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Caracterizacao de nanovesiculas contendo peptideos
bioativos obtidos do soro de leite ovino
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INTRODUCAO

O soro de leite € um subproduto formado durante a producéo de leite e da caseina, compoe a fracdo aquosa do leite e contem cerca de
metade de seus componentes soluveis. O soro de leite possui um valor nutricional consideravel, no entanto, sua producao causa um grande
Impacto ambiental, em funcao do grande volume de rejeitos gerados, sendo importante o desenvolvimento de novas alternativas para seu
manejo e melhor aproveitamento. Atualmente, os consumidores estao interessados em alimentos minimamente processados ou que
possuem caracteristicas funcionais e que possuam um tempo prolongado de prateleira, mas sem adicao de conservantes quimicos. Uma
alternativa promissora para esse fim é a bioconservacado por meio do uso de peptideos bioativos, 0os quais podem ser obtidos através da
hidrélise de proteinas do soro do leite. A aplicacdo desses peptideos, no entanto, € dificultada por sua baixa resisténcia a degradacao e
hidrélise. Uma forma de proteger os peptideos bioativos de degradacao é sua encapsulacdo em vesiculas lipidicas, denominadas
lipossomas. Os objetivos desse trabalho foram desenvolver e caracterizar, ao longo de 1 més, lipossomas contendo peptideos bioativos
parcialmente purificados obtidos da hidrélise enzimatica do soro de leite ovino, utilizando uma preparacao enzimatica bacteriana

METODOLOGIAS

Microrganismos e producao de enzima proteolitica: Bacillus sp., cepa P7 - incubacdo em meio mineral contendo farinha de pena (10
g/L) = centrifugacao em precipitacdo das proteinas do sobrenadante com sulfato de amonio.

Purificacdo parcial da enzima: separacao por gel-filtracdo em coluna cromatografica (Sephadex G-100) - coleta de fracdes de 1 mL -
avaliacao da atividade proteolitica.

Hidrélise enzimatica: soro de leite liofilizado (10 g/L) - incubac&o com preparacao enzimatica bacteriana - centrifugacéao e liofilizacao do
sobrenadante.

Purificacao parcial dos peptideos bioativos: separacao por gel-filtracdo em coluna cromatografica (Sephadex G-25) - coleta de fracoes
de 1 mL - avaliacao da atividade antioxidante > ultrafiltracao por membrana (3 kDa).

Determinacao da atividade bioldgica: atividade antioxidante (ensaio de captura do radical ABTS) e anti-hipertensiva (ensaio de inibicdo da
enzima conversora de angiotensina I).

Encapsulacdo dos peptideos e caracterizacao dos lipossomas: determinacao do tamanho médio, polidispersividade (PDI) e potencial
zeta ().

Analise estatistica: ANOVA seguida de correcéao de Tukey, p<0,05.

RESULTADOS
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A B
3. - 100
_ 5 100- 100-
'E 1l = _
[ : l:. _.'ﬁ'l.. - 80 E = =« Absorbancia (280 nm) = 80 b ~ 80
1 1 o . < 80-
E 2 : L i'f 1 % Atividade antioxidante (%) E : b
o I R -60 o T g0 O 60
o o I ™ = * w
— (. I b = o = Fitrado 8 [ Fitrado
2 A B I o = 0 |
a0 P b ) Y 40 = & 40+ == Retdo g 40- EE Retido
£ 44 Fy oy o g o a
g ¢ \ 3 S 2 E =
w v T 20- T 90-
= R \ -20 @ 5 a
=L SR DY S T r— L
E R e - I ‘-‘_“ "'-.h".\-' f 'u —T1 u 1
-u 'ih--— | i | ‘l.----, I -.:-"-L"T.-_-u

Figura 2: Atividade biologica das fracdes filtrada e retida, formadas apos ultrafiltracdo dos
peptideos bioativos. Atividade biolégica foi caracterizada pelas atividades antioxidante (A) e anti-
hipertensiva (B). A fracao retida apresentou atividades mais altas.
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Figura 1: Perfil de absorbancia dos peptideos bioativos apos passagem pela coluna Sephadex G-25.
A quantidade de proteina de cada fracao é representada pela sua absorbancia a um comprimento de

onda de 280 nm. Essa quantidade esta correlacionada com a atividade antioxidante da fragao. Atividade biol (,)Cl Ica
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Tabela 1. Medidas de espalhamento de luz e de potencial {. Os lipossomas apresentaram diametro E T
médio dentro da escala nanométrica. A PDI e o potencial { se apresentaram fora da faixa de = 60 =
estabilidade proposta por outros autores, porém, todos 0s parametros se mantiveram constantes ao = 1 Lire
longo de 1 més.  A0- E== Encapsulado
=
=
Dias apds encapsulacao =
= 20-
1 15 30
o AN ﬂ 1 1 1
Diametro (nm) 166,67 + 1,387 163,87 + 7,22° 250,73 + 56,36° 1 5 %
3 3 3 Dias apos encapsulagao
PDI 0,45+0,03 0,43£0,04 0,20£0,19 Figura 3: Atividade antioxidante dos peptideos parcialmente purificados encapsulados e nao
. a a a encapsulados. A atividade dos peptideos se apresentou reduzida pela encapsulacdo. Ambos
Potencial € -16,70£ 7,06 -17,61£9,11 -13,20£9,39 0s peptideos, encapsulados e nao encapsulados, apresentaram reducao de atividade ao

longo de 1 més. A perda de atividade dos peptideos encapsulados foi estatisticamente
significativa em todos os dias de analise, enquanto que a perda dos peptideos livres so foi
significativa do segundo para o terceiro dia de analise. No entanto, a perda de atividade ao
longo de um més foi mais acentuada nos peptideos livres em relacao aos encapsulados.

CONCLUSOES

E possivel desenvolver lipossomas capazes de conter peptideos bioativos provenientes do soro de leite ovino.

Os lipossomas se mantiveram satisfatoriamente estaveis ao longo de 1 més.

encapsulacao dos peptideos em lipossomas € eficaz em reduzir a perda de sua atividade biologica, mesmo causando, por si propria, certa
diminuicao nessa atividade




