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Avaliacdo de atributos de sabor de peptideos obtidos do soro e leite em reator
enzimatico de membrana

RESUMO

A proposta deste trabalho foi desenvolver um processo para obtengdo de peptideos de
baixo peso molecular a partir de um concentrado proteico de soro de leite através de um
processo combinado de hidrolise enzimética e filtracdo com membranas. Para isso, 0
substrato foi submetido a acdo da enzima Alcalase® 2.4L em um Reator Enzimatico de
Membrana (REM) com membrana de5 kDa, e o volume retido no reator ao final do
processo foi submetido a acéo da enzima Flavourzyme® 1000L em reator batelada. O
primeiro processo manteve-se estavel por 14 horas alcancando grau de hidrolise de 22%
e resultando em peptideos com massa molecular entre 400 e 3400 Da aproximadamente.
A hidrolise sequencial resultou em peptideos com massa molecular entre 80 e 1800 Da
aproximadamente. Os peptideos foram avaliados quanto aos atributos de sabores. Com a
Hidrolise, a tendéncia € ficar amargo o sabor. A hidrolise combinada com REM é uma
opcao viavel para obtencdo de peptideos com melhor perfil sensorial para aplicacdo em
alimentos: menos amargor e mais umami. Além disso, o alto grau de hidrélise contribui
com a percepcdo do sabor salgado.

INTRODUCAO

As proteinas em geral podem ter peptideos criptografados em sua estrutura, que sao
liberados, absorvidos e transportados para os Orgdos através da digestdo, atuando em
diversas vias metabdlicas especificas, contribuindo positivamente para a salde e assim
também sendo chamados de biopeptideos™?>=.

Entre as diversas func¢des bioldgicas, os biopeptideos podem ter acdo antiinflamatoria,
antidiabética’ e principalmente, diminuicdo do estresse oxidativo (antioxidante)®. A
origem do estresse oxidativo vem do metabolismo de carboidratos celulares para
producdo de energia na forma de ATP®

As espécies reativas mais populares sdo peréxido de hidrogénio (H.0O,), radical
hidroxilico (OH"), anion de superéxido (O-) e acido hipocloroso (HOCI)'. A inflamagéo
nas células B pancreaticas, causada pelo estresse oxidativo, como o HOCI, é
i%entificada como a principal patogénese do desenvolvimento do diabetes mellitus tipo
2°.

Com o processo de hidrdlise proteica, a tendencia é tornar o alimento mais amargo®. No
entanto, colocamos em questdo quanto a influéncia da agdo combinada de enzimas com
mecanismo endoprotease (Alcalase) e Exoprotease (Flavourzyme) em um Reator
enzimatico de membrana (REM) alterar os atributos de sabor, melhorando por exemplo
0 sabor amargo dos peptideos.

OBJETIVO

Obter peptideos do soro de leite e desenvolver conhecimento tedrico metodologico sobre
influencia da hidrdlise no sabor.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Hidrolisar e fracionar os peptideos por ultrafiltracéo.
b) Awvaliar os atributos de Sabor



@5 CBCTA
940 2022
RESULTADO E DISCUSSAO (LETRA MAIUSCULA NEGRITO)

A Figura 1 mostra a distribuicdo de massas moleculares dos peptideos (relacdo massa
por carga — m/z) em relacéo ao grau de hidrélise durante a operacdo do REM.

Figura 1. Distribuicdo de massas moleculares dos peptideos do permeado em funcdo do
Grau de Hidrolise com enzima Alcalase.
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Apresentar neste campo os resultados e discussdo com referéncia citada por ordem
numérica de aparecimento (1). O texto pode conter chamadas para Tabelas (Tabela X)
ou para Figuras, que podem ser imagens ou graficos (Figura X). As chamadas devem
ser autoexplicativas, de forma que ndo haja a necessidade de o leitor consultar o texto
para entender do que se trata.

Apbs hidrélise com a alcalase em REM, foi adicionado a enzima Flavourzyme por mais
5 horas de reacdo, em um intervalo de massas de até 5000 Da, no entanto, ndo houve
deteccdo acima de 2000 Da. A Figura 2 mostra a distribui¢do das massas moleculares
dos peptideos obtidos pelo tratamento do volume retido no REM em rela¢do ao tempo
de hidrdlise. Nessa etapao GH nédo pdde ser medido neste processo.

Figura 2. Distribuicdo molecular dos peptideos gerados a partir da hidrolise do volume
retido no REM com Alcalase e Flavourzyme.
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A medida que o processo avanga Figura 2, aumenta a proporcao de peptideos de menor
peso molecular (<500 Da) e aminoéacidos livres. Ao final do processo, apds 5 horas de
operacdo, a proporcao de peptideos detectados nos intervalos de <500 Da, entre 501 e
100 Da e entre 1001 e 1500 Da sdo praticamente equivalentes (33, 32 e 28%,
respectivamente). No entanto, embora as propor¢des sejam parecidas (numero de
peptideos detectados), pela intensidade dos picos observados nos espectros m/z (dados
ndo apresentados) a maior concentracdo de peptideos esta na faixa de até 500 Da,
resultado da presenca de aminoacidos livres e pequenos peptideos.

AVALIACAO DO AMARGOR E OUTROS ATRIBUTOS DE SABOR DOS
PEPTIDEOS

A L-Leucina foi utilizada como referéncia para a avaliacdo do amargor dos peptideos
gerados no REM, pela acdo da Alcalase®(amostras codificadas como 31x, onde X
indica 0 numero da amostra, coletada em diferentes GH), e na hidrolise do volume
retido no REM pela agdo da Flavourzyme®(amostras codificadas como 32x, onde x
indica 0 numero da amostra, coletada em diferentes tempos de processo). A relacdo
entre 0s codigos e o grau de hidrdlise ou tempo de cada processo & mostrada
noQuadrol.

Quadro 1. Codificacdo das amostras para analise na lingua eletronica.

o Cddigo da GH correspondente
c @©
n O amostra (%)
T O
S ]e, 311 11,9
o © »n
S < 314 15,3
8 8o
529 3112 20,2
Q>
g L 3119 22,32
< 3123 22,81
82 o Codigo da Tempo de processo
= @ amostra (h)
S35 & 321 0,25
883 325 1,5
S © 3 329 35
LL
< 3211 5

Foi realizada analise de componente principal por amostra e por grupo de enzima. Na
avaliacdo por amostras foi possivel identificar que os peptideos produzidos pela acdo da
Alcalase®(311 a 3123) sdo diferentes dos produzidos pela agdo consecutiva da
Flavourzyme®(321 a 3211) pois foram posicionados em eixos diferentes, com indice de
discriminacdo igual a 3.Todas as amostras obtidas pela enzima 1 — Alcalase® (E1) e as
amostras obtidas pela acdo da enzima 2 — Flavourzyme®(E2), foram agrupadas em
grupos diferentes, com indice de discriminacao de 21.

Como houve comportamento linear R2 = 0,9728 no coeficiente de correlagdo dos
pontos da curva de adicdo, os resultados indica que o equipamento mostrou alta
sensibilidade para a deteccdo de componente amargo em uma mistura complexa de
peptideos, podendo ser aplicado para avaliar o amargor das amostras. Desta maneira, as
amostras dos hidrolisados foram avaliadas qualitativamente quanto ao seu amargor,
conforme mostra a Figura 3.
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Figura 3. Relacdo de Intensidade do sabor A)amargo; B)umami; C) salgado das
amostra.
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A amostra 3211 Figura 3A, que representa a amostra coletada na 5% hora ao final do
processo de hidrolise com a enzima Flavourzyme®, ou seja, com o maior GH, é a
menos amarga, seguida pela 329, que é menos amarga que a 325. Numa escala de
amargor, em ordem decrescente, ter-se-ia:325>329>3211. Curiosamente, a amostra 321,
que representa a amostra coletada no primeiro ¥4 de hora, foi posicionada pouco a
esquerda da matriz.

As amostras com intensidade relativa menor a matriz Figura 22 (311 a 3123 e 321)
contém pouco ou ndo contém leucina na forma livre, dada a acdo da enzima Alcalase®,
como endopeptidase, de ndo produzir aminoacidos livres. No entanto, quanto mais
préximo da matriz elas estejam posicionadas, quer dizer que o equipamento pdde
detectar maior semelhanca entre elas (3123 mais proximo que 311).

As amostras resultantes da primeira parte do processo, especialmente, ndo mostraram
uma tendéncia de comportamento. A amostra 3211 Figura 3B, que foi a ultima amostra
coletada na segunda etapa do processo, apds 5 horas de hidrélise, € a mais umami,
ocupando quase a mesma posi¢do da matriz.

A amostra 311 Figura 3C é a amostra menos salgada, enquanto a amostra 3211 é a mais
salgada, ou seja, quanto maior o grau de hidrolise dos peptideos, maior a percepgéo
salgada nas amostras. Cheung et al® também demonstraram que o tratamento com
exopeptidases influenciou em outros atributos de sabor dos hidrolisados além do
amargor e aumentou a aceitabilidade geral das amostras pelo painel sensorial.
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CONCLUSAO

Os reatores enzimaticos representam uma opc¢ao viavel para o processamento do soro de
queijo. A combinacdo da protedlise enzimatica com a tecnologia de membranas permite
a obtencdo de peptideos dentro de uma faixa de massa molecular de interesse, que
exibem atividades bioldgicas além de possuirem alto valor nutricional, sendo assim uma
forma bastante promissora de valoracao das proteinas do soro.

A combinacdo dos processos permitiu a obtengdo de peptideos com perfis diferentes,
que podem ser direcionados para diferentes necessidades, como alimentacdo de alta
absorcdo para atletas e idosos, para o0 caso dos peptideos maiores, obtidos na primeira
etapa do processo, e para formulacdo de alimentos infantis hipoalergénicas, e até mesmo
como flavorizantes, no caso dos peptideos obtidos na segunda etapa do processo, entre
outros usos; e mais especificamente, permitiu a obtencdo de peptideos com maior
potencial antioxidante, menor amargor.

Concluimos que a hidrolise sequencial aliada ao REM se torna uma opcéo viavel para
obtencédo de peptideos com melhor perfil sensorial para aplicagdo em alimentos: menos
amargo, mais umami e o alto GH contribui com a percepcao do sabor salgado.
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