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APRESENTAÇÃO

Para que se tenha o alimento posto à mesa, é necessária uma série de etapas em que 
se inicia com a produção do mesmo no campo, beneficiamento na indústria, distribuição e 
comercialização. A ciência e tecnologia de alimentos se faz presente em todas as etapas, 
buscando cada vez mais a sustentabilidade na produção desses alimentos. 

A sustentabilidade está em destaque devido a crescente conscientização da população 
por um mundo mais saudável, em que todos buscam qualidade de vida, preservando o 
meio ambiente. Com isso, a sustentabilidade está cada vez mais presente nas indústrias 
alimentícias, adaptando-se a novos processos de produção, utilizando recursos de modo 
racional, usando tecnologias limpas nos processos tecnológicos, produzindo alimentos 
visando o melhor aproveitamento da matéria-prima e a redução de resíduos, preservando 
dessa maneira o meio ambiente.

Com uma temática tão importante o e-book “Sustentabilidade em Ciência e Tecnologia 
de Alimentos” traz 16 artigos científicos com assuntos atuais na área, visando disseminar 
o conhecimento e promover reflexões sobre os temas. Por fim, desejamos a todos uma 
excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera e Natiéli Piovesan
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CAPÍTULO 3

AVALIAÇÃO DE ATIVIDADE BIOLÓGICA IN VITRO 
DE PEPTÍDEOS OBTIDOS A PARTIR DO LEITE 

FERMENTADO POR GRÃOS DE KEFIR

Data de submissão: 27/02/2020

Data de aceite: 28/05/2020
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RESUMO: Além de nutricional, as proteínas 
podem apresentar propriedades biofuncionais 
atribuídas aos peptídeos bioativos que podem 
exercer efeitos benéficos a saúde quando 
liberados. Uma das fontes destes peptídeos são 

os derivados lácteos como o kefir, um tipo de 
leite fermentado. Os grãos de kefir apresentam 
uma microbiota que inclui leveduras, bactérias 
ácido láticas e acéticas envolvidas na matriz 
polissacarídica, o kefirano. A capacidade 
proteolítica desses microrganismos os 
torna potenciais produtores de peptídeos 
bioativos que podem ser liberados durante 
fermentação. Este trabalho teve por objetivo 
realizar a avaliação da atividade antioxidante 
de peptídeos bioativos obtidos do leite ovelha 
fermentado por grãos de kefir. Para isso, o 
leite de ovelhas mestiças da raça Bergamácea 
foi submetido à pasteurização em banho-
maria 65°C por 30 min com agitação manual 
e lenta. Os grãos de kefir foram inoculados 
na concentração de 5% em leite de ovelha 
pasteurizado e a fermentação ocorreu segundo 
as condições da patente BR 1020130158429. 
Após a fermentação, o produto foi dividido em 
duas partes, a primeira foi considerada amostra 
bruta, e a segunda foi submetida ao processo 
de digestão in vitro. Nesse processo foi obtida 
duas frações, gástrica e gastrointestinal de 
acordo com conteúdo utilizado na digestão.  
As frações foram ultrafiltradas para separação 
de peptídeos com massa molar menor que 3 
kDa e estes peptídeos foram avaliados frente 
a atividade antioxidante utilizando a solução 
do radical 2,2′-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfônico. O leite de ovelha fermentado por kefir 



Sustentabilidade em Ciência e Tecnologia de Alimentos Capítulo 3 26

apresentou EC50 10,43 mg/mL. Durante a digestão foi possível observar que os peptídeos 
foram liberados pela ação enzimática, para os peptídeos da fase gástrica apresentam 
inibição de 50 % com 5,04 mg/mL e após completa digestão EC50 2,45 mg/mL, exercendo 
sua ação antioxidante utilizando menor concentração peptídica. Mediante os resultados, a 
ação antioxidante pode ser dependente da fragmentação proteica e concentração do extrato 
peptídico pelo método utilizado. 
PALAVRAS-CHAVE: Antioxidante, Digestão in vitro, Fermentação

IN VITRO EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY FROM FERMENTED MILK 
PEPTIDES FROM KEFIR GRAINS

ABSTRACT: In addition to nutrition, the proteins may have biofunctional properties attributed 
to bioactive peptides that can have a beneficial effect on health when released. One source 
of such peptides are milk derivatives as kefir, a type of fermented milk. Kefir grains have 
a microbiota that includes yeasts, lactic and acetic bacteria applied to the polysaccharide 
matrix, or kefir. The proteolytic capacity these microorganisms makes producers of bioactive 
peptides can be released during fermentation. This work aimed to evaluate the antioxidant 
activity of bioactive peptides obtained from sheep’s milk fermented from kefir grains. For this, 
the milk of Bergamácea sheep was subjected to pasteurization in a 65 ° C water bath for 30 
min with manual and slow agitation. The kefir grains were inoculated at concentration of 5% 
in pasteurized sheep milk and fermented according to patent conditions BR 1020130158429. 
After fermentation, the product was divided in two parts, the first was considered crude 
and second was subjected to digestion process in vitro. In this process, two fractions were 
used, gastric and gastrointestinal according to content used in digestion. The fractions were 
ultrafiltered for selection of peptides with a molar mass less than 3 kDa and these peptides 
were eliminated due to an antioxidant activity uses a solution of radical 2,2′-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic. Kefir fermented sheep’s milk has IC50 10.43 mg / mL. During 
digestion, was possible to observe these peptides were released from enzymatic action, for 
peptides of the gastric phase, 50% inhibition with 5.04 mg / mL and after complete digestion 
IC50 2.45 mg / mL, exercising its action antioxidant lower peptide concentration. Based on 
results, an antioxidant action may be dependent on protein fragmentation and concentration 
of the peptide extract by method used.
KEYWORDS: Antioxidant, In vitro digestion, Fermentation

1 |  INTRODUÇÃO

As proteínas podem apresentar propriedades biofuncionais atribuídas principalmente 
aos peptídeos bioativos, exercendo efeitos benéficos a saúde (HAFEEZ et al., 2014). Uma 
das principais fontes desses peptídeos são os alimentos funcionais, principalmente os de 
origem láctea, destacando o leite de ovelha devido a riqueza  de seus constituintes possuindo 
alto valor nutricional, em comparação com outras espécies domésticas de mamífero, 
apresenta maiores teores de sólidos totais, proteínas, cálcio, ferro, magnésio, zinco, ácidos 
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graxos de cadeia média e curta, ácidos graxos monoinsaturados, ácido linolênico e todos os 
aminoácidos essenciais, lipídios, minerais e vitaminas essenciais como as vitaminas B1, B2, 
B6, B12 e D (BALTHAZAR et al., 2015; MILANI e WENDORFF 2011; RAMOS e JUAREZ, 
2011). Assim este tipo de leite pode ser caracterizado como prospectiva destes peptídeos, 
sendo identificados em hidrolisados de produtos lácteos fermentados (EL-SALAM e EL-
SHIBINY, 2013). Entre os quais estão alimentos fermentados, como queijos, iogurte e kefir 
(DA SILVA et al., 2019). 

As proteínas do leite recebem crescente atenção, pois são frequentemente precursoras 
de diferentes peptídeos bioativos que exercem benefícios à saúde associados com várias 
atividades biológicas incluindo antioxidantes (AGUILAR-TOALA, 2017). Eles são liberados 
por fermentação utilizando microrganismos e/ou enzimas digestivas.  

O kefir é um produto fermentado por seus grãos que são compostos por bactérias ácido 
láticas, ácido acéticas e leveduras. A composição microbiana destes grãos é heterogênea e 
depende de fatores, como por exemplo, a origem dos grãos, a temperatura de crescimento, 
a composição dos gases presentes e outros fatores que influenciam assim no processo de 
formulação e composição do alimento (DE LIMA et al., 2017).

Os peptídeos bioativos derivados de leite fermentado a partir dos grãos de kefir, têm 
potencialmente contribuído para os efeitos benéficos, tais como: antimicrobiano, opióides, 
anti-hipertensivos, antitrombótico e as atividades de imunomodulação (DE LIMA et al., 2018). 
Além de utilizar microrganismos fermentativos, as enzimas proteolíticas, dentre elas as 
digestivas, também são utilizadas com sucesso em processos de hidrólise para auxiliar na 
liberação de peptídeos com atividades biológicas como ação antioxidante (CHOI et al. 2012). 

A capacidade de um antioxidante para remover os radicais livres é determinada por 
fatores, que incluem a reatividade química, a taxa de remoção do composto, o destino 
do produto da reação antioxidante-radical, das interações com outros antioxidantes, da 
concentração e mobilidade no ambiente, da absorção, distribuição, retenção e metabolismo 
do composto (NIKI, 2010).

Os antioxidantes sintéticos são utilizados para retardar a oxidação, no entanto, esses 
produtos podem representar perigo à saúde, como danos ao DNA e toxicidade (CHI et al., 
2015; WANG et al., 2014). Assim, os peptídeos antioxidantes de alimentos são considerados 
compostos seguros e saudáveis, baixo custo e de fácil absorção (SARMADIA e ISMAIL, 
2010).

Neste sentido, o objetivo do presente estudo, foi de avaliar a atividade antioxidante 
de peptídeos de leite de ovelha fermentado por grãos de kefir obtidos antes e após uma 
simulação de digestão in vitro.
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2 |  MATERIAL E MÉTODO

2.1 Leite de Ovelha  

Todas as amostras do leite de ovelhas mestiças da raça Bergamácia foram gentilmente 
cedidas por um criador da cidade de Vitória de Santo Antão- Pernambuco - Brasil. Os animais 
foram ordenhados manualmente e o leite foi imediatamente refrigerado e encaminhado 
para o Laboratório de Tecnologia de Bioativos – LABTECBIO, localizado no Departamento 
de Morfologia e Fisiologia Animal – DMFA – UFRPE/SEDE. A qualidade físico-química e 
microbiológica do leite foi atestada pelo laboratório PROGENE da UFRPE.

2.2 Pasteurização e produção do leite fermentado por grãos de Kefir

Foi utilizada a pasteurização lenta em banho-maria 65°C por 30 min sob agitação 
manual.  Este processo foi seguido de um resfriamento em banho de gelo até a estabilização 
da temperatura em 30°C. Após reativação dos grãos de kefir por 10 dias em leite integral 
UHT, os grãos foram lavados e inoculados na concentração de 5% em leite de ovelha 
pasteurizado, de acordo com a Patente de código: BR 1020130158429.

2.2.1 Processo digestivo in vitro do leite fermentado e extração dos peptídeos 

O processo de digestão in vitro foi executado de acordo com a metodologia descrita em 
KOPF-BOLANZ et al. (2012), com algumas modificações. Para o processo, 2,25 mL do leite 
fermentado foi homogeneizado com 3mL de solução salivar durante 5 min. Em seguida, foi 
adicionado 6 mL de solução gástrica por 120 min e, de forma subsequente, foi adicionado 
6mL de suco pancreático por 60 min, 3mL de suco biliar foi adicionado e o digerido foi 
incubado por mais 60 min. Todas as etapas do experimento foram incubadas em shaker 
a 37°C e 100 rpm. Durante a digestão, a amostra chamada de gástrica foi recolhida com 
120 min e da fase gastrointestinal foi recolhida com 240min, ambas foram imediatamente 
congeladas a -20°C.

2.2.2 Separação dos peptídeos hidrolisados por ultrafiltração

As amostras obtidas após o processo de digestão in vitro foram submetidas a 
ultrafiltração através de uma membrana AMICON (Millipore, Canadá), com porosidade de 3 
kDa, estes hidrolisados foram centrifugados a 7000 xg durante 40 minutos (BEZERRA et al. 
2013). Apenas as frações menores que 3 kDa foram avaliadas quanto sua ação antioxidante.

2.3  Avaliação da atividade antioxidante por ABTS

O método antioxidante foi determinado pelo ensaio de descoloração, como descrito 
por RE et al. (1999) o cátion do radical 2,2′-Azino-bis (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) 
(ABTS • +) foi produzido misturando a solução mãe ABTS 7 mM com persulfato de potássio 
140 mM e mantendo a mistura no escuro por 12–16 h antes do uso. A solução foi então 
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diluída em álcool PA para atingir um valor de absorbância de 0,70 ± 0,02 a 734 nm. O 
Trolox (6-hidroxi-2, ácido 5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico, da Sigma- Aldrich, Alemanha) 
foi utilizado como padrão de referência. Os valores foram expressos em EC50, que se 
caracteriza como a concentração mínima para inibir 50 % da atividade.

3 |  RESULTADO E DISCUSSÃO

As amostras de todos os extratos peptídicos obtidos do leite de ovelha fermentado por 
kefi r após digestão in vitro apresentaram atividade antioxidante (Tabela 1).

Após o processo fermentativo por grãos de Kefi r, os extratos apresentaram uma taxa 
de atividade antioxidante de EC50 10,43 mg/mL. Entretanto, após a simulação de digestão 
in vitro, a atividade antioxidante aumentou, apresentando os melhores resultados durante a 
fase gástrica com EC50 5,04 mg/mL e a fase gastrointestinal com EC50 2,45 (Tabela 1). 

Os resultados expostos acima estão de acordo com outros estudos utilizando diferentes 
lácteos. VIRTANEN et al. (2007) utilizando leite bovino fermentado observaram melhor 
atividade antioxidante por eliminação de radicais com ABTS, associado à proteólise por 
diferentes cepas de bactérias ácido lácticas: Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, 
Lactobacillus jensenii (ATCC 25258), Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356) e o kefi r. ASPRI 
et al., (2018) analisaram leite de jumenta fermentado por Enterococcus faecium DM18 
e digerido, obtiveram ação antioxidante gradual, com melhor eliminação de radical após 
digestão in vitro.

EC50: concentração mínima para inibir 50 % da atividade. mg/mL: miligrama por mililitro da amostra. ABTS: radical 
2,2′-Azino-bis (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico)

Tabela 1 - Atividade antioxidante por ABTS de peptídeos de leite de ovelha fermentado por grãos de 
kefi r obtidos antes e após simulação de digestão in vitro

Além de trabalhos que utilizaram peptídeos a partir de leite de cabra. ESPEJO-CARPIO 
et al. (2016), encontraram peptídeos a partir da digestão in vitro de leite de cabra UHT 
comercial durante a fase gástrica e gastrointestinal, respectivamente com resultados de 
atividades antioxidantes de EC50 3,78 mg/mL, 3,04 mg/mL e 1,39 mg/mL. Apresentando 
comportamento semelhante ao do leite de ovelha fermentado por kefi r durante o processo 
de digestão in vitro.
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LI et al. (2013) utilizando caseína do leite de cabra com EC50 71,251 ± 2,747, já 
após a hidrólise por proteases alcalinas diminuiu a concentração do extrato para EC50 
0,449 ± 0,027, demonstrando que após a hidrólise ocorre uma melhor ação antioxidante 
diminuindo a concentração do extrato necessário para inibir 50 % da atividade, igualmente 
quando comparado a fase gastrointestinal do nosso trabalho.

4 |  CONCLUSÃO 

O leite de ovelha in natura já possui propriedades nutricionais relevantes quando 
comparado aos outros leites, e quando é fermentado por grãos de kefir apresenta também 
atividade antioxidante, sendo ainda maior após passar pelo sistema digestório. Sendo assim, 
e de acordo com resultados aqui apresentados podemos concluir que o leite de ovelha 
fermentado por grãos de kefir e digerido pode beneficiar a saúde do consumidor.
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