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PEPTIDEOS BIOATIVOS OBTIDOS POR HIDROLISE DE PROTEINA DE SORO DE
LEITE BOVINO MEDIADA POR PROTEASES DE Lysobacter sp. A03

Gersi Cristina Lunar Millan

Orientador: Adriano Brandelli

Resumo

Diversas atividades biolégicas tem sido relacionadas a peptideos derivados de proteinas
alimentares. Por meio da hidrélise proteica mediada por enzimas proteoliticas, essas
sequencias criptografadas dentro da sequéncia peptidica, podem ser liberadas em
sequencias mais curtas e exercer diversas atividades biologicas que podem ser Uteis ha
conservacao de alimentos e como compostos nutracéuticos. Neste estudo, hidrolisados
de soro de leite bovino foram obtidos utilizando proteases de Lysobacter sp. A03, um
microrganismo psicrotolerante da Antartida isolado de penas de pinguim. A partir dos
hidrolisados obtidos, foram estudadas diferentes atividades biol6gicas como a atividade
antioxidante pelos métodos ABTS (radical 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)), DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), TBARS e capacidade quelante de ferro
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil), a atividade anti-hipertensiva (inibicdo da enzima conversora
de angiotensina-l (ECA)) e atividade antimicrobiana contra as bactérias Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica sv. Enteritidis e
Escherichia coli. Os hidrolisados de soro de leite obtidos no tempo de 4 horas duplicaram
suas atividades de ABTS e DPPH, alcancando valores de 46,60 + 0,75% e 11,20 +
1,37%, respectivamente. A capacidade quelante de ferro foi elevada para o soro nao
hidrolisado 69,10 + 0,65% ndo havendo aumento significativas ao longo do tempo de
hidrélise, sendo o valor mais alto obtido de 70,78 + 0,09% em 3 h. Os valores de TBARS
também foram similares, ndo ocorrendo aumento ao longo do tempo de hidrdlise. Na
atividade de inibicdo da ECA, houve um aumento significativo da atividade inicial (soro
nao hidrolisado), sendo o hidrolisado obtido em 2 h que apresentou maior inibicdo 91,16
+ 6,69%. Para a atividade antimicrobiana, ndo foi verificada atividade nos hidrolisados
contra as cepas bacterianas estudadas. Os resultados do estudo indicam o potencial de
proteases de Lysobacter AO3 para producdo de hidrolisados proteicos com atividade
antioxidante e anti-hipertensiva.

Palabras chaves: Soro de leite; protease microbiana psicrotolerante; hidrolisado de
proteina; peptideo bioativo; atividade antioxidante; atividade anti-hipertensiva



BIOACTIVE PEPTIDES OBTAINED BY HYDROLYSIS OF BOVINE WHEY
PROTEINS USING Lysobacter sp AO3 PROTEASES

Gersi Cristina Lunar Millan

Orientador: Adriano Brandelli

ABSTRACT

Several biological activities have been related to peptides derived from food proteins.
Through protein hydrolysis mediated by proteolytic enzymes, these sequences,
encrypted within the peptide sequence, can be released in shorter sequences, and exert
several biological activities that can be useful in food preservation and as nutraceutical
compounds. In this study, bovine whey hydrolysates were selected using proteases from
Lysobacter sp. A03, a psychrotolerant microorganism from Antarctica isolated from
penguin feathers. From the hydrolysates, different biological activities were studied such
as the antioxidant activity by ABTS (radical 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)), DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), TBARS and iron chelating capacity
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), an antihypertensive activity (inhibition of the angiotensin-
I-converting enzyme (ACE)) and antimicrobial activity against the bacteria Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica sv. Enteritidis and
Escherichia coli. The whey hydrolysates after 4 hours doubled their ABTS and DPPH
activities, reaching values of 46.60 £ 0.75% and 11.20 + 1.37%, respectively. The iron
chelating capacity was high for non-hydrolyzed serum 69.10 + 0.65%, with no significant
increase over the hydrolysis time, the highest value being 70.78 £ 0.09% in 3 h. TBARS
values were also similar, with no increase over the hydrolysis time. In the activity of ACE
inhibition, there was a significant increase in the initial activity (non-hydrolyzed serum),
with the hydrolysate recorded in 2 h which presented greater inhibition 91.16 + 6.69%.
For the antimicrobial activity, the hydrolysates did not present any activity against the
bacterial strains studied. The results of the study indicate the potential of Lysobacter A03
proteases to produce protein hydrolysates with antioxidant and antihypertensive activity.

Keywords: whey; psychrotolerant microbial protease; protein hydrolysate; bioactive
peptide; antioxidant activity; antinypertensive activity
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1 INTRODUCAO

Existe um crescente interesse no estudo de peptideos bioativos, 0s quais sao
compostos de sequéncias curtas de aproximadamente 2-20 aminoacidos geradas por
hidrélise enzimética ou quimica, que tem a capacidade de produzir efeitos benéficos
sobre a saude. Estes peptideos se encontram formando parte da sequéncia do
polipeptidio nativo dentro das proteinas em alimentos, nos quais ndo apresentam
atividade biolégica e séo inativos. Os peptideos séo liberados por hidrolise podendo
aportar beneficios para a saude por certas propriedades biolégicas como atividade

antioxidante, antimicrobiana, anti-hipertensiva, entre outras.

A obtencédo destes peptideos pode ser feita por enzimas proteoliticas derivadas
de diferentes fontes como animal, vegetal e microbiana. As enzimas de origem
microbiana sdo as mais utilizadas por seu maior rendimento, sendo economicamente
mais vantajoso, além de sua ampla diversidade bioquimica e facilidade de manipulacao
genética. As proteases microbianas tém sido utilizadas como biocatalizadores para a

producéo de hidrolisados de proteinas.

Nos ultimos anos diversos estudos tém demonstrado as vantagens de usar
enzimas isoladas de microrganismos que habitam ambientes de temperaturas baixas
como as regides polares, as profundidades dos oceanos e altas altitudes (CAVICCHIOLI,
2016). Recentemente pesquisas com a cepa psicrotolerante Lysobacter sp. A03, isolada
de penas de pinguim na Antartida, demonstraram sua capacidade proteolitica. Esta cepa
€ capaz de produzir uma grande variedade de enzimas proteoliticas, apresentando
atividades caseinolitica e queratinolitica em extratos enzimaticos nas temperaturas
méximas entre 15 e 20 °C (PEREIRA et al., 2015).

Algumas das fontes mais utilizadas para a producéo de hidrolisados e obtencéao
de peptideos bioativos, sdo proteinas derivadas do leite como as caseinas e proteinas
do soro. Estas proteinas podem ser hidrolisadas por diversas proteases, gerando
peptideos, os quais podem desenvolver uma série de atividades fisiol6gicas, como
eliminacdo de radicais livres, complexacdo de ions metdlicos, redugcdo de pressao

arterial, atividade antimicrobiana, antifingica, entre outras.
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O soro corresponde a fracdo liquida que resulta da coagulacéo e eliminagdo da
caseina durante a fabricacdo de queijo. Este subproduto no passado era visto como um
contaminante, mas com o0 tempo, novas pesquisas e inovacdes tem revelado suas
propriedades funcionais e bioativas. A partir deste subproduto e o uso de varias enzimas
proteoliticas é possivel obter uma diversidade de hidrolisados bioativos (BRANDELLI;
DAROIT; CORREA, 2015). Algumas evidéncias sustentam a teoria de que as proteinas
do leite, incluindo as proteinas do soro, além de seu alto valor biolégico, possuem
peptideos bioativos, que atuam como agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos,
reguladores da fung¢édo imune, assim como fatores de crescimento. Assim, 0 soro do leite
bovino € uma excelente fonte para producao de hidrolisados proteicos com possibilidade
de aplicacdo como ingredientes funcionais (ANTUNES, 2003).

Sao necesséarias pesquisas mais detalhadas para fornecer um melhor
conhecimento sobre o soro, e a necessidade de encontrar novas fontes proteoliticas,
pois a maioria dos estudos usa proteases convencionais. Até 0 momento existem poucos
estudos relacionados com a obtencdo de enzimas proteoliticas de microrganismos
psicrotolerantes como Lysobacter sp. A03 a partir de soro de leite, convertendo-se em
uma necessidade para obtencdo de novas fontes enziméticas biotecnologicamente

relevantes e outros compostos de grande importancia.

Os resultados obtidos do presente trabalho fornecem novas informagdes para
direcionar futuros estudos sobre peptideos com atividades bioldgicas, que trazem grande
protencial para a conservacdo de alimentos e na saude, assim como também o estudo
de novas enzimas proteoliticas, produzidas por bactérias psicrotolerantes como a
Lysobacter sp. A03, que podem ter impacto para o desenvolvimento de novas pesquisas
e obtencao produtos de grande beneficio.
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral
Estudar a atividade biol6gica dos peptideos obtidos através da hidrélise de proteina
de soro de leite bovino pela acédo da bactéria Lysobacter sp. A03.

2.1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os peptideos obtidos a partir da hidrélise enzimética da proteina do
soro do leite bovino;

e Avaliar a capacidade antioxidante dos peptideos obtidos por hidrélise de proteina;

e Determinar a capacidade antimicrobiana dos peptideos obtidos por hidrolise;

e Determinar a capacidade anti-hipertensiva dos peptideos obtidos por hidrolise;

e Analisar os hidrolisados com maior atividade bioativa em UPLC-massas;

e Comparar atividades bioativas obtidas na hidrolise de soro de leite com proteases
de A03, com atividades bioativas obtidas na hidrolise In silico usando a base de
dados BIOPEP;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soro de leite

A producéo mundial do leite para o0 ano 2020 foi de 532.300 milhdes de litros (FAO,
EMBRAPA 2021). O Brasil uma producao de mais de 35.000 milhdes de litros, dos quais
mais de 25.522 milhdes de litros foram inspecionados para a industria, e desses 8.746
milhdes de litros foram destinados para a producdo de queijo, e com isso gerando
também grandes quantidades de soro de leite (EMBRAPA, 2021).

O soro de leite ou soro de queijo foi considerado por muito tempo o poluente mais
importante das aguas residuais da industria de lacticinios, devido ao grande volume
gerado e por seu elevado teor de matéria organica (WALZEM; DILLARD; GERMAN,
2002). O soro ao ser descartado de maneira inadequada, leva a grandes danos ao meio
ambiente como, alta demanda de oxigénio, impermeabilizacdo, eutrofizacdo e toxidade
(MANN et al., 2019). Em um estudo recente (TRINDADE et al., 2019) foram estudadas
100 industrias de lacticinios, principalmente das regides sudeste e do sul do Brasil, onde
se encontrou que 28.207 de litros eram produzidos por dia, dos quais 5.782 litros foram
de soro. Quanto ao soro de leite gerado, 67% das industrias mencionaram que o soro foi
totalmente utilizado para outros produtos, outros 13% relataram fazer um uso parcial do
soro, e 27% das industrias pesquisadas relatou ndo usar o soro de leite para fazer novos
produtos descartando um total do soro produzido de 4.208 litros por dia em sistema de

efluentes.

O soro de leite também denominado soro de queijo é uma fracdo remanescente
da fabricacao do queijo, que pode ocorrer pela coagulacao acida ou pelo uso de enzimas
o qual quebra o sistema coloidal do leite em duas fra¢cdes: uma fracdo solida e uma
fracdo liquida. A sdlida que corresponde a caseina coagulada € usada na producao de
gueijos (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002), esta constituida por proteinas insollveis
e lipidios. Na fracdo liquida que corresponde ao soro de leite se encontram os demais
componentes nutricionais que nao foram incluidos na coagulacéo do leite. A fracdo do

soro do leite tem componentes como lactose, aminoacidos, proteinas, peptideos,
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pequenos fragmentos de caseina, residuos de gordura do leite, sais minerais (OLIVEIRA,
2003) e compostos bioldgicos e funcionais. O soro representa cerca de 85-90% do
volume e retém ao redor de 55% dos nutrientes do leite (SISO, 1996). Das proteinas do
leite cerca de 80% correspondem as caseinas (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002) e
20% a proteinas do soro (JOVANOVIC; BARAC; MACEJ, 2005).

As proteinas que constituem o soro de leite tém estrutura globular com algumas
ligacdes dissulfeto que fornecem certo grau de estabilidade (CORREA, 2013) sendo as
principais B-lactoglobulina e a-lactoalbumina correspondentes a cerca de 70-80% das
proteinas totais. Aparecem em menor propor¢cao imunoglobulinas, albumina, lisozima,
lipase, lactoferrina e xantina oxidase (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).

O valor biolégico das proteinas do soro é alta quando comparada com outras
proteinas de grau alimentar por seu grande conteudo de aminoacidos essenciais,
especialmente de cadeia ramificada (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002). Todas as
propriedades funcionais e bioativas do soro de leite tém feito com que a percepc¢éo do
soro como poluente tenha mudado ao longo do tempo, sendo considerado agora como
um coproduto na fabricacdo do queijo (BOER, 2014; SMITHERS, 2008).

3.2 Proteases microbianas

As proteases se definem como um tipo de enzimas que hidrolisam ligacdes
peptidicas em proteinas, pode ser classificadas em endo ou exopeptidases, dependendo
da posicao do clivagem na cadeia polipeptidica, em relacéo ao pH de atividade (acidas,
alcalinas ou neutras), ou em relacdo ao sitio ativo ou catalitico onde as mais
referenciadas na bibliografia sdo serina, cisteina, aspartil, treonina e metaloproteases
(RAO et al., 1998).

Os microrganismos geralmente sdo bons produtores de proteases e também a
principal fonte de isolamento de enzimas (DOS SANTOS AGUILAR; SATO, 2018;

LAXMAN et al., 2005) sendo as bactérias e os fungos os principais produtores de
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proteases comerciais devido a facilidade de cultivo e obtencdo de maior quantidade de
enzimas (DON; PILOSOF; BARTHOLOMAI, 1991).

No mercado comercial e na &rea da pesquisa a maioria das proteases usadas sao
do género Bacillus, ja que sdo importantes produtoras de enzimas, devido a suas altas
taxas de crescimento em curtos periodos de fermentacdo, com capacidade de secretar
proteinas no ambiente extracelular e muitas espécies sdo GRAS (geralmente

reconhecidos como seguros).

As proteases sdo amplamente utilizadas na industria farmacéutica, detergente e
alimentos (BRANDELLI, 2008), também séo utilizadas como substitutos de processos
quimicos na elaboracdo de produtos e nos processos de tratamento de residuos
industriais (RAO et al., 1998).

3.3 Proteases produzidas por microrganismos adaptados ao frio

Os microrganismos psicrofilos podem crescer em ambientes extremamente frios,
como regides polares ou mar profundo, solos desérticos frios, solos glaciais, regides
alpinas e outras regides frias da terra (MORGAN-KISS et al., 2006).

Peptidases produzidas por microrganismos com atividade proteolitica a baixas
temperaturas, possuem uma estrutura com um nimero menor de ligagdes de hidrogénio
e disulfeto, estas caracteristicas faz que as estruturas terciarias e quaternarias, estejam
organizadas de uma forma mais aberta e flexivel, facilitando o acesso do substrato ao
sitio ativo da enzima a diferenca dos meséfilos (GERDAY; GLANSDORFF, 2007).

As enzimas derivadas de microrganismos psicrofilos tem caracteristicas muito
interessantes e atraentes para fins industriais e biotecnolégicos. Estas enzimas tém um
alta atividade eficiéncia catalitica em temperaturas baixas e moderadas nas quais os as
enzimas de microrganismos mesofilos sdo inativos, assim como também reduz a
guantidade necessaria de enzima requerida em uma reacdo (CAVICCHIOLI, 2016),
acelera os tempos de processos, previnem transformacdes quimicas indesejaveis e as
perdas de compostos volateis (MARGESIN et al., 2003).
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3.4 Lysobacter sp. A03

O género Lysobacter pertence a familia Xanthomonadaceae, classe gamma-
proteobactérias, sdo gram-negativas, aerobios deslizantes, estdo presentes no solo e
nos habitats de agua doce e de foram descritos por primeira vez em 1978 por Christensen
e Cook. Este género tem a capacidade de produzir peptideos que danificam as paredes
celulares ou membranas de outros microrganismos como bactérias e fungos, ja que
alguns de estes peptideos tem uma alta atividade antimicrobiana, como a lisocina um
peptideos ciclico composto de 12 aminoacidos com atividade antimicrobiana contra
isolados de S. aereus, S. simulans, S. haemolyticus, S. pseudintermedius, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes (HAMAMOTO et al., 2015). Espécies
de Lysobacter sdo conhecidas como produtoras de diversos compostos
biotecnologicamente relevantes, como agentes de biocontrole contra fitopatégenos (JI et
al., 2008), antibidticos como lisobactina (GUZMAN-MARTINEZ; LAMER;
VANNIEUWENHZE, 2007) e enzimas maiormente produzidas por cepas de Lysobacter
enzymogenes (EPSTEIN; WENSINK, 1988). Mais recentemente, cepas de Lysobacter
também tem sido descritas como uma nova fonte de compostos naturais bioativos (XIE
et al., 2012).

Lysobacter sp. AO3 é uma bactéria que produz uma grande quantidade de
enzimas proteoliticas quando cultivada com substratos queratinosos em temperaturas
inferiores a 20 °C. Essa cepa foi isolada de penas de pinguim na Antéartida, € produtora
de enzimas com caracteristicas de serino proteases, e sua estabilidade € aumentada na
presenca de ions metalicos (PEREIRA et al, 2014). Morfologicamente tem
caracteristicas muito interessantes, as células tem formato de bastonetes finos, suas
colénias sdo pequenas e redondas e exibem uma cor amarelo brilhante, e seus
pigmentos apresentam atividade antioxidante (PAILLIE JIMENEZ, 2017).

3.5 Peptideos Bioativos

Os peptideos bioativos podem ser definidos como sequencias de aminoacidos,

que quando liberados da proteina parental, exercem efeitos benéficos nas fungbes



20

corporais e na saude humana, e apresentam um alto valor nutricional (KITTS; WEILER,
2003). Estas sequencias peptidicas exercem func¢des biolégicas quando sao liberadas
de sua proteina originaria, através de hidrolise enzimatica ou quimica (DALIRI; OH; LEE,
2017; KORHONEN; PIHLANTO, 2006; MIGUEL et al., 2009). Por sua vez estas
sequencias peptidicas tem capacidade de realizar uma série de atividades biologicas,
demostrados em diversos estudos que descrevem peptideos com atividade antioxidante,
antimicrobiana, anti-hipertensiva (BRANDELLI; DAROIT; CORREA, 2015; CORREA,
2013; DE OLIVEIRA et al., 2015; KORHONEN; PIHLANTO, 2006; OSMAN et al., 2016;
SOUZA et al., 2019) imunomoduladora e opidide (CHALAMAIAH; YU; WU, 2018;
FERNANDEZ-TOME et al., 2019; TIDONA et al., 2009).

Os peptideos bioativos podem ser gerados de diferentes fontes como o leite, que
€ a principal fonte nutricional de peptideos para mamiferos neonatais, ja que € rico em
proteinas e minerais (NIELSEN et al., 2017). Diversos autores relatam que o leite € uma
grande fonte de peptideos com atividade funcional, principalmente por suas proteinas
constitutivas: caseina e proteinas do soro. Estes peptideos podem ser produzidos
através da hidrolise do proteinas do leite, mediada por proteases, gerando assim
sequéncias de peptideos com atividade bioldgica (KORHONEN; PIHLANTO, 2006).

3.6 Peptideos antioxidantes

Se pode definir os antioxidantes como aquelas substancias, que quando se
encontram em baixas concentracdes em comparacdo ao substrato oxidavel, tem
capacidade de inibir ou retardar consideravelmente a oxidacdo do substrato oxidando-
se. Podem ser classificados como antioxidantes sintéticos ou naturais (ARUOMA,;
CUPPETT, 1997; GUPTA et al., 2009; SARMADI; ISMAIL, 2010). Peptideos
antioxidantes geralmente tem uma sequéncia de 5-11 aminodacidos, incluindo

aminoacidos hidrofébicos, prolina, histidina, tirosina e triptofano (ZHOU et al., 2012).

Os peptideos com atividade antioxidante, sdo essencialmente importantes por sua

contribuicdo para a saude, ja que participam na prevencao de doengas cardiovasculares



21

e cerebrovasculares, cancer, artrites reumatoide ou diabetes (MONTOYA-RODRIGUEZ;
DE MEJIA, 2015). Além disso, apresentam propriedades promissoras como aditivos de
processamento para alimentos, jA que exercem propriedades antioxidantes como

atividade quelante e capacidade inibitoria da peroxidarao lipidica (ZOU et al., 2016).

A oxidacdo dos constituintes dos alimentos é um evento chave na deterioracéo
dos alimentos. A peroxidagado lipidica em alimentos pode causar deterioracdo na
qualidade dos alimentos e encurtar o periodo de vida util. A peroxidagéo lipidica também
pode gerar radicais livres, que podem causar a decomposicdo de acidos graxos
essenciais, resultando na reducdo do valor nutricional e da seguranca dos alimentos,

produzindo sabores desagradaveis e substancias téxicas (NIKI et al., 2005).

Os antioxidantes sintéticos como butilhidroxitolueno (BHT), hidroxibutilanisol
(BHA), n-propil galato (PG) e terc-butilhidroquinona (TBHQ), tem tido seu uso restrito
devido a potenciais efeitos toxicos em humanos, ao contrario dos peptideos
antioxidantes que sao considerados antioxidantes naturais. Portanto, existe um aumento
no interesse e conhecimento das propriedades antioxidantes de peptideos bioativos
como alternativas aos antioxidantes sintéticos convencionais (XUE et al., 2009; ZHANG
et al., 2009).

Algumas proteinas sdo potenciais antioxidantes, com capacidade de sequestrar
radicais livres (ABTS e DPPH) e de inibir a oxidacéo lipidica nos alimentos. Um exemplo
sdo as proteinas oriundas do leite e de soja, que tém mostrado atividade antioxidante em
alimentos como carne de porco. A albumina sérica, por exemplo, pode retardar a
formacgéo de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) (FARAJI; DECKER,;
AARON, 1991), mas a hidrolise de proteinas usando enzimas proteoliticas de diferentes
fontes, pode aumentar sua capacidade antioxidante devido a liberacdo de sequéncias
curtas (peptideos com atividade biolégica) (CHEN; MURAMOTO; YAMAUCHI, 1995;
WANG; MEJIA, 2005).

Peptideos com atividade antioxidante podem ser obtidos e gerados através da
hidrolise de vérias proteinas alimentares, como a proteina de soja e proteinas do leite
(caseinas e soro) (CORREA et al., 2011, 2014a; OLIVEIRA et al., 2014; SOUZA et al.,

2019; WANG et al., 2019). Os hidrolisados de soro de leite, caseina, gema de ovo, soja
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tem demostrado inibir a oxidacao de lipideos em vérios alimentos de origem animal como
carne bovina, suina e atum (OLIVEIRA et al., 2014; SAKANAKA; TACHIBANA, 2006).

3.7 Peptideos Antimicrobianos

Na area da agricultura e na industria de alimentos, a aplicabilidade dos peptideos
antimicrobianos tem ganhado forca, j& que algumas moléculas apresentam eficiéncia
contra certos microrganismos, sem apresentar risco algum na saude humana e animal
(BLAIR et al., 2015; KEYMANESH; SOLTANI; SARDARI, 2009).

Os mecanismos pelos quais os peptideos antimicrobianos agem sobre as
bactérias sensiveis vem sendo investigados. Estes peptideos atuam primariamente na
membrana plasmatica através do estabelecimento de uma ligacdo eletrostatica entre o
peptideo (catibnicos) e componentes de membrana (grupos fosfatos carregados
negativamente). O carater hidrofébico de alguns peptideos permite a interacdo com 0s
lipidios da membrana. Tal interacdo resulta na formacdo de um canal transmembrana
transiente que altera a permeabilidade e/ou geracdo de energia, enquanto preserva a
integridade da célula ou resulta na ruptura da membrana plasmatica com consequente
desintegracdo da célula intacta. No entanto, o alvo final ndo € sempre a membrana em
si, ja que o peptideo pode transpor o citoplasma e agir sobre os componentes
intracelulares, interferindo nas funcdes celulares ou causando a floculacao do citoplasma
(BENKERROUM, 2010; GOBBETTI; MINERVINI; RIZZELLO, 2004).

As proteinas do leite constituem uma reserva natural de peptideos bioativos com
propriedades fisioldgicas e antimicrobianas. A liberagcédo desses peptideos é gerada pela
hidrolise das moléculas precursoras, mediadas por proteases digestivas ou fermentacao

com microrganismos proteoliticos (BENKERROUM, 2010).

As proteinas do soro (a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, albumina sérica,
inmunoglobulinas, lactoferrinas, lisozima, entre outras) sdo conhecidas como fontes de
peptideos bioativos com atividade antimicrobiana (BENKERROUM, 2010). As
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lactoferricinas derivadas das lactoferrinas bovina e humana, geradas pela clivagem
enziméatica por pepsina, sdo peptideos muito estudados ja que exibem inibicdo contra
uma grande variedade de espécies microbianas, como L. monocytogenes, e
propriedades bacteriostaticas e bactericidas mais potentes que a sequéncia completa da
lactoferrina (GOBBETTI; MINERVINI; RIZZELLO, 2004; SILVA; MALCATA, 2005).

3.8 Peptideos Anti-hipertensivos

Os peptideos de origem lactea sdo alternativas como agentes anti-hipertensivos,
atuando diretamente como inibidores da enzima conversora da angiotensina | (ECA-I)
(BRANDELLI; DAROIT; CORREA, 2015; IBRAHIM; AHMED; MIYATA, 2017; OLIVEIRA
et al., 2014). A ECA-lI é uma carboxipeptidase que converte a angiotensina | (um
decapeptideo) em angiotensina Il (um octapeptideo) tendo uma forte acado
vasoconstritora (HARTMANN; MEISEL, 2007). Ela tem uma fun¢do no sistema renina-
angiotensina, regulando a presséo arterial e o equilibrio de 4gua e sal no organismo. Um
aumento na pressdo arterial € observado quando a enzima catalisa a hidrolise da

angiotensina | em angiotensina Il (COATES, 2003).

O mecanismo de acado dos peptideos anti-hipertensivos ocorre de forma similar
aos farmacos. Residuos de aminoacidos adjacentes a regido C-terminal que apresenta
atividade se enlacam fortemente ao sitio ativo da ECA-I. Além disso, interacdes anidnicas
em locais distintos da regido catalitica do sitio ativo ja foram relatados, produzindo um
tipo de inibicdo alostérica. Os aminoacidos localizados no tripeptideo C-terminal sdo
importantes para a ligacdo com a enzima, como os hidrofébicos (aromaticos, com
cadeias ramificadas) e os aminoacidos basicos arginina e lisina. A prolina na porcao C-
terminal tem mostrado contribuir para a correta localiza¢cdo do peptideo no sitio ativo da
ECA-I, provavelmente por sua estrutura rigida permitir ao grupo carboxila uma adequada
conformacédo para interagir com o residuo positivamente carregado do sitio ativo da
enzima. Também tem sido relatado que peptideos contendo prolina sdo mais resistentes
as enzimas digestivas (GOMEZ-RUIZ et al., 2006).
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Os inibidores sintéticos da ECA-I, como captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril e
ramipril foram identificados e usados para o tratamento da hipertensdo. Esses inibidores
sintéticos podem ter efeitos colaterais como alteracdo no paladar, tosse e erupcao
cutanea (AGOSTONI; CICARDI, 2001; CHEN et al., 2013), por isso tem crescido a
necessidade de desenvolver outros tratamentos de origem mais natural (IBRAHIM;
AHMED; MIYATA, 2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os materiais e métodos, resultados e discussao deste trabalho estdo apresentados em
forma de artigo intitulado “Avaliacdo de atividades biolégicas de hidrolisados de soro de
leite bovino com proteases de Lysobacter sp A03”
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