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RESUMO — A producido de manteiga gera 6.10° toneladas por ano de buttermilk em todo o mundo. Este subproduto
possui nutrientes como proteinas, lactose e minerais. As proteinas, quando clivadas a peptideos, apresentam atividade
biol6gica como antioxidante e antimicrobiana. Este estudo visou obter peptideos de baixo peso molecular a partir do
buttermik através de um processo combinado de hidrolise enzimética e separagdo por membranas. As enzimas Alcalase®
e Neutrase® utilizadas em sequéncia apresentaram melhor a¢do chegando a um grau de hidrélise (GH) de 34 %. A
separacéo do buttermilk hidrolisado pela membrana de ultrafiltracdo, com condigdes de 1 bar de pressdo, por duas horas
e temperatura de 40°C, permitiu a separacdo dos peptideos menores, rejeitando as moléculas de proteinas em 60,25 %.
As amostras hidrolisadas e ultrafiltradas apresentaram bioatividade, que apresentou maior atividade antioxidante
(834,21+2,40 pumol TE/g de proteina). Foi possivel aliar a obtencdo de um hidrolisado proteico, comprovando sua
bioatividade, com o reaproveitamento de um subproduto pouco valorizado na inddstria de alimentos.
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1 INTRODUCAO

Buttermilk é considerado um subproduto complexo, o qual é liberado durante o batimento da producgéo de
manteiga e contém proteinas, lipideos, oligossacarideos, fosfolipidios, glicolipideos, glicoproteinas e muitos componentes
com atividades bioldgicas em que particularmente as proteinas, quando clivadas a peptideos, apresentam grande atividade
biolégica (ASTAIRE et al., 2003), destacam que a producdo mundial de buttermilk é de 6,5 x 106 toneladas anuais, sendo
um importante candidato a conquista do mercado alimenticio.

As proteinas presentes no buttermilk sdo fonte de peptideos biologicamente ativos e apresentam peptideos
criptografados na sua estrutura, sendo liberados pelo processo de digestdo. Apds serem absorvidos e transportados para
0s 6rgdos, os peptideos atuam em diversas vias metabolicas especificas e fornecendo diversos beneficios a saide. Porém,
enguanto os peptideos estiverem presos na sequéncia original da proteina, eles possuem menor atividade biolégica. Além
disso, proteinas com estrutura globular compacta podem causar alergia, pois as enzimas do sistema digestivo ndo chegam
até os sitios de clivagem, ndo ocorrendo a digestdo. A hidrélise enzimética libera os peptideos e diminui a alergenicidade
por expor as cadeias, facilitando a sua digestdo (GOLKAR et al., 2019).

O processo de separagdo por membranas, utilizando a membrana de ultrafiltracdo, operando juntamente com a
hidrélise enzimética, permite operar em etapas de transformacao e separa¢do, chamado de biorreator de membrana. A
hidrélise enzimatica possibilita a clivagem das proteinas, enquanto a ultrafiltracdo permite realizar a separagéo do produto.
A literatura traz diversos trabalhos envolvendo o uso combinado desses processos para a produgao de peptideos, utilizando
proteinas do soro de leite (VERDI, 2017), leite (ARAUZ, 2011), tratamento supercritico no buttermilk (GARCIA-CANO
et. al., 2020) e outros. Uma das maiores vantagens é que esta configuracdo permite o controle do peso molecular dos
produtos selecionando adequadamente o poro da membrana (CHEISON et al., 2006; PRIETO et al., 2007).

Este estudo visou obter peptideos de baixo peso molecular a partir do buttermik em um biorreator de membrana,
aplicando ultrafiltracdo seguida de hidrolise enzimatica, separando os peptideos de baixo peso molecular por ultrafiltracdo
e avaliando a bioatividade dos peptideos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacao do buttermilk
O buttermilk foi fornecido pela empresa Randon S.A (Vacaria — RS, Brasil), coletado um dia antes dos

experimentos. A caracterizacdo do buttermilk foi determinada no Laboratério de Servico de Analise de Rebanhos
Leiteiros (SARLE) da UPF, através do equipamento de Espectroscopia no infravermelho proximo (FTIR) de marca Delta
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Instruments, que segue a metodologia International Dairy Federation (IDF) 141C. A composi¢do média do buttermi
base Umida, foi de 2,07+0,02% de proteina, 2,35+0,03% de gordura, 1,75+0,02% de lactose e pH de 6,35+0,10.

2.2. Hidrolise enzimatica ' -

Os ensaios de hidrolise proteica foram realizados por bateladas e em triplicata. Os reatores foram béqueres de
2000 mL, colocados sob agitadores magnéticos com aquecimento (marca FISATOM, modelo 501). 1000 mL de
buttermilk foram adicionados no béquer e, ap6s, um volume de enzima especifico foi adicionado de acordo com as
indicacOes do fabricante. Sob constante agitacdo, o pH foi ajustado conforme necessidade com NaOH 0,1 molar ou acido
lactico 0,5 molar e temperatura especificos de cada enzima.

A agitacdo permaneceu constante e o término da hidrélise foi definido pelo método pH-stat, onde, havendo
estabilidade nos valores de pH, deu-se por encerrado o processo de hidrélise. A reacdo foi interrompida com aquecimento
a 90 °C por 30 s, temperatura de inativacdo enzimatica (segundo o fabricante).

As enzimas utilizadas foram a endoprotease Alcalase® (EC3.4.21.62) e metaloprotease Neutrase® (EC3.4.22),
da Novozymes (Bagsveerd, Dinamarca), e cedidas gentilmente pela empresa LNF Latino Americana (Brazil).

2.3 Operacao do biorreator de membrana

O biorreator de membrana operou em batelada, sendo primeiro realizada a hidrolise enzimatica das proteinas, e,
apos, passando o buttermilk hidrolisado ao sistema de separagdo. A separagdo dos peptideos por UF foi realizada por uma
membrana (Koch Membrane Systems) polimérica (poliacrilonitrila) de configuragdo tubular, com érea efetiva de 0,1 m?
e massa molar de corte na faixa de 30 a 80 kDa (segundo o fabricante), em equipamento piloto fornecido pela WGM
Sistemas (Sao Paulo, Brasil).

A membrana foi submetida & limpeza quimica com solugdo de NaOH (pH 11) e enxague com &gua mili-Q antes
de cada experimento. O buttermilk hidrolisado a 40°C foi alimentado no equipamento de separagdo por membrana
disposto em Figura 1. A presséo utilizada foi de 1 bar. O tempo total de operacéo variou entre duas e quatro horas, e 0
tempo total do processo variou entre seis e oito horas. O permeado era retirado e o retido recirculado para o tanque.

Figura 1: Diagrama esquematico do processo de hidrolise e separagdo dos pepetideos no biorreator de
membrana.
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Fonte: Autores (2021).
2.4 Caracterizacdo dos peptideos

Os peptideos foram caracterizados pela estimativa do comprimento médio da cadeia, massa molecular média, e
por eletroforese em gel. A bioatividade avaliada dos peptideos foi a atividade antioxidante.

O comprimento médio da cadeia (CMC) é obtido pela estimativa que um residuo de aminoacido possua massa
molecular média de 120 kDa, conforme descrito por Perea et al. (1993), utilizando as Equagdes 1 e 2.

100

CMC =22 (Eq. 1)
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MMM = CMC %120 (Eq.2)

Os perfis eletroforéticos dos peptideos foram determinados através de sistema Tris-Tricina-SDS-PAGE,
conforme descrito por Jiang et al. (2016), utilizando-se o sistema de eletroforese Mini-Protean 11 Cell da Bio-Rad com
placas de vidro de 6 cm x 8 cm e espessura de 1,0 mm.

2.4 Atividade antioxidante

Usou-se o teste de descoloragdo de solugdo de ABTS, de acordo com o método proposto por Re et al. (1999).
Uma solugdo de ABTS 7 mM (100 mL) foi misturada com solucdo de persulfato de potassio 2,45 mM (100 mL) para
gerar o radical ABTS<+, e mantida no escuro por 16 horas antes do uso. Antes de cada ensaio, a solucdo foi diluida em
alcool etilico até atingir absorbancia de 0,7 £0,05 a 734 nm.

2.5 Analise dos dados

Os resultados obtidos foram expostos a analise estatistica através da Analise de Variancia (ANOVA), seguido
pelo teste de comparagdo de medias de Tukey, a 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As enzimas Alcalase® e Neutrase atingiram respectivamente, os seguintes GH: 25,8%, 5,89%. Alcalase é uma
serino-protease, com diferencial na sua sequéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional, apresentando Asp, His e Ser
no sitio ativo, os substratos ligam-se & serino-protease atraves da insercdo do aminoacido adjacente ao sitio de clivagem
em uma cavidade no sitio ativo da enzima (BEYNON E BOND, 1989; WHITAKER, 1994).

A neutrase ¢ mais ativa em pH neutro e possui regides de a-hélice (38%) e de B-folha pregueada (17%). Visando
aumentar o GH, utilizaram-se as enzimas Alcalase e Neutrase em sequéncia, como mostra a Figura 3. Aliando as duas
enzimas com mecanismos de acdo diferentes, conseguimos obter um GH mais elevado, atingindo o seu maximo em
34,02%.

Figura 2: Grau de Hidrélise (GH) e mols consumidos de NaOH das enzimas selecionadas.
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Apo6s a hidrolise proteica realizada com a sequéncia das enzimas Alcalase e Neutrase, realizamos novo
experimento nessas condi¢Bes e operando o biorreator de membrana. Para comparacéo, também realizamos a operacéo
do biorreator de membrana com o buttermilk. Os fluxos permeados ao longo do tempo dos experimentos se encontram
na Figura 4.
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Figura 3: Fluxo de permeado operando o biorreator de membrana com A) Buttermilk sem hidro
Buttermilk hidrolisado sequencialmente com as enzimas Alcalase e Neutrase. Pressdo: 101 kPa, T = 40 °C.
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O fluxo inicial do buttermilk hidrolisado foi maior (192 L/h.m2), havendo um forte decréscimo e atingindo 15
L/h.m2 apds 120 min de operacdo. Por outro lado, a operacdo do biorreator de membrana com o buttermilk apresentou
um fluxo inicial menor, mas o forte decréscimo também ocorreu, e apds 120 min de operacéo o fluxo era de 24 L/h.m?).
A rejeicdo de proteinas pelo biorreator de membrana também foi diferente para as duas situacdes. A rejei¢do de proteinas
do buttermilk pela membrana de UF chegou a 87,55 % e ndo foi total, enquanto a rejei¢do das proteinas do buttermilk
hidrolisado foi de 60,25%. Isso demonstra que a hidrélise reduziu o tamanho das proteinas do buttermilk de modo que
houve uma maior permeacao dessas proteinas pela membrana.

A composi¢do de proteina, gordura e lactose nas correntes de permeado e retido obtidas pelo processo de
filtragdo, antes e ap6s o processo de hidrolise enzimatica estd demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdes das correntes de alimentacdo, permeado e retido do processo de ultrafiltragdo do
buttermilk e do buttermilk hidrolisado * 1. Resultados de média + desvio padrao; letras diferentes em uma mesma
coluna correspondem a diferenga significativa (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

Amostra Corrrentes Proteina (%) Lactose (%0) Gordura(%o)
Alimentacéo 2,08+0,03 1,76+0,04 2,43+0,09
Buttermilk Permeado 0,93+0,08% 0,91+0,092 0,23+1,03?
Retido 1,08+1,08? 0,62+1,122 2,12+0,982
Alimentacéao 2,08+0,03 1,76+0,04 2,43+0,09
Buttermilk Permeado 1,28+0,09° 0,94+0,082 0,24+0,08?
hidrolisado Retido 0,78+1,02° 0,59+0,092 2,18+0,052

A composicdo de proteina na alimentagdo foi distribuida pelas correntes de permeado e retido, tendo maior
concentragdo na corrente de permeado apds o processo de hidrolise. Esse fendmeno ja esperado pela redugdo do seu
tamanho molecular. Ja na corrente de retido, percebe-se que o teor de proteina reduziu apés o processo de hidrolise,
comprovando também uma maior permeacdo das proteinas do buttermilk. Os resultados para lactose e gordura em ambos
os casos foram semelhantes. Pelo didmetro de corte da membrana, o teor maximo de gordura deveria permanecer no
retido, porém uma pequena fragdo esteve presente no permeado.

A atividade antioxidante foi proporcional ao GH, e quanto maior o0 GH, maior a AA, como demonstrado na
Tabela 2.

Tabela 2: Atividade antioxidante do buttermilk, hidrolisados e permeado e retido do biorreator de membrana.
GH: Grau de Hidrolise; AA: atividade antioxidante. * 1. Resultados de média + desvio padrao; letras diferentes em uma
mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

Enzima Tempo (h) Média (GH)  AA (umol TE/g de proteina)
Buttermilk - - 396,81+3,95%
Alcalase 2,5 25,8 803,58+1,57"
Prolyve 3,5 25,2 795,73+5,66°
Neutrase 1,8 5,8 418,82+4,16°
Lypaine 5,3 0 406,49+5,35°
/T\llgzlt?;ge’f 43 34,02 834,21+2,40°
Permeado - - 956,87+1,57°¢
Retido - - 825,48+3,12°
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Todas as amostras hidrolisadas mostraram aumento na atividade antioxidante quando comparadas co
buttermilk n&o hidrolisado.

Os maiores valores obtidos para o grau de hidrélise foram para o buttermilk hidrolisado com Alcalase e Neutrase.
A mesma amostra passando pelo processo de filtragdo (permeado e retido), ficando entre 800 a 1000 umol TE/g de
proteina. Youg et. al., (2011) encontrou valores préximos para o buttermilk ap6s hidrélise da Alcalase por 5 horas, 554,4
a 1319,6 pmol TE/g de proteina. Os autores explicam que o desdobramento da estrutura proteica dos aminoécidos
expostos, anteriormente indisponivel na estrutura da proteina nativa, resulta em um aumento geral da atividade
antioxidante

Para avaliar a massa molecular dos peptideos obtidos, as amostras de buttermilk, buttermilk hidrolisado com
Alcalase + Neutrase, permeado e retido, foram submetidas a eletroforese e sdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4: Analise de eletroforese em gel das amostras de buttermilk. Legenda: M: Marcadores padréo (5 a 250
kDa) R: Retido — (R); BH: buttermilk hidrolisado P: Permeado; B: buttermilk.

Podemos observar o perfil eletroforético do buttermilk (B) como referéncia. A amostra sem sofrer processo de
hidrdélise, apresenta variagdes de tamanhos moleculares entre 5 e 130 kDa.
A Tabela 3 mostra o comprimento médio das cadeias estimado para cada amostra de buttermilk hidrolisada.

Tabela 3: Comprimento média das cadeias proteicas e massa molecular média estimados do buttermilk e do
buttermilk hidrolisado.

Enzima Tempo Média Comprimento médio Massa molecular
(h) (GH) das cadeias (N° de residuos)  média (kDa)
Buttermilk - - 100 12.000,00
Alcalase 25 258 40 483,22
Neutrase 1,8 58 17,2 2068,97
Alcalase + 43 34,02 2.9 0,35
Neutrase

Houve decréscimo progressivo no comprimento das cadeias e na massa molecular média a medida em que o GH
aumentou. O CMC final utilizando as enzimas Alcalase + Neutrase, foi de 2,939.

4 CONCLUSAO

Peptideos de baixo peso molecular obtidos do buttermilk, apresentam propriedade bioativa, comprovando sua
atividade antioxidante com melhores valores quando submetido a hidrdlise enziméatica com Alcalase e Neutrase e
submetido ao biorreator de membranas, tornando vidvel seu reaproveitamento.
O uso do buttermilk para producdo de hidrolisados bioativos pode ser uma alternativa para recuperacéo desse
subproduto, valorizando-o e ampliando os produtos oferecidos ao consumidor pela industria de laticinios.
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