estruturada em cinco secc¢des, pretende-se descrever
nos capitulos introdutorios seguintes, de forma pormenorizada mas nao muito exaustiva, (1) o
leite e suas propriedades, (2) a intolerancia ou alergia ao leite bovino, que afecta um grande
numero de criangas, € o papel dos hidrolisados proteicos como alternativa as proteinas do
leite, (3) a utilizacdo de enzimas proteoliticas para a obten¢do dos referidos hidrolisados e (4)
as propriedades funcionais dos péptidos resultantes da hidrdlise das proteinas do leite,
nomeadamente, no que respeita ao controlo da hipertensdo. A segunda sec¢ao refere-se as
metodologias desenvolvidas para: modificar parcialmente as caseinas do leite bovino através
de uma enzima proteolitica vegetal, monitorizar o processo, averiguar o efeito anti-
hipertensivo do leite obtido e respectivas fraccdoes e avaliar a aceitabilidade do leite
modificado. Na terceira sec¢do apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos com o
trabalho experimental desenvolvido. Nas seccdes quatro e cinco enumeram-se,

respectivamente, as conclusdes deste trabalho e as perspectivas de trabalho futuro.
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Capitulo 1

Leite
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consumo humano de leite de origem animal, principalmente de vaca, cabra e

ovelha, comecou ha 11.000 anos com a domesticacdo do gado em especial no

Oriente Médio, impulsionando a Revolugdo Neolitica. Durante a Antiguidade e a
Idade Média, o leite era consumido fresco ou na forma de queijo, por ser dificil a sua
conservagdo. A Revolucdo Industrial na Europa, trouxe a possibilidade de transportar o leite
fresco de zonas rurais as grandes cidades, gragas a melhorias no sistema de transportes € na
industria do processamento do leite, como por exemplo a pasteurizagdo, sugerida para ser
usada no leite por Franz von Soxhlet' em 1886. Estas inovagdes possibilitaram que o leite
ganhasse um aspecto mais saudavel, tempos de conservacao mais previsiveis e processamento
mais higiénico (Pereira et al., 2006). Na primeira metade do século XX, estudos nutricionais
mostraram que o leite fornece cerca de 66 kcal por 100 g, constituindo um alimento completo
e adequado para o consumo humano, rico em nutrientes importantes, tais como vitaminas,
minerais e aminoacidos essenciais para o crescimento dos organismos (Maijala, 2000).

O leite ¢ um fluido quimica e biologicamente complexo contendo uma grande
variedade de constituintes, sintetizados no interior da glandula maméria, e possuindo
caracteristicas fisicas unicas. O leite bovino tem uma densidade média de 1,032 g/cm’ sendo
constituido maioritariamente por agua, proteinas, hidratos de carbono e lipidos com elevada
importancia nutricional e tecnoldgica. Presentes em menores quantidades surgem
componentes minerais, nomeadamente, os ides célcio, sddio, potassio, magnésio e cloro,
compostos soliveis em agua e em lipidos, transferidos directamente do plasma sanguineo,
nomeadamente, proteinas do sangue, vestigios de enzimas e outros intermedidrios sintetizados
na glandula (Banks & Dalgleish, 1990). A secrecao lactea obtida dias antes e depois do parto
denomina-se por colostro. Trata-se de uma forma de leite naturalmente enriquecida com
nutrientes fundamentais para o sistema imunologico, crescimento e desenvolvimento das crias
nos primeiros dias de vida dos mamiferos. Este fluido bioldgico tem um enorme potencial
para o tratamento de determinadas doencas, tais como: doengas cardiovasculares, diabetes,
diminui¢do dos niveis de colesterol, poliomielite, artrite reumatoide, etc (Uruakpa et al.,
2002). Os componentes proteicos do leite podem ser divididos, de acordo com a sua
solubilidade a pH 4,6 a 20 °C, em caseinas, que representam 80% das proteinas do leite, e em

proteinas do soro (20%) (Walstra & Jenness, 1984; Veloso et al., 2002).

'Franz von Soxhlet (1848-1926) — Quimico e microbiologista alemdo responsivel pela aplicagdo da
pasteurizagdo do leite como forma de conservagdo e pela invengdo do sistema de extracgdo conhecido pelo seu
nome (Soxhlet) (wikipédia, 2009).
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1.1. Constituintes proteicos principais do leite
1.1.1. Proteinas do soro

As proteinas do soro representam a parte aquosa do leite ou soro derivado da
separacdo do coagulo que resulta da precipitagdo das proteinas do leite por enzimas
proteoliticas ou acidas (Zadow, 1994). As proteinas do soro, soliveis a pH 4.6, sdo
constituidas na sua maioria pelas -Lg A e B e a-La, surgindo na propor¢do 3:1 (w/w). A
BSA e a Ig também sdo consideradas proteinas do soro (Walstra & Jenness, 1984). Alguns
estudos pré-clinicos em roedores sugerem que as proteinas do soro podem influenciar a
producdo de glutatido e, por conseguinte, possuir propriedades anti-inflamatérias e
anticancerigenas. No entanto, ndo existe informag¢ao detalhada sobre o efeito destas proteinas
em humanos (Hakkak et al., 2001; Xiao et al., 2006).

As proteinas do soro poderdo ser de grande interesse para a saide humana pois podem
representar formulas nutricionais simples para prevencao de problemas cardiacos ou
suplementagdo para diversas doencas (Krissansen, 2007). As proteinas do soro sdo
comercializadas nas mais diversas formas, sendo vistas como uma fonte importante na
comunidade consumidora de suplementos nutricionais (Marshall, 2004). Apesar de existirem
referéncias a alergias provocadas por proteinas do soro, as alergias mais comuns sao

provocadas por caseinas (Wal, 2004; Burks et al., 2001).

Figura 1 — Suplementos alimentares a base de proteinas do lactosoro

As proteinas do soro contém todos os aminoacidos essenciais, apresentando elevadas
concentragdes quando comparadas com outras fontes proteicas de origem vegetal como o
milho, trigo, soja ou o gliten (Marshall, 2004). De acordo com Balbis et al. (2009) e Anthony
et al. (2001), as proteinas do soro contém uma maior concentragdo dos aminoacidos de cadeia
ramificada leucina, isoleucina e valina. Estes aminoacidos, particularmente a leucina, sao

factores importantes no crescimento e reparagdo dos tecidos. As proteinas do soro também
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sd0 mais ricas em aminoacidos que contém enxofre (cisteina e metionina) do que as caseinas,
o0 que sugere que aquelas poderdo estar envolvidas no equilibrio oxidativo dos organismos.

No passado, o soro do leite era considerado um desperdicio sendo depositado nos rios
ou nas terras. Sao estimados que anualmente sejam produzidas 600.000 toneladas de proteinas
do soro em todo o mundo. A pressdo exercida pelos ambientalistas junto das industrias fez
com que, actualmente, o soro seja considerado uma matéria-prima rentadvel para o
desenvolvimento da industria alimentar mundial (Zadow, 1994). Na Regido Autonoma dos
Acores, o aproveitamento do soro do leite ndo atinge os 5%, o que representa uma enorme
fonte de polui¢do, sendo que o desperdicio ronda as mil toneladas de soro do leite e o seu
destino, maioritariamente, o esgoto (Baptista et al., 1998). E incompreensivel que numa
conjuntura economicamente dificil, as industrias de lacticinios regionais ndo sejam capazes de
olhar para o soro do leite como uma matéria-prima, mas sim como um problema que deve ser
eliminado ao mais baixo custo possivel.

As proteinas do soro representam um tema aliciante e muito explorado nas mais
diversas areas. Nao obstante, este ndo constitui um objectivo desta dissertagdo de mestrado,

deste modo, ndo ird ser aprofundado.

1.1.2. Caseinas
1.1.2.1. Propriedades quimicas e variantes genéticas

As caseinas, fonte primordial de calcio, fosfato e aminoacidos necessdrios para o
crescimento e energia de todos os mamiferos, tém sido utilizadas comercialmente ao longo do
século XX em diversas aplicagdes, nomeadamente na industria alimentar, cosmética e
farmacéutica (Veloso et al., 2002; McMahon et al., 2008; Liu et al., 2009). As caseinas,
componentes proteicos mais importantes do leite, sdo uma mistura heterogénea de varias
proteinas individuais, com diferentes propriedades sendo definidas em termos quimicos como
proteinas insoluveis a pH 4.6. Sdo formadas pela as;-CN, 0s,-CN, B-CN e k-CN e ocorrem na
propor¢do 4:1:4:1 (w/w/w/w), respectivamente, com um ponto isoeléctrico médio de 4.8
(Walstra & Jenness, 1984; Liu et al., 2009).

As caseinas sao moléculas relativamente pequenas, apresentando uma elevada
hidrofobicidade (B > k > as; > asz) e distribui¢do irregular da carga e polaridade dos seus
aminoacidos (Fox, 1989). Um resumo da composi¢do em aminoacidos das caseinas e carga
esta apresentado nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. As as-CN e a B-CN distinguem-se pelo

- n + . , .
facto de precipitarem na presenca de ides Ca”", contudo existem também diferencas entre elas.
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Com o aumento da concentracdo de Ca’", a ag;-CN tende a agregar-se em aglomerados com
tamanho inferior a 6 unidades, enquanto que a B-CN, que ¢ mais hidrofobica, em condi¢des
semelhantes forma agregados com cerca de 30 unidades. A k-CN parece ser a mais
estruturada das caseinas ndo precipitando na presenca de ides Ca®". A sua estrutura pode ser
dividida em dois péptidos, nomeadamente, a para-k-CN e o glicomacropéptido. O primeiro
péptido € composto por 105 aminoacidos e tem elevada hidrofobicidade, porém, o segundo ¢
mais hidrofilico sendo constituido por 64 residuos. A clivagem da k-CN nos seus péptidos
constituintes pode ser feita pela quimosina, enzima sintetizada pelos ruminantes, que
adicionada ao leite leva a formacao do “coalho” pela destabilizagao das micelas constituindo,
deste modo, a primeira etapa na formacao do queijo. O glicomacropéptido € soluvel em agua,
pertencendo a composi¢do do soro, enquanto que a para-k-CN precipita em conjunto com as

restantes caseinas (Fox, 1989; Banks & Dalgleish, 1990; Creamer et al., 1998).

Tabela 1 — Composi¢do em aminoacidos das principais caseinas em moles/moles de proteina (Banks &
Dalgleish, 1990)

Aminoacidos og-CN as,-CN B-CN K-CN
Lisina 14 24 11 9
Histidina 5 3 6 3
Arginina 6 6 4 5
Acido Aspértico * 15 18 9 11
Trionina 5 15 9 14
Serina 16 17 16 13
Acido Glutamico ° 39 40 39 27
Prolina 17 10 34 20
Glicina 9 2 5 2
Alanina 9 8 5 15
Valina 11 14 19 11
Metionina 5 4 6 2
Isoleucina 11 11 10 13
Leucina 17 13 22 8
Tirosina 10 12 4 9
Fenilalanina 8 6 9 4
Triptofano 2 2 1 1
Cisteina 0 2 0 2
Fosforina 8 11 5 1

* Inclui asparagina; " Inclui fosfoserina; ¢ Inclui glutamina

O conteudo das caseinas varia entre 24-29 g/I. de acordo com a raga, o periodo de
lactacdo e tempo de ordenha (Southward, 1994), podendo alterar-se consoante as variantes

genéticas do bovino (Walstra & Jenness, 1984). Essas variantes genéticas ou polimorfismos
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foram demonstrados pela primeira vez, por electroforese, na B-Lg por ocorréncia de uma
substitui¢do na sequéncia de aminoacidos originando uma alteracdo na carga da proteina. A
frequéncia destas variantes genéticas depende, igualmente, da raca e da espécie bovina. As
substitui¢des que levam a altera¢des na carga da proteina sdo consideradas variantes genéticas
e, por conseguinte, mais facilmente detectdveis. Por outro lado, substituicdes que ndo
provocam alteragdes na carga da proteina ndo sdo detectdveis por electroforese mas nao
significa que ndo sejam comuns (Fox, 1989). A frac¢do proteica conhecida por y-caseina
encontra-se invariavelmente presente no leite bovino devendo-se a sua existéncia a protedlise
pos-traducional da B-CN. A degradacdo desta caseina resulta na ja referida y-caseina e nas
protease-peptonas do leite. Na Tabela 2 estdo apresentadas as diferentes variantes genéticas

das caseinas, tamanho molecular aproximado e carga eléctrica a pH 6.6.

Tabela 2 — Caseinas do leite bovino, peso molecular, suas variantes genéticas e carga (Banks & Dalgleish, 1990;
Fox, 1989)

e Tamanho molecular . "
Familia aproximado (Daltons) Variantes genéticas Carga a pH 6.6

Og1-caseina 23614 A, B,C,D -20.9
Ogp-caseina 25320 A, D -13.2a-18"
B-caseina 23983 A', A, A’ B,C,D,E -12.3
K-caseina 19023 A B -3.9
20500 A', A’ A’ B -
y-caseina® 11900 A’ A* B -
11600 A, B -

* Varia consoante a quantidade de fosforo existente na caseina
®Resultante da degradagdo da p-caseina por ac¢do da plasmina (proteinase alcalina)

1.1.2.2. Estrutura das micelas de caseinas

No leite, aproximadamente 95% das caseinas existem na forma de complexos
proteicos, denominados micelas, que consistem em aglomerados de caseinas, céalcio, fosfato
inorganico e citrato, que apesar de variarem em tamanho, acredita-se que a sua estrutura seja
semelhante entre espécies (McMahon et al., 2008). As proteinas na micela estdo agregadas
por interac¢des ndo covalentes, surgindo numa forma muito estavel (Veloso et al., 2002). As
propriedades tecnologicas do leite sdo fortemente influenciadas pela estabilidade das micelas
de caseina, conferida pela k-CN em associag¢io com o Ca®’, o Mg”" e os respectivos fosfatos

(Banks & Dalgleish, 1990; Creamer et al., 1998).
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A estrutura detalhada das micelas continua a ser, de certo modo, um assunto
controverso (Cucheval et al., 2009). A sua estrutura ¢ investigada ha mais de 50 anos, tendo
sido propostos varios modelos e revisdes ao longo dos anos (McMahon et al., 2008). As
micelas de caseina sdo particulas com um raio médio de cerca de 100 nm, que podem conter
varios milhares de moléculas de caseinas. A estrutura interna das micelas ndo estd muito bem
estabelecida (Banks & Dalgleish, 1990). Diversos sdao os modelos propostos para explicar a
estrutura das micelas, contudo, de acordo com McMahon et al. (2008) estas ndo apresentam
uma estrutura classica. Um modelo mais simplista, como se pode constatar na Fig. 2, sugere
que o interior da micela ¢ hidrofobico, composto pela as;-CN, as,-CN e B-CN, rodeadas por
uma carga hidrofilica e por uma camada difusa que estabiliza a micela através do equilibrio

gerado pelo fosfato de célcio e pela k-CN (Banks & Dalgleish, 1990; Liu et al., 2009).

B C D E

(A — submicela; B — cadeias salientes; C — fosfato de calcio; D — k-CN; E — grupos fosfato)

Figura 2 — Micela de caseina (modelo simplista)

Um modelo alternativo representa as micelas como um agregado de submicelas, que

por sua vez estdo ligadas a outras moléculas de caseinas formando um aglomerado (Fig. 3).

B C D E

(A — submicela; B — cadeias salientes; C — fosfato de calcio; D — k-CN; E — grupos fosfato)

Figura 3 — Micela de caseina (modelo alternativo)

Nenhum dos modelos, referidos anteriormente, explica o papel do fosfato de calcio.
Estudos mais recentes t€ém sugerido que o fosfato de célcio e as caseinas, nomeadamente og;-

CN, 0s2-CN e B-CN, estdo ligados pela participacdo dos residuos fosfoserina na estrutura do
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fosfato de célcio tornando-se, por isso, num modelo mais aceite (Banks & Dalgleish, 1990;
McMahon et al., 2008). Dado o elevado conteudo em residuos fosfoserina, o interior
hidrofobo das micelas liga-se fortemente a catides, principalmente ao Ca’" ¢ Mg®" mas
também ao Zn’". Esta ligacio ¢, em termos nutritivos, muito importante pois leva a
neutralizacdo da carga, agregagao e precipitagdo da micela (Fox, 1989).

McMahon et al. (2008) propuseram um novo modelo estrutural das micelas de caseina
com base em resultados obtidos por microscopia de transmissdo electronica (Fig. 4). Este
novo modelo engloba ndo s6 as proteinas como também agregados de fosfato de calcio, que
desempenhariam um papel fundamental durante a construgdo das micelas. As micelas surgem,
portanto, como super-estruturas moleculares irregulares que permitem multiplas ligagdes,
nomeadamente, a B-CN e/ou as;-CN que participam no alongamento das cadeias de caseinas;
a as-CN e/ou ag-CN fornecem zonas de ramificacdo da cadeia; a k-CN surge como
terminadora das cadeias ¢ os aglomerados de fosfato de calcio como pontos de interligacao.
Na periferia da micela, algumas cadeias proteicas de «-CN podem-se destacar

individualmente ou como polimeros ligados por pontes de dissulfureto. O niimero destas

protuberancias de k-CN ¢ muito inferior ao postulado por Horne (1984).

Figura 4 — Diagrama esquematico do modelo estrutural da micela de caseina proposto por McMahon et al.
(2008). [A] — Visdo a escala da micela de caseina. [B] — Por¢do da periferia da micela de caseina

Em suma, esta estrutura super-molecular produz uma particula coloidal muito estavel
constituida por milhares ou dezenas de milhares de proteinas e centenas de aglomerados de
fostato de célcio. De acordo com Smith et al. (2004), o fosfato de célcio contabiliza cerca de

7% da massa seca das micelas sendo que quando atingem um diametro superior a 200 nm, e
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10° kDa, contém cerca de 800 aglomerados de fosfato de calcio. Estes numeros levam a uma
razdo de 60 moléculas de proteina por aglomerado de fosfato de célcio.

Segundo McMahon et al. (2008), pontes de hidrogénio e outras interaccoes
electrostaticas comuns nas proteinas poderdo desempenhar um papel importante na
manutengdo da integridade da micela. A multiplicidade de interaccdes e a sua estrutura
conferem as micelas de caseinas uma certa elasticidade e alguma resisténcia a completa
dissociagdo caso alguma das interacgdes seja quebrada. E notério salientar que, ao contrario
dos modelos anteriores, este modelo propde que a introdu¢do de qualquer factor quimico,
como por exemplo alcool, produz alteragdes globais na estrutura da micela e ndo apenas na
sua superficie. Apesar da estrutura estavel e flexivel proposta por McMahon et al. (2008),
inimeros sdo os factores que podem destabilizar esta estrutura e que estdo na génese de
diversos produtos derivados do leite. No subcapitulo seguinte serdo abordadas algumas das
mais importantes modificagdes utilizadas pela industria, bem como os produtos resultantes

dessas alteragoes.

1.1.2.3. Modificacoes quimicas e enzimaticas das proteinas do leite

As micelas de caseinas podem ser destabilizadas por diferentes tratamentos quimicos,
tais como, acidos, solventes organicos (ex. etanol), calor, modificacdo enzimatica, adi¢ao do
iio Ca®" ou uma combinagio destes factores. A destabiliza¢do das micelas por estes factores
resulta na coagulacdo ou gelificagcdo do leite, sendo estas alteragdes utilizadas na criagdo de
diversas gamas de produtos, nomeadamente produtos alimentares, como: o queijo,
suplementos alimentares derivados de caseinas, alimentos para animais, adesivos, entre outros
(Fox, 1989; Southward, 1994). Todavia, a destabilizagao das micelas acarreta uma série de
problemas durante o processamento e armazenamento de certos produtos. Por exemplo,
durante muitos anos tem sido sugerido que as proteinas do soro dissociam-se das caseinas no
leite durante o armazenamento pelo calor induzido no processo de esterilizagdo
(ultrapasteurizacao) do leite UHT (Fox, 1989).

Como referido inicialmente, as caseinas sdo insoluveis a pH 4.6 a temperaturas
inferiores a 20 °C. Na coagulagdo acida, o pH normal do leite diminui por ac¢do de bactérias
lacticas (fermentacdo da lactose em acido lactico) ou pela adicao directa de &cidos, tais como,
o 4cido cloridrico (HCI), ou a utilizacao da glucono-delta-lactona (GDL) que ¢ hidrolisada a
acido glucdnico resultando na diminui¢do do pH (Mulvihill, 1989). Apos a redu¢do do pH

origina-se um precipitado rico em caseinas que pode ser utilizado em diversos processos para
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a produgdo de queijo. As micelas de caseinas podem ser separadas das proteinas do soro
através de ultracentrifugacdo ou ultrafiltracdo, sendo o primeiro mais comum no laboratorio
(Fox, 1989). A secagem das caseinas pode ser utilizada na producao de: leite em p6, formulas
para bebés, suplementos alimentares, alimentos sintéticos (ex. gelatina), gelados e sobremesas
frias, ‘“snacks”, bebidas desportivas, barras alimentares nutricionais, pequenos-almogos
rapidos, produtos farmacéuticos, fibras para o sector téxtil, comida para animais, cosméticos,

entre outros (Southward, 1994; Mulvihill, 1989; Hoffman et al., 2004; Pecnikova et al., 2002).

:CASEIN

o5

Figura 5 — Produtos derivados de caseinas resultantes da precipitagao acida

A forma de destabiliza¢do das micelas de caseinas mais importante a nivel tecnolégico
¢, indubitavelmente, a provocada na k-CN. Este fendémeno ¢ muito utilizado no fabrico de
diversas variedades de queijos e caseina rennet®. A k-CN ¢ extremamente sensivel a enzimas
proteoliticas 4cidas, tais como a quimosina, principal enzima presente no rennet. Enzimas
deste tipo s@o usadas quase universalmente com a denominagdo de rennets. A actuacdo da
quimosina provoca uma clivagem na ligacdo dos residuos 105-106 dos aminoacidos
metionina e fenilalanima da k-CN. Apds a clivagem, o glicomacropéptido constituinte da x-
CN difunde-se na fase aquosa, libertando péptidos contendo carbono, tornando-se, deste
modo, altamente polar. Por conseguinte, as micelas de caseinas perdem a estabilidade
resultando na sua agregacio na presenca do Ca’" a temperaturas superiores a 20 °C (Fox,
1989).

Ha muito que os investigadores defendem que o leite coagula na presenga de etanol.
Este destabiliza o leite pela alteragdo da concentragdo de Ca’* e do pH. As caseinas sdo muito

estaveis a temperaturas elevadas, devido a carga negativa conferida pelos grupos fosfato,

desde que o pH normal do leite (aproximadamente 6.7) nao se altere. Nestas condigdes, as

2 Complexo enzimatico natural, produzido no estdmago dos ruminantes, muito utilizado na produgio de queijo.
O rennet contém diversas enzimas incluindo as enzimas proteoliticas ou proteases, pepsina ¢ a quimosina ou
renina que promovem a coagulacdo do leite (Fox & McSweeney., 2004).
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caseinas podem ser aquecidas até 140 °C (durante 20 minutos) sem coagularem. Contudo,
tornam-se menos estaveis quando se verifica um ligeiro aumento do pH para 6.9. A nivel
industrial estas propriedades sdo utilizadas para a produgdo do leite UHT como forma de
esterilizagdo e durabilidade do produto. De acordo com algumas pesquisas publicadas por
Singh & Fox (1987), ¢ proposto que a k-CN dissocia-se das micelas de caseinas quando
submetidas a temperaturas superiores a 90 °C e pH superior a 6.9, aumentando a sensibilidade
ao Ca’" e reduzindo a estabilidade ao calor. As ligagdes hidréfobas que desempenham um
papel fundamental na associacdo das caseinas a baixas temperaturas ou a temperaturas
ambientes, sdo praticamente inexistentes a temperaturas superiores a 100 °C, deste modo,
verifica-se uma maior tendéncia para a sua agregacao (Fox, 1989).

As enzimas proteoliticas ou proteases sdo amplamente utilizadas para provocar
modificagdes em alimentos proteicos. Estas enzimas catalisam inimeras reac¢des que incluem
fosforilacdo, glicolizagdo, hidroxilagdo, metilagdo e hidrolise. As enzimas proteoliticas tém
sido largamente utilizadas para melhorar as funcionalidades de uma variedade de alimentos
proteicos. No leite, a utilizacdo de enzimas proteoliticas pode originar a quebra de ligagdes
peptidicas e alteracdes na conformagdo molecular das proteinas, resultando péptidos com
propriedades funcionais e tecnologicas que permitem a criagdo de muitos segmentos de
produtos (Nakai & Li-Chan, 1989). O grande problema na utilizagdo da protedlise em
algumas proteinas (incluindo as caseinas) para o desenvolvimento e melhoramento dos
produtos lacteos, ¢ a alteragdo das caracteristicas organolépticas dos mesmos, como por
exemplo a formacdo de péptidos com um sabor mais amargo, particularmente durante o

processo de cura dos queijos (Fox, 1989; Nakai & Li-Chan, 1989; Medeiros et al., 2009).
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s alergias alimentares tém-se tornado, ao longo dos anos, um problema de saude,

econdémico e social. As alergias as proteinas do leite, nomeadamente ao leite

bovino, representam a causa mais comum de alergia na populagdo infantil
(Rozenfeld et al., 2002, Brill, 2008).

O leite contém mais de 50 proteinas, das quais as CN e a B-Lg estdo envolvidas nas
reacc¢des imunologicas mais comuns sendo identificadas como os componentes proteicos mais
alergénicos para os seres humanos (Rozenfeld et al., 2002). O factor principal que esta na
génese deste tipo de alergia ¢ a introdugdo precoce na alimentacdo de substancias que causam
alteracdes no sistema imunitario pois devido ao facto deste estar pouco desenvolvido nao
possui, ainda, a capacidade de tolerar este tipo de proteinas (Rozenfeld et al., 2002; Brill,
2008). Os sintomas mais frequentes sdo muito semelhantes a qualquer reaccao alérgica, desde
erupgdes cutdneas, como a urticaria, problemas respiratorios, gastrointestinais, entre outros.
Estes sintomas podem provocar alteragcdes no comportamento (choro, ma disposicao, birra,
etc.) e a falta de apetite visivel sobretudo em criangas (Brill, 2008). O tratamento
recomendado para as alergias as proteinas do leite bovino ¢ a sua elimina¢do da alimentacdo
e/ou substituicdo por leites de diferentes mamiferos, formulas a base de soja, aminoacidos ou
formulas com proteinas do leite parcial ou extensamente hidrolisadas. A introducdo destes
produtos ocorre, especialmente, em recém-nascidos que apresentam uma predisposicao clinica
ou que esporadicamente desenvolvem alergias ao leite bovino, quando a amamentagdo nao ¢
possivel e/ou inadequada durante a fase de crescimento (ASSA, 1997). Acredita-se que a
amamenta¢do, ou a sua auséncia, estd relacionada com o desenvolvimento de doencas
atopicas®. Estudos defendem que o leite materno possui um factor protector contra uma
enorme variedade de disturbios. Todavia, existe alguma controvérsia no que respeita a asma e
a alergia na infancia. Pesquisas recentes sugerem que a amamentacdo aumenta o risco de
asma, doengas atopicas ou até mesmo alergias em idades mais avangadas (Elliott et al., 2008).
De acordo com Elliott et al. (2008), esse aumento verifica-se somente em crian¢as com
historia familiar de doenga atdpica. Ha indicios de que a alimentagcdo de uma crianca recém-
nascida com formulas extensamente hidrolisadas até aos 6 meses diminui a incidéncia de

doengas atdpicas, incluindo eczema e asma (Miniello et al., 2008).

*Doenca atépica — Predisposigio genética para o desenvolvimento de reac¢des de hipersensibilidade contra
antigenes ambientais. A manifestacdo clinica mais comum ¢é a renite alérgica, dermatite atdpica, asma e
ocorréncia de alergia alimentar (Dorlands Medical Dictionary, 2009).
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2.1. Hidrolisados proteicos

Ao longo dos tempos tém-se desenvolvido formulas com proteinas do leite bovino
parcialmente hidrolisadas, no sentido de colmatar alguns inconvenientes, como: o sabor mais
amargo ¢ o elevado custo dos produtos extensamente hidrolisados e, ainda, o facto de nao
estarem disponiveis de forma generalizada (ASSA, 1997). Como alternativa ao leite bovino,
surgem as formulas com soja que sdo, actualmente, muito utilizadas a nivel comercial.
Todavia, j& foram registados alguns casos de alergia a soja por 15 a 40% das criangas com
intolerancia as proteinas do leite bovino, além de que a soja ndo substitui por completo as
propriedades funcionais dadas pelo leite (Curciarello et al., 2008; Potier & Tome, 2008).

Diversos estudos tém demonstrado que os hidrolisados proteicos do leite apresentam
uma composi¢cdo em aminoacidos equivalente as proteinas do leite nativo bem como uma
digestibilidade igual ou superior ao mesmo (Estrada-Reyes et al., 2006).

Uma enorme diversidade de hidrolisados proteicos de leite bovino tém sido utilizados
na criagdo de formulas especiais para criancas, variando na composicao relativa dos
aminoacidos, nas propriedades funcionais (componentes extra adicionados) e no grau de
extensdo da hidrdlise (Tabela 3). Estas formulas podem ser extensamente ou parcialmente
hidrolisadas consoante as modificagdes pretendidas e as necessidades do consumidor alvo,
que devera ser medicamente aconselhado antes de consumir estes produtos (Koletzko et al.,
2005). A maioria destas formulas modificadas sdo produtos de origem farmacéutica que se
encontram disponiveis no formato de leite em pd, com necessidade de prescricdo médica, uma
vez que sao utilizados sobretudo em recém-nascidos e criangas (Rosendal & Barkholt, 2000;
Pedrosa et al., 20006).

As formulas parcialmente hidrolisadas sdo tipicamente utilizadas na prevencdo de
alergias enquanto que as formulas extensivamente hidrolisadas sdo preferidas para tratar a
alergia ao leite de vaca em criangas. As férmulas extensamente hidrolisadas de caseinas sdo
recomendadas como o principal substituto para o leite humano no tratamento de alergias ao
leite bovino e na prevengio de doengas atopicas em criangas com elevado risco. E de referir
que se deve evitar a utilizagdo de formulas parcialmente hidrolisadas, principalmente a base
de proteinas de soro, em criangas diagnosticadas com alergia ao leite bovino devido ao registo
de algumas reac¢des mais severas nestas criangas, além de que algumas formulas contém
lactose ndo sendo, por isso, recomendadas a criangas intolerantes a lactose (ASSA, 1997;

Miniello et al., 2008).
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Tabela 3 — Formulas de hidrolisados proteicos. Caracteristicas e valores de mercado

Produto

Descricao

Custo (€/Kg)*

Nutramigen ¢ uma foérmula hipoalergénica, com caseinas
extensamente hidrolisadas, para bebés com sensibilidade
as proteinas do leite ou soja. E efectivo nas colicas e
outros sintomas relacionados com a alergia a proteina do
leite.

18.53 €

Pregestimil ¢ uma formula hipoalergénica, com caseinas
extensamente hidrolisadas, enriquecida com ferro, sem
lactose e sacarose. Contém 55% de gordura na forma de
triglicéridos de cadeia media, acido araquidonico e outros
nutrientes encontrados no leite materno.

46.98 €

NAN-HA ¢ uma formula hipoalergénica, com proteinas
do soro parcialmente hidrolisadas. Contém lactose,
maltodextrina, 6leos vegetais, citrato de calcio, fosfato
potassio, cloreto de calcio, citrato de sodio, cloreto de
magnésio, vitaminas, cloreto de so6dio, L-arginina,
inositol, L-histidina, sulfato de zinco, L-carnitina, cloreto
de potéssio, sulfato de cobre, iodeto de potassio.

21.25€

- I3
9

lsche para lactanter
X
NATAL

bt T e it s i

Leite hipoalergénico com péptidos de cadeia curta,
concebido para satisfazer as necessidades nutricionais de
lactentes em risco de alergia. Nutribén deve ser usado
apenas sob orientacdo do médico.

45.48 €

Aptamil ¢ uma férmula com proteinas do soro
hidrolisadas. Contém o6leos vegetais, galactose e
polifrutose, emulsionantes, trifosfato de calcio, cloreto de
potassio, 6leo de peixe, cloreto de magnésio, carbonato de
calcio, cloridrato de colina, acido L-ascorbico e outros
componentes essenciais.

20.99 €

: 1
Nutrilon |

Nutrilon é uma férmula hidrolisada a base de albumina de
soro bovino e gorduras vegetais (girassol, amendoim).
Contém lactose, prébioticos, minerais, vitaminas, lecitina,
selénio, L-arginina, L-histidina e f-caroteno.

18.53 €
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Tabela 3 (cont.)

Produto Descricao Custo (€/Kg)*
Alfaré é uma férmula especial de facil absor¢do a base de
Zﬁ"mﬂa proteinas de soro extensamente hidrolisadas e ultra-
Alfai 3 filtradas. Contém 40% de triglicéridos de cadeia média e ¢
e enriquecida com nucleétidos e anti-inflamatérios. E isenta 17578 €
) — _ de lactose e sacarose. E particularmente indicada para
_

lactentes com diarreia aguda, intolerantes ao leite de vaca
ou de soja e com historia familiar de alergia.

Aptamil Soja, féormula infantil a base de proteina isolada

de soja enriquecida com ferro e L-metionina. Isenta de

sacarose, lactose e proteinas lacteas. Indicado para 3288 €
lactentes desde o nascimento até os 6 meses com

intolerancia a lactose ou em situagdes nas quais for

indicado retirar o leite de vaca da dieta.

Isomil ¢ uma formula a base de soja para recém-nascidos
com diagnoéstico de alergia as proteinas do leite bovino.
Esta isento de lactose e contém diversos minerais, 36.85 €
vitaminas, acidos gordos e aminodcidos essenciais.

Formulas especiais de Isomil possuem um enriquecimento
em O0mega-3 e dmega-6.

*Valores aproximados: Hipermercados Continente online (http://www.continente.pt/); Hipermercados Jumbo
(http://www.jumbo.pt/FrontOffice/ContentPages/JumboNetHome.aspx); Associacdo nacional de farmaécias
(www.anf.pt); Associacdo de farmdcias brasileiras (www.abrafarma.com.br/)

2.2. Inconvenientes dos hidrolisados proteicos

Um dos problemas identificados nas féormulas dos hidrolisados proteicos € a alteragao
do sabor que pode originar uma ingestdo menor de leite contribuindo para o agravamento de
alergias e malnutri¢do. As féormulas parcialmente hidrolisadas possuem um sabor menos
amargo que as extensamente hidrolisadas, por sua vez as de proteinas de soro t€ém um sabor
mais agradavel que as caseinas, devido a reduzida concentragdo de péptidos hidrofébicos e de
menores dimensdes durante a hidrolise (Estrada-Reyes et al., 2006; Pedrosa et al., 2006). O
sabor amargo depende da conformagdo dos péptidos pois apenas uma parte destes interage
com os receptores gustativos (Fig. 6). Alguns autores referem que a frac¢ao 193-201 da B-CN
¢ responsavel pelo gosto amargo dos hidrolisados, por outro lado, outros defendem que este

sabor depende da enzima proteolitica utilizada. Com efeito, os péptidos resultantes da
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hidrélise com uma exopeptidase® podero originar produtos com um sabor mais agradavel

(Pedrosa et al., 2006).

circuvaladas

Veain,
HLgn) _.

Papilas
foliadas

Papilas
fungiformes

Figura 6 — Representagdo esquematica dos receptores gustativos

Pedrosa et al. (2006) realizaram uma analise sensorial a 50 voluntarios saudaveis, do
staff do Hospital Universitdrio de La Paz em Madrid, que se submeteram a uma prova
aleatoria com 12 formulas de leites modificados. Os parametros sabor, textura e aroma foram
classificados numa escala de 1 (pior) a 5 (6ptimo). Os resultados obtidos estao disponiveis na
Tabela 4. Os autores concluiram que as féormulas de soja sdo as que constituem uma melhor
alternativa ao leite normal muito possivelmente devido a adicdo de adocantes e agentes
aromatizantes, por exemplo, a baunilha. Observa-se que o leite parcialmente hidrolisado
apresenta as caracteristicas organolépticas que mais se aproximam do leite normal e que os
hidrolisados de proteinas do leite possuem um sabor menos agradével que os hidrolisados de

origem vegetal.

Tabela 4 — Resultados do teste de palatabilidade efectuado por Pedrosa et al. (2006) a leites modificados

Formula Sabor Aroma Textura Total

Leite bovino convencional 4.10 3.74 4.06 11.9
Hidrdlise parcial do leite 2.78 3.22 3.54 9.54
Hidrolisado parcial de proteinas do soro 1.52 2.26 2.60 6.38
Hidrolisado parcial de caseinas 1.32 2.02 2.40 5.74
Soja 2.80 2.70 2.94 8.44

Hidrolisado das proteinas de soja 2.40 2.40 2.82 7.62
Hidrolisado das proteinas de arroz 2.56 2.64 2.74 7.94

‘Exopeptidase — Enzima proteolitica que actua na regido terminal das cadeias peptidicas (Biassuti, 2006).
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As formulas modificadas ndo fornecem necessariamente os mesmos nutrientes que o
leite normal o que pode, de certa forma, influenciar o desenvolvimento normal das criangas
(Estrada-Reyes et al., 2006). Nao obstante, com base num estudo efectuado por Rosendal &
Barkholt (2000), um niimero significativo de criangas com alergia as proteinas do leite bovino
reage a estas formulas de hidrolise parcial. Através dos resultados obtidos com recurso as
técnicas de filtragdo por gel, electroforese e ELISA’, verifica-se que as formulas parcial e
extensamente hidrolisadas podem conter elementos alergénicos. De acordo com Estrada-
Reyes et al. (2006) tem sido detectado que formulas de hidrolisados proteicos estdo na origem
de elevadas concentracdes de ureia no soro e aminodcidos no plasma sanguineo dado o
elevado nimero de aminoacidos ingeridos. Também foram detectadas disfun¢des no figado
em individuos alérgicos mesmo ndo se verificando sintomas digestivos (Yada et al., 2008).
Contudo, estudos demonstram que criancas alimentadas adequadamente com hidrolisados
proteicos desde os primeiros meses de vida podem crescer e desenvolver-se de forma
saudavel, natural e ultrapassar as alergias com a idade, retomando a ingestao de leite normal
que tem um custo muito menor que os leites modificados (Tabela 3).

Face a alguma controvérsia em torno dos beneficios das propriedades funcionais dos
hidrolisados proteicos, serd imprescindivel uma investigagdo mais objectiva sobre a seguranga
destes produtos sendo, igualmente, necessario melhorar tecnicamente os processos de
producdo para tornar as caracteristicas organolépticas e o custo dos produtos mais aceitaveis

juntos dos consumidores (Stanley et al., 1991).

ELISA — “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” ¢ um teste imunoenzimatico que permite a detec¢ao de
anticorpos especificos no plasma sanguineo (Simersky et al., 2007).
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nzimas proteoliticas ou proteases, como ja mencionadas no final do capitulo 1, sdo

fundamentais do ponto de vista econdmico. Sdo ferramentas que tém sido

utilizadas na medicina e na industria ha varios anos, como por exemplo, no fabrico
de queijo e de cerveja, no amaciamento da carne, na producdo de emulsionantes ¢ no
melhoramento das funcionalidades de uma variedade de alimentos proteicos. Catalisam
ligagdes peptidicas nas proteinas sendo divididas em endopeptidases e exopeptidases de
acordo com a posicao da ligagdo peptidica a ser clivada na cadeia. As primeiras actuam de
preferéncia nas regides internas da cadeia polipeptidica entre as regides N e C-terminal,
enquanto que as exopeptidases actuam somente nas regides terminais das cadeias (Nakai &
Li-Chan, 1989; Pardo et al., 2001; Barrett et al., 2004; Biasutti, 2006).

As enzimas proteoliticas sdo classificadas em seis grupos como se pode verificar na
Tabela 5, de acordo com o respectivo aminoacido no centro activo.

Uma das maiores aplicagdes tradicionais das proteases na inddstria alimentar ¢ a
coagulagdo do leite na producdo e na maturagdo do queijo. Diversas sdo as enzimas
proteoliticas que induzem essa coagulacdo, podendo estas serem de vdarias fontes. A
importancia destas proteases resulta ndo so6 da habilidade para coagular o leite mas também do
grau de protedlise que a enzima ¢ capaz de produzir. As proteases diferem nas propriedades
fisicas e proteoliticas e no facto de serem ou nao adequadas para uma determinada aplicagao
industrial (Tavares et al., 1997; Pardo et al., 2001).

No fabrico de queijo, muitas sdo as enzimas capazes de coagular o leite, no entanto, a
maior parte delas ndo sdo adequadas devido a sua acgdo proteolitica, a perda de gordura do
coalho e desenvolvimento de alteragdes desagradaveis na textura e sabor durante o processo

de cura (Tavares et al., 1997). Inimeras investigacdes tém sido realizadas, ao longo dos anos,

Tabela 5 — Classificagdo das enzimas proteoliticas (Hedstrom, 2002; Barrett et al., 2004)

. . Aminoacido no .
Classificacao . Observacoes
centro activo

Proteases de serina Serina Endopeptidases
Proteases de treonina Treonina Descritas a partir de 1995
Cistei Encontradas em frutos como papaia,
istei isteina o )
Proteases de cisteina Kiwi e ananas
Proteases de aspartato Aspartato Endopeptidases
Proteases de glutamato Glutamato Descritas a partir de 2004
) Maioria sdo dependentes de zinco
Metaloproteases Metal zinco

mas algumas utilizam cobalto
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a diversas proteases de origem microbiana, provenientes de plantas e animais, como possiveis
alternativas ao rennet no fabrico de queijos com diferentes propriedades dado a crescente
dificuldade em encontrar uma enzima natural e adequada oriunda de uma tnica fonte. Com
efeito, um estudo realizado por Tavares et al. (1997) teve como objectivo a extrac¢do de
enzimas do estomago do atum e comparar a sua actividade proteolitica com a do rennet
comercial. Os resultados obtidos demonstraram que a utilizagdo de uma protease extraida do
atum, como substituto do rennet, ¢ vidvel em termos tecnolégicos. E de referir que este é
apenas um exemplo das muitas alternativas naturais que ainda ndo foram devidamente
exploradas. Assim sendo, serio necessarios mais estudos que permitam uma melhor
caracterizagdo e avaliagdao do potencial das proteases na transformacao de alimentos.

Um estudo realizado por Giangiacomo et al. (1991) mostrou ser possivel produzir um
leite mais digerivel aplicando um tratamento enzimatico com uma protease sem que haja
perda das propriedades do leite. Com efeito, ¢ possivel produzir este tipo de leite modificado,
com recurso a diversas proteases, como por exemplo rennet, papaina, tripsina, bromelaina,
entre outras. Na presente dissertacdo de mestrado fez-se um estudo sobre a escolha da
protease que melhor se adequaria na confeccdo deste leite, em termos econdmicos,
organolépticos e tecnologicos. De acordo com as caracteristicas da bromelaina, e pelo facto de
esta poder ser extraida de um subproduto da cultura do ananas dos Acores, foi escolhida para
o estudo e produgdo deste leite modificado. De seguida, apresentam-se algumas propriedades

e caracteristicas desta endopeptidase.

3.1. Bromelaina

Actualmente, a maioria das proteases utilizadas nos processos industriais sdo de
origem microbiana, sendo muitas vezes preteridas por proteases de cisteina (Pardo et al.,
2001). Contudo, na década de 50 do século XX, segundo Heinicke® & Gortner (1957), a
rennet seria a protease mais utilizada, seguida da papaina (extraida da planta da papaia -
Carica papaya), cuja importagdo para os Estados Unidos da América (EUA) oscilava entre
300 e 500 toneladas/ano. A protease ficina era igualmente usada, contudo, deixava um odor
forte e por vezes desagradavel. Nessa altura, os diversos estudos realizados permitiram a
producdo em larga escala da enzima extraida da planta do anands (Ananas comosus — familia

Bromeliaceae), tornando-se uma alternativa vidvel em termos industriais e tecnoldgicos.

R M Heinicke — Investigador do Departamento de Quimica do Instituto de Pesquisa do Ananas que, na segunda
metade do século XX, contribuiu para a evolucdo das pesquisas sobre a bromelaina.
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Heinicke acreditava que a bromelaina extraida da planta do anandas se tornaria na protease
mais utilizada nos EUA nos anos seguintes. Ao logo dos anos, um grande nimero de
diferentes componentes proteoliticos extraidos da toca, fruto e folha do anands, tém sido alvo
de grande interesse por parte de inimeros investigadores. A esta diferente mistura de
proteases, aparentemente sem nenhuma fun¢do no crescimento e desenvolvimento da planta
(Pardo et al., 2001), provenientes de qualquer membro da familia das Bromeliaceae, Heinicke
& Gortner (1957) atribuiram o nome de bromelaina.

No estado bruto, a bromelaina, ¢ formada por diversas enzimas e outros compostos. E
uma mistura de diferentes endopeptidases de sulfidril (SH-EP), enxofre, proteinas digestivas e
outras substancias presentes em quantidades menores, como, a peroxidase, acido fosfatase,
inibidores de proteases e calcio (Gregory, 1996; Baptista & Tavares, 2004).

De acordo com um estudo realizado por Baptista et al. (1999) a bromelaina ¢ resistente
a elevadas temperaturas, possuindo uma maior actividade proteolitica com o aumento gradual
da temperatura sendo, ainda, activa a uma temperatura de 90 °C a qual a maioria das enzimas
sdo destruidas ou desnaturadas. Nao sé a temperatura, como também o pH, influenciam a
actividade proteolitica de muitas enzimas. Alguns estudos sugerem que o pH 6ptimo da
actividade da bromelaina ¢ préximo do neutro. Contudo pesquisas feitas aos componentes
desta protease revelaram que alguns destes apresentam um pH oOptimo entre 4.0 a 4.5,
enquanto que outros possuiam um pH optimo entre 6.5 a 7.0 (Arroyo-Reyna & Hernandez-
Irana, 1995). A actividade proteolitica da bromelaina ¢ igualmente afectada pela concentragao
de NaCl. O aumento da concentragdo deste sal provoca uma diminui¢@o na actividade. Porém,
um aumento na concentragdo de CaCl, resulta num aumento da actividade da referida
protease, culminado na coagulagdo do leite pelo incremento na concentragio do Ca*" e

consequente diminui¢do do pH (Baptista et al., 1999).

3.1.1. Propriedades terapéuticas da bromelaina

O ananas tem sido utilizado como planta medicinal em diversas culturas nativas sendo
que um dos seus principios activos, a bromelaina, ja ¢ conhecida quimicamente desde 1876. A
bromelaina foi introduzida como componente terapéutico em 1957, quando Heinicke
encontrou elevadas concentragdes desta protease na toca do ananas (Gregory, 1996). Nos anos
subsequentes, verificou-se um crescente aumento no interesse nos seus efeitos farmacolédgicos
e fisiologicos. A bromelaina tem sido usada em diversas aplicagdes clinicas hd mais de 45

anos. Apesar do seu mecanismo de ac¢do ndo ser totalmente conhecido, a utilizagdo da
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bromelaina tem demonstrado efeitos benéficos, por exemplo, como agente anti-inflamatério
em varios tratamentos, nomeadamente, artrite reumatoide, tromboflebites, hematomas,
contusdes de atletas, entre outros, ndo apresentando efeitos secundarios, a excepcdo de
possiveis reacgdes alérgicas que possam vir a surgir. Quando tomada oralmente, ocasiona
uma acg¢ao significativa na dor e/ou no inchaco, pois reduz para metade o periodo de acgao,
quando comparada com outros tratamentos convencionais (Gregory, 1996; Baptista &
Tavares, 2004). Ao longo das ultimas décadas tém sido descobertos, por diversos
investigadores, outros beneficios da bromelaina para a saide, nomeadamente: propriedades
anti-cancerigenas e anti-bacterianas; actuacdo como estimulante dos linfocitos no sistema
imunitario, na melhoria da circulagdo sanguinea, nas patologias cardiovasculares, na redugao
da agregacdo das plaquetas sanguineas através da sua accao inibidora ao nivel da biosintese
de determinadas prostaglandinas na cascata de coagulagdo; aumenta a permeabilidade dos
tecidos; eficaz no tratamento de hemorrdidas e dores menstruais, entre outros (Heinicke &
Gortner, 1957; Gregory, 1996; Baptista et al., 1999). E notoério salientar que a ingestio de
grandes quantidades de anands ndo ¢ o suficiente para se ter a quantidade de bromelaina extra
para fins terapéuticos, visto que a maior concentra¢do de bromelaina encontra-se no caule e na
raiz da planta (toca) e ndo no fruto (Baptista & Tavares, 2004).

A bromelaina tem demonstrado efeitos benéficos apos a ingestao de doses inferiores a
160 mg/dia. Porém, diversos investigadores defendem que os melhores resultados se
verificam quando a bromelaina ¢ administrada em doses superiores a 500 mg/dia (Gregory,
1996). De acordo com este autor, a bromelaina ¢ facilmente absorvida quando ingerida
oralmente e tem mostrado ser segura a doses elevadas durante periodos prolongados. Com

efeito, esta protease constitui um suplemento seguro e eficaz (Gregory, 1996).

3.1.2. Aplicacoes da bromelaina na industria

Até recentemente, a aplicagdo das enzimas a nivel industrial era s6é do interesse de
alguns cientistas, engenheiros e outros individuos envolvidos na pesquisa e desenvolvimento
das mesmas. Actualmente, este facto ja ndo se verifica dado a ampla publicidade comercial,
principalmente através da televisdo, da eficidcia e seguranca das enzimas nos diversos
produtos utilizados diariamente, tais como, detergentes para uso doméstico, cosméticos,
produtos farmacéuticos, entre outros. Estas enzimas podem ser utilizadas na producgdo de
alimentos, de hidrolisados proteicos e no processamento de carnes e peixes (Uhlig, 1998). As

proteases pancreaticas sdo, actualmente, muito utilizadas na industria das peles. As proteases
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de animais e pepdidases sdo igualmente aplicadas na industria, por exemplo, a quimosina, a
pepsina e a tripsina. O uso de proteases extraidas de plantas tém vindo a crescer nos ultimos
tempos, como ¢ o caso da bromelaina (Uhlig, 1998).

Estudos mostram que a bromelaina pode ter diversas aplicagdes, sobretudo na industria
de lacticinios, cosméticos e na industria farmacéutica. Na industria de lacticinios esta enzima
pode ser usada como alternativa aos coaguladores tradicionais, como o ¢ o caso da enzima
rennet visto possuir uma actividade proteolitica semelhante a esta mas com um tempo de
coagulacdao menor. Esta diminui¢cdo do tempo de coagulacao verifica-se devido a existéncia de
uma alteragdo na conformacdo espacial, o que provoca modificagdes nas propriedades
hidrofobicas da superficie. A nivel industrial a bromelaina, tal como a maioria das enzimas
proteoliticas, pode ser utilizada para melhorar as caracteristicas dos alimentos, como por
exemplo, no polvo, a actuacdo de bromelaina permite a redu¢do da sua textura, tornando
melhor a aceitagdo no mercado. Alguns investigadores concluiram que a ac¢do da polpa do
ananas no tratamento enzimatico das proteinas do leite bovino traz beneficios para a saude,
sobretudo para pessoas intolerantes a essas proteinas (Baptista & Tavares, 2004).

Porém, alguns autores defendem que as aplicacdes industriais da bromelaina sdo
escassas e¢ pouco compreendidas. A nivel farmacologico, sdo inumeras e complexas as
reacgoes fisiologicas que a bromelaina provoca ao ser administrada, como por exemplo, apos
a sua ingestdo, a bromelaina ¢ detectada no soro sanguineo com uma actividade enzimatica
intacta podendo, na sua forma biologicamente activa, interagir com os componentes do soro.
Esta interac¢do ndo estd devidamente esclarecida além de que a existéncia da bromelaina na
corrente sanguinea, na forma activa, ¢ ainda inexplicavel. Outro exemplo que mostra a
necessidade de mais investigacdo € reaccdo de hipersensibilidade a bromelaina apontada por
alguns autores. A exposi¢do a elevadas doses de bromelaina pode causar a separagdo das
camadas da epiderme e aumentar a permeabilidade capilar e da pele, para além dos sintomas
de nausea, vomitos e diarreia que posam vir a surgir (Alban et al., 1997; Bennett, 2000). A
bromelaina ¢ muito utilizada no sector alimentar e na medicina, apesar de serem necessarias
mais pesquisas e estudos relativamente a sua seguranca e eficacia quando administrada em
seres humanos de modo a que ndo surjam controvérsias quanto ao seu uso e efeitos. Esta
protease quando usada em preparacdes farmacé€uticas, ndo constitui uma substincia
farmacologicamente homogénea mas sim uma mistura complexa de varias substincias

(Vanhoof & Cooreman, 1997; Devakate et al., 2009).
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Capitulo 4

Propriedades funcionais dos péptidos do

leite
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a década de oitenta pouco se conhecia acerca das propriedades funcionais dos

péptidos resultantes da hidrélise das proteinas do leite. Apesar da sua estrutura

mais simples facilitar a sua identificagdo, os mecanismos de ac¢do destes péptidos
no organismo eram pouco conhecidos (Nakai & Li-Chan, 1989).

Nestes ultimos anos, muitos sdo os investigadores que t€ém demonstrado um enorme
interesse nas proteinas do leite e nos péptidos resultantes da hidrdlise das mesmas. Estes
péptidos sdo inactivos enquanto parte integrante da proteina de origem, mas quando libertados
por digestdo enzimatica ou bacteriana durante o processamento dos alimentos, apresentam
propriedades interessantes de regulacdo no organismo (Wu & Ding, 2002; Korhonen, 2009).
Recentemente descobriu-se que os péptidos, existentes no mercado como produtos
nutracéuticos e alimentos funcionais, desempenham uma fun¢do muito importante como fonte
de azoto e aminoacidos essenciais e t€ém demonstrado possuir fungdes biologicas essenciais
para os organismos, como por exemplo, estimuladores do sistema imunitario, actividade
antioxidante, anti-hipertensiva, anti-microbiana, anti-cancerigena, supressores do crescimento
tumoral, entre outras. A actividade dos péptidos estd relacionada com a composicdo em
aminoacidos e a sua sequéncia, podendo alguns possuir propriedades multi-funcionais
(Parodi, 2007; Saito, 2008; Korhonen, 2009; Pina & Roque, 2009). Na Fig. 7 estao

representadas, esquematicamente, algumas das fungdes dos péptidos bioactivos e os Orgaos

alvo.
Controlo do Peso S}stema Ossos
Cardiovascular
Inibi¢do da ACE S s -
Induz sensacdo de An(t;ioxidant o ngag:ac;cao célcio
; . Lactoferricina
saciedade Anti-trombotica
Efeito opiodide Péptidos bioactivos
Controlo do stress derivados das
e bem-estar proteinas do leite
Imunomodulatoério Anti-microbiana Anti-microbiana
Citomodulatério Fungdes opidides Ligacdo ao calcio
Defesas Imunitarias Sistema Digestivo Saude Oral
Figura 7 — Funcionalidades dos péptidos bioactivos derivados das proteinas do leite
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Como forma de separar e purificar os péptidos bioactivos resultantes da hidrolise das
proteinas lacteas, novas técnicas tém surgido a nivel industrial como a filtragdo por
membrana, nanofiltracdo ou até mesmo a ultrafiltragdo para a produg@o de novos ingredientes.
Estes ingredientes estdo disponiveis comercialmente sendo introduzidos em diferentes
produtos, como por exemplo bebidas a base de frutas, pastilhas elasticas e capsulas. No futuro
prevé-se o desenvolvimento de produtos para o controlo de factores de risco de determinados
sindromas metabdlicos, nomeadamente a regula¢do dos niveis de lipidos no soro, o equilibrio
da glucose, entre outros. Serdo necessarias mais pesquisas a nivel dos péptidos bioactivos, na
compreensdo dos mecanismos que utilizam para exercerem as suas fungdes no organismo, tais
como na redugdo do stress oxidativo pela ingestdo oral de péptidos antioxidantes, na
seguranga e na biodisponibilidade dos mesmos. Deste modo, serd igualmente importante o
desenvolvimento de novas tecnologias para a conservacao dos alimentos, como ¢ o caso do
micro e macroencapsulamento, ¢ aumentar o tempo de prateleira dos produtos contendo
péptidos bioactivos resultantes da hidrolise de produtos lacteos (Korhonen, 2009).

Recentemente tem-se verificado o desenvolvimento de novas tecnologias com vista a
produgdo industrial destes péptidos bioactivos. Estes péptidos sdo aplicados no mercado dos
produtos funcionais, quer na sua forma original, quer como enriquecimento de outros
alimentos. A nivel comercial, ¢ de real¢ar que os produtos derivados da hidrolise de proteinas
sdo constituidos por uma mistura de péptidos, pois de um ponto de vista tecnoldgico e

industrial ndo ¢ facil o seu isolamento e purificacao (Wu & Ding, 2002; Korhonen, 2009).

4.1. Efeito dos péptidos do leite no controlo da hipertensao

A hipertensdo ou pressdo sanguinea elevada constitui um dos maiores problemas de
saude publica no mundo ocidental afectando mais de 30% da populacdo adulta em diversos
paises sendo que mais de 50% destes individuos desconhece a sua condi¢cdo de hipertenso.
Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a hipertensdo representa um factor de risco
para as patologias cardiovasculares, nomeadamente, para as doencas corondrias e enfarte,
disfuncdo renal, impoténcia e até morte. O risco de desenvolver doencas cardiovasculares esta
directamente relacionado com os niveis de pressao arterial. Por cada diminui¢do em 5 mm de
Hg na pressao diastodlica, o risco € reduzido em cerca de 16%. A hipertensdo ¢ causada por um
aglomerado de factores, incluindo hereditarios, ambientais, idade, massa corporal e dieta. De
acordo com diversas pesquisas, a hipertensdo pode ser tratada por duas vias: alteracdes no

estilo de vida dos individuos ou através de medicamentos. Estudos realizados indicam que

33
Vera Raquel de Medeiros



uma dieta equilibrada rica em frutas, vegetais e produtos com baixas calorias provoca uma
reducdo na pressdo sanguinea. Os medicamentos utilizados para o controlo da hipertensao
incluem diuréticos, inibidores da ACE, bloqueadores de canais calcio, vasodilatadores, entre
outros (FitzGerald et al., 2004; Platerink et al., 2008; Chen et al., 2009; Pina & Roque, 2009).

Actualmente, os produtos nutracéuticos e os alimentos funcionais, nomeadamente as
proteinas do leite, tém sido alvo de um crescente interesse como potentes alternativas
terapéuticas para o tratamento da hipertensdo (Chen et al., 2009), através da sua actuagdo no
RAS ao nivel da angiotensina I, ACE e do receptor AT1 (Hong et al., 2008). Os péptidos
derivados das proteinas de alimentos de origem vegetal (ex: soja, arroz, milho) e animal (ex:
carne, peixe, ovos, leite) t€ém sido investigados como alternativas naturais viaveis aos
medicamentos sintéticos, disponiveis comercialmente, tais como Captopril, Enalaprilat e
Lisinopril. Estes medicamentos constituem potentes inibidores da ACE tendo sido
desenvolvidos para o tratamento clinico da hipertensdo. Apesar da influéncia que exercem na
pressao arterial, estes medicamentos possuem efeitos secunddrios como tosse seca,
angioedema’, aumento dos niveis de potassio, diminui¢do das fung¢des renais e efeitos
teratogénicos (FitzGerald, 2004; Guang & Phillips, 2009; Pina & Roque, 2009).

Fazendo uma comparacdo entre estes produtos sintéticos e os produtos contendo
péptidos resultantes da hidrdlise proteica de diversos alimentos, estes ultimos representam
uma solugdo natural, segura e de baixo custo para o consumidor (Guang & Phillips, 2009)
face ao elevado preco a que os medicamentos sintéticos estdo disponiveis comercialmente.
Nos EUA a hipertensdo e as complicagdes que advém da mesma originaram, em 2002, 35
milhdes de consultas médicas. O custo anual dos medicamentos anti-hipertensivos ronda os
15 bilides de dolares, constituindo um mercado muito atractivo para investigadores, empresas

e laboratdrios que tentam desenvolver solugdes alternativas e exequiveis (Hong et al., 2008).

M-Captopril s0m

i e

<) i

M_éarptoprihl. 50 oo

Figura 8 — Medicamentos sintéticos para o controlo da hipertensao arterial

"Angioedema — Dilatacdo da pele (derme), submucosa e mucosa, ocorre normalmente a volta da boca e dos
olhos. Afecta mais mulheres do que homens sendo mais comum em individuos entre os 40 ¢ os 50 anos de idade
(Kaplan & Greaves, 2005).
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De acordo com Aleixandre et al. (2008), os principais péptidos com propriedades anti-
hipertensivas sdo derivados das proteinas do leite (caseinas e proteinas do soro). O modo mais
comum de obtengdo de péptidos inibidores da ACE ¢ através da hidrolise das proteinas do
leite com diferentes enzimas (mais comuns sdo a pepsina, tripsina e quimiotripsina), por
fermentagdo do leite com bactérias distintas e por protedlise com enzimas derivadas de
microrganismos ou plantas. A especificidade da enzima proteolitica utilizada e a optimizacao
das condi¢des do processo, nomeadamente o pH, a temperatura e a razdo substrato:enzima
influenciam a composi¢do dos hidrolisados e, por conseguinte, a sua actividade bioldgica

(Korhonen, 2009; Hong et al., 2008; Guang e Phillips, 2009).

4.1.1. Sistema renina-angiotensina (RAS)

A pressdo sanguinea ¢ controlada por diferentes vias bioquimicas. O seu controlo tem
sido associado ao RAS, contudo este ndo constitui o unico sistema regulador. Existem o
sistema quinina-0xido nitrico (KNOS), o sistema neutro de endopeptidases e o sistema de
conversao enzimatica do endotélio que tém demonstrado a formagao de péptidos reguladores
da pressao sanguinea, independentes da ACE, do fluido e do equilibrio electrolito através dos
receptores da membrana localizados em diferentes tecidos (FitzGerald, 2004).

O RAS representa o maior sistema regulador da pressao sanguinea, do equilibrio
electroélito, renal, neuronal e fungdes enddcrinas associadas com o controlo cardiovascular no
corpo. Quando a pressdo sanguinea baixa, os rins convertem a prorenina em renina pela ac¢ao
da enzima “kallikrein”. A renina entra na corrente sanguinea (Fig. 9) e hidrolisa o substrato
angiotensinogénio (ATN) do plasma (Gnico substrato conhecido para a renina) levando a
libertacdo de um decapéptido, designado angiotensina I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-
His-Leu), da por¢ao N-terminal do ATN. Quando este péptido circula nos vasos sanguineos ¢
imediatamente hidrolisado num octapéptido, angiotensina II (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-
Phe), pela ACE que promove a clivagem no dipéptido C-terminal His-Leu da angiotensina I.

A ACE também remove o dipéptido C-terminal da bradiquina (potente vasodilatador)
resultando na formacdo de fragmentos inactivos. A angiotensina II ¢ um potente
vasoconstritor que provoca o aumento da pressdo sanguinea pelo incremento do volume do
fluido extracelular. Estimula a libertagdo da aldosterona que, por conseguinte, aumenta a

retengdo de agua e sodio nos rins e a regeneracdo da renina. Interfere com o controlo da
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actividade da hormona gonadotrofica® e glandula pituitaria (FitzGerald, 2004; Chen et al.,

2009; Guang & Phillips, 2009).
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Figura 9 — Sistema renina-angiotensina (RAS)

A ACE ¢ uma metalopeptidase de zinco distribuida pelo endotélio vascular, epitélio
absortivo, neuroepitélio e células germinativas masculinas. Actua em vdrios substratos como
endo e exopeptidase (Pina & Roque, 2009). A angiotensina II pode ser formada a partir da
angiotensina [ pela enzima quimase em determinadas condi¢des patologicas. Apds a sua
activacdo, esta enzima pode formar angiotensina Il nas artérias danificadas ou
arterosclordticas (Fyhrquist & Saijonmaa, 2008).

Actuando ao nivel RAS, os péptidos oriundos de proteinas podem constituir uma
forma segura e econdémica para o tratamento da hipertensdo. Futuras pesquisas na
biodisponibilidade destes péptidos podem levar ao desenvolvimento de novos alimentos e

medicamentos que representardo, certamente, novas alternativas para a terapia da hipertensao

(Hong et al., 2008).

*Hormona gonadotroéfica — Hormona libertada pela glandula pituitaria anterior e placenta, estimula as gonadas
e controla a actividade reprodutora (Bennett & Whitehead, 1983).
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4.2. Acgao inibitoria dos péptidos do leite na enzima conversora da angiotensina

(ACE)

Sendo a hipertensdo uma doenga crénica, que afecta um nimero significativo de
pessoas, tem suscitado por parte de investigadores um grande interesse na criagdo de
alternativas naturais viaveis para o controlo da hipertensdo, actuando ao nivel da ACE.
Contudo, o modo exacto de interaccdo com a ACE n3o é bem conhecido, sendo
principalmente suportado por informagdes derivadas de testes in vivo e in vitro (Chen et al.,
2009; Pina & Roque, 2009). De acordo com Hong et al. (2008), a accao inibitéria da ACE por
péptidos depende sobretudo da especificidade estrutural de cada um. A ac¢do dos péptidos ¢é
fortemente influenciada pelos aminodcidos que constituem a regido C-terminal. Com efeito,
varios estudos tém surgido com o intuito de averiguar a actividade dos péptidos, verificando-
se que as sequéncias contendo aminodcidos hidrofobos, residuos de prolina e/ou residuos de
lisina/arginina no C-terminal sdo potentes inibidores da ACE e resistentes a degradacdo por
enzimas digestivas. Na maioria dos casos as sequéncias formadas unicamente por trés
péptidos sdo mais potentes do que os dipéptidos. Ambos actuam, na sua maioria, como
substratos competitivos para a ACE. Estes substratos inibidores possuem a capacidade de
entrar na molécula de ACE, interagir com o centro activo e impedir a ligacdo da angiotensina
I aumentando, assim, o numero de substratos disponiveis sobre os quais a enzima pode actuar
(Wu & Ding, 2002). Alguns investigadores tém sugerido que os péptidos inibidores da ACE

podem exercer um efeito adicional pela inibi¢do da enzima quimase (Hong et al., 2008).

4.3. Estudos in vitro e in vivo das propriedades dos péptidos do leite

Um estudo efectuado por Sekiya et al. (1992) foi dos primeiros que descreve a
producdo de péptidos anti-hipertensivos derivados das proteinas do leite in vivo. Estes
investigadores demonstraram que o consumo de 20 g/dia durante 4 semanas de leite com
caseinas hidrolisadas com a enzima tripsina levava a uma diminuicdo da pressdo arterial,
diastdlica e sistolica, em pacientes hipertensos. Este produto ¢ comercializado no Japdo com a
designacdo de “Casein DP”. Na Holanda uma férmula idéntica é comercializada com o nome
de “C12 Peptide”. Os hidrolisados de proteinas do soro (disponiveis nos EUA como
“Biozate”) também mostraram efeitos benéficos no controlo da pressao arterial e na redugao
dos niveis de colesterol LDL (Aleixandre et al., 2008; Pina & Roque, 2009).

Um aspecto fundamental a ter presente quando se efectuam ensaios com os péptidos

inibidores da ACE ¢ o facto de estes terem que resistir as enzimas proteoliticas digestivas, a

37
Vera Raquel de Medeiros



absorcao através do tracto digestivo e as peptidases do soro, que constituem as principais
barreiras do organismo onde os péptidos podem ser activados ou inactivados aquando da sua
passagem pelo intestino (Quirods et al., 2009). Muitos estudos in vitro sdo realizados com o
intuito de testar a estabilidade destes péptidos a passagem pelo intestino € o seu transporte
posterior pelas células intestinais. Segundo FitzGerald et al. (2004), muitos péptidos potentes
inibidores da ACE in vitro mostraram no possuir nenhum efeito hipotensor in vivo e vice
versa, muito possivelmente devido a sua degradacdo durante a ingestdo oral. Os estudos in
vitro facultam muita informagdo util, contudo é s6 através de estudos in vivo que se obtém
informagao credivel e vidvel sobre o efeito hipotensivo dos péptidos resultantes das hidrolises
com vista a uma possivel aplicagdo em produtos e posterior comercializagdo dos mesmos.
Estes estudos também podem ser muito tteis na deteccdo de efeitos toxicos, carcinogénicos e
teratogénicos.

Actualmente t€m surgido no mercado novos produtos em que a hidrélise ¢ cada vez
mais optimizada para a obtencdo de péptidos com actividade anti-hipertensiva. Sdo usadas
combinagdes de bactérias fermentadoras com enzimas digestivas (ex: pepsina, tripsina),
observando-se a libertagdo de péptidos inibidores da ACE, péptidos que se ligam ao célcio,
com actividade antioxidante e antibacteriana. Os produtos “Flora/Becel pro-active” e
“Evolus” sao bons exemplos desta optimizagao (FitzGerald et al., 2004; Aleixandre et al.,
2008; Guang & Phillips, 2009; Korhonen, 2009; Pina & Roque, 2009). Segundo Nakamura et
al. (1995), os péptidos responsaveis pela actividade anti-hipertensiva, no leite fermentado, sao
as sequéncias VPP (Val-Pro-Pro) e¢ IPP (Ile-Pro-Pro) importantes para o controlo da
homeostasia cardiovascular pela inibi¢do da ACE, com valores de I1Csyp de 9 pumol/L e 5
umol/L, respectivamente (Aleixandre et al., 2008; Pina & Roque, 2009; Jiang et al., 2010). De
acordo com FitzGerald et al. (2004), a as;-CN constitui um potente inibidor da ACE in vitro
apresentando um valor de ICsy de 2,0 umol/L seguida da BSA com 3,0 umol/L. Na Tabela 6
encontra-se uma sintese de algumas sequéncias de péptidos das proteinas do leite com
actividade anti-hipertensiva e inibidora da ACE. No Anexo 1 ¢ apresentada uma tabela com
todos os aminoacidos bem como as suas abreviaturas para uma melhor compreensdo da
informagao existente na Tabela 6 ¢ no Anexo 2 onde se apresenta de forma mais detalhada os
péptidos derivados das proteinas do leite ja identificados com potencial de inibicao (ICsg)

inferior a 1000 uM.
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Tabela 6 — Péptidos obtidos de proteinas lacteas com actividade anti-hipertensiva (Aleixandre et al., 2008)

Sequéncia Origem Enzima Actividade Biolégica
Proteinase de Lactobacillus o )
VPP, IPP . IACE/Anti-hipertensiva
helveticus
VYP, VYPFPG Proteinase K o .
B-CN - Anti-hipertensiva
KVLPVP, KVLPVPQ Proteinase de L. helveticus
Proteinase de Enterococcus
LHLPLP .
faecalis
FFVAPFPEVFGK o51-CN o
Tripsina IACE/Anti-hipertensiva
ALPMPHIR
LLF, LKQW B-Lg Termolisina
IPA _ _
Viérias enzimas
YGLF a-Lg Anti-hipertensiva

IACE - Inibidor da enzima conversora da angiotensina I. As abreviaturas dos aminoacidos encontram-se

descriminadas no Anexo 1
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As amostras de leite bovino agoriano utilizadas para a realizagdo deste trabalho

experimental, nomeadamente, leite ultra-pasteurizado (UHT) magro e meio gordo e leite meio

gordo termizado (leite cru desnatado), foram gentilmente cedidas pela fabrica Unileite (Unido

das Cooperativas Agricolas de Lacticinios e de Produtores de Leite da ilha de S. Miguel), as

quais foram retiradas em diferentes etapas do processamento industrial indicado no

fluxograma abaixo (Fig. 10).

Recepcao do leite cru J
Evita o
desenvolvimento |
bacteriano

Arrefecimento e
conservacao a frio (4 °C)

Pré-aquecimento (40-50 °C) J

I — Magro
Reduz o nimero de | : d
P Desnate Meio Gordo
bactérias psicotroficas
(crescem entre 5-30 °C)
no leite cru J : —— Gordo
Termizagao (65 °C) J
Arrefecimento e
— ~ g
conservagao a frio (4 °C) Evita o
desenvolvimento

I bacteriano

Homogeneizagao J
Elimina todas ‘

as bactérias |

patogénicas e
psicotréficas Ultrapasteurizagao J

(138 °C — 140 °C)
Enchimento J—> "

Figura 10 — Diagrama sintese do fluxograma da produgéo do leite na fabrica Unileite

A Unileite ¢ uma unidade fabril que se situa na freguesia dos Arrifes no concelho de

Ponta Delgada (Fig. 11). A principal actividade desta freguesia ¢ a agricultura representando,

deste modo, a maior bacia leiteira do arquipélago dos Agores dado a qualidade e abundancia

das suas pastagens.
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Figura 11 — Unileite - situada na freguesia dos Arrifes, concelho de Ponta Delgada

A Unileite foi constituida em 1954 na época em que a lavoura micaelense estava em
crise. A sua criagdo teve como objectivo o desenvolvimento de uma estrutura transformadora
do produto das suas exploragdes (o leite) que lhes conferisse uma menor dependéncia das
empresas nao pertencentes aos produtores € uma mais-valia superior a que ja existia.
Localizada no coragdo da maior bacia leiteira dos Agores e direccionada para o
aproveitamento das condi¢des naturais de exceléncia da regido, a Unileite apostou na
preservagdo das condi¢des naturais do leite e das pastagens e, juntando a tecnologia avancada
que dispde, procura oferecer ao consumidor produtos lacteos diversos e de excelente
qualidade. Anualmente, a unidade fabril processa 132 milhdes de litros de leite, representando
cerca de 40% do leite produzido na ilha de S. Miguel e 26% do total da produgdo regional
(Unileite, 2009).

5.1. Preparaciao das amostras

As amostras de leite bovino foram entregues num frasco esterilizado a uma
temperatura de 4° C, no caso de leite termizado, e na forma empacotada, no leite UHT. O leite
termizado foi, posteriormente, guardado no frigorifico de modo a evitar eventuais alteragcdes
bacterianas que pudessem influenciar os resultados. O leite UHT empacotado foi guardado a
temperatura ambiente até ser utilizado, sendo depois conservado no frigorifico a uma

temperatura de 7 °C.
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5.1.1. Leite meio gordo termizado

O leite termizado, que consiste em leite cru desnatado sujeito a um pré-aquecimento
de 65 °C durante 15 segundos, foi sujeito a uma temperatura inicial, durante um determinado
periodo de tempo, de modo a desnaturar parcialmente as proteinas para facilitar a actuacao da
bromelaina no leite. As temperaturas e o tempo utilizados encontram-se descritos na Tabela 7.
Ap6s o aquecimento do leite num recipiente esterilizado, as amostras foram arrefecidas sendo
depois a bromelaina incubada aos 30 °C e inactivada aos 75 °C, como se pode observar na

Fig. 12. As amostras foram deixadas a temperatura ambiente, depois centrifugadas e

injectadas no HPLC.

Tabela 7 — Temperatura, tempo e propor¢ao substrato:enzima (S:E) utilizados no aquecimento inicial das
amostras de leite termizado

Temperatura (°C) Tempo (min) Proporcio S:E (mL/mg)*

60 30 100:1
65 30 100:1
70 30 100:0,5
75 15 100:0,5
80 4 100:0,5

*100 mL de leite meio gordo termizado (substrato) + x mg de bromelaina (enzima)

100 mL lelt§: meio gordo Banho termostitico
A bromelaina termizado
comeca a actuar a 1
temperatura l
ambiente

Arrefecido até aos
30 °C

!

Aquecido 1h—30°C

— Incubagdo da bromelaina

Ao trabalhar com leite —————— Banho termostatico

meio gordo, é necessario + 0,5h — 75 °C
fazer uma centrifugacio
para separar a gordura do l
leite do restante conteudo
de modo a nio se obstruir z
a coluna quando injectado Centrlﬁlgado )
no HPLC 3500 rpm — 10 min 20 pL de amostra
foram injectados
l no HPLC na
proporgao 1:1
Injectado no HPLC J (dgua:leite)

Figura 12 — Procedimento utilizado para a preparagdo das amostras de leite termizado
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5.1.2. Leite magro e meio gordo UHT

Ao contrario do leite termizado, o leite UHT ndo necessita de aquecimento inicial pois
dado a elevada temperatura a que foi sujeito para a ultrapasteurizacdo, as suas proteinas ja
estao parcialmente desnaturadas o que facilita a ac¢ao posterior da enzima no leite.

Foram preparadas amostras de leite UHT magro e meio gordo, de modo a comparar o
grau de hidrdlise em cada tipo de leite, utilizando diferentes razdes S:E, nomeadamente,
200:0, 200:1, 150:1, 100:1, 75:1 e 65:1. O processo utilizado para o leite UHT foi semelhante
ao do leite termizado, excepto a temperatura inicial. Uma pequena quantidade de leite foi
retirada do pacote e colocada num recipiente esterilizado. Em seguida, incubou-se as amostras
a 30 °C durante 1h, sendo a enzima posteriormente inactivada aos 75 °C, seguindo o processo

descrito na Fig 13.

Incubacdo da bromelaina

Aquecido 1h— 30 °C .
S 5 +0,5h — 75 °C Banho termostatico
eparacio da ‘

gordura do restante l

conteudo do leite
para nio obstruir a

coluna de HPLC :
quando injectada a Centrlfugado . 20 pLL de amostra
amostra 2500 rom — 10 min foram injectados

proporgao 1:1

no HPLC na
l (agua:leite)

Injectado no HPLC J

Figura 13 — Procedimento utilizado para a preparacéo das amostras de leite UHT
5.2. Reagentes utilizados

Os reagentes utilizados na realizacdo deste trabalho experimental encontram-se

descritos na Tabela 8.
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Tabela 8 — Reagentes utilizados, grau de pureza e origem

Reagentes

Grau de pureza

Origem

ACN
Cloreto de sodio

Cloreto de zinco
TFA

MeOH

Trizma

N-Hipuril-His-Leu hidratado
Acido hipurico

HCl

Enalapril sal maleato

Pancreatina (pancreas de suino)

Pepsina (mucosa gastrica de suino)

ACE
Bromelaina da toca de ananas

Agua desionizada

Chromasolv 99,9%
99,8%

98%

Chromasolv 99,9%
99,9% (Titulagao)
98% (HPLC)

99%

37%

98% (TLC)

10 U/mg proteina (Bradford)
35% de proteina (Biureto)

Riedel-de-Haén, Germany

Sigma-Aldrich Chemicals

Millipore, Bedford, USA

5.3. Metodologias utilizadas

5.3.1. HPLC das fracgoes proteicas do leite bovino

A separacdo e quantificacao das fracg¢des proteicas do

leite bovino foi efectuada por HPLC, modelo 500 da

PerkinElmer (Fig. 14), utilizando uma coluna de fase reversa

(RP) Vydac Protein-C4 5 pm (250 x 4,6 mm d.i.).

Condicles experimentais:

Fase movel

A —0,1% de TFA em agua desionizada

B -0,1% de TFA em ACN
Gradiente — inicio A:B 70:30 (v/v) seguido por um gradiente
linear atingindo A:B 50:50 (v/v) durante 60 minutos e A:B 30:70
(v/v) ao fim de 70 minutos
Fluxo — 1 mL/min
Detector — UV (220 nm)
Volume da injec¢do — 20 pL

— AN
=
|

m——

-WW\H“M!' "
-

T
’—'—7 ..

LEEL |

Figura 14 — HPLC
utilizado na analise
das amostras de leite
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5.3.2. Dialise das amostras de leite bovino UHT

As amostras de leite bovino UHT, previamente preparadas de acordo com o descrito
na Fig. 13 do ponto 5.1.2 desta seccdo, foram submetidas a uma ultrafiltracdo por membrana
com discos de celulose regenerados (Millipore Co., Billerica, MA) sucessivamente com 10
kDa e depois com 3 kDa de peso molecular (Fig. 15). Deste modo
para cada amostra obtiveram-se trés frac¢des: proteinas e péptidos
com tamanho superior a 10 kDa, entre 10-3 kDa e péptidos com
tamanho inferior a 3 kDa. Esta ultrafiltragdo por membrana permite

separar os péptidos por tamanhos moleculares, com o objectivo de

analisar que fracgdes apresentam maior percentagem de inibicdo da

0 Figura 15 — Célula de
ACE. Posteriormente, as fracgdes foram liofilizadas”™ num sistema de dialise

liofilizagdo composto por um condensador (RCT 60, Jouan), bomba de vacuo (Vacuubrand,

VAP 5) e uma camara de liofilizagao.

5.3.3. Analise do efeito anti-hipertensivo do leite modificado pela inibicdo da ACE

O efeito anti-hipertensivo “in vitro” das amostras do leite modificado (sem e apos
dialise), foi testado no sistema renina-angiotensina, de acordo com o protocolo sugerido pela
Sigma-Aldrich Chemicals (2009), para a ACE extraida do rim de suinos (ref. A2580) e com
as condi¢des de andlise por HPLC adiante descritas. As amostras (25 mg/mL) foram
dissolvidas em solug¢ao tampao (100 mM de Tris-HCI, 300 mM de NaCl e 10 uM de ZnCl,) a
37 °C e com pH de 8,3. A 50 uL de amostra foram adicionados 10 pL de solu¢dao enzimatica
a 0.3 U/mL e 40 pL de solucdo de substrato HHL a 12,5 mM. A solucdo resultante foi
posteriormente incubada e analisada por HPLC, conforme apresentado na Fig. 16. A andlise
por HPLC foi efectuada num sistema Hewlet Packard modelo Ti series 1050, utilizando uma

coluna RP Adorbosphere C18 5 um (250 x 4,6 mm d.i.).

Condicles experimentais:

Fase mével — 14% ACN + 14% MeOH + 72% é4gua desionizada, contendo 0,1% de HCI
Fluxo — 0,5 mL/min

Detector — UV (228 nm)

Volume da injec¢do — 10 pL

’Liofilizaciio ou criodessecagio consiste num processo em que toda a d4gua e outros solventes sdo removidos do
produto congelado pelo processo de sublimagao (Infopédia, 2010).

47
Vera Raquel de Medeiros



Solugdao de HHL Amostra Solugao enzimatica

[12,5 mM] [25 mg/mL] [0,3 U/mL]
40 uL S0 uL 10 puL

@ —— Incubar a 37 °C durante 30 min

!

[ Injectar no HPLC ]

Figura 16 — Procedimento utilizado para a verificagdo das propriedades anti-hipertensivas do leite modificado

5.3.4. Determinacio da velocidade maxima da ACE

Para o calculo da velocidade da reacgdo, o substrato HHL a uma concentragdo de 5
mM foi incubado com a enzima ACE e com a solu¢do tampao, em substituicdo da amostra, a
37 °C e com o pH ajustado para 8,3. Injectou-se no HPLC 10 pL da solugdo contendo a
reac¢do com diferentes intervalos de analise: 0, 15, 30 e 45 minutos, eluida numa solugao
contendo ACN:MeOH:H,0 com 0,1% de HCI (condi¢des de analise descritas no ponto 5.3.3).
A velocidade da reaccao foi determinada pela formagdo do HA, resultante da hidrolise do
HHL, ao longo do tempo. Uma solu¢do de HA (1,12 mM) foi injectada primeiramente como
referéncia, seguindo-se as dilui¢des sugeridas pelo protocolo da Sigma Aldrich Chemicals
(2009), para a construcdo da curva de calibragdo do HA utilizando a area dos picos versus a
concentracdo do HA. A actividade inibidora das amostras de leite bovino com caseinas

parcialmente hidrolisadas foi calculada de acordo com a féormula:

ey e~ [HA]controlo - [HA]amostra
% de inibicao da ACE = x 100

[HA] controlo
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5.3.5. Determinacdo do tipo de inibicao

Diferentes concentragdes finais de substrato HHL (5, 2,5, 1,25 e 0,625 mM) foram
incubadas com enzima ACE (0,3 U/mL) na presenca de uma solu¢do com 25 mg/mL de
amostra de leite parcialmente hidrolisado com bromelaina e uma solugdo, com a mesma
concentragdo, de leite sem bromelaina (controlo). A amostra e o respectivo controlo seguiram
o mesmo procedimento descrito na Fig. 16 e as condi¢cdes de andlise referidas no ponto 5.3.3.
As concentragdes das amostras foram determinadas de acordo com os requisitos necessarios
para a elaboragdo de uma curva de Lineweaver-Burk sendo depois calculados os valores dos
parametros cinéticos K, € V. A curva de Lineweaver-Burk foi analisada no programa
informatico GraphPad Prism (versdo 5.00). Os parametros cinéticos mencionados
anteriormente foram calculados no programa Hyper 32 (versdo 1.0.0) Hyperbolic Regression

Analyses of Enzyme Kinetics Data.

5.4. Analise sensorial ao leite meio gordo UHT modificado

O leite meio gordo modificado, resultante da hidrolise parcial das protreinas do leite
bovino com uma enzima proteolitica, a bromelaina (denominado por “bromilac”), foi
submetido a um teste sensorial comparagao-par com o intuito de averiguar as caracteristicas
organolépticas (cor, aroma e sabor) do mesmo, relativamente a uma amostra de leite meio
gordo convencional.

O painel sensorial foi constituido por um grupo de 28 individuos voluntarios que
aceitaram participar neste teste de analise sabendo,
previamente, que iriam testar dois produtos lacteos
mas desconhecendo o seu conteido. Os provadores
efectuaram o teste em cabines individuais — na sala de
analise sensorial (Fig. 17) do Departamento de
Ciéncias Tecnologicas e Desenvolvimento (DCTD) —

acompanhados de um formulario anénimo (Anexo 3)

com perguntas pré-definidas e de resposta qualitativa

Figura 17 — Cabines de provas (DCTD)

para a determinagdo dos resultados. Em cada cabine
havia dois copos de plastico, marcados com as respectivas amostras a analisar, de acordo com

a Fig. 18, e um copo de plastico para a dgua que era ingerida entre cada amostra.
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Amostra Aoua Amostra
2185 g 1186
— \ J —
Leite meio gordo Leite meio gordo UHT
UHT convencional com bromelaina na proporg¢do 100:1

Figura 18 — Representacdo esquematica da composi¢ao das amostras na cabine de prova

As amostras foram fornecidas de forma aleatoria ¢ com uma designagdo codificada
com quatro algarismos de forma manter o anonimato do produto em causa e nao influenciar a
decisdo dos membros do painel. Apds a prova das amostras de leite e o preenchimento dos
formularios, procedeu-se a recolha dos mesmos sendo os resultados analisados no programa
informatico Excel. Os resultados do teste sensorial ao leite com bromelaina sdo apresentados

na seccao “Resultados e Discussao”.
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Os resultados obtidos nesta dissertacdo de mestrado serao apresentados € comentados
de seguida. Estes serdo divididos em quatro topicos de acordo com os objectivos do trabalho.
O primeiro incidira sobre a escolha da melhor enzima proteolitica a utilizar para a degradagao
parcial das proteinas do leite bovino. No segundo topico sera demonstrado que a criacdo de
um leite mais digerivel € possivel, partindo de diferentes tipos de leite, nomeadamente, leite
UHT (magro e meio gordo) e leite termizado (leite cru desnatado), com vista a uma possivel
aplicacdo industrial. No terceiro topico pretende-se mostrar as propriedades anti-hipertensivas
in vitro resultantes da modificacdo do leite através da inibicdo da ACE pelas amostras
testadas. Finalmente, no quarto e ultimo topico serdo apresentados os resultados da analise
sensorial feita ao leite meio gordo UHT modificado por um painel composto por vinte e oito

individuos voluntarios.

6.1. Escolha da enzima proteolitica

Este trabalho iniciou-se com a pesquisa sobre a melhor protease de entre quatro
enzimas existentes no Laboratério de Tecnologia Alimentar da Universidade dos Agores,
nomeadamente rennet, tripsina, pepsina e bromelaina. Estas foram utilizadas na hidrélise
parcial das proteinas do leite bovino, na proporcao S:E 150:1, e avaliadas mediante a sua
actividade proteolitica, custo, caracteristicas organolépticas e propriedades tecnologicas que
melhor se adequariam a producao de um leite modificado.

Apds o estudo efectuado as enzimas proteoliticas referidas anteriormente concluiu-se
que a bromelaina seria a melhor opgdo quer devido a relagdo custo/capacidade proteolitica,
calculada a partir da razdo entre aminoacidos livres e pequenos péptidos/caseinas (R)
apresentada na Fig. 19, quer sobretudo por ndo modificar o sabor do leite UHT convencional.
Por outro lado, este trabalho surge no seguimento de trabalhos anteriores realizados pelos
Professores Doutores José Baptista e Joaquim Ponte Tavares sobre a extracgdo, purificagdo e
actividade proteolitica da bromelaina extraida do ananas agoriano (Baptista & Tavares, 1999),
nos quais constataram que a bromelaina hidrolisa péptidos menos hidréfobos e com menor
peso molecular que a enzima tripsina. A bromelaina ¢ activa a elevadas temperaturas,
caracteristica que a torna Unica em termos tecnoldgicos ao contrario de outras enzimas

utilizadas na industria que sdo menos activas (ex. rennet) ou at¢ mesmo inactivas.
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tripsina
041

bromelaina o

0,23
rennet  pepsina
0,11 0,10

3,035€/g 1,38€/g 73,70 €/g 85,20 €/g

Enzimas proteoliticas e precos em euros
\ J

Razio entre AA e pequenos
péptidos/caseinas

Figura 19 — Razdo entre aminodcidos livres e pequenos péptidos versus caseinas (R) de diferentes enzimas
proteoliticas, utilizando uma propor¢do S:E 150:1 mL/mg, e custo em euros por grama de enzima (pregos Sigma
Aldrich)

De acordo com a Fig. 19, a tripsina apresenta uma hidrolise superior as restantes
enzimas, todavia, possui um custo muito elevado e quando adicionada ao leite provoca uma
coloracdo amarelada para além de um sabor amargo, possivelmente, como resultado da
libertagdo de aminoacidos mais hidrofobos do que as restantes. A pepsina foi excluida ndo s6
pelo elevado custo como também pela baixa actividade proteolitica. Apesar da rennet ter um
custo inferior a bromelaina, a hidrélise ¢ metade da provocada pela segunda, o que significa
que para a rennet ter a mesma actividade que a bromelaina seria necessario adicionar o dobro
da quantidade ao leite. Além disso, a bromelaina pode ser obtida a partir de um subproduto
do anands acoriano o que, economicamente, seria uma op¢ao mais vidvel do que a rennet,
para além de uma oportunidade de negécio a explorar na regido com a producdo deste leite

em concreto e outros produtos a base desta enzima proteolitica.

6.2. Producio de um leite mais digerivel
6.2.1. Leite magro UHT

A Fig. 20 mostra a hidrolise parcial das proteinas do leite magro de bovino (leite
UHT) por HPLC variando a quantidade de leite:bromelaina na sequéncia 200:0, 200:1, 150:1,
100:1, 75:1 e 65:1 mL/mg. Com o aumento da concentragdo de bromelaina (cromatogramas
de A->F) verifica-se uma maior hidrolise nas caseinas (picos de 1 a 5) com consequente
crescimento gradual do pico dos aminoacidos livres o que se traduz num aumento do valor de

R. A partir do cromatograma B observa-se um aumento gradual na percentagem de hidrolise
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das caseinas oscilando entre os 14,4% na proporcao 200:1 e os 73,2% nos 75:1 relativamente

ao leite magro sem bromelaina (cromatograma A). Estes valores foram obtidos comparando a

area total das caseinas no leite modificado relativamente ao leite sem bromelaina.
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Figura 20 — Variagdo da hidrolise parcial do leite magro UHT por RP-HPLC com diferentes razdes S:E
(condigdes de hidrolise e analise por HPLC apresentadas na sec¢do “Materiais e Metodologias”). Legenda. AA —
aminoacidos livres, 1 — k-caseina, 2 — ag,-caseina, 3 — ag;-caseina, 4,5 — B-caseina. [A] — S:E = 200:0 mL/mg;
[B] - S:E =200:1 mL/mg; [C] — S:E = 150:1 mL/mg; [D] — S:E = 100:1 mL/mg; [E] - S:E = 75:1 mL/mg; [F] —
S:E =65:1 mL/mg
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Esse aumento atinge o méaximo na razdo S:E 65:1 onde se regista uma hidrodlise de
97,7% nas caseinas, resultando na coagulagdo do leite pois a bromelaina produziu um efeito
superior ao desejado conferindo uma instabilidade elevada que resulta na precipitacdo das
proteinas.

A temperatura de incubagao da bromelaina no leite foi de 30 °C pois, de acordo com
algumas publicagdes, esta ¢ a temperatura Optima para a actuacdo da enzima (Baptista &
Tavares, 1999). O tempo ao qual foi incubada oscilou entre os 30 minutos e as 4 horas,
conforme apresentado na Fig. 21. Partindo de leite magro sem bromelaina (R=0,09), constata-
se que com o incremento do tempo a hidrélise aumenta sendo visivel pelo valor de R. Este
aumenta até as 3 horas atingindo depois uma constante (R=0,40), o que significa que a
bromelaina atinge um ponto de saturagdo. A variacdo do valor de R ¢ superior na primeira
hora, o que indica que a reac¢do ¢ ligeiramente mais rapida nesse periodo (ver Fig. 21). Este
dado foi importante para delinear o tempo de incubag¢do da bromelaina aos 30 °C, com
consequente redugdo dos custos energéticos associados a producao a escala industrial deste

tipo de leite modificado.
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Figura 21 — Razdo entre aminoacidos livres e pequenos péptidos versus caseinas (R) no leite magro UHT a
diferentes tempos de hidrélise, utilizando uma propor¢ao S:E fixa (200:1 mL/mg)

6.2.2. Leite meio gordo UHT

Na Fig. 22 esta representado o valor da razao obtida na hidrélise parcial das proteinas
do leite de bovino meio gordo UHT. Relativamente ao leite magro UHT, ndo se verificam
diferencas significativas entre os dois tipos de leite em termos de hidrolise. A medida que se

aumenta a concentragdo de bromelaina, na propor¢do 200:0, 200:1, 150:1, 100:1 e
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75:1 mL/mg respectivamente, o grau de hidrélise da enzima aumenta com consequente
aumento do valor de R, tal como se verificou para o leite magro. O méaximo de hidrélise para

o leite meio gordo atinge-se na propor¢do 100:1 onde se regista uma quebra de 43,9% nas

caseinas.
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Figura 22 — Comparacdo do grau de hidrdlise do leite meio gordo UHT através do valor de R, utilizando

diferentes razdes S:E (condigdes de hidrolise apresentadas na secgdo “Materiais ¢ Metodologias™)

Comparando o leite magro e meio gordo UHT em termos de hidrdlise parcial nas
caseinas, constata-se que nas diferentes propor¢des S:E analisadas o valor de R em ambos ¢
muito semelhante, excepto para a propor¢ao 100:1 onde se verificou uma hidrolise superior

no leite meio gordo, como mostra a Fig. 23. Verificou-se que a proporcdes inferiores,
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Figura 23 — Comparacdo entre leite magro e meio gordo UHT através do valor de R, utilizando diferentes
razdes S:E (200:0 mL/mg; 200:1 mL/mg; 150:1 mL/mg)
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nomeadamente 75:1, o leite coagulava na maior parte das vezes com maior preponderancia
no leite meio gordo. Sendo esta uma propor¢do S:E muito instidvel, ndo se considerou
aplicavel na unidade fabril pois representaria um processo de risco. Deste modo, considera-se

a propor¢ao S:E 100:1 como o limite de seguranca para a producao deste leite.

6.2.3. Leite meio gordo termizado

Produzir um leite mais digerivel a partir de leite UHT implica necessariamente alterar
os procedimentos normais da linha de fabrico do produto, dado que a enzima teria de ser
colocada numa fase posterior a ultrapasteurizagdo. Assim, de modo a ndo alterar o processo
de producdo do leite, decidiu-se utilizar leite termizado (ver Fig. 12 da sec¢do “Materiais e
Metodologias”), uma vez que este estd numa fase do processo que permite a inoculagdo da
enzima, sem alterar dramaticamente a linha de producdo. Deste modo, procedeu-se a
hidrolise do leite termizado da mesma forma que o leite UHT com o intuito de se averiguar a
possibilidade de actuar nesta fase de producdo do leite.

Ao submeter o leite termizado as mesmas condi¢des que o leite UHT, e conforme a
Fig. 24 (cromatogramas de A->C), constata-se que a medida que se aumenta a concentragao
de bromelaina ndo se verifica uma hidrélise significativa sendo visivel ndo so6 pelo valor de R,

que se mantém quase inalteravel, como também pela altura do pico dos AA e das caseinas
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Figura 24 — Variagdo da hidrolise parcial do leite meio gordo termizado por RP-HPLC com diferentes razoes
S:E (condi¢des de hidrélise e analise por HPLC apresentadas na secgdo “Materiais ¢ Metodologias™). Legenda:
AA — aminoacidos livres, 1 — k-caseina, 2 — og,-caseina, 3 — ag;-caseina, 4,5 — B-caseina. [A] — S:E = 200:0
mL/mg; [B] - S:E =100:1 mL/mg; [C] — S:E =75:1 mL/mg
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(picos de 1 a 5) que se mantém constante, como resultado da reduzida ou quase inexistente
hidrolise (cromatogramas B e C).

Trabalhar com leite termizado nas mesmas condigdes utilizadas para leite UHT
revelou-se algo muito complicado pois os resultados obtidos (Fig. 24) ndo foram satisfatorios.
Desconhecendo a solugdo para o problema, apesar da imensa pesquisa bibliografica efectuada
sobre o assunto em causa, foram realizadas em seguida diversas experiéncias com o intuito de
compreender o insucesso na hidrolise das caseinas. Em primeiro lugar aumentou-se a
quantidade de bromelaina, embora sem resultados visiveis. Posteriormente, utilizou-se uma
outra enzima proteolitica semelhante a bromelaina em termos de hidrélise, a ficina, mas
também sem sucesso. Experimentou-se uma mistura com rennet e bromelaina, mas mais uma
vez nao foi suficiente para provocar hidrélise. Por fim recorreu-se a um composto inorganico,
o carbonato de calcio, muito utilizado nas industrias como agente coagulador, juntamente com
a bromelaina. Essa combinagdo nao provocou hidrodlise das caseinas apesar de ter coagulado o
leite. Face aos resultados obtidos, tentou-se ao méaximo arranjar alternativas que fossem
viaveis para solucionar o problema. Assim sendo, recorreu-se a aplicacdo de um pré-
aquecimento no leite de modo a desnaturar um pouco as proteinas e facilitar a actuagdo da
bromelaina. As temperaturas utilizadas bem como o tempo encontram-se descritos na Tabela

7 da sec¢do “Materiais € Metodologias”.

6.2.4. Leite meio gordo termizado com pré-aquecimento inicial

A temperaturas elevadas as proteinas sofrem um processo de desnaturagao perdendo a
sua conformacao tridimensional e propriedades funcionais. O facto de as proteinas alterarem a
sua conforma¢do ndo modifica o leite em termos nutritivos pois estas serdo posteriormente
clivadas no estdmago quando o leite for ingerido. Com a ultrapasteurizacdo, as proteinas
alteram a sua estrutura tornando-se mais degradaveis permitindo, consequentemente, uma
actuacdo mais eficaz da bromelaina. Setou et al. (2008) constataram que o aumento de
temperatura facilita a digestdo enzimatica permitindo uma maior hidrélise nas proteinas.
Existe uma maior dificuldade ao trabalhar com leite termizado, muito possivelmente, devido
também a camada de fosfolipidos que reveste cada globulo de gordura. Esta camada actua
como barreira protectora da gordura dificultando a actuacdo das enzimas pela interac¢do

estabelecida entre estas. O aumento de temperatura induz a separagdo dos globulos facilitando
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a actuacdo de enzimas nas proteinas (O'Mahony, 1988). Estes dois factores podem estar na
génese do insucesso ao trabalhar com leite termizado sem aquecimento inicial.

Com a aplicagdo de uma temperatura inicial no leite termizado, observa-se, ao
contrario dos cromatogramas da Fig. 24, uma hidroélise muito superior visivel pelo valor de R
bem como pela altura do pico dos AA. Numa primeira fase, o objectivo foi encontrar a
temperatura ideal que pudesse originar resultados satisfatérios. De acordo com a Fig. 25
constata-se que a uma temperatura de 80 °C obtém-se uma hidrélise maior (R=0,439) do que
nas restantes temperaturas. Com o aumento desta, verifica-se um incremento na altura do pico
dos AA e uma consequente redugdo nas caseinas como resultado da hidrolise ocorrida. No
leite termizado pré-aquecido a 80 °C durante 4 minutos, regista-se uma hidrolise de 58,1% nas
caseinas relativamente ao leite meio gordo termizado sem bromelaina (cromatograma A da

Fig. 24).
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Figura 25 — Variacdo da hidrélise parcial do leite meio gordo termizado por RP-HPLC submetido a um
aquecimento inicial, variando a temperatura e o tempo (condi¢des de hidrolise e analise por HPLC apresentadas
na sec¢do ‘“Materiais e Metodologias”). Legenda: AA — aminoacidos livres, 1 — k-caseina, 2 — agp-caseina, 3 —
og;-caseina, 4,5 — B-caseina. [A] — 65 °C (30 min) (S:E = 100:1 mL/mg); [B] — 70 °C (30 min) (S:E = 100:0,5
mL/mg); [C] — 80 °C (4 min) (S:E = 100:0,5 mL/mg)

Com um pré-aquecimento inferior ou igual a 65 °C obteve-se um baixo grau de
hidrolise. Estes resultados ndo possuem grande interesse pois com baixas temperaturas ndo se
consegue desnaturar as proteinas, tal como verificado por Vasbinder et al. (2003). Ao longo

das experiéncias efectuadas, constatou-se que existe uma relagdo inversa entre os factores
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temperatura e tempo, ou seja, quanto maior a temperatura de aquecimento inicial, menor sera
o tempo a que o leite fica submetido a essa temperatura; uma pequena variagao nesse tempo
sera de evitar, na medida em que resultard na precipitacdo das proteinas e consequente
coagulagao do leite.

Conforme apresentado na Fig. 26, pretendeu-se investigar a variagdo do grau de
hidrolise ao longo do tempo de pré-aquecimento mas mantendo uma temperatura fixa.
Utilizando uma temperatura de 75 °C, ao fim de 15 minutos observou-se uma hidrélise mais

significativa do que nos primeiros 10 minutos sendo visivel pelo valor de R (0,325).
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Figura 26 — Razdo entre aminoacidos livres e pequenos péptidos versus caseinas (R) no leite meio gordo
termizado submetido a um pré-aquecimento inicial de 75 °C, variando o tempo e mantendo constante a razdo S:E
(100:0,5 mL/mg)

Estes resultados mostram claramente que o leite termizado quando submetido a um
pré-aquecimento aproxima-se do comportamento do leite UHT em termos de hidrdlise parcial
das proteinas. E fundamental compreender muito bem o binémio tempo/temperatura pois em
termos industriais uma ligeira variagdo nestes factores pode constituir um enorme prejuizo

para a unidade fabril.

Tentar criar em laboratério um leite para depois ser aplicado numa fabrica ¢ algo
complicado e exige uma adaptacdo as condi¢des utilizadas na fabrica, em termos de
temperatura, tempo, maquinaria utilizada, entre outros. E um processo dificil e complexo mas
ndo impossivel. Em termos teoricos, a producao industrial deste leite funcional seria do modo

apresentado na Fig. 27.
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No entanto, em termos praticos, existem determinados factores que impossibilitam a
producdo industrial deste leite funcional do modo como foi apresentado na Fig. 27. Alguns
procedimentos terdo que ser repensados e discutidos com a Unileite de modo a respeitar os
requisitos pretendidos pela fabrica. Para proteger os direitos comerciais da empresa numa

posterior comercializagdo do leite funcional em causa, estes dados serdo omitidos desta
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Figura 27 — Diagrama sintese da produgdo do leite funcional na unidade fabril
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6.3. Analise das propriedades anti-hipertensivas do leite modificado

Existem inumeros métodos usados para quantificar a actividade in vitro da ACE. Apoés
a andlise de diversos artigos cientificos relativos ao tema, verificou-se que existem trés
métodos para a determinagdo da inibicdo da ACE, nomeadamente, por espectrofotometria,
fluorometria e HPLC. De acordo com a bibliografia consultada, o método mais preciso,
rapido e eficaz de analisar as caracteristicas hipotensivas dos péptidos resultantes da hidrélise
de proteinas ¢ a cromatografia acoplada com detecgdo UV (ultravioleta). A actividade da
ACE ¢ medida pela sua acc¢do no substrato sintético HHL com consequente formacdo do HA
e do His-Leu. O grau de inibicao das amostras ¢ quantificado pelo sinal produzido pelo HA
no sistema cromatografico. Quanto menor a quantidade de HA medida (relativamente ao
controlo), maior serd o grau de inibi¢do da enzima e, consequentemente, maior o efeito

hipotensivo dos péptidos das amostras analisadas (Fig. 28).

[A] [B]
HHL
HHL
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30 min 30 min

Figura 28 — Determinacdo da actividade inibitéria da ACE por HPLC (condigdes de analise por HPLC
apresentadas na sec¢do “Materiais ¢ Metodologias”). [A] — Cromatograma com a representagdo do HA
(controlo); [B] — Cromatograma com a representagdo do HA numa amostra de leite parcialmente hidrolisado

com bromelaina
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6.3.1. Determinacio da velocidade maxima da ACE

A velocidade da reac¢do da ACE ao longo do tempo foi medida por HPLC. As
sucessivas injec¢oes dadas em diferentes intervalos de reaccao (0, 15, 30, 45 min) permitiram
visualizar o decréscimo do HHL e consequente aumento do HA ao longo dos 45 minutos,

como se pode observar na Fig. 29.
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Figura 29 — Cromatogramas referentes a producdo de HA ao longo de intervalos pré-definidos utilizados para o
calculo da velocidade da reaccdo (condi¢cdes de andlise por HPLC apresentadas na seccdo “Materiais e
Metodologias™)

6.3.2. Analise de amostras de leite UHT e leite termizado
6.3.2.1. Sem dialise

Inicialmente comegou-se por analisar o efeito anti-hipertensivo in vitro do leite magro
e do leite meio gordo UHT com bromelaina, sem didlise prévia, em 3 proporgdes S:E
diferentes e utilizando como controlo o leite sem bromelaina (magro e meio gordo consoante
o tipo de leite em estudo). Através da Fig. 30 € possivel constatar que nao existem diferengas
significativas entre estes dois tipos de leite em termos de proporgdes S:E analisadas, o que faz
sentido pois a quantidade de proteina entre leite magro e meio gordo ¢ a mesma (3,2 g por

100 mL de leite), apenas diferem na quantidade de gordura presente em ambos (0,1 ge 1,6 g
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de lipidos, respectivamente, por 100 mL de leite). A propor¢ao 75:1 (S:E) ndo foi analisada
no leite meio gordo uma vez que este propor¢do resulta, na maior parte das vezes, na
precipitagdo das proteinas do leite, facto que impossibilitou o posterior estudo da percentagem
de inibicdo da ACE. A conclusdo mais proeminente que se retira destes testes realizados € que
quanto maior a proporcao S:E, menor serd o efeito inibidor da ACE. De acordo com alguns
autores (Janitha et al., 2002; Jiang et al., 2010), a actividade inibitoria da ACE esta
relacionada com o grau de hidrolise provocada nas caseinas, ou seja, quanto menor a
quantidade de leite, mais concentrada estd a bromelaina, logo maior a hidrélise provocada nas

caseinas, e por conseguinte, maior serd a quantidade de péptidos produzidos.
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Figura 30 — Percentagem de inibi¢do da ACE das diferentes propor¢des S:E do leite magro e meio gordo UHT
(condicdes de andlise apresentadas na sec¢do “Materiais e Metodologias™)

Em seguida procedeu-se ao estudo in vitro do leite meio gordo termizado (Fig. 31),
sem didlise prévia e utilizando sempre a mesma razdo S:E (100:0,5). O leite foi submetido a
um pré-aquecimento inicial utilizando as mesmas temperaturas e tempos nos quais se
registaram os melhores valores de R no processo de hidrolise com bromelaina (70 °C — 30
min, 75 °C — 15 min e 80 °C — 4 min). Analisando os resultados obtidos, € comparando com o
leite meio gordo termizado sem bromelaina (100:0), observa-se que ndo existem diferencas
significativas entre as diferentes temperaturas e tempos utilizados. A percentagem de inibi¢ao
na ACE foi em todos os casos inferior a 20%. Estes valores indicam claramente que ainda nao
se conseguiu alcancar a percentagem de inibi¢do obtida no leite UHT, ou seja, as
modificagdes promovidas nas proteinas no leite UHT pelo processo de ultrapasteurizagdo sdo

diferentes das provocadas no leite termizado submetido a um pré-aquecimento inicial. Apesar
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das semelhangas existentes em termos de hidrdlise provocada pela bromelaina entre leite
UHT e termizado, relativamente a inibi¢ao da ACE nao se observou a mesma coisa. Face aos

resultados, mais estudos serdo necessarios com vista a obtengcdo de uma inibi¢do igual ou

superior ao leite UHT.

Leite Meio Gordo Termizado

% de Imibiciao da ACE
L]
=

(=]
-]

%
|
|

0 |
L
|
|
|
73%

T s . T
: 80° C
Temperatura * C

\_ J

Figura 31 — Percentagem de inibi¢cdo da ACE do leite meio gordo termizado analisado na mesma proporg¢io S:E

(100:0,5) mas diferindo no tempo e temperatura de pré-aquecimento inicial (condi¢des de analise apresentadas
na sec¢do “Materiais e Metodologias™)

6.3.2.2. Apos dialise

Ap6s concluidas as andlises ao leite magro e meio gordo UHT e ao leite meio gordo
termizado, sem didlise prévia, procedeu-se ao estudo das fracgdes obtidas na dialise efectuada
ao leite UHT (ver ponto 5.3.2 da seccdo “Materiais ¢ Metodologias”). Utilizou-se uma
amostra de leite meio gordo UHT, na proporcao 100:1, e seguiu-se o0 mesmo procedimento
usado para testar o efeito anti-hipertensivo. Os resultados desta analise encontram-se na
Tabela 9. A conclusdo mais relevante que se retira dos testes efectuados ¢ que a fracgdo
proteica compreendida entre os 10-3 kDa apresenta um maior poder inibidor da ACE. Isto

significa que os péptidos mais potentes t€m um peso molecular situado entre os 10-3 kDa.

Tabela 9 — Percentagem de inibi¢do da ACE (e respectivo valor do desvio padrdo) das frac¢des proteicas apos
dialise, a concentragdo de 25 mg/mL, utilizando uma amostra de leite meio gordo UHT (100:1)

Fracgoes proteicas Inibicdo da ACE (%) Desvio padrao

>10 kDa 29,57 1,21
10-3 kDa 75,92 2,65
<3 kDa 14,03 0,17

65
Vera Raquel de Medeiros



De acordo com Hong et al. (2008), os péptidos com peso molecular inferior a 3 kDa
apresentam um maior poder de inibi¢do da ACE. Todavia, a frac¢do analisada mostrou ser a
menos activa. Isto pode ser explicado devido ao facto de esta fraccdo conter sobretudo
gordura (4cidos gordos), sais minerais (fosfato, célcio), vitaminas e outros compostos de
pequena dimensdo, nomeadamente AA e pequenos péptidos (Fox, 1989). No entanto, estes
deverdo existir em quantidade reduzida pelo que o seu efeito ¢, de certa forma, pouco
relevante. A frac¢do com peso molecular superior a 10 kDa ¢ composta maioritariamente por
proteinas intactas ou parcialmente intactas. Segundo Hong et al. (2008), as sequéncias
peptidicas formadas por um ntimero reduzido de péptidos sdo mais potentes que as formadas
por longas cadeias, facto este que pode justificar o baixo poder inibidor da referida frac¢ao.

De salientar que a actividade inibidora de um péptido ndo ¢ somente avaliada pelo
comprimento da cadeia mas também pela composi¢do dos aminoacidos da regido C-terminal.
Regides formadas por aminoacidos hidrofobos, por exemplo triptofano, tirosina, prolina ou
fenilalanina, sdo mais activas se presentes em cada uma das trés posicoes da regido C-
terminal. A presenga de aminoacidos com carga positiva, como a lisina, guanidina ou
arginina, também pode conferir uma maior poténcia em termos de inibigdo da ACE (Quirds et
al., 2009; Jiang et al., 2010). Efectivamente, a natureza dos aminoacidos que constituem a
regido C-terminal da sequéncia peptidica ¢ crucial para a ligagao do substrato ao centro activo
da enzima ACE. A substitui¢do de alguns residuos de aminoacidos na regido C-terminal por
outros influencia a ligagdo e a capacidade inibitoria do péptido formado (Quir6s et al., 2009).

As fracgdes proteicas foram analisadas utilizando uma s6 propor¢ao S:E pois
pressupde-se que as restantes proporgdes deverdo seguir a mesma tendéncia uma vez que
qualitativamente a composi¢do proteica de cada fraccdo sera idéntica, variando apenas a

quantidade disponivel de acordo com o grau de hidrélise produzido pela bromelaina.

6.3.3. Determinacao do tipo de inibicao

O tipo de inibi¢do provocado pela adicdao do leite parcialmente hidrolisado na reacc¢do
mostrou ser muito préoximo do ndo competitivo, como se pode constatar através da curva de
Lineweaver-Burk (Fig. 32). Os péptidos do leite parcialmente hidrolisados vao actuar, na sua
generalidade, como substratos ndo competitivos. Estes substratos ligam-se reversivelmente a
enzima num local diferente do centro activo, ndo impedindo, deste modo, a ligagdo da
angiotensina [ 8 ACE. Contudo, o centro activo da enzima fica, de certa forma, afectado pela

presenga do inibidor. Consequentemente, esta ligacdo ocorre com menos facilidade,
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diminuindo a velocidade da reac¢io da ACE (Campos, 1998). E de referir que as amostras
analisadas s@o uma mistura complexa de péptidos com diferentes propriedades e fungdes
sendo, por isso, dificil definir um padrdo preciso relativamente ao tipo de inibi¢do provocada
na ACE. De acordo com alguma pesquisa bibliografica feita, constatou-se que a maioria dos
inibidores da ACE resultantes da hidrélise de proteinas alimentares sdo inibidores
competitivos. Isto significa que estes inibidores ligam-se ao centro activo da enzima,
impedindo a ligagdo da angiotensina I (Wu & Ding, 2002; Jiang et al., 2010). Todavia,
também se verifica a existéncia de péptidos inibidores da ACE que exercem uma actividade
ndo competitiva (Jiang et al., 2010). Isto significa que os resultados obtidos estdo de acordo

com a literatura.
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Figura 32 — Curva de Lineweaver-Burk da inibicdo da ACE pela amostra resultante da hidrolise parcial do leite
meio gordo UHT (S:E 100:1) e respectivos pardmetros cinéticos. Vermelho — amostra de leite; azul — controlo

(leite meio gordo UHT sem bromelaina)

Os parametros cinéticos Ky, € Vs, representados na Fig. 32, foram calculados para a
amostra de leite e respectivo controlo. A amostra de leite parcialmente hidrolisada possui
bastante afinidade para se ligar & ACE dado o baixo valor de K, registado relativamente ao
controlo. Com efeito, a ligacdo substrato-enzima ocorre mais facilmente permitindo que a
reac¢cdo com a ACE ocorra mais rapidamente.

A ideia inicial foi simplesmente averiguar se as amostras de leite parcialmente
hidrolisadas com a enzima bromelaina provocariam ou ndo uma inibigao in viro na ACE. Os
resultados foram positivos pois observou-se uma inibicdo razoavel na ACE. Face aos
resultados obtidos, o passo seguinte foi saber qual o tipo de inibigdo provocada pela amostra
de leite analisada. O tipo de inibi¢do obtido pela curva de Lineweaver-Burk nao foi muito
precisa pois ao trabalhar com uma amostra complexa, e ndo pura, torna-se algo dificil tentar

definir um padrdo. Apesar da dificuldade encontrada, realmente constatou-se uma alteragao
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provocada na actividade da ACE pela presenga das amostras de leite parcialmente
hidrolisadas com bromelaina relativamente ao controlo utilizado (leite sem bromelaina). Estes
resultados demonstram que a produ¢do de um leite com proteinas parcialmente modificadas
por uma enzima proteolitica, indubitavelmente, provocam um efeito hipotensivo in vitro.
Certamente os procedimentos utilizados para a producdo deste leite terdo que ser
aprofundados com o intuito de obter, no futuro, uma maior inibicdo da ACE e, por

conseguinte, um maior efeito hipotensivo.

6.4. Analise sensorial ao leite meio gordo UHT modificado

Nas ultimas décadas tém-se desenvolvido cada vez mais formulas com proteinas do
leite bovino parcialmente hidrolisadas, dado o sabor mais amargo e o elevado custo das
formulas disponiveis no mercado. Este sabor mais amargo pode contribuir para uma menor
ingestao de leite e, consequentemente, agravamento das alergias e malnutri¢ao (Estrada-Reyes
et al., 2006; Pedrosa et al., 2006).

A andlise sensorial ¢ utilizada para analisar, medir e interpretar reacgdes as
caracteristicas sensoriais dos alimentos. Surgiu como Ciéncia nos anos 40 nos paises
Escandinavos e nos EUA, e na Europa s6 em finais da década de 50. A analise sensorial pode
aplicar-se no estudo e desenvolvimento de (novos) produtos, em testes de tempo de vida ttil
de produtos, testes de mercado, controlo de qualidade, entre outros (Esteves, 2009).

A qualidade sensorial de um produto deve ser considerada como um factor chave para
a aceitacdo de um alimento, porque os consumidores procuram produtos com determinadas
caracteristicas sensoriais. A aceitagdo do produto ird depender das necessidades do
consumidor e do grau de satisfagdo que o mesmo pode originar (Costell et al., 2010). Assim
sendo, tornou-se fundamental a realizacdo de uma andlise sensorial ao leite funcional
produzido, resultante da hidrolise parcial das proteinas do leite bovino. O leite foi submetido a
um painel sensorial formado por 28 individuos voluntarios. Efectuou-se um teste de
comparagao-par entre o leite meio gordo UHT modificado e o leite meio gordo UHT
convencional. Os testes de comparagao-par (ISO 5495:2005) sdo testes relativamente simples,
utilizam-se para determinar se existem diferencas entre as duas mostras de produtos a analisar
(Esteves, 2009). De seguida serao apresentados os resultados da analise sensorial efectuada.

Através da Fig. 33 constata-se que uma percentagem significativa de individuos

inquiridos considerou que o leite com bromelaina possuia um sabor agradavel relativamente a
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amostra do leite convencional. Da totalidade dos individuos, 25% achou-o muito agradavel e
apenas 14% notou um sabor desagradavel no leite modificado.

De acordo com Bus e Worsley (2002), as propriedades organolépticas, o custo, a
conveniéncia, os habitos individuais e familiares de consumo, questdes socioeconémicas €
demograficas, o conhecimento nutricional e as preocupacdes em torno do conteido em
gordura e colesterol, constituem factores que influenciam o consumo de produtos lacteos de
diversos tipos. Estes parametros podem condicionar o interesse dos individuos em participar
em analises sensoriais devido ao preconceito e a opinido pré-concebida que estes possuem

independentemente do produto lacteo a analisar.

r 3\

0%
Inditerente ' ’

. . 25%
Muito Agradavel

, I 61%
Agradavel

. 14%
Desagradavel

. o ' 0%
Muito Degagradavel

0 1 20 0 40 50 60 70

L¥¥)

Percentagem de Individuos
\ -

Figura 33 — Resultados da analise sensorial ao pardmetro “sabor” do leite com bromelaina

O sabor ¢ um dos factores mais importante na escolha de um alimento. No que respeita
ao tipo de leite preferencial, os consumidores preferem leite com elevados teores de gordura.
Contudo, estudos demonstram que o consumo de leite com baixo teor de gordura,
nomeadamente leite magro, deve-se as crencas dos consumidores sobre os beneficios
nutricionais do mesmo, sobretudo redu¢do dos riscos de hipertensdo, caries dentérias, cancro
do colon, problemas cardiovasculares, entre outros, do que ao seu sabor. Muitos individuos
ndo tém a nog¢do da importancia do leite e seus produtos derivados, principalmente como
fonte essencial de calcio e como este mineral ¢ fundamental para a estrutura dssea, a nivel da
prevenc¢ao da osteoporose (Bus e Worsley, 2002).

Para além do sabor, outro pardmetro analisado nesta analise sensorial foi o “aspecto”
do leite modificado. Através da Fig. 34, observa-se que a totalidade dos individuos inquiridos
nao identificou qualquer diferenga entre o leite modificado e o leite convencional,

considerando este pardmetro pouco relevante para a analise.
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Figura 34 — Resultados da analise sensorial ao parametro “aspecto” do leite com bromelaina

Fazendo uma comparagdo entre o leite meio gordo UHT com bromelaina e o leite
meio gordo UHT convencional (Fig. 35), verifica-se que 86% dos individuos consideram o
leite modificado agradavel e apenas 14% dos inquiridos notou algo de diferente no primeiro
leite mas ndo o identificou. No campo “observagdes”, existente em cada inquérito, constatou-
se que alguns individuos (10,7%) sentiram um ligeiro sabor ressequido na boca quando
ingeriram o leite modificado. Contudo, 7,1% dos participantes acharam que este leite possuia

um sabor mais intenso que o leite normal e apenas 3,6% notou um sabor mais amargo.
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Figura 35 — Resultados da analise sensorial efectuada ao leite meio gordo UHT com bromelaina versus leite

meio gordo UHT convencional. MG — meio gordo

Através desta andlise sensorial efectuada ao leite parcialmente hidrolisado com a
enzima bromelaina, constatou-se que, no geral, os individuos inquiridos gostaram do sabor do
leite modificado, ndo o consideraram muito diferente do leite meio gordo normal disponivel
no mercado, em termos de aspecto e caracteristicas organolépticas. Assim sendo, pode-se
concluir que a enzima proteolitica utilizada n3o origina péptidos com sabor amargo, ao

contrario de certas proteases como a tripsina, o que se traduz num paladar agradével.
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Com os resultados obtidos neste trabalho, pretende-se mostrar que a ideia de produzir
um leite funcional para pessoas intolerantes as proteinas do leite bovino através da hidrolise
parcial das mesmas ¢ possivel. O leite produzido desta forma representa uma mais valia para
adultos e criancas pela conservacao das suas propriedades funcionais, dado que as formulas
hipoalergénicas disponiveis no mercado sao maioritariamente produtos hidrolisados em po
que ndo conservam as propriedades naturais do leite. Estas formulas, como foi explorado
anteriormente, ndo sdo economicamente acessiveis a todas as pessoas e algumas até sdo
produtos farmacéuticos com necessidade de prescrigdo médica.

As possiveis propriedades hipoalergénicas e hipotensivas deste leite funcional (estas
ultimas testadas in vitro) terdo que, evidentemente, ser analisadas in Vivo com recurso a um
estudo clinico piloto com um niimero restrito de individuos intolerantes as proteinas do leite e
hipertensos, seguido depois por estudos em maior escala, caso se comprove a inocuidade do
leite. A ideia sera seguir estes individuos durante um determinado periodo de tempo de modo
a testar a seguranga e a eficacia do leite modificado antes de ser introduzido no mercado.

De salientar que ap6s comprovado o efeito hipotensivo in vivo do leite modificado,
este devera ser visto como um produto nutracéutico € ndo como um medicamento. Por outras
palavras, um individuo diagnosticado clinicamente como hipertenso ndo devera substituir os
medicamentos prescritos pelo médico por este leite funcional pois o efeito hipotensivo
provocado por este novo produto ndo ¢ o mesmo que o provocado pelos medicamentos. Os
nutracéuticos sdo alimentos testados clinicamente e que proporcionam beneficios a saude,
como a prevengdo ou o tratamento de doencas. Sao aliados para a saude humana mas nao
elaborados com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou até mesmo para fins de
diagndstico como € o caso dos produtos farmacéuticos.

A criagdo deste novo produto constitui uma alternativa viavel para as industrias de
lacticinios pois, segundo a literatura consultada, ndo existe leite modificado com a enzima
investigada (bromelaina) no mercado nacional nem internacional. Deste modo, comprovando-
se a funcionalidade do produto, este poderd constituir uma boa fonte de rendimentos para a

regido concorrendo com os produtos provenientes do exterior.
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O trabalho realizado até agora permitiu tirar conclusdes acerca: da possibilidade de
criar um leite mais digerivel com proteinas parcialmente hidrolisadas com uma enzima
proteolitica, neste caso a bromelaina, do modo de produgdo industrial deste leite modificado e
das suas propriedades hipotensivas in vitro pela inibi¢ao da ACE.

Na sequéncia deste trabalho, e de acordo com a literatura, o passo seguinte ao estudo
das fracgoes proteicas do leite modificado seria certamente a separacao em sub-fracgdes, por
uma metodologia sequencial de métodos cromatograficos, e a analise de cada uma delas,
novamente, tendo em vista a inibi¢do da ACE (Janitha et al., 2002; Mao et al., 2007). Da(s)
sub-frac¢do(0es) mais activa(s) deveriam ser isolados e purificados os seus elementos
constituintes para posterior caracterizacdo através de um analisador protedmico MALDI-
TOF/TOF (Martin et al., 2008; Jiang et al., 2010). Posteriormente, os péptidos ja isolados e
caracterizados seriam submetidos a uma confirmacao da sua actividade anti-hipertensiva in
vitro seguido de um processo de simulagdo da digestdo gastrica, recorrendo a enzimas
digestivas para o efeito, com o intuito de testar a resisténcia dos péptidos a degradagdo
gastrointestinal quando ingeridos. A actividade anti-hipertensiva de um péptido in vivo
depende do tipo de péptidos formados apos a digestdo gastrointestinal e da constituicdo da
regido C-terminal (Wu & Ding, 2002; Ledesma-Hernandez et al., 2004; Quird6s et al., 2009).

O isolamento e caracterizacdo dos péptidos constituintes da frac¢do 10-3 kDa, e
posterior simulacdo do processo digestivo, seria algo muito aliciante e interessante de
investigar. No entanto, uma vez que se trata de um trabalho demorado e complexo, que
pressupde a utilizagdo de algumas técnicas para as quais seria necessario um periodo natural
de formagdo e aprendizagem, bem como a utilizacdo de tecnologia que ndo se encontra
disponivel na Universidade dos Agores, a sua execugdo seria inviavel durante o periodo do

mestrado. Fica, assim, aberto o caminho a uma continuacao do estudo do presente tema.
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Anexo 1

Tabela 10 — Aminoacidos e abreviaturas (Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides, 1983)

Aminoacidos Abreviaturas
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Ornitina Orn 0]
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val A%
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Anexo 2

Tabela 11 — Péptidos obtidos de proteinas lacteas com actividade anti-hipertensiva e o seu potencial de inibigdo
da ACE com valor de ICs inferior a 1000 uM (Hong et al., 2008)

Sequéncia de aminoacidos ICsy (uM)

Péptidos com actividade inibitéria da ACE derivados da a,,-CN

AYFYPE 106
QTQYDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW 346
RPKHPIKHQ 13
FFVAPFPEVFGK 77
YKVPQL 22
YP 720
TTMPLW 16
FFVAP 6

PLW 36
LW 50
VAP 2

FVAP 10

Péptidos com actividade inibitéria da ACE derivados da -CN

KYPVQPFTESQSLTL 93
KYPVQPFTESQSLTL 39
RDMPIQAF 209
YQQPVLGIPVRGPFPIIV 101
LLWQQPVLGPVRGPFPIIV 21
LPQNIPPLTQTPVVVPPFLEVMGVSK 25
LLYQQPVLGPVRGPFPIV 144
LSSSEESTRINKKIEKFQSEEQQQYEDELQDKIHPFAQT 108
QSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSK
DELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNS 4
KVLPVP 4.6
VYP 288
VYPFPG 221
YPFPGPIPN 15
IPP 5
TPVVVPPFLQP 749
VPP 9
LQSW 500
KVLPVP 5
AVPYPQR 15
VYPFPG 221
GKP 352
IPA 141
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Tabela 11 (cont.)

Sequéncia de aminoacidos ICs5y (uM)

Péptidos com actividade inibitéria da ACE derivados da p-CN (cont.)

VYP 288
TPVVVPPFLQP 749
AVPYPQR 15
IYPFVEPI 8
IYPFVEPIP 12
LIYPFVEPIP 9
IYPFVEPIPY 20
YPFVEPIPY 20
PFVEPIPY 25
FVEPIPY 55
PIPY 30
Péptidos com actividade inibitéria da ACE derivados da a,-CN

AMPKPW 580
MKPWIQPK 300
TKVIP 400
Péptidos com actividade inibitéria da ACE derivados das proteinas do soro®
YGLF 733
IPA 141
FP 315
GKP 352

*Testado em roedores com niveis induzidos de pressdo sanguinea elevada
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Anexo 3

Universidade dos Agores

Departamento de Ciéncias Tecnologicas e Desenvolvimento (DCTD)
Junho de 2009

Analise Sensorial a um Produto Lacteo

Teste 1
Amostra 2185 Amostra 1186
Parametros Sabor | Aspecto Parametros Sabor Aspecto
Muito Desagradavel Muito Desagradavel
Desagradavel Desagradavel
Agradavel Agradavel
Muito Agradavel Muito Agradavel
Indiferente Indiferente
Observacoes:

Compraria alguma das amostras?

2185

1186

Observacoes:

Ambas

Nenhuma

Obrigada pela sua colaboracio!!
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