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APRESENTACAO

A colecédo “Ciéncias da Saude no Brasil: Impasses e Desafios” € uma coletanea
composta de nove obras, que tem no seu nono volume uma variedade de assuntos
relaciondos a saude, teremos por exemplo a tematica Educacéo e salde, com os capitulos:
- Avaliagéo antropométrica de criangas em escolas publicas do municipio de Wenceslau
Braz; - A educagé@o em saude aplicada na cobertura vacinal em criancas de 0 a 5 anos; -
Educacé@o em saude sobre otite média na infancia em uma Unidade Basica de Saude.

Nessa edi¢ao teremos também capitulos que apresentardo estudos sobre a saude
do idoso e da pressoa com deficiéncia, que serdo os capitulos: - Automedicacdo em
idosos; - mudancas biolégicas na fase idosa e suas consequéncias; - A fisiopatologia da
Doenca de Alzheimer e a interagdo do aluminio em sua génese; - Doencga de Alzheimer
enquanto responsabilizacao familiar e o predominio de mulheres no cuidado da pessoa
idosa; - Influéncia do protocolo Pediasuit e Therasuit em criangas com Paralisia Cerebral;
- Microcefalia e Politicas publicas: desafio e necessidade; - Avaliagdo da independéncia
funcional em amputados de membro inferior; - Agcbes em saude para pessoas com
deficiéncia; - Anatomia com as maos: apresentacao do corpo humano para a comunidade
surda; - Protocolos fisioterapéuticos na reabilitacdo motora em criangas Sindrome de
Down; - Avaliagao do pico de crescimento de individuos com Sindrome de Down por meio
da anélise de curva de crescimento em radiografias carpais.

Essa obra também oportuniza leituras sobre: - Atuacéo do enfermeiro(a) na atencao
primaria a saude frente ao cuidado a usuarios com HIV/AIDS; - Impactos sociais da
extracdo de rochas ornamentais na saude do trabalhador; - As consequéncias psicologicas
da alienagao parental; - A enfermagem no cuidado a crianga vitima de violéncia doméstica;
- O impacto na saude mental de criangas em eventos pos-traumaticos; - Os indices de VO2
como componente de avaliacdo da aptidao fisica.

E ainda dando continuidade, seréo descritos estudos sobre a interferéncia do meio
ambiente na saude, enfocando: a interface do meio ambiente com a saude contrapondo
a medicamentalizagcdo do processo de saude, - Estudo sobre constru¢cbes as margens
do Acude Ayres de Sousa e 0s riscos que elas acarretam para seus habitantes e para o
préprio acude, - Zooterapia , que € a utilizagdo de animais como abordagem terapéutica em
humanos, - Biopeptideos na satde humana: obtencdo dos hidrolisados utilizando plasma
suino e protease neutra e os Pesticidas e o seu ciclo no meio ambiente.

Deste modo a obra “Ciéncias da Saude no Brasil: Impasses e Desafios” apresenta
estudos, discussoes, revisoes, relatos de experiéncias obtidos pelos diversos professores
e académicos, que desenvolveram seus trabalhos de maneira concisa e didatica. Sabemos
0 quéo importante é a divulgagao cientifica, por isso evidenciamos também a estrutura
da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes
pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Isabelle Cerqueira Sousa
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RESUMO: Hidrolisados de proteinas apresentam
bioatividades que podem ser benéficas a
salde humana, dentre elas as atividades
antioxidante, antidiabética e anti-hipertensiva.
Para a obtenc@o dos hidrolisados, a hidrélise
enzimatica é uma alternativa promissora
devido a especificidade e controle das reagoes.
No presente estudo, realizou-se a hidrélise
da proteina de plasma suino (PS) com uma
protease neutra (Flavourzyme®), utilizando-se
a metodologia de superficie de resposta (MSR).
Para tanto, avaliou-se influéncia de trés variaveis
independentes (temperatura, de hidrolise, pH e
agitacéo) no grau de hidrélise (GH), através de
um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), totalizando 17 experimentos, e triplicata
do ponto central. O tempo de reacéo foi fixado
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em 120 minutos. Os resultados mostraram que
as variaveis investigadas nao foram significativas
ao nivel de 95%, para a geragédo de um modelo
matematico. Devido aos resultados obtidos néo
apresentarem um bom ajuste, ndo foi possivel
encontrar um ponto étimo para esse processo,
ou seja, prever quais as melhores condicbes de
temperatura, pH e agitacdo, para a hidrélise de
plasma suino pelo método de analise estudado,
sugerindo-se o estudo de outras condicdes e/ou
aplicando o método da hidrolise combinada de
mais proteases, e por conseguinte o estudo das
bioatividades dos hidrolisados obtidos.
PALAVRAS-CHAVE: Exopeptidase. Condi¢des
de hidrolise. Hidrolisados proteicos.

BIOPEPTIDES AT HUMAN HEALTHY:
OBTENTION OF HYDROLYSATES
USING SWINE PLASMA AND NEUTRAL
PROTEASE

ABSTRACT: Hydrolysates protein presents
bioactivities that is beneficial to human healthy, as
antioxidant activity, antidiabetic, antihypertensive.
To the obtention of the hydrolysates, enzymatic
hydrolysis is a promising alternative due to
its specificity and reactions control. In the
present study, realized the hydrolysis of swine
plasma protein (PS) with a neutral protease
(Flavourzyme®), using response surface
methodology (MSR). Therefore, the influence of
three independent variables in hydrolysis degree
(GH) was evaluated (hydrolysis temperature, pH
and shaking) through a central composite design
(DCCR), totalizing 17 experiments, and a triplicate
of the central point. The time of reaction was
fixed as 120 minutes. The results showed that the
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variables investigated did not were significant at 95% confidence level to the generation of a
mathematic model. As the result obtained did not present a good fit, it was not possible find
the best point to this process and predict what is the best conditions of temperature, pH and
shaking, to the swine plasma hydrolysis by the studied method, suggesting the study of more
conditions and/or applicating the method of combining hydrolysis of more proteases, and
therefore the study of the hydrolysates bioactivities obtained.

KEYWORDS: Exopeptidase. Hydrolysis conditions. Protein hydrolysates.

11 INTRODUGAO

A hidrélise enzimética € um método simples de obtencdo de peptideos, devido
suas condi¢cdes brandas de processo, formagédo de poucos subprodutos e facil controle
de reagéo. Esta reacdo permite a melhoria de propriedades funcionais das proteinas (Liu
et al.,, 2019), mas também permite obter peptideos bioativos com potenciais biol6gicos
mais expressivos que a proteina intacta. Estes peptideos sdo pequenas sequéncias de,
aproximadamente, 2 a 20 residuos de aminoacidos que podem promover beneficios para
a salde humana através de atividades antitrombotica, antimicrobiana, imunomoduladoras,
opioide, anti-hipertensiva, inibidores da enzima conversora da angiotensina |, antioxidante,
bem como promover a melhoria da absor¢éo e biodisponibilidade de minerais, com potencial
para desenvolvimento de alimentos funcionais, nutracéuticos e farmacos ((M. Chalamaiah
et al., 2015, Bah et al., 2016).

O sangue suino é considerado um subproduto agroindustrial, sendo que a maior
parte proveniente dos frigorificos € descartada e, se o descarte for de forma inadequada,
gerar contaminac¢do ambientais. Todavia esse material pode ser reaproveitado, devido seu
alto valor nutricional, as fracdes do sangue séo altamente proteicas, o plasma sanguineo
suino é constituido por albumina, globulina e fibrinogénio (Davila et al., 2007; Niu et al.,
2018) e apresenta potencial aplicacao para obtencao de peptideos bioativos e incremento
de propriedades funcionais. Para que estes peptideos possam ser obtidos, utilizam-se
proteases.

A Flavourzyme® é um complexo de proteases flungicas produzidas pela fermentagéo
submersa de uma linhagem selecionada de Aspergillus oryzae (Kristinsson & Rasco,
2000a), podendo ser empregada para protedlise do plasma sanguineo suino. Seu pH e
temperatura de maxima atividade é de 7 e 50°C, respectivamente. A mistura de proteases
da Flavourzyme®, contém endo e exopeptidases, que liberam aminoacidos N-terminais,
sendo preferencialmente liberada a leucina, como também outros aminoéacidos incluindo
prolina (Nchienzia et al., 2010).

A reacao de hidrolise enzimatica é realizada para cada situacao sobre especificas
condi¢des de pH e temperatura mantendo assim, a atividade da protease, além desses
outros parametros devem ser estudados e avaliados para obter a melhor combinagéo de

condig¢des para nao afetar os potenciais bioativos e funcionais. Entre eles estdo a protease
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escolhida, a propor¢éo enzima substrato (E/S) e o tempo de hidrélise (Bah et al., 2016).

O estudo dos par@metros reacionais através de métodos convencionais requer
grandes numeros de experimentos, devidos aos fatores combinatérios, além de consumir
grande tempo devido a necessidade de fixacdo de uma varidvel por vez, gerando uma
grande interagdo de experimentos. Sendo assim a andlise de variaveis fisicas e quimicas
podem ser realizadas com uma otimizacao estatistica multiresposta pela metodologia de
superficie de resposta (MSR) permitindo obter as melhores condi¢des de grau de hidrélise
para posterior analise dos potenciais funcionais e bioativos (Rodriguez-Nogales et al.,
2007).

O objetivo do trabalho foi avaliar a producéo de hidrolisado proteico proveniente de
plasma suino utilizando no processo a enzima Flavourzyme®, utilizando a metodologia de
superficie de resposta e tendo como resposta do processo o grau de hidrélise.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

O plasma suino (OS) desidratado foi fornecido pela empresa APC do Brasil e
protease de Aspergillus oryae (Flavourzyme®) foi adquirida da Sigma-Aldrich. Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich) e os demais reagentes quimicos utilizados neste estudo foram
de grau analitico.

2.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Para verificacdo da influéncia da temperatura, pH e agitacéo sobre a hidrélise do
PS, utilizou-se um DCCR com 17 experimentos (Tabela 1), sendo uma triplicata do ponto
central. A resposta foi o grau de hidrélise (GH).

Niveis
-a |-10 |00 10 |[+a
Temperatura (°C) 45 |47 50 53 55

Variaveis

pH 62 |65 |70 75 |7.8
Agitacdo (om) 83 | 100 | 125 150 | 167
a=168

Tabelal - Variaveis e niveis do Delineamento Composto Central Rotacional utilizado na
hidrélise do plasma suino pela Flavourzyme®.

2.3 Hidrodlise do plasma suino

Para a realizagdo da hidrélise do plasma suino pela Flavourzyme®, utilizou-se a
relacdo substrato/tampao (S/T) de 5% em relacdo a proteina total presente na amostra
(82,44%). O substrato e o tampao Tris-HCI, que foram previamente homogeneizados em um
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Erlenmeyer de 125 mL. A enzima (4%) foi acrescida e o meio reacional colocado em banho
termostatizado nas condi¢des estabelecidas no DCCR. Durante a hidrolise, amostras foram
coletadas aos 15, 30, 60, 90 e 120 min. Todos os hidrolisados coletados foram filtrados em
papel filtro Whatmann n’1 para posterior determinacdo do GH.

2.4 Determinacao do grau de hidrélise (GH)

O GH do plasma suino hidrolisado foi determinado segundo o método Hoyle; Mettitt
(1994). Uma aliquota de 1 mL do hidrolisado foi coletado e misturado com 1 mL de &cido
tricloroacético (TCA) a 20%. A mistura foi centrifugada, e a proteina soluvel em TCA a 10%
do sobrenadante foi medido utilizando o método de Lowry et al. (1951). O GH foi expresso
como percentagem de proteinas soluveis no TCA em relagcdo a quantidade de proteina
inicial total, segundo a Equagéo 1. A concentracdo de proteinas foi expressa em mg de
albumina bovina, através de leitura em espectrofotébmetro a 660 nm.

Proteina Soliivel em TCA 10%
»*100

GH (%) =
%) Proteina Total da Amostra

Eq.1

2.5 Analise estatistica

O Software Statistica® 10.0, foi usado para a analise estatistica dos dados

experimentais.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta os resultados correspondentes aos experimentos do DCCR
para o GH.
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Ensaios T(°C) pH Agitacdo GH (%)

1 47 6,5 100 10,82
2 47 6,5 150 9,88
3 47 7.5 100 Fiao
4 47 7.5 150 6,98
5 53 6,5 100 9,75
6 53 6,5 150 10,77
7 53 7.5 100 T
8 53 7,5 150 8,66
9 45 7 125 7,26
10 55 7 125 10,87
11 50 6,2 125 9,98
12 50 7.8 125 10,54
13 50 7 83 9,85
14 50 7 167 10,54
15 50 7 125 10,11
16 50 7 125 9,72
17 50 7 125 9,75

Tabela 2 — Resultados do grau de hidrélise do Delineamento Composto Central Rotacional
utilizado para a hidrélise do plasma suino pela Flavourzyme®.

O GH apresentou uma variag¢ao de 7,26% a 10,87%. Observou-se que nos niveis
—-1,68 e +1,68, para a temperatura (ensaios 9 e 10, respectivamente), fixando o pH e a
agitacao em seus valores centrais, foram obtidos 0 menor e o maior valor de GH.

Hidrolisados proteicos foram obtidos no estudo de Sbroggio et al. (2016), a partir de
okara utilizando Flavourzyme®, nas condi¢cdes de 50°C e pH 7 em 110 min de hidrdlise.
O GH obtido foi 1,45%, 2,9%, 4,35% e 5,8% em 5, 15, 40 e 110 min, respectivamente.
Resultados esses menores que o encontrado no estudo, porém ambos os resultados foram
baixos quando se observa o uso do mesmo substrato e outras enzimas. Okara também foi
hidrolisada com Alcalase® e apresentou GH de 8,4% para em 5 min, 16,8% para 25 min,
25,2% em 75 min e 33,6 em 180 min de reagao de hidrolise. De acordo com Klompong
et al. (2007), geralmente as proteases alcalinas exibem atividades mais altas do que as
proteases acidas ou neutras, como Flavourzyme®. Hidrolise de proteina muscular de
salmao do Atlantico (Salmo salar) por Flavourzyme® foi realizada e o GH obtido para os
tempos de 60, 120 e 180 min foram de 5,17%, 6,64% e 7,45% respectivamente (Kristinsson
& Rasco, 2000b). Corolase 7089® (endoproteinase de Bacillus subtilis) também foi utilizada
para hidrolisar o mesmo substrato e apresentou GH de 13,03% em 120 min de reagéo.

O tratamento estatistico dos dados obtidos permitiu a anélise dos efeitos das
variaveis, assim como as suas interacoes em relacéo ao GH, para um nivel de confianca
de 95%. Tais efeitos podem ser visualizados na Tabela 3.
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Fator (R30eEC|er1te de Erro padrdo | t-valor p-valor
egresséo

Intercesséo 99118 0,1229 80,6528 0,0002
Temperatura (L)~ 1,1166 0,1154 96738 0,0105
Temperatura (Q)* -0,9172 0,1270 -7,2193 0,0187
pH (L)* -1,3407 0,1154 -11,6157 0,0073
pH (Q) -0,0720 0,1270 -0,5666 0,6281
Agitacao (L) 0,2026 0,1154 1,7555 0,2213
Agitacao (Q) -0,1169 0,1270 -0,9204 0,4545
Temperatura X pH 0,4768 0,1508 3,1618 0,0872
Temperatura X

Agitacio* 0,8964 0,1508 59442 0,0272
pH X Agitagdo 0,0191 0,1508 0,1265 0,9109

*Fator de significancia (p<0,05) (L):linear (Q): quadratico

Tabela 3 - Efeitos estimados para o grau de hidrélise de plasma suino utilizando a enzima
Flavourzyme®.

Pode-se observar que somente as variaveis da temperatura (L) e (Q), pH (L),
interacéo entre temperatura X agitagcdo e temperatura X pH apresentaram uma influéncia
significativa nas faixas estudas no processo, sendo que a agitacdo nao apresentou um
efeito significativo. A Figura 1 apresenta graficamente os efeitos obtidos das variaveis
estudadas no GH.

ikl '_1 i
(TPCHL, '..9,573794
TECHO,

1Lby2L
(2\Agitagdoll)
Agitacio(Q)
pHIQ)

ZLbyaL

Figura 1 — Diagrama de Pareto, andlise das variaveis do ensaio com a enzima Flavourzyme®.

|—7.21 931

|5.944201

2161809
1. 755537
-9204486
-.566578
1264724

p=.05

Standardized Effect Estimate (Absclute Value)

Para verificagdo do modelo matematico realizou-se uma analise de variancia (Tabela

4) com os valores de GH obtidos com a Flavourzyme® para plasma suino considerando

somente os efeitos significativos.
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Fonte de Soma dos Graus de Meédia dos F
variacéo quadrados liberdade quadrados calculado
_Regresséo 14,4900 4 3,6225 2,88
Falta de
Ajuste 12,1021 10 1,2102
Erro puro 0,0910 2 0,0455
Total 26,6830 18
Fo.os:4.12 (F tabelado) = 3,26 RZ =0,5430

Tabela 4 - Andlise de variancia dos valores de GH obtidos com a enzima Flavourzyme® a um
nivel de confianca de 95%.

A Tabela 4 mostra um valor de F calculado menor que o tabelado, podendo

afirmar-se que o modelo nédo é suficientemente confiavel para predizer o GH de qualquer

combinacdo das variaveis independentes nos niveis estudados. O baixo valor do coeficiente

de determinacé&o demonstra baixa correlacdo entre os dados obtidos, evidenciando que

Flavourzyme® néo possui boa afinidade com o substrato utilizado. Mesmo sem a geragéo de

um modelo, a construgcdo da superficie de resposta foi realizada, permitindo a visualizagédo

do comportamento do hidrolisado enzimatico de plasma suino com a Flavourzyme® em

funcao das variaveis que apresentaram influéncia significativa sobre a variavel dependente,

GH, demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Superficie de resposta do efeito combinado da temperatura da enzima Flavourzyme®

e do pH em fungéo do grau de hidrolise.
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Para o hidrolisado enzimatico de PS foi observado que em pHs abaixo de 6,5 e em

temperatura mais branda (50°C), pode-se potencializar o GH. Alguns autores relatam quem

a Flavourzyme® é uma enzima que precisa de tempo maior para atingir o GH desejado e

que hidrolisa em temperaturas mais brandas quando comparada a outras enzimas (Santos
et al., 2009; Schmidt & Salas-Mellado, 2009).
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Nchienzia; Morawicki; Gadang, 2010, verificaram a eficacia da hidrélise enzimatica
com farinha de aves, utilizando a combinagdo de endo e exopeptidases industriais. O
maior GH (11,13%) foi obtido com Alcalase® e Flavourzyme® adicionados sequencialmente
e menor com Flavourzyme® (2,5%). Uma alternativa para o aumento no GH é utilizar
combinacdes de enzimas. A associacdo de Alcalase® e Flavourzyme® teve o beneficio
da acédo de uma endopeptidase combinada com a capacidade de uma exopeptidase. Ao
se iniciar a hidrélise com Alcalase®, atinge-se a pré-digestdo, que aumenta o nimero de
locais do terminal N disponiveis para a agéo da exopeptidase (Flavourzyme®). Misturas de
endo e exopeptidases sdo frequentemente preferidas porque enzimas Unicas ndo podem
produzir um hidrolisado com peptideos pequenos em um curto periodo de tempo reacional
(Adler-Nissen, 1979)reproducible and generally applicable procedure for determining
the degree of hydrolysis of food protein hydrolysates has been developed. The protein
hydrolysate is dissolved/dispersed in hot 1% sodium dodecyl sulfate to a concentration of
0.25-2.5 X amino equivalents/L. A sample solution (0.250 mL.

41 CONCLUSOES

Os hidrolisados de plasma suino obtidos com uso de Flavourzyme®, nas condi¢des
testadas, apresentaram baixos valores de GH, ressaltando a necessidade de um estudo
subsequente de otimizagéo de variaveis de processo bem como e a utilizacdo de outras
proteases. Contudo cabe ressaltar que o grau de hidrolise baixo ndo evidencia a auséncia
de peptideos sem nenhuma atividade bioldgica, sendo necessaria o estudo da sequéncia
dos aminoacidos constituintes e a determinacao das atividades biologicas dos hidrolisados
obtidos.
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