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RESUMO

Na industria leiteira, o soro de leite é o subproduto gerado em maior volume, tradicionalmente
descartado, mas hoje reconhecido como matéria-prima para a inovacao de novos produtos. O
soro de leite asinino, ainda que pouco estudado, tem despertado interesse devido ao seu alto
valor proteico, tecnoldgico e bioldgico. A digestibilidade de proteinas e a biodisponibilidade de
amino4cidos sdo fatores cruciais na avaliagcdo nutricional de alimentos proteicos, porém,
estudos sobre as modificacfes durante a digestdo do soro asinino sdo escassos. Este estudo teve
como objetivo avaliar a composi¢cdo quimica, a atividade antioxidante e as mudangas na
digestibilidade de proteinas do soro de leite asinino durante a digestdo in vitro simulada. Para a
quantificacdo das proteinas foi utilizado o método de Kjeldahl, Bradford para proteinas
soltveis, SDS-PAGE para a obtencdo do perfil proteico e RP-HPLC para analise de
hidrofobicidade dos peptideos. Os resultados indicaram que o soro de leite asinino possui alta
umidade, baixos teores de proteinas e cinzas, quantidade relevante de acUcares redutores e pH
acido. Durante a digestdo, o soro intestinal apresentou maior atividade antioxidante, enquanto
0 soro gastrico mostrou a menor. Na digestibilidade das proteinas houve uma diminui¢do ao
longo do processo digestivo, conforme observado por eletroforese, que demonstrou a redugéo
progressiva da B-lactoglobulina. A andlise de hidrofobicidade tem como funcionalidade a
analise de compostos quimicos, com isso, foram identificados peptideos de diferentes
caracteristicas, de baixa a alta hidrofobicidade, conforme o tempo de eluicdo. Este estudo revela
o potencial do soro de leite asinino como fonte de peptideos bioativos com propriedades
antioxidantes, sugerindo sua aplicacdo em alimentos funcionais e seu valor para a industria
alimenticia, especialmente na regido Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Bioatividade; Composicao; Digestdo; Jumenta; Soro.



ABSTRACT

In the dairy industry, whey is the byproduct generated in the largest volume, traditionally
discarded, but today recognized as a raw material for the innovation of new products. Donkey
whey, although little studied, has aroused interest due to its high protein, technological and
biological value. Protein digestibility and amino acid bioavailability are crucial factors in the
nutritional evaluation of protein foods, however, studies on the modifications during the
digestion of donkey whey are scarce. This study aimed to evaluate the chemical composition,
antioxidant activity and changes in protein digestibility of donkey whey during simulated in
vitro digestion. For protein quantification, the Kjeldahl method was used, Bradford for soluble
proteins, SDS-PAGE to obtain the protein profile and RP-HPLC to analyze the hydrophobicity
of peptides. The results indicated that donkey whey has high moisture, low protein and ash
contents, relevant amount of reducing sugars and acidic pH. During digestion, intestinal serum
showed the highest antioxidant activity, while gastric serum showed the lowest. Protein
digestibility decreased throughout the digestive process, as observed by electrophoresis, which
demonstrated a progressive reduction in B-lactoglobulin. Hydrophobicity analysis is used to
analyze chemical compounds, thus identifying peptides with different characteristics, from low
to high hydrophobicity, depending on the elution time. This study reveals the potential of
donkey whey as a source of bioactive peptides with antioxidant properties, suggesting its
application in functional foods and its value for the food industry, especially in the Northeast
region of Brazil.

Key-words: Bioactivity; Composition; Digestion; Donkey; Whey
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1 INTRODUCAO

O soro de leite é um subproduto (ou residuo) caracterizado como um liquido transldcido
de cor amarelada a esverdeada, obtido apds a coagulacdo do leite durante o processo de
fabricacdo do queijo. Ele representa cerca de 85 a 95% do volume total do leite utilizado e
contém mais de 55% dos seus nutrientes, incluindo minerais, proteinas e lactose (Lo; Argin-
Soysal; Hsu, 2007; Oliveira; Bravo; Tonial, 2012).

A valorizacdo de subprodutos pode ser entendida como um processo que transforma
esses materiais por meio de métodos fisicos, térmicos, quimicos ou bioldgicos, com o objetivo
de integra-los a economia circular nas cadeias produtivas (Léon-Lépez et al., 2022). A gestdo
de residuos e subprodutos € um desafio significativo para as industrias agroalimentares, que
enfrentam elevados custos econdmicos para 0 seu tratamento e descarte adequado e, por isso, €
fundamental a valorizag&o econémica do soro do leite por meio do desenvolvimento de novos
produtos com potenciais beneficios a saide humana (Pires et al., 2021).

Um dos principais fatores que influenciam a satde humana é a alimentacdo, pois 0s
alimentos sdo fonte de nutrientes e compostos bioativos. Por exemplo, o soro de leite é
composto por nutrientes essenciais, como lactose, proteinas (Léon-Lopez et al., 2022) e
minerais, tais como célcio, magnésio, fésforo e sddio (Besediuk et al., 2024). Nos ltimos anos,
0 interesse por alimentos de alto valor nutricional e com propriedades benéficas para a saude
tem aumentado. Nesse contexto, o interesse pelo leite asinino e seus produtos derivados tem
crescido em todo o mundo, devido as suas propriedades funcionais, incluindo a presenca de
peptideos bioativos que podem ser obtidos de varias maneiras, incluindo hidrélise enzimatica,
fermentacdo com bactérias do acido lactico e digestdo gastrointestinal (Akan, 2021).

O elevado teor proteico é uma das caracteristicas de destaque nos produtos lacteos. As
proteinas sdo reconhecidas como uma das principais fontes de peptideos bioativos, que, apds a
ingestdo, podem exercer efeitos benéficos sobre os sistemas cardiovascular, digestivo,
enddcrino, imunologico e nervoso. As proteinas presentes no soro sao nutrientes fundamentais
gue podem ser hidrolisados em uma ampla gama de peptideos durante a digestdo
gastrointestinal (Léon-Lépez et al., 2022).

Modelos de digestdo in vitro tém sido amplamente empregados para estudar as
alteracdes estruturais, a digestibilidade e a liberacdo de componentes alimentares sob condicdes
simuladas do trato gastrointestinal, sendo considerados ferramentas valiosas e amplamente

utilizadas para a andlise de alimentos (Hur et al., 2011). Estes modelos sdo uma alternativa
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interessante aos ensaios in vivo, especialmente devido ao elevado custo e as questdes éticas
associadas ao uso de animais e seres humanos (Sousa et al., 2020).

Embora estudos da digestibilidade in vitro do leite e derivados asininos tenham sido
publicados (Tidona et al., 2011; Bidasolo et al., 2012; Aspri et al., 2018; Akan, 2021), sao
escassas as informagdes sobre as modificagcdes que ocorrem durante a digestdo do soro de leite
asinino com enzimas gastrointestinais. Assim, este estudo objetivou avaliar a composigéo
quimica do soro asinino, a atividade antioxidante e as mudancas na digestibilidade de proteinas

durante a digestdo simulada in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composi¢do quimica do soro de leite asinino e as alteracfes ocorridas apos a

digestéo simulada in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o soro de leite asinino (SLA);

e Realizar a digestdo simulada in vitro do soro e obter os digeridos resultantes da digestao
simulada nas fases gastrica e intestinal,

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do SLA.

e Quantificar as proteinas totais e sollveis no soro de leite asinino antes e apés a digestao;

e Obter o perfil proteico do soro de leite asinino, antes e apds a digestdo simulada, utilizando
a técnica de eletroforese.

e Determinar o perfil de hidrofobicidade do SLA e dos digeridos gastrico e intestinal.

e Avaliar a atividade antioxidante do SLA e dos digeridos gastrico e intestinal.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1LEITE

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 51 de 2002, entende-se por leite, sem outra
especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢Oes de higiene,
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se
segundo a espécie de que proceda. O leite é composto de agua; carboidratos; gorduras;
proteinas; sais minerais; enzimas e vitaminas. De acordo com Souza et al., (2009) a importancia
do leite ocorre devido seu alto nivel de nutrientes, sendo um 6timo substrato para o crescimento
de microrganismos, podendo ser desejaveis ou indesejaveis. A qualidade do leite, forma de
manejo e cuidados necessarios com 0s animais, é essencial para definir a qualidade do produto
final.

O leite tem importante papel na nutrigdo humana, no que se refere ao crescimento e
fortalecimento de ossos e dentes, diminuindo também a possibilidade de adquirir osteoporose
(Macdonald, 2008). O célcio tem importante papel no organismo, contribuindo na formacéao do
tecido 6sseo, promovendo crescimento, deixando o sistema regulado e aumentando a resisténcia

contra infec¢Bes (Muniz, et al, 2013).

3.2 LEITE ASININO: CARACTERISTICAS E COMPOSICAO

Os Equus asinus sdo conhecidos por diferentes nomes regionais como jumento, jegue,
asno e burro. As distintas racas e variedades desta espécie encontradas no continente europeu
teriam surgido e se diversificado de acordo com as condigdes climaticas, geograficas e
ecologicas de cada regido (Machado, 2015). Estes animais apresentam caracteristicas
especificas como forca, resisténcia e rusticidade, principalmente se tratando de climas quentes,
se adequando a regides semiaridas (Camara, 2021). Em termos de padrdo morfologico, 0s
animais desta raca sdo corpulentos e robustos, com a cabe¢a volumosa, perfil reto, frente larga,
face curta e orelhas grandes e largas (Aepga, 2005; Quaresma et al., 2005). Destacam-se trés
racas de asininos, 0s quais foram trazidos pelos colonizadores: o asinino Nordestino (ecotipo),
0 asno Brasileiro e o0 asno Péga (Mariante; Cavalcante, 2006; Almeida, 2009).

O desenvolvimento do leite de jumenta pode mudar dependendo das condicdes
genéticas, fisioldgicas, ambientais e nutricionais devido a produgdo e composi¢do do leite serem

influenciadas por fatores relacionados ao regime de manejo, ordem de entrega e fisiologia
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(Martini et al., 2014; Rangel et al., 2015). O leite demonstra um alto potencial como matéria-
prima para a fabricacdo de produtos de beleza e cosmética. Médicos e nutricionistas tém
demonstrado interesse no leite asinino, devido suas caracteristicas terapéuticas, sendo um bom
substituto para o leite humano materno e para o leite bovino, resultante para o tratamento de
criangas que sofrem de alergia a proteina do leite de vaca (APLV) (Salimei; Fantuz, 2010).

A producdo de leite asinino pode ser vista em menor escala, pois a produgdo € em média
apenas 100-150 litros de leite em cada periodo de lactagéo (colostro, leite de transicéo e leite
maduro) (Martini et al., 2014; Li et al, 2018). Segundo D'Alessandro e Martemucci (2012), 0s
equideos tém uma capacidade de armazenamento menor quando comparados aos ruminantes.

O leite asinino tem como caracteristica a cor branca, textura fina e leitosa, com aroma e
sabor moderadamente doce e agradavel (Madhusudan et al., 2017). Quando comparado a
composicao proteica, o leite asinino é mais semelhante ao leite humano, onde a proteina mais
interessante € a lisozima, presente em ambos os leites e com nivel de similaridade parecido
(Businco et al., 2000; Carroccio et al., 2000).

Seus principais componentes sdo: proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e vitaminas.
As proteinas do leite asinino podem ser classificadas em trés classes: caseinas, proteinas do
soro do leite e proteinas de membrana do glébulo de gordura do leite (Aspri; Aconomou;
Papademas, 2017). Possuindo também a-lactoglobulina que se assemelha ao do leite humano,

e possui B-lactoglobulina (Vincenzetti et al., 2017).

Quadro 1. Composicdo proteica do leite asinino

Componentes (g/100 mL)
Proteinas totais 1,74
Caseina total 0,66

aS1-caseina 0,02-0,1
aS2-caseina 0,02
B-caseina 0,39
K-caseina nd*
Proteinas do soro 0,75

B-lactoglobulina 0,32-0,37

a-lactalbumina 0,18-0,3

*nd — ndo detectado.
Fonte: Adaptado de Mati et al. (2017); Vincenzetti et al. (2017).

A composicdo e concentracdo de lipideos sdo diferentes em periodos de lactacdo;
possuindo baixo teor de gorduras totais, mas com uma excelente fonte de acidos graxos
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insaturados, baixo teor de gordura e colesterol (li; liu; guo, 2017; massouras et al., 2017).
Obtendo cerca de 1,21 g/100mLs (Mati et al., 2017; Vincenzetti et al., 2017).

A lactose é o principal carboidrato presente em leites, incluindo o leite asinino. E um
dissacarideo formado por glicose e galactose e sua concentracdo é em cerca de 6,23 g/100 mL
(Mati et al., 2017; Vincenzetti et al., 2017). Segundo Martini (2018), estudos apontam que ao
utilizar a lactose como um substrato para a multiplicagdo da microbiota intestinal, ela age como
um probidtico.

Os minerais sdo importantes no desenvolvimento de processos bioldgicos e na estrutura
esquelética, por isso é essencial para a manutencdo de uma boa salde, os minerais afetam a
estabilidade, propriedades e as caracteristicas nutricionais do leite, entre 0s macrominerais que
podem ser encontrados em grande quantidade no leite asinino € o potassio, calcio, magnésio,

fosforo, zinco e sodio (Malacarne et al., 2017).

Quadro 2. Componentes minerais do leite asinino

Componentes L eite asinino
Minerais (g/L) Minimo Maximo
Potéssio 0,24 0,96
Célcio 0,36 0,18
Magnésio 0,02 0,11
Zinco 2,16 4,56
Fosforo 0,32 0,84
Sodio 0,11 0,26

Fonte: Adaptado de Altomonte et al. (2019).

Segundo Altomonte et al. (2019) em relacdo as vitaminas do leite asinino, quem ganha
destaque € a vitamina C possuindo cerca de 12000 a 57000 pg/L, em seguida a vitamina B1
possuindo 210 a 2550 pg/L, vitamina B2 40 a 970 ug/L e vitamina E com 59,4 a 807 pg/L.
Vincenzetti et al., (2021) relata que o leite asinino é uma boa fonte de vitamina C para criancas
e adultos, devido essa vitamina possuir atividade antioxidante, eliminando radicais livres,
absorvendo o ferro do intestino e protegendo contra a dermatite atdpica.

Nas vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) destaca-se a vitamina E, conhecida como 26

tocoferol, um excelente antioxidante natural pois protege as membranas celulares contra a
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oxidacdo e a peroxidacao. Ja as vitaminas B1 (tiamina) e B2 (riboflavina), do complexo B, estdo
em maior quantidade e sdo frequentemente associadas a melhora da satide humana quando
incluidas na dieta (Aspri et al., 2017).

O leite asinino vem adquirindo uma maior visibilidade para a producéo tecnoldgica de
derivados lacteos. Faccia et al. (2018) apresentaram um queijo fresco oriundo do leite asinino,
que foi aprovada e aceita pela qualidade sensorial, feita a partir do coalho de vitelo, sendo
ajustado os parametros de coagulacao, a utilizacao de leite asinino e leite caprino juntos mostra
que é possivel preparar um produto misto, resultando em queijo semiduro. Também vem sendo
elaborado a partir do leite de jumenta com adi¢cdo de cepas probidticas, cepas produtoras de
acido fdlico, produtos como os leites fermentados (Coppola et al., 2002; Perna et al., 2015;
Tidona et al., 2015; Turchi et al., 2017; Aspri et al., 2018; Charfi et al., 2018).

3.3 SORO DO LEITE: FORMACAO E COMPOSICAO

O soro € a porcdo aquosa liberada do coagulo no decorrer da fabricacdo de queijos ou
caseina. (Mizubuti, 1994; Bieger e Rinaldi, 2009). De acordo com os estudos de Haraguchi et
al., (2006) o soro do leite pode ser obtido através de trés principais processos: separacao fisica
das micelas de caseina por microfiltragdo, onde obtém um composto de micelas e proteinas do
soro; coagulacdo enzimatica, ocasiona a precipitacdo de caseinas, servindo de matéria-prima
para a fabricacdo de queijos; precipitacdo &cida, pela obtencdo da baixa do pH ao ponto
isoelétrico da caseina (Krissansen, 2007).

Cerca de 90 % do volume do leite usado para a obtencéo de queijos ocasiona em soro,
0 qual contém, quase metade dos solidos totais do leite, incluindo sais, proteinas e lactose
(Pacheco et al., 2005; Chaves et al., 2010). A composicao e o tipo de soro de leite produzido
industrialmente vdo depender do tipo de queijo que sera fabricado e da tecnologia de
processamento realizada durante a producdo (Silveira; Abreu, 2003).

As pesquisas sobre o soro de leite indicam que o mesmo tem alto valor proteico,
bioldgico e tecnoldgico, podendo ser transformados em novos produtos. Com o investimento
em ciéncia e tecnologia aumentando cada vez mais, este mercado se mostra promissor, uma vez
que um subproduto que ha anos era destinado a alimentacéo de animais ou descartado no meio
ambiente, hoje é um alimento altamente nutritivo.

Segundo Silva (2017), uma relevante quantidade de soro de leite € descartada no Brasil,
gerando residuo industrial que tem como consequéncia um significativo impacto ambiental.

Considera-se que cerca de 40% do soro de leite gerado pelas pequenas industrias de laticinios
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é jogado em rios, sem tratamento prévio, o que resulta em danos ambientais elevados. O
reaproveitamento dos residuos tem sido estudado para melhorar a eficiéncia econémica dos
laticinios e minimizar os impactos ambientais (Mizubuti, 1994; Bieger E Rinaldi, 2009).

Pesquisas recentes tém observado alternativas para o aproveitamento do soro, como a
utilizacdo do soro na fabricacdo de ingredientes para bebidas lacteas, agentes estabilizantes e
suplementos alimentares, entre outras aplicacfes, o que resultaria em produtos oriundos desta
matéria prima uma agregacdo de valor. Esses estudos buscam ndo apenas encontrar formas
sustentaveis de aproveitamento de residuos industriais, mas também explorar os beneficios
proteicos presentes no soro de leite. Sendo assim, o uso desse soro nas industrias de alimentos
e também na area da salde podem ajudar positivamente o desenvolvimento de produtos
saudaveis e funcionais (Henriques et al., 2020; Souza et al., 2019; Silva et al., 2017).

O soro do leite asinino tem despertado interesse devido as suas caracteristicas similares
ao leite humano. A investigacdo cientifica deste subproduto é de suma importancia para a
valorizacao da espécie animal, havendo a possibilidade de serem criados produtos de alto valor

agregado, proporcionando inovacao tecnoldgica e valorizacdo da matéria prima.

3.4 POTENCIAL FUNCIONAL E TECNOLOGICO DO SORO DE LEITE ASININO

Tsakali et al. (2015) apontam que o soro de leite asinino, um subproduto liquido
decorrente do processo de fabricacdo de queijo, € caracterizado pela coagulacdo do leite e
subsequente remocdo da caseina. As caracteristicas nutricionais dependem da espécie de
origem. Mas, o desafio do estudo do soro de leite de jumenta como subproduto, é impelida
devido a presenca de niveis elevados de agua, sais minerais e lactose.

A técnica de ultrafiltracdo (UF) é uma estratégia propicia para a concentra¢éo do soro
de leite. Esta técnica elimina a exigéncia da utilizacdo de altas temperaturas, preservando as
propriedades proteicas do soro, 0 que € de grande importancia pois as proteinas tem alto valor
nutricional podendo ser utilizadas em aplicagdes alimentares (lltchenko et al., 2018). A técnica
UF ocorre pela separacdo por membrana, permitindo a passagem de pequenas moléculas e de
agua, enquanto as proteinas sdo retidas como macromoléculas.

Blanca et al. (2019) corrobora de forma acentuada que as enzimas lisozima e
lactoferrina sdo consideradas proteinas de alto valor bioativo, contendo propriedades
antitumorais, agdo antioxidante, atividade microbiana, diabetes, efeito imunomodulador,
doencas cardiovasculares, entre outros. A lisozima pode exercer uma resposta imunologica

intestinal devido a sua resisténcia acidos e proteases (Tidona et al., 2011) e atuar também no
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acontecimento de infec¢Oes gastrointestinais em bebés (Cosentino et al., 2015). Essa
combinacdo de técnicas traz como efeito positivo a eliminagdo de componentes indesejados,
como a lactose, o que torna mais atrativo para aplicacdes industriais e alimentos (lltchenko et
al., 2018).

Mansueto et al. (2013) relata que devido possuir uma elevada quantidade de lactose, em
termos qualitativos tendem a ser preferivel para as industrias farmacéuticas, pois Ihe confere
uma melhor palatabilidade, melhorando a mineralizacdo dos 0ssos devido a absor¢éo intestinal

do célcio.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no Centro de Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias,
localizado no Campus Il da Universidade Federal da Paraiba, na cidade de Bananeiras — PB.
A pesquisa e as analises fisico-quimicas foram conduzidas no Laboratdrio de Cromatografia e
Espectrometria (LACE) do Programa de Pds Graduacéo e Tecnologia Agroalimentar (PPGTA)

e no Laboratorio de Analises Fisico-Quimicas dos Alimentos (LFQA).

4.2 OBTENCAO DO LEITE

O leite asinino foi obtido em Garanhuns, Pernambuco, de rebanhos da raca
“Nordestina”, de jumentas saudaveis, primiparas e/ou multiparas, sem limitacao de idade, em
diferentes fases de lactacdo. As coletas do leite passaram por ordenha manual e as amostras
foram acondicionadas em garrafas de polietileno de 1 L. Apds coleta, os leites transportados
estavam em temperatura de refrigeracédo (4 + 1 °C) e foram armazenados a -80 °C até a execuc¢éo

das analises.

4.3 PREPARACAO DO SORO DE LEITE ASININO (SLA)

Para a preparacao do SLA, o leite asinino foi centrifugado a 4700 g (4°C) por 30 min
para separacao da gordura. A gordura superior do leite foi descartada e o pH do leite desnatado
restante foi ajustado para 4,6 com HCI 1 M, seguido de incubacdo em banho-maria (40 °C) por
20 min. Em seguida, o leite desnatado passou a ser centrifugado a 8.000 g a 4 °C por 20 min
para obtencdo do sobrenadante (soro de leite) e do pellet (caseina). O soro de leite (SLA)

manteve-se armazenado a -18 °C até uso posterior (Zhou et al., 2023).

4.4 DIGESTAO SIMULADA IN VITRO

A digestdo simulada in vitro do soro asinino foi realizada conforme o método proposto
pelo consorcio INFOGEST (Brodkorb et al., 2019). Para cada fase, foram utilizados fluidos
simuladores especificos:
Fase Gastrica: Foi adicionado 7,5 mL do Simulador de Fluido Gastrico (SFG), 5 mL de CaCl»
0,3 M, 695 puL de agua destilada junto com 0,128g da pepsina a uma concentragdo final
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apropriada para replicar as condi¢des gastricas. O pH da mistura foi ajustado para 3,0 usando
acido cloridrico (HCI), a incubacdo ocorreu a 37 °C por 2 horas com agitacéo, para simular a
digestéo gastrica.

Fase Intestinal: A amostra resultante da fase gastrica foi misturada com 11mL do
Simulador de Fluido Intestinal (SFI), 4uL de Cacl> 0,3 M, 0,04g de pancreatina e 0,29 de sais
biliares para replicar as condi¢6es do intestino delgado. O pH foi ajustado para 7,0 utilizando
NaOH, e a mistura foi incubada a 37 °C por 2 horas com agitacdo, simulando a acao das enzimas

pancreaticas e bile no processo digestivo.

4.5 CARACTERIZACAO DO SORO DE LEITE ASININO

A analise da composicao centesimal do soro de leite asinino, que abrange os parametros
de umidade, proteina, gordura, cinzas e solidos totais, foi conduzida conforme as metodologias
recomendadas pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2016) e pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2008). A quantificacdo das proteinas, expressas como nitrogénio total, foi
realizada pelo método Micro-Kjeldahl. Para a determinacéo dos sélidos totais, foi empregada a
técnica de secagem em estufa a 105 °C por um periodo de 24 horas. As cinzas foram obtidas
por meio de um processo de carbonizacao seguido de incineragdo em forno mufla estabilizado
a temperatura de 550 °C. Os aclcares redutores foram determinados conforme o método de
Lane e Eynon (1934). A acidez do soro foi avaliada utilizando a metodologia da AOAC (2012),
sendo expressa em g/100 g de &cido latico. A determinacdo do pH foi realizada com o auxilio
de um pHmetro de bancada modelo K39-1410A (Kasvi, Brasil).

4.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS

As proteinas soluveis foram dosadas no soro e nos digeridos gastrico e intestinal
determinadas pelo método de Bradford (1976), por comparacdo com a resposta de cor dos
padrBes de ensaio de proteina, preparados com uma série de dilui¢cbes conhecidas de albumina
sérica bovina (BSA). Adicionou 100 puL de amostra mais 2500 uL do reagente de Bradford, em
seguida foi feita a leitura em espectrofotémetro no comprimento onda de 595 nm.
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4.7 DIGESTIBILIDADE DAS PROTEINAS

A gquantificacdo da proteina digerivel foi realizada por meio da seguinte metodologia:
inicialmente, foi medida a proteina total do soro de leite asinino (SLA) antes da digestdo. Em
seguida, determinou-se a proteina total ao final da digestdo intestinal. A diferenga entre os
valores de proteina total no inicio e ao final da digestéo foi calculada e, posteriormente, dividida
pela proteina total inicial. O resultado foi multiplicado por 100 para obter a porcentagem de
digestibilidade da proteina. Da mesma forma, a proteina soltvel total foi medida antes da
digestdo e comparada a proteina soltvel total ao final do processo digestivo. A diferenca entre
esses valores foi dividida pela proteina total inicial, e o resultado também foi multiplicado por

100 para calcular a porcentagem de proteina soltvel digestivel.

4.8 PERFIL PROTEICO POR ELETROFORESE SDS-PAGE

A anélise foi realizada no soro de leite asinino (SLA) e seus digeridos gastrico e
intestinal. A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil-sulfato de
sodio (SDS-PAGE) foi conduzida conforme o procedimento estabelecido por Leammili (1970).
Para esse proposito, foi empregado como padrdo, um marcador proteico de peso molecular
variando de 12 kDa a 225 kDa (BenchMark™ Protein Ladder). Ao término da corrida
eletroforética, os geis foram submetidos a uma série de etapas, incluindo incubacao, coloracéo,

descoloracao e analise dos resultados.

4.9 PERFIL DE HIDROFOBICIDADE RP-HPLC

O perfil de hidrofobicidade foi determinado de acordo com Akan (2021), com
modificagfes. 2 ml das amostras foram tratadas em um banho ultrassénico por 10 minutos e
posteriormente centrifugadas a 2060 x g por 10 minutos.

Os sobrenadantes resultantes das amostras foram filtrados em papel de filtro e
transferidos para uma seringa equipada com um filtro de poros de diametro de 0,45 um. O perfil
de hidrofobicidade foi obtido através da separacdo em uma coluna Nova-Pak C18 (4,6 mm X
250 mm, com particulas de 4 um, Cartridge, Waters, Irlanda), conectada a um Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (Varian, Waters 2690, Califérnia, EUA).

A fase movel utilizada foi composta pelo Eluente A, que consiste em &cido

trifluoroacético a 0,1% em &gua ultrapura, e pelo Eluente B, que consiste em &cido
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trifluoroacético a 0,1% em acetonitrila. A coluna foi equilibrada por 30 minutos utilizando
100% do tampéo A. O volume de injecdo do extrato soltvel foi de 20 pL, e um gradiente linear
de eluente (A) e eluente (B) foi aplicado ao longo de 60 minutos, com um fluxo de 1 mL/min.

As deteccdes foram realizadas a 214 nm.

4.10 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A analise foi realizada no soro de leite asinino (SLA), no digerido gastrico e intestinal
pelo método ABTS. A solucdo estoque de ABTS a 7 mM foi preparada dissolvendo 0,1920 g
de ABTS em é&gua MiliQ, completando o volume até 50 mL em um baldo volumétrico,
homogeneizado e armazenado em frasco de vidro ambar sob refrigeracdo por até um més. A
solucdo de persulfato de potassio a 140 mM foi obtida dissolvendo 0,3784 g do composto em
agua MiliQ até 10 mL, também homogeneizada e armazenada em frasco ambar.

Para o procedimento, foi utilizado tubos de ensaio de 5 a 10 mL e adicionado 3,0 mL
da solucdo diluida de ABTS e 30 pL de Trolox ou dos extratos das amostras. A mistura foi
agitada em vortex por 10 segundos e repousada por 6 minutos a temperatura ambiente. O
espectrofotdmetro foi ligado 30 minutos antes da leitura a 734 nm, zerado com um branco de
etanol. A absorbancia da solucéo controle de ABTS e da mistura foi registrada para calculo da
porcentagem de inibicao.

O radical ABTS<+ foi preparado misturando 5 mL da solugdo estoque de ABTS com 88
pL de persulfato de potassio, mantido no escuro por 16 horas e diluido em alcool etilico até
uma absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm, sendo utilizado no mesmo dia. A solucéo padrdo de
Trolox a 2 mM foi feita dissolvendo 0,025 g de Trolox em alcool etilico até 50 mL e utilizada
no dia da andlise. A curva padrdo foi estabelecida a partir dessa solugdo, com volumes pipetados

em bal6es volumétricos de 10 mL, completando com etanol em triplicata.

4.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Todos os experimentos foram feitos em triplicata. Os resultados foram expressos como
médiazdesvio padréo e comparados usando ANOVA e Tukey Post hoc test (P <0,05). A anélise
estatistica dos dados fez-se com o software SAS Ondemand for Academics (SAS Institute Inc.,

EUA) e com o Microsoft Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  COMPOSICAO BASICA, pH E ACIDEZ DO SORO

A composicéo béasica, o pH e a acidez do soro de leite asinino, expressos como média e
desvio-padréo, podem ser observados na Tabela 1. O soro de leite asinino contém um elevado
teor de umidade (91,88 £ 0,29%), refletindo a alta presenca de agua, caracteristica comum em
soros lacteos. A concentracdo proteica é relativamente baixa, com um valor de 1,27 + 0,15%, o
que sugere que a fracdo de proteinas do soro (predominantemente proteinas sollveis como a
lactoalbumina e a lactoglobulina) esta presente em quantidades moderadas, comparavel a outros

soros de leite de diferentes espécies.

Tabela 1. Composicéo basica, pH e acidez do soro asinino

Parametro Soro Asinino
(média + desvio-padrao)

Umidade (%) 91,88 £ 0,29
Proteina (%) 1,27 + 0,15
Acucares Redutores (%) 3,47 +£0,21
Cinzas (%) 0,45+ 0,39
pH 3,5+ 0,00
Acidez* 0,24 £ 0,00

tAcidez em acido latico. (%)=g/100mL
O teor de agucares redutores, indica uma quantidade consideravel de carboidratos,

principalmente lactose, que desempenha um papel fundamental tanto no fornecimento de
energia quanto nas caracteristicas organolépticas do soro, como o sabor ligeiramente adocicado.
O teor de cinzas, indica a presenca de minerais, embora em baixa concentragdo. O pH foi
determinado em 3,5 £ 0,00, revelando uma acidez relativamente alta para o soro, o que é
consistente com a natureza dos produtos lacteos apds a remocao de proteinas e gordura. A
acidez titulavel foi de 0,24 £ 0,00, corroborando o pH acido observado.

Esses resultados fornecem um perfil abrangente da composicao do soro de leite asinino,

destacando seu alto teor de umidade, baixa concentracao proteica e acidez pronunciada. Tais
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caracteristicas sdo relevantes para a exploracdo do soro em diversas aplicagcdes industriais e
alimentares, incluindo a producéo de alimentos fermentados ou suplementos nutricionais. Além
disso, sua composicao pode ser comparada com a de soros de outras espécies, 0 que pode indicar
potenciais usos diferenciados em funcao de suas propriedades especificas Pinto, (2010) ao fazer
a composicao do soro de leite bovino observou que havia 0,9% de proteina, o teor de umidade
é préximo, com 93,5% e cinzas 0,7%. Sanmartin et al., (2012) observou em suas anélises que
a quantidade de proteinas € 0,63% , 0 que consta que 0 soro de leite asinino permanece com a

proteina maior que ambos o0s soros bovino e caprino. O pH é maior com 6,3% e cinzas 0,57%.

5.2 DIGESTIBILIDADE DE PROTEINAS TOTAIS E SOLUVEIS

A digestibilidade da proteina foi avaliada a partir da quantificacdo das proteinas totais
e sollveis. Observou-se que estas diminuiram bruscamente na fase gastrica, em relacdo a
quantidade de proteinas presente no soro antes da digestdo (Tabela 2). A concentracdo média
de proteinas totais em SLA foi de 1,27g/100mL, com reducdo significativa do teor de proteina
total observado em GA e IA durante o processo digestivo, indicando uma digestibilidade de
41,43% das proteinas.

A concentracdo média de proteinas soltveis foi de 0,55 ¢g/100mL de soro. No GA e IA,
a proteina soltvel foi de 0,03 g/100mL e 0,03 g/100mL, o que indica alta digestibilidade das
proteinas soltveis (94,54%). Os aminoacidos eles formam os peptideos e estes sdo capazes de
formar as proteinas, a maior diferenca entre aminoacidos, peptidios e proteinas, € a quantidade
de aminoéacidos que cada um contém, onde € justificavel o decréscimo com base na extensao
da hidrolise proteica no processo digestivo, transformando proteinas em peptideos e

aminoacidos.

Tabela 2. Proteinas totais, soluveis e digestibilidade proteica do soro asinino antes e apos
digestéo simulada in vitro

Soro Asinino Proteina total* Proteina sollvel?
(9/100mL) (9/100mL)
SA 1,272+ 0,15 0,552 + 0,25
GA 0,93° + 0,06 0,03+ 0,00
1A 0,73+ 0,15 0,03+ 0,01
Digestibilidade (%) 41,43 + 13,90 94,54 + 0,42

IMétodo de Kjeldalh. 2Método de Bradford. SA = Soro Asinino; GA = Soro digerido gastrico; A = Soro Digerido
intestinal. Letras diferentes na mesma coluna diferem no teste de tukey a 5%
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Esses dados fornecem informacdes importantes sobre a digestibilidade das proteinas do
soro asinino, mostrando uma significativa reducéo nas frag0es proteicas ao longo da digestéo
com possivel producao de peptideos. Muitos peptideos podem ser transportados para a corrente
sanguinea e ter acdo bioativa no tecido alvo, como também podem atuar bioativamente ainda
no intestino delgado (Shimizu, 2004), modulando, por exemplo a absor¢do de minerais
(Udenigwe; Aluko, 2011).

O método de Bradford se mostrou eficiente para a quantificacdo de proteinas sollveis,
uma vez que o corante azul de Coomassie forma complexos com as proteinas em pH acido,
resultando no desenvolvimento de uma coloragéo azul intensa (Sapan, Lundblad e Price, 1999).
Entretanto, conforme sugerido por Sapan et al. (1999), esse método pode ndo ser adequado para
quantificar peptideos com massa molecular inferior a 3 kDa, ja que peptideos de cadeias curtas
ndo formam complexos suficientes para gerar a mudanca de cor necessaria. A progressiva
diminuicdo das proteinas sollveis ao longo da digestéo reflete a crescente degradacgéo proteica,
0 que explica o aumento da digestibilidade, especialmente no estagio intestinal, conforme as

proteinas sdo quebradas em peptideos e aminoacidos menores.

5.3 ELETROFORESE SDS-PAGE

Na andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida, as proteinas presentes na amostra
foram separadas de acordo com seu peso molecular, conforme ilustrado na Figura 1. As
proteinas foram identificadas com base na comparacéo de suas bandas com a escala de pesos
moleculares (66 a 6,5 kDa) e com padrdes proteicos conhecidos. No soro, a banda mais intensa
observada, com aproximadamente 18 kDa, corresponde a B-lactoglobulina (B-Lg), sugerindo
que esta € a fracdo proteica predominante na amostra inicial. Além da -Lg, foram identificadas
outras proteinas, como a a-lactoalbumina (a-La), com peso molecular de 14,2 kDa. No topo da
escala de pesos moleculares, foram observadas bandas correspondentes a lactoferrina (~66 kDa)
e a albumina sérica (~45 kDa), ambas apresentando menor intensidade relativa.

Durante o processo de digestdo, no entanto, observou-se uma diminuigéo progressiva
na intensidade das bandas proteicas ao longo das amostras digeridas, indicando que a pepsina
e a pancreatina promoveram a hidrolise das proteinas presentes. Apds digestdo gastrica,
observa-se apenas duas bandas proteicas com baixa intensidade, na faixa de 45 kDa e outra
proxima a 20 kDa. Possivelmente, a clara reducdo das bandas, em especial das proteinas de
maior peso molecular, como a lactoferrina e albumina sérica, resultou em fragmentos peptidicos

de peso molecular menor. Além disso, é possivel observar a presenca, mesmo com intensidade
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menor, da B-Lactoglobulina (18,4 kDa), pois esta é mais resistente a acdo da pepsina (Vuolo,
2012).

Figura 1 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras de soro asinino
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M= marcador; SLA=Soro asinino; GA =Digerido gastrico; IA=Digerido intestinal

A predominancia da 3-Lg e a-La no inicio da analise é consistente com o perfil proteico
tipico de derivados do soro de leite. No entanto, apds o processo digestivo, o desaparecimento
da maioria das proteinas evidencia o impacto da hidrélise enzimatica, tornando-se relevante
para o entendimento da bioacessibilidade e biodisponibilidade dos aminoacidos provenientes
dessas proteinas. Estudos anteriores indicam que a B-Lg, com peso molecular de
aproximadamente 18,4 kDa e valor de pl de 5,1 (Tavares, 2011; Fee et al., 2013), é uma
importante fonte de aminoacidos essenciais. Além de suas propriedades nutritivas, ela é
amplamente aplicada na nutri¢do esportiva e dietética (Toro-Sierra et al., 2013), sendo seu grau
de digestdo um fator crucial para a sua funcionalidade nutricional.

A a-La, a segunda maior proteina do soro de leite, com peso molecular de cerca de 14,2
kDa e pl de 4,2 (Fee et al., 2013), também demonstrou significativa reducdo na intensidade de
suas bandas durante o processo digestivo, confirmando sua hidrdlise pela acdo das enzimas
pepsina e pancreatina. Tal como a B-Lg, a a-La tem importancia nutricional e tecnoldgica, e sua

digestibilidade afeta diretamente sua absorcao e aplicagdo em formulacGes alimentares.
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Na fase intestinal, observa-se a hidrélise quase completa das proteinas do soro, com
bandas muito claras que podem ser residuos de peptideos e aminoécidos, reforcando o fato de
que as proteinas foram degradadas durante a digestdo enzimatica, como também observado na
Tabela 2. O desaparecimento quase completo de algumas bandas na eletroforese confirma a
acdo hidrolitica das enzimas pepsina e pancreatina, resultando em fragmentos proteicos de
tamanhos menores que ndo sdo Vvisiveis nas faixas de peso molecular apresentadas.

Portanto, os resultados demonstram que a digestdo das proteinas do soro de leite por
pepsina e pancreatina foi eficaz, promovendo uma hidrélise significativa das fracGes proteicas.
A reducdo e eventual desaparecimento das bandas na eletroforese confirmam a acdo das
enzimas digestivas, revelando um perfil proteico altamente hidrolisado, o que é de grande
relevancia para estudos sobre a biodisponibilidade de nutrientes e a funcionalidade de proteinas

hidrolisadas em produtos alimenticios e nutricionais.

5.4 PERFIL DE HIDROFOBICIDADE

Nos cromatogramas do perfil de hidrofobicidade das amostras, foi possivel observar
mudancas no nimero de picos cromatogréaficos, na area total e no perfil de eluicdo dos picos.
Os picos detectados nos primeiros 15 minutos, em alta concentragéo do eluente A, apresentaram
peptideos com baixa hidrofobicidade. Os picos detectados entre 15 e 30 minutos, em
concentracdo do eluente A sendo reduzida de 75% a 50%, apresentaram peptideos com
hidrofobicidade intermediaria. Quando a concentracdo do eluente B foi aumentada, o0s
peptideos hidrofébicos puderam ser detectados de forma mais eficiente.

Percebe-se a presenca maior de picos na zona de hidrofobicidade intermediaria no soro
asinino, com destaque para um composto eluido proximo a 30 minutos, quando existia 50% do
eluente A e 50% do eluente B. Possivelmente, trata-se de proteinas do soro, como a -
lactoglobulina ¢ a a-lactoalbumina, que apresentam uma combinacdo de caracteristicas
hidrofobicas e hidrofilicas (Minj; Anand, 2020). A presenca da proteina do soro intacta explica
a maior area total observada para o SLA (22,16 x 10%), em comparacio ao GA (21,54 x 10%) e
IA (17,70 x 10%).

A reducéo na éarea total dos picos cromatograficos em funcéo da extensdo da digestao,
evidencia a degradacdo das proteinas presentes no leite. Apés digestdo gastrica e intestinal,
varios novos picos de peptideos apareceram na zona de baixa hidrofobicidade. Porém, a
hidrélise pela pepsina ainda resultou na formacgdo de um maior nimero de peptideos, quando

comparado a hidrolise pela pancreatina, sugerindo que as condi¢des gastricas afetaram de
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maneira mais intensa as ligacBes peptidicas, liberando um maior nimero de residuos de
peptideos e aminodcidos. Em contraste, a hidrélise mediada pela pancreatina gerou menos
peptideos, uma vez que muitas proteinas ja haviam sido degradadas na fase gastrica. Os perfis
peptidicos dos leites antes e apos a digestdo estdo de acordo com os dados obtidos por
eletroforese (Figura 1), que confirmaram a degradacdo enzimatica das proteinas pela pepsina e

pela pancreatina, resultando na liberagdo de peptideos de menor peso molecular.

Figura 2 - Perfil de hidrofobicidade por cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) do soro

asinino antes e apds digestdo simulada in vitro
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No processo digestivo ocorre a hidrolise enzimatica das proteinas, formando proteinas
de baixo peso molecular, peptideos e aminoacidos. Estes produtos da hidrolise sdo mais
hidrofilicos e consequentemente tendem a ser mais bioacessiveis, visto que a dgua € o principal
solvente em nosso corpo e a absor¢do de compostos hidrofilicos é mais eficiente do que a de
compostos hidrofébicos. Nos cromatogramas cada pico corresponde a um composto e ao longo
da corrida percebemos a eluicdo dos compostos de acordo com a sua polaridade, os mais polares
eluem primeiro e 0 menos polares eluem por Gltimo. Portanto, maiores quantidades de picos

nos minutos iniciais indicam a presenga majoritaria de compostos polares, ou seja, hidrofilicos.

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados do ensaio de capacidade antioxidante utilizando o método ABTS,
expresso em pmol equivalentes de Trolox (ET) por 100 mL de amostra, apds as fases de
digestdo gastrica (GA) e intestinal (1A), podem ser observados na Figura 3. Percebe-se uma
variacdo significativa na capacidade antioxidante entre as amostras, sugerindo que 0 processo

digestivo pode influenciar na producdo de compostos antioxidantes.
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Figura 3 - Atividade antioxidante ABTS do Soro asinino e dos digeridos gastrico e intestinal
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Os dados apresentados demonstram que a amostra IA apresentou a maior capacidade
antioxidante (p < 0,05), com um valor de 182,67 umol ET/100 mL. Em contraste, a amostra
GA exibiu a menor capacidade antioxidante, com um valor de 62,22 pmol ET/100 mL. A
amostra SA apresentou um valor intermediério de 95,22 pmol ET/100 mL. Esses resultados
sugerem que a amostra 1A possui um maior potencial antioxidante em comparacdo as amostras
GA e SA, o que pode refletir uma maior concentracdo de compostos bioativos capazes de
neutralizar radicais livres nessa amostra. A digestdo gastrointestinal pode encurtar cadeias de
peptideos em varios graus, produzindo diferentes eficiéncias antioxidantes (Xie et al., 2015).

Esses resultados indicam que a digestdo intestinal pode potencializar a disponibilidade
de compostos bioativos antioxidantes. A superioridade da digestdo intestinal em termos de
capacidade antioxidante pode ser atribuida a maior liberacdo ou estabilidade dos compostos

antioxidantes durante essa fase do processo digestivo.
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6 CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos, o presente estudo demonstrou que o soro de leite asinino
apresenta um perfil bioquimico relevante, caracterizado por alta umidade, teores moderados de
proteinas e agucares redutores, e pH &cido. A digestdo in vitro simulada revelou que as proteinas
do soro, como a B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina, sdo gradualmente hidrolisadas pelas
enzimas digestivas, resultando na liberacao progressiva de peptideos de baixo peso molecular,
0s quais podem apresentar atividade bioativa. A fase intestinal se mostrou eficiente na liberacéo
de compostos antioxidantes, evidenciando o potencial do soro de leite asinino como uma fonte
promissora de ingredientes funcionais voltados para as inddstrias alimenticias e nutracéutica.

A andlise proteica, realizada por eletroforese e cromatografia, indicou uma degradacéo
significativa das proteinas, reforcando a eficacia das enzimas digestivas no processo de
hidrélise. Esse processo é essencial para a bioacessibilidade de peptideos com potencial
atividade antioxidante e possiveis beneficios para a salde metabodlica. Os resultados sugerem
que o soro de leite asinino pode ser utilizado em formulagbes de alimentos funcionais,
contribuindo para o desenvolvimento de produtos que promovam a satde humana, devido a sua
riqueza em peptideos bioativos.

Este estudo possui significativa importancia tanto para a indudstria alimenticia quanto
para a comunidade cientifica, uma vez que existem poucos estudos direcionados a essa
tematica. Além disso, a pesquisa contribui para a valorizacdo do leite asinino, um produto ainda
pouco explorado na regido Nordeste do Brasil. Nesse sentido, os achados apresentados abrem
novas perspectivas para o desenvolvimento de produtos lacteos funcionais com aplicabilidade

tecnoldgica, promovendo a saude humana e impulsionando a inovagéo no setor.
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