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palavras-chave

resumo

Péptidos bioactivos, probioticos, simbidticos, leite fermentado, actividade anti-
hipertensiva, actividade antioxidante, espectrometria de massa

O leite € um alimento com elevado valor nutritivo, do qual se destaca a
sua composigdo proteica rica em aminoacidos essenciais. Os lacticinios, em
particular os leites fermentados, tém vindo a ser alvo de inUmeros estudos no
sentido de conhecer melhor a sua matriz e avaliar as suas potencialidades ao
nivel da saude humana. A utilizagao de novas culturas de arranque tem sido
um campo largamente explorado com a introdugéo de probidticos no processo
de producado destes lacticinios, contudo o principal foco destes estudos tem
sido a obtengdo de péptidos com actividade biolégica. A este interesse pela
obtencao de novos produtos com impacto positivo na saude, junta-se o facto
de leites de diferentes origens apresentarem diferente composicdo, o que tem
impacto ndo sé ao nivel nutricional, mas também ao nivel econémico-social.
Devido a estas diferencas, a valorizagdo dos diferentes tipos de leite sob os
pontos de vista j4 enumerados ganha ainda mais importancia.

No sentido de valorizar os leites de cabra e ovelha, foram preparados
leites fermentados com as estirpes probidticas Lactobacillus casei-01,
Lactobacillus paracasei LAFTI® L26 e Bifidobacterium animalis Bb-12. Como
referéncia foram também preparados leites de vaca fermentados com as
mesmas estirpes probidticas. Os leites fermentados produzidos foram
processados de modo a obter-se fracgdes com pesos moleculares abaixo dos
3kDa, as quais foram testadas para determinar as actividades anti-hipertensiva
e antioxidante dos diferentes leites fermentados. As fracgdes com actividade
biolégica foram posteriormente analisadas por espectrometria de massa de
modo a tentar identificar os péptidos responsaveis pela actividade registada.

Os leites fermentados preparados neste trabalho nao apresentaram
actividade anti-hipertensiva. Contudo todos os leites apresentaram actividade
antioxidante com especial destaque para os leites fermentados com os
lactobacilos. Da analise por espectrometria de massa nao foi possivel
identificar nenhum péptido responsavel pela actividade biolégica das amostras.



keywords

abstract

Bioactive peptides, probiotics, symbiotic, fermented milk, antihypertensive
activity, antioxidant activity, mass spectrometry

Milk is a food with high nutritional value, which has a high content of
essential amino acids among its proteins. Dairy products, particularly fermented
milks, have been the target of numerous studies to better understand its matrix
and evaluate its potential in terms of human health. The use of new starter
cultures has been largely studied with the introduction of probiotics in the
production of dairy products, however the main focus of these studies have
been the production of peptides with biological activity. In addition to this
interest for new products with positive impact on health, milk from different
sources have different composition. This milk variability has an impact not only
on nutrition, but also on economic and social fields. For that reason, studying
different types of milk is of great significance.

Ir order to enhance goat and sheep milks, fermented milks with probiotic
strains Lactobacillus casei-01, Lactobacillus paracasei LAFTI® L26 and
Bifidobacterium animalis Bb-12 were prepared. As a standard the same
probiotic milks were prepared with cow’s milk. The fermented milks produced
were processed in order to obtain fractions with molecular weights below 3kDa.
Then, these fractions were tested to determine antihypertensive and
antioxidative activities in the different milks. The biologically active fractions
were posteriorly analyzed by mass spectrometry in order to identify the
bioactive peptides.

The results obtained in this study didn't show any antihypertensive
activity. On the other hand, antioxidative activity was detected in all fermented
milks, especially in those fermented with lactobacilli. Analysis by mass
spectrometry wasn’t conclusive in order to identify the peptides responsible for
such biological activity.
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1. INTRODUCAO

Neste estudo pretende-se estudar as actividades anti-hipertensiva e antioxidante
dos péptidos formados em leites de cabra, ovelha e vaca fermentados com bactérias
probidticas das estirpes Bifidobacterium animalis Bb-12, Lactobacillus acidophilus La-

5, Lactobacillus casei-01 ¢ Lactobacillus paracasei LAFTI® 1.26.

1.1. OLEITE

O leite ¢ um fluido produzido nas glandulas mamarias e secretado pelos
mamiferos fémeas. Este fluido ¢ utilizado como alimento pelos recém-nascidos e serve
o proposito de responder a todas as necessidades nutricionais, e algumas necessidades
fisiologicas destes. Devido ao facto das necessidades dos recém-nascidos variarem de
espécie para espécie e ao longo do tempo, a composi¢do do leite apresenta grandes
variagdes entre espécies e também durante o periodo da lactacdo. Outros factores como
o stress fisiologico, a mastite, a dieta, o modo de criagdo e as condigdes ambientais

também influenciam a composicao do leite [1-2].

1.1.1. Composicdo do leite

Independentemente da origem do leite, a 4gua ¢ o seu componente mais
abundante [3-4]. Nela encontram-se dissolvidos minerais, vitaminas, lactose e a frac¢ao
soluvel das proteinas. Nesta frac¢do soluvel ocorrem ainda coldides de proteinas
insoluveis e lipidos em emulsao[3]. Esta mistura de nutrientes apresenta normalmente

um pH compreendido entre 6,5 e 6,7 [5].

Tabela 1 - Composi¢do média dos nutrientes basicos nos leites
de cabra, ovelha e vaca (em %). Adaptado de Park et al [2].

Proteinas

Leite Lipidos p p Lactose Minerais
total caseinas proteinas do soro
Cabra 3,8 3,4 2,4 0,6 4,1 0,8
Ovelha 79 6,2 42 1,0 4,9 0,9
Vaca 3,6 3,2 2,6 0,6 4,7 0,7

Na Tabela 1 esta discriminada a composi¢ao nutricional média dos leites das trés
espécies em estudo. Pela andlise desta ¢ possivel afirmar que, de entre os trés leites em

estudo, o leite de ovelha é o mais rico ao nivel dos macro- e micronutrientes referidos.




Em consequéncia disso, este ¢ o leite com maior valor energético e maior teor de soélidos

totais [2].

1.1.1.1. Hidratos de carbono

A lactose (Figura 1) é um dissacarideo de residuos de galactose e glucose
ligados entre si através duma ligag¢do glicosidica B-1,4. Este dissacarideo ¢ o principal
hidrato de carbono presente no leite sendo essencial na produgao dos produtos lacteos
fermentados. Nos leites em estudo o seu teor apresenta variagdes entre os 4,1% no leite
de cabra e 4,9% no leite de ovelha, passando pelos 4,7% presentes no leite de vaca

(Tabela 1) [2]. Contudo, as quantidades de lactose no leite podem variar entre 0 e

10%[1].

Figura 1 - f-D-galactopiranosil-(1—4)--D-glucopiranose,
forma B da lactose, em projec¢do de Haworth. Adaptado de
Nelson & Cox [6].

O valor nutricional da lactose esta relacionado, ndo s6 com a utilizagao deste
hidrato de carbono como fonte de energia pelo organismo, mas também com as
propriedades estruturais da galactose. Este residuo e alguns derivados, como por
exemplo as galactosaminas, sdo constituintes de varios glicofosfolipidos e

glicoproteinas, que sdo moléculas importantes nas membranas celulares [3].

1.1.1.2. Lipidos

Os lipidos s3o o macronutriente que apresenta maior variabilidade entre os
leites, ndo s6 ao nivel da quantidade (entre 1 e 50%) mas também ao nivel da qualidade.
Sdo também o nutriente mais importante do ponto de vista nutricional e uma importante
fonte de acidos gordos essenciais, como por exemplo o &cido linoleico (C18:2) [1-2, 7].
Este nutriente encontra-se no leite em emulsao sob a forma de globulos de lipidos cuja
abundancia e tamanho variam consoante a origem do leite, sendo mais abundantes e de

menores dimensodes nos leites de cabra e ovelha, comparativamente ao leite de vaca [2,

7.




Nos leites em estudos a percentagem de lipidos varia entre os 3,6 e 3,8 % nos
leites de vaca e cabra, respectivamente, € 7,9% no leite de ovelha (Tabela 1), sendo que
dentro destes teores variaveis existem ainda diferencas na composi¢ao em acidos gordos
[2, 7-8]. Se analisarmos o perfil de 4cidos gordos para cada leite (Tabela 2), podemos
afirmar que os leites dos pequenos ruminantes (cabra e ovelha) sdo mais ricos em acidos
gordos de cadeia curta (SCFA) e média (MCFA) que o leite proveniente de vacas [7-8].
O elevado teor destes acidos gordos de cadeia menor ¢ a principal caracteristica dos
lipidos dos leites dos pequenos ruminantes, com especial destaque no leite de cabra.
Esta ¢ uma caracteristica importante no que diz respeito ao valor nutricional, uma vez
que, os MCFA se destacam pelo seu metabolismo de absorc¢ao rapida, sendo deste modo

uma forma répida de obtencao de energia.

Tabela 2 — Composi¢do em acidos gordos dos leites de cabra,
vaca e ovelha (em % por massa de lipidos). Adaptado de Jandal

[8].

Acido  Origem do leite
Gordo  Cabra Vaca Ovelha
C4:0 2,6 33 4,0
C6:0 2,9 1,6 2,6
C8:0 2,7 1,3 2,5
C10:0 8.4 3,0 7,5
C12:0 33 3,1 3,7
C14:0 10,3 3,5 11,9
C16:0 24,6 26,5 25,2
Cl6:1 2,2 2,3 2,2
C18:0 12,5 14,6 12,6
C18:1 28,5 29,8 20,0
C18:2 2,2 2,5 2,1

1.1.1.3. Vitaminas e sais minerais

O leite contém praticamente todas as vitaminas necessdrias € em quantidades
necessarias para o normal crescimento dos recém-nascidos, contudo os leites de
diferentes origens tém variacdes ao nivel das vitaminas mais abundantes [1, 3]. O leite
de vaca constitui uma boa fonte de vitaminas do grupo B: biotina (vitamina B;),
cobalamina (vitamina Bj,) e riboflavina (vitamina B;) [1]. Por sua vez, os leites de
ovelha e cabra sdo também ricos em riboflavina (vitamina B,) e em tiamina (vitamina

B)), 4cido pantoténico (vitamina Bs) e retinol (vitamina A), carecendo na sua




composicdo de acido ascorbico (vitamina C), calciferol (vitamina D), cobalamina

(vitamina B;) e acido f6lico (vitamina Bo) [8].

Os principais minerais presentes no leite sdo o calcio, o fosforo, o potéssio, o
magnésio, o cloreto e o sédio. Contudo, o leite ¢ um alimento pouco rico em ferro [2-4,
7]. O teor destes e dos outros sais minerais no leite varia consoante a sua origem
(Tabela 3). Ao nivel da matriz do leite, este minerais desempenham mais do que uma
fun¢do nutricional, sendo de extrema importancia na estabilizagcdo da frac¢do insoluvel

das proteinas e responsaveis pelo aspecto opaco e esbranquigado do leite [1-3].

Tabela 3 — Composi¢do em minerais dos leites de cabra, ovelha
e vaca. Adaptado de Raynal-Ljutovac et al [7].

Origem do leite

Mineral Cabra® Ovelha® Vaca®
Calcio (mg) 1260 1950-2000 1200
Fosforo (mg) 970 1240-1580 920
Potassio (mg) 1900 1360-1400 1500
Sédio (mg) 380 440-580 450
Cloreto (mg) 1600 110-1120 1100
Magnésio (mg) 130 180-210 110
Ferro (ng) 550 720-1222 460

4 _por L; " -por kg

1.1.1.4. Proteinas

A existéncia de produtos lacteos fermentados, bem como muitas das suas
propriedades, depende particularmente das proteinas presentes no leite. E por
modificacdes nestas proteinas, por protedlise bacteriana e precipitagdo isoeléctrica, que
sdo obtidos muitos produtos lacteos, de entre os quais os leites fermentados [5]. Nao
obstante a importancia das proteinas, os restantes nutrientes presentes no leite também
tém uma enorme influéncia ao nivel das modificagcdes sofridas pelo leite durante a

fermentagdo, sobretudo a lactose pelo seu papel ao nivel do metabolismo das bactérias

lacticas [3, 9-11].

No leite as proteinas podem ser divididas em duas fracgdes, a fraccdo insoltivel e
a fracgdo soluvel. A fraccdo insoluvel € composta por caseinas que se distribuem como
colodides sob a forma de micelas em suspensdo, enquanto a frac¢ao solivel ¢ composta
pelas proteinas do soro [2]. No global as proteinas podem representar entre 1 a 20% do

leite e a razdo caseinas/proteinas do soro pode ir desde os 40/60 até aos 80/20 [12]. No




caso particular dos leites em estudo, os teores de proteina sdo menores nos leites de vaca
e cabra, respectivamente 3,2% e 3,4%, e apresentam um valor superior, de 6,2%, no
leite de ovelha (Tabela 1). A razao caseinas/proteinas do soro ¢ semelhante nos 3 leites

e ¢ aproximadamente 80/20 [2].

A fracgdo das caseinas ¢ uma frac¢do heterogénea que é composta por 4 tipos de
caseinas: caseina o (05;-CN), caseina og (05-CN), caseina B (B-CN) e caseina k (k-
CN). Duma forma geral, as caseinas sao fosfoproteinas que contém grupos fosfato
esterificados nos residuos de serina, os quais tém um papel muito importante na
estrutura micelar da caseina, sdo pobres em enxofre e este, na sua maioria, esta presente
sob a forma de residuos de metionina, sendo poucos ou mesmo inexistentes os residuos

de cisteina e cistina [3, 6, 13].

As caseinas oy, 0 € B, que representam cerca de 85% das caseinas presentes no
leite, sdo sensiveis as concentracdes de cdalcio e precipitam quando sujeitas a
concentragdes iguais ou superiores a 240mg/L deste mineral. Uma vez que, em média, o
leite apresenta concentracdes superiores, de 1200mg/L para o caso do leite de vaca que
¢, dos trés em estudo, o mais pobre em calcio (Tabela 3), era de esperar que as caseinas
surgissem precipitadas na matriz do leite. Contudo ndo € isso que se observa, a o5-CN,
as2-CN e B-CN surgem no leite sob a forma de micelas de caseina que s6 se formam
devido as propriedades da k-CN. Esta caseina destaca-se por ser solivel em
concentragdes elevadas de calcio e reagem com as caseinas sensiveis ao calcio,

estabilizando-as através da formagao da estrutura micelar [1].

As micelas de caseina sdo particulas coloidais esféricas com um diametro que
pode variar entre 50 a 600nm e ¢ em média de 180nm, 193nm e 260nm nos leites de
vaca, ovelha e cabra, respectivamente [1-2]. A microestrutura desta micelas ndo se
encontra completamente definida, sendo o modelo das submicelas aquele que € melhor
aceite. Este modelo propde uma estrutura micelar composta por submicelas ligadas
entre si por fosfato de célcio coloidal (CCP) e revestidas por uma camada com cerca de
7nm de espessura rica em k-CN e com algumas outras caseinas na sua composi¢ao.
Embora este modelo ndo retina consenso e outros modelos existam para explicar a
microestrutura das micelas de caseina, a fun¢ao do CCP e o revestimento rico em k-CN
descritos no modelo das submicelas surgem também na base dos outros modelos

propostos.




Ja foi referido que as micelas de caseinas estdo interligadas por fosfato de célcio.
Nestas existem ainda pequenas quantidades de outros minerais (sédio, potassio,
magnésio), sendo a mineralizacdo e organizagao destas estruturas variavel entre leites de
diferentes origens. Nos trés leites em estudo, as micelas de caseina sdo maiores, mais
mineralizadas ¢ menos hidratadas nos leites dos pequenos ruminantes que sdo muito
semelhantes entre si no que respeita as caracteristicas das micelas de caseinas [2-3]. As
caseinas do leite de cabra, quando comparadas com as do leite de vaca, cont€ém mais
calcio e fosforo inorganico, sdo menos hidratadas, menos estaveis ao calor e libertam -

CN mais facilmente [2].

Ainda no que diz respeito as caseinas, a sequéncia primaria de aminoécidos
destas proteinas ¢ muito ricas em residuos de prolina, o que tem como consequéncia a
existéncia de poucas estruturas secundarias como a-hélices e folhas-fB (Tabela 4). Esta
menor proporcdo de estruturas secundarias tipicas faz com que as caseinas sejam
proteinas bastantes susceptiveis a hidrdlise sem desnaturacdo prévia. As caseinas
apresentam ainda grande estabilidade quando sujeitas a elevadas temperaturas e tém a
particularidade de serem pouco soluveis e precipitarem a pH 4,5, o seu ponto
isoeléctrico [1, 3, 13].

Tabela 4 — Caracteristicas das principais proteinas presentes no

leite de vaca ao nivel dos residuos de aminoacidos e variantes
genéticas. Adaptado de Park et al e Hui [1-2]. (a.a. — niumero de

aminoacidos)
a.a. da cadeia maturada a.a. de Grupos
Proteina total Pro  Cys sinalizagdo fosfato Variantes genéticas

0s1-caseina 199 17 0 15 8 A,B,C,D,E,F,G, H
O-caseina 207 10 2 15 10-13 A,B,C,D

, A', A%, A%, B,C,D,
[-caseina 209 35 0 15 5 E,F,G

. A,B,C,D,E, F5, F,
K-caseina 169 20 2 21 1 G HLJ
B-lactoglobulina 162 8 5 16 o HPOPERG
o-lactalbumina 123 2 8 19 0 A, B, C

No que diz respeito aos trés leites comparados, as caseinas presentes apresentam
pequenas variagdes entre as diferentes origens. E até mesmo entre as espécies da mesma
sub-familia ¢ possivel encontrar variabilidade associada a polimorfismos genéticos e

modificagdes pos-traducionais (PTM’s) [2, 7-8]. Estas diferencas sdo importantes do




ponto de vista de comparagao dos trés tipos de leites e da diversidade dentro dos leites
da mesma origem pois produzem alteragdes que podem afectar de forma significativa o

comportamento dos leites do ponto de vista tecnoldgico.

Os polimorfismos genéticos sdo responsaveis por teores variaveis de cada
caseina nos leites com origem em animais da mesma sub-familia e também por
diferenga ao nivel das suas sequéncias primarias [2, 8]. Esta tltima pode ter influéncia
ao nivel das propriedades fisico-quimicas das proteinas, quer por alteracao do nimero e
local para ocorréncia de PTM’s, quer por modificacdes ao nivel do arranjo
tridimensional da proteina. Embora os diferentes polimorfismos ndo estejam
inteiramente caracterizados para os 3 leites em estudo, é possivel encontrar
documentado alguns dos polimorfismos jé& identificados, uns a partir de evidéncias ao

nivel genético, outros ao nivel do estudo da composicao dos leites.

Ao nivel das caseinas do leite de cabra os principais polimorfismos genéticos
identificados para as caseinas o) € 05 estdo relacionados com os teores destas proteinas
nos diferentes leites de cabra [2]. Relativamente aos teores de o4 -CN foram
identificados: 8 alelos (A, Bj, By, B3, By, C, H e L) responsaveis por conteudos
superiores (3,5g/L) desta caseina no leite; 2 alelos (E e I) que produzem niveis médios
(1,1 = 1,7g/L); 2 alelos (F e G) responsaveis pelos baixos teores de caseina (0,45g/L); e
2 alelos (O; e O;) que geram leites de cabra sem 04-CN. No que diz respeito ao
conteudo de axp-CN nos leites de cabra, os alelos identificados estio também
relacionados com os niveis de expressao desta caseina tendo sido identificados: 5 alelos
(A, B, C, E e F) relacionados com a presenga de niveis de as-CN considerados normais
(2,5g/L); 1 alelo (D) que ¢ responsavel por teores diminuidos; e 1 alelo (O) que produz
leites sem esta proteina. Para a proteina B-CN também foram identificados varios alelos
que sdo responsaveis por diferentes niveis de expressao desta caseina no leite de cabra,
bem como alelos responséveis pelo nimero de fosforilagdes (4, 5 ou 6 fosforilagdes) na
proteina. Também a k-CN apresenta polimorfismos genéticos com diversos alelos ja
identificados. Devido a combinagdo entre os diferentes polimorfismos genéticos e as
espécies de cabra utilizadas para producdo de leite, frequentemente o leite de cabra ¢

associados a presenca de pouca ou nenhuma oy .CN [14].

Também nos leites de ovelha existem 5 alelos (A, B, C, D ¢ E) identificados no

que diz respeito a expressdo da o5 -CN. As variantes produzidas pelos alelos A e C




diferem entre si no aminoacido da posi¢do 13, que ¢ uma serina na variante A ¢ uma
prolina na variante C, implicando isto a perda de um local de fosforilagdo e o aumento
das restri¢des conformacionais da variante C [2, 12, 15]. Contudo, do ponto de vista do
grau de fosforilagdo, a variante D desta caseina ¢ a variante menos fosforilada por
determinagdo genética. No que diz respeito a a5-CN sdo duas as variantes genéticas
identificadas (A e B), as quais diferem na substituicao da Asngg € da Lys,go presentes na
variante A por um Asp4g € uma Asnygo. Entre os leites de ovelha existem documentadas
duas variantes polimorficas nao genéticas para a B-CN, B; e B, as quais diferem no grau
de fosforilagdo sendo que a primeira tem 6 grupos fosfatos, mais um que a segunda.
Para esta caseina, estdo ainda documentados trés variantes polimorficas genéticas (A, B
e C), cuja variante A tém um residuo de glutamato na posicao 2 enquanto na variante C
surge um residuo de glutamina nesta posi¢ao. Relativamente a k-CN dos leites de
ovelha, apenas foram encontrados polimorfismos ndo genéticos que se manifestam
pelos diferentes niveis de glicolizacdo dos trés residuos de treonina nas posigdes 135,

137 e 138 e fosforilagdao dos locais de fosforilagdo nas serinas das posi¢des 151 e 168

[2].

Nos leites de vaca, também sdo varias as variantes genéticas documentadas [1].
Sao 8 as variantes genéticas documentadas para a o5-CN, 4 para a a,-CN, 9 para a -

CN e 11 no caso da k-CN (Tabela 4).

A fraccdo das proteinas do soro € constituida por a-Lactalbumina (a-LA), B-
Lactoglobulina (B-LG) e proteinas menos abundantes como as imunoglobulinas (Ig’s),
albumina sérica (SA), lactoferrina (LF) e algumas enzimas como a lactoperoxidase e a
lisozima [2-3, 13]. A B-LG ¢ a principal proteina do soro nos leites em estudo, contudo
esta proteina ndo esta presente em leites de algumas origens, como € o caso do leite
humano no qual a principal proteina do soro ¢ a a-LA. Esta tltima, a-LA, estd também
presente nos leites dos trés ruminantes em estudo e apresenta uma grande homologia
entre estes. O teor de B-LG no leite de cabra ¢ inferior comparativamente aos leites de

ovelha e vaca [2-3].

O perfil de aminoacidos nestas proteinas do soro ¢ de elevado interesse, uma vez
que contém bastantes aminoacidos essenciais. Estas proteinas sdo também ricas em

residuos com enxofre (Tabela 4), os quais, na B-LG, desempenham um papel importante




na producdo de produtos lacteos através da sua desnaturacdo térmica seguida da

formagao de pontes dissulfureto com o residuo de enxofre presente na k-CN [3, 7].

A semelhanca do que acontece nas caseinas, também as proteinas do soro
apresentam polimorfismos entre as ragas duma mesma sub-familia [2]. E possivel
observar na Tabela 4 que nos leites de vaca a B-LG apresenta 10 variantes polimoérficas

enquanto no caso da a-LA sdo 3 as variantes genéticas [1].

Relativamente aos polimorfismos nas proteinas do soro de leites de ovelha, sdo 3
as variantes polimorficas (A, B e C) da B-LG identificadas. Estas variantes diferem
umas das outras nos residuos de aminoacidos das posicoes 20 e 148 que sdo
respectivamente uma tirosina € uma arginina na variante A, enquanto na variante B a
posicao 20 ¢ substituida por uma histidina e na variante C as posigdes 20 ¢ 148 contém

residuos de histidina e glutamina, respectivamente [2, 16].

No que diz respeito aos leites de cabra e as variantes genéticas das suas proteinas
do soro, estdo relatadas 2 variantes de B-LG e 3 de a-LA. No caso dos polimorfismos na
a-LA uma das variantes ¢ o resultado da existéncia de um alelo nulo o que resulta na

ndo expressao desta proteina no leite [2].

As proteinas presentes no leite sao consideradas proteinas de qualidade pois sao
bastante equilibradas no teor de aminoacidos e constituem uma excelente fonte de
aminoacidos essenciais para o desenvolvimento de tecidos, como o musculo que contém
uma elevada quantidade de proteina na sua estrutura contréctil. As proteinas sdo ainda
um nutriente importante em termos de funcado fisiologica do leite, pois as proteinas nele
contidas sdo biologicamente activas desempenhando fungdes antimicrobianas,
anticancerigenas, ao nivel da proteccao imunitaria, como transportadores de minerais e
moléculas, entre outras. As fungdes biologicas das proteinas do leite encontram-se

sintetizadas na Tabela 5. [3-4, 13, 17-19].

Recorrendo a base de dados da UniProt e a ferramenta disponibilizada que
permite o alinhamento de sequéncias primarias de proteinas, para cada uma das
proteinas mais abundantes do leite, construiu-se uma grelha com o alinhamento das 6
proteinas mais abundantes nos trés leites. Estas grelhas apresentam-se abaixo nas

Figuras 2 a 7, com indicagdo da variante genética, quando identificada, e do accession




number (nimero de acesso) em cada legenda e entre parénteses no modelo “(‘variante

genética’, ‘accession number’)”.

Tabela 5 — Actividades bioldgicas das proteinas presentes no
leite de vaca. Adaptado de Yalgin e Korhonen et al [13, 20].

Proteina Peso Molecular Actividade Biologica
Caseinas 14 a4 29kDa Transporte de 1des (Ca,PO~4,Fe,Zn,Cu)
Imunomodulacao
Transporte de retinol e acidos gordos

-Lactoglobuli 18.,4kD
p-Lactoglobulina ’ a Antioxidante

Regulacdo da sintese de lactose
Transporte de calcio
Imunomodulagao
Anticancerigena

a-Lactalbumina 14,2kDa

Imunoglobulinas 150 a 1000kDa Protec¢do imunitaria
Antimicrobiana
Antiviral
Antioxidante
Anticancerigena
Lactoferrina 80kDa APtltOcha, .
Anti-inflamatdria
Antitrombdtica
Imunomodulagao
Regulac¢do do crescimento celular
Absor¢ao de ferro
Antimicrobiana
Efeito sinergético com lactoferrina e imunoglobulinas
Antimicrobiana
Efeito sinergético com lactoferrina e imunoglobulinas

Lactoperoxidase 78kDa

Lisozima 14kDa

Comparando os dados apresentados nas Figuras 2 a 7 pode afirmar-se que as
proteinas mais abundantes no leite apresentam pequenas variagdes na estrutura primaria,
dependendo da origem do leite, sendo as k-caseinas aquelas que apresentam um maior
nimero de aminoacidos diferentes. E, apesar do processo de hidrélise das proteinas ndo
ser apenas influenciado pela estrutura primaria das proteinas, a elevada homologia entre
as trés origens ¢ um bom indicador da possibilidade de se obterem os mesmos péptidos

para os trés tipos de leite.
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Figura 2 — Grelha com o alinhamento das og-caseinas

provenientes de leites de cabra (B, P18626), ovelha (A, P04653)
e vaca (B,P02662). Informacao obtida e compilada através da

base de dados da UniProt.
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Figura 3 — Grelha com o alinhamento das ag-caseinas

provenientes de leites de cabra (P33049), ovelha (P04654) e
vaca (B, P02663). Informacao obtida e compilada através da

base de dados da UniProt.
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Figura 4 - Grelha com o alinhamento das [-caseinas

provenientes de leites de cabra (P33048), ovelha (P11839) e
vaca (A%, P02666). Informagio obtida e compilada através da

base de dados da UniProt.
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Figura S5 — Grelha com o alinhamento das «-caseinas

provenientes de leites de cabra (P02670), ovelha (P02669) e
vaca (A, P02668). Informacdo obtida e compilada através da

base de dados da UniProt.
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Figura 6 — Grelha com o alinhamento das a-lactalbuminas
provenientes de leites de cabra (P00712), ovelha (P09462) e
vaca (PO0711). Informagao obtida e compilada através da base

de dados da UniProt.
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Figura 7 — Grelha com o alinhamento das B-lactoglobulinas
provenientes de leites de cabra (P02756), ovelha (B, P67976) e
vaca (B, P02754). Informagdo obtida e compilada através da

base de dados da UniProt.

Contudo, apesar da elevada homologia, as pequenas variagdes podem revelar-se

mais significativas do que aparentam e acrescentar, deste modo, alguma diversidade nos

produtos finais da protedlise. Se analisarmos a Figura 4, nas posi¢des 74 a 76 apds os 15

primeiros residuos de sinalizagdo, € possivel encontrar a sequéncia IPP na B-caseina do

leite de vaca, a qual corresponde a um dos péptidos com actividade anti-hipertensiva
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melhor documentado, como serd abordado adiante. Comparando estas posi¢gdes para os
leites dos pequenos ruminantes, observa-se que a sequéncia ¢ ILP e que provavelmente
da formagao deste péptido resultara uma molécula com propriedades diferentes das do

tripéptido ja identificado.

Em suma, a fraccdo proteica do leite ¢ constituida pelas proteinas mais
abundantes, as quais foram alinhadas para os trés leites em estudo, proteinas menos
abundantes, revistas acima e com um papel importante na bioactividade endégena do
leite, e proteinas com fungdes cataliticas, as enzimas, que ainda nao foram abordadas [3,

21].

Sdo muitas as enzimas endogenas do leite, entre 50 a 60. Os niveis destas
enzimas variam bastante dependendo da raca, estado de saude, dieta, estagio da lactacdo
e idade do animal, contudo apenas algumas destas enzimas tém impacto na qualidade do
leite [3, 21]. As principais enzimas responsaveis por deterioragdo do leite sdo lipases,
proteinases, a fosfatase acida e a xantina oxidase. Como no presente trabalho se
pretende estudar a formacdo de péptidos, de entre as enzimas citadas as mais
importantes sdo as proteinases que serdo abordadas com mais pormenor. Duma maneira
geral, das lipases destaca-se a lipoproteina lipase, a qual ¢ uma enzima pouco estavel e ¢
completamente inactivada pelo processo de pasteurizagdo do leite (65°C, durante
30min), o seu pH Optimo encontra-se entre 8 e 9 e tendo em conta o pH do leite (6,5-
6,7) ou dos produtos lacteos fermentados (~4,5) a actividade desta enzima ¢ facilmente
controlada. Nos casos da xantina oxidase e da fosfatase 4cida, cujo alvo da catélise nao
sdo as proteinas, devido ao cardcter mais termoestavel destas enzimas, s6 com
tratamentos térmicos mais agressivos € que estas podem ser inactivadas. A inactivacao
completa da xantina oxidase ¢ conseguida com um tratamento térmico de 15 segundos a
93°C, beneficiando ainda do facto de o pH optimo ser de 8,5, fora da gama dos leites cru
e fermentado. O controlo da actividade da fosfatase acida ¢ um desafio maior, uma vez
que o seu pH optimo ¢ de 4 o que faz imperar a necessidade de inactivar a enzima
aquando da producao de leites fermentados. Esta inactivagdo pode ser conseguida com

um tratamento térmico de 30min a 88°C.

De entre as proteinases destacam-se duas enzimas, a plasmina (proteinase
alcalina) e a catepsina D (proteinase acida) [3, 21]. A catepsina D, apesar de ter um pH

optimo proximo de 4, ¢ pouco estavel a temperatura e a sua completa inactivacdo ¢
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conseguida com a pasteurizagdo do leite. Por sua vez, a plasmina representa 0 maior

desafio ao nivel das enzimas enddgenas do leite.

Na realidade a plasmina nao estd presente no leite na sua forma enzimatica
activa, ela estd presente na forma inactiva, o plasminogénio, ambos incluidos num
sistema de activadores e inibidores [21]. Qualquer dos elementos deste sistema
apresenta grande termoestabilidade numa matriz com caseinas ao pH do leite e a sua
completa inibigdo s6 € conseguida com tratamentos térmicos severos de 115°C por 20
min ou 120°C por apenas 15min. A actividade 6ptima da plasmina ¢ registada a pH 7,5
a 35°C, contundo mesmo a temperaturas bastante reduzidas, 5°C, € possivel observar um
maximo de 20% de actividade desta enzima num intervalo de pH entre 4 ¢ 9. Outro
facto sobre o comportamento desta enzima em resposta aos tratamentos térmicos € que
uma pasteurizacdo HTST (High Temperature Short Time, 72°C durante 15s) tem como
consequéncia o aumento da actividade da plasmina, isto porque a pasteurizagdo HTST
ndo inactiva a plasmina, o plasminogénio ou o activador do percursor, mas tem um
efeito inactivante sobre o inibidor da actividade da plasmina e sobre o inibidor do
activador do plasminogénio [3, 21]. Perante isto, a plasmina surge como uma possivel
fonte de protedlise enddogena nos leites fermentados pois, a menos que o leite sofra
previamente um tratamento térmico bastante agressivo, mesmo em armazenamento

refrigerado esta enzima apresenta alguma actividade ao pH de 4,5.

1.1.2. Valor nutricional e economico dos diferentes leites

Neste sub-capitulo pretende-se analisar de forma global os trés leites em estudo
do ponto de vista do seu valor nutricional e também do seu impacto econdmico e

cultural em diversos paises, nomeadamente nos paises mediterranicos.

Pela revisdo feita nos sub-capitulos anteriores ¢ possivel observar o potencial do
leite como fonte de muitos e diversos nutrientes de elevada qualidade, por isso este
alimento tem sido, e continuard a ser, consumido como parte duma dieta equilibrada,
desempenhando um papel preponderante ao nivel da nutrigdo humana. Do ponto de
vista global, em particular nos paises desenvolvidos, o leite de vaca e produtos
derivados deste representam mais de 95% do consumo deste alimento. Contudo o

consumo de leite de outras espécies, nomeadamente o leite de pequenos ruminantes, tem
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particular importancia nos paises em desenvolvimento e também nos paises localizados

ao redor do mar Mediterraneo [14, 22].

Enquanto nos paises mediterranicos o consumo de leite de cabra e ovelha esta
muito associado a herangas culturais e ao impacto economico de certos produtos
regionais tipicos, nos paises em desenvolvimento o consumo destes leites surge
associado a uma agricultura de dimensdo familiar e também motivado pela melhor
adaptacao dos pequenos ruminantes, comparativamente ao gado bovino, as condigdes
adversas do meio ambiente [23]. Devido a esta produgdo em pequena escala, Africa e
Asia sdo os continentes que mais contribuem para a produgdo mundial do leite
originario de pequenos ruminantes [24]. Mas do ponto de vista econdmico, ¢ na Europa

e em particular na regido mediterranica que esta producdo assume maior expressao.

Portugal, que surge entre os maiores produtores de leite de ovelha a nivel
mundial, apresenta uma grande parte da produgdo de leites de cabra e ovelha a escala
familiar e para consumo proprio. Ainda assim, parte da producdo nacional estd
associada a escala industrial e neste ambito surgem alguns produtos com denominagio
de origem protegida que tém um elevado impacto econdmico. Destes destacam-se: o
famoso queijo Serra da Estrela e os queijos de Azeitdo, Nisa, Evora, Castelo Branco e
Serpa produzidos a partir de leite de ovelha; o queijo Rabagal e queijos picante e
amarelo da Beira Baixa, obtidos a partir duma mistura de leites de cabra e ovelha; e o

queijo de cabra transmontano fabricado a partir do leite de cabra [22, 25-29].

Foi ja referido que o leite apresenta um elevado valor nutricional, contudo as
pequenas diferengas na composi¢do dos diferentes tipos de leite reflectem-se em
grandes diferencas do ponto de vista nutricional e também ao nivel tecnoldgico na
industria de transformacao do leite [1, 8, 24]. Duma maneira geral, ¢ fundamental referir
que o leite ¢ um alimento muito completo e importante no desenvolvimento dos
mamiferos. E importante pela bioactividade presente nas suas fracgdes proteicas (Tabela
5) e ¢ importante do ponto de vista estrutural pois fornece acidos gordos e aminoacidos
essenciais e também pelo papel dos residuos de galactose como intermediarios de

elementos da membrana celular [3, 7].

Pela analise da Tabela 1 ¢ bastante evidente que o leite de ovelha apresenta um
maior conteudo em nutrientes, nomeadamente no teor de proteinas e lipidos, o que

implica que este ¢ também o leite com maior quantidade de solidos. Esta caracteristica é
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determinante na viscosidade e rigidez do codgulo obtido nos produtos lacteos

fermentados, conferindo vantagem tecnolédgica ao leite de ovelha [1-2, 8].

Do ponto de vista da qualidade dos nutrientes presentes nos leites das trés
origens em estudo, foi ja referido que os lipidos presentes nos leites dos pequenos
ruminantes apresentam vantagens relativamente aos lipidos existentes no leite bovino
devido a predominancia dos SCFA ¢ MCFA. Contudo as vantagens associadas aos
lipidos ndo se ficam s6 pelo tamanho das cadeias dos acidos gordos que contribuem
para uma mais facil digestdo dos lipidos. Também as caracteristicas dos globulos de
lipidos sdo importantes, pois o facto de a gordura presente no leite se encontrar dispersa
em globulos de lipidos de pequenas dimensdes, como acontece nos leites dos pequenos
ruminantes, aumenta a sua area de superficie ¢ consequentemente a area acessivel as
lipases também ¢ superior. No que diz respeito a digestdo dos lipidos presentes no leite,
o leite de cabra ¢ o que merece maior destaque, ndo so6 pelo tamanho das cadeias dos
acidos gordos e dos globulos de gordura, mas sobretudo por estas caracteristicas
surgirem associadas a um menor teor de lipidos comparativamente ao leite de ovelha [2,

8].

Ainda no que respeita a frac¢do lipidica os acidos caproico (C6:0), caprilico
(C8:0) e caprico (C10:0) merecem destaque nos leites de pequenos ruminantes, em
particular no leite de cabra. Estes trés MCFA, presentes em quantidades bastantes
superiores nos leites dos pequenos ruminantes, apresentam a capacidade metabdlica de
produzir energia ao mesmo tempo que diminuem, inibem e dissolvem os depdsitos de
colesterol. Estas propriedades tém se revelado uma mais-valia no tratamento de
sindromes de malabsor¢do, disturbios intestinais, doencas corondrias, fibrose cistica e

célculos biliares [8].

Relativamente as proteinas do leite, os leites de cabra e ovelha também se
apresentam em vantagem, nao so pela quantidade mas também pela qualidade. No que
diz respeito a alergia de determinados individuos ao leite de vaca, encontra-se bem
estabelecido que os leites de outras origens se apresentam como uma solucdo a esse
problema [8, 14]. Também ao nivel da digestibilidade das proteinas, os leites dos
pequenos ruminantes apresentam vantagens. Comparativamente ao leite bovino, as suas
proteinas sdo mais rapidamente degradadas as suas unidades estruturais e estas sdo

absorvidas de forma mais eficiente. Foi ja demonstrado que estas diferencas na digestao
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de proteinas estdo por vezes associadas a configuracdes terciarias diferentes entre as

proteinas produzidas pelos diferentes mamiferos [30].

Pelo valor nutricional dos leites de ovelha e cabra e por factores econdmicos e
culturais adjacentes ao nosso pais que foram expostos neste capitulo, ¢ de todo o

interesse realizar estudos que possam avaliar as potencialidades destes leites.

1.1.3. Leite Fermentado

O leite fermentado tem uma composicao nutricional semelhante a do leite a
partir do qual ¢ obtido, embora as concentragdes de vitaminas sejam eventualmente
menores enquanto as concentragdes de acido lactico, galactose, aminoacidos livres,
péptidos e acidos gordos se encontram aumentadas [31-32]. Estas variagdes ao nivel da
composi¢ao do leite fermentado em comparagdo com o leite cru estdo inteiramente

ligadas ao processo de producdo destes leites fermentados [5, 32].

De entre os produtos de leite fermentado os mais conhecidos entre os
consumidores sdo os iogurtes, cujas diferentes texturas dependem inteiramente do teor
de so6lidos e dos processos mecanicos aplicados durante a sua producdo [5, 31]. A
principal diferenga ao nivel dos processos mecanicos aplicados na producao de iogurtes
estd relacionada com a agitagdo ou ndo do produto fermentado [5]. No caso dos iogurtes
solidos, que apresentam o maior teor de solidos, o leite ¢ fermentado pelos
microrganismos fermentadores, na presenga dos componentes que aromatizam o
produto final e/ou frutas e j4 nas embalagens em que serdo distribuidos aos
consumidores. Nos iogurtes liquidos o leite ¢ fermentado e s6 apds o processo de

fermentacgdo e agitacao do produto fermentado ¢ que os aditivos sdo adicionados.

Em qualquer dos processos de producdo dos iogurtes o passo da fermentacdo ¢é
fundamental. A fermentacao consiste, duma forma generalista, na conversdo da lactose
principalmente em acido lactico, o que resulta no abaixamento do pH a valores
inferiores a 4,8 que ¢ uma condicdo fundamental para que haja destabilizagdo das
micelas de caseina e se forme uma matriz s6lida a partir da coagulagdo das proteinas [1,
5]. A fermentagdo ¢ realizada por microrganismos cujo metabolismo € capaz de operar
esta conversdo, as denominadas bactérias lacticas (LAB). A producao de iogurte requer
a utilizagdo de duas culturas de LAB de arranque especificas, Streptococcus

thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus [1, 5]. Contudo tem sido
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pratica comum a introdugdo de outras estirpes, com efeito benéfico ao nivel da satde, na
producao de iogurtes ou a solo como cultura de arranque na produgdao de outros

produtos lacteos fermentados como o leite acidofilo (leite fermentado com
Lactobacillus acidophilus) [1, 5]. Estas bactérias sdo denominadas de probidticos e os

seus beneficios serdo explorados adiante no capitulo das bactérias lacticas.

Existem outros produtos que resultam da fermentacao do leite, entre os quais o
queijo obtido por coagulagdo acida cuja formagao do coagulo ¢ da responsabilidade da
fermentacdo bacteriana e o kefir que resulta duma fermentagdo alcool-lactica por parte

de bactérias lacticas e leveduras [1].

Em qualquer dos produtos resultantes da fermentacdo do leite ocorre a
metabolizagdo da lactose, verificando-se uma diminui¢ao do teor de lactose no produto
final acompanhada do aumento do teor de galactose [33]. Nos iogurtes e em leites
fermentados com outras culturas LAB de arranque a diminui¢ao do teor de lactose ¢ da
ordem dos 50%, isto tem como principal beneficio proporcionar aos individuos com
intolerancia a lactose a possibilidade de consumir um produto com propriedades

nutricionais muito proximas do leite [31-33].

Em suma, os produtos resultantes da fermentacdo do leite sdo uma fonte de
nutrientes tdo boa como o proprio leite e oferecem ao consumidor uma forma
economica e saborosa de consumir leite e usufruir dos beneficios deste alimento, com
particular énfase nos casos de intolerancia a lactose [1, 31-33]. Os leites fermentados,
em particular os iogurtes, e os queijos, sdo os dois derivados do leite mais importantes
do ponto de vista alimentar. Neste panorama os leites fermentados destacam-se pela
utilizacao do leite inteiro, do ponto de vista proteico, uma vez que na producdo de
queijo algumas proteinas sdo perdidas no dessoramento [1]. Outro ponto que se pode
apresentar vantajoso para os leites fermentados relaciona-se com os cheiros e sabores
intensos dos queijos que frequentemente ndo agradam a muitos potenciais

consumidores.

1.2. ASBACTERIAS LACTICAS (LAB)

A designagdo bactérias lacticas (LAB) ¢ utilizada para referir bactérias cujo
principal produto do metabolismo dos hidratos de carbono ¢ o acido lactico. A par com

o acido lactico, e dependendo do facto das bactérias poderem ser homofermentativas ou
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heterofermentativas, podem surgir outros produtos finais como o 4cido acético, o etanol
e o dioxido de carbono [9]. Outras caracteristicas das LAB € serem gram-positivas, nao

esporulantes e serem catalase negativa [34].

A classificacdo das LAB como homofermentativas ou heterofermentativas esta
relacionada com os produtos finais obtidos. No caso das homofermentativas o produto
final ¢ exclusivamente o acido lactico. Nas LAB heterofermentativas os produtos finais
sd0 o acido lactico a par com o acido acético ou o conjunto acido lactico e etanol. Os
produtos finais e a classificacao das LAB, nao sao mais do que uma consequéncia dos
processos metabolicos adoptados por estas bactérias para producdo de energia e

crescimento [6, 9-10].

1.2.1. Metabolismo dos hidratos de carbono

Quando a fermentagdo lactica ocorre num substrato como o leite, pode
considerar-se que o unico hidrato de carbono disponivel para ser metabolizado é a
lactose. Deste modo, qualquer que seja o tipo de fermentacdo lactica operada pelos
microrganismos responsaveis pela fermentagdo do leite, este processo inicia-se sempre
com a hidrdlise da lactose e obten¢do de moléculas de glucose fosforilada no carbono na

posigao 6.

Nem todas as LAB tém a mesma capacidade para metabolizar a galactose e obter
uma molécula de glucose-6-fosfato a partir desta, sendo a Lactobacillus acidophilus um
exemplo da fraca utilizagdo da galactose [35]. Mas, independentemente da capacidade
de metabolizacdo do residuo de galactose, todas as LAB produzem, por cada molécula
de lactose, pelo menos uma molécula de glucose-6-fosfato devido a fosforilagdo do

residuo de glucose.

No caso das LAB homofermentativas, qualquer molécula de glucose-6-fosfato
obtida a partir da lactose serd metabolizada pela via da glicolise até a obtengdo de 2
moléculas de lactato, com ganho de 2 moléculas de ATP [6, 9-10]. Das bactérias
estudadas neste trabalho, apenas a Lactobacillus casei e a Lactobacillus acidophilus

apresentam um metabolismo homofermentativo [36-38].

No caso das LAB heterofermentativas, as moléculas de glucose 6-fosfato podem

ser metabolizadas de dois modos distintos através da via das pentoses. Consoante a via
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adoptada, os produtos finais serdo: acido acético:acido lactico, nas propor¢des 3:2, caso
a via adoptada seja a via metabdlica das bifidobactérias que contém a enzima especifica
fosfocetolase; ou acido lactico:etanol, nas proporgdes 1:1, caso a via adoptada seja a via

do 6-fosfogluconato [9-10].

A principal diferenca entre as vias prende-se com as reaccdes da via das
pentoses utilizadas [10]. Na via metabolica das bifidobactérias sdo utilizadas reacgdes
nao oxidativas na metabolizagdo de duas moléculas de frutose-6-fosfato em duas
moléculas gliceraldeido-3-fosfato e trés moléculas de acetato que sdao depois convertidas
em duas moléculas de lactato e trés moléculas de acetato, com ganho 2 moléculas de
ATP por molécula de glucose. Na via do 6-fosfogluconato a conversao da glucose-6-
fosfato a gliceraldeido-3-fosfato e acetil-fosfato ocorre através de reacgdes oxidativas, e
depois da conversdo destes em lactato e etanol o balanco energético ¢ de 2 moléculas de
ATP. De entre as bactérias em estudo, a Bifidobacterium animalis e a Lactobacillus
paracasei apresentam um metabolismo heterofermentativo e em ambas as estirpes a via

adoptada ¢ a via metabolica das bifidobactérias [36, 38-40].

De qualquer uma das trés vias metabdlicas possiveis, resulta sempre um
decréscimo do pH devido a producdo de acido lactico e em alguns casos também devido
a produgao de acido acético. Desta alteracdo de pH resulta a precipitacdo das caseinas, o
que dé origem a duas fases, uma insoltivel que contém as proteinas precipitadas e outra
solivel onde estdo contidas as proteinas soliiveis, nomeadamente as proteinas do soro
[1, 3, 12]. Se ao metabolismo energético juntarmos alguma ac¢do proteolitica operada
por proteases destas bactérias, entdo na fase solivel poderdo também estar presentes

péptidos gerados devido a ac¢do dessas proteases [1, 3].

1.2.2. Sistema proteolitico

Durante o crescimento as bactérias tém necessidade de uma fonte de azoto para
poderem sintetizar muitas das proteinas enddgenas que lhes sdo indispensaveis.
Aminodcidos, péptidos e proteinas exdgenas do meio constituem uma excelente fonte
para a obten¢do de aminoacidos livres. Para além da utilizagdo como unidade estrutural
na sintese de proteinas, os aminodcidos produzidos podem também ser utilizados como
fonte energética, quer directamente como substrato para o metabolismo dos glicidos ou

indirectamente com a regeneragdo de co-factores reduzidos [41-43].
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No caso do crescimento das LAB em leite, a disponibilidade de aminoécidos e
péptidos ¢ reduzida. Por isso estas bactérias dependem dos seus sistemas proteoliticos,
que, duma forma geral, sdo constituidos por proteinases, transportadores e peptidases
que actuam de forma conjunta. As proteinases estdo ligadas a parede celular das LAB e
sdo responsaveis pelo inicio do ataque proteolitico as caseinas, obtendo a partir delas
oligopéptidos que sdao depois transportados para dentro da célula por sistemas de
transporte existentes na membrana celular. Por fim, os oligopéptidos sao hidrolisados
por peptidases intracelulares, nas quais se incluem as endopeptidases, as
aminopeptidases, as tripeptidases e as dipeptidases com especificidades diferentes entre
as varias estirpes de LAB que também diferem entre si nos aminoacidos especificos que

necessitam [20, 42-44].

As proteinases ligadas a parede celular sdo proteinases séricas monoméricas que
hidrolisam caseinas e, por clonagem e sequenciagdo do gene que codifica para estas
enzimas (PrtP) para diversos lactococos e alguns lactobacilos, foi possivel concluir que
a sequéncia primaria das proteinases do Lactobacillus paracasei apresenta um elevado
grau de homologia com a sequéncia primaria das enzimas presentes em Lactococcus,
que sdo as que se encontram mais amplamente estudadas [43, 45-46]. O gene PrtP foi
também identificado em Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei [47] mas nao
foi identificado na estirpe de Bifidobacterium estudada. No caso particular da
Bifidobacterium animalis estd documentado um estudo no qual ndo se identificou
actividade de proteinases ligada a parede celular e cuja degradag¢do das caseinas so6 foi

conseguida por accao da fracgdo citoplasmatica [48].

No que se refere as estirpes de lactococos sabe-se que o dominio catalitico estd
localizado no terminal N e contém varios residuos conservados que estdo envolvidos na
catalise e no posicionamento do substrato. Estudos realizados com proteinases de
bactérias deste género permitiram definir sete grupos de proteinases, de acordo com a
especificidade para os substratos e identificar as possiveis substituicdes de aminoacidos
responsaveis pelos diferentes fenotipos observados. Estas substitui¢des de aminoacidos
sdo o resultado de pequenas variagdes genéticas no gene PrtP, entre as quais se pode
encontrar um dominio catalitico altamente conservado, ndo s6 entre as estirpes de
lactococos, mas também ao nivel das estirpes de lactobacilos [43]. No caso do

Lactobacillus paracasei, apenas duas posi¢des consideradas relevantes para a catélise e
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ligacdo do substrato sdo diferentes daquelas encontradas para um dos fenotipos do

Lactococcus lactis [45].

No que diz respeito ao local de corte das proteinases nao ¢ possivel definir
inequivocamente um local de corte, embora por analise dos produtos de hidrdlise de
diferentes proteinases seja possivel observar alguma preferéncia por determinados
locais de corte. No caso da B-caseina € possivel observar que entre as posi¢des 160-170
e 190-195 a grande maioria das ligagdes peptidicas sao hidrolisadas por qualquer tipo de
proteinases, enquanto noutras posi¢des a quebra das ligacdes ocorre de forma fortuita.
Esta observacdo poderd dever-se a especificidade das proteinases ou ser apenas um
reflexo da acessibilidade aos diferentes residuos de aminoacidos na estrutura

tridimensional da molécula de caseina [43].

Relativamente aos sistemas de transporte existentes na membrana celular sao
conhecidos trés sistemas diferentes inicialmente identificados em Lactococcus lactis
[43, 47]. Dois deles pertencem a superfamilia dos transportadores ABC (ATP-binding
cassette) ¢ sdo responsaveis pelo transporte de oligopéptidos (sistema Opp) e di-
/tripéptidos (sistema Dpp) acoplado a hidroélise de ATP. O terceiro sistema ¢ um sistema
de transporte de di-/tripéptidos (sistema Dtp) que realiza o transporte acoplado a um
fluxo de ides. Sabe-se que o Lactobacillus acidophilus e o Lactobacillus casei possuem

os trés sistemas de transporte [47]

O sistema Opp ¢ responsavel pelo transporte de oligopéptidos com um méximo
de 10 residuos, enquanto os outros dois sistemas sdo responsaveis pelo transporte de
péptidos com dois ou trés residuos. Se os di-/tripepéptidos forem hidrofébicos sdo
transportados através do sistema Dpp, enquanto o transporte de di-/tripéptidos com

caracteristicas hidrofilicas ¢ da responsabilidade do sistema Dtp [43].

No que diz respeito as peptidases encontradas em Lactococcus spp. €
Lactobacillus spp., as diferentes aminopeptidases, endopeptidases e di- e tripeptidases,
bem como as peptidases capazes de hidrolisar residuos de prolina, estdo discriminadas
na Tabela 6. Nesta tabela ¢ ainda possivel encontrar informacdo sobre os locais de corte

e algumas particularidades de determinadas peptidases.

22



Tabela 6 — Resumo das peptidases encontradas em LAB.
Adaptado de Christensen. et al, Kunji et al e Liu et al [42-43,

47].
. Local de N
Peptidase N Anotacdes

PepN X|(X)n Ambas ndo sao capazes de clivar dipéptidos
que contenham Pro e a principal diferenca
entre ¢ a PepN e a PepC ¢ a capacidade da

Hepl X|(X)a primeira quebrar substratos de maiores
dimensodes (até 10 residuos)

Aminopeptidase gl RO

PepL Leu|/(X)a Hidrolisa preferencialmente dipéptidos e
alguns tripéptidos
E capaz de libertar residuos 4cidos de

PepA  Glu/Asp|(X)a péptidos com mais de 10 residuos e hidrolisa
dipéptidos Ser|X quando o aminoacido X ¢
hidrofébico ou aromético

Tripeptidase ~ Pep T X[X-X Quebra exclusivamente tripéptidos desde que

estes nao contenham Pro na 2? posigao

PepD X[X E incapaz de hidrolisar os dipéptidos Val|X
Dipeptidase (X:Arg, Gly,Leu) e Ile!X (X:qu, Val)
eralmente ndo hidrolisa dipéptidos com Gly
PepV XX Geral ao hidrolisa dipéptid Gl
no teminal N
PepE/
PG (X
Endopeptidase
pep PepO  (X)ml(X)n  Hidrolisa péptidos com 5 a 35 residuos
PepF  (X)ml(X)n  Hidrolisa péptidos com 7 a 17 residuos
As sequéncias X-Pro-Pro-(X), ndo sao
clivadas mas a PepX consegue clivar em
PepX  X-Pro|(X)s locais especificos que gﬁo contém Pro, como
por exemplo a sequéncia do fragmento 176-
182 da B-caseina: Lys-Ala|Val-Pro|Tyr-
Peptidase de Pro|Gln
prolina Pepl  Pro|X-(X),

PepR Pro|X
PepP  X[Pro-(X)a Nao hidrolisa di-/tripéptidos com esta

sequéncia
PepQ X|Pro

Legenda: X — representa qualquer aminoacido.

Dum modo geral ¢ possivel encontrar em todos os genomas das LAB utilizadas

na producdo de lacticinios, as aminopeptidases Pep C, Pep N e Pep M. Também estao
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presentes nestes genomas as peptidases de prolina Pep X e Pep Q, a dipeptidase PepV e
a endopeptidase Pep O [44, 47].

No Lactobacillus acidophilus ¢ possivel encontrar todas as peptidases
documentadas na Tabela 6, enquanto o Lactobacillus casei ndo apresenta codigo
genético para aminopeptidase PepA, a tripeptidase PepT e a peptidase de prolina Pep I
[47]. A inexisténcia destas trés peptidases podera ter implicagdes na forma como os
oligopéptidos sao degradados, pois esta bactéria carece de peptidases capazes de libertar
residuos acidos e residuos de prolina do terminal N, e ¢ ainda incapaz de degradar a
grande maioria dos tripéptidos. Contudo, ¢ de realcar que as peptidases no Lactobacillus
paracasei ainda ndo estdo inteiramente caracterizadas; estudos recentes documentam a
actividade das aminopeptidases, endopeptidases e dipeptidases [49-52]. No caso da
Bifidobacterium animalis a caracterizacdo das suas peptidases também ¢ parca. Mas, o
mesmo estudo que documenta a inexisténcia de proteinases nesta estirpe, coloniza e
expressa o gene para a endopeptidase PepO fazendo depois uma caracterizagdo desta
peptidase. Neste estudo conclui-se que esta peptidase consegue clivar substratos com
mais de 5 residuos, como descrito para grande parte das LAB, e ndo tem actividade em

substratos com 64 residuos nem em proteinas [48].

Desta proteodlise resultam por vezes péptidos que sdo funcionais a nivel
biologico, os chamados péptidos bioactivos [53]. Devido a especificidade das
peptidases de cada estirpe os péptidos obtidos dependem largamente das bactérias e das

condic¢des fisicas utilizadas durante o processo de fermentacdo [17, 42].

Outro factor que afecta largamente a producdo de péptidos bioactivos € o tempo,
pois durante o processo de protedlise ha formacgdo de péptidos e aminoacidos para
consumo por parte das bactérias. E do balango entre os péptidos formados e os péptidos
consumidos que resultam os péptidos bioactivos, e por isso o perfil de péptidos numa

amostra de leite fermentado varia ao longo do tempo [34].

1.2.3. Simbioticos

Por defini¢do, o conceito de simbiotico refere-se a uma mistura de probidticos e
prebioticos que afectam de forma benéfica o hospedeiro através da promocdo da
sobrevivéncia e implantagdo de organismos vivos fornecidos como suplementos

dietéticos no tracto gastrointestinal do hospedeiro [54].
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1.2.3.1. Probioticos e Prebioticos

Por definicdo um probidtico ¢ um microrganismo vivo que, quando consumido
em quantidades adequadas, produz um efeito benéfico sobre a saude do hospedeiro [55].
Um prébiotico deverd ser um microrganismo nao patogénico e cuja viabilidade se
mantenha durante o processamento, o armazenamento ¢ a digestdo gastrointestinal [56].
As bactérias em estudo estdo documentadas como probidticos [38, 57-59], exercendo

diferentes beneficios no organismo.

Os beneficios documentados para os probioticos sdo, entre outros: a diminuigao
da intensidade de respostas alérgicas, a diminuicdo da intolerancia a lactose, a
actividade antagonista contra agentes infecciosos, a preven¢do de caries dentarias, a
prevengao do desenvolvimento de carcinomas, a imunomodulagdo, a promog¢ao de uma
melhor digestdo gastrointestinal e a reducdo do colesterol [60-63]. Os beneficios da

responsabilidade das LAB probidticas em estudo estdo resumidos na Tabela 7.

Uma vez que os probiodticos produzem efeitos benéficos para a satide como
elementos da microflora intestinal, ha todo o interesse em proporcionar-lhes as
condi¢des para que estes se mantenham viaveis para colonizar o intestino [56]. No

sentido de responder a esta necessidade surgem os prebioticos [64].

Por definigcdo, prebidticos sdo ingredientes alimentares que afectam de forma
benéfica a satide do hospedeiro através da estimulagdo selectiva do crescimento e/ou da
actividade de um nimero limitado de bactérias presentes no célon [64]. Para que um
ingrediente alimentar possa produzir um estimulo no crescimento e/ou actividade
metabolica da parte da microflora intestinal, este ingrediente deveréd atravessar a parte
superior do tracto gastrointestinal sem ser hidrolisado ou absorvido e deverd ser um
substrato selectivo para um ou um nimero limitado de microrganismos benéficos
presentes no colon [64]. Quando consideramos a veiculagdo dos prebidticos através de
alimentos funcionais, os ingredientes deverdo ainda resistir ao processamento do

alimento [65].

Actualmente a maioria dos prebidticos e candidatos a prebidticos sao
oligossacarideos que ndo sdo digeridos pelo sistema gastrointestinal humano. Estes e a
inulina, um polissacarideo de frutose, sdo os mais estudados e a sua resisténcia a
digestdo gastrointestinal e ao processamento alimentar estd bem estabelecida [65-66].

Contudo para que possam ser usados como prebidticos ¢ ainda necessario estabelecer o
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efeito estimulante que estes tém sobre as bactérias capazes de colonizar o cdlon, com
particular interesse pelos microrganismos probioticos. No sentido de aliar o potencial

dos prebidticos ao probiodticos surge o conceito de simbidtico.

Tabela 7 — Resumo dos beneficios na saude do hospedeiro
exercidos pelas bactérias probidticas a usar neste estudo.

Bactéria Beneficio na satde do hospedeiro Ref.
Bifidobacterium Efeito antimutagénico [38, 58]
animalis Efeito preventivo em infecg¢des por Helicobater pylori

Estimulagdo do sistema imunitario

Prevencao de diarreias virais

Modulagao da flora intestinal

Tratamento de obstipagdo

Alivio de sintomas de dermatite atopica, em criangas
Lactobacillus Efeito antimutagénico e anticancerinogénico [38, 58, 63]
acidophilus Diminuicao dos niveis de colesterol

Efeito preventivo em infec¢des por Helicobater pylori

Estimulag@o do sistema imunitario

Modulagao da flora intestinal
Lactobacillus Diminui intolerancia a lactose [38, 57-58,
casei Efeito antimutagénico 63]

Diminuicao dos niveis de colesterol

Efeito preventivo em infecg¢des por Helicobater pylori

Estimula¢do do sistema imunitario

Modulagao da flora intestinal

Diminuicao da actividade de enzimas fecais
Lactobacillus Diminui intolerancia a lactose [57-58]

paracasei Estimulacdo do sistema imunitério

De modo a avaliar a potencialidade dos prebioticos para estimular o crescimento
de alguns probioticos, tém sido desenvolvidos alguns estudos onde se compara o
nimero de células vidveis quando o crescimento da estirpe probidtica ocorre na
presenca e na auséncia do prebidtico. Alguns destes estudos avaliam ainda o efeito da

adicdo do prebidtico em parametros como os produtos finais do metabolismo dos
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acucares, a protedlise e/ou a lipdlise que podem funcionar como um bom indicador para

o estimulo do metabolismo bacteriano [61, 67-70]

Estudos realizados com o Lactobacillus acidophilus [61, 67-68, 70] documentam
o aumento do numero de células vidveis aquando da utilizagdo de inulina e/ou
oligofrutose como prebioticos. Alguns destes estudos mostram ainda que uma

combinagdo destes prebiodticos induz um aumento da proteolise [61].

No que diz respeito a Lactobacilus paracasei, também ¢ possivel encontrar
documentado um aumento do numero de células viaveis aquando do crescimento na
presenca de inulina e/ou oligofrutose [68, 70]. E o mesmo ¢ valido para a

Bifidobacterium animalis [67-68, 70] e para a Lactobacillus casei [67, 69].

1.2.3.2. Leites fermentados como veiculo de probioticos

Os produtos lacteos fermentados, em particular os produtos tipo iogurte, sdo os
alimentos mais utilizados como veiculo para ingestdo de probidticos. Este estatuto deve-
se a uma conjuntura favoravel do ponto de vista do consumidor e do ponto de vista
tecnologico [5, 14]. Por um lado os consumidores ja atribuem um caracter saudavel aos
iogurtes e ja estdo familiarizados com a ideia que estes contém microrganismos vivos
responsaveis pela fermentacdo e que ndo sdo patogénicos. Deste modo, a ideia dos
probioticos utilizados como cultura de arranque responsaveis pela fermentacdo e com
acréscimo para o beneficio ao nivel da saude é bem aceite e promove o consumo didrio
de probiodticos. Por outro lado, a matriz dos leites fermentados tem sido optimizada para
permitir a viabilidade dos organismos fermentadores e, atendendo as caracteristicas
tecnoldgicas de inimeros probidticos, pouca ¢ a adaptacdo tecnologica necessaria para
garantir a sobrevivéncia destes microrganismos e este poderd ser um factor
determinante ao nivel industrial para a utilizagdo dos leites fermentados como veiculos

para o consumo de probioticos.

Na incorporacdo dos probidticos em leites fermentados ¢ fundamental que,
durante o processo de producdo e tempo de prateleira, se atenda a necessidade de
manter as bactérias vidveis e em numero suficiente para garantir uma vantagem do
produto com probidtico comparativamente ao produto fermentado tradicional [5]. Além

destes critérios, a adicdo de probidticos a um produto lacteo fermentado ndao deve
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afectar de forma negativa o sabor e a textura do produto nem promover a acidificag¢do

deste durante o tempo de prateleira [56].

A viabilidade do probidtico na matriz do leite fermentado ¢ o resultado da
combinacdo de diversos factores, entre os quais se destacam: o pH do meio, o sistema
proteolitico das bactérias probidticas, as interac¢des entre os diferentes microrganismos
e a disponibilidade de nutrientes na matriz, esta Gltima dependente da composi¢do do

leite e do grau de hidrolise das proteinas e dos lipidos [5, 56].

A disponibilidade de nutrientes ¢ dependente da capacidade de metabolizacao
dos nutrientes presentes no leite por parte das bactérias presentes na matriz. Atendendo
a possibilidade de na matriz poderem estar presentes os probidticos isolados, a sua
capacidade de sobreviver e da sua populagdo atingir uma dimensao significativa para
oferecer os beneficios dos probiodticos aos consumidores ¢ inteiramente dependente da
sua capacidade de hidrolisar os nutrientes do leite. Nestes casos, ndo existe interacg¢oes
entre bactérias a considerar, mas pode ser necessario suplementar o leite com
hidrolisados de proteinas como fonte de azoto disponivel, particularmente enquanto os

sistemas proteoliticos ndo estdo em plena actividade [56].

Nos casos em que o microrganismo probidtico ¢ introduzido em combinagao
com outras culturas de arranque, a disponibilidade de nutrientes ¢ o resultado duma
interac¢do entre as diferentes capacidades de metabolizacdo das diferentes culturas
presentes. Nestes casos € importante considerar a interac¢do entre espécies, em
particular os produtos do metabolismo de todas as espécies e de que forma isso afecta o
crescimento das diversas bactérias presentes [56]. Da interaccdo entre os
microorganismos do leite fermentado pode resultar: um sinergismo que acelera o
crescimento de ambas as estirpes; ou um antagonismo que resulta da producdo de
substancias por parte duma bactéria que inibe o crescimento doutra, pondo em causa o
crescimento do probiotico ou o desenvolvimento das culturas de arranque o que implica
a ndo obtencdo da acidificacdo necessdria a produgdo da matriz sélida nem a

disponibiliza¢do de fontes de azoto adequadas [5].

A incorporacdo da estirpe probidtica pode acontecer antes ou depois da
fermentagdo, dependendo da sua influéncia no processo fermentativo e do processo de
fabrico do leite fermentado. Quando a estirpe probiotica ¢ adicionada a solo, esta tem

um papel preponderante na fermentacao do leite e a sua adi¢do ocorre necessariamente
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antes do processo fermentativo e ¢ fundamental para que este ocorra. Nos casos em que
a estirpe probidtica ¢ adicionada em conjunto com culturas de arranque, 0 momento em
que o probidtico ¢ adicionado ao leite fermentado ¢ muitas vezes determinado pelo
produto final e o seu processo de producdo. Normalmente, quando o produto final é do
tipo iogurte liquido ou iogurte batido e o microrganismo probidtico ndo tem um papel
activo na fermentagao do leite, este s6 ¢ adicionado apods a fermentagao, o que diminui
as interacg¢des entre as diferentes estirpes presentes no produto. Quando o produto ¢ do
tipo iogurte sélido, como este ndo sofre agitagdo ap6s a fermentacdo, o agente
probidtico tem de estar presente no momento da fermentagdo, quer participe ou nao no
processo. A necessidade de introduc¢ao do probiotico antes da fermentagdo aumenta as
interacgcdes entre o probidtico e as culturas de arranque, podendo originar mais
problemas ao nivel da combinagdo das estirpes. Perante isto, pode afirmar-se que os
leites fermentados que incluem agitacdo apos a fermentagdo no seu processo de fabrico

sdo tecnologicamente mais apropriados para a introdugdo de probidticos na sua matriz

[5].

Independentemente do momento em que o probidtico ¢ adicionado ao leite e da
sua participa¢do ou ndo no processo fermentativo, para que o microrganismo probiotico
tenha influéncia benéfica sobre a saude do consumidor, durante o periodo de
armazenamento, o produto devera apresentar contagens entre 10° e 10’ unidades
formadoras de colonias (do inglés colony forming units, CFU) por grama de leite
fermentado de modo a garantir a ingestdo diaria de 10® a 10° células viaveis quando

100g de leite fermentado sdo ingeridas [35, 56].

Em suma, pode concluir-se que da fermentagdo de leites com estirpes de LAB
resulta sempre uma mudanga na matriz provocada pelo abaixamento do pH e,
dependendo da capacidade proteolitica e do potencial probiodtico das estirpes, poderdo
ainda obter-se efeitos benéficos para a saude, quer ao nivel da produ¢do de péptidos

bioactivos ou ao nivel da ac¢do destas bactérias como probidticos [14, 17].

1.3. PEPTIDOS BIOACTIVOS

Péptidos bioactivos sdo fragmentos de proteinas especificas, que tém um
impacto positivo nas fung¢des ou condigdes do organismo e podem, em ultima anélise,

influenciar a saude [71]. Geralmente, estes fragmentos t€ém entre 2 e 20 residuos de
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aminoacidos e por vezes sdao funcionais para mais do que uma actividade biologica [19,
53]. A libertagao destes péptidos pode ocorrer por processos de fermentacdo com
bactérias, hidrolise com enzimas proteoliticas, digestdo gastrointestinal, ou combinagao
da digestdo gastrointestinal com uma das outras duas. Na Figura 8 ¢ visivel que a
combinagdo das duas fontes de hidrdlise proteica (digestdo + fermentacdo) potencia a

libertagdo dum maior numero de péptidos bioactivos [53].
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Figura 8 — Esquema da libertacio de péptidos bioactivos e
possiveis diferencas entre a fragmentacdo da proteina através de
fermentagdo e/ou digestdo gastrointestinal. Adaptado de Moller
et al [53].

O leite ¢ uma das melhores fontes de proteinas precursoras de péptidos
bioactivos, embora estes também possam ser obtidos a partir de outras fontes (ovos,

milho, soja, arroz, alguns peixes, entre outros) [53].

No sentido de identificar os péptidos bioactivos encriptados nas proteinas do
leite tém sido realizados inimeros estudos, nos quais foram usadas diversas matrizes
(exemplos: leites fermentados, iogurtes, queijos, gelados) e diferentes estirpes de
bactérias. Nestes estudos sdo documentadas varias actividades biologicas da
responsabilidade dos péptidos bioactivos, entre as quais as actividades anti-hipertensiva
e antioxidante, que se pretendem estudar neste trabalho, e ainda actividades
antimicrobiana, = imunomoduladora, opidide, antitrombdtica, osteoprotectiva,

anticancerigena e de transporte de minerais [2, 18, 53, 72-74].
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1.3.1. Identificacdo de péptidos bioactivos em leites fermentados

Apesar das varias matrizes utilizadas para estudar a producdo de péptidos
bioactivos, neste trabalho focar-se-4 a obtencdo de péptidos a partir da fermentagdo de
leites de cabra, ovelha e vaca com bactérias probiodticas das estirpes Bifidobacterium

animalis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei e Lactobacillus paracasei.

Pode considerar-se que a nivel experimental a identificagdo de péptidos
bioactivos compreende trés fases. Numa primeira fase obtém-se os leites fermentados
com uma ou um conjunto de bactérias seleccionadas; numa segunda fase avalia-se o
potencial dos péptidos formados através do estudo da extensdo da protedlise e de testes
para avaliar se os leites fermentados produzidos t€ém actividade biologica; por fim,

numa terceira fase procede-se ao isolamento e identificagao dos péptidos [52, 75-84].

1.3.1.1. Obtencao dos leites fermentados

Na obtencao dos leites fermentados o procedimento geral ¢ a inoculagdo das
bactérias em skim milk reconstituido [52, 79, 83] ou leite cru previamente sujeito a
tratamento térmico [75, 78, 80]. Outra forma de obter leites fermentados € através da

aquisicao de produtos lacteos fermentados disponiveis no mercado [82].

O tratamento térmico do leite ¢ feito normalmente durante 30 minutos com
temperaturas que podem ir desde os 73°C até ao 95°C, observando-se por vezes a
diminui¢do do tempo do tratamento quando este ¢ realizado a 95°C [75, 78, 80]. Este
tratamento térmico ¢ importante do ponto de vista de seguranga microbioldgica, pois
permite eliminar as bactérias patogénicas ndo-esporulantes, e também do ponto de vista
tecnologico pois provoca a desnaturacdo das proteinas do soro o que aumenta a sua
capacidade de ligagdo a agua e promove a formagdao duma matriz sélida de complexos
entre as proteinas do soro e as caseinas, evitando assim a ocorréncia de fendmenos de
sinérese [1]. Outro aspecto importante do tratamento térmico prende-se com a criacao
dum ambiente estéril para favorecer o crescimento das culturas fermentadoras através

da elimina¢do da competi¢cdo por nutrientes por parte de outras bactérias [5].

As bactérias podem ser obtidas de culturas comerciais [52, 75-76, 78, 80-81] ou
isoladas e identificadas a partir de leite cru ou produtos lacteos disponiveis no mercado
[83, 85]. Qualquer que seja o método de obtengdo das bactérias, € procedimento geral

reactivar os microrganismos através de crescimento em culturas de MRS broth e/ou
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skim milk reconstituido, antes de proceder a sua inoculag¢do no leite. A quantidade de
ind6culo utilizado para producdo dos leites fermentados ¢ normalmente de 1% (v/v) [52,

76, 78, 80], mas pode variar [75, 81, 85].

O processo de fermentacdo pode decorrer a temperaturas entre os 30°C e ao 42°C
[52, 78, 80], sendo os 42°C o procedimento padrdo para a preparacao de iogurtes (leites
fermentados com as culturas de arranque do iogurte, Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus) [86]. Normalmente o fim da fermentagdo
ocorre quando se atinge o pH de 4,5 [36, 75, 78, 80, 87], contudo em diversos trabalhos
a fermentac¢do decorre durante um tempo definido [52, 79, 85], procedendo-se por vezes

ao ajustamento do pH para obtengdo do pH 4,5 [81].

Apbs a fermentagdo pode iniciar-se os estudos para avaliar a presenga de
potenciais péptidos [75-76, 83], mas o armazenamento a 4°C pelo periodo de
aproximadamente um més aliado a obtengdo de amostras a diferentes tempos de
armazenamento ¢ um procedimento comum [78, 80]. E importante que apds a
fermentacdo e durante o periodo de armazenamento se monitorize o numero de células
vidveis, o que ¢ frequentemente feito através da inoculacdo em placa de diluigdes
decimais preparadas a partir duma aliquota da amostra de leite fermentado [36, 52, 78,

80, 85].

1.3.1.2. Avaliacao da extensao da protedlise

Um dos procedimentos mais importantes para avaliar o potencial dos leites
fermentados, no que diz respeito a produgdao de péptidos, € o estudo da extensdo da
protedlise. Neste procedimento destacam-se trés metodologias: electroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) [88-90], a determina¢do com o-ftaldialdeido (OPA) [79, 81, 85,
87] e o método de Kjeldhal [61, 70].

As PAGE em geral, e a Tricina-SDS-PAGE (Electroforese em gel de
poliacilamida com dodecil-sulfato de sodio e tricina) em particular, sdo técnicas que
permitem separar as proteinas. A utilizagao de tricina proporciona uma maior resolu¢do
para pesos moleculares abaixo do 30kDa, o que ao nivel das proteinas do leite permite
uma melhor separagdo das suas proteinas mais abundantes (caseinas, a-lactalbumina e
B-lactoglobulina) [91]. Em termos praticos este método fornece um gel com as proteinas

separadas e cuja intensidade Optica de cada banda € proporcional a concentracio
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daquela proteina na amostra. Ao nivel da avaliacdo da protedlise esta técnica permite
observar a diminui¢ao da quantidade de uma proteina relativamente a uma amostra

controlo [89-90].

A determinagdo com o-ftaldialdeido (OPA) ¢ uma técnica que se baseia na
quantificagdo dos grupos a-amina livres. Nesta técnica o OPA reage com os grupos a-
amina formando aductos que tém elevada absorvancia ao comprimento de onda de
340nm [92]. Em termos praticos, a determinacao da extensao da protedlise com OPA
da-nos uma quantificagdo relativa da concentracdo dos péptidos e aminoacidos, que
pode ou ndo ser estimada com recurso a uma curva padrdo, e serve como medida da

extensao da protedlise por comparagdo com um controlo [81, 85].

O método de Kjeldahl ¢ uma forma de quantificar indirectamente a quantidade
de proteina total através da determinagdo directa da quantidade de azoto e aplicacdo de
um factor de conversao a esta determinagdo. Este procedimento compreende 3 passos:
digestdo, destilagdo e titulacdo. No processo de digestdo o azoto organico ¢ convertido
em sulfato de amoénio que é depois convertido em amoniaco e recolhido em &cido
boérico, sob a forma de amoénia, no processo de destilacdo. Por fim realiza-se uma
titulagdo para quantificar a quantidade de acido borico desprotonado no processo de
conversao do amoniaco em amonia, permitindo a determinagdo da quantidade de azoto

na amostra analisada [93].

Para aplicar este método as proteinas do leite € preciso ter em consideragdao que
este método determina a quantidade total de azoto orgénico e no caso do leite este ndo
corresponde exclusivamente a fraccdo das proteinas. No leite as fontes de azoto sdo,
para além das proteinas, aminodcidos livres, glicosideos nitrogenados, fosfolipidos e
acidos nucleicos [93]. Estes tém ainda uma maior expressao se considerarmos o total da
matriz de leites fermentados onde estdo incluidos os microrganismos fermentadores.
Para resolver esta falta de especificidade adoptou-se um método em que se faz
fraccionamento da matriz do leite fermentado, obtendo-se assim uma frac¢do soluvel a
partir da qual se procede a precipitagdo das proteinas com écido tricloroacético (TCA).
Deste modo, quantificando a frac¢cdo soltivel temos a quantificacdo de todo o azoto
organico presente na matriz € que € soluvel em agua (do inglé€s water soluble nitrogen,
WSN), no qual se incluem as proteinas. Ao fazer a precipitagdo com TCA e remogdo do

precipitado, removemos as proteinas do WSN e obtemos uma frac¢do que contém todo
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0 azoto que ¢ soluvel em TCA, do qual ndo fazem parte as proteinas. Ao quantificar esta
fraccdo passamos a ter a quantidade de azoto nao-proteico (do inglés nomprotein
nitrogen, NPN) que estava contido na frac¢ao soluvel e assim obter a quantidade de

proteina da nossa amostra [93].

Em termos praticos, quando quantificamos as fracgdes de WSN e NPN para uma
amostra temos a quantidade de proteina desta amostra e temos ainda um indicador da

extensdo da proteolise através das variagdes das quantidades de proteina [61, 70].

1.3.1.3. Determinacao da actividade biologica

Embora o estudo da extensdo da proteolise seja um procedimento importante, no
que diz respeito a determinagdo do potencial bioactivo dos péptidos formados, o passo
fulcral € o desenvolvimento de estudos experimentais que permitam avaliar o efeito dos
péptidos presentes na amostra sobre determinada actividade biologica. Neste sentido e
no ambito deste trabalho serdo revistas as metodologias mais frequentemente utilizadas
para a determinagdo in vitro do potencial anti-hipertensivo e antioxidante de leites

fermentados.

1.3.1.3.1 Actividade anti-hipertensiva

A identificagdo de péptidos com actividade anti-hipertensiva tem merecido
especial destaque. Este destaque esté relacionado com a prevaléncia e a importancia da
hipertensdao como principal factor de risco controlavel nas doengas cardiovasculares e
com os péptidos anti-hipertensivos almeja-se diminuir os custos com a satde ao
encontrar um agente hipotensivo natural que ndo provoque os efeitos adversos
observados com os inibidores sintéticos da enzima conversora da angiotensina, como ¢

o caso do captopril [14, 94].

Ao nivel fisiologico a actividade anti-hipertensiva manifesta-se pela diminuigao
da tensdo arterial. O principal mecanismo do organismo para modular a pressdao
sanguinea ¢ o sistema renina-angiotensina, o qual responde a um estimulo de valores de
pressdo reduzidos produzindo um aumento da pressdo arterial. Neste sistema o aumento
da pressdo ¢ conseguido através dum mecanismo mediado pela conversio da

angiotensina [ em angiotensina II, que ¢ catalisada pela enzima de conversdo da

angiotensina [ (ECA) e em ultima andalise promove o aumento da tensdo arterial através
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da vasoconstri¢do [71]. A inibicdo da ECA tem entdo como consequéncia a inibi¢do do

sistema renina-angiotensina ¢ desempenha deste modo uma actividade anti-hipertensiva.

No estudo dos péptidos com actividade anti-hipertensiva tém sido trés as
metodologias mais utilizadas e todas elas t€m em comum a utilizagdo da inibi¢dao da
enzima que catalisa a conversdo da angiotensina (ECA) como medida para a actividade
anti-hipertensiva dos péptidos bioactivos [95-97] e partilham uma base comum, a
adicdo de uma por¢do da amostra contendo o péptido formado a um reagente que

contém a ECA e um substrato que ¢ degradado pela enzima.

No método mais antigo e mais amplamente utilizado[75-76, 78-79, 82-83, 85,
87], o método desenvolvido por Cushman & Cheung [95], o substrato utilizado ¢ o
hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) que ¢ catalisado a acido hipurico pela ECA, durante
um periodo de incubagdo a 37°C de no minimo 30 minutos [75, 79, 81-83, 85] até ao
maximo de 1 hora [76, 78]. Apos o periodo de incubagdo a reacg¢ao ¢ terminada com a
adicdo de HCI e de seguida procede-se a extrac¢do do &cido hipuarico com acetato de
etilo, deixando-se secar por evaporagdo a vacuo e de seguida ¢ dissolvido em agua
destilada e quantificado por espectrofotometria com leituras ao comprimento de onda de
228nm. Um método de extrac¢do diferente foi utilizado por Su et al [83] que utiliza uma
coluna de HPLC para eluir o &cido hipurico que foi quantificado por monitorizagdo do

eluido a 228nm.

Um segundo método de quantificacdo foi desenvolvido por Holmquist et al [96]
e difere do primeiro ao nivel do substrato, que ¢ agora o N-[3-(2-Furil)acriloil]-L-
fenilalanil-glicil-glicina, e no facto de monitorizar a actividade da enzima ao longo do
tempo e ndo através da quantidade de produto final obtido. Neste caso a incubagdo da
enzima ocorre a 37°C, mas durante um periodo de 25 minutos no qual a absorvancia a
340nm ¢ registada de 30 em 30 segundos. Os dados sdo representados graficamente e a
actividade da enzima ¢ dada pelo declive da recta linear obtida durante 15 minutos [80-

81].
O terceiro e ultimo método € mais recente e foi desenvolvido por Sentandreu &
Toldra [97]. Neste método o substrato ¢ Abz-Gly-Phe(NO;)-Pro que ¢ hidrolizado pela

ECA em o-aminobenzoilglicina (Abz-Gly) que ¢ um substrato fluorogénico e pode ser

detectado com um fluorimetro. Apds incubag¢do do substrato com a enzima por 30
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minutos a 37°C, detecta-se a emissdo de fluorescéncia ao comprimento de onda de

420nm depois da devida excitagao do substrato a 350nm [98].

De entre os trés métodos apresentados, o descrito por Cushman & Cheung [95] ¢
compreensivelmente o mais utilizado, pois apesar de ser dos trés métodos aquele que
implica mais manipulacdo ¢ também, por oposi¢do, aquele que requer o aparelho mais
acessivel para monitorizagdo da reac¢do, um espectofotdmetro. Os métodos descritos
por Holmgquistet al [96] e Sentandreu & Toldra [97], apesar de terem uma manipulacao
mais simples, requerem um espectrofotdmetro termostatizado ou um fluorimetro,

podendo a existéncia destes aparelhos ser um factor limitante a utilizagdo das técnicas.

A actividade anti-hipertensiva ¢ expressa em ICsy, que € a concentracdo de
péptido necessaria para inibir 50% da actividade da ECA. Em qualquer dos métodos,
por representagdo grafica da relacdo entre a percentagem de inibi¢cdo e a concentragdo
de péptido, obtém-se uma regressdo linear a partir da qual se pode determinar a

concentragdo necessaria para reduzir a actividade da enzima a metade [83, 97, 99].

A determinagdo do ICsg para estes péptidos, embora seja uma forma de avaliar o
seu potencial, ndo é a melhor forma de estudar o seu efeito in vivo. No sentido de
mimetizar o efeito in vivo dos péptidos tém sido desenvolvidos estudos com ratos
espontaneamente hipertensivos (SHR) aos quais sdo administradas dose controladas do
péptido e monitorizada a ac¢do que este tem sobre as pressdes sistolica e diastolica [81,
85]. Para os tripéptidos melhor estudados, IPP e VPP, foram ja realizados estudos em
humanos. Nestes estudos, foram administradas a individuos hipertensivos doses
controladas destes péptidos e avaliada a ac¢do sobre a sua tensdo arterial [100-101]. Os
resultados obtidos para os testes in vivo, duma forma geral, estdo de acordo com as
actividades encontrada para os péptidos, contudo os valores de ICsy ndo parecem ser
uma medida fidvel da dimensdo da inibi¢do in vivo. Por comparacdo entre os efeitos in
vivo e in vitro dos mesmos péptidos, foi possivel observar que os péptidos com maiores
valores de ICsy eram capazes de produzir um maior abaixamento da tensdo arterial em

compara¢do com outros péptidos com ICsy menor [102].

Outro resultado interessante ¢ o facto de a soma das actividades individuais de
cada frac¢do ser menor que actividade da amostra inteira [85]. Embora ndo seja possivel
apresentar uma justificagdo para tal facto, este resultado podera ser uma consequéncia

de perdas de péptidos durante o fraccionamento ou uma evidéncia da ac¢do sinergética
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dos diferentes péptidos da amostra. Esta ultima hipotese ¢ corroborada por um outro
estudo no qual se obtém menor indice de actividade para péptidos obtidos por sintese

em comparagao com os péptidos contidos na fraccao da amostra [76].

Os péptidos com esta actividade inibitéria sobre a ECA sdo normalmente ricos
em residuos de aminodcidos hidrofobicos e com um residuo de prolina, lisina ou

arginina no terminal carboxilico [71].

1.3.1.3.2 Actividade antioxidante

Para compreender a actividade antioxidante ¢ necessario primeiro conhecer a
actividade oxidante. Em termos fisioldgicos o stress oxidativo representa a actividade
oxidante do organismo e ¢ uma condi¢do em que o balanco entre os agentes oxidantes e

os agentes antioxidantes estd desajustado a favor dos agentes oxidantes [103].

Os agentes oxidantes, quando balanceados, desempenham papéis importantes
nas vias de sinalizagdo e na resposta imunitaria. Quando em excesso, como sao muito
reactivos, tendem a atacar quaisquer biomoléculas ao seu alcance provocando danos ao
nivel celular, que se pensa estarem envolvidos no aparecimento e desenvolvimento de
varias doengas, tais como o cancro, a diabetes tipo 2 e as complicagdes cardiovasculares

em pacientes com sindrome metabdlica [103].

Pela relagao estabelecida entre a condicao de stress oxidativo e a deterioragao da
satde humana ¢ de especial importdncia controlar esta condicdo como forma de
desacelerar o progresso de inimeras doengas, bem como prevenir o aparecimento de
complicagdes a elas associadas [103]. Neste sentido surgem em destaque os

antioxidantes.

Um antioxidante, do ponto de vista de proteccao do organismo, ¢ uma molécula
capaz de reagir com os agentes oxidantes formando uma molécula estavel que ndo
degradara as biomoléculas. Os péptidos, ao apresentarem actividade antioxidante,

actuardao como antioxidantes in vivo [103].

O mecanismo de ac¢do dos péptidos antioxidantes e a relagdo entre a actividade
e a estrutura do péptido nao se encontram bem definidos. Contudo a actividade destes
tem-se manifestado na inibi¢do da peroxidacao lipidica, na estabilizacdo de radicais

livrtes e como quelante de ides de metais de transi¢cdo [103]. Encontra-se também
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documentada a actividade antioxidante dos péptidos através de inducdo genética,
contudo a actividade destes péptidos estd muito relacionada com a sua composicao,
estrutura e hidrofobicidade. Os aminoacidos aromaticos, os hidrofobicos e a cisteina sdo
caracteristicos da actividade antioxidante. A cisteina funciona como oxidante na medida
em que oxida grupo SH de forma reversivel, por sua vez os residuos aromaticos
manifestam a sua actividade antioxidante estabilizando a espécie reactiva através da
cedéncia de um electrdo. A hidrofobicidade ¢ uma caracteristica importante do ponto de

vista da peroxidagao lipidica, pois confere solubilidade no meio lipidico.

A par com o conteudo em aminodcidos a ligacdo peptidica e/ou propriedades
estruturais dos péptidos podera ter uma grande influéncia na capacidade antioxidante.
Esta caracteristica pode funcionar como uma “faca de dois gumes” pois nuns casos
aumenta a capacidade antioxidante e noutros casos tem um efeito negativo sobre a
manifestagdo desta actividade, inclusivamente podera manifestar uma actividade pro-
oxidante [103]. A actividade dos péptidos também ¢ influenciada pela conformagao (L
ou D) dos aminoacidos. Outro factor que pode também contribuir para a variabilidade

da actividade determinada nos péptidos ¢ o método de analise utilizado [104].

Com o objectivo de determinar a actividade antioxidante dos péptidos, dois tipos
de métodos podem ser utilizados, os métodos baseados na transferéncia dum atomo de
hidrogénio (métodos de HAT) e os métodos baseados na transferéncia dum electrdo
(métodos de ET) [103, 105]. Nos métodos de HAT, a actividade antioxidante duma
amostra que contém o péptido ¢ determinada pela competicdo entre esta amostra € uma
molécula com propriedades antioxidantes pela transferéncia de um atomo de hidrogénio
para um radical peroxilo (ROO"). Nos métodos de ET, a amostra com péptidos a testar
para a actividade antioxidante ¢ adicionado um oxidante que, consoante o potencial

antioxidante da amostra, recebe um electrdo proveniente dos péptidos da amostra e ¢

reduzido.

As duas técnicas mais frequentemente utilizadas sdo o ensaio ORAC
(capacidade de absorvancia de radicais de oxigénio) e o ensaio TEAC (capacidade
antioxidante equivalente & do Trolox™), as quais pertencem aos métodos de HAT e ET,

respectivamente [105-107].

No ensaio ORAC ¢ utilizado o AAPH (dihidrocloreto de 2,2’-azobis(2-

amidinopropano)) como fonte de radicais peroxilo que irdo oxidar um substrato
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fluorescente, a fluoresceina, ou a amostra que contém os péptidos, com preferéncia pelo
substrato com maior potencial antioxidante. Deste modo, consoante a extensao da
oxidagdo do substrato fluorescente, determinada pela perda de fluorescéncia medida
com recurso a um fluorimetro, ¢ possivel determinar a extensdo da oxidagdo dos

péptidos da amostra [106, 108].

No ensaio TEAC, também designado ensaio ABTS (2,2’-azinobis(acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), o radical cationico ABTS™ ¢é utilizado para oxidar os
péptidos da amostra. O ABTS™ ¢ um cromoéforo que tem um méximo de absorvancia a
734nm e quando ¢ reduzido, por ac¢do de um antioxidante, perde a sua cor. Através da
determinagdo da diminuicdo de absorvancia provocada por diferentes concentragdes de
péptidos a testar, ¢ possivel relacionar graficamente a variacdo da absorvancia com a
concentracdo de péptido. Aplicando esta analise a Trolox” (um antioxidante padrdo) a
concentracdo de 1mM, sabemos qual a variacdo de absorvancia que esta condi¢dao
provoca e a partir da construcdo grafica obtida para a amostra, definir a actividade
antioxidante em fung¢do da concentragdo de péptido necessaria para obter um
decréscimo da absorvéncia equivalente ao obtido com 1mM Trolox® (TEAC) [105-
107]. Outros antioxidantes padrao podem ser utilizados, como por exemplo o acido
ascorbico, o qual tem a vantagem de ser largamente utilizado na industria alimentar,
produz resultados tio reprodutiveis como os obtidos com Trolox® e produz solugdes

finais mais estaveis que o antioxidante de referéncia dos métodos TEAC [109].

Nos ensaios TEAC pode também utilizar-se como oxidante e cromdforo o 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) ao invés do ABTS. O principio assenta novamente na
observagcdo da perda de cor, neste caso a reac¢ao ¢ monitorizada a 515nm. Outra
diferenca ¢ a utilizagdo de metanol ou etanol como solventes do oxidante, que torna este
método pouco apropriado para a determinacdo do potencial antioxidante de proteinas

pois estas tendem a precipitar nestes solventes [103, 107].

1.3.1.4. Separacao e identificacao dos péptidos

Geralmente, a determinacao das actividades dos péptidos nao ¢ feita no leite
fermentado inteiro. Estes procedimentos sdo por norma realizados em frac¢oes soltiveis
ou fracgdes contendo apenas os péptidos [80, 99]. Nao raras vezes os péptidos sdo ainda
separados com recurso a separagdes cromatograficas e s as fraccdes dai obtidas € que

sao testadas [82, 85].
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A técnica principal para fazer identificagdo de péptidos ¢ a espectrometria de
massa (MS), mas para obter resultados através desta técnica € preciso reduzir a
complexidade da matriz do leite fermentado a uma frac¢do que contenha apenas os
péptidos. Tendo em conta a complexidade duma frac¢do que contém todos os péptidos

obtidos, ¢ vantajoso proceder a separagdo destes péptidos [110].

Com o objectivo de reduzir a complexidade da matriz e atendendo as
propriedades dos péptidos com actividade bioldgica, soluveis em agua e com 2-20
residuos, € pratica comum preparar um extracto soluvel a partir do leite fermentado e de
seguida fraccionar esse extracto de acordo com pesos moleculares para obter uma
fraccdo que contenha apenas os compostos soluveis em agua com peso molecular
inferior a 3kDa [85, 99, 111-115]. O extracto soluvel pode ser preparado por extrac¢ao
com agua [111-114, 116-117] ou através da sedimentacdo da frac¢do ndo solivel com
recurso a centrifugacdo [80-81, 85, 99]. O fraccionamento com base no tamanho ¢ feito
através de membranas selectivas para determinado peso molecular. Estas membranas
tém poros capazes de reter as moléculas com tamanho superior e deixar passar as
moléculas menores, quando uma for¢a directriz ¢ aplicada, por exemplo uma forga

centrifuga [115].

Apods os fraccionamentos iniciais para obten¢do da frac¢do peptidica, esta
fraccdo ¢ frequentemente separada através de processos cromatograficos,
nomeadamente por cromatografia liquida de alta performance com uma coluna de fase
reversa (RP-HPLC). As fraccdes obtidas por estes processos de separagdo com base no
tamanho e/ou na polaridade dos diferentes componentes da amostra sdo posteriormente
analisadas por MS [110, 118]. Muitas vezes € nestas fraccdes que sdo testados os
péptidos para as actividades biologicas em estudo, havendo s6 andlise por MS para as

fracgdes com resultados significativos [82, 85].

As fraccdes obtidas podem ser directamente analisadas por MS, mas de modo a
obter uma melhor separacdo e também para evitar sobreposicdes de sinais nos espectros

de MS, normalmente acopla-se um fraccionamento por HPLC a anélise [119].

A andlise por MS com o objectivo de identificar péptidos ¢ feita por
espectrometria de massa fandem (MS/MS). Um sistema de anélise por MS é composto
por trés unidades: um ionizador, que permite que as amostras adquiram carga, i.e.,

sejam ionizadas; um analisador, o qual analisa e separa os i0es produzidos consoante a
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sua razdo massa/carga (m/z); e um detector, o qual permite detectar os ides com
diferentes m/z e a sua abundancia relativa. Com este sistema, obtém-se um espectro MS
onde ¢ possivel observar os picos correspondentes aos varios péptidos da amostra. Num
sistema de MS/MS, a amostra ¢ ionizada no ionizador e de seguida ¢ analisada num
primeiro analisador que selecciona o 130 com m/z correspondente ao péptido cuja
estrutura primaria pretendemos sequenciar; de seguida esse ido ¢ fragmentado numa
camara de colisdes, que fragmenta as ligagdes peptidicas, e posteriormente os
fragmentos, péptidos menores e/ou residuos de aminodcidos, sdo analisados num

segundo analisador e detectados no detector [120-121].

As fontes de ioniza¢do mais frequentes na analise de péptidos sdo a ionizacao
por electrospray (ESI) e a ionizagdo/dessor¢ao a laser assistida por matriz (MALDI). As
sequéncias analisador-camara de colisdo-analisador mais utilizadas nestes estudos sao
dois quadropdlos (Q) em série, um deles como célula de colisdo (q), € um terceiro
analisador por tempo de voo (TOF), representado por QqTOF ou uma trapa de ides, a
qual tem a capacidade de alternar a fungdo entre analisador e célula de colisdes [81, 85,

118, 120-121].

Apds aquisicdo dos espectros de MS/MS, estes sdo analisados e através da
identificacdo dos fragmentos determina-se a sequéncia primaria do péptido analisado

[120, 122].

1.3.2. Péptidos bioactivos identificados

De entre os estudos j& realizados relativos a produgdo de péptidos por
microrganismos, a estirpe que recebeu mais atengdo foi a Lactobacillus helveticus e foi
também a partir desta estirpe que foram obtidos os péptidos bioactivos melhor
conhecidos, mais documentados e ja em fase de comercializacdo sob a forma de leites
fermentados [74]. Estes sdo dois tripéptidos de sequéncia Ile-Pro-Pro e Val-Pro-Pro
com actividade anti-hipertensiva. Os péptidos com actividade anti-hipertensiva tém sido

os mais estudados de entre todos os péptidos derivados do leite [14].

De uma forma geral, pode atribuir-se a determinadas actividades uma proteina
precursora, sendo que geralmente os péptidos com actividade anti-hipertensiva resultam
da hidrolise de caseinas e os péptidos com actividade antibacteriana tem a sua origem na

degradagdo da lactoferrina [123-124]. Mas, considerando o que ja foi dito sobre as
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proteinas do leite, em particular as caseinas, e sobre as proteases bacterianas, pode
concluir-se que a existéncias de variantes genéticas das proteinas dentro da mesma
espécie e a falta de informagdo sobre e diversidade das proteases bacterianas, leva a que
seja muito dificil poder prever a producao de péptidos para casos especificos a partir de
resultados obtidos com diferentes estirpes, diferentes matrizes e diferentes origens do

leite [2, 34, 78].

Na Tabela 8 encontra-se resumido os péptidos bioactivos documentados em
leites fermentados, em leites de diferentes origens e para diversas estirpes, algumas
delas ndo estudadas neste trabalho, e com indicagdo da respectiva actividade e
fragmento. Na maioria dos estudos referenciados nesta seccdo, embora tenha sido feita a
identificacdo de péptidos com recurso a MS, para as frac¢des com actividade foram
sequenciados mais do que um péptido, nao sendo assim possivel a atribuicdo daquela
actividade a uma dada sequéncia, € por isso esses péptidos nao foram sintetizados na

Tabela 8.

Analisando, com foco neste trabalho, os resultados ja publicados em estudos
semelhantes pode observar-se que as estirpes em estudo raramente sao utilizadas, ou se
0 sao, elas sdo usadas a par com outras estirpes. Deste modo, nao dispondo de
identificagdes de péptidos produzidos através da fermentagdo de leites com as estirpes
em estudo, torna-se impossivel fazer uma comparacido entre a sequéncia primaria de
origem do péptido com as nossas sequéncias alvo (péptidos presentes nos leites em
estudo) e tentar prever a possibilidade de obtencdo desses péptidos. Por outro lado, a
falta de dados para construir tais previsdes deixa antever uma lacuna de informagao que
este estudo tem potencial para preencher. E esta falta de informagdo torna este estudo
muito mais relevante, pois apresenta-se como um trabalho inovador, ndo s6 ao nivel da
avaliacdo dos leites dos pequenos ruminantes, como também ao nivel do leite com a

origem mais comum para o desenvolvimento de estudos sobre produtos lacteos.

Contudo, ¢ possivel encontrar alguns estudos que documentam a presenca de
actividade anti-hipertensiva em leites de cabra, de vaca e ovelha fermentados com
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei e Lactobacilus paracasei [52, 78, 81,
113]. Através destes resultados ¢ possivel prever algum potencial nestas combinagoes,
contudo ao sintetizar os resultados conseguidos nos dois estudos citados ndo foram tidos

em conta factores como as variantes genéticas.
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Tabela 8 — Resumo dos péptidos documentados para leites

fermentados.
A(;th}dg de Proteina Orlggm do Estirpe fermentadora  Fragmento Ref.
bioldgica precursora leite
Anti-hipertensiva [B-caseina bufala Streptococcus f(126-130) [125]
thermophilus +
Lactococcus lactis ssp.
lactis
Anti-hipertensiva og- vaca Lactococcus lactis ssp.  1(1-9) [80]
caseina lactis + Lactococcus
Spp. cremoris
Anti-hipertensiva B-caseina vaca Lactobacillus f(74-76), [79]
helveticus + (84-86)
Saccharomyces
cerevisiae
Anti-hipertensiva p-caseina vaca Enterococcus faecalis ~ 1(58-76),  [85]
f(133-138)
Anti-hipertensiva f-caseina vaca Lactobacillus f(6-14), [126]
delbrueckii ssp. f(7-14),
bulgaricus + f(47-52),
Lactococcus lactis ssp.  1(73-82),
cremoris f(74-82),
(75-82),
f(169-175)
Anti-hipertensiva [-caseina vaca Lactobacillus jensenii  f(11-26), [81]
f(11-20)
Anti-hipertensiva p-caseina vaca Lactococcus lactis ssp.  1(47-52),  [80]
lactis + Lactococcus f(176-182)
SSp. cremoris
Anti-hipertensiva k-caseina vaca Lactobacillus f(108-110) [79]
helveticus +
Saccharomyces
cerevisiae

Por fim, ¢ importante ressalvar que a determinacdo da actividade in vitro do

potencial dos péptidos bioactivos e sua identificacdo, embora seja uma boa forma de

seleccionar os péptidos com potencial, ndo pode ser directamente entendida como a

garantia da existéncia dessa actividade in vivo [102-103]. No sentido de confirmar a

actividade in vivo, ap6s a identificagdo dum péptido deverdo ser realizados mais estudos

que utilizem modelos que permitam garantir que a actividade determinada in vitro se

mantém e avaliar a biodisponibilidade e possiveis efeitos adversos do péptido bioactivo.
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2. OBJECTIVOS DO TRABALHO

Os leites fermentados tém vindo a ser alvo de inimeros estudos no sentido de
conhecer melhor a sua matriz e avaliar as suas potencialidades ao nivel da saude
humana. A utilizagdo de novas culturas de arranque tem sido um campo largamente
explorado com a introdugdo de probidticos no processo de producdo destes lacticinios,
contudo o principal foco destes estudos tem sido a obtencao de péptidos com actividade
biologica. A este interesse pela obtencao de novos produtos com impacto positivo na
saude, junta-se o facto de leites de diferentes origens apresentarem diferente
composi¢do, o que tem impacto ndo s6 ao nivel nutricional, mas também ao nivel
socioeconomico. Estas diferengas evidenciam a necessidade e o interesse de adquirir mais
informagao sobre estes leites e sobre os seus derivados, procurando valoriza-los ao nivel do

mercado emergente dos alimentos funcionais.

No sentido de estudar os leites fermentados com estirpes probidticas na produgdo de
péptidos bioactivos existe ja uma linha experimental definida a qual compreende 3 fases
fundamentais: obtencdo dos leites fermentados, avaliagdo do potencial bioactivo dos

péptidos destes leites e a sua identificagao.

O presente trabalho teve como objectivo geral estudar as actividades anti-
hipertensiva e antioxidante dos péptidos formados em leites de cabra, ovelha e vaca
fermentados com bactérias probiodticas das estirpes Bifidobacterium animalis Bb-12,

Lactobacillus acidophilus La-5, Lactobacillus casei-01 e Lactobacillus paracasei

LAFTI® L26.
Os objectivos especificos deste trabalho foram:

» Estudar o efeito dos leites de diferentes origens (vaca, cabra e ovelha) e
do armazenamento sobre o crescimento e sobrevivéncia de bactérias
probioticas (B. animalis Bb-12, L. acidophilus La-5, L. casei-01 e L.
paracasei LAFTI® L26.) em leites fermentados simbiodticos por adi¢ao

de inulina;

» Avaliar a extensdo da proteodlise nos leites fermentados simbidticos ao

longo de 28 dias de armazenamento a 4°C;
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Determinar a actividade anti-hipertensiva e a actividade antioxidante dos

leites fermentados simbioticos;

Avaliar de forma exploratéria a composicdo proteica dos leites

fermentados simbidticos por espectrometria de massa.
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3. MATERIAIS E METODOS

Na Figura 9 estéa representado o fluxograma do trabalho experimental realizado
com os leites fermentados nesta tese, o qual sera reportado de forma detalhada neste

capitulo.

Leite fermentado

Preparagdaoda
fracgdo solavel

Analise
Microbioldgica

v v

Quantificacéo Precipitacéo
WSN comTCA 12%

Determinagdo de
solidos totais

Fracgao 3kDa

QuantificagdoTN < |

v v

Quantificagédo
HPLC Liofilizagdo NPN
|
v v
Preparagdao SM Analise MS
v | v
BCA ABTS iACE

Figura 9 — Fluxograma do trabalho experimental realizado nesta
tese.

3.1. PRODUCAO DE LEITES FERMENTADOS

Reactivacdo do inoculo. Os inoculos foram preparados a partir de culturas
probidticas liofilizadas Nu-trish®  Bifidobacterium —animalis Bb-12, Nu-trish®
Lactobacillus acidophillus La-5 ¢ Nu-trish® Lactobacillus casei-01 da Chr. Hansen
(Dinamarca) e DELVO-PRO® Lactobacillus paracasei LAFTI® 126 da DSM
(Australia). Cada um dos 4 in6culos foi preparado a partir da suspensao de 1g de cultura
liofilizada em 9mL de agua peptonada estéril (0,1% (m/v) peptona e 0,85% (m/v)
NaCl). Cada suspensdao foi de seguida adicionada a 2% (v/v) em MRS broth

suplementado com 0,5g/L de cisteina hidroclorada em frascos de colo longo de 50mL.
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Ap6s inoculagdo cada frasco de MRS broth foi incubado a 37°C durante 24h. Apos esta
fase de reactivacao em MRS broth, 1 mL de cada uma destas culturas foi transferido em
duplicado para frascos de colo longo de 50mL com skim milk suplementado com
0,5g/L de cisteina hidroclorada, que foram depois incubados a 37°C durante 24h,
juntamente com 2 frascos com skim milk e sem inoculo. Todos os reagentes utilizados
eram de qualidade microbiologica, sendo o MRS broth obtido da Scharlau (Espanha), o
skim milk da Merck (Alemanha), a peptona da HIMEDIA (india) e a cisteina

hidroclorada da Panreac (Espanha)

Tratamento térmico do leite. O leite cru foi recolhido junto dos produtores e
proveio de vacas da ragca Holstein Frisia (distrito de Viseu), ovelhas da raga Serra da
Estrela e cabras das racas Alpina e Saanen (ANCOSE, Serra da Estrela). Para cada leite
foi determinado o valor de pH com recurso a um potenciometro e de seguida cada um
dos trés leites foi distribuido em frascos de S00mL que foram colocados na autoclave
com um sensor de temperatura no interior de um frasco. Dentro do aparelho os frascos
foram sujeitos a aquecimento até aos 90°C e de seguida manteve-se a temperatura entre
90 e 95°C durante 15min. Apo6s os 15min os frascos foram retirados da autoclave e

sujeitos a arrefecimento rapido até a temperatura de 40-50°C.

Inoculacio do leite. Para cada leite, dez frascos de leite termizado foram
suplementados com 10g de inulina estéril e 0,25g de cisteina hidroclorada estéril. Em
pares, 8 destes frascos foram inoculados com 5% (v/v) de cada uma das 4 estirpes
probioticas crescidas em skim milk como descrito na reactivagdo do inoculo (Figura
10). Os restantes 2 frascos foram inoculados com 5% (v/v) de skim milk sem indculo e
acidificados com um volume de &cido lactico (estéril) a 20% (v/v) previamente
estimado para abaixar o pH até 4,5, num frasco extra de leite termizado. O 4cido lactico
foi obtido na HIMEDIA, a cisteina proveio da Panreac e a inulina era Orafti®Inulin

oferecida pelo grupo Beneo-Orafti (Bélgica).

Fermentacao. Cada leite inoculado foi distribuido em 5 frascos estéreis de
100mL que foram de seguida incubados em estufa a 44°C por um periodo minimo de
12h. Ao fim de 12h, os leites sem estirpes e com acidificagdo por acg¢do do acido lactico
foram retirados da estufa, controlou-se o pH num dos frascos de cada lote, outro frasco
de cada lote foi utilizado para fazer a andlise do leite fermentados aos zero dias e os

restantes frascos dos dois lotes foram armazenados. Para os restantes leites inoculados,
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utilizou-se um frasco de cada lote para controlar o pH de hora a hora ap6és as 12h de
fermentagdo. Os lotes foram retirados da estufa a medida que se determinaram valores
de pH de aproximadamente 4,5 ou at¢ a um maximo de 18h de fermentagdo. Apos o
término da fermentacdo, um frasco por lote foi utilizado para fazer a andlise do leite

fermentado ao tempo 0 dias e os restantes frascos foram armazenados.

Armazenamento. Os leites fermentados, frascos de 100mL de leites inoculados
ap6s a fermentacdo, foram armazenados em frigorifico a 4°C durante um periodo

maximo de 28 dias.

Tratamento térmico
90-95°C, 15min

5% (v/v) skim milk

S%(v/v) Las 5%(v/v) LCS-01 5%(v/v) L26 5%(v/v) BB12 2%(m/v) inulina
2%(m/v) inulina 2%(m/v) inulina 2%(miv) inulina 2%(m/v) inulina 0,05%(miv) cisteina
0,05%(miv) cisteina 0,05%(m/v) cisteina 0,05%(m/v) cisteina 0,05%(m/v) cisteina Acido lactico

o C

FERMENTACAO

Figura 10 — Representacdo esquematica do procedimento
experimental da producdo dos leites fermentados.Cada 1 dos 5
lotes de leite inoculado representados no esquema foi preparado
em duplicado. Os in6culos designados na figura por La5, LCS-
01, L26 e BBI2 correspondem respectivamente as estirpes L.
acidophilus La-5, L. casei-01, L. paracasei LAFTI® 126 ¢ B.
animalis Bb-12.

3.2. ANALISE DOS LEITES FERMENTADOS

Analise microbiolégica. O nimero de células vidveis de cada estirpe bacteriana
em cada leite fermentado foi determinado em placas de meio de cultura MRS agar. Para

avaliar a presenga de possiveis contaminagdes no leite termizado foi utilizado o meio de
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cultura PCA (plate count agar); foi retirado ImL a cada um de 4 frascos de leite
termizado escolhidos de forma aleatoria, realizadas sucessivas diluigdes decimais em
agua peptonada e estas foram subsequentemente plaqueadas, em duplicado, em placas
de petri com PCA divididas ao meio, tendo-se inoculado o volume de 50pL em cada

metade da placa.

O numero de células vidveis nos leites inoculados com estirpe antes da
fermentagdo foi monitorizado efectuando dilui¢des decimais em agua peptonada que
foram plaqueadas (50uL em cada metade da placa) em placas de petri contendo MRS

agar.

Os leites fermentados foram analisados apos o término da fermentagao,
considerado o dia 0 de armazenamento, e ao fim de 14 e 28 dias de armazenamento. Em
cada ponto de amostragem os leites fermentados foram monitorizados em termos de
numero de células viaveis e possivel contaminacdo. Estas andlises foram realizadas
como ja descrito para os leites termizados e os leites inoculados com estirpe antes da
fermentagdo, com pequenas variagdes ao nivel da preparagdo da primeira diluigdo
decimal. No caso dos leites fermentados a primeira diluicdo decimal foi preparada a
partir da pesagem, em ambiente estéril, de 4 g de cada um dos leites fermentados a
amostrar e adicao de solu¢do de citrato de sodio estéril a 2% (m/v) até perfazer a massa
de 40g. De seguida a amostra com citrato de sodio foi homogeneizada num Stomacher®
400 circulator da Seward (Reino Unido) durante 3 minutos a 230rpm e a partir deste
homogeneizado foram preparadas diluigdes decimais em &agua peptonada estéril e

inoculadas em placas de PCA e MRS agar como j4 descrito anteriormente.

Todas as placas de PCA e MRS agar foram incubadas em estufa a 37°C durante
48h em condi¢cdes de aerobiose, excepto nos casos das placas de MRS agar
correspondentes aos leites com as estirpes L. acidophilus La-5 e B. animalis Bb-12. Esta
incubagdo foi feita em condi¢cdes de anaerobiose em jarras contendo um redutor de
oxigénio Anaerocult® A e um indicador Anaerotest® ambos da Merck (Alemanha).
Apos as 48h de incubagio, foi verificado a presenca/auséncia de crescimento nas placas
de PCA e contou-se o nimero de unidades formadoras de colénias (CFU) nas placas de
MRS agar, utilizando-se para tal a dilui¢do com mais de 15 e menos de 150 CFU’s em

cada metade da placa.
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Os reagentes utilizados eram de qualidade microbiologica e o PCA e o MRS
agar provieram da Merck (Alemanha), o citrato de sédio da Fisher Scientific (Reino
Unido). O meio de MRS agar utilizado nas placas para determinacdo do nimero de
células viaveis foi suplementado com 0,5g/L de cisteina hidroclorada, a qual foi obtida

na Panreac (Espanha).

Analise fisico-quimica. O pH foi determinado para o leite cru, os leites
inoculados e os leites fermentados durante a fermentagdo e em cada ponto de
amostragem. A medi¢do do pH foi efectuada com um potenciémetro GLP21 da Crison
(Espanha). A determinacdo da percentagem de sélidos totais foi realizada para os leites
fermentados em cada ponto de amostragem pelo método gravimétrico. Para cada
amostra foram utilizadas duas aliquotas de aproximadamente 3g que foram pesadas em
balanga analitica e secadas em estufa a 105°C durante 5h; apos este periodo foram
pesadas novamente e voltaram a estufa durante mais 2h sendo pesadas de novo no fim
desse tempo. Se a diferenga entre a percentagem de humidade determinada ap6s 5h de
secagem e 5+2h de secagem fosse de 0,05% ou inferior, a percentagem de so6lidos totais
era obtida pela diferenca entre a percentagem de humidade e 100%. No caso de as
percentagens de humidade determinadas ap6s 5h e 5+2h de secagem em estufa
divergirem entre si mais de 0,05%, continua-se com ciclos de 2h de secagem até peso

constante e variagao inferior a 0,05%.

3.3. PREPARACAO DA FRACCAO SOLUVEL

A fraccdo soluvel foi preparada segundo Kuchroo e Fox [116-117], tendo-se
pesado o leite fermentado e adicionado o dobro da massa em &agua desionizada. A
mistura foi homogeneizada durante 5min no Stomacher® 400 circulator (Seward, Reino
Unido) a 230rpm. De seguida o homogeneizado foi mantido em banho a 40°C durante
uma hora e depois filtrado com filtro n° 1 da Whatman (Reino Unido). O filtrado, que
corresponde 4 fraccdo soluvel, foi de seguida devidamente acondicionado (-20°C) para
posteriormente se quantificar teores de azoto e para avaliar as actividades bioldgicas dos

leites fermentados.

A metodologia descrita para a preparacdo da frac¢ao soluvel foi aplicada a todos

os leites fermentados preparados, contudo os leites fermentados com a estirpe probiotica
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B. animailis Bb-12 sofreram um abaixamento de pH até 4,5 provocado pela adi¢do

controlada, por potenciémetro, de HCI 1,41 M.

3.4. DETERMINACAO DA EXTENSAO DA PROTEOLISE

Para determinar a extensdo da protedlise nos leites fermentados recorreu-se ao
método de Kjeldahl [127] para quantificar o azoto das frac¢des de azoto total (do inglés
total nitrogen, TN), azoto soluvel (do inglés water soluble nitrogen, WSN) e azoto nao
proteico (do inglés nonprotein nitrogen, NPN). Neste trabalho, por questdes logisticas,
foram utilizadas duas metodologias de kjeldahl, macro- e micro-kjeldahl. Para garantir a
possibilidade de comparagdo dos resultados obtidos em cada um dos métodos, duas
amostras aleatdrias foram quantificadas pelos dois métodos e os resultados comparados,
garantindo-se um erro entre os dois métodos de 2 a 6%, o que € inferior ao erro maximo

aceite entre determinagdes da mesma amostra com o mesmo método que € de 10%.

Fraccao de azoto total (TN). A fraccdo TN foi quantificada directamente a
partir duma por¢do de amostra recolhida dos frascos de leite fermentado. A porcao

utilizada foi 5g nas analises por macro-kjeldahl e 0,5g nas analises por micro-kjeldahl.

Fracc¢ao de azoto soliivel (WSN). A fraccdo WSN foi quantificada directamente
a partir de aliquotas das fracgdes soluveis preparada. O volume das aliquotas pesadas
diferiu entre as duas metodologias utilizadas, tendo sido de SmL nas andlises realizadas

por macro-kjeldahl e 2mL nas analises por micro-kjeldahl.

Fraccao de azoto nao proteico (NPN). A fraccdo NPN foi quantificada a partir
da fraccdo soluvel apos precipitacdo desta com acido tricloroacético (TCA) proveniente
da Panreac (Espanha). A uma aliquota pesada de 22,5mL de frac¢do soluvel adicionou-
se 7,5mL pesados duma solugdo de TCA (acido tricloroacético) a 48% (m/v) para obter
uma concentrac¢ao final de TCA de 12%, que promove a precipitacdo das proteinas. Esta
mistura foi agitada e de seguida deixada em repouso durante 30min a temperatura
ambiente, sendo por fim filtrada com filtro n° 42 da Whatman (Reino Unido) e o filtrado
recolhido utilizado para quantificar a fracgdo NPN. Para a quantificagdo desta frac¢do

utilizou-se SmL de filtrado em cada anélise, independentemente do método utilizado.

Macro-kjeldhal. Para cada uma das 3 fracgdes foram preparados tubos de

kjeldahl em duplicado contendo em cada tubo 5g ou 5SmL pesados de amostra a
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quantificar, 2 pastilhas de 3,5g com 99,9% de K,SO4 € 0,01% de selénio da Panreac
(Espanha), 7mL de H,SO4 a 98%, 5SmL de H,O, e pedacinhos de porcelana porosa. Os
tubos preparados foram digeridos num digestor UDK 130D (Velp Scientifica, Italia) por
30min a 420°C e seguidamente destilados num destilador UDK 130D (Velp Scientifica,
Italia) usando 50mL de agua ultrapura e 5S0mL de NaOH a 35%, durante 2min e 50s. O
produto da destilagao foi recolhido em 25mL duma solucdo de 4cido borico a 4% (m/v).
Ao destilado foram de seguida adicionadas 10 gotas de indicador Tashiro e titulou-se
com HCI padronizado. As solugdes de HCI de aproximadamente 0,025M, 0,05M, 0,1M
e 0,2M foram preparadas a partir de HCI concentrado (37% (v/v)) e padronizadas com
solucdes de Na,CO; anidro preparadas por dissolu¢do de aproximadamente 0,0250g,
0,0500¢g, 0,1000g e 0,2000g, pesadas em balanca analitica, em 25mL de agua ultrapura.
Estas solugdes de Na,CO; foram depois tituladas pelo respectivo acido a padronizar, na
presenga do indicador alaranjado de metilo. O indicador de Tashiro utilizado na
titulacdo da amostra cujo azoto se pretendia quantificar foi preparado através da mistura
de duas solugdes: vermelho de metilo a 0,012% (m/v) em élcool etilico a 95% e azul de

metileno a 0,002% (m/v) em agua destilada.

Micro-kjeldahl. Prepararam-se tubos de kjeldahl com aproximadamente 1g de
catalisador em pd, preparado a partir da maceracao de pastilhas de catalisador da FOSS
com a composi¢cdao 3,5g de K;SO4 e 0,4g CuSO45H,0. Aos tubos com catalisador
adicionou-se a amostra a quantificar cuja quantidade pesada dependeu da fracgdo a
analisar. Para a frac¢do TN pesou-se 0,5g de amostra, para a fracgdo WSN foram
pesados 2mL e para a fracgdo NPN pesaram-se SmL. Aos tubos com catalisador e
amostra adicionou-se 4mL de H,SO4 e digeriu-se no digestor Kjeltec System 2012
(Tecator, Suécia) durante 30min a 420°C ou até obter cor verde vivo. Concluida a
digestao, iniciou-se a destilacdo com a adi¢do de 20mL de 4gua destilada a cada tubo
que foi depois destilado no destilador Kjeltec System 1002 Distilling Unit (Tecator,
Suécia). O destilado foi recolhido em 25mL de &cido borico a 4% (m/v) com indicador
vermelho de metilo/bromocresol (cada litro de acido borico continha 10mL de verde de
bromocresol a 1% (m/v) e 7mL de vermelho de metilo a 1% (m/v), ambos preparados

em alcool etilico) e titulado com as solugdes de HCI descritas para o macro-kjeldahl.

Calculo da quantidade de azoto. A partir dos volumes de HCI gastos na
titulacao determinou-se estequiometricamente a massa de azoto presente na amostra. Os

valores de azoto encontrados foram depois normalizados para a massa de solidos
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presentes na amostra pesada, tendo-se em consideragdo os factores de diluicdo nas
amostras que incluiram fraccionamento. Deste modo, para cada frac¢ao quantificada
obteve-se um valor de massa de azoto por massa de amostra. Esta quantificacdo nas
fracgdes WSN e NPN foi relativizada para a fraccdo de azoto total da amostra, obtendo-
se uma quantificacdo de percentagem de azoto nas fracgdes WSN e NPN em fun¢do do

teor total determinado na fraccao TN.

3.5. AVALIACAO DAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS DOS LEITES FERMENTADOS

Fraccionamento por tamanho. As frac¢des soluveis obtidas para os tempos 0 e
28 dias e a fracgdo soluvel dos 14 dias da primeira réplica biologica do leite de vaca
fermentado com Lactobacillus casei foram fraccionadas por tamanho, utilizando-se para
isso filtros Amicon® Ultra da Millipore (EUA). Primeiramente 45mL de fracgio soluvel
foram filtrados por filtros Amicon™ Ultra com capacidade para 15mL e membrana
selectiva para o peso molecular de 10kDa que foram centrifugados durante 90min a
6000rpm na centrifuga Universal 320R (Hettich, Alemanha). De seguida, a fraccdo com
peso molecular menor que 10kDa obtida foi filtrada por filtros Amicon® Ultra com
capacidade para 15mL e membrana selectiva para o peso molecular de 3kDa que foram
centrifugados durante 45min a 6000rpm na centrifuga Universal 320R (Hettich,
Alemanha). Desta separacdo por tamanho resultaram 3 fracg¢des: a fraccdo com peso
molecular inferior a 3kDa (PM < 3kDa), a fraccdo com peso molecular compreendido
entre 3 e 10kDa (3kDa < PM <I10kDa) e a fraccdo com peso molecular superior a
10kDa (PM > 10kDa). Para cada frac¢do soluvel que foi fraccionada, dos 45mL iniciais,
resultaram aproximadamente 30mL de fraccdo com PM < 3kDa, 10mL de frac¢do com
3kDa < PM <10kDa e 3mL de fraccdo com PM > 10kDa. A frac¢ao com PM > 10kDa
foi armazenada a -20°C, enquanto as frac¢des com PM < 3kDa e 3kDa < PM <10kDa

foram liofilizadas.

Preparacio de ressuspensoes e quantificacio de proteina. Os liofilizados das
fracgdes com PM < 3kDa foram ressuspendidos (50mg liofilizado/1 mL agua ultrapura)
e a solugdo obtida foi utilizada para proceder a determinagdo das actividades bioldgicas
dos leites fermentados. A quantificacdo de proteina foi realizada pelo método do acido
bicinconinico (BCA) com o kit comercial Pierce BCA Protein Assay da Thermo
Scientific (EUA). Foram seguidas as instrugdes do kit para a quantificacdo tendo sido

utilizado 50pL da solucdo de proteina a quantificar e a absorvancia a 562nm lida no
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espectrofotometro UVmini 1240 da Shimadzu (Japdo), utilizando como branco o
reagente de trabalho sem solug¢do a quantificar igualmente incubado a 37°C por 30min.
A quantidade de proteina presente nas amostras foi estimada com recta de calibragao
produzida por medi¢do da absorvancia a 562nm de solu¢des-padrdo de BSA (albumina
do soro bovino) incluidas no kit e quantificadas com o mesmo reagente de trabalho
utilizado para as amostras. A proteina das amostras foi quantificada a partir da
ressuspensao de liofilizado diluida 32 vezes. Esta dilui¢do foi obtida por diluigdes
consecutivas de 2 vezes a partir da solugdo preparada pela ressuspensdo dos liofilizados,
dilui¢des estas que foram também utilizadas para determinar as actividades anti-

hipertensiva e antioxidante.

Determinacio da actividade anti-hipertensiva. A actividade anti-hipertensiva
foi determinada pelo método descrito por Sentandreu. & Toldra [97] e foi realizado em
microplaca de poliestireno preta da Nunc (Dinamarca). Em cada microplaca foram
analisadas 3 amostras ¢ na montagem da placa foram preparadas leituras de
fluorescéncia para controlo negativo, controlo positivo, controlo negativo das amostras
e controlo positivo amostras. O controlo negativo foi preparado s6 com substrato e
serviu o propoésito de anular a fluorescéncia do substrato, o controlo positivo serviu para
controlar a actividade maxima da enzima na conversdo do substrato e foi preparado
juntando apenas enzima e substrato. O controlo negativo da amostra foi preparado com
amostra e substrato e serviu a anular a fluorescéncia do substrato na presenca da
amostra, o efeito da amostra na actividade da enzima ECA foi avaliado pelo controlo
positivo da amostra que foi preparado pela mistura da enzima e do substrato na presenga
de amostra. Para cada amostra foram preparadas leituras de controlo negativo da
amostra, em duplicado, e controlo positivo da amostra, em triplicado, para a solugdo
obtida da ressuspensdo a partir do liofilizado e para as 5 primeiras diluigdes preparadas
a partir de dilui¢des consecutivas de 2 vezes a partir da ressuspensdo do liofilizado
(diluigdes: 1x, 2x, 4x, 8x, 16x e 32x). Também o controlo negativo e o controlo positivo
foram preparados em duplicado. As quantidades de reagente adicionadas por pogo de

microplaca em cada tipo de leitura preparada estdo discriminadas na Tabela 9.

O substrato fluorescente utilizado na determinacdo da actividade anti-
hipertensiva foi o o-aminobenzoilglicil-p-nitrofenilalanilprolina proveniente da Bachem
Feinchemikalien (Suica) que foi preparado no momento da adigdo a placa,

imediatamente antes da adicdo da enzima, por dissolugdo de 0,0036g do substrato em
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16mL de tampdo de substrato por cada placa preparada. O tampao do substrato foi
preparado com Tris-HCI da Fluka e NaCl da Merck de modo a obter um tampao de pH

8,3 com concentracdes finais de Tris e NaCl de 150mM e 1125mM, respectivamente.

Tabela 9 — Quantidades de reagentes por poco em cada
microplaca preparada para a determinagdo da actividade anti-
hipertensiva das amostras.

Quantidade / pogo Branco Branco amostra ~ Controlo Amostra
40 pL H,O H,O Enzima Enzima
40 pL H,O Amostra H,O Amostra
160 pL Substrato Substrato Substrato  Substrato

A Enzima Conversora da Angiotensina I utilizada neste estudo foi a peptidil-
dipeptidase A (EC 3.4.15.1) obtida na Sigma-Aldrich (EUA) sob o codigo A 6778-
S5UN. Ao po liofilizado adquirido juntou-se SmL de solu¢do de glicerol a 50%
preparada em agua utrapura, obtendo-se uma solucdo de enzima com 1U/mL que foi
imediatamente dividida em aliquotas de 200puL que foram conservadas a -20°C. No
momento de aplicagdo da enzima na placa, imediatamente antes da leitura desta, diluiu-
se a 100 pL da solugdo armazenada de enzima em 2.4mL de tampdo de enzima. O
tampao de enzima foi preparado com Tris-HCI da Fluka e ZnCl, da Merck (Alemanha).
O tampao da enzima foi obtido através da prepara¢do duma solugdo de pH 8,3 com uma
concentragdo de Tris de 150mM a qual se adicionou ZnCl, a 0,1mM (preparada por
diluicao duma solu¢do de ImM) de modo a obter uma concentracao final de 0,1uM de

ZnCl, no tampao da enzima.

Apds a montagem da placa, esta foi introduzida no leitor de microplacas
FLUOstar OPTIMA da BMG Labtech (Alemanha), que realizou a incubagdo das
solucdes de leitura durante 30min a 37°C e no fim do tempo de incubacdo obteve
medidas de emissao fluorescéncia a 420nm de cada pogo da microplaca, apds excitagdo
a 350nm. O procedimento do fluorimetro foi controlado com o software Fluostar

Control versdo 1.32 R2.

Os valores de emissao fluorescéncia recolhidos no fluorimetro foram de seguida
tratados de modo a obter a percentagem de inibi¢do da actividade da ECA (%
Actividade IACE) de acordo com a férmula abaixo, onde Fcontrolo, Fbranco, Famostra

e Fbranco da amostra indicam a fluorescéncia emitida determinada para cada um das
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2 2 ¢

leituras preparadas para o “controlo positivo”, “controlo negativo”, “controlo positivo

da amostra” e “controlo negativo da amostra”, respectivamente:

(Fcontrolo — F branco)—(Famostra— F branco da amostra)
Fcontrolo — F branco

% Actividade IACE = x100

Pela relagdo grafica entre o inverso da quantidade de proteina em cada diluigao
(1/ [proteina] ), determinada pela quantificagdo de proteina pelo método do BCA, e o inverso
da percentagem de inibi¢ao (1/%imbigao) de cada dilui¢ao obtém-se uma relagao linear do
tipo (1/%inibi¢50)=m*(1/ [proteina])tH @ partir da qual é possivel, através da relagdo
matematica m/(0,02-b), determinar a concentracdo de proteina necessaria para inibir

50% da actividade da ECA, isto é, o ICsy da amostra.

Inicialmente foram testados alguns leites fermentados de forma aleatoria. Os
leites fermentados nesta fase foram réplicas aleatorias dos leites de ovelha fermentados
com L. casei-01 com 0 e com 28 dias de armazenamento, ainda nos leites de ovelha
testaram-se leites com 28 dias de armazenamento fermentados com L. paracasei
LAFTI® L26 e controlo. Dos leites de cabra testaram-se réplicas aleatorias de leite
fermentado controlo com 0 dias de armazenamento e leite fermentado com L. paracasei
LAFTI® L26 com 28 dias de armazenamento. Dos leites de vaca foi testada uma das

réplicas de leite fermentado com L. casei-01 com 28 dias de armazenamento.

Determinacdo da actividade antioxidante. Preparou-se uma solucdo
concentrada de ABTS™ através da mistura de uma solucdo de ABTS a 7mM com uma
solucao de persulfato de potdssio a 2,45mM, na proporcao 1:1 (v/v). Esta solucao foi
deixada durante a noite, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente para que o persulfato
de potassio induzisse a radicalizagdo do ABTS. Apds este tempo, a solucdo concentrada
de ABTS™ foi conservada ao abrigo da luz em frigorifico. A solugdo de ABTS™
concentrada preparada foi diluida de modo a obter uma leitura de absorvancia a 734nm
entre 0,680 e 0,720. A actividade foi determinada por ensaios espectrofotométricos que
consistiram na adi¢cdo de um volume de amostra entre 10 ¢ 60uL a ImL de solu¢ao de
ABTS™ diluida, agitagio da mistura e leitura da absorvancia a 734nm exactamente
6min apds a adicdo da amostra. Cada ensaio foi feito em triplicado e o volume de
amostra foi adequado a resposta obtida de modo a que o valor de absorvancia da

amostra fosse 20 a 80% da absorvancia inicial. Normalmente utilizou-se 40uL de
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amostra, contudo em casos pontuais os volumes de amostra foram de 20 ou 60uL. Os
valores de actividade antioxidante sdo dados em equivalentes de acido ascorbico, valor
que ¢ calculado com recurso a curvas padrio construidas por determinagdo da
absorvancia a 734nm do ABTS™ na presenga de concentragdes diferentes mas
conhecidas de acido ascorbico. Para cada volume de amostra utilizado foi construida
uma curva de calibracdo com acido ascorbico adicionando os padrdes no mesmo
volume em que a amostra foi adicionada. O persulfato de potassio proveio da Merck., o
ABTS foi obtido da Sigma-Aldrich (EUA) bem como o acido ascérbico, este ultimo

com um grau de pureza de 99,0%.

3.6. ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA.

Obtencao do perfil de HPLC das amostras. O perfil de HPLC foi obtido para
as amostras que foram alvo de andlise por espectrometria de massa ¢ foram obtidos a
partir de uma porcao da frac¢do com PM < 3kDa antes desta ser liofilizada (Figura 10).
As amostras injectadas no HPLC foram previamente filtradas com filtros tipo GPWP
com porosidade de 0,22um da Millipore (EUA). As fases moveis utilizadas foram
também previamente filtradas com filtros tipo HAWP com porosidade de 0,45um da
Millipore (EUA) e posteriormente desgaseificadas antes de serem utilizadas na corrida
das amostras. Para cada amostra foram adquiridos perfis de HPLC em duplicado, tendo-
se utilizado aparelhos SYSTEM GOLD® da Beckman Coulter (EUA) nestas aquisigdes.
Acoplado a este sistema utilizou-se uma coluna Cosmosil C18 4.6ID x 250mm
(Nacalai, EUA) a temperatura de 37°C na qual um dispensador automatico de amostras
(508 Autosampler das Beckman Coulter, EUA) injectou 50pL. de amostra, que foi
eluido com um fluxo de 0,3mL/min produzido pelo injector de solventes 126 Solvent
Module (Beckman Coulter, EUA). As fases moéveis utilizadas foram: fase A, composta
por 0,01% (v/v) TFA (4cido trifluoroacético) em agua ultrapura, e a fase B, composta
por 0.008% (v/v) TFA em acetonitrilo. O programa da corrida de HPLC teve a duragao
de 80min, tendo sido iniciado com 90% do eluente A durante 5min, taxa que foi
diminuida de forma linear durante 25min até aos 60% e decresceu novamente de forma
linear até aos 10% de eluente A durante os Smin seguintes. Aos 35min da corrida a taxa
de eluente A manteve-se nos 10% durante 5 min, comegando de seguida a aumentar até
aos 90% durante Smin e manteve-se nesta taxa até a conclusdo da corrida. A corrida de

HPLC foi programada e gerida a partir do software 32 Karat™ (Beckman Coulter,
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EUA). Os péptidos eluidos foram detectados recorrendo a detector UV 168 Detector
(Beckman Coulter, EUA) que fez medig¢des de absorvancia na gama de UV entre os 168

€ 0s 280nm.

Analise por HPLC-MS. Para realizar a analise por espectrometria de massa
utilizaram-se por¢des de liofilizado das amostras com aproximadamente 1mg de
proteina. As amostras sujeitas a andlise por HPLC-MS foram leites fermentados com 0
dias de armazenamento. De entre estes analisaram-se as réplicas 1 dos controlos (leite
fermentado sem estirpe) dos leites de vaca, cabra e ovelha e as réplicas 2 dos leites
fermentados com estirpe L. paracasei LAFTI® 126 para os 3 tipos de leite ¢ com as
estirpes L. casei-01 e B. animalis Bb-12 apenas para o leite de ovelha. Todos os
liofilizados com ~Img de proteina foram ressuspendidos em 400pL de agua ultrapura
com 2% de acetonitrilo, com excep¢ao dos controlos de vaca e cabra que precisaram
dum total de 600uL de solvente para se conseguir a dissolugdo completa do liofilizado.
A ressuspensdo obtida foi filtrada com filtros de seringa Spartan® com uma membrana
de Teflon® com 0,45um de porosidade da Whatman (Reino Unido) e 10uL do filtrado
foram injectados na coluna Discovery” Bio Wide Pore C18 (15cm x 0,5mm, tamanho
das particulas de Sum) obtida da Supelco (EUA). A coluna encontrava-se acoplada a um
sistema de HPLC Waters 2690 (EUA), o qual produz um fluxo de eluicdo minimo de
300pL/min e por isso foi necessario introduzir um “splitter” entre as bombas do HPLC e
o injector de modo a conseguir um caudal de 10pL/min. As amostras foram eluidas com
duas fases moveis, a fase A, 2% de acetonitrilo e 0,1% de acido férmico em agua
ultrapura, e a fase B, 0,1% de acido férmico em acetonitrilo. A elui¢dao da amostra teve
a duracao de 60min, que foram iniciados com 100% de eluente A durante Smin, tendo
esta taxa decrescido durante 30min até aos 20% de eluente A, que foram atingidos aos
35min de eluicdo, quando comecou um aumento da taxa de eluente A até¢ aos 100%

durante 15min, taxa que foi mantida durante os ultimos 10min da corrida.

O sistema de HPLC foi acoplado a sistema de analise de espectrometria de
massa (MS) e espectrometria de massa tandem (MS/MS) da ThermoFinnigan (EUA),
um Linear lon trap LXQ (LIT), composto por uma fonte de ionizacdo de electrospray
(ESI) e uma trapa de ides como analisador. De forma a aumentar a sensibilidade do
sistema, foi adicionado um caudal pds-coluna de 4uL/min de metanol, de forma a

facilitar a vaporiza¢ao da amostra. A fonte de electrospray operou a voltagem de 5kV,
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com uma temperatura do capilar de transferéncia de 350°C e um caudal do gés auxiliar
de 25 unidades (unidades arbitrarias). Nas experiéncias de espectrometria de massa
tandem utilizou-se uma energia de colisdo de 20 unidades (unidades arbitrarias). A
aquisicdo e tratamento de dados foram realizados com o software ThermoFinnigan

Xcalibur V2.0 (EUA).

3.7. TRATAMENTO ESTATISTICO.

O tratamento estatistico foi feito com recurso ao software SPSS v19 (EUA) e
fez-se andlise da variancia a um factor (One-way ANOVA) para determinar a influéncia
das variaveis em estudo tipo de leite, estirpe fermentadora e tempo de armazenamento,
nos resultados obtidos. O teste de Tukey, com nivel de significdncia de 5%, foi aplicado
aos resultados experimentais tendo em conta cada estirpe utilizada no trabalho de modo

a determinar as diferencas estatisticamente significantes entre todos os pares possiveis.

59



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO DOS LEITES FERMENTADOS

No controlo realizado em PCA para eventual existéncia de contaminagoes,
detectaram-se contaminagdes nos leites fermentados com L. acidophilus La-5. Deste
modo o trabalho com esta estirpe foi abortado durante a producao e nenhum resultado
sera apresentado para estes leites fermentados. Nas restantes condi¢cdes ndo se
verificaram contaminacdes nas inoculagcdes em PCA que impedissem o prosseguimento
de estudos. No leite de vaca fermentado com B. animalis Bb-12 embora tenham surgido
colonias com diferencas morfologicas ao nivel macroscopico, o estudo microscopico
nao revelou diferencgas significativas e o estudo deste leite fermentado nao foi abortado;

na discussdo dos resultados este dado sera tido em conta.

Na Tabela 10 sao apresentados as médias dos valores obtidos para a medi¢ao do
pH e ntimero de células viaveis, expresso pelo logaritmo de base 10 do numero de
CFU’s por grama de amostra, para os leites inoculados antes da fermentagdo. A Figura
11 contém as representagdes graficas da caracterizacdo dos leites fermentados sendo
apresentados os valores médios contidos na Tabela 10 e os valores médios resultantes
da determinacdo dos mesmos pardmetros nas diferentes réplicas bioldgicas para os leites
fermentados nos diferentes pontos de amostragem (dias 0, 14 e 28), com representagao

do desvio-padrao dos valores determinados para cada réplica biologica.

Tabela 10 — Valores médios obtidos para as medi¢des de pH e
contagens de nimero de células vidveis, apresentado como o
logaritmo de base 10 do numero de CFU’s por grama de leite
inoculado, nos leites inoculados com estirpe antes do processo
de fermentagdo. Nota: controlo é previamente acidificado com
acido lactico.

Origem Controlo L. casei-01 L. paracasei L26  B. animalis Bb-12

do leite pH pH log(CFU/g) pH log(CFU/g) pH log(CFU/g)
Vaca 4,66 6,03 8,29 6,00 8,43 6,11 7,46
Cabra 4,80 6,09 8,53 6,11 8,29 6,07 7,53

Ovelha 4,59 5,99 8,37 6,11 8,19 6,12 7,66

Ao nivel dos leites fermentados controlo, Figura 11A., os valores de pH no leite

inoculado sdo devido ao abaixamento do pH induzido com &cido lactico e, de uma
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maneira geral, a variagdo deste pardmetro ao longo do tempo ¢ pequena e o desvio
padrao associado as medigdes entre as duas réplicas biologicas, representada pelas
barras de erro, nao ¢ significativo. Apds a “fermentagdo” (incubagdo a 42°C por 12h),
no dia 0, o valor de pH tem tendéncia a baixar ligeiramente, voltando a subir apos 14
dias, em qualquer dos 3 leites em estudo. No caso de leite de cabra a tendéncia de
aumento do pH durante o armazenamento mantém-se até ao dia 28, enquanto nos leites
de vaca e ovelha o pH tem tendéncia a decrescer entre os 14 e os 28 dias de
armazenamento. Enquanto os leites dos pequenos ruminantes atingem aos 28 dias um
valor de pH idéntico ao valor inicial (Tabela 10), no caso do leite de vaca o pH medido

aos 28 dias ¢ ligeiramente superior ao valor determinado para o leite inoculado.
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Figura 11 — Representacdo grafica da evolugdo do pH e do
nimero de microrganismos viaveis, com desvios-padrdo das
réplicas biologicas, nos 3 tipos de leites: quadrados verdes —
leite de vaca; triangulos cor-de-laranja — leite de cabra; bolas
azuis — leite de ovelha. Simbolos a cheio para os resultados de
pH e simbolos sem preenchimento para os resultados das
contagens. A. - Controlo (leite fermentado sem estirpe); B. -
Leite fermentado com Lactobacillus casei-01; C. - Leite
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fermentado com Lactobacillus paracasei LAFTI® 126; D. -
Leite fermentado com Bifidobacterium animalis Bb-12.

A par com os resultados de controlo microbioldgico obtidos por inoculagao em
PCA, a constancia dos valores de pH dos leites fermentados controlo ao longo do tempo

¢ também um bom indicador da inexisténcia de actividade metabodlica bacteriana.

Em geral, nos leites fermentados com estirpe inoculada, Figura 11B., C. e D., ao
longo do tempo observa-se um decréscimo do pH e um aumento do niimero de células
vidveis. O momento em que estas variagdes sao mais acentuadas ¢ entre a inoculacdo do
leite e o dia 0 de armazenamento, o que corresponde a0 momento de fermentagdo. Nesta
fase os microrganismos estdo em condi¢des optimizadas para o seu crescimento € iSSo
reflecte-se no aumento do niumero de células viaveis e na acidificacdo do meio por parte
dos 4acidos organicos (4cido lactico e 4cido acético) que sdo produzidos como
consequéncia do metabolismo de hidratos de carbono das LAB utilizadas durante a
fermentagao [5, 35]. Estas tendéncias sdo mais evidentes nos leites fermentados com L.
casei-01 (Figura 11B.) e Lactobacillus paracasei LAFTI® 126 (Figura 11C.), os quais
apos a fermentacdo, e durante o periodo de armazenamento, tendem a registar uma
diminui¢ao bastante menos acentuada de pH e um ligeiro decréscimo do numero de

células viaveis.

Nos leites fermentados com Bifidobacterium animalis Bb-12, Figura 11D., o pH
tende a aumentar ligeiramente nos leites de cabra e ovelha durante o tempo de
armazenamento, ao contrario do que sucede nos leites fermentados com L. casei-01 e L.
paracasei LAFTI® 1.26. Ainda comparativamente a estes leites, ¢ importante referir que
a diminui¢do do pH ¢ muito menor nos leites fermentados com B. animalis Bb-12. O
leite de vaca fermentado com B. animalis Bb-12 ndo segue a tendéncia de aumento do
pH ao longo do periodo de armazenamento, contudo devido as questdes levantadas
sobre as morfologias observadas durante as analises microbioldgicas, ndo ¢ possivel

afirmar que esta alteracao se deva a um melhor desempenho da estirpe no leite de vaca.

Ainda relativo aos leites fermentados com B. animalis Bb-12 ¢ importante referir
o menor desempenho desta estirpe comparativamente aos leites fermentados com
estirpes de lactobacilos. Sobretudo nos leites de cabra e ovelha, ¢ evidente o menor
crescimento da estirpe durante a fermentagcdo que tende a manter estavel o nimero de

células viaveis durante o periodo de armazenamento. Ao nivel das contagens de células
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o leite de vaca também apresenta desvios a tendéncia apresentada pelos leites dos
pequenos ruminantes, mas, pelas razoes ja apresentadas na discussao dos valores de pH

nestes leites, nada se pode concluir acerca desta observagao.

Duma forma geral, o menor desempenho da B. animalis Bb-12
comparativamente as outras duas estirpes em estudo pode ser observado como uma
consequéncia do sistema proteolitico menos eficiente desta estirpe, o qual ndo ¢
composto por qualquer protease, ¢ consequentemente da necessidade de uma fonte de

azoto disponivel [48].

Comparando de forma global o desenvolvimento das estirpes nos 3 tipos de leite
do ponto de vista do numero de células viaveis, observa-se um melhor desempenho de
todas as estirpes nos leites fermentados de ovelha e um desempenho pior no leite de
cabra. No caso particular do leite de cabra fermentado com L. paracasei LAFTI® 126
(Figura 11C.), no dia 14, as contagens sdo inferiores, contudo, nos Ultimos 14 dias de
armazenamento, observa-se um aumento do numero de células viaveis. Isto esta em
desacordo com a tendéncia observada para os leites de outras origens e podera sugerir
uma adaptagdo da estirpe as condigdes do meio durante a segunda metade do
armazenamento. Da andlise da Figura 11 verifica-se ainda que os leites fermentados de
ovelha apresentam valores de pH ligeiramente superiores apesar de o nimero de células
vidveis também serem superiores. Este aparente contra-senso podera dever-se a maior

capacidade tamponante descrita na literatura para o leite desta origem [2].

A semelhanca do que se observa nos leites fermentados controlo, os valores de
pH variam muito pouco entre as réplicas bioldgicas dos leites fermentados com estirpes.
J& no que diz respeito ao numero de células viaveis, os desvios-padrdo entre as duas

réplicas bioldgicas sdo bastante mais significativos.

Em qualquer dos leites fermentados com estirpe observa-se os maiores desvios-
padrao nos inoculados, o que estard muito provavelmente associado a diferengas no
crescimento do in6culo reactivado. Contudo, para os leites fermentados com L. casei-01
e L. paracasei LAFTI® 126, também & possivel observar que as diferencas entre
réplicas biologicas ou entre as quantidades inoculadas da mesma estirpe nos leites de
diferentes origens, desaparecem ou diminuem significativamente apos a fermentagao.
Ainda nestas duas estirpes, ao longo do periodo de armazenamento observa-se nos leites

fermentados com L. paracasei LAFTI® L26 uma uniformidade na evolugio das réplicas
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bioldgicas durante os 28 dias, enquanto na L. casei-01 apenas o leite de vaca mantém
réplicas biologicas com desvio-padrdo insignificante, pois nos leites dos pequenos
ruminantes observa-se uma grande variagdo entre as duas réplicas biologica, situagao

que ¢ particularmente evidente no leite de cabra.

Nos leites fermentados com B. animalis Bb-12 os desvios-padrdo entre as
réplicas biologicas apds a fermentacdo sao muito maiores € muito mais significativos na
validacdo da tendéncia observada. Estas diferencgas entre réplicas bioldgicas reflectem
um crescimento aleatério da estirpe em condicdes de fermentacao idénticas, o que
podera ser resultado do sistema proteolitico da estirpe que depende da lise celular para
iniciar a protedlise das proteinas do leite através das endopeptidases. Este indicio de
crescimento aleatdrio, provavelmente associado a uma protedlise desorganizada, podera
levar, em ultima analise, a um fraco rendimento desta estirpe como produtora de
péptidos bioactivos. Neste sentido, mais estudos deveriam ser realizados tentando

optimizar o crescimento da estirpe para aumentar a reprodutibilidade entre réplicas.

Através da analise estatistica, por ANOVA, confirma-se o papel importante que
o tipo de leite tem ao influenciar significativamente (p < 0,05) os dois pardmetros em
estudo. Estes parametros sofrem ainda influéncia estatisticamente significativa
consoante a estirpe inoculada, e esta €, de entre todas as varidveis independentes (tipo
de leite, estirpe inoculada ou tempo de amostragem), aquela que tem mais influéncia
sobre a forma como os parametros em analise sdo influenciados. O pH, para além de ser
influenciado de forma estatisticamente significante pelo tipo de leite e pela estirpe
inoculada, ¢ também influenciado pelo tempo, pela conjugacdo das 3 varidveis (efeito

de interac¢do) e pela conjugacao de todos os pares possiveis das 3 variaveis.

Pela consulta da Figura 11 ¢ possivel afirmar que a estirpe com maior numero de
células vidveis durante todo o tempo de armazenamento e para qualquer dos leites em
estudo é a L. casei-01. E também para esta estirpe que se registam os valores mais
baixos de pH aos 14 e aos 28 dias de armazenamento, contudo na amostragem dos 0
dias ndo se verifica a relacdo entre o menor valor de pH e o maior nlimero de células

viaveis.

Do ponto de vista de veiculo para probidticos, durante todo o tempo de
armazenamento, todos os leites fermentados em estudo excedem o intervalo de 10° a 107

CFU/g de leite fermentado (Figura 11B., C. e D.), ndo sendo em nenhum dos casos
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necessario o consumo de 100g de produto para garantir a ingestdo diaria de 10* a 10°

células vidveis de probidtico conforme recomendado [35, 56].

O outro parametro analisado na caracterizagdo dos leites fermentados foi a
percentagem de solidos totais. Através da anélise estatistica por ANOVA conclui-se que
o tipo de leite ¢ a unica variavel que influencia de forma significativa (p < 0,05) a
percentagem de solidos totais neste estudo. Neste panorama faz sentido falar em valores
médios de solidos totais em cada leite, que sdo: 13,18% (desvio-padrao (o) =0,20) no
leite de vaca; 14,01% (o =0,47) no leite de cabra; e 20,64% (c = 1,23) no leite de

ovelha.

Atendendo a metodologia utilizada na preparacdo dos leites fermentados e ao
facto de durante todo o tempo de amostragem ndo haver desperdicio de nenhuma parte
do produto, era expectavel que a variacdo sé fosse significativa entre leites e ndo ao
longo do tempo ou consoante a estirpe utilizada. As percentagens de solidos totais
determinadas para cada tipo de leite estdo de acordo com os dados apresentados na
Tabela 1, uma vez que os leites de cabra e de vaca, que sdo os que apresentam menor
teor de solidos, sdo também os que t€ém menor conteido em nutrientes. Ainda entre
estes dois leites, ¢ possivel observar um teor de sélidos totais ligeiramente superior no
leite de cabra, o qual se destaca do leite de vaca pelos teores de lipidos e proteinas

ligeiramente superiores.

4.2. EXTENSAO DA PROTEOLISE

A extensdo da proteodlise foi avaliada pelo método de kjeldahl e os teores de
azoto soluvel (% WSN/N total) e azoto ndo proteico (% NPN/N total) sdo apresentados
na Figura 12. Como ja foi referido no capitulo anterior, as amostras foram determinadas
por dois procedimentos do método de kjeldahl ligeiramente diferentes. Para garantir que
o procedimento ndo interferia na quantificagdo de azoto, foi realizado um teste que
consistiu na quantificagdo de amostras utilizando os dois procedimentos. Dos resultados
do teste foi possivel concluir que o erro associado a quantificagdio por métodos
diferentes (2 a 6%) estava dentro do erro aceite entre a quantificacdo de dois duplicados
da mesma amostra (menos de 10%). A quantificacdo de amostras pelos métodos de

macro- e micro-kjeldahl foi realizada de forma aleatdria e, atendendo aos resultados da
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comparag¢do dos métodos, ndo serdo identificadas as amostras quantificadas por cada um

dos métodos.

As quantidades totais de azoto determinadas para cada tipo de leite fermentado,
expressas em mg de azoto por g de leite fermentado, foram 4,63 para o leite de vaca,
5,75 para o leite de cabra e 8,83 para o leite de ovelha. Perante estes resultados, pode
afirmar-se que as quantidades de azoto relativas de cada tipo de leite utilizado neste
estudo estao de acordo com a relagao entre os contetidos proteicos de cada tipo de leite

apresentados na Tabela 1.
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Figura 12 — Evolugdo das frac¢des de azoto soltivel (WSN) e
azoto nao-proteico (NPN) para os leites fermentados de vaca
(A.), leites fermentados de cabra (B.) e leites fermentados de
ovelha (C.), controlo e inoculados com Lactobacillus casei-01
(LCS-01), L. paracasei LAFTI® 126 (L26) e Bifidobacterium
animalis Bb-12 (BB12), aos 0 d (), 14 d (m), e 21 d (m) de
armazenamento.
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Analisando a Figura 12, uma das primeiras observagdes que ¢ possivel fazer ¢
que a dimensao dos desvios observados entre réplicas biologicas ¢ em muitos casos
superior a variacao que se observa ao longo do tempo. Apesar do cenario apresentado,
os resultados serdo discutidos com base nos valores médios, de acordo com a
capacidade proteolitica das estirpes e atendendo as condi¢des de armazenamento € ao

equilibrio entre a formagdo e consumo dos péptidos.

Relativamente aos leites fermentados controlo, era expectavel que ao longo do
tempo as frac¢des de azoto soluvel se mantivessem constantes ou que se registasse um
ligeiro aumento devido a ac¢do da plasmina cuja completa inactivagao nao foi garantida
com o tratamento térmico aplicado ao leite neste trabalho [3, 21]. A unica frac¢dao onde
se verifica uma tendéncia clara, significativa e dentro do esperado ¢ na fraccdo WSN do
leite de vaca. Nos restantes leites, quer nas fracgdes WSN ou NPN, ndo ¢ possivel

observar tendéncias claras nos controlos.

No que diz respeito a ac¢ao das estirpes probidticas em estudo e de acordo com
os dados recolhidos na literatura, seria expectavel que a estirpe menos proteolitica fosse
a B. animalis Bb-12 e que a L. paracasei LAFTI® L26 ¢ a L. casei-01 se destacassem do
ponto de vista proteolitico [61]. Esta tendéncia ¢ observada apenas no leite de ovelha,
Figura 12C., onde é possivel observar uma diferenca significativa entre as fracg¢des
WSN do controlo e das estirpes. Isto evidencia a maior extensdo da protedlise nos leites
de ovelha fermentados com estirpe. Ainda dentro desta frac¢do e no leite de ovelha,
observa-se que os leites fermentados com lactobacilos apresentam um teor de azoto
solivel superior ao leite fermentado com B.animalis Bb-12, sendo o leite fermentado
com L. paracasei LAFTI® 126 aquele que apresenta os valores de azoto soluvel
superiores, ainda que este destaque seja pouco significativo. No que concerne os teores
de azoto ndo proteico nos leites de ovelha, torna-se mais evidente a maior capacidade
proteolitica das estirpes de lactobacilos, em particular da L. paracasei LAFTI® L26, em
comparagao com a estirpe de Bifidobacterium. Contudo, as diferengas entre as estirpes e
o controlo sdo menos evidentes, sugerindo no caso da B. animalis Bb-12 que a
viabilidade da estirpe ¢ garantida pelo consumo da frac¢cdo de péptidos existentes no
leite que sdo produzidos por accdo alternativa ao metabolismo bacteriano, razdo pela
qual os valores de NPN encontrados nos leites fermentados com B. animalis Bb-12 sdo
inferiores aos quantificados para o leite fermentado controlo. J4 nos leites fermentados

com L. casei-01 ¢ L. paracasei LAFTI® 126, a fracgdo de NPN ¢ superior aos valores
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determinados para o controlo e observa-se também uma tendéncia para o aumento da
fraccdo NPN ao longo do tempo de armazenamento, a qual nao ¢ visivel para as

fraccoes WSN destes leites fermentados.

As tendéncias observadas nos leites fermentados de ovelha ao longo dos tempos
de amostragem para a L. paracasei LAFTI® 126 ¢ a L. casei-01 sugerem que, nas
condi¢des de armazenamento, as peptidases estdo mais activas que as proteases. Por esta
razdo a quantidade de péptidos (% NPN/N total) aumenta ao longo do tempo e a
quantidade de proteinas e pétidos soluveis (% WSN/N total) tende a manter-se
constante no leite com L. paracasei LAFTI® L26 ou diminuir no leite com L. casei-01,
sugerindo que os péptidos formados durante o armazenamento sdo maioritariamente
produzidos através da hidrolise de proteinas ja soliveis no inicio do armazenamento.
Nos leites fermentados de ovelha fermentados com B. animalis Bb-12 as tendéncias
observadas ao longo do tempo sdo de diminui¢do das duas fracgdes de azoto, com
especial destaque para a fracgdo WSN na ultima metade do tempo de armazenamento.
Apesar da tendéncia de diminui¢do da fraccdo NPN ser muito ligeira, a diminui¢do das
fracgdes azotadas ao longo dos tempos de amostragem, sugere que nas condicdes de
armazenamento o ja fraco sistema proteolitico da B. animalis Bb-12 estd muito pouco

activo.

Nas fraccoes WSN dos leites fermentados de vaca e cabra, a estirpe mais
proteolitica aparenta ser a B. animalis Bb-12 e o potencial proteolitico dos lactobacilos
parecem ndo se destacar em comparagdo com o controlo. Apesar do menor potencial
proteolitico destas estirpes, ¢ possivel observar alguma tendéncia para o aumento da
fraccdo WSN ao longo do tempo, sendo mais evidente nos leites com L. paracasei
LAFTI® 126 e particularmente significativa (p < 0,05) no leite de vaca fermentado com
esta estirpe. Nas fraccdes WSN dos leites de vaca e cabra fermentados com B. animalis
Bb-12 ao longo do tempo observam-se duas tendéncias opostas, enquanto no leite de
vaca a fraccdo WSN tende a diminuir nos primeiros 14 dias de armazenamento e
manter-se constante nos ultimos 14 dias, no leite de cabra a tendéncia € para aumentar o

teor de WSN ao longo das amostragens.

No que diz respeito as fraccdes NPN dos leites fermentados de vaca e cabra a B.
animalis Bb-12 ja ndo se destaca como estirpe mais proteolitica, contudo as diferengas

nas capacidades proteoliticas das trés estirpes ndo sdo tdo evidentes como no leite de
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ovelha. Relativamente as fracgdes NPN nos leites de vaca e cabra fermentados com B.
animalis Bb-12, observa-se uma tendéncia de diminui¢do ao longo do tempo no leite de
cabra e uma aparente tendéncia de aumento procedido por decréscimo no leite de vaca.
J& as fraccdes NPN dos leites de cabra e vaca fermentados com lactobacilos parecem
manter-se em ambos os leites e estarem em desacordo com o observado no leite de
ovelha. Enquanto nos leites de cabra e vaca fermentados com L. casei-01 a tendéncia
que se observa ¢ para o aumento da fraccdo NPN na primeira metade do armazenamento
¢ diminuicio na ultima metade, na fermentagio com L. paracasei LAFTI® 126 as
fraccdes NPN correspondentes tendem a registar uma tendéncia oposta, isto ¢, elas

tendem a registar uma diminuic¢ao seguida de um aumento durante o armazenamento.

Dum modo geral, comparando os 3 tipos de leite, observa-se que os teores de
azoto sao superiores ¢ muito idénticos nos leites de vaca e cabra. Apesar desta
observagao ndo se pode afirmar que as estirpes tenham um melhor desempenho
proteolitico nos leites com maiores teores de azoto. Nesta comparacao ¢ preciso atender
ao tratamento dos dados obtidos na quantificacdo de azoto pelo método de kjeldahl os
quais sao apresentados relativizados para o teor de solidos e teor de azoto total de cada
leite. Considerando que o leite de ovelha ¢ aquele que apresenta uma maior
percentagem de sélidos totais e também aquele que tem maior conteudo proteico, €
compreensivel que as fraccoes WSN e NPN dos leites de ovelha representem uma
percentagem menor do valor total de azoto. J& os leites de vaca e ovelha tém teores de
solidos totais e proteina muito semelhantes, o que ja nos permite comparar a capacidade
proteolitica das estirpes nos dois leites, ndo sendo contudo a destacar grandes diferengas

nas capacidades proteoliticas através dos dados apresentados.

O tratamento estatistico dos dados obtidos na quantificacdo de azoto, feito
através de ANOVA, permite corroborar as tendéncias descritas anteriormente pelo que o
tipo de leite, a estirpe inoculada e a combinagdo entre estas duas variaveis influenciam
de forma significativa (p < 0,05) os resultados obtidos para as fracgdes WSN e NPN.
Por sua vez, o tempo de amostragem s6 tem uma influéncia significativa nos resultados
obtidos para a fraccdo NPN, pelo que pode afirmar-se que as diferencas observadas nas
fraccdes WSN ao longo do tempo ja descritas ndo sdo significativas do ponto de vista

estatistico.
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Pela anélise realizada através do teste de Tukey, conclui-se que apenas existem
diferencas estatisticamente significantes ao longo do tempo nas fraccoes WSN do leite
de vaca fermentado com L. paracasei LAFTI® 126 e no leite controlo da mesma
origem, conforme discutido anteriormente. Em qualquer dos casos a relacdo estatistica
encontrada para os 3 tempos de amostragem foi que o valor de azoto soluvel
determinado para os 14 dias esta estatisticamente relacionado (p < 0,05) com os valores
de azoto quantificados para os dias 0 e 28, os quais nao apresentam entre si significancia

estatistica.

4.3. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA

Como ja foi referido, a identificacdo no leite de péptidos com actividade anti-
hipertensiva tem merecido especial destaque. Neste trabalho s6 foi feita determinagao
de actividade anti-hipertensiva para as frac¢des com PM < 3kDa, e nestas fracgdes s6
algumas das amostras dos leites fermentados foram testados. Nas determinacgdes
realizadas para as amostras ja identificadas no capitulo dos Materiais e Métodos ndo foi
possivel calcular um ICsy para a proteina da amostra devido a inexisténcia de uma
relacdo linear entre o inverso da concentragdo de proteina na dilui¢do e o inverso da

percentagem de inibi¢do provocada por essa diluicao.

Apods a andlise inicial do lote aleatorio de amostras e tendo em conta os
resultados apresentados na literatura que descrevem um leite de vaca fermentado com
Lactobacillus casei com actividade anti-hipertensiva [81], optou-se por testar os leites
de vaca fermentados com Lactobacillus casei-01 aos diferentes tempos de amostragem.
Os resultados obtidos para os leites fermentados com 0 e 14 dias de amostragem nado

diferiram do ja descrito para o lote aleatorio de amostras.

Tendo em conta os resultados obtidos para as amostras testadas, considerando os
custos da andlise de todas as amostras e os resultados obtidos num estudo paralelo com
queijos preparados a partir do mesmo leite e com algumas das estirpes probidticas
utilizadas neste trabalho, nos quais foi possivel encontrar amostras com actividade anti-
hipertensiva, optou-se por abandonar o estudo desta bioactividade. Nesta perspectiva,
ndo ¢ possivel afirmar que nas condi¢des do trabalho (origem do leite, estirpe probidtica
utilizada, metodologia de producdo dos leites) nenhum dos leites preparados tem

actividade anti-hipertensiva. Contudo € possivel fazer esta afirmagao para todos os leites
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testados e concluir que as condigdes testadas se perspectivam pouco interessantes na

obtengdo de péptidos com actividade anti-hipertensiva.

Os resultados obtidos para a determinagdo da actividade anti-hipertensiva nao
reflectem os resultados descritos na literatura. Estudos recentes que documentam
actividade anti-hipertensiva em leites fermentados com estirpes de Lactobacillus casei
[52, 78, 81] e Lactobacillus paracasei [52, 113], utilizam como leite de partida o skim
milk [52, 81] ou leite de cabra (raca Ionica, Italia) [78] e ovelha [113] de racas
diferentes da utilizada neste trabalho. As condi¢des de fermentagdo também apresentam
algumas diferencas, quer ao nivel da temperatura, que nalguns casos [78, 81, 113] ¢
inferior a utilizada neste trabalho, entre 30 e 37°C, ou ao nivel do tempo que varia entre
7,5h e 24h. Nas condicoes destes trabalhos, bastante semelhantes as condi¢des deste
estudo, foi possivel determinar decréscimos de actividade de ECA entre 30 a 70% com

determinagdes de ICsy com valores entre 0,15-0,35mg/mL.

Perante estes resultados, era expectavel conseguir alguma actividade anti-
hipertensiva nas amostras, particularmente aos 0 dias de armazenamento. Contudo, os
resultados obtidos podem estar relacionados com a origem do leite que pode influenciar
os resultados devido aos polimorfismos existentes entre as proteinas dos leites de
diferentes racas. Outra explicagdo possivel para a inexisténcia de resultados pode estar
relacionada com a utilizagdo de estirpes de L. casei e L. paracasei diferentes; conhece-
se o caracter estirpe-dependente desta actividade [74]. As condi¢des de fermentacao e,
em particular, o facto de as actividades serem determinadas apos a fermentacdo, podem
justificar a auséncia de actividade aos 28 dias de armazenamento. No entanto, a
amostragem a este tempo ¢ muito importante pois mimetiza o tempo de prateleira do

produto e garante que a actividade bioldgica esta disponivel para o consumidor.

4.4. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

Esta ndo ¢ uma bioactividade tdo estudada como a actividade anti-hipertensiva e
os resultados obtidos sdao muito mais dependentes do método utilizado na sua
determinagdo. Neste estudo determinou-se a actividade antioxidante de todas as
fracgoes com PM < 3kDa, isto ¢é, foram testados todos os leites fermentados com 0 e 28

dias de armazenamento e uma réplica do leite de vaca fermentado com L. casei-0/ com
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14 dias de armazenamento. A determinacdo desta actividade foi feita pelo método de

ABTS e os resultados sao expressos em equivalentes de acido ascorbico na Figura 13.

45
A. g = 40
3£
8 235
I o
g & 39 T
© W l
o T
o 8025
T
88
L1520
wn 0
Bis 1
E ®
L2810 [
= @
g° 51—
[FT)
0
Controlo LCS-01 L26 BB12
45
B' g = 40
S £
:g %’ 35 ]
a5 T
@ -g 30
B w25
T
88
L -é 20 =
w ‘0
8515 —
E®
Ld1wo
2 v 1
g° 5
w
0
Controlo LCS-01 L26 BB12
a5
C 2 w
g2
g%
[=]
8 530
T W@
e T -
T2 T
e 8
8520 - I
5 &8
T w10
£3
g 5
0 T
Controlo LCS-01 L26 BB12
Legenda: 1 0Odias m14dias m28dias
Figura 13 — Evolucdo dos resultados obtidos para a

determinagdo da actividade antioxidante por ABTS, expressos
em equivalentes de acido ascorbico (pug de acido ascorbico/g de
proteina), nos leites fermentados de vaca (A.), de cabra (B.) e de
ovelha (C.) controlo e inoculados com Lactobacillus casei-01,
L. paracasei LAFTI® 126 e Bifidobacterium animalis Bb-12,
aos 0 d (), 14 d (m, apenas no leite de vaca fermentado com
LCS-01), e 21 d (m) de armazenamento.

Pela analise da Figura 13 observa-se que os desvios-padrdo entre as diferentes

réplicas biologicas sdo muito significativos, pondo muitas vezes em causa as diferencas
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observadas ao longo do tempo ou entre estirpes. Contudo, apesar da repeticdo das
analises de modo a minimizar os erros, poucas foram as melhorias alcancadas
concluindo-se que os desvios observados ndao se devem a erros experimentais na
determinagdo da actividade e que muito provavelmente estdo associados a diferencas
efectivas entre as réplicas bioldgicas. Estas diferengas poderdo estar relacionadas com
diferencas no desempenho das estirpes ou com o acondicionamento entre procedimentos
(armazenamento a -20°C) ser incapaz de reter inalterada a actividade antioxidante das
amostras [128]. Uma vez que os desvios entre réplicas ndo se verificam apenas nos
leites fermentados com estirpes mas também nos leites controlo, a possibilidade destas
diferencas poderem estar associadas com diferentes resultados da proteolise bacteriana
perde for¢a e conclui-se que muito provavelmente estas diferengas decorrem do
armazenamento escolhido. Neste sentido propde-se que este estudo deveria ser realizado
com maior niumero de réplicas bioldgicas e tendo especial aten¢do as condigdes de
processamento € armazenamento (exposicdo ao oxigénio ou a luz, temperatura de

armazenamento) de modo a preservar a actividade antioxidante [128].

Duma maneira geral, independentemente da origem ou da estirpe fermentadora,
observa-se nos leites fermentados uma tendéncia para perderem alguma capacidade
antioxidante apds 28 dias de armazenamento. Uma excepcdo a esta tendéncia sdo os
resultados encontrados para o leite de vaca fermentado com B. animalis Bb-12, onde se
observa uma ligeira tendéncia para o aumento desta actividade ao fim de 28 dias de
armazenamento, contudo perante os desvios-padrao das réplicas biologicas esta variagao
acaba por ndo ser significativa (p > 0,05). Outra tendéncia decorrente do tempo de
armazenamento que pode ser observada € o aumento desta actividade na primeira
metade do armazenamento do leite de vaca fermentado com L. casei-01, contudo,
devido a indisponibilidade de dados para este tempo de amostragem noutros leites e a
indisponibilidade de resultados da réplica bioldgica desta amostra, este resultado nao

permite generalizagdes.

Ainda analisando de forma geral a Figura 13 observa-se que a capacidade
antioxidante dos leites de vaca fermentados ¢ superior a observada para os leites das
outras origens. O tipo de leite ¢ estatisticamente um dos parametros que influencia de
forma significativa (p < 0,05) os resultados obtidos para a determinagdo da actividade

antioxidante. O outro parametro que influencia de forma significativa (p < 0,05) os
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resultados ¢ a estirpe utilizada para fermentar o leite, o que € particularmente visivel nos

leites de vaca e ovelha.

Analisando os resultados obtidos para os leites fermentados de vaca, Figura
13A., ¢ importante referir os valores bastante elevados e com grandes desvios-padrao
entre réplicas nos leites fermentados controlo. Perante os erros do controlo, pouco ¢
possivel concluir acerca dos valores determinados para os leites fermentados com os
lactobacilos. Contudo, atendendo apenas ao valor médio determinado para o controlo
aos 0 e aos 28 dias observa-se que a fermentagdo com L. casei-01 ndo acrescenta valor
antioxidante ao leite de vaca. Por sua vez a fermentagdo com L. paracasei LAFTI® L26
produz um leite fermentado com valor acrescido apds a fermentagdo, mas o que se
verifica apos 28 dias de armazenamento ¢ que este leite fermentado ndo s6 perde
capacidade antioxidante, como se torna menos vantajoso comparativamente a um leite
sem estirpe fermentadora. Relativamente aos leites fermentados com B. animalis Bb-12
a tendéncia que se observa no leite de vaca ¢ a mesma que se observa nos leites de
pequenos ruminantes. A conclusdo que se pode retirar dos resultados para esta estirpe €
que, apesar do seu potencial probidtico, nas condi¢cdes em estudo ela parece nao ser
vantajosa na producdo de péptidos com actividade antioxidante pois os resultados
obtidos para a sua capacidade antioxidante s3o ainda menores que os observados no
leite fermentado controlo, independentemente do tipo de leite. Este facto pode estar
relacionado com o menor crescimento da estirpe que apresenta um numero de células
viaveis inferior ao determinado para os lactobacilos (diferenga de um ciclo logaritmico)
que podera ter influéncia directa na taxa de actividade metabodlica e consequentemente
uma producdo de péptidos. Neste sentido, seria interessante optimizar condigdes para
obter maior crescimento desta estirpe e verificar se o fraco potencial como produtor de

péptidos com actividade antioxidante se mantém.

Ao nivel dos leites fermentados de cabra, Figura 13B., os desvios que se
observam nos leites fermentados controlo, com L. casei-01 ou com B. animalis Bb-12
sao muito grandes e ndo permitem validar as alteracdes observadas para estes leites
durante o armazenamento. Apesar dos problemas associados a variabilidade das réplicas
biologicas parece haver um aumento da capacidade antioxidante do leite sem estirpe,
enquanto os leites fermentados com L. casei-01 e com L. paracasei LAFTI® 126
tendem a perder a sua actividade antioxidante apds 28 dias de armazenamento. Neste

sentido, observa-se para os leites de cabra fermentados com lactobacilos 0 mesmo que
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se observa no leite de vaca fermentado com o L. paracasei LAFTI® L26, isto &, os leites
em questao s6 sdo uma mais-valia do ponto de vista antioxidante ao dia 0, pois ao dia
28 do armazenamento o controlo apresenta uma capacidade antioxidante superior. No
leite fermentado com B. animalis Bb-12, para além do fraco potencial j& referido, ndo

existe variacdo durante o tempo de armazenamento.

Os leites fermentados a partir de leite de ovelha, Figura 13C., sdo aqueles que
apresentam uma perspectiva mais favoravel ao nivel do potencial antioxidante dos seus
péptidos. Nestes leites observa-se um controlo com menores desvios na actividade
antioxidante determinada e uma capacidade antioxidante claramente superior nos leites
fermentados com L. casei-01, em particular no dia 0 do armazenamento, mas que ndo
deixa de ser valido no leite amostrado aos 28 dias. Também o leite fermentado com L.
paracasei LAFTI® 126 apresenta valores médios superiores ao controlo nos dois dias
amostrados, contudo os desvios observados entre réplicas bioldgicas ndo permitem
validar as diferengas para o controlo, diferencas estas que também s3o menos
expressivas que as observadas para os leites fermentados com L. casei-01.
Relativamente aos leites fermentados com B. animalis Bb-12, para além da sua
capacidade antioxidante ser inferior a do controlo, esta ainda diminui aos 28 dias de
armazenamento; ¢ de realgar que a actividade média registada por B. animalis Bb-12 no

leite de ovelha aos 0 d é a mais baixa dos trés leites em estudo.

A analise destes resultados a luz da literatura ndo ¢ tarefa facil pois esta ¢ uma
actividade pouco estudada e ndo foi encontrada literatura que descreva a capacidade
antioxidante destes leites fermentados com estas estirpes. Outro facto que dificulta a
comparacao dos resultados em termos de valores absolutos entre os varios estudos
documentados na literatura esta relacionado com os métodos utilizados e a apresentagcdo
de resultados. Como ja foi referido na Introdugdo, a capacidade antioxidante
determinada ¢ muito dependente do método utilizado [104]. Deste modo, ndo ¢ correcto
comparar resultados obtidos pelo método utilizado, que ¢ um método que determina a
actividade antioxidante através do potencial de transferéncia de electrdes entre o
oxidante e o antioxidante, com métodos como o ORAC que medem o potencial de
transferéncia de atomos de hidrogénio. Do mesmo modo que métodos com principios
diferentes originam resultados diferentes, também métodos com os mesmos principios
mas com utilizacdo de diferentes oxidantes (ABTS ou DPPH) ou diferentes

antioxidantes padrio (4cido ascérbico ou Trolox"™) geram respostas diferentes [104].
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Neste sentido, os resultados presentes neste trabalho deveriam apenas ser comparados
com resultados obtidos através pelo método utilizado e quando expressos em
equivalentes de acido ascorbico. Este tltimo ponto revela-se também uma limitacdo ao
nivel da comparagdo de resultados, pois, em diversos estudos realizados com recurso a
determinagdo da capacidade antioxidante de péptidos com ABTS ou DPPH, os
resultados s3o expressos em equivalentes de outro antioxidante padrdo (Trolox”™) ou em

percentagem de inibi¢do sem equivaléncia a um padrao [129-130].

Amirdivani e Baba [130] documentam a determinacdo da capacidade
antioxidante de iogurtes preparados com extractos de plantas usando como controlo um
iogurte preparado sem extracto de plantas e através da fermentacdo com uma cultura de
arranque contendo Lactobacillus acidophilus La-5, Bifidobacterium animalis Bb-12,
Lactobacillus casei-01 e Streptoccus thermophilus Th-4. A determina¢do da actividade
antioxidante foi realizada em intervalos de 7 dias durante um periodo de
armazenamento de 28 dias, com DPPH e os resultados sdo expressos em percentagem
de inibi¢ao. Em termos absolutos, a percentagem de inibi¢ao do iogurte preparado por
estes autores ¢ de aproximadamente 30% ao longo de todo o armazenamento, mas,
devido ao método utilizado e ao modo como os resultados sao apresentados, ndo ¢
possivel estabelecer comparagdes com os valores obtidos no trabalho que se apresenta.
Por sua vez, a tendéncia observada no estudo de Amirdivani ¢ Baba [130] ¢
independente dos valores absolutos e independente do método uma vez que ambos os
métodos assentam nos mesmos principios. Posto isto, € possivel comparar as tendéncias
ao longo do tempo de armazenamento registadas em ambos os estudos, sendo que os
resultados que se apresentam neste estudo sao corroborados pelo estudo de Amirdivani
e Baba [130], no qual se documenta uma tendéncia para uma capacidade antioxidante
inferior ao fim de 28 dias de armazenamento. Ainda relativamente o estudo destes
autores ¢ importante notar que durante o periodo de armazenamento ha uma tendéncia
inicial para o aumento da capacidade antioxidante, com um pico maximo na
amostragem aos 7 dias, a qual se segue uma fase de decréscimo da actividade
antioxidante ao longo do tempo. A tendéncia descrita sustenta os resultados obtidos para
os 14 dias de armazenamento do leite de vaca fermentado com L. paracasei LAFTI®
L26, perspectivando a possibilidade desta tendéncia se estender as restantes condicdes

testadas neste trabalho.
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Seria particularmente interessante confirmar a tendéncia aos 14 dias de
armazenamento, uma vez que se pretende avaliar a disponibilidade para o consumidor
da actividade antioxidante durante o tempo de prateleira do produto. Considerando que
ao fim de 28 dias de armazenamento se observa uma perda de potencial antioxidante em
todos os leites fermentados testados e valores absolutos inferiores aos determinados
para o controlo nos leites fermentados de vaca e cabra, a confirmacao da tendéncia de
aumento da capacidade antioxidante na amostragem dos 14 dias seria um excelente
indicio do potencial dos probiodticos em estudo na producdo de leites fermentados com
actividade antioxidante com beneficio para o consumidor nos primeiros 14 dias apos a

producao.

Sabeena Farvin et al [131] e Herndndez-Ledesma et al [129] também realizaram
estudos em que avaliam a capacidade antioxidante de iogurtes e leites fermentados,
respectivamente. Em qualquer destes estudos, nenhuma comparagdo pode ser
estabelecida com o trabalho em discussdo, pois apesar de as matrizes estudadas se
assemelharem aos leites fermentados deste trabalho experimental e de os métodos
utilizados para determinar a actividade antioxidante assentarem nos mesmos principios
(DPPH e ABTS), os resultados sdo expressos em percentagem de inibicdo ou em
equivalentes de Trolox®™. Nestes estudos o ponto de amostragem & feito a um tempo
unico e no estudo de Hernandez-Ledesma et al [129], que apresenta resultados em
equialentes de Trolox®, a capacidade antioxidante ¢ determinada para frac¢des do
extracto soltivel da amostra obtidas por separacao por RP-HPLC, o que consiste noutra
limitacdo a comparagdo de resultados uma vez que no trabalho que se discute a
actividade ¢ determinada para a frac¢do de PM < 3kDa inteira e ndo se pode assumir
equivaléncia entre as fracgdes do estudo de Herndndez-Ledesma et al [129] e as

frac¢des deste trabalho.

A escolha das amostras a analisar por espectrometria de massa (MS) foi feita
com base nos dados obtidos para esta actividade. Nesta escolha optou-se por leites
fermentados com 0 dias de armazenamento pois, de entre as fracgoes de PM < 3kDa
preparadas, sdo estes os que apresentam maior capacidade antioxidante e uma diferenca
mais significativa para o controlo. Optou-se por analisar uma réplica de cada leite de
ovelha fermentado de modo a avaliar o efeito da estirpe. Neste sentido foram escolhidas

as réplicas com maior diferenca para o controlo, no qual se escolheu a réplica com
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menor actividade antioxidante. Deste modo, todos os leites fermentados com estirpe

analisados por MS apresentavam actividade superior a do controlo.

De modo a avaliar o efeito do leite foram analisadas uma das réplicas dos leites
de vaca e cabra fermentado com L. paracasei LAFTI® L26 e respectivos leites controlo,
tendo-se optado de novo pela escolha das réplicas com maior actividade no caso dos
leites fermentados com estirpe e menor actividade nos leites controlo. A escolha pelos
leites fermentados com L. paracasei LAFTI® 126 deveu-se ao facto de ser a estirpe que
induz maiores alteracdes na capacidade antioxidante no conjunto dos leites de vaca e
cabra, pois apesar de ter uma actividade mais modesta no leite de ovelha a analise deste

leite j4 estava incluida na andlise do efeito das estirpes.

4.5. ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

Para as amostras analisadas por HPLC-MS, foi previamente obtido um perfil de
HPLC. Estes espectros permitiram estimar a semelhanga entre os perfis peptidicos das
diferentes amostras. Duma maneira geral, os espectros obtidos tém o aspecto do
cromatograma apresentado na Figura 14, com picos ao tempo de retengdo entre os 7 € 0s
15min decorrentes da eluicao dos péptidos da fracg¢ao e a tempos de retencao superiores
a 45min, momento em que a frac¢do de eluente A ¢ de 90% e ja ndo hé eluicdo de
péptidos [132]. Perante isto importa comparar os perfis de HPLC das amostras ao tempo

de retencao entre 7 a 15min.

Na Figura 15 apresentam-se os perfis de HPLC entre os tempos de retencdo 5 e
15min para todas as amostras analisadas. Pela analise desta figura, observa-se que os
perfis das frac¢des com PM < 3kDa dos leites fermentados de vaca com 0 dias de
armazenamento (Figura 15A.) sdo bastante diferentes das dos leites fermentados com
leites de pequenos ruminantes (Figura 15A. e B.). Dentro dos perfis dos leites
fermentados de vaca destaca-se sobretudo a intensidade dos sinais, que € superior no

caso do leite controlo.

Observando agora as fracgdes dos leites de cabra (Figura 15A.) constata-se que
os perfis das fraccdes com PM < 3 kDa do leite controlo e do leite fermentado com L.
paracasei LAFTI® L26 com 0 dias de armazenamento sio semelhantes, contudo é

dificil associar inequivocamente algum pico entre as duas fracgdes.
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Figura 14 — Cromatograma de HPLC obtido para a frac¢do com
PM < 3kDa do leite de vaca fermentado com L. paracasei
LAFTI® L26 com sobreposicdo dos espectros obtidos para as
duas injeccOes desta amostra. A escala vertical representa a
intensidade do pico, expressa em mAU, com valor minimo -100
e maximo 1000. A escala horizontal representa o tempo de
retencdo, expresso em minutos, com valor minimo 0 € maximo
80.

Da analise dos perfis das fracgdes com PM < 3kDa dos leites de ovelha com 0
dias de fermentacdo (Figura 15B.) observam-se perfis muito semelhantes para as 4
condi¢cdes (estirpe inoculada) testadas. Nestas frac¢cdes destaca-se o pico presente nos
leites fermentados com L. paracasei LAFTI® 126, com B. animalis Bb-12 e leite
controlo que quase ndo se detecta na L. casei-01, que estd assinalado na Figura 15B.
com setas para a esquerda (¢'). Outra observagdo interessante esta assinalada com setas
para a direita () e € um pico comum as fraccOes dos leites fermentados com os
lactobacilos, esta observacao ¢ uma das diferencas mais visuais entre estes leites e o
leite fermentado com B. animalis Bb-12 e controlo, cujos perfis sdo mais semelhantes

entre si.

Apbs a aquisicao dos espectros de HPLC para as fraccdes com PM < 3kDa dos
leites fermentados seleccionados a partir dos resultados da actividade antioxidante
obtidos para, as amostras foram analisadas por espectrometria de massa e
espectrometria de massa tandem. Para esta andlise apenas sdo apresentados os niimeros
de picos em cada amostra uma vez que nao foi possivel identificar nenhum péptido

responsavel pela actividade determinada nas diferentes frac¢cdes. De notar que esta
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aproximagdo foi exploratdria, apenas com o intuito de determinar a complexidade da
amostra, de forma a ser possivel programar experiéncias posteriores. Estes resultados

sao apresentados na Tabela 11.

Os dados apresentados na Tabela 11 foram obtidos, para cada amostra, através
da andlise do espectro de massa global obtido pela soma de todos os espectros de massa
adquiridos ao longo da experiéncia de HPLC-MS. Na analise do espectro global, para os
picos com maior abundancia relativa, observou-se a variagao da intensidade do sinal
(m/z) ao longo do tempo. Quando o ido apresentava contagens idénticas em todos os
espectros adquiridos ao longo do tempo, considerou-se que este ido corresponde a uma
substancia contaminante e que surge como ruido de fundo, ndo correspondendo portanto
a nenhuma substincia peptidica. Nos casos em que o ido apresenta contagens
significativamente superiores em espectros consecutivos durante um pequeno periodo
de tempo, assumiu-se que a molécula eluida naquele tempo de retengdo, corresponde a
uma molécula de natureza peptidica. Na Figura 16 apresenta-se um exemplo da analise
descrita acima para a identificagdo dos picos da amostra. Na Figura 16B. mostra-se um
excerto do espectro de massa onde se observa o pico de m/z 679,68 (pico mais
abundante a em baixo a esquerda). Na Figura 16A. observa-se o cromatograma de
HPLC-MS do ido com m/z 679,7, observando-se claramente que este elui com um pico
com o tempo de rentencao de 23,8 minutos, tendo assim sido considerado um composto
de natureza peptidica. Quando possivel, fez-se uma breve andlise dos espectros de
MS/MS que permitiu confirmar esta identificagdo. Todavia, nem sempre a qualidade
dos esprectros de massa tandem permitiram uma identificacdo inequivoca da naturea

dos 10es 1dentificados.

Da anélise da Tabela 11 observa-se para o leite de vaca uma contagem de picos
superior no controlo comparativamente ao leite fermentado com L. paracasei LAFTI®
L26, o que de certo modo esta de acordo com a maior intensidade do sinal detectado no
perfil de HPLC de leite de vaca controlo (Figura 15A.) e com uma quantificacdo
ligeiramente superior de azoto ndo-proteico no leite controlo em comparacdo com o
leite fermentado com L. paracasei LAFTI® 126 (Figura 12A.). Contudo quando se
relaciona o nimero de picos destas frac¢des com a actividade antioxidante determinada,
estes numeros nao reflectem a maior actividade antioxidante do leite fermentado com L.

paracasei LAFTI® 1.26.
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Figura 15 — Cromatogramas obtidos por HPLC ao tempo de
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cada perfil, apresentados com sobreposicdo dos espectros
obtidos para as duas injec¢des desta amostra. A escala vertical
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representa a intensidade do pico, expressa em mAU, com valor
minimo -100 e maximo 1000. A escala horizontal representa o
tempo de retengdo, expresso em minutos, com valor minimo 5 e
maximo 15 para cada perfil.
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Figura 16 — Exemplo da metodologia utilizada para
identificacdo de péptidos nas diferentes amostras. Neste
exemplo mostra-se a identificagdo do péptido com m/z 679,6.
Em A. mostra-se o cromatograma HPLC-MS do ido0 com m/z
679,6. Na figura B. apresenta-se uma ampliagdo do espectro de
massa (m/z 678-700) adquirido no intervalo de tempo 23-25
minutos.

Tabela 11 — Numero de picos identificados nos espectros de MS
de cada frac¢do. Os numeros de picos comuns € Unicos, sao 0s
picos comuns e Unicos entre os espectros dos leites da mesma
origem.

Origem do leite Vaca Cabra Ovelha
Estirpe controlo [26 controlo 126 controlo LCS-01 L26 BBI12
N° total de picos 36 21 49 103 72 166 64 23
N° de picos comuns 7 7 9 9 21 21 26 15

N° de picos unicos 29 14 29 83 51 135 38 8
Legenda: L26: L. paracasei LAFTI® L26; LCS-01: L. casei-01; BB12: B. animalis Bb-12

Nas fracgoes de leites de cabra analisados por MS observa-se um maior nimero
de picos na fracgio de leite fermentado com L. paracasei LAFTI® 126 o que de certo
modo estd de acordo com a quantificagdo dum maior teor de azoto na fracgao NPN
destes leites fermentados, podendo também estabelecer-se para as frac¢des destes leites
de cabra fermentados uma relagdo directa entre o nimero de péptidos e a capacidade

antioxidante determinada.
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Tabela 12 — Distribuicdo dos picos comuns encontrados na
andlise por MS nas frac¢des com PM < 3kDa dos leites de
ovelha fermentados com 0 dias de armazenamento.

Numero de péptidos Controlo LCS-01 126 BBI12
9 X X

X X X X

X X X X

X
3 X X
4 X X
Legenda: x: fracgdes em que os péptidos estdo presentes; L26: L.

paracasei LAFTI® L26; LCS-01: L. casei-01; BB12: B. animalis Bb-
12

Nos leites de ovelha ¢ interessante observar a distribui¢do do ntimero de
péptidos comuns que ¢ apresentada na Tabela 12 onde sdao identificados o nimero de
péptidos comuns a cada conjunto de frac¢des. As fraccdes com maior nimero de picos
comuns sdo as fracgcdes dos leites fermentados com lactobacilos, o que reflecte as
observagoes feitas nos perfis de HPLC das fracgdes de leites de ovelha donde se destaca
um pico comum a estas frac¢des que nao surge nas frac¢des de leite fermentado com B.
animalis Bb-12 ou no leite controlo. A outra observacdo possivel entre os perfis de
HPLC foi a semelhanga dos perfis das fracgoes de leite fermentado com B. animalis Bb-
12 e leite controlo, as quais apresentam 11 picos comuns identificados por MS, a

segunda contagem de péptidos comuns mais elevada.

Comparando o nimero de picos encontrados por MS para as fraccdes dos leites
de ovelha com os resultados de actividade antioxidante para as mesmas fraccdes nao €
possivel associar um maior nimero de picos a uma determinagdo de capacidade
antioxidante superior. Apesar disto, considerando so as fraccdes de leites de ovelha
fermentados com estirpe, parece haver alguma relagdo directa entre o numero de picos

identificados e a actividade antioxidante determinada para estas fraccdes.

Duma maneira geral ndo ¢ possivel observar uma relagdo directa entre as
contagens de picos e a actividade antioxidante determinada para as amostras analisadas.

Em casos pontuais, nas fraccoes do leite de cabra e nas frac¢des dos leites de ovelha
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fermentados com estirpe, ¢ possivel associar fracgdes com maior nimero de picos a
fracgdes com maior actividade antioxidante, mas a julgar pelo cenério geral esta relacao

podem ser ocasional e ndo haver qualquer relagdo entre os dois resultados.

Na Figura 17 apresenta-se a distribuicao dos picos identificados para as fraccdes
analisadas por MS em fung¢do sua razao m/z. Pela andlise desta figura pode observar-se
perfis de distribuicdo muito semelhantes nas duas frac¢des dos leites de cabra, algumas
semelhan¢as nas duas fracgdes dos leites de vaca e nas duas frac¢des dos leites de

ovelha fermentados com os lactobacilos.

50

10

w
=1

N
(=1

nimero de picos identificados

10 4

V_controle V_126 C_controlo C_126 0O_controlo 0_LCS-01 0_126 0_BB12

Legenda: m0-200 m201-400 m401-600 MWG601-800 m801-1000 m>1000

Figura 17 — Representagdo grafica da distribuicdo dos picos
identificados pela analise por MS em funcdo da razdo m/z. Cada
barra representa um intervalo de m/z como se indica na legenda
abaixo do grafico. As classes identificadas devem ser
interpretadas como as frac¢des com PM < 3kDa com origem nos
leite fermentado na combinagdo apresentada no modelo “inicial
da origem do leite_estirpe”. Na designacdo da estirpe utiliza-se a
nomenclatura L26 para L. paracasei LAFTI® 126, LCS-01 para
L. casei-01 e BB12 para B. animails Bb-12.

Por comparagdo dos perfis de distribuicdo dos picos identificados para as
fracgdes analisadas por MS em fun¢do sua razdo m/z (Figura 17) é possivel observar
alguma semelhanga entre os perfis das frac¢des dos leites controlo dos pequenos

ruminantes, sendo o perfil da frac¢do do leite de vaca menos semelhante. Comparando
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ainda os perfis das frac¢des dos leites fermentados com L. paracasei LAFTI® 126 de
todos os leites, observa-se que nao existe grandes semelhangas entre os trés perfis,
podendo isto ser interpretado como um reflexo do diferente desempenho da mesma
estirpe em trés matrizes ligeiramente diferentes. Esta observacdo vem reforcar o
interesse em estudar o potencial dos leites dos pequenos ruminantes ao nivel do

mercado emergente dos alimentos funcionais.

Ainda na Figura 17 ¢ possivel comparar o efeito das diferentes estirpes no leite
de ovelha. Analisando os perfis das fraccdoes dos leites de ovelha, destaca-se a
semelhanca entre as fracgdes de leites fermentados com lactobacilos cujos perfis ndo
apresentam semelhangas com o perfil da frac¢do de leite de ovelha fermentado com B.
animalis Bb-12. Esta observagao das semelhancgas entre os perfis das fracgoes de leites
de ovelha fermentados com estirpe estd de acordo e muito provavelmente esta

relacionada com a proximidade filogenética das trés estirpes em estudo [133].

Foi tentada outra abordagem na analise dos resultados de MS, que ndo foi bem
sucedida. Nesta abordagem procurou-se cruzar os dados da literatura, péptidos com
sequéncias conhecidas independentemente das proteinas precursoras [103-104, 129,
134], com os dados experimentais. Embora esta abordagem ndo tenha sido feita de
forma exaustiva, ndo foi possivel identificar nenhum dos péptidos previamente descritos
na literatura. Um dos maiores entraves a este tipo de abordagem prende-se com as
caracteristicas dos péptidos com actividade antioxidante, os quais vao mantendo uma
sequéncia comum entre si, mas a sequéncia onde a fraccdo comum se encaixa depende
muito das proteina precursora e do tipo de proteodlise a que esta € sujeita. A titulo de
exemplo Sabeena Farvin et al. [134] identifica um péptido com a sequéncia
GVRGPFPII ao passo que Herndndez-Ledesma et al. [129] num estudo anterior havia
identificado o péptido com a sequéncia GPVRGPFPII. Estes péptidos, apesar de
manterem a sequéncia comum identificada a negrito, diferem entre si no(s)
aminoacido(s) que precede(m) esta sequéncia comum. Em ultima analise, estes péptidos
tem massas moleculares diferentes o que torna impensavel procurar péptidos com base

na massa molecular calculada para estas sequéncias ou apenas para a sequéncia comum.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu concluir que o tipo de leite pode influenciar o
crescimento da estirpe, como se verificou pelo numero de células viaveis superiores nos
leites fermentados produzidos a partir de leite de ovelha e também pelo numero
ligeiramente inferiores nos leites de cabra. Contudo, embora este factor influencie o
crescimento da estirpe, o seu peso no resultado final do crescimento da estirpe ndo ¢
significativo do ponto de vista de nimero minimo de células viaveis para um produto

probiotico.

Ainda ao nivel do crescimento da estirpe, ¢ também sem influencia negativa
sobre o numero de células vidvel minimo exigido a um produto probidtico, observou-se
um menor desempenho da Bifidobacterium animalis Bb-12 comparativamente as duas
outras estirpes em estudo. Por consulta da informacgdo disponivel na literatura, que
indica que esta ¢ a estirpe com menos capacidade proteolitica, esperava-se que 0s
numeros mais reduzidos de células viaveis se reflectisssem numa menor extensdo da
proteolise avaliada pelo método de kjeldahl. Contudo nas quantificagdes de azoto esta
estirpe surge como a mais protedlitica nas fracgdes de azoto solivel dos leites
fermentados de vaca e cabra, o que j& ndo se verifica nas frac¢cdes de azoto ndo proteico
destes leites e em qualquer frac¢do azotada dos leites de ovelha. No que diz respeito aos

resultados relativos a extensdo da protedlise em leites com B. animalis Bb-12, os

resultados sdao pouco conlusivos.

Da avaliacdo da extensao da proteolise conclui-se nos leites de ovelha que as
estirpes mais proteoliticas sdo as de lactobacilos quer ao nivel dos valores superiores de
fraccdo de azoto soluvel, quer na frac¢do de azoto ndo proteico. Enquanto para os leites
de cabra e vaca os resultados sdo um pouco confusos devido a tendéncia ja descrita para

a B.animalis Bb-12.

Ao nivel das actividades biologicas, apesar de a actividade anti-hipertensiva nao
ter sido determinada para todas as amostras, os resultados obtidos para um lote de
amostras aleatorias indiciou um fraco potencial dos leites fermentados produzidos neste

estudo na obtencao de péptidos com capacidade de inibicdo da ECA.

Por sua vez os resultados obtidos para a determinacao da actividade antioxidante

dos péptidos foram positivos, sobretudo nos leites fermentados com as estirpes de
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lactobacilos com 0 dias de armazenamento. Apesar dos resultados indicadores dum
acrescento de capacidade antioxidante por parte da fermentagdo bacteriana, o
armazenamento parece ter um efeito negativo sobre a capacidade antioxidante dos leites
fermentados. Considerando o unico resultado disponivel para esta actividade aos 14 dias
de armazenamento ¢ os dados da literatura ja discutidos, perspectiva-se um aumento
desta actividade nos primeiros 14 dias de armazenamento. De referir que este estudo
nao permite concluir acerca desta tendéncia durante o inicio do armazenamento e que as
expectativas descritas sdo meramente especulativas, carecendo da analise dos leites
fermentados preparados neste trabalho e amostrados ao tempo de armazenamento de 14

dias.

Neste sentido, conclui-se que os leites fermentados produzidos podem constituir
um bom meio para identificar novos péptidos com actividade antioxidante, mas poderao
ndo ser a melhor escolha para a produgdo de um produto probidtico com propriedades
antioxidantes uma vez que esta capacidade antioxidante tende a diminuir para valores
inferiores aos determinados para os leites sem estirpe probiodtica ao fim de 28 dias de
armazenamento. Outro sendo observado nas determinagdes da actividade antioxidante
estéd relacionado com os desvios observados entre réplicas biologicas, razao pela qual se
sugere a repeticao da produgao destes leites fermentados, com maior numero de réplicas
biologicas e com especial atencdo aos factores que poderdo diminuir a actividade
antioxidante durante a manipula¢do das amostras (exposicdo ao oxigénio, exposi¢ao a

luz, entre outros).

Relativamente a valorizacdo dos leites de ovelha e cabra, os resultados da
capacidade antioxidante ndo valorizam por si s6 a utilizagdo destes leites como
produtores de péptidos antioxidantes pois, duma maneira geral, € no leite de vaca que se
observa o maior potencial antioxidante. Contudo, se considerarmos o valor nutricional
destes leites e o acrescento de actividade antioxidante que o agente probiodtico induz
entdo o saldo para estes leites ¢ positivo, em particular para o leite de ovelha. Este
proporciona um leite com maior conteido em nutrientes, onde 0s microrganismos
probiodticos surgem com numero de células vidveis superiores e produzem um

acrescento mais significativo a capacidade antioxidante nativa do leite.

Da analise por espectrometria de massa nada se pode concluir pois a analise

realizada foi exploratoria, apenas com o intuito de determinar a complexidade da
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amostra, de forma a ser possivel programar experiéncias posteriores e ndo permitindo a
identificacdo de nenhum péptido ou conjunto de péptidos responsaveis pela maior
capacidade antioxidante dos leites fermentados com as estirpes probidticas. Nesse
sentido seria imperativo proceder a um fraccionamento por HPLC das fraccdes
analisadas, voltar a determinar a capacidade antioxidante das novas frac¢des e tentar
obter frac¢des equivalentes de controlo e leite fermentado com resultados nulos para a
capacidade antioxidante dos controlos e com actividade antioxidante evidente na
fraccdo dos leites fermentados com estirpe e proceder a uma analise por MS para

determinar os péptidos tinicos na frac¢do com actividade.

Dos resultados de espectrometria de massa, o dado mais relevante € a contagem
do numero de picos identificados para cada frac¢ao analisada. Destes dados retira-se
que as fracgdes analisadas sdo relativamente pouco complexas e que trabalhando em
condi¢cdes optimizadas para a separacdo destes péptidos por HPLC seria possivel obter
facilmente fracgdes com numero de péptidos bastante reduzido e conseguir fazer a

analise proposta no paragrafo anterior.
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