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RESUMO - A hidrélise das proteinas do soro de leite melhora sua absor¢do e diminui seu poder alergénico.
Neste trabalho um biorreator a membranas foi utilizado para promover a hidrdlise de um concentrado proteico de
soro de leite associada a filtragdo em membrana com tamanho de corte de 4000 Da para obtengéo de peptideos
de menor peso molecular, com alto valor bioldgico. O processo foi operado de modo continuo, enquanto o
liquido do reator foi recalcado até o médulo de filtragéo a corrente de rejeito reciclada para a alimentagdo. Foram
realizadas determinagdes de concentragdo de proteina e caracterizacdo de peso molecular dos peptideos por

eletroforese.
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1 INTRODUCAO

A produgdo de alimentos com caracteristicas funcionais € uma demanda crescente do mercado
consumidor, que tem demonstrado especial interesse em fontes proteicas para atletas e para suplementagdo. O
aproveitamento das proteinas do soro de leite para a obtencdo de hidrolisados proteicos — 0s peptideos bioativos
— € uma das alternativas para a produgdo de alimentos diferenciados e para a transformacéo do soro de leite em
produtos de maior valor agregado.

A producdo destes peptideos é realizada por meio de hidrdlise enzimatica das proteinas do concentrado
proteico de soro de leite, obtendo-se peptideos de menor peso molecular que sdo mais facilmente absorvidos pelo
organismo. Sabe-se também que o decréscimo no tamanho dos peptideos tem relagdo direta com a
imunogenicidade e proteinas e peptideos de elevado peso molecular podem causar alergias. Portanto, a utilizagdo
de hidrolisados proteicos vem sendo destinada também a este grupo de individuos (AFONSO, 2008). As
proteinas do soro contém vérias sequéncias de aminoacidos com propriedades bioativas e 0s peptideos liberados
na hidrolise sdo capazes de modular respostas fisioldgicas no organismo animal. Muitos ja foram isolados e

caracterizados, tendo sido observadas atividades imunomoduladora, antimicrobiana, antiviral, antitumoral,
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antitlcera, anti-hipertensiva, anticoagulante, opidide, ergogénica, anticolesterolémica e fatores de crescimento
celular (BIASUTTI, 2006).

Dadas as comprovacdes cientificas sobre o efeito dos biopeptideos para a salde, é necessario
desenvolver processos mais eficientes e de menores custos para viabilizar o aproveitamento do soro de leite. Este
projeto propde o uso de biorreator a membrana, no qual a filtracdo de pequenos peptideos (e retencdo da enzima
e de peptideos de cadeia longa) pela membrana ocorre simultaneamente a hidrolise de proteinas, promovendo
vantagens quando comparado a processos em batelada, como o reuso da enzima, a dispensabilidade de
inativacdo da enzima ao fim da hidrélise e a producdo de um hidrolisado com peso molecular uniforme devido a
escolha do corte da membrana (PEREA, 1996; CHEISON, 2006; CHEISON, 2007b).

E sabido que o comprimento da cadeia peptidica influencia na taxa de absorc&o de proteinas. Por isso,
um dos principais critérios de caracterizacdo de um hidrolisado é sua distribuicdo quanto ao tamanho dos
peptideos. A massa molecular minima para que um peptideo apresente alergenicidade ¢ de 3000 a 5000 Da
(AFONSO, 2008; LI-JUN, 2008). Neste trabalho a membrana tera corte de 4000 Da e a caracterizacdo do

hidrolisado quanto ao seu peso molecular serd feita por eletroforese.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Permeabilidade da membrana

Uma membrana plana de ultrafiltracdo com peso molecular de corte de 4000 Da, fabricada pela
Osmonics G.E, foi utilizada. Apos iniciada a filtragdo, o volume da corrente de rejeito foi simultaneamente
reciclado para a corrente de alimentacdo e a corrente de permeado foi separada e pesada em balanga para
medicdo da permeabilidade ou fluxo da membrana de acordo com Brido e Tavares (2012), utilizando presséo 1,5
bar.

2.2 Hidrdlise e filtracdo do hidrolisado

O processo de hidrolise foi realizado utilizando-se CPS reconstituido em agua destilada com objetivo de
padronizacdo da concentracdo final de proteina de 8%. A enzima utilizada foi a Alcalase 2.4 L FG do
laboratdrio Novozymes. A solucdo foi mantida a 50°C e o pH foi mantido entre 8,0 e 8,5 através da adi¢do de
hidréxido de potassio (KOH). Apds a padronizacdo da solugdo, adicionou-se enzima (2,2% de enzima em
relagdo a massa seca proteina) e deu-se inicio a contagem de tempo.

O tanque de alimentac¢&o utilizado foi um béquer de vidro com capacidade de 1 L. A corrente de rejeito
foi reciclada ao tanque de alimentacdo para recirculacdo da batelada. A corrente de permeado foi separada para
medicdo de fluxo e posterior caracterizagdo. Amostras foram coletadas com maior frequéncia no inicio do
processo e posteriormente a cada 30 minutos, seguiram para inativagdo em banho a 85°C por 15 minutos e entéo
foram analisadas quanto ao seu conteido proteico de acordo com o Método de Lowry. A Figura 1 mostra o
fluxograma das correntes de processo.

2.3 Eletroforese

A identificacdo do peso molecular dos peptideos foi realizada pelo método de eletroforese. Foi utilizado
um gel de poliacrilamida que serviu de suporte para a migracdo das moléculas em cada faixa de tamanho

correspondente. Este gel foi distribuido nas cavidades do equipamento de eletroforese, para depois receber a
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amostra a ser analisada. Apds esta etapa, o equipamento foi fechado e aplicado campo elétrico de 160 V por 90
minutos. As moléculas foram entdo distribuidas pela extensdo do gel e separadas em funcdo de sua massa. Para
facilitar a visualizacdo de separacdo das proteinas foi utilizado corante coomassie blue.

Figura 1. Fluxograma das correntes de processo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 permite comparar a concentragdo de proteina na corrente de alimentac&o de CPS hidrolisado
e nao hidrolisado. H&4 uma diminui¢do na concentracdo de proteinas no experimento hidrolisado ao longo tempo,
0 que era esperado visto que as cadeias peptidicas hidrolisadas que possuiam tamanho igual ao menor ao
tamanho de corte da membrana de ultrafiltracdo passaram da corrente de alimentacdo para a corrente de
permeado. O aumento observado na concentracdo proteica no experimento sem hidrdlise pode ser explicado pelo
fato de que a ultrafiltracdo, isoladamente, tem o efeito de concentracdo de proteinas, enviando a dgua e sais
minerais contidos no soro de leite para a corrente de permeado.

A concentracdo das proteinas na corrente de permeado pode ser vista na Figura 3. Em relacdo ao
experimento ndo hidrolisado, a concentracdo de proteina no permeado aumenta inicialmente, pois no primeiro
momento a maior parte dos peptideos presentes na amostra permeia a membrana. Percebe-se concentragdo maior
no inicio da operacdo e posterior declinio da mesma, que pode ser explicado pelo aumento da rejeigdo da
membrana. A concentracdo de proteina no permeado hidrolisado aumentou constantemente ao longo do tempo,

devido ao aumento na concentracdo de peptideos de menor peso molecular oriundos da hidrélise.
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Figura 2. Comparativo das concentrac@es de proteina na alimentacdo da filtracdo com e sem hidrolise.
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Figura 3. Concentragdes de proteina no permeado da filtragdo com e sem hidrdlise.
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Através da figura 4, nota-se o fluxo de permeado inicial maior, mas com o passar do tempo a membrana
tende a colmatar, reduzindo o fluxo de forma drastica a partir da 3% hora de filtragdo. De fato, o principal
problema percebido em técnicas de separacdo por membranas é o efeito da colmatagdo, devido ao depdsito e
acumulacdo de particulas na superficie da membrana e & cristalizacdo e precipitagdo de pequenas moléculas nos
poros da membrana, o qual também reflete em mudangas na seletividade da membrana e diminui a produtividade
geral do processo (ARGUELLDO et al., 2002; CHERYAN, 1998). Quando solugdes lacteas séo filtradas, uma das
principais contribuicdes a colmatacdo € a adsorcdo de proteinas na superficie e poros da membrana (Arguello et
al., 2002). O entendimento de como este fenémeno ocorre assiste na predicdo do fluxo de permeado e,
consequentemente, auxilia na avaliagdo econdmica do processo.

Na figura 5 pode-se comparar a rejeicdo da membrana em relagdo as solugdes com hidroélise, que tende
a diminuir com o tempo, consequéncia da atividade enzimatica sobre as cadeias; e sem hidrolise, que teve valor
médio de 90% com leve aumento a partir do tempo de 90 minutos, atribuido a possivel colmatacdo interna da

membrana.
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Figura 4. Fluxo do permeado hidrolisado.
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Figura 5. Rejeicdo da membrana em funcéo do tempo.
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A andlise de eletroforese ndo possibilitou a identificagdo do tamanho de cadeia dos peptideos formados,
no entanto, houve bandas mais escuras no inicio do gel, mostrando presenca de peptideos menores, conforme

apresenta a Figura 6.

Figura 6. Analise de Eletroforese: Bandas formadas em gel.
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4 CONCLUSAO

O processo estudado foi produtivo até atingir 4 horas de filtracdo, quando houve decréscimo de fluxo e
aumento do teor proteico na corrente de permeado — o qual iniciou com 1,38% e finalizou com 2,44%,
confirmando a obtencdo da hidrélise enzimética de proteinas, reaproveitamento da enzima e passagem de
peptideos hidrolisados pela membrana, consequéncia da unido de dois processos.

Os resultados da analise de eletroforese ndo permitiram conclus6es definitivas, porém a identificagdo
dos produtos hidrolisados permeados sdo dados necessarios para a confirmacéo da melhoria nas propriedades da

amostra.
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