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Formulacdo de uma bebida a base de soro de leite com péptidos bioativos — Resumo

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma bebida a base de soro fermentado,
com péptidos bioativos, sendo esta categorizada como um produto com potencial bioativo
para a saude humana. O potencial bioativo da bebida traduz-se numa reducéo da atividade
de enzimas associadas a inflamacdes no colon, inflamacdes estas que sdo mediadas por duas
gelatinases (a MMP-2 e a MMP-9). Esta bebida poderia ser uma alternativa a diversos
preparados, por exemplo a partir de soja ou arroz. Apresentaria a vantagem de reutilizar um
subproduto da indastria do queijo, baseando-se numa abordagem na Otica da economia

circular.

Foi avaliada a capacidade do soro de leite fermentado na inibicdo da atividade das
gelatinases, através de ensaios fluorimétricos e ensaios de migracdo celular. Efetuou-se
igualmente a caracterizacdo centesimal do soro de leite e ensaios reolégicos das bebidas
desenvolvidas. Prepararam-se bebidas com adicdo de polpa de fruta, sendo que estas
revelaram um desempenho sensorial pobre. Em alternativa, utilizaram-se farinhas pouco

convencionais no fabrico de bebidas (alfarroba e bolota).

As bebidas de farinhas as quais foram adicionados aromas, revelaram ser a melhor
formulacdo por manterem uma capacidade anti-inflamatoria e pela avaliagédo “muito positiva”
em painel sensorial de discussao. Destas, as bebidas com alfarroba revelaram melhor aptidao
sensorial. Nos ensaios de migracdo celular e ensaios fluorimétricos, existiram diferencas
significativas na inibicdo das gelatinases, que corroboram o papel bioativo do soro. Em termos
da concentracdo minima inibitéria, a bebida de bolota apresenta maior potencial inibidor de
crescimento celular (11,89 pg.mL™?) face ao da bebida de alfarroba (20,91 pg.mL™t). Em termos
reoldgicos, as bebidas finais revelaram comportamento reofluidificante semelhante a bebidas

de mercado (e.g. quefir e iogurte liquido).

A aposta em produtos fermentados de soro revela-se promissora, dado 0s potenciais

beneficios para a saude humana.

Palavras-chave: Soro de leite, bebida, péptido, alfarroba, bolota.



Formulacdo de uma bebida a base de soro de leite com péptidos bioativos — Abstract

The main objective of this assignment was the development of a fermented whey-based
beverage with bioactive peptides, acting as a functional product with benefits to human health.
This bioactive potential would play a role in lowering the activity of enzymes associated with
colon inflammations that are mediated by two gelatinases (MMP-2 and MMP-9). This beverage
could act as an alternative to different mixes, like the ones made from soy or rice. The same
beverage would also have the added advantage of reusing a by-product of the cheese industry,

based on a circular economy approach.

The capacity of fermented whey in inhibiting gelatinase activity was assessed through
fluorimetric assays and cell migration assays. In another stage, a centesimal analysis of whey
and rheological assays of the developed beverages were prepared. Beverages with the
addition of fruit pulp were made, but these revealed a poor sensorial evaluation. As an
alternative, two kinds of unconventional flours were used in the development of these whey-

based beverages (carob and acorn).

Flour-based beverages with added aromas revealed to have the best capacity for
maintaining an anti-inflammatory effect and due to its “very positive” mark in a sensorial panel
with discussion. Of these, the beverages with carob revealed the best sensorial prowess. In
the cell migration assays and fluorimetric assays, there were significant differences in the
inhibition of gelatinases, which corroborate whey’s bioactive role. In terms of its minimal
inhibitory concentration, the acorn flour beverage presented a bigger inhibitory potential (11,89
ug.m_L1) when compared to the carob flour beverage (20,91 ug.mL™?). In rheological terms, the
final beverages revealed a shear-thinning behavior which were similar to purchasable ones

(e.g. kefir and liquid yogurts).

Fermented whey products have revealed to be a promising bet in terms of its potential to

the food industry.

Key words: Whey, beverage, peptide, carob, acorn.
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ACE - Angiotensin-converting enzyme (Enzima conversora de angiotensina)
ALA - a-Lactalbumina

BABA - Bebida de Abacaxi
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BBOL - Bebida de Bolota
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FENALAC - Federag&o Nacional das Cooperativas de Produtores de Leite
g - Unidade de forga gravitacional

HWP - Hydrolysed Whey Protein (Proteina hidrolisada de soro de leite)

K - indice de consisténcia

kDa - kilo Dalton

LAB - Lactic Acid Bacteria (Bactérias produtoras de acido lactico)

MIC - Minimal Inhibitory Concentration (Concentragdo Minima Inibitéria)
MMP - Metaloproteinases de Matriz

MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-lil)-2,5-difeniltetrazolio

n — indice de escoamento (este “n” ndo é aplicavel ao modelo de Cross)
PBS - Phospate Buffered Saline (Tampé&o Fosfato Salino)

pH - Potencial of Hydrogen (Potencial de Hidrogénio)

PSA - Persulfato de Amonia

PUFA - Poliunsaturated Fatty Acids (Acidos gordos polinsaturados)

rpm - Rotacdes por Minuto

RPMI - Roswell Park Memorial Institute Medium (Meio Roswell Park Memorial Institute)
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SBR - Sample Buffer Reducing (Tampao redutor de tratamento de amostra)

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Eletroforese em
gel de poliacrilamida)

SF - Soro de Leite Fermentado

SFC - Soro de Leite Fermentado e Concentrado

SFF - Soro de Leite Fermentado e Fervido

SL - Soro de Leite (de vaca, cabra e ovelha)

SNF - Soro de Leite Nao Fermentado

t - Tonelada

TCA - Trichloroacetic acid (Acido tricloroacético)

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

UF - Ultrafiltracdo

WPC - Whey Protein Concentrate (Concentrado de proteina de soro)
WPI - Whey Protein Isolate (Concentrado de proteina de soro isolada)

XANT - Goma xantana

Notas:

1. No capitulo “2. Materiais e Métodos” (e subsequentes) todas as referéncias a soro de leite

dadas na presente dissertacao referem-se a SL da mesma proveniéncia.

2. Todas as referéncias as bebidas formuladas, no decorrer da presente dissertacéo,
apresentam soro de leite fermentado, submetido a liofilizagdo e ressuspendido num volume

cinco vezes menor (designado por SFC) .

Xi
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Desde a domesticacdo de pequenos ruminantes (8000 a.C.) na Asia Menor (Bellwood,
2005) que o consumo de leite tem exercido uma forte presenca na vida das populagées, sendo
explicado pelos beneficios que se extraem do respetivo valor nutricional elevado. Este é
referido como um “alimento completo” (Davoodi et al., 2013), ou seja, que fornece todos os
nutrientes como proteinas, aminoacidos essenciais, gordura, vitaminas lipossolUveis e sais
minerais em proporc¢des consideras “adequadas” (Ralston et al., 2014). Nos ultimos 30 anos,
o consumo de leite e derivados nos Estados Unidos prolongava-se as trés a quatro por¢cées
diarias, sendo parte integrante de uma refeicédo, tendéncia que tem vindo a diminuir (Cavadini
et al., 2000). Em 2011, a Harvard Medical School retirou os lacticinios do Healthy Eating Plate
(ou “Prato Saudavel”, um guia visual para auxiliar a escolha de uma refeigdo saudavel) uma
vez que varios estudos epidemioldgicos associavam a ingestdo de leite e derivados ao
desenvolvimento da doenga oncoldgica. Associado a este problema, existe uma faixa da
populacdo que é intolerante a lactose ou alérgica a determinadas fragdes proteicas do leite
(e.g. caseinas). No entanto, existem estudos (por vezes antagonicos) que revelam que a
ingestao de leite e queijo duas até trés por¢cbes ao dia parece diminuir o risco associado a
problemas como o cancro do célon (Davoodi et al., 2013).

Face a esta mudanca de paradigma, uma faixa da popula¢do preocupada com a saude e
bem-estar, suscetivel a problemas de inflamagdes intestinais, procura alternativas ao leite de
vaca (e.g. bebidas a base de soja, aveia ou arroz), muitas vezes sem dar conta dos problemas
que a ingestdo excessiva destas bebidas acarreta (e.g. desequilibrios da funcéo enddcrina,
inducao de infertilidade e aumento do risco associado ao cancro da mama) (Chavarro et al.,
2008).

Certos problemas de saude associados a ingestdo regular de leite (e.g. colicas em
individuos com Doencga Inflamatdria Intestinal) ndo se verificam no consumo de bebidas
vegetais. Contudo, este primeiro tem sofrido uma quebra de 17 % desde o inicio de 2016,
segundo dados da FENALAC (2017) devido a “mitos e inverdades” promovidos juntos do
consumidor final. Pensa-se que um destes mitos € o facto de se associarem problemas
digestivos a ingestédo da lactose, mesmo em individuos que produzam lactase em quantidade
suficiente. Este, contudo, ndo é verificado no consumo de queijo. Segundo dados de Carvalho
(2015) este consumo foi de 11,7 kg per capita ano em 2015 e “mais que triplicou” quando

comparado com o ano de 2010, evoluindo a um ritmo médio anual de 3,2 %.

Associado a este aumento consideravel da producéo de queijo nacional, existe a producdo

de grandes volumes de soro de leite que é valorizado para a obtencédo de proteinas com
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funcdes benéficas para o consumidor final. Nesta Otica de valorizacdo de subprodutos,
descobriu-se que um tipo especifico de soro de leite fermentado (proveniente tanto de leite de
vaca, cabra ou ovelha) de uma determinada proveniéncia apresenta um papel funcional
benéfico (Santos et al., 2015). Este papel funcional pode ser descrito como um alimento que
para além do carater nutricional, “possui microrganismos viaveis, como bactérias lacticas ou
leveduras” que “exibem um efeito benéfico sobre a salde do hospedeiro, apos ingestao,

devido a melhoria das propriedades da microflora nativa” (Gomes e Malcata, 1999).

Em geral, ndo tendo em conta o SL especifico utilizado por Santos e colaboradores (2016),
o0 soro revela potencial antitumoral (Sgarbieri, 2004), potencial antiviral (Madureira et al., 2007)
e apresenta um papel estimulante no sistema imunitario (Madureira et al., 2007). O soro de
leite (ou soro de queijo) (SL), quando fermentado apresenta um papel de agente
antibacteriano (Sonomoto e Yokota, 2011). Este papel antibacteriano ja foi aplicado no
decorrer de trabalhos de investigacao, em inddstrias de minimamente processados (Santos
et al., 2015). O efeito antibacteriano resulta da acumulacdo de &cido latico que se forma no
processo fermentativo e dos péptidos que resultam da proteodlise das proteinas do SL, tendo
esse mesmo SL revelado eficacia no decréscimo de patogénicos das matérias-primas.

Em investigacbes anteriores (Santos et al., 2015), foi demonstrado que um tipo especifico
de soro de leite de uma determinada proveniéncia (mediante determinadas condi¢des de

fermentacgédo) origina péptidos com efeitos benéficos para o consumidor.

A presente dissertacdo assenta no impacto que o soro de leite tem em processos
inflamatérios e do potencial deste em inibir duas metaloproteinases de matriz (denominadas
gelatinases: a MMP-2 e a MMP-9). A inibicdo destas enzimas € desejavel no tratamento de
inflamacdes do célon, uma vez que estas sdo percursoras de outros problemas de salde,
nomeadamente da doenca oncolégica (Romano et al., 2016; Triantafillidis et al., 2009). A
procura de inibidores especificos para estas MMPs (provenientes de fontes naturais) sdo, por

isso, bastante desejaveis.
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De acordo com o Regulamento (UE) N° 1308/2013 a designacdo de leite fica
exclusivamente reservada ao “produto de secrecao mamaria, normal, proveniente de uma ou
mais ordenhas, sem qualquer adi¢cao ou extracao.” Esta designacao pode ser utilizada para o
leite que tenha sido submetido a um “tratamento” do qual ndo resulte qualquer alteracdo da
sua composicao e pode ser utilizada, com um ou mais termos, para designar o “tipo, classe
qualitativa, a origem e/ou a utilizacéo prevista do leite, para descrever o tratamento fisico a
gue o leite foi submetido ou a alteracdes verificadas na composi¢cdo do mesmo, desde que
tais alteracdes se limitem a adicdo e/ou a extracdo de componentes naturais do leite”.

O leite e os produtos lacteos (e.g. iogurte e queijo) sdo uma fonte de proteina de elevada
gualidade, o que faz com que seja fornecedor de uma grande variedade de aminoacidos, em
grande parte, de carater essencial (Ralston et al., 2014). Além do seu elevado valor nutricional,
tem sido reportada uma grande variedade de atividades biol6gicas associadas a componente
proteica do leite e ainda, ao elevado conteido em compostos com potencial bioativo como o
“célcio, vitamina D e &cido linoleico” (Rozenberg et al., 2016; Sanches, 2015). E amplamente
visto como um alimento saudavel sendo parte integrante de uma refeicdo, e tem sido
fortemente incluido nas refeicbes como forma de alcancar a dose diaria recomendada de
1000 mg.d* de célcio (Kanis et al., 2013). Em proporcdes consideradas aceitaveis (um a dois
copos de leite ou fatias de queijo), o leite de vaca é benéfico numa alimentacdo equilibrada.
Apresenta constituintes como eletrélitos, proteinas e péptidos que podem ter um efeito
benéfico a nivel da pressao sanguinea (Jauhiainen e Korpela, 2007). Este contém 3,5 % de
proteina, que consiste em caseinas (80 %), sendo estas classificadas como a, 3 e k caseinas

e proteinas do soro de leite (20 %).

Em 2012, uma das grandes alteracdes que surgiu no “Prato Saudavel’ definidos pela
Harvard School of Public Health foi a remog&o do leite e laticinios da considerada “dieta
saudavel’, apesar destes continuarem na Piramide dos Alimentos (Figura 1). Esta reducéo
surgiu de estudos epidemiolégicos que associam o leite a diversos problemas de saude, pelo
gue a ingestao deste se deve cingir a uma ou duas por¢cdes por dia. Mais concretamente,
varias investigacdes apontam que o consumo excessivo de leite se encontra associado ao
aparecimento de cancro na prOstata (Tat et al.,, 2017), cancro da mama e “possivel
aparecimento” de cancro nos ovarios (Faber et al.,, 2012; Merritt et al., 2013). Alguns
investigadores admitem também a hipétese de que o processo industrial atual de producédo

de leite de vaca altere a sua composi¢cao hormonal, de modo que o consumo deste pode levar
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a um aumento no risco de cancros relacionados com hormonas (Malekinejad e Rezabakhsh,
2015).

Cames vermelhas e manteiga
P&o branco, arroz e massa
Bebidas agucaradas

Sal

Laticinios (1 a 2 porgoes)
ou suph tos de vitamina D ou célcio

DAY 11-2 servings & day) OR
VITAMS D/CALCIUM SUPPLIMENTS

Peixe, carne de aves e ovos
Nozes, sementes, feijdo, tofu

Vegetais e frutas

Gorduras e oleos saudaveis (azeite, colza,
X amendoim)

v Graos integrais (arroz integral), aveia

< .

Exercicio diario e medidas de controlo de peso
=L Agua

Figura 1. Pirdmide dos Alimentos como se encontra definida pelo Departamento de Nutricdo da
Harvard School of Public Health (2016) sendo que os laticinios ocupam o segundo patamar. Na base
da piramide, para além das recomendacdes na dieta, encontra-se demarcada a préatica de exercicio
fisico diéria.

Danaei e colaboradores (2011) reportaram que globalmente, o nimero de individuos com
diabetes praticamente duplicou nos ultimos 30 anos, podendo a maior parte destes casos ser
evitados através da dieta e pratica de exercicio fisico. A nivel nacional, também existe um
namero alarmante de casos (estima-se que cerca de 10 % dos portugueses em 2015
apresentam diabetes, segundo o Servico Nacional de Saude) (Observatério da Diabetes,
2016). Associado a esta problematica, foi verificado que o consumo elevado de lacticinios
esta associado ao desenvolvimento de Diabetes tipo | em criancas (os diabéticos tipo 1

produzem anticorpos contra as proteinas do leite, 0 que é raro acontecer em pessoas

saudaveis) (Virtanen et al., 1998).

Em detrimento do leite e derivados, tem vindo a ser aconselhada a ingestéo de horticolas
na obtencdo da dose diaria recomendada de célcio (e.g. legumes de folhas verdes, feijoes,
brocolos, soja e tofu). Em adicdo aos problemas levantados da ingestdo excessiva de leite,
este pode causar diversas alergias e/ou intolerancias alimentares, associadas a lactose ou a
caseina. A presenca de hormonas no leite é nociva para a saude uma vez que esta associado

a desequilibrios hormonais e desenvolvimento de tumores (Malekinejad e Rezabakhsh, 2015).
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Em 2015, o consumo de leite em Portugal, foi de 71,0 kg/hab.ano™, o valor minimo obtido
desde 1985 e inferior em 11,7 kg ao consumo médio verificado no periodo 1980 a 2015. A
tendéncia de reducéo de consumo leite iniciou-se em 2005 e continuou até 2015, a uma taxa
média anual negativa de 2,4 % (Figura 2) (Carvalho, 2015). J4 o queijo, o terceiro produto
lacteo mais consumido, apresentou um consumo per capita de 11,7 kg/hab.ano* em 2015, e
teve um aumento de consumo ao longo do periodo considerado. Contudo, na ultima década

considerada, tem apresentado um declinio de consumo progressivo.
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Fonte: INE. I P. Leite para consumo publico Hlogurtes

Figura 2. Evolugédo nacional do consumo de leite e produtos lacteos (por kg/hab.ano?) (de iogurte,
queijo e manteiga) no periodo de 1980 a 2015. Adaptado de Carvalho (2015).

1.1.2. Alergias e intolerancias ao leite

BN

A alergia e a intolerancia a lactose designam problemas completamente distintos.
Individuos com intolerancia a lactose ndo conseguem digerir 0 aglcar constituinte do leite
(lactose, 0 agucar mais abundante) porque apresentam uma deficiéncia nos niveis de lactase,
uma enzima produzida a nivel das células da parede do intestino delgado sendo necesséria
para metabolizar a lactose. A falta desta enzima causa sintomas como “dores abdominais,
flatuléncia ou diarreia” (IDF, 2008). No aparelho digestivo, a intolerancia a lactose apresenta
efeitos negativos em individuos que padegcam da Doencga de Chron e Doenca Inflamatoéria
Intestinal, podendo ainda resultar em colites, refluxo gastrico e leve obstipacdo (Menezes et
al., 2013).

Cerca de 75 % da populacdo mundial sofre de intolerancia a lactose, contudo apenas 20
% dos adultos retém efetivamente a intolerancia (Swagerty et al., 2002). De acordo com a
Sociedade Portuguesa de Gastroenterologia, cerca de um terco da populacdo Portuguesa

sofre de intolerancia a lactose (3 milhées de individuos).

Por outro lado, as alergias alimentares designam “reacbes adversas a alimentos,
dependentes de mecanismos de imunidade, mediados ou ndo por imunoglobulinas E (IgEs)

ou outras células imunoldgicas (Zanin et al., 2002). As alergias alimentares mediadas pelas
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IgEs sé&o caracterizadas pela sua rapida instalacao e aquelas que ndo sao mediadas por IgEs
apresentam manifestac¢des clinicas tardias o que torna o diagnéstico dificil (Eigenmann et al.,
1998).

Em termos concretos, as alergias ao leite ou a derivados do leite ndo se encontram
diretamente relacionadas (IDF, 2008). Individuos com uma alergia ao leite ou derivados
apresentam sintomas que resultam de uma reacéo do sistema imunitario a um invasor. Esta
reacdo pode causar inflamacfes a nivel do estbmago, vomitos, fezes com presenca de

sangue e até choque anafilatico; uma resposta que pode pdr em causa a vida do individuo.

No caso da alergia ao leite de vaca, 0s agentes responsaveis sdo encontrados
maioritariamente nos derivados do leite. Os agentes responsaveis por estas rea¢des sao
proteinas do leite de vaca como as caseinas, a B-lactoglobulina, a-lactalbumina, albumina do
soro e imunoglobulinas (Gasparin et al., 2010) embora se estimem que mais de 20 tipos de
proteinas possam causar alergia com graus de alergia distintos (Sharma et al., 2001). A dificil
digestibilidade da ALA e da BLG também parecem estar por detrds do fenbmeno de
intolerancia. O facto das proteinas do leite de vaca constituirem 0s primeiros antigénios
alimentares a serem introduzidos na dieta humana, pode explicar o facto desta alergia ser das

mais frequentes e precoce (Kneepkens e Meijer, 2009).

Até agora, uma das principais alternativas ao consumo de leite tem sido o consumo de
bebidas de origem vegetal, com alto teor proteico e enriquecidas em calcio, nomeadamente

as bebidas de soja, améndoa, arroz, aveia e cdco.

Das bebidas alternativas ao leite de vaca, a soja tem ocupado um lugar central como
alternativa mais saudavel ao leite, por ser de origem vegetal e pelo elevado contéudo proteico.
Contudo, esta apresenta algumas desvantagens nutricionais que podem envolver graves
riscos para a saude, apesar destes ndo serem amplamente divulgados. Destas preocupacdes,
denota-se a presenca de compostos com efeitos indesejaveis (e.g. isoflavonas da soja que

sdo receptores naturais de estrogénios) (Setchell, 2001).

A soja, apesar de ser rica em proteinas, ndo apresenta todos os aminoacidos de caréater
essencial duma dieta numa quantidade adequada, tendo baixo teor do amino&cido metionina
(534 mg por 100 mg) (Whitbread, 2017), que se encontra abundantemente disponivel nos
laticinios (169 mg por 100 mL) (Whitbread, 2017), sendo até de 52 % da dose diaria
recomendada num iogurte magro. Para além disto, as bebidas a base de soja apresentam um
elevado conteldo em acgucares simples e aromas de modo a conferir sabor, uma clara

desvantagem em termos nutricionais.
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Segundo o Codex Alimentarius (Codex Standard 283, 1978) (FAO, 2013) o queijo é “um
produto fresco ou curado, semiduro, duro ou extra duro que pode ser revestido e no qual a

relacdo proteinas do soro/caseina, ndo pode exceder a do leite”, obtido por:

e Por coagulacdo total ou parcial da proteina do leite, do leite desnatado, parcialmente
desnatado, nata, nata do lactossoro ou leitelho, ou qualquer combinacdo destes, gracas a
acao do coalho ou outros agentes apropriados e por dessoramento parcial do lactossoro
resultante desta coagulacdo respeitando o principio de que o fabrico do queijo resulta numa
concentracdo da proteina do leite (em particular na fracdo da caseina) e que, em
consequéncia, o teor proteico do queijo sera significativamente maior de que o teor de proteina
da mistura dos ingredientes dos quais o queijo foi feito;

e Pelo emprego de técnicas de fabrico que provoquem a coagulacdo do leite e/ou das
matérias-primas dele derivadas de forma a obter um produto final que tenha as caracteristicas

fisicas, quimicas e organoléticas referidas no ponto anterior.

O processo de fabrico de queijo encontra-se esquematizado na Figura 3 e salvo variedades
especificas de queijo, é relativamente semelhante. No fabrico do queijo, o leite é inicialmente
submetido a uma série de operacdes de tratamento e padroniza¢do que variam consoante a

composicao fisico-quimica do leite e com o tipo de produto final pretendido.

Genericamente o leite, tratado ou nao termicamente, é conduzido para cubas onde se da
a sua conversao em coalhada, através do processo de coagulacdo das principais proteinas
do leite, as caseinas através da via enzimatica. A qualidade e o tipo de soro do leite obtidos
do fabrico de queijos, sdo diferentes, dependendo do tipo de queijo e do nivel de
processamento aplicado na obtencdo do queijo, sendo obtido soro acido ou soro doce
conforme as condigbes descritas em “1.3.1 Soro de leite: Definigéo e historia”. O rendimento

do processo de coagulagéo € notoriamente baixo (Lucey e Kelly, 1994).
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Obtencéo da Preparacéo da

. . L. ) — Coagulacao
matéria-prima matéria-prima gulac

Soro
. < Dessoramento
Queijo maturado (doce/acido)
|
Maturacéo Salga Prensagem

Figura 3. Diagrama genérico de fabrico de queijo de grau variavel de maturacéo. Apos a etapa

de prensagem ha obtencdo de um produto denominado “queijo fresco”. Apds maturacdo ha

obtencdo de um queijo maturado. A etapa de dessoramento corresponde a etapa de obtenc¢éo do
soro, imediatamente apds coagulacao das caseinas do leite.

E necessaria uma tecnologia de processamento avancada para fazer produtos de soro do

leite, como o concentrado de soro proteico e a lactose em pé (Figura 4). Esta capacidade de

resposta deve ser direcionada para uma industria de elevado volume de producéo, de modo

a introduzir na mesma um carater de producao sustentavel.

Producé@o mundial de soro
de leite (2015)
(145 milhdes de t)

Alimentagédo animal,

Utilizag&o industrial

utilizacao em fertilizante

(85 milhdes de t)
58,62 %

ou desperdicio
41,38 %

Soro de leite em p6 e lactose
(49 milhdes de t)
57,65 %

Derivados da lactose
" (e.g. galactose, lactulose,
lactilol)

Concentrados proteicos
(30 milhdes de t)
35,29 %

Exemplos
7 Soro em po, soro permeado
em pé, proteinas funcionais

Outros produtos
(farméacia
(6 milhdes de t)
7,06 %

Produtos de valor
acrescentado
(e.g. farmécia, nutrigdo,
higiene pessoal)

Figura 4. Balan¢co mundial da utilizacdo do soro de leite. Adaptado de Tsakali et al. (2010).
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O soro é considerado um dos coprodutos que apresenta maior impacto poluente sendo
gque apresenta valores de CBOse CQO ditos “elevados” (Tsakali et al., 2010). A CBOs designa
a quantidade de O./mg necessaria para efetuar a uma oxidacao biol6gica da carga organica
por litro de soro, ao longo de 5 dias. Ja a CQO designa a quantidade total de oxigénio
necesséria para oxidar toda a matéria organica e transforma-la em diéxido de carbono, em
agua, e em matéria inorganica oxidavel). Em média, os valores de CBOs de um efluente de
soro de leite de vaca sdo da ordem dos 35 000 a 55 000 mg O..L* (Tsakali, et al., 2010) e os
valores de CQO sdo da ordem dos 16 700 mg O..L ! a 28 960 mg O..L! (Costa, 2011). A
lactose é um dos constituintes maioritariamente responsaveis por estes valores (Assadi et al.,
2008).

Como efluente industrial, o soro de vaca apresenta maiores valores de CBOs e CQO que
o soro de ovelha e de cabra (Costa, 2011). Em termos de valores, o soro de ovelha e o de
cabra séo respetivamente de 11 720 a 18 250 mg.L™* O, face a 7 170 a 16 700 mg/L O..
Considerando que anualmente se produzem cerca de 145 milhdes de toneladas de soro, a
procura de novos métodos para a utilizacéo de soro € vista como bastante apreciavel do ponto
de vista industrial e econémico. A extensdo das etapas genéricas de tratamento de uma
indastria produtora de queijo encontram-se esquematizadas na Figura 5.
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Figura 5. Etapas de transformacéo do soro de leite desde a sua producao, até ao fabrico de requeijao
e as respetivas operacdes de tratamento de aguas residuais.
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Em termos globais, a industria dos laticinios pode beneficiar das oportunidades existentes
em dois grandes aspetos: prolongar a “vida util dos produtos” e “criar produtos competitivos
que sejam duradouros” (Comissdo Europeia, 2016). A eficiéncia na utilizagéo dos recursos e

a gestdo de desperdicios das industrias sdo elementos-chave na politica ambiental europeia.

As atuais tendéncias de aumento populacional, crescimento da procura e consequente
pressao nos recursos naturais tém vindo a sublinhar a necessidade das sociedades modernas
avancarem para um paradigma mais sustentavel; uma economia mais "verde" que assegure
o desenvolvimento econdmico, a melhoria das condi¢es de vida e de emprego, bem como a
regeneracdo do "capital natural". E defendido como uma solucéo alternativa para minimizar

consumos de materiais e perdas de energia.

No paradigma atual, ha necessidade de se passar de uma economia linear para uma
economia circular. Nesta, a procura de produtos que deem destino a estes excedentes € vista
como necesséria numa O6tica de sustentabilidade, enquadrando-se na légica de economia
circular. Esta economia circular (Figura 6) visa a transformacao de coprodutos ou residuos de
uma inddstria alimentar em possiveis matérias-primas. Estas novas matérias-primas resultam
na criacao de valor e de novas oportunidades em termos de concecdo ambiental (Comisséo
Europeia, 2016).

Em termos de queijarias de pequenas dimensdes, se for efetuada uma valorizacéo do soro
de leite, os custos de exploracdo da instalacdo podem decrescer significativamente (Costa,
2011). Dentro desta ¢tica de valorizagdo, podem-se desenvolver produtos a base de soro de
leite, nomeadamente bebidas com soro de leite. Varios estudos tém sido desenvolvidos nessa

Otica de aproveitamento (Bozani¢ et al., 2014).
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Figura 6. Representacdo esquematica generalizada do conceito de economia circular adaptada em
termos de industrias alimentares. Adaptado de Comisséo Europeia (2016).

O conceito de economia circular constitui uma resposta ao desejo de um crescimento
sustentavel no contexto da presséo crescente que a produgcdo e 0 consumo exercem sobre o
ambiente e os recursos mundiais. Até a data, a economia tem funcionado maioritariamente
num paradigma linear de “recolha, produgéo, eliminagdo” segundo o qual todos os produtos
alcangam um periodo denominado “fim de vida util’. A economia circular traz varias
oportunidades na medida em que melhora a concecdo ecolégica (reduzindo a emissao de
gases com efeito de estufa), promove a reutilizacdo de residuos (que geram poupancas
liquidas paras empresas) e é também criadora de postos de trabalho. Estimativas apontam
para uma criacéo de “mais de dois milhdes de postos de trabalho em comparagdo com um
cenario de manutencao da situagao atual’ (Comissdo Europeia, 2016). Em termos gerais, a
implementacéo de medidas para aumentar a produtividade dos recursos em 30 % até ao ano
de 2030 podera também apresentar um aumento no PIB europeu em cerca de 1 %
(Cambridge Econometrics, 2014).

A transicdo para uma economia circular redireciona o foco para a “reutilizacéo, reparacao,
renovacao e reciclagem dos materiais e produtos existentes”. O que era visto como «residuo»
pode ser transformado num recurso. Envolve o aumento e o prolongamento do uso de
produtos “duradouros, reutilizaveis ou reciclados” em vez de serem deitados ao lixo e as

respetivas embalagens eliminadas por processos de combustao.
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Em exemplos concretos, nas empresas de laticinios também se verifica a aplicagdo do
conceito de economia circular, através da producdo de recursos, nomeadamente, da
producdo de biogas através da digestdo anaerdbia do soro de leite (Antonelli et al., 2016;
Blades et al., 2017).

Nas industrias de laticinios, a reutilizacdo do soro de leite entra na otica de economia
circular. O aproveitamento do soro de leite consiste na aplicacdo direta da transformacéo de

um “residuo num recurso”, por exemplo na incorporacao de produtos lacteos (e.g. requeijao).

Estes produtos lacteos sdo passiveis de entrar na alimentacdo humana; em termos de
legislacdo europeia, o Regulamento (EU) n° 1308/2013, do Parlamento Europeu e Conselho,

de 17 de dezembro de 2013 define como “produtos lacteos” “os produtos derivados
exclusivamente do leite, considerando-se que lhe podem ser adicionadas as substancias
necessarias ao fabrico de cada produto, desde que tais substancias ndo sejam utilizadas para
substituir, total ou parcialmente, qualquer componente do leite”. Numa ética de
desenvolvimento de novos produtos, h& possibilidade de fabricar bebidas a base de leite e

derivados dado que ndo havera substituicdo das proteinas do soro de leite.

O soro do leite ou soro de queijo € um subproduto ou coproduto aquoso derivado da
producao de “queijos duros, semiduros e de pasta mole” (96 %), da industria de producgéo de
caseina (6 %) e em menor grau, iogurte concentrado (BoZanié et al., 2014). E a porcdo do
gueijo que sobra apés a caseina e a gordura do leite darem origem a coalhada,
nomeadamente através do tratamento enzimatico (por enzimas de origem animal
(provenientes do coalho) ou de origem vegetal (provenientes do cardo)). Nas industrias de
producdo de queijo, este subproduto € obtido a um custo praticamente nulo, uma vez que

resulta da producéo direta de queijo.

Estima-se que o soro tenha sido descoberto ha cerca de 3000 anos (Smithers, 2008). Foi
durante muito tempo visto como um desperdicio das industrias dos laticinios (Smithers, 2008),
mas desde ha varias décadas que o estatuto de “desperdicio” tem sido contestado por ja se
poder aproveitar grande parte deste coproduto e nédo sé para alimentacdo animal (Galsmar e
Bergmann, 1967). Durante véarias décadas, foi eliminado in situ, mas s6 a partir do século XX
€ que se iniciou a introducao de legislacado aplicada para impedir que o SL nao tratado fosse

eliminado sem tratamentos prévios (Smithers, 2008). Em particular, a legislacao atual
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contempla os Decreto-Lei n.° 152/2017 de 7 de dezembro e o Decreto-Lei n.° 348/2007 de 19
de outubro para parametros de emissfes de aguas residuais mistas (Costa, 2011).

No fabrico de queijo, no caso da coagulacdo ser realizada por via acida, o SL resultante
denomina-se por “soro acido” (pH compreendido entre 4,6 e 4,8), e quando é realizada por
acao de enzimas proteoliticas, o soro resultante € denominado como “soro doce” (pH entre
5,9 e 6,4). O soro 4cido € maioritariamente obtido de leite desnatado utilizado no fabrico de
queijo fresco, ricotta ou queijos de estrutura semelhante e € o soro que no presente trabalho
se pretende reaproveitar na forma duma bebida. O soro doce é maioritariamente obtido de
leite utilizado no fabrico de queijos como Cheddar, Mozzarella e queijo do tipo Suico. O soro
doce apresenta menor acidez e maior qualidade em termos das proteinas que se podem obter
(Tetra Pak, 2016).

Ao longo das ultimas décadas, tém sido feitos varios esforgos para transformar grandes
volumes de soro de leite gerados como subprodutos da inddstria do queijo hum produto
alimentar adequado (Djuri¢, et al., 2004). Apesar do aproveitamento de soro para fabrico de
requeijdo ainda se obtém o sorelho, que necessita de tratamentos adicionais ao nivel das

aguas de lavagem.

Até muito recentemente, muita da inovacao no uso de probidticos e pré-biéticos tem sido
verificada na area dos laticinios, com uma vasta gama de produtos como iogurtes “promotores
de saude” (ao auxiliar o transito intestinal), skyr, quefir e iogurtes provenientes de fermentacao

no mercado global.

No mercado internacional o soro é comercializado em trés formas distintas: “concentrado
de proteina de soro” (WPC), “isolado de proteina de soro” (WPI) e “proteina hidrolisada de
soro” (HWP) (Mordor Intelligence, 2017). O WPC, é alto em lactose e pobre em proteina,
constitui 25 % do total do share do mercado. E utilizado na producdo de bebidas proteicas e
suplementos nutricionais. WPCs, apresentam um share de mercado de 60 % e sao utilizados
em aplicacbes médicas e nutricionais. As proteinas do soro sdo extremamente versateis
guanto ao uso e encontram as suas aplicacées na forma de féormulas para bebés, pastelaria
e confecdo, snacks e lacticinios. Até 2022, espera-se que seja um segmento de maior
crescimento em termos de produtos alimentares, atingindo 9 mil milhdes de dolares (Mordor
Intelligence, 2017). Com um valor nutricional claramente distinto, 45 % do mercado do soro
de leite foi alocado apenas para suplementos de dieta. Em Portugal, este segmento capta,

atualmente, 8% do valor do mercado. Em termos de grupos-alvo, a fatia dos desportistas sera
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das mais importantes para a comercializacdo de uma bebida a base de soro de leite, uma vez
que estes extraem os beneficios da ingestao de uma fonte proteica de um modo eficaz.

Prevé-se que até ao ano de 2025, a producdo apresentard um crescimento constante,
resultante de um aumento progressivo do fabrico de queijo a nivel mundial (26 milhdes de
toneladas), resultante de alteracbes socioecon6micas e demogréficas que incentivam a

compra de laticinios (Blasko, 2010) (Figura 7).
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Figura 7. Projecdo mundial de producdo de queijo para o periodo de 2016 a 2025 (em milhares de
toneladas). Adaptado de OECD/FAO, (2016).

Varios estudos tém demonstrado que o consumo de leites fermentados promove diversos
beneficios na saude, destacando-se, a viabilidade dos microrganismos ingeridos (que
induzem mudangas positivas sobre o ambiente intestinal) e dos metabolitos produzidos no

leite fermentado, através de efeitos secundarios positivos.

Produtos como leites fermentados ja se encontram comercializados em Portugal sendo
que estes contribuem ativamente para a “protegao e reforgo do sistema imunitario” ao garantir
nutrientes e fermentos lacteos do leite, essenciais ao bom funcionamento do organismo
(Parvez et al., 2006). A fermentacdo do soro de leite constitui uma vantagem ja que no
processo fermentativo sdo produzidos péptidos com efeitos pré-bidticos consideraveis
(Madureira et al., 2007; Smithers, 2008), particularmente com capacidade anti-inflamatéria.
Em termos de bebidas fermentadas, existem trés grandes grupos de comercializagdo de
produtos fermentados obtidos do leite de vaca: iogurtes e bebidas baseadas no iogurte,

leitelho e natas acidas e sobremesas com base em laticinios.

14



Formulacdo de uma bebida a base de soro de leite com péptidos bioativos —Reviséo bibliogréafica

O soro representa cerca de 85 a 90 % do volume de leite e retém aproximadamente 50 a
55 % dos nutrientes do leite (Siso, 1996). A nivel mundial, estima-se que cerca de 89 % do
leite utilizado para o fabrico de queijo seja convertido em soro (Abreu, 2014).

O soro de leite liquido apresenta uma composicdo de 93 a 94 % de agua e contém uma
percentagem aproximada de 5 a 6 % de sélidos presentes no leite. Apresenta vestigios de
gordura (igualmente provenientes do leite) (0,36 %), minerais (0,53 %), vitaminas e acidos
organicos (< 0,5 %). Em termos de agucares, a lactose (um dissacarido derivado da
condensacao da a-D-glucose e galactose) é o principal constituinte (Tabela 1). As proteinas
do soro sé@o extremamente valorizadas devido ao alto valor biolégico (Figura 8), superior a
proteinas de origem animal (e.g. ovos (Smithers, 2008), caseinas do leite (Smithers, 2008) e
de origem vegetal (e.g. soja (Smithers, 2008) mas também devido ao alto conteddo em
aminoacidos sulfurados (e.g. metionina e cisteina). Também s&o valorizadas pelo contetdo
em aminoacidos essenciais, com uma composi¢do rica em leucina, isoleucina e valina
(Smithers, 2008). Estes apresentam fun¢des metabdlicas de regulacao de proteina e glucose
no sangue, intervém no metabolismo dos lipidos e podem também apresentar fungdes no
controlo de peso (Smilowitz et al., 2005). Apesar disto, representam uma fragdo de menos de
1 % do total dos solidos (Jeli et al., 2008).

Tabela 1. Composicao média aproximada de soro de leite acido e soro de leite doce resultantes do
fabrico de queijo (Kumar, et al. 2016).

Soro de leite Soro de leite
Parametro doce acido
(pH5,9-6,4) (pH 4,6 — 4,8)
Sdlidos totais (g.L™?) 63,0 -70,0 63,0 -70,0
Proteina 6,0-8,0 6,0-7,0
Lactose 46,0 -52,0 44,0 - 46,0
Gordura 0,2-1,0 0,1-0,5
Célcio 0,4-0,6 1,2-16
Magnésio 0,08 0,11
Fosfato 1,0-3,0 2,0-45
Citrato 1,2-1,7 0,2-1,0
Lactato 2,0 6,4
Sédio 0,4-0,5 0,4-05
Potéssio 14-16 14-16
Cloro 10-1,2 1,0-1,2
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O soro é amplamente reconhecido pelo seu alto valor nutricional (Brandelli, et al., 2015;
Yadav et al., 2015) e por si s6, constitui uma matéria-prima para a producédo de soro do leite
em po e produtos de valor acrescentado (e.g. producao de concentrado de soro proteico,
proteina isolada do soro do leite, galactose, lactose, acidos organicos (&cido latico e acido
acético), biogas e etanol). Também pode ser adicionado em produtos de cosmética e
farmacéutica (Bozanic, et al., 2014).
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Figura 8. Comparagdo da concentracdo em aminoacidos essenciais do soro de leite (mg.g') (em
leucina e valina) em diferentes alimentos. Este apresenta-se como uma fonte rica em aminoacidos
essenciais quando comparado com outras proteinas de fonte animal (e.g. ovos, carne) ou vegetal (e.g.
soja). Adaptado de Smithers (2008).

Em geral, por cada quilograma de queijo de leite de vaca produzido sao gerados, em média,
9 L de soro. Em termos mundiais, equivale a uma producdo de cerca de 234 milhfes de
toneladas de soro. Dados nacionais indicam que a maior matéria-prima produzida no ano de
2016, foi o leite de vaca com 1 959 152 t de producédo sendo que a 22 produzida (tomate) foi
de apenas 1 693 860 t (FAOSTAT, 2016a). A nivel nacional e no mesmo periodo homélogo,
cerca de 20 % da producéo de leite (2 milhdes de toneladas) foi utilizada para produzir 74 mil

toneladas de queijo (Carvalho, 2015).

Cerca de 33 % da producéo de leite mundial tem como destino o fabrico de queijo o que
equivale a cerca de 10 a 19 milhdes de toneladas por ano. Estima-se que em 2019 o consumo
de queijo mundial ronde os 23,1 milhdes de toneladas, o que equivale a aumento de 19,1%
face ao periodo de 2007 a 2009 (Blaskoé, 2010). Associado ao aumento do consumo de leite

e queijo estara um aumento de producéo de soro.

O contetudo elevado em matéria organica do soro, constitui um problema de elevado
impacto ambiental sendo a lactose o pardmetro responséavel pelos altos valores de CBOs e de
CQO relativamente a sua utilizagdo (Assadi, et al., 2008). A necessidade de resolver este

problema, leva a que se procurem processos alternativos.
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As formas mais rudimentares de eliminagcdo do soro de leite passavam por deita-lo
diretamente para rios, lagos, para o oceano, diretamente sobre os campos ou utiliza-lo em
alimentacdo para ruminantes. Outras opc¢des consistiam em despejar o soro em lagoas de
oxidagdo, zonas huamidas naturais ou no sistema municipal de esgotos apesar do elevado
contetdo em CQO e CBO levar a uma sobrecarga do sistema (Smithers, 2008; Tsakali, et al.,
2010). A remocao de soro constitui uma vantagem para os produtores de queijo, mas nao
constitui uma solucdo satisfatéria no paradigma atual, sendo a necessidade de procurar

solucBes integradas extremamente importante.

O soro contém muitos compostos de valor dito acrescentado: inclui proteinas que possuem
propriedades nutricionais e biolégicas importantes na promocéo de salude e bem- estar assim
como atuam diretamente na prevencao de doencas (Madureira et al., 2007). O soro de leite
também contém p-lactoglobulina, a-lactalbumina e vérias proteinas minoritarias com
diferentes atividades bioldgicas tais como enzimas e imunoglobulinas (Pihlanto-Leppala,
1999).

As proteinas do soro de leite, contabilizam apenas 20 % (m/m) do total do contetido
proteico do leite, enquanto que as caseinas, insollveis, apresentam a maior parte, 80 % (m/m)
(Madureira et al., 2007). Estas incluem a a-lactalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulinas,
albumina do soro bovino (BSA), lactoferrina bovina e lactoperoxidase, incluindo outros
compostos minoritarios como glicomacropéptidos que séo libertados das caseinas nas etapas
enzimaticas do fabrico de queijo (Madureira et al., 2010; Mohanty e Mohapatra, 2016) (Tabela
2).

Tabela 2. Perfil proteico do soro de leite, respetiva concentracdo e massa molecular (Adaptado de
Madureira et al., 2007).

Composto Concentragéo Massa molecular
(g.L D) (kDa)
B-lactoglobulina 1,3 18,27
a-lactalbumina 1,2 14,17
Glicomacropéptido 1,2 6700
Albumina do soro 0,4 66
Lactoferrina 0,1 80
Lactoperoxidase 0,03 70
Imunoglobulinas 0,7 25 (cadeia leve) +
50 — 70 (cadeia
pesada)
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As utilizagdes do soro expandiram-se, como resultado do reconhecimento da exceléncia
nutricional, das propriedades funcionais e de uma necessidade crescente de reutilizagao de
materiais numa tentativa de producao sustentavel (ou seja, de produzir de modo sustentavel
um produto alimentar) (Comisséo Europeia, 2016). Tendo em vista o grande volume de soro
gerado pela industria, o seu alto teor poluente e a sua rica composi¢do nutricional, 0 soro tem-

se tornado um subproduto de importancia acrescida nas industrias alimentares.

Os concentrados de proteinas do soro de leite e 0s seus respetivos isolados apresentam
boa solubilidade numa gama alargada de valores de pH e temperatura (Pelegrine e
Gasparetto, 2005), o que constituem por si sO, sistemas versateis para a preparacdo de
alimentos. Para além disto, apresentam propriedades de formacdo de géis, formacédo de
filmes e emulsificacdo, que sédo bastante desejaveis do ponto de desenvolvimento de novos
produtos. Em particular, a B-lactoglobulina (um componente maioritario da proteina de soro
de leite) apresenta uma estrutura gelificante e propriedades fisico-quimicas adequadas para

aplicagdes em alimentos e na &rea farmacéutica.

Devido ao perfil proteico das proteinas do soro de leite, a industria alimentar utiliza o soro
e 0s seus produtos em bens de pastelaria, bebidas, molhos, molhos para saladas, bens
enlatados (frutas e vegetais), produtos de queijo (molhos, cremes de barrar), congelados,
compotas, geleias e substitutos da gordura. Dada a importancia nutricional destas proteinas,
existe um mercado que valoriza a comercializagéo de soro em po e proteinas do soro em po.
Em 2016, estimava-se que este mercado tinha o valor de 6,3 mil milhdes de euros (OECD,
2016).

Contudo, o soro de leite utilizado para alimentagdo humana tem o inconveniente de ser
pasteurizado, exceto em casos pontuais, onde € utilizado como tal na incorporacdo de
alimentos ou racdes para animais dado os elevados custos de transporte e suscetibilidade a

deterioracdes durante o tempo de armazenamento.

Em termos de tratamentos, € um coproduto cuja carga microbiolégica pode ser controlada
via fermentacdo, por utilizacdo de sistemas membranares (e.g. ultrafiltracdo) (Lourenco,
2014), secagem (atomizagdo) (Lourengo, 2014), misturado com farinha de cevada ou
tratamento por extrusdo de modo a produzir fermentos (Slukova et al., 2016). E por isso
necessaria uma tecnologia de processamento avancada e capacidade de resposta para dar
destino aos excedentes de soro. Atualmente, as proteinas do soro sao recuperadas por
ultrafiltragéo (UF) e devido ao seu tamanho, sdo separadas da lactose e da cinza (fragédo
mineral), sendo que estas passam através da membrana para a fracdo do permeado. A fracao

retida € alimentada para spray dryers para produzir o concentrado de proteina de soro em po
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(Yee, et al., 2007) no qual a concentracdo de proteina estd no intervalo de 35 - 80 %,
consoante as variaveis ajustadas ao sistema (Arpagaus et al., 2010).

Consequentemente, o soro de leite é processado em varias formas (e.g. soro condensado,
soro concentrado em po) cada uma com caracteristicas funcionais especificas (e.g. utilizacao
na producdo de espumas, em emulsificacdo, conferir alta solubilidade, oferecer gelatinizacéo,
conferir viscosidade). Estes produtos a base de soro contém uma alta concentracdo de
matéria seca que pode ser facilmente transportada, apresenta maiores tempos de estabilidade
em armazém, misturam-se facilmente com outros alimentos e sdo uma fonte econémica de
incorporar o leite, embora indiretamente, na alimentagcédo. Os concentrados proteicos de soro
de leite sd@o sistemas multifasicos que podem ser adicionados a diversos alimentos com o
objetivo de alterar propriedades tecnolégicas dos mesmos (conferir um aumento de
viscosidade ou estabilizar emulsbes ou espumas). Investigacbes recentes apontam o
desenvolvimento de produtos a base de soro (refrigerantes, vinho, cerveja ou produtos com
baixo valor alcodlico) que aparentam ser processos econémicos e viaveis de transformar os
nutrientes lixiviados na producgéo do queijo, em produtos de valor acrescentado (Kumar et al.,
2016).

A nivel nacional, para o ano de 2007, verificou-se que em cada 146 individuos, 10 000
padece de Doenca Inflamatodria Intestinal, tendéncia que tem vindo a aumentar (Azevedo et
al., 2010). A progressdao desta condicdo é muito sumariamente mediada por duas
metaloproteinases de matriz (MMPs) e, na sua grande maioria, estes fendmenos séo
percursores de invasdo de tumores (Lee et al., 2013). Uma vez que a dieta atua como um
fator preponderante na prevenc¢ao da doenca oncoldgica (Song, et al., 2016), o soro de leite

fermentado pode apresentar um potencial inibidor de inflamacdes desejavel.

As MMPs sdo responsaveis pela clivagem de diversos substratos (Busti et al., 2010)
(Figura 9). Em termos de estrutura, as gelatinases apresentam trés dominios comuns (Figura
9): um dominio catalitico, onde o ido zinco interage com centro ativo, um dominio C-terminal
de hemopexina e um dominio catalitico, que contém um switch de cisteina com capacidade
para bloguear o ido zinco (tendo a capacidade de ativar a enzima quando o pré-péptido €
removido) (Holanda et al., 2017). As MMPs podem-se ativar mutuamente sendo que a

ativacdo da MMP-9 se encontra mediada em parte pela atuagdo da MMP-2 (Toth et al., 2003).
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Péptido de pré-sequéncia Prodominio Dominio Regido  Hemopexina
catalitico "hinge"
Familia \ l v l /
Gelatinases w D
MMP-2 e MMP-9 ‘Iz VNS
A
substrato

Figura 9. Estrutura da MMP-2 e MMP-9 dependente do subgrupo. As MMPs consistem num péptido
de pré-sequéncia, um prodominio, um dominio catalitico, uma regido hinge e um dominio tipo
hemopexina. Apresentam um local de ligacdo ao qual se liga o substrato e um local ao qual se liga o
ido zinco (Zn?*). Adaptado de (Busti et al., 2010).

As gelatinases (MMP-2 e MMP-9) estdo envolvidas em varios processos (e.g. de
menstruacdo no endomeétrio, desenvolvimento do embrido, angiogénese, regulacdo de

vascularizagéo e resposta inflamatéria (Nagase et al., 2006) (Figura 10).

substratg

ke local de

sintese

pomocio N 1y ’.
angiogénese 'Mvasdo

crescimento

Figura 10. A. Representacdo esquematica das fun¢des das gelatinases de matriz (em especifico a
MMP-9). A MMP-9 encontra-se representada por tesouras. Estas sdo responsaveis por degradar a
membrana celular e os componentes da matriz extracelular, induzindo a inflamacédo dos tecidos e
permitindo a invasdo tumoral.

B. As MMPs contribuém para fenémenos de invaséo incluindo fenémenos de crescimento de lesdes
metasticas. As MMPs sao segregadas por células inflamatoérias e sdo indirectamente responsaveis por
certas propriedades das células (e.g. crescimento, morte e migracéo). Adaptado de Coussens (2002).

1.3.7. Bioatividade dos péptidos resultantes da fermentacao presentes no soro

7

A fermentacdo € um processo metabdlico no qual os hidratos de carbono e outros
compostos semelhantes, sdo parcialmente oxidados tendo como resultado a producéo de
acidos organicos, alcool e dioxido de carbono. Muitos géneros alimenticios (e.g. queijos
maturados, pickles, chucrute) devem as suas caracteristicas a processos fermentativos
realizados por microrganismos especificos. Para além do carater organolético distinto (aroma
e flavour), € um modo eficiente de prolongar consideravelmente o tempo de vida Gtil dos

alimentos das matérias-primas que lhes deram origem (Vaclavik e Christian, 2008).
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Visto que o soro retém aproximadamente 55 % dos nutrientes do leite (Siso, 1996), ha
necessidade de proceder a uma caracteriza¢ao dos péptidos provenientes do leite. Estes s&do
derivados das proteinas do leite por quebra enzimética devido a atuacdo de enzimas do
processo digestivo, ou pelas enzimas produzidas por lactobacilos durante o processo
fermentativo do leite (e.g. proteinases) (Jauhiainen e Korpela, 2007).

A atividade de um péptido bioativo depende da sua sequéncia de aminoacidos e tamanho,
que varia entre 2 a 20 residuos de aminoacidos (Korhonen, 2009). Os péptidos tornam-se
ativos ap0s libertacdo da proteina percursora (podendo ser libertados in vivo durante os
processos gastrointestinais por acdo de enzimas digestivas (e.g. pepsina, tripsina ou
quimiotripsina) (Yadav et al., 2015).

No entanto, para um péptido ser candidato a apresentar a designacéo de bioativo, a sua
resisténcia a condi¢des do trato gastrointestinal tem de ser determinada a priori. O mecanismo
exato através do qual os péptidos do soro de leite exercem as suas bioatividades requerem
ainda estudos adicionais, mas pensa-se que exerce um efeito direto a nivel do lumen intestinal
ou através de recetores na parede intestinal. Estudos in vivo sdo de carater essencial para
validar efeitos fisiol6gicos dos péptidos quando sdo administrados oralmente ou para verificar
a resisténcia dos mesmos as enzimas do aparelho digestivo (Madureira et al., 2010).

Mohantyy e Mohapatra (2016), efetuaram um levantamento das fun¢des fisiologicas dos
péptidos do leite provenientes de varios mamiferos (vaca, cabra, ovelha, bufala e camelo) e
verificaram que estes exerciam um papel preponderante a nivel antimicrobiano, modulador do
sistema imunitario, antioxidante e anti trombdcito, entre outros (Tabela 3). Um dos
mecanismos mais estudados dos péptidos do leite (Qque aparecem no soro) € a inibicdo da
enzima conversora de angiotensina (ACE), cuja ativagcdo aumenta a pressao arterial. Os
péptidos do leite também apresentam mecanismos adicionais que influenciam a pressao
sanguinea (nomeadamente atividades opidides, ligantes a minerais e propriedades anti-

trombdcitas) (Tabela 4).

Tabela 3. Papel bioativo de péptidos derivados de leite (provenientes de varias espécies de mamiferos)
no organismo humano (Mohanty e Mohapatra, 2016).

Local ou papel de

Papel funcional =
atuacao

Péptido antimicrobiano
Imunomodulatério Sistema digestivo
Opidide
Péptido inibidor de ACE
Anti trombdcito
Anti-colesterolémico
Anti-hipertensivo
Imunomodulatério
Citomodulatério
Péptido opidide Sistema nervoso
Péptido dependente de Ca?*
Lactoferrina

Sistema cardiovascular

Sistema imunitario

Salde 6ssea
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Tabela 4. Exemplos de péptidos bioativos derivados do soro de leite. Adaptado de Smithers (2008) e
Korhonen (2006).

Fonte da proteina Péptido Bioatividade
ou péptido
a-Lactalbumina . -

(ALA) a-Lactoforina Inibidor de ACE
B-Lactoglobulina B-Lactoforina Estlmylador do
(BLG) B-Lactotensina lleo

Contracéo do ileo
Albumina do soro Albutensina Inibidor de ACE
bovino (BSA) Seroforina Contracéo do ileo
Glicomacropéntido 108 - 110 Atividade opiéide
pep 106 - 116 Anti-trombécito
Lactoferrina Lactoferricina Antimicrobiana

De acordo com Cortez et al. (2007), o leite contém mais de 20 compostos proteicos com
diferentes niveis de atividade antigénica. Dos intolerantes a lactose, a percentagem de
individuos com intolerancia a fragéo proteica do leite € de 66 — 82 % para a B-lactoglobulina,

43 — 60 % para a caseina e 41 — 53 % para a a-lactalbumina (Tabela 5).

Tabela 5. Listagem de algumas fragdes proteicas do leite e respetiva percentagem de individuos com
alergias. Estas percentagens referem-se a individuos que possuem alergias a proteinas do leite
(Adaptado de Cortez et al., 2007).

~ . % de individuos
Fracdo proteica L
sensiveis
B-Lactoglobulina 66-82
Caseina 43-60
a-Lactoglobulina 41-53
Globulina do soro
) 27
bovino
Albumlng do soro 18
bovino

Em termos de bebidas fermentadas com uma reducéo significativa do teor de acucar, ja se
verifica uma grande aposta no mercado dos hortofruticolas, prevendo-se um elevado potencial

de penetracdo nos mercados externos (COMPETE, 2014).

O soro por si so, é altamente rico em proteinas: € sobretudo rico em a-lactalbumina, uma
excelente fonte proteica, de valor mais elevado do que a clara do ovo ou albumina de soro
bovino. Esta proteina tem sido amplamente utilizada nos mercados de nutricdo, com varios
beneficios uma vez que contém cerca de 10 % de proteinas chamadas de imunoglobulinas,
que, entre outras propriedades, ajudam a melhorar o sistema imunoldgico do corpo humano.
A o-lactalbumina possui a concentracdo mais alta (23 a 25 %) de aminoéacidos de cadeia

ramificada que qualquer outra fonte de proteina. Este contelddo em amino&cidos de cadeia
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ramificada € relevante para atletas, porque sao os primeiros aminoacidos utilizados durante o
catabolismo muscular. Tém a capacidade de aumentar a producdo enddgena de glutationa,
um antioxidante com um papel muito importante no sistema imunolégico e tém igualmente a

capacidade de diminuir a dor muscular que se segue a um treino de alta intensidade.

O soro de leite fermentado surge como uma alternativa viavel na medida em que através
da fermentacao, ha producéo de fatores bioativos, sendo essencial para produzir produtos de
valor acrescentado e existe a hidrélise das principais proteinas. Este processo fermentativo
resulta em péptidos com efeitos benéficos para a salde (nomeadamente péptidos de
capacidade anti-inflamatoria). Apresenta outras vantagens, uma vez que a maior parte das
proteinas alergénicas foram degradadas, sendo esta bebida apta para pessoas intolerantes.
Os péptidos formados aquando do processo fermentativo contém propriedades benéficas
(e.g. anti-hipertensivas e anti-trombdcitas), ndo apresentam gordura saturada em valor
“elevado” e ndo apresentam lactose (para os intolerantes a lactose). Este produto seria
classificado como “pronto para consumo” e ofereceria vantagens em termos de conveniéncia

e portabilidade para um consumidor com um estilo de vida ativo (Shraddha e Nalawade, 2015).

Este deveria ser enriquecido com outros elementos (neste caso, proteinas vegetais) de
modo a conferir proteinas, vitaminas e acidos organicos de um modo “saudavel e apelativo”
(Almeida et al., 2001). Esta bebida ndo apresentaria os contaminantes do leite (hormonas que
provocam o aparecimento de doengas cronicas) ou as desvantagens do consumo de bebidas
vegetais. E um produto com proteina completa, mantendo as caracteristicas benéficas do leite

de vaca.

Nos Estados Unidos, o consumo de produtos designados “bebidas nutricionais” expandiu
muito na ultima década (Pelegrine e Carrasqueira, 2008). O total de vendas de produtos
“nutricionalmente enriquecidos” (os quais incluem bebidas nutricionais) tem crescido
aproximadamente 8 % ao ano. Este tipo de produto tem despertado o interesse de uma faixa
da populacéo preocupada com o bem-estar fisico e com a salde aproveitando cada vez mais
este grupo de pessoas que associa uma dieta nutricional equilibrada a exercicios fisicos
moderados (Almeida et al., 2001).

Existiram varios trabalhos subordinados ao tema de desenvolvimento de uma bebida com
incorporacdo de soro de leite (Kar e Misra, 1999; Pescuma et al., 2010; Baccouche et al.,
2013; Costa e Pintado, 2014; Nogueira et al., 2016). Um produto desta natureza seria rico em
amino&cidos essenciais e uma op¢do mais atrativa em comparagdo com outras formas de

obtencéo de proteina, uma vez que as proteinas do soro de leite sdo altamente sollveis.
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Apesar da simplicidade relativa de formulacdo de uma bebida de soro, encontrar um sabor
que mascare o sabor desagradavel do soro de leite &cido € dificil sendo atribuida esta
dificuldade ao conjunto do “acido latico, sal e queijo” (Cunha et al., 2009). Em termos de
estabilidade do produto, como o soro possui lipidos, existe a preocupacdo deste adquirir
rancificagfes devido ao tratamento térmico.

Com base em estudos anteriores (Pelegrine and Gasparetto, 2003) existe “grande
aceitabilidade” de bebidas preparadas a partir de soro de leite. Nestes, verifica-se que a
utilizacdo do soro fermentado na preparacao de bebidas constitui uma boa alternativa para
reduzir os desperdicios nas industrias de laticinios.

Como ja foi referido, os produtos de soro de leite e derivados constituem uma excelente
fonte de proteinas, sendo esta uma das principais aplicagdes na preparacdo de bebidas e
aposta de comercializagdo. Para além disto apresentam um baixo teor de gordura saturada e
lactose (Almeida, et al., 2001; Madureira et al., 2007), sendo este Ultimo essencial para uma
faixa da populacéo intolerante a lactose que se preocupa cada vez mais com o estilo de vida
e promocgao de bem-estar. A incorporacdo do soro em bebidas de fruta ja € uma realidade,
como demonstraram Baccouche e colaboradores (2013) com adicdo de pera e Bosi e
colaboradores (2013) pela adicao de fibra com efeito pré-biético.

Bosi, et al. (2013) na tentativa de procurarem condi¢cdes que minimizem o desperdicio na
industria do queijo, formularam dois tipos de bebidas: uma bebida a base de inhame e outra
a base de polpa de abacaxi, ambas enriquecidas com as proteinas e sais minerais presentes
no soro do leite. A proposta do projeto foi enriquecer os produtos de duas maneiras diferentes:
na primeira, os produtos seriam enriquecidos com as proteinas e sais minerais do soro do
leite; na segunda, apenas com sais minerais, visando beneficiar pessoas alérgicas as
proteinas presentes no soro do leite tendo obtido em ambos os casos um indice de

aceitabilidade superior a 70 %.

A utilizagdo de farinhas pouco exploradas, nomeadamente de alfarroba e de bolota surge
como uma oportunidade de enriquecimento nutricional ou aptidao para a bebida a base de
soro. Por exemplo, o sabor achocolatado da alfarroba pode ter um efeito benéfico no atenuar
do sabor do acido lactico proveniente da fermentacdo. Ja os acidos gordos da bolota podem
complementar a bebida uma vez que o soro possui um baixo teor de gordura. Em termos de
bioatividade, a utilizacdo destas farinhas pode acrescentar beneficios ao soro de leite,
melhorando a respetiva capacidade anti-inflamatéria. Em termos de bebidas lacteas, nédo
existem trabalhos na area que verifiquem a aptiddo de farinhas de alfarroba e a farinha de

bolota torrada para bebidas lacteas.
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A alfarroba é um fruto que provém da alfarrobeira (Ceratonia siliqua L.), sendo esta
maioritariamente encontrada na regido mediterranica (Khlifa et al., 2013). Em termos globais,
Portugal é o terceiro produtor mundial de alfarroba, com 40 385 t de alfarroba produzida por
ano (FAOSTAT, 2016b).

A farinha de alfarroba é obtida a partir da moagem das vagens de alfarroba. E caracterizada
por apresentar um sabor “muito doce” (proveniente da prépria vagem) (Aydjn and Ozdemir,
2017) e ligeiramente “achocolatado”. Apresenta um alto teor em fibra, é rica em calcio, fosforo
e potassio (Aydjn e Ozdemir, 2017). Ndo apresenta gliten o que do ponto de vista do
desenvolvimento de novos produtos é relevante dada a aptiddo para doentes celiacos. A
farinha ja é utilizada em bebidas a base de leite, iogurtes, gelados, pdes e mistura de bolos e
sobremesas. Também pode ser utilizada com a finalidade de engrossar molhos.

As industrias alimentares estdo interessadas na melhoria de qualidade nutricional de
alimentos a base de cereais e leguminosas (Durazzo et al., 2014). Durazzo e colaboradores
(2014) verificaram também que a farinha de alfarroba pode ser incorporada em novos
produtos alimentares funcionais (em particular, devido as propriedades antioxidantes das

sementes utilizadas no fabrico da farinha).

Em Portugal, o sobreiro € uma arvore que adquire grande expressao botanica na forma de
Quercus faginea, Quercus rotundifolia, Quercus suber e Quercus ilex (Ferreira-Dias et al.,
2007), embora apenas as duas Ultimas sejam a que apresentam um fruto visto como
“tecnologicamente interessante”, do ponto de vista alimentar. Em particular, existem duas
subespécies de Quercus ilex em Portugal: Quercus ilex. subsp. ilex e Quercus ilex. subsp.
rotundifolia, ambas caracteristicas do montado alentejano. As primeiras apresentam frutos
amargos enquanto que as segundas apresentam frutos de aparéncia longa e sabor doce, o
gue é, mais uma vez, relevante do ponto de vista alimentar.

As espécies do género Quercus ocupam uma area de aproximadamente 1 200 000 ha, dos
quais cerca de 80 % estdo concentrados no Alentejo (INE, 2013). Neste panorama, Portugal
surge como um pais que esta por detras de 50 % de toda a extracéo de cortica do sobreiro,
em particular, do Quercus suber.. Estima-se que a bolota seja um fruto desperdicado em 55
% da producdo em Portugal, apesar de existir pelo menos um estudo de que este pode ser

aproveitado desde os nutrientes até a casca (Silva et al., 2016).

Atualmente, o interesse econdmico do sobreiro na regido oeste do Mediterraneo nao esta
restrito a producao de cortica. As bolotas sado utilizadas para alimentacdo de suinos (sendo a

principal fonte de alimento no inverno para o gado). Trabalhos desenvolvidos revelaram o
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conteudo proteico, composicdo e qualidade das bolotas (Fonseca et al., 1997). A incorporagéo
de farinha de bolota nos alimentos pode ser um modo saudavel de ingerir aminoacidos

essenciais, vitaminas, macro e micronutrientes e fibra dietética numa dieta (Korus et al., 2015).

Optar pela bolota é um ponto da valorizagéo do Quercus ilex. A bolota detém um excelente
perfil de aminoacidos (semelhante ao do azeite) e 6leos essenciais (Silva et al., 2016). A
partir da bolota, pode-se fazer farinha através de um processo semelhante a obtencdo de
café, sendo que a estes frutos descascados se aplica um breve processo de torrefacdo como
se faz a nivel do grao da planta do café.

Apesar do baixo aproveitamento, h4 muitos anos, que a bolota ja faz parte da alimentacao,
sendo consumida em refeicbes como substituto de nozes, amendoins ou azeitonas,
incorporada em pao ou biscoitos, ou dando origem a licores e “substitutos” de café. Estudos
anteriores revelaram que a farinha de bolota possui um perfil nutricional dito interessante: é
rica em fibras e em PUFA (particularmente w-6) o que torna esta farinha interessante do ponto
de vista de desenvolvimento de produtos sem glaten (Silva et al., 2016). Dado isto, e sabendo
que hoje em dia o consumidor e a industria procuram alimentos funcionais mais diversificados
e ativos, o desenvolvimento e caracterizagédo de bebidas a base de bolota torna-se um ponto
fulcral. Existe pelo menos um estudo sobre o desenvolvimento de uma bebida & base de
bolota, desprovida da adstringéncia caracteristica deste fruto, apesar de ndo possuir soro de
leite (Costa e Pintado, 2014). Esta bebida, ao contrario do café, ndo apresenta cafeina,
revelou propriedades antioxidantes, demonstrou um crescimento de bactérias benéficas

presentes no microbioma intestinal e ndo apresentou toxicidade.

A bolota possui elevado valor nutricional contendo componentes que podem exercer
beneficios na saude, por exemplo a presenca de amido nao hidrolisavel (ou amido resistente),
gue confere maior saciedade e ndo aumenta tanto os niveis de glicemia como as farinhas de
trigo refinadas. O fruto surge como um “caso particular” jA que nada se perde na sua utilizacao;
com a casca podem ser produzidos extratos com “acao antioxidante e antimicrobiana” que
apesar de nao se utilizarem na alimentagdo sdo “promissores no desenvolvimento de

cosméticos com acao anti envelhecimento” (Costa e Pintado, 2014).

A introducg&o de farinhas que substituem outros ingredientes e que resultam num produto
funcional e de baixo custo pode ser um fator decisivo para captar a atengdo do consumidor
(Sousa, 2001). Uma vez que a bolota de azinheira apresenta uma quantidade consideravel
de polissacaridos, estes conseguem formar uma rede estruturada que aumenta estabilidade

de emulsdes (Raymundo, 1999).
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A goma xantana é um hidrocold6ide cujo uso se verifica numa vasta gama de produtos
alimentares de modo a aumentar atributos de qualidade. Entre varios tipos de produtos
alimentares é utilizada para bebidas a base de leite (Saha e Bhattacharya, 2010), o que é
indicado para o presente trabalho.

A goma xantana (ou xantano) € um heteropolissacarido de massa molecular elevada (2 x
10°a 2 x 107 Da) que pode ser utilizada como aditivo alimentar de grande importancia
(Luporini and Bretas, 2011). A estrutura primaria da goma xantana baseia-se na repeti¢cao de
unidades de pentassacaridos (Figura 11). E um biopolimero produzido por uma bactéria
designada Xanthomonas campestris. Em particular, este biopolimero é produzido através de
processos fermentativos na presencga de acucares simples. Apresenta fungfes como agente
de suspensdo, espessante, emulsionante e estabilizante, na industria alimentar (mas em
maior grau, na industria de prospecédo de petroleo como agente de recuperacao). O papel de
espessantes é preponderante no fabrico de produtos alimentares, de modo a produzir

caracteristicas de qualidade tipicas de produtos alimentares.
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Figura 11. Estrutura molecular da goma xantana. Adaptado de (Shao et al., 2012).

A cadeia principal consiste em duas unidades de glucose em ligacdo -1,4 e a cadeia
lateral de trissacarido € composta por duas unidades de D-manose alternando com acido-D-
galacturonico (Figura 11). As propriedades da goma xantana sao extremamente particulares
dada a sua estrutura: apresenta viscosidade elevada mesmo em baixas concentracdes, um
elevado grau de estabilidade e compatibilidade com sais, excelente solubilidade e estabilidade
em solucdes acidas e alcalinas, resisténcia a degradacéo, a temperaturas elevadas e a varios
niveis de pH (o que permite compatibilidade alimentar). Ndo apresenta toxicidade aparente e
€ biocompativel, sendo utilizada com aplicacdes médicas e farmacéuticas (Shao et al., 2012).
E utilizada em muitas outras indUstrias como as do fabrico de papel, industria téxtil e industria

dos cosméticos.

Em particular, apresenta a funcdo de prevenir a separacao de ingredientes numa mistura.

A utilizac&o de percentagens na ordem dos 1 % de goma xantana pode produzir um aumento
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significativo da viscosidade de um liquido, uma vez que é um polieletrdlito, que em soluc¢ao,

afeta propriedades relacionadas com as for¢as i6nicas presentes nos alimentos.

Sob aquecimento e em soluc¢des aquosas entre 27 e 86 °C, a goma xantana sofre uma
mudanca de conformacao de hélice parcialmente ordenada para conformacdo desordenada;
por outro lado, sob arrefecimento entre 86 e 32 °C, a macromolécula muda de conformacéao

desordenada para formacéo de rede (Luporini e Bretas, 2011).

Trabalhos anteriores verificaram que o comportamento deste hidrocoléide em especifico,
permite a formacao de ligacdes cruzadas fracas (com adicdo de ibes monovalentes) a fortes
(em presenca de ides trivalentes) (Luporini e Bretas, 2011), que influencia o comportamento

viscoelastico dos alimentos.

Dentro do parametro da qualidade, 0s agentes espessantes sdo substancias que quando
adicionadas a uma mistura aquosa, aumentam a viscosidade sem alterar significativamente
as suas outras propriedades como é o caso do aroma ou textura. Contribuem para isso, para
texturas mais encorpadas e agradaveis. Estes adicionam-se na forma de aditivos alimentares
que ndo apresentam valor calérico. Podem conferir “corpo”, aumentar a estabilidade,
aumentar a miscibilidade de fases com diferentes densidades especificas e melhorar a
suspenséao de ingredientes adicionados.

A utilizac@o deste hidrocol6ide no desenvolvimento de novos produtos alimentares é de
extrema importancia visto que se pretendem mimetizar caracteristicas tecnoldgicas e

sensoriais de bebidas lacteas, tanto na textura como no sabor.

Na otica de desenvolvimento de um produto funcional, ha interesse em verificar-se o maior
numero de polipéptidos bioativos em menor volume de bebida. Para tal, ha necessidade de
recorrer a processos de concentra¢ao autorizados para géneros alimenticios (e.g. secagem).
Estes sdo essenciais para passar o soro de leite liquido a um pé para este se poder solubilizar

na bebida.
Existem duas razdes essenciais para se proceder a concentracdo (Arpagaus et al., 2010):

e Prevencao/inibicdo do crescimento e da atividade metabdlica de microrganismos,
evitando que haja reacfes de degradacéo, protegendo os alimentos;

e Reducdo da massa e volume de alimentos para transporte e armazenamento.
A separagdo de componentes do leite é efetuada nas industrias alimentares com resultados

bastante satisfatérios (Baldasso, 2011). Pereira e colaboradores (2015) no desenvolvimento

de bebidas lacteas a base de soro, efetuaram a producdo de concentrados de soro de leite
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liquido por ultrafiltracdo (UF) seguidos de desnaturacdo térmica e homogeneizagdo do
concentrado filtrado assim como a producédo de permeados concentrados por osmose inversa.
No caso presente, a concentracao do soro de leite liquido foi feita com recurso a liofilizagéo
utilizando baixas temperaturas e pressao elevada (Pereira et al., 2015).

O spray drying, outra alternativa com tempos de espera inferior, efetuou-se com sucesso
em termos de sumos de fruta (Barbosa e Teixeira, 2017) mas em termos de matérias-primas
com elevada presenca de acgucares solUveis revelou ser um processo “dificil” devido a elevada

higroscopicidade da lactose (Lourenco, 2014).

Existem vantagens claras na adocao de técnicas de spray drying em detrimento de outros
métodos como a liofilizagdo de modo a produzir alimentos em pd, com humidade
extremamente baixa que permite (Figura 12):

o Obtencao de particulas dispersas, esféricas e uniformes num intervalo de 1 a 5 um;

e Controlo da morfologia e densidade das particulas consoante as condigbes de
temperatura (Tin € Tou);

e Eficacia em termos de passagem de liquidos a formulacdes em po;

e Simplicidade e eficacia de custos, possibilitando scale-up de escala laboratorial para uma
escala industrial.

Tin Calor
Ar
Atomizador 1 I l

Spray g ;
dryer St
- Atomizagdo
p—q (spray)
- Ciclone
Solugdo
com
compostos
bioativos

Produtos secundarios Solugdo em pé

Figura 12. Esquema geral de obtencdo de concentrados via spray drying. A nivel da etapa de
atomizacdo, existe um nozzle necessério para pulverizar a solu¢éo, com auxilio de altas temperaturas.
Adaptado de Arpagaus e colaboradores (2010) e deVos e colaboradores (2015).

Este método produz particulas de elevada qualidade e de tamanho reduzido e com
caracteristicas fisico-quimicas especificas, o que é favoravel do ponto de vista das
propriedades texturais e sensoriais dos produtos finais (Ray et al., 2016). No entanto algumas

condi¢cBes de funcionamento do spray drying tém vantagens claras na producéo de particulas
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e noutros fatores associados, como a concentragdo do caudal de alimentagéo e a temperatura
do ar de entrada (Walton, 2000).

A liofilizacdo é um método de secagem no qual o solvente é congelado antes de introducéo
no processo (Figura 13). Posteriormente, ocorre sublimacao (isto €, existe passagem direta
da fase sélida para a fase gasosa sem existir passagem da fase liquida). O processo ocorre
abaixo do ponto de fusdo do solvente. Ocorre com uma bomba de vacuo ja que a presséo
reduzida, o processo é mais eficaz apesar deste poder ocorrer a temperatura ambiente. E um
método cada vez mais aplicado para alimentos secos, no entanto, surgiu com a industria
farmacéutica e possuiu grandes desenvolvimentos em aplicacbes médicas. E bastante
utilizada quando se pretende manter as propriedades biol6gicas das proteinas e porque retém

vitaminas e compostos bioativos.

Arrefecimento Calor (radiagao)
evaporativo

)11 1(

Calor de~ Interface de Calor
convecgao liofilizagao (condugao)
]

Tabuleiro

Figura 13. Exemplo ilustrativo do mecanismo de funcionamento da liofilizacdo Adaptado de Barley
(2017).

A Reologia é a ciéncia que estuda a deformacéo (a nivel dos sélidos) e o escoamento (a
nivel dos fluidos) dos corpos quando estes se encontram solicitados por uma forga por
unidade de area exercida na superficie de um corpo (denominada tensdo). E uma ciéncia
fundamental para o dimensionamento de equipamentos industriais (e.g. bombas e tubulagdes,
agitadores, permutadores de calor etc.), determinacao da estrutura a nivel macro e
micromolecular) e estudos do consumidor (homeadamente, na aceitacdo e padronizacao de
caracteristicas de géneros alimenticios), no controlo da qualidade do produto (intermediario e
final) e na verificagdo do prazo de validade de alimentos e cosmeéticos. Em termos de

aceitacdo relativa a qualidade do produto existe uma propriedade determinante: a

consisténcia. A consisténcia pode ser vista como uma caracteristica fisica cuja avaliacéo é

30



Formulacdo de uma bebida a base de soro de leite com péptidos bioativos —Reviséo bibliogréafica

um indicador da aptidao tecnolégica dos produtos. Também € vista como um indicador preciso
do tipo de matéria-prima e do processamento utilizado. Adquire um carater extremamente
relevante do ponto cientifico-tecnolégico dentro da area de engenharia de materiais. Pretende,
por exemplo, correlacionar conceitos como as propriedades de escoamento da matéria
durante os processos de compressao dos materiais e assim constituir uma mais-valia no

desenvolvimento de equipamentos.

A viscosidade pode ser reduzida a uma “medida de atrito interna de um fluido”. A nivel
molecular, € o atrito exercido entre dois planos de um fluido. Fluidos newtonianos apresentam
um comportamento de viscosidade que é facil de caracterizar do ponto de vista matematico.
Alimentos como o mel, o soro de leite, a agua e o0 azeite assumem um comportamento
newtoniano, ou seja, cuja viscosidade é independente da velocidade de deformacéo, segundo

a lei de Newton:

T=nY (1)

Na equagdo 1, vem expresso que 7 € a tensdo (Pa), n é a viscosidade (Pa.s) e y- € a
velocidade de deformacdo. Todos os fluidos cujo comportamento ndo pode ser descrito
adequadamente pela equacdo de Newton sdo desighados de “ndo ideais ou nao-
newtonianos” (Toneli et al., 2005). Embora na pratica, nenhum tipo de fluido em condicdes
normais de pressao e temperatura tenha o comportamento de newtoniano, para efeitos de
calculo, pressupde-se aproximages como € o caso de liquidos ideais ou solu¢cdes coloidais
(Carrilho, 2014).

Um fluido ndo newtoniano ndo segue a lei de Newton referente a viscosidade. Esta é
caracteristica de cada tipo de fluido e indica a capacidade deste de resistir a deformacdes
graduais. A viscosidade deste tipo de fluidos depende da velocidade de deformacéo exercida.
Em termos alimentares, existem muitos exemplos de fluidos com comportamento ndo
newtoniano (e.g. suspensdes de farinha de amido, melaco, leite). Em termos gerais, solucdes
salinas e de polimeros fundidos também apresentam comportamento tipicamente nao
newtoniano. Medi¢des de viscosidade de fluidos n&o newtonianos ndo podem ser reduzidas
a um intervalo Unico de velocidade de deformacdao, tendo de ser recolhidos uma gama de

valores de velocidade de deformacéo (s*) (Figura 14).

A viscosidade de um fluido reoespessante aumenta com o aumento da velocidade de

deformacao, sendo a farinha de amido de milho um exemplo alimentar tipico. Esta quando é

31



Formulacdo de uma bebida a base de soro de leite com péptidos bioativos —Reviséo bibliogréafica

dissolvida em 4gua e agitada a uma velocidade baixa adquire um aspeto leitoso, mas quando
agitada a maiores velocidades, adquire um comportamento de liquido muito viscoso.

A viscosidade de um fluido reofluidificante tem um comportamento oposto, sendo que com
0 aumento da velocidade de deformacao aplicada, a viscosidade tende a diminuir. A bebida a

base de soro de leite € um exemplo deste tipo de fluido.

A Newtoniano
4]

Ti regespessante -
—_ o
a =
= n newloniano o
i s - :
5 = Nao-Newtoniano
'_

reofluidificante
taxa de deformacio (1/s) T I taxa de deformacio (1/s) f

Figura 14. Comparacéo das curvas de escoamento de fluidos em relagdo ao aumento da velocidade
de deformacgéo (y). Existem dois desvios em relagdo ao comportamento newtoniano, dados por um
comportamento reoespessante (n > 1) e reofluidificante (n < 1). Adaptado de (Castro et al., 2001).

Os fluidos com um comportamento reofluidificante, apresentam variagéo da viscosidade de
acordo com a velocidade de deformagéo aplicada (Figura 15). Para baixas velocidades de
deformacédo, denominadas de Zona | na figura, o fluido apresenta um comportamento de
viscosidade constante. Na zona I, para velocidades de deformacéo intermédias, apresenta
um comportamento reofluidificante, ou seja, cuja viscosidade diminui com a velocidade de
deformacéo. Para melhor descrever o comportamento do fluido, recorre-se a Lei da Poténcia.
Por fim, para maiores velocidades de deformacéo, verifica-se novamente um comportamento

newtoniano, ou seja, viscosidade constante.
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Figura 15. Comportamento reofluidificante de acordo com a respetiva velocidade de deformagéo
aplicada.

A forma como os materiais reagem as forgcas aplicadas e as deformacdes depende da
estrutura interna dos materiais (Barnes et al., 1989). De modo a caracterizar o comportamento
da viscosidade dos materiais, existem modelos matematicos capazes de se ajustarem as
curvas de viscosidade, validos em zonas bem definidas de velocidade de deformagéo, sendo
o0 modelo a utilizar inteiramente dependente do tipo de material em estudo (Barnes et al.,
1989). Estes modelos séo de extrema importancia, uma vez que descrevem a forma geral da
curva de fluxo num intervalo amplo de velocidades de deformagédo. Na Figura 12 associam-
se 0s trés modelos mais comuns para a descricdo de diferentes zonas da curva de

viscosidade.

A Lei de Poténcia (ou o Modelo de Ostwald—de Waele) € a que apresenta uma utilizacao
mais simples, mas apenas € adequada para a zona reofluidificante. Ou seja, ndo descreve 0s
patamares newtonianos. Caso se pretenda descrever a curva em toda a gama de velocidades
de deformacéo, este modelo terd a sua utilizacdo limitada, devendo recorrer-se a outros

modelos, como o Modelo de Cross (Figura 16).
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Modelo de Cross
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Viscosidade (Pa.s)

Modelo de Sisko ™

Velocidade de deformacéao (s1)

Figura 16. Representac¢des do Modelo de Cross, do Modelo da Lei da Poténcia (também denominado
Ostwald-de Waele) e do Modelo de Sisko que caracterizam o comportamento dos fluidos consoante a
velocidade de deformacao exercida (em s). Adaptado de Carrilho (2014).

M= Mo _ 1 )
No — Noo 1+ (Y')n

Em termos de modelos reoldgicos, segundo o modelo de Cross (equagédo 2), o
comportamento de uma solugdo é dado por cinco parametros que ajudam a caracterizar a
viscosidade no designa a viscosidade para um valor de velocidade de deformagéo limite, ou
seja, o valor de viscosidade méaximo no 1° patamar newtoniano. E uma propriedade critica dos
materiais para avaliar a estabilidade de suspensdes e emulsdes, estimar a massa molecular
de polimeros e verificar mudancas a nivel do processamento e diferentes formulacdes
incorporadas (School of Rheology, 2016). n- € a viscosidade a uma velocidade de deformacéao
“infinita”, ou seja, quando a velocidade de deformacédo é tdo elevada que se atinge um
segundo patamar newtoniano (Zona 3) (Figura 15). E indicadora do comportamento do
material quando sujeito a forte processamento, nomeadamente quando sofre cortes. O
parametro n, adimensional, designa a constante de Cross. E uma medida do grau de
dependéncia da viscosidade sobre a velocidade de deformacéo na regido reofluidificante.

Valores nulos designam comportamento newtoniano e valores elevados indicam um
comportamento cada vez mais reofluidificante. y° designa a velocidade de deformacéo (s?)
aplicada num dado momento (School of Rheology, 2016). Os fluidos com aproximagéo ao

modelo de Cross tendem para um valor de viscosidade nula (School of Rheology, 2016).

No contexto de alimentos funcionais, a bebida de soro de leite é inovadora uma vez que
utiliza uma variedade de soro de leite de proveniéncia Unica na qual j& se observou um
potencial inibidor de inflamagdes consideravel. Também poderd apresentar um potencial

antitumoral uma vez que tem a capacidade de inibir a atividade das gelatinases MMP-2 e
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MMP-9. Este produto alimentar apresenta um caracter inovador em termos de incorporagéo
de produtos, uma vez que utiliza farinhas pouco exploradas (alfarroba e de bolota de
azinheira) numa tentativa de valorizacdo de produtos nacionais. E de extrema importancia
valorizar os nutrientes em falta no soro (e.g. gordura), dai optar-se por produtos que
complementem a bebida. A construcdo faseada do produto encontra-se esquematizada em

“2.1.2. Materiais utilizados na formulagao da bebida”.

O objetivo principal do presente trabalho é a formulacdo de um produto alimentar que
mantenha um carater bioativo observado in vitro, de um soro de leite especifico com adicao
de um ou mais elementos secundarios que confiram sabor, valor nutricional (na forma de
vitaminas e acidos organicos) (e.g. polpas de fruta, café ou farinhas) e que contemplem o
aproveitamento de um subproduto da indudstria alimentar. Em suma, pretende-se tornar o soro
de leite fermentado apetecivel em forma de um produto alimentar pronto a consumir. O carater
funcional (ou bioativo do produto) € exercido na reducéo da atividade de enzimas inflamatorias
e pode ser caracterizado por varios métodos. Um deles envolve a taxa de migracao celular de
células de adenocarcinoma do colon (HT29).

Numa etapa a priori da preparacdo da bebida, pretende-se otimizar a bioatividade do soro,
concentrando num menor volume, maior quantidade de péptidos que exergcam efeito bioativo.
Para tal, sdo considerados varios processos de concentracdo do soro apods a etapa de
fermentacgéo. O soro foi submetido a uma fervura de 100 °C durante 15 minutos e filtrado. Aos
100 °C as proteinas do soro sdo desnaturadas e os péptidos ndo. Outra parte do soro
fermentado foi liofilizado e ressuspendido num volume cinco vezes menor. Estes processos
de concentracéo foram escolhidos em detrimento de outros de maior complexidade uma vez

que sao amplamente utilizados na indUstria alimentar.

Em termos de bioatividade e nivel enzimatico também se pretende avaliar a percentagem
de inibicdo de MMP-2 e MMP-9 de cada amostra, através de métodos fluorimétricos. Estes

ensaios apresentam um carater de complementaridade face aos de migracéo celular.

Para o desenvolvimento do presente trabalho foi utilizado o mesmo protocolo que
estabeleceram Santos e colaboradores (2015) para a fermentacéo de soro de leite industrial,
com uma mistura de bactérias lacticas mesofilas, no espago de seis dias a 37 °C. Esta
fermentagdo do SL serve também como uma estratégia de modo a obterem-se péptidos com

propriedades funcionais benéficas.

De modo a tornar mais apetecivel e rica nutricionalmente a bebida, procuraram-se

matérias-primas complementares capazes de conferir aroma e sabor ao soro de leite e
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mascararem a acidez das bactérias laticas, uma vez que a presenca destas bactérias
prejudica diretamente a qualidade do produto (Pescuma et al., 2010). A escolha destes
sabores ou aromas pretendem estar ligados, se possivel, a produtos nacionais de modo a

promover a sua valorizagao.

Este produto alimentar seria de baixo custo, a base de SL concentrado (por liofilizacao ou
spray drying). Pretende-se que esta bebida mantenha um carater de bioatividade (anti-
inflamatéria) em produto final, ou seja, que apos as etapas de adicao de ingredientes e etapas
de processamento a que é sujeita (e.g. tratamentos térmico) se verifique esta capacidade in

vitro.

Finda a concretizagdo deste produto, também se pretende avaliar a bebida (e respetivos
ingredientes adicionados) em termos de parametros fisico-quimicos e reoldgicos,
monitorizando o tempo de vida Util, ou seja, o periodo durante o qual o produto conservado e
manipulado, nas condi¢gbes pré-definidas, “mantém integras todas as suas caracteristicas

originais de qualidade e segurancga” (Ragaert et al., 2007).
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Trabalhos anteriormente realizados nos nossos laboratdrios permitiram produzir, por meio
de uma fermentacéo do soro do leite, um péptido bioativo com uma atividade anti-inflamatoria
consideravel. O trabalho apresentado nesta dissertacao, foi realizado utilizando o referido soro
fermentado. Por questBes de confidencialidade, ndo sera revelado o modo de producédo desta

bioatividade nem a empresa que forneceu o soro de leite.

Este soro foi previamente refrigerado e diluido numa propor¢éo de 1:2 com agua destilada
de modo a controlar a quantidade de lactose no soro, para permitir a ocorréncia de fenébmenos
fermentativos. Posteriormente, o SL foi fermentado em estufa (Binder C 150, Alemanha), a 37
+ 1 °C ao longo de seis dias, segundo 0 método padronizado por Santos e colaboradores
(2015) em relacdo ao soro de leite da mesma empresa. Foram preparadas varias amostras
de modo a efetuar ensaios posteriores relativos a parametros fisico-quimicos, funcionais e

reoldgicos.

Para a producgéo do queijo que deu origem ao soro, foi adicionado um starter bacteriano
(Danisco, Sassenage, Franca) de bactérias produtoras de acido lactico (LAB) (Santos et al.
2015). As amostras de soro foram refrigeradas a 4°C e posteriormente acondicionadas a -

18°C para andlises quando fosse necessario.

Para otimizar a bioatividade do soro foram considerados varios processos de
concentracdo do soro. O soro fermentado liquido foi submetido a uma fervura de 100 °C
durante 15 minutos de modo a concentrar os péptidos numa quantidade pequena e filtrado
com um filtro Whatman n °1 (SFF). Aos 100 °C as proteinas do soro sdo desnaturadas e 0s
péptidos ndo. Outra parte do soro fermentado foi liofilizado e ressuspendido num volume cinco
vezes menor (SFC). Foi considerada também uma amostra em que o SL apenas tinha sido
fermentado, sem qualquer tratamento para concentrar os péptidos (SF). O soro nao
fermentado (SNF) foi considerado como o controlo para todos 0s ensaios, uma vez que sem

fermentagdo nado existe produgéo dos péptidos considerados.

Os ingredientes adicionados ao soro de leite foram selecionados de acordo com a

acessibilidade, custo e compatibilidade com bebidas lacteas.
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O desenvolvimento do produto final passou por quatro fases distintas até se verificar uma
melhoria consideravel a nivel sensorial e tecnoldgico. Encontram-se essas fases e a
proveniéncia das respetivas matérias-primas:

1°. Adicao de polpas de abacaxi, morango e papaia (Brasfrut, Brasil) a formulacao;

2°. Adicao de farinha de alfarroba biol6gica (BALF) (Prévida - Produtos Naturais, Lda,
Sintra, Portugal) e farinha torrada de bolota (designagédo comercial de “Café de bolota”)
(Herdade do Freixo do Meio, Portugal);

3°. Adicdo de mel (Mel D’Arrabida, Portugal) as bebidas com incorporacéo de farinhas;

4°, Adicdo de aromas (Sosa Ingredients, Espanha) (as bebidas de farinhas) que conferem

sinergia do ponto de vista sensorial as bebidas finais (BALF e BBOL).

Em termos de declaragdo nutricional, encontram-se representados os rotulos de cada
polpa na Tabela 6.

Tabela 6. Declaracao nutricional média por 100 g de polpa de abacaxi (Ananas comosus L.), polpa de
morango (Fragaria L.) e polpa de papaia (Carica papaya L.), respetivamente.

Abacaxi Morango Papaia
Valor energético 34 kcal / 143 kJ 33 kcal / 141 kJ 50 kcal / 212 kJ

Hidratos de carbono 7849 6,89 119
Proteinas 0,59 0949 0,89
Gordura total 0,19 0,39 0,19
Fibra alimentar 0,39 179 1,89

Saédio 1mg N.D. 3,0mg

Magnésio 0,05 mg N.D. 1,7 mg
Vitamina C 1,20 mg 64 mg 7,8 mg

As farinhas foram adquiridas em supermercado local. Em termos de declarag&o nutricional,
encontra-se representada a declaracdo nutricional da farinha de alfarroba na Tabela 7. A
farinha de bolota torrada (designacdo comercial de “Café de Bolota”) ndo apresenta

declaracgéo nutricional expressa.
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Tabela 7. Declaracgao nutricional média por 100 g de farinha de alfarroba biologica.

Energia 1254/ 300 KJ.kcal
Lipidos 0,659
Aottos g
Hidratos de carbono 49¢g
Aclcares 409
Fibra 39,849
Proteinas 4649
Sal 0,089

Para além dos ingredientes ja referidos, também se adicionou carbonato de calcio que teve

apenas um papel de correcéo de pH e a goma xantana (Sigma Aldrich, EUA) que foi utilizada

de forma a conferir melhor textura e evitar separacdo de fases que se verificou ocorrer 24 h

apds conservagao.

Os métodos utilizados no desenvolvimento da bebida de soro seguem trés fases

consecutivas:

Ensaio preliminar para preparar soro com otimizagdo de bioatividade, na qual se
escolhe o melhor processo para obter um soro que contenha o potencial bioativo
encontrado anteriormente sem ter de se isolar os péptidos. Com esta finalidade,
utilizou-se o soro na sua diluigdo normal, um soro liofilizado e um soro sujeito a um
processo de fervura e filtragao (este Ultimo de forma a desnaturar a proteina do soro
e assim concentrar os péptidos);

Preparacdo da bebida onde se da énfase ao desenvolvimento da mesma com
adicdo de elementos nutritivos (de modo a obter-se um produto sensorialmente
adequado) e as etapas que englobam a formulacdo de uma bebida alimentar
(ensaios reoldgicos e fisico-quimicos);

Validacdo do potencial bioativo da bebida final, onde se comprova o potencial anti-

inflamatorio da formulacgé&o final (in vitro).
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De modo a verificar o efeito bioativo das varias amostras de SL e colocar a mesma
quantidade de proteina para o ensaio de migracdo celular, quantificou-se a proteina das
amostras (por pg.m_L?). Como padréo foi preparada uma reta de calibragdo com uma solugao
de BSA (Sigma-Aldrich, EUA), contendo 0; 2,5; 5; 15; 25 e 30 ug de proteina. Utilizou-se o
método de Bradford para quantificacdo de proteinas por espectrofotometria (Bradford, 1976).
Utilizaram-se diferentes concentragdes conhecidas (0; 2,5; 5; 7,5 e 10 ug-mL?) de uma
solucédo de albumina de soro bovina) 0,5 mg.mL? para realizar uma reta padrdo. Em cada
poco foram pipetados 200 pL de reagente Bradford e 20 uL de amostra, ou padrdes, em
triplicado. Posteriormente, foi realizada a leitura da absorvancia a 595 nm num
espectrofotébmetro Syenergy HT (Bio-TEK). Os resultados foram processados no software K4
(Synergy HT, Bio-Tek Instruments, EUA).

As amostras foram previamente tratadas com tampao de amostra desnaturante e redutor
(SBR). Este é composto por Tris-HCI 80 mM (pH = 6,8), B-mercaptoetanol 100 mM (Sigma-
Aldrich, EUA), 2 % (m/v) de SDS, 15 % (v/v) de glicerol (Panreac, Espanha). Seguidamente
foram centrifugadas a 1000 g durante 15 m a temperatura ambiente (VWR Hitachi Koki Co,
Ltd, Japdo). Foi utilizado o método de eletroforese vertical a 100 V e 20 mA segundo o método
definido por Laemmli (1970).

A eletroforese em gel de poliacrilamida é uma técnica baseada na separagéo de moléculas
de acordo com a sua massa molecular. As moléculas que apresentam menor massa molecular
migram mais rapidamente face as de maior massa molecular, apos aplicacdo de uma
diferenca de potencial (Laemmli, 1970). De modo a analisar o perfil proteico das amostras de
SL utilizou-se uma técnica de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida em sistema
descontinuo (Laemmli, 1970). O gel de separacédo foi elaborado com 15 % de acrilamida
(glicerol a 85 %), 0,1 % (m/v) de bisacrilamida, 375 mM de Tris-HCl a pH 8,8, 7,73 % (v/v) de
agua Mili-Q, 0,033 % (m/v) de persulfato de amoénio (PSA) e 0,1 % de TEMED. O gel de
concentracdo a 5 % (m/v) de acrilamida foi elaborado com 0,13 % de bisacrilamida, 130 mM
de Tris-HCl a pH 6,8, 57,6 % de agua Mili-Q, 0,1 % (m/v) de PSA e 0,3 % (v/v) de TEMED.

ApGOs corrida, os géis de SDS-PAGE foram tratados com TCA 10 % (v/v) durante 20 min
sob agitacdo a temperatura ambiente e corados a 0,25 % de Comassie R-250 (m/v), 25 % de

2-propanol (v/v) e 10 % de acido acético (v/v). A descoloracgdo utilizou uma solugéo de 25 %

40



Formulacdo de uma bebida a base de soro de leite com péptidos bioativos — Materiais e Métodos

de 2-propanol (v/v) e 10% de acido acético (v/v). O marcador utilizado para a eletroforese foi

0 m-cresol purpura.

De modo a efetuar-se a quantificacdo da atividade inibidora do soro de leite nestas duas
enzimas, procedeu-se a um ensaio fluorimétrico. Este ensaio utilizou o kit DQ Gelatin®
(Thermo Fisher Scientific, EUA). A gelatina DQ foi diluida em agua bidestilada de modo a
obter a concentracéo final de 1 mg.mL™. Utilizou-se um tampéo de ensaio a 50 mM Tris HCI
pH = 7,6, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 0,01 % (v/v) de Tween 20. A concentracgdo final de
gelatina foi de 2,5 pg.mL™2.

O ensaio é efetuado em microplacas de 96 pocos, pretas e em cada pogo foram
adicionados 40 yL de MMP-9 ou MMP-2 com uma concentragdo de 0,1 mM. O objetivo do
ensaio é testar o efeito inibitorio da amostra. A emissao foi efetuada a 530 nm e a de excitagédo
a 485 nm no espectrofotometro Syenergy HT (Bio-TEK). Colocou-se a placa a incubar em
estufa (Sheldon Mfg. Inc., EUA) a 37 °C e a 5 % de CO; durante 1h. Adicionaram-se 100 pL
de gelatina DQ e a placa foi de novo incubada nas condi¢des referidas. Este método baseia-
se na reacao de proteodlise que liberta produtos de clivagem que apresentam fluorescéncia. O

substrato, DQ Gelatin, apresenta a capacidade de emitir fluorescéncia quando é degradado.

De modo a concentrar o soro de leite, utilizou-se um spray dryer LabPlant SD-06 (Keison
Products, Reino Unido) com um caudal de 3,3 mL.min. A pressdo utilizada a nivel do
compressor (nozzle) foi de 1,7 bar e a agulha apresentou um diametro de 0,5 mm. As
temperaturas utilizadas foram respetivamente 160 °C e de 140 °C, de modo a utilizar

condicdes de teste definidas por Barbosa e Teixeira (2017).

A etapa de liofilizagao foi feita com recurso a um liofilizador (Edwards Modulyo®). A amostra
teve de ser previamente congelada a -18°C e o tubo tem de ser perfurado de modo a agua

constituinte da amostra poder sublimar.
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Para a preparacéo da bebida a base de soro de leite foi tido em consideracdo um modo de
preparacdo sugerido por Pescuma e colaboradores (2010) referente a uma bebida de
concentrado proteico de soro com sumo de péssego com algumas modificacdes em termos
de ingredientes adicionados, correcdo do pH e modo de conservacdo. Utilizou-se SL
fermentado nas condicbes otimizadas por Santos e colaboradores (2015), de modo a
incorporar péptidos bioativos. Utilizou-se carbonato de calcio em vez de lactato de célcio de
modo a corrigir o pH da bebida e em vez de sumo de péssego, utilizaram-se polpas liquidas

de abacaxi, morango e papaia.

Comecgou por se pesar para uma embalagem de vidro previamente esterilizada soro de
leite liofilizado (15 %), polpa de abacaxi, morango ou papaia (7 %) (consoante a bebida),
acucar em p6 e agua (Figura 17). O produto conta com a adicdo de soro liofilizado na
propor¢cédo de 14 % dado que é o valor minimo que apresenta manutencdo da bioatividade
observada in vitro. A percentagem de polpa e aglcar adicionado foi estimada tendo em vista
uma apreciagao sensorialmente agradavel. Segue-se uma breve etapa de mistura de modo a
promover a solubilizagéo dos ingredientes. Ocorreu homogeneizagdo em agitador T 25 Basic
(Ultra-Turrax®, Sigma Aldrich, EUA) (a T = 25°C e a uma frequéncia de 6000 min).

De modo a fazer ajustamento do pH de um valor extremamente baixo para um valor
“aceitavel”, adicionou-se carbonato de célcio que é permitido pela legislagcao portuguesa sob
o (Regulamento (CE) No 1333, 2008) na proporcao de quantum satis (0 minimo necessario).
Em etapa final, o produto foi conservado até 5 °C.
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Figura 17. Fluxograma representativo das etapas de preparacdo das bebidas de abacaxi (BABA), morango
(BMOR) e papaia (BPAP).

Preparacéo da bebida de SL com adicéo de farinhas pouco exploradas

Utilizaram-se etapas equivalentes a preparacdo das bebidas com polpas de fruta (Figura
17) mas efetuou-se uma correcéo do pH para 4,6, com sucesso, em ambas as bebidas (Figura
18).

Seguidamente foi adicionado 0,2 % de goma xantana (Sigma-Aldrich, EUA) a cada
diferente formulacdo da bebida, de modo a evitar a separagéo de fases do produto aquando
da fase de conservacdo final. A etapa de aquecimento que se segue apresenta diferencas
significativas na consisténcia de ambas as bebidas, tornando-as mais fluidas. A etapa final é

a conservacédo a 5 °C.

Esta formulagdo foi efetuada em colaboracdo direta com a empresa Cooking.LAB®, de
modo a tornar o produto sensorialmente agradavel, procurando efetuar poucas alteragées de

processamento para manter o carater bioativo dos péptidos que a bebida contém.
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Figura 18. Fluxograma representativo das etapas de preparacéo das bebidas de alfarroba (BALF) e de bolota (BBOL).

Ensaios fisico-quimicos

Foram realizadas andlises que melhor caracterizam o SL (humidade, pH, proteina e cinza)
e polpa de fruta (humidade, pH, cinza e acidez). A caracterizagéao fisico-quimica das matérias-
primas foi efetuada de acordo com as normas portuguesas em vigor (no caso da cinza e
acidez) e com a metodologia AOAC (Association of Official Analytical Chemistry) (no caso do

extrato seco e humidade).

Extrato seco total

Entende-se por extrato seco total, a perda de peso sofrida pela amostra quando seca entre
100 e 105 °C, até peso constante. Recorreu-se & metodologia AOAC (1998) para tal. A

determinacéo foi feita recorrendo a uma estufa elétrica (Binder C 150, Alemanha).
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Entende-se por cinza todo o residuo obtido submetendo a amostra a uma temperatura de
550 °C.+ 25 °C até combustdo completa da matéria organica e obtencao de um residuo de
coloracao branca (NP 477, 1983). As amostras, foram colocadas em estufa (Binder C 150,
Alemanha) até atingirem massa constante. Posteriormente, foram colocadas em mufla
(Heraeus, Alemanha). Utilizaram-se as amostras provenientes do ensaio de extrato seco

descritas em “ll. Extrato seco total”.

A acidez é definida como sendo “o volume de solugédo alcalina normal, expresso em cm?®
necessario para neutralizar 100 cm?® do produto liquido ou 100 g quando este for sélido ou
pastoso” (Norma Portuguesa 1421, 1997). Para as amostras presentes, caracterizou-se a
acidez das polpas de fruta congeladas segundo a NP 1427:1997, para géneros alimenticios
“derivados de frutos e produtos horticolas”.

As medi¢Oes de pH foram efetuadas em potenciometro pH Basic 20 (Crison Instruments,
Espanha) apdés calibracdo, a temperatura ambiente. Estas medi¢des tiveram a regularidade

de sete dias de modo a monitorizar o pH dos produtos.

A viscosidade das bebidas desenvolvidas foi avaliada em sala climatizada a temperatura
constante de 20 °C. A determinacdo foi realizada com um sistema de pratos paralelos
serrados de didmetro 35 mm (& = 35 mm), num redémetro de tensdo controlada HAAKE Mars
RS-75 (Alemanha, Europa) a temperatura programada de 5,00 + 2,00 °C. O gap utilizado
(distancia entre prato e a sonda) foi de 1 mm. Os ensaios tiveram a duracdo de 825 s e

efetuaram-se a 5 + 2,00 °C. A velocidade de deformacéo utilizada variou entre 1x10® a 500 s°

1

As quantidades relativas de cada ingrediente utilizadas na formulag&o final encontram-se
resumidas na Tabela 8, onde se evidencia o planeamento experimental utilizado. Na etapa

final de desenvolvimento, adicionaram-se aromas. Estes aromas foram também adicionados
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respeitando a proporgdo de quantum satis e corresponderam, em todas as amostras, de 1 a
2 mL.
Tabela 8. Quantificacdo dos ingredientes utilizados em diferentes formulagées com 7,5 % de farinha

de alfarroba e 7,5 % de farinha de bolota. A bebida de SL fermentada apresenta uma percentagem ou
de 0,2 % ou 0,5 % de goma xantana (E 451) (em g).

BALF BALF BBOL BBOL

0,2 % XANT | 0,5% XANT | 0,2 % XANT | 0,5% XANT
Soro de leite 2,100 2,100 2,100 2,100
Farinha 1,095 1,050 1,095 1,050
AclUcar 0,750 0,750 0,750 0,750
Agua 11,025 11,025 11,025 11,025
Goma xantana 0,030 0,075 0,030 0,075

A capacidade das células tumorais migrarem apés efetuar-se um corte huma monocamada
de células é indicadora da capacidade de formacdo de metastases num individuo (Lavilla-
Alonso et al., 2011). As células HT29 sao células provenientes de um tumor primario do célon
de uma mulher caucasiana de 44 anos. As células foram mantidas em meio RPMI
suplementado com 10 % (v/v) de soro bovino fetal (SBF) previamente inativado pela fervura,
200 mM de glutamina (aminoacido responsavel pelo crescimento celular), 250 pyL de
anfotericina (efeito antifungico), 250 uL de penicilina e estreptomicina (efeito antibiético). A
linha celular foi mantida a 37 °C e a 5 % (v/v) de CO..

Realizou-se uma etapa prévia de tripsinizacdo da monocamada das células HT29
(Sanches, 2015). Seguidamente, as células foram colocadas a crescer em placas de 24 pocos
(com uma densidade de aproximadamente 5 x 10° células/poco) até atingirem, um valor de

confluéncia de 80 %.

Efetuou-se um corte na monocamada das células (wound healing essay), com a ponta de
uma micropipeta, sendo que esta etapa pretende simular uma ferida, separando a camada
celular. Apos trocar o meio dos pogos foram adicionadas as amostras, na concentracdo de
100 ug.mL™. Mediu-se a largura do corte as 0 horas com o auxilio de um microscépio invertido
e mediu-se o fecho do corte passadas 48 horas, uma vez que as células apresentam a

tendéncia para invadirem o espaco vazio.
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O ensaio de proliferagdo celular das células HT29 é avaliado com base no método
colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-lil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-
Aldrich; EUA). Em células viaveis, certas enzimas sdo capazes de reduzir o MTT para um
composto insoluvel de cor purpura. As células HT29 foram colocadas com uma densidade
aproximada de 2x10* células/pogo em placas de 96 pocos e incubadas com diluicdes
sucessivas das amostras com potencial inibitério. Apds um periodo de 24 h, foram
adicionados a cada poc¢o 100 pL de uma solucdo de MTT em meio de cultura. As placas foram
incubadas a 37 °C durante 4 h de modo a ocorrer a rea¢do entre as enzimas e 0 substrato.
Ao fim deste tempo foi colocado um solvente, dimetilsulféxido, de forma a ocorrer solubilizagéo
dos cristais de MTT. Apos 15 m de reagdo no escuro foi lida a absorvancia a 570 nm em

espectrofotdmetro com recurso ao software K5 (Synergy HT, Bio-Tek).

Todos os resultados experimentais foram analisados pelo menos em triplicado e expressos
em médias associadas a um desvio padréo (DP). O nivel de significancia foi dado por 95 %
para cada parametro avaliado. Um p-value inferior a 0,05 foi considerado como sendo
significativo. A anadlise estatistica foi realizada por analise de variancias a um fator (ANOVA).
Para o efeito de tratamento estatistico, utilizou-se o software IBM® SPSS® Statistics Versio
24 (IBM Corporation, EUA).
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No perfil de eletroforese (Figura 19), encontram-se representadas duas colunas: uma a
esquerda com os pesos moleculares (em kilo Dalton, kDa) de acordo com o marcador
molecular e outra, no topo, que é correspondente a cada amostra.

As amostras de soro que sofreram fermentacéo (SF e SFF) apresentam uma intensidade
menor a nivel das bandas (quando comparadas com o SNF) o que, segundo Sanches (2015),
pode traduzir um ataque proteolitico as varias fracdes proteicas do soro pelas bactérias
produtoras de 4cido latico (BAL). No soro nao fermentado observam-se proteinas de peso
molecular compreendido entre os 25 e os 150 kDa: (lactoferrina (80 kDa), albumina do soro
(BSA) (66,5 kDa), imunoglobulinas (150 kDa) devido a este nao ter sido fermentado e nédo ter
sofrido ataques proteoliticos. Nos 66 kDa e nos 80 kDa podem observar-se bandas
correspondentes respetivamente a BSA e lactoferrina, tal como foi encontrado por Sanches
(2015). © mesmo nao se verifica no soro fermentado e do soro fermentado e fervido, em que
a maioria das proteinas foi degradada pelo consorcio bacteriano. Apesar de ndo se verificarem
diferencas nas intensidades das bandas nas proteinas com peso molecular abaixo de 20 kDa,
verifica-se que em todas as amostras existe a presenca de proteinas alergénicas e estas nao

foram desnaturadas com o tratamento térmico aplicado (soro fermentado fervido).

Comparando as intensidades, a banda compreendida entre os 50 e os 75 kDa parece
corresponder a maior quantidade de BSA do que lactoferrina. A banda que seria representante

da ALA apresenta 14 kDa de peso molecular enquanto que a da BLG apresenta 18 kDa.
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Figura 19. Perfil polipeptidico das fragdes proteicas de amostras de soro de leite de mistura obtido por
SDS-PAGE, em gel de poliacrilamida (15 % (m/v) acrilamida), suplementado com 10 % (v/v) glicerol. A
fracdo de SF foi submetido a um cut-off de 3 kDa. Em destaque, encontram-se representados péptidos
cuja massa molecular é inferior ao ultimo marcador considerado de 20 kDa, encontrando-se
identificados na Figura 20 Legenda: M — Marcador de massa molecular (m-cresol parpura); SNF — Soro
N&o Fermentado; SF — Soro Fermentado e SFF - Soro Fermentado e Fervido.

O gel da Figura 20 permite visualizar as bandas de fragmentos proteicos de menores
dimensdes, que poderdo corresponder aos péptidos formados durante a fermentagdo ao
longo do periodo considerado por Santos e colaboradores (2015). O consércio bacteriano
utilizado para a fermentagéo do soro de leite de mistura, origina “a formacdo e acumulacdo
de péptidos derivados da degradacéo parcial das proteinas de maiores dimensdes” (Sanches,
2015).

Afinalidade do gel de SDS era visualizar se com a fermentacao se as proteinas alergénicas
ALA e BLG ficariam desnhaturadas, uma mais-valia no produto alimentar uma vez que
intolerantes a estas fracdes proteicas podiam ingerir a bebida. Tal ndo se verificou uma vez
que o gel da Figura 20 parece indicar que tanto a ALA como a BLG se encontram
abundantemente no soro fermentado. Sanches (2015) ja tinha verificado que a banda de

massa molecular referente a estas proteinas era visivel no 6° dia de fermentacéao.
kDa Dia 0 Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
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Figura 20. Perfil polipeptidico obtido por SDS-PAGE (17,5 % m/v acrilamida; suplementado com 10 %
(v/v) glicerol) ilustrativo da evolugdo das fra¢des proteicas com massas moleculares compreendidas
entre os 3 e os 10 kDa durante a fermentacao do soro de leite. Adaptado de Sanches (2015).
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Inibicdo da capacidade de invasao tumoral

Os ensaios de migracao relativos as diferentes fragdes de soro encontram-se representados
na Figura 21. Foram observadas as células HT29 em microscopio invertido e tiradas fotografias
em zonas demarcadas do corte das células HT29 antes da colocacdo das amostras (t =0 h) e
apos (t =48 h).

Quanto menor for o fecho do corte da monocamada de células HT29, maior sera o efeito
inibitério que o soro de leite oferece, resultante da bioatividade que possui. Em termos de
caracterizacdo da migracdo celular das amostras de soro e das bebidas, temos a andlise
respetiva na Figura 22. E possivel verificar que existe uma diferenca no nivel de invaséo celular
entre os varios tratamentos que se fez ao soro e, também, em relacdo ao controlo, isto €, ao

fecho completo da monocamada.
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Figura 21. Exemplos representativos de ensaios de migracao celular. Respetivamente, da esquerda
para a direita: Controlo (corresponde ao fecho completo da monocamada), amostra de soro nao
fermentado (SNF), amostra de soro fermentado seis dias (SF), amostra de soro concentrado (SFC) e
amostra de soro fermentado e fervido (SFF) ap6s terem sido colocados 100 g de soro de leite de vaca,
ovelha e cabra. Efetuou-se um corte na monocamada das células HT29 (0 h) e mediu-se a capacidade
de as células fecharem o corte na mesma zona demarcada (apds 48 h). Esta capacidade é verificada
por medicdo da distancia entre os extremos do corte. As linhas a picotado das 0 h e 48 h auxiliam a
medicéo destes extremos.
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Figura 22. Percentagem de invasao celular, em relacdo ao controlo (dado por 100 %), ou seja, fecho
completo do corte de células HT29 (n = 9). SF refere-se a “Soro Fermentado”, SFF a “Soro Fermentado
e Fervido”, SFC a “Soro Fermentado e Concentrado” e SNF a “Soro Ndo Fermentado”. Os resultados
encontram-se representados pela média + desvio padrdo (DP). Letras diferentes indicam valores
estatisticamente diferentes (p < 0,05).

A amostra de SFC, ou seja, a concentrada com recurso a liofilizag&o foi a mais bioativa do
ponto de vista anti-inflamatorio pelo que foi a utilizada na incorporacdo das bebidas. Os
resultados foram coincidentes com os observados por Sanches (2015) em que se verificou
que o soro de leite parece ter uma atividade inibitoria na invasao celular e que esta pode ser
atribuida a formacédo de péptidos bioativos. De modo a complementar este estudo de
bioatividade atribuida ao soro de leite, sdo necessarios ensaios complementares: um ensaio
de fluorescéncia com DQ-Gelatin. Estes dois ensaios podem indicar claramente que o efeito

bioativo se deve a inibicdo das metaloproteinases de matriz.

A capacidade das vérias fragBes de soro (soro fermentado, soro fermentado concentrado
e soro fermentado fervido) para a inibicdo da atividade das gelatinases, MMP-2 e MMP-9 foi

analisada, através de um ensaio fluorométrico (Figura 23).

A capacidade de inibicdo das gelatinases baseia-se numa reacédo de protedlise realizada
pelas gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9), utilizando como substrato a gelatina DQ. Quando
héa degradacéo do substrato, este apresenta fluorescéncia intrinseca. Este método permite
avaliar a atividade gelatinolitica e, deste modo, a inibicdo direta de um composto nas
gelatinases. Em amostras que se verifiquem menores valores de absorvancia, existird (em
média) menor atividade gelatinolitica o0 que podera ser indicativo do potencial bioativo

antitumoral.
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Todos as fragbes apresentam diferencas significativas em relacdo ao controlo sendo que
a frac&o do soro fermentado e concentrado e do soro fermentado e fervido apresentam maior
capacidade de inibicdo por concentrarem em menor volume uma maior quantidade de
péptidos com efeito bioativo. Esta concentracao advém do facto das amostras de soro terem
sido submetidas a processos de concentracdo da proteina tanto pela liofilizagdo como pela

fervura (respetivamente no soro fermentado e concentrado e no soro fermentado e fervido).
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Figura 23. Inibicdo da atividade gelatinolitica das MMPs (MMP-2 e MMP-9) na presenca das amostras
de SNF (soro nao fermentado), SF (soro fermentado), SF (soro concentrado) e SFF (soro fermentado
e fervido). Os valores s@o apresentados em média + DP. Diferencas letras representam valores
estatisticamente diferentes (p < 0,05).

ApOs testar as bioatividades dos diferentes tratamentos do soro, escolheu-se a
concentragdo por liofilizagdo porque era a que dava melhores resultados em termos de
inibicdo das metaloproteinases de matriz, verificando-se uma inibicdo em 50 % da atividade
gelatinolitica sendo que esta se encontra estritamente ligada a inibicdo tumoral. Trabalhos
anteriores ndo conseguiram este grau de inibicdo para a MMP-2 ou MMP-9 (Sanches, 2015),

pelo que este SL se destacou em termos do potencial anti-inflamatério.

No processo de spray drying, para o caudal e temperaturas aplicados o rendimento obtido
foi muito reduzido. Este intervalo de temperaturas ndo permitiu a obtencdo eficaz de SL
fermentado em pé em quantidade apreciavel. Tais dificuldades foram verificadas por
acumulacdo de soro no ciclone (Figura 12). As altas temperaturas potenciaram reactes de
caramelizagdo da lactose, apesar da alta temperatura ser determinante para aumentar o
rendimento do processo. As proteinas sdo moléculas que podem sofrer mudancas estruturais

durante a atomizacdo, devido a fendbmenos de desnaturacdo, agregacdo (Wijayanti et al.,
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2014) e formacgéo de complexos entre as proteinas do SL e as caseinas (Lourengo, 2014). As
reacOes de caramelizacdo aumentam a viscosidade do produto, o que impede a sua obtencéo.
O rendimento foi de apenas 0,15 % (para 140 °C) e 0,25 % (160 °C). A obtencdo de SL numa
guantidade significativa verifica-se apenas em grandes volumes, como acontece nas

industrias alimentares (Galsmar e Bergmann, 1967).

A liofilizacao, revelou ser uma opcéo mais rentavel de obtencédo de maiores massas de SL,
apesar da obtencéo de um concentrado com 25 % de humidade. O rendimento desta foi de 6
% resultante de diferenca de peso entre a amostra com e sem humidade, obtendo-se, em
média, 60 g.L* de soro de leite em p6. Dado o rendimento ser substancialmente superior ao
do soro obtido por spray dryer, optou-se pelo SL proveniente da liofilizagcdo para ser
incorporado nas bebidas. Este tipo especifico de soro obtido ndo apresenta caracteristicas
sensoriais agradaveis para consumo. Como tal, experimentaram-se diferentes estratégias
para se obter uma bebida mais agradavel. Entre estas encontram-se a adicao de polpas de
fruta e de farinhas como descrito detalhadamente em “2.1.2 Materiais utilizados na formulagao
da bebida”.

Contudo, € de salientar que o processo de liofilizagdo tem custos elevados em termos
industriais, pelo que numa fase de transferéncia de conhecimento a concentragdo do soro

fermentado tera de ser alvo de estudo detalhado.

Avaliou-se a percentagem de residuo seco total do soro e polpas de modo a compreender
como é que a humidade influencia o tempo de vida util do produto. Em relacdo aos valores de
humidade dados por diferenca de massa (diferenca entre a massa inicial e final) a polpa de
papaia apresentou maior teor de humidade, 89 %, seguida da de morango (84 %) e abacaxi
(86 %).

O soro de leite liofilizado deveria apresentar um valor minimo de humidade (inferior a 1 %),
mas verificou-se que a liofilizacdo nédo foi completamente eficaz na sublimagédo de 4gua da
amostra uma vez que esta apresentou 25 % de humidade. Os elevados resultados de
humidade indicam o grau de pureza da constituicdo das polpas ja que uma polpa por definicdo
apresenta um teor de agua desta ordem de grandeza (NP 1421, 1997). A acidez nao foi
avaliada no soro de leite uma vez que nao se considerou um parametro fundamental na sua
caracterizacdo uma vez que esta € mascarada pela adicdo de aromas. Os resultados

encontram-se resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9. ParAmetros que melhor caracterizam o soro de leite fermentado e liofilizado e as polpas
congeladas.

Residuo
seco total Cinza (%) Acidez
(%)
Soro de
leite 75 1,43 N. D.
Polpa de
abacaxi 14 1,77 13,87
Polpa de
morango 6 1,83 12.53
Polpa de 11 1,46 12,4
papaia

O soro de leite foi também analisado em relagéo a quantidade de residuo calcinado (cinza)
e verificou-se que apresenta uma percentagem média de 1,43 %, inferior ao encontrado por
Silveira e colaboradores (2016). Em termos de pH (Tabela 10), o decréscimo associado (ao
longo de 15 dias) do soro de leite atribui-se a producéo de acido latico aquando dos processos
fermentativos e adicao deste as bebidas com polpa de fruta.

Pescuma e colaboradores (2010) observaram que com a adi¢do de sumo de péssego o pH
diminuiu para 3,9 (face aos 2,9 obtidos) e que para aumentar este valor se teve de adicionar
lactato de calcio. As correcdes de pH procederam-se de modo semelhante, mas com adicao
de carbonato de célcio (E 371). Este é permitido pela legislacdo europeia (Regulamento 1333,
2008) embora apenas seja dada a recomendacédo de quantum satis (ou seja, 0 minimo

necessario para atingir o efeito pretendido).

Nas bebidas com adicdo de polpa de fruta congelada ndo se conseguiram efetuar
corregdes de pH provavelmente devido a adi¢cdes de agentes antioxidantes que atuam como
efeito tampéo e impossibilitam que a adicdo de mais carbonato de calcio aumente o pH. Ja a
bebida de alfarroba e bebida de bolota, a adicdo de carbonato de célcio permitiu estabelecer
um pH de 4,64 (Tabela 10). Este pH “aceitavel” foi previamente utilizado e estabelecido por

Almeida e colaboradores (2001).
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Tabela 10. Variagdo de pH ao longo do tempo de armazenamento e respetiva temperatura de
conservacdo (5°C durante 1 més). t = 0 refere-se as medi¢des de pH efetuadas apds a preparagéo dos
produtos. Medi¢Ges de pH apés conservacao da bebida de morango (BMOR), bebida de papaia (BPAP)
e bebida de abacaxi (BABA) nado foram registadas dado a ineficacia de corre¢do do pH para valores
tipicos de bebidas lacteas.

pH
Produto t=0 7 dias de conservacao 15 dias de conservagéo
Soro de leite fermentado (SF) 3,32 +0,02 3,31 +0,02 3,30 £ 0,03
Bebida de Morango (BMOR) 2,87 £ 0,02 N. D. N.D.
Bebida de Papaia (BPAP) 2,99 + 0,02 N.D. N.D.
Bebida de Abacaxi (BABA) 2,96 £ 0,02 N.D. N.D.
Bebida de Alfarroba 2,96 + 0,02 4,64 +0,02 4,74 £0,01
Bebida de Bolota 2,98 +£ 0,02 4,66 + 0,02 5,05 + 0,01

Com o ajuste do pH a 4,6 que a bebida sofreu, existiu a formacdes de ligacbes cruzadas
fortes de natureza iénica (visto que a um pH de 3,8 comeca a existir formacéo de ligacbes
cuzadas fortes de natureza i6nica que afetam a viscosidade do sistema) (Luporini e Bretas,
2011).

A utilizacdo de polpas congeladas (Figura 24) apresenta inUmeras vantagens
(nomeadamente no tempo de vida util das matérias-primas, portabilidade, forte aroma
associado). No entanto introduziram problemas no custo da matéria-prima por unidade de
massa e problemas em corrigir o pH da bebida (provavelmente pela adicdo de compostos
com efeito antioxidante que exercem efeito tampdo, na formulacdo de origem, que

impossibilitam o ajuste de pH).

Existiram também problemas a nivel sensorial dado que as frutas utlizadas néo
apresentam sinergias com o “sabor amargo do soro de leite” (Pescuma et al., 2010). N&do se
deu continuidade a esta linha de desenvolvimento de produtos dadas as dificuldades

encontradas a nivel sensorial e tecnolégico.
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Figura 24. Exemplo de produto acabado. Amostras de bebida de soro de leite com polpa de fruta
congelada: de morango (esquerda) e de abacaxi (direita).

Caracterizagao reoldgica das bebidas de fruta

Na Figura 25 apresentam-se as curvas de viscosidade das bebidas de SL com polpa de
fruta (morango e papaia), em comparagdo com um produto j& comercializado (néctar com
adicao de polpa de fruta). As duas bebidas de soro de leite apresentam um perfil de variacdo
da viscosidade, com a velocidade de deformacg&o, muito semelhantes. As duas curvas sdo
praticamente paralelas, apresentando um declive semelhante. De salientar que nos trés casos
estamos perante um comportamento reofluidificante, caracterizado por uma reducdo de
viscosidade com a velocidade de deformacdo. Tal semelhangca em termos de escoamento

sera traduzida por uma semelhanca em termos de processamento e de percecao sensorial.
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Figura 25. Curvas de viscosidade relativas a bebida de morango (laranja) e bebida de papaia (verde).
Em comparacgédo apresenta-se um produto comercial (néctar de pera) (preto).

As curvas de viscosidade representadas na Figura 24 tém uma zona reofluidificante bem
definida e apenas no caso do néctar comercial, existe uma tendéncia para um patamar
newtoniano, a elevadas velocidades de deformacéo. Assim, como aproximacao, ajustou-se a
Lei de Poténcia para descrever o comportamento da viscosidade das bebidas em funcdo da

velocidade de deformacdo.

A partir das curvas de viscosidade, é possivel obter valores de n (indice de escoamento) e

de K (indice de consisténcia), através da aplicacdo da Lei da Poténcia (equacao 3):
=Ky ™" (3)

Através da logaritmizacdo desta equagdo, com n = % obtém-se que n = K y™1 pelo que

(equacéo 4):

log (n) = log (K) + (n - 1) log ¥’ (4)

De onde vem que log (K) = ordenada na origem e (n - 1) corresponde ao declive da reta.
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Aplicando a equacédo da Lei de Poténcia as curvas de viscosidade representadas na Figura
24 obtém-se os valores de K e n, para as bebidas de soro com incorporacédo de polpas,
resumidas na Tabela 11.

Tabela 11. indice de escoamento (n) e indice de consisténcia (K) para as bebidas de morango (BMOR)
e papaia (BPAP) em comparacéo com uma bebida comercial (Néctar de Pera Santal).

K
n
(Pa.s™
Bebida de Morango
20,635 0,176
(BMOR)
Bebida de Papaia
11,855 0,253
(BPAP)
Néctar de Pera Santal 4,794 0,491

Apesar da semelhanca em termos de comportamento reolégico, verifica-se que os indices
de consisténcia e de escoamento das trés bebidas apresentam diferencas apreciaveis. A
bebida de morango é a mais consistente e com uma dependéncia mais acentuada da
viscosidade com a velocidade de deformacéo, que se traduz por um valor de n mais afastado
da unidade.

Verifica-se ainda que as bebidas com incorporacdo de polpa tém consisténcia muito
superior a bebida comercial, mas tal facto ndo é limitativo, pois essa bebida apresenta um
contexto de consumo diferente. Poderia ter-se considerado outra referéncia, como por
exemplo um iogurte liquido, cuja consisténcia ja seria superior. E de notar que a polpa de
papaia tem a sua estabilidade afetada pela acdo da enzima papaina, pelo que, face a
aumentos de temperatura, podem existir oscilacdes do valor de consisténcia (Carvalho et al.,
2011).

De modo a ultrapassar as limitacdes sensoriais ja referidas para as bebidas a base de
polpas de fruta, procedeu-se ao estudo de bebidas com incorporacdo de farinha de bolota e

de alfarroba. A farinha de alfarroba tem a composicéo resumida na Tabela 7.

As bebidas foram formuladas de acordo com o previsto na Tabela 8. No entanto, em
ensaios preliminares verificou-se que a goma xantana numa concentragdo de 0,5 % (m/m) foi

mais eficaz na prevencao da separacao de fases (resultados empiricos ndo apresentados).
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De acordo com o processamento das bebidas com incorporacdo de farinha, descrito na
Figura 18 prevé-se uma etapa de tratamento térmico. Esse tratamento visa a promogéo de
uma desnaturacgdo parcial das proteinas e a promoc¢ao das interacdes entre as proteinas e 0s
polissacéaridos, presentes nas farinhas em estudo, que ao formarem um gel fraco poderao
aumentar a estabilidade fisica do produto. Para além disso, este tratamento também tera um
impacto positivo em termos da conservacgédo da bebida.

Na Figura 26 estédo resumidas as curvas de viscosidade das bebidas de SL preparadas
com farinha de alfarroba ou farinha de bolota, com e sem tratamento térmico. Todas as
formulacdes apresentam 7,5 % de farinha de alfarroba ou de bolota, com 0,5 % (m/m) de

goma xantana.
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Figura 26. Curvas de viscosidade de bebidas de soro de leite com incorporacéo de farinha de alfarroba
ou de bolota, com e sem tratamento térmico a 90°C durante 5 minutos.

A partir das curvas da Figura 26 determinaram-se os valores de K e de n, tal como

efetuado anteriormente, que se encontram resumidos na Tabela 12.
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Tabela 12. indice de consisténcia (K) e de escoamento (n) para as bebidas soro de leite com
incorporagdo de farinha de alfarroba ou de bolota, com e sem tratamento térmico. Todas as bebidas
indicadas apresentam 0,5 % (m/m) de goma xantana.

K
n
(Pa.s™
Bebida de Alfarroba
3,409 0,126
(BALF)
Bebida de Alfarroba
o 4,525 0,453
(BALF) com tratamento térmico
Bebida de Bolota 7,581 0,497
Bebida de Bolota (BBOL) com
o 30,120 0,213
tratamento térmico

Relativamente ao indice de consisténcia (K) verifica-se que as bebidas a base de farinha
de bolota apresentam valores superiores as bebidas preparadas com farinha de alfarroba. Tal
facto resultard da composicdo em proteinas e polissacaridos de ambas as farinhas. No caso

da farinha de bolota, apresenta um efeito mais estruturante.

O aspeto mais relevante do quadro anterior prende-se com o facto de a consisténcia da
bebida aumentar de modo muito marcante com o tratamento térmico, para as duas farinhas.

No caso da farinha de bolota, esse aumento foi notério e corresponde a 397 %.

Tal como se previa, o0 tratamento térmico contribuiu para um aumento da consisténcia das
bebidas, que teré resultado do aumento do grau de estruturacdo das mesmas, consequéncia
do aumento das interagBes entre as proteinas e os polissacaridos presentes nas farinhas e
que foram promovidas pelo aumento da temperatura. De salientar que no caso da farinha de
bolota, por ter maior concentragéo destas biomoléculas (nomeadamente amido) e as mesmas
apresentarem grande complexidade e termossensibilidade (Rao et al., 1997), esse aumento
de consisténcia foi ainda mais evidente. Rao e colaboradores (1997) verificaram que o indice
de consisténcia (K) durante o intumescimento de granulos de amido encontrava-se

relacionado com o didametro médio destes, que era funcdo do aquecimento.

Em relacdo aos indices de escoamento (n) é dificil estabelecer uma relacdo com a
composi¢ao da bebida e a realizagdo, ou ndo, de tratamento térmico, evidenciando-se apenas
gue os valores de n obtidos sédo semelhantes aos encontrados para as bebidas com polpas

de fruta.

Atendendo a necessidade de posicionar a bebida de soro de leite em desenvolvimento face

a outros produtos existentes no mercado e que podem ser concorrentes em termos de
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oportunidade de consumo (e.g. lanches ou como shack), procedeu-se a comparagdo da
consisténcia das bebidas com farinhas de alfarroba e bolota com um néctar e um iogurte
liquido Figura 27.
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Figura 27. Consisténcia (K) (Pa.s") do ensaio das bebidas (5°C) em sala climatizada a 20°C de soro
de leite com farinhas de alfarroba (BALF), bolota (BBOL), comparacdo com os tratamentos térmicos
efetuados e comparacdo com bebidas comerciais. Os valores encontram-se representados pela média
1 desvio padréao (DP). Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).

A partir da Figura 27 verifica-se que as bebidas com farinha de bolota, com e sem
tratamento térmico, apresentam valores de indice de consisténcia significativamente
superiores (p > 0,05) aos obtidos para as bebidas de alfarroba e para os produtos comerciais
analisados. Tal facto, tal como ja foi referido, resultara& do maior teor proteico e de
polissacaridos (e.g. amido em percentagens de 74 a 84 %) desta farinha (Quercus ilex L.)
(Silva et al., 2016). No entanto, verifica-se que as bebidas com farinha de alfarroba, com e
sem tratamento térmico, apresentam valores de consisténcia que ndo sdo significativamente

diferentes (p < 0.05) dos obtidos para as bebidas comerciais.

Assim, é possivel obter uma bebida a base de soro com consisténcia semelhante as
bebidas comerciais utilizadas como referéncia, recorrendo a farinha de alfarroba. No entanto,
se se optar pela incorporacao de farinha de bolota, cujo interesse nutricional tem vindo a ser
amplamente reconhecido (Silva et al., 2016) tera de se ter em conta a questdo da elevada
viscosidade das bebidas resultantes. Nesse caso, ou se opta por produzir uma bebida mais
consistente, que tera o seu enquadramento em termos de mercado, ou tera de se reduzir a

concentracéo de farinha de bolota e eventualmente, de goma xantana.
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Impacto da concentracao da farinha na consisténcia das bebidas

Tendo em vista avaliar o impacto da concentracéo das farinhas utilizadas na consisténcia
das bebidas de soro de leite, prepararam-se bebidas com incorporacgdes crescentes de farinha
de alfarroba e bolota. A comparacdo dos indices de consisténcia dessas bebidas, com os
valores de K das bebidas comerciais, pode ser efetuada a partir da Figura 28, onde a linha a

cheio representa o valor aproximado de K das bebidas comerciais (inferior a 5 Pa.s").
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Figura 28. Variacao do indice de consisténcia (K) com a concentracdo de farinha de alfarroba e de
bolota. Os valores encontram-se representados pela média + desvio padrdo (DP). Letras diferentes
indicam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05). A linha horizontal a cheio representa o valor
aproximado de K dos produtos comerciais.

A partir da Figura 29 verifica-se que a consisténcia das bebidas com incorporacédo de
farinha de alfarroba € menos sensivel a variacdo da concentracdo de farinha do que as
bebidas com incorporacéo de farinha de bolota. No caso da farinha de alfarroba, variando a
concentracao entre 3,5 % e 12,5 % (m/m) obtém-se sempre valores de K proximos das
bebidas comerciais tidas como alvo. No entanto, no caso da farinha de bolota, cujo indice de
consisténcia varia de modo muito marcante com a concentracdo, verifica-se que para
concentracdes inferiores a 7,5 %, a consisténcia das bebidas € semelhante a dos produtos
comerciais, tidos como referéncia. Contudo, acima de 5 % (m/m) a consisténcia das bebidas

aumenta drasticamente.

Este tipo de informacdo é de extrema importdncia em termos de transferéncia de
conhecimento para a industria, pois, dependendo das especificacbes do produto comercial
gue se pretende obter, é possivel ajustar a formulacéo, dando resposta num intervalo alargado

de consisténcias.
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Mais uma vez se salienta que o diferente tipo de comportamento observado por parte das
duas farinhas resulta da diferente composicdo, nhomeadamente em termos de proteinas e
polissacaridos constituintes (Dickinson, 1999; Silva et al., 2016). Todos os resultados de K e
de n que caracterizam as curvas de viscosidade foram obtidos por aproximacéo a Lei de
Poténcia, considerando para tal, apenas a zona reofluidificante das curvas. No entanto,
pretendeu-se avaliar em que medida o ajuste da Equacéo de Cross poderia descrever de
modo mais rigoroso o estudo efetuado. Assim, na Tabela 13 comparam-se 0s parametros do
Modelo de Cross referentes as bebidas cujos valores de indice de consisténcia se apresentam
na Figura 30 , para diferentes concentracdes de farinha.

Tabela 13. Ensaios referentes a bebida de SL com farinha de alfarroba (BALF) e BBOL (parametros
da aproximacdo a equacdo de Cross e respetivo coeficiente de correlagdo, R?). Legenda: no:

viscosidade limite do primeiro patamar newtoniano, n-: viscosidade limite quando a velocidade de
deformacdo é infinita, ynrepresenta a velocidade de deformagéo critica e m: constante de Cross.

No N Yo n R?
BBOL 3,5 % 43.33 | 0.6220 0.1682 1.302 0,9888
BBOL 5 % 3558 | 0.6373 0.2594 1.672 0,9938
BBOL 7,5 % 79.45 |  1.670 0.2729 2.299 0,9970
BBOL 10 % 83.07 | 1.342 0.2504 1.199 0,9986
BALF 3,5 % 20.25 | 0.7110 0.3475 1.218 0.9788
BALF 5 % 4049 | 1.529 0.3155 2.286 0.9827
BALF 7,5 % 20.97 | 0.8333 0.3128 2.372 0.9855
BALF 10 % 50.58 | 2.652 0.4105 11.95 0.9454

A partir dos resultados da Tabela 13 verifica-se que os ajustes da Equagéo de Cross, neste
tipo de bebidas, apresentam um coeficiente de correlacdo elevado (superior a 0,9),
evidenciando a adequacdo do modelo. Para além disso, verifica-se que as bebidas com
farinhas de bolota apresentam valores de viscosidade limite (no) do primeiro patamar

newtoniano superiores as das bebidas com farinha de alfarroba.

Muito embora este tipo de tratamento possa ser considerado mais correto em termos
reoldgicos, atendendo a que a zona reofluidificante de todas as bebidas estudadas esta
claramente definida e que os patamares newtonianos nédo sdo bem evidentes em todas as
amostras, optou-se por recorrer sempre a Lei de Poténcia e comparar os valores em termos
de Keden.
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Nas formulacBes estudadas anteriormente em detalhe, utilizou-se uma concentracdo de
goma xantana de 0,5 %, que foi a que em termos visuais permitiu minimizar a separacéo de
fases. Contudo, tendo em vista perceber em que medida a consisténcia das bebidas
desenvolvidas é sensivel a variacdo deste espessante, prepararam-se também bebidas com
concentracdes de 0,20 e 0,35 % (m/m). Este estudo torna-se importante porque estamos
perante bebidas cuja consisténcia podera ter de ser reduzida, no sentido de se aproximar
mais dos valores das bebidas comerciais. Para além disso, o custo dos hidrocoloides,
nomeadamente da goma xantana é sempre consideravel a escala industrial, pelo que uma
formulacdo com teores inferiores de goma xantana podera ser financeiramente mais
favoravel.

Na Figura 29 representa-se a variagcao do indice de consisténcia das bebidas com farinha
de alfarroba e de bolota, com incorporacéo dos referidos teores de goma xantana.
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Figura 29. Variacdo do indice de consisténcia (K) das bebidas de soro de leite com incorporagéo de
7,5 % (m/m) de farinha de alfarroba e de farinha de bolota com diferentes teores de goma xantana.
Letras minUsculas referem-se a valores de consisténcia da alfarroba estatisticamente diferentes (p <
0,05). Letras mailsculas referem-se a valores de consisténcia da bolota estatisticamente diferentes (p
<0,05).

A partir da Figura 29 verifica-se que, no caso da farinha de alfarroba, a reducdo de
concentracdo de goma xantana para 0,20 e 0,35 % néo se traduz numa reducao significativa
(p = 0,05) da consisténcia na bebida. Tal facto devera resultar da maior contribuicdo da farinha
para a consisténcia da bebida do que da goma xantana, para estes niveis de incorporacao.
No entanto, em termos empiricos, observou-se que a concentragao de 0,5 % é mais vantajosa
na limitacdo da separacéo de fases. No caso das bebidas com farinha de bolota, apenas se

observa uma reducéo significativa da consisténcia (p < 0,05) para o teor de goma de 0,2 %.
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No entanto, essa concentragdo ndo permite minimizar totalmente separacéo de fases. A goma
xantana permite aumentar significativamente a viscosidade de géneros alimenticios assim
como uma separacgdo de fases eficaz (Shao et al., 2012), apesar de este estudo incidir em
outro tipo de materiais (Boyd et al., 2009). A viscosidade das solu¢gdes aumenta
decididamente com o aumento da concentracdo da goma xantana. Tal comportamento pode
ser atribuido a “interagdes intermoleculares e entrelagamentos, devido ao acréscimo efetivo
nas dimensdes da macromolécula” assim como o préprio “peso molecular” do espessante
(Garcia-Ochoa et al., 2000).

Estas interacdes intermoleculares e entrelacamentos, podem ser explicadas devido ao
acréscimo efetivo nas dimensfes da macromolécula no peso molecular (Garcia-Ochoa et al.,
2000). Em especifico, em termos de bebidas derivadas do leite, existe uma preferéncia dos
consumidores por produtos mais “encorpados” (Gomes e Penna, 2009), o que um espessante

como a goma xantana permite conferir.

Em termos da formulacao de um produto deste género, Holsinger e colaboradores (1974),
desenvolveram uma bebida a base de soro, estavel a temperatura ambiente durante pelo
menos trés meses. Constataram também que o aroma de soro é mais compativel com aromas
provenientes de frutas citricas, como a laranja, o maracujd ou o abacaxi pelo que se
considerou a hip6tese de adicionar polpas de fruta.

A adicdo de sacarose e de mel permitem atenuar a sensacdo de acidez e o sabor
proveniente das bactérias produtoras de acido latico (BAL). A capacidade antimicrobiana do

soro pode explicar o poder de conservagao que apresenta.

Em termos sensoriais e funcionais, a utilizacdo das percentagens de 15 % para soro, 7,5
% para a farinha, 5 % de sacarose, 1 % de mel, 0,5 % de goma xantana e 71 % de agua
revelou ser a melhor opcéo de preparacdo. Esta formulacdo tem como base a manutencéo

de bioatividade da amostra de soro de leite concentrado observada in vitro.

Apos elaboracao final da bebida, revelou-se necessario adicionar aromas com a finalidade
de mascarar o sabor caracteristico das bactérias produtoras de &cido latico (BAL). Os aromas
adicionados nao tiverem nenhuma escolha subjacente, sendo escolhidos apenas numa légica
para conferir sinergias do ponto de vista sensorial. Em termos da bebida de alfarroba

adicionaram-se aromas de café, erva-principe, chocolate amargo e avelad. Ja em termos da
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bebida de bolota adicionaram-se aromas de framboesa, erva-principe, aveld e concentrado
de licor de café. Seguidamente, foi submetido a avaliacdo sensorial com discusséo.

A avaliagcdo sensorial constitui uma etapa fundamental na aceitacdo de produtos
alimentares. Para tal, foram colocadas amostras da bebida em copos numa quantidade
passivel de ser testada para avaliacdo sensorial (Tabela 14). Foram avaliados atributos em
relacdo ao sabor, aroma e aparéncia das bebidas em painel ndo treinado. A andlise sensorial
foi feita no ambito de um painel de discusséo, formado por cinco elementos. Como tal, os

resultados obtidos seréo apenas indicativos sobre a aceitabilidade dos produtos.

A avaliagéo final em termos de sabor foi “bastante positiva” para todos as amostras. A
bebida de bolota com adicdo de aveld e a bebida de alfarroba com adicdo de chocolate
amargo revelaram uma aceita¢do unanime devido a sinergia que apresentam com a respetiva
farinha. Serdo estes os aromas a testar, em termos de continuagéo do trabalho.

Tabela 14. Representacéo de aromas utilizados na sele¢do das bebidas de SL com 7,5 % (m/m) de
farinha de alfarroba e farinha de bolota.

Bebidas Aromas
Bebida de SL Aroma de erva-
com farinha de Aroma de principe Concentrado de
chocolate . . Aroma de avela
alfarroba amargo (Cymbopogon licor de café
(BALF) citratos L.).
Bebida de SL Aroma de erva-
com farinha de Aroma de principe _ | Concentrado de
bolota framboesa (Cymbopogon Aroma de aveld licor de café
(BBOL) citratos L.).

Em ultima etapa, pretendeu-se validar o carater bioativo da bebida de SL verificando se o
soro de leite na forma de bebida, apds etapas de processamento retinha capacidade anti-
inflamatoria desejavel. Os ensaios relativos ao potencial bioativo do soro de leite fermentado
e da bebida foram distintos. No caso do soro isolado (“Ensaio preliminar para preparar soro
com otimizacao de bioatividade”), recorreram-se a ensaios de migracdo celular e ensaios
fluorimétricos. No caso das bebidas com soro de leite, recorrem-se a ensaios de migracao

celular e um ensaio de proliferagdo celular.
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Andlise da capacidade de inibicdo de invaséo tumoral
Ensaio de migracao celular das bebidas de SL com farinhas

O carater bioativo das bebidas a base de soro de leite foi avaliado apenas com a adi¢éo
de SL fermentado e concentrado as farinhas. Nao se verificou o carater bioativo em relacdo a
adicdo de mel ou aromas, uma vez que nao é do ambito do presente trabalho o estudo do
carater bioativo eventualmente conferido por outros ingredientes. Em ambos os casos foram
utilizados 15 % de SL, 7,5 % de cada farinha respetiva, 5 % de sacarose, 0,5 % de goma

xantana e 71,3 % de agua.

A adicéo de farinhas ao soro de leite concentrado teve um efeito adicional no que toca a
inibicdo da migragdo das células HT29 Figura 30 como se pode ver no grafico da Figura 31.
Das bebidas testadas, a de adigcdo com alfarroba mitigou a migracéo celular 80 %, sendo a
gque apresenta maior capacidade de inibicdo, sendo superior ao soro fermentado, quando
isolado. Tal pode ser explicado por algum composto presente na farinha de alfarroba,

possivelmente algum composto fendlico (que interfira na migracao celular) (Yi et al., 2005).

Amostras

Controlo SFC BALF BBOL

Oh

48 h

Figura 30. Exemplos representativos de ensaios de migracao celular (na fragcdo de soro fermentado
seis dias e concentrado, bebida de soro de leite com alfarroba (BALF) e bebida de soro de leite com
bolota (BBOL) ap6s terem sido colocados 100 pg de amostras de soro de leite de vaca, ovelha e cabra.
Efetuou-se um corte na monocamada das células HT29 (Oh) e mediu-se a capacidade das células
fecharem o corte (apds 48h) numa zona previamente demarcada.
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Figura 31. Percentagem de invasao celular, em relacdo ao controlo (dado por 100 %), ou seja, fecho
completo do corte de células HT29 (n = 9). SFC refere-se ao SL fermentado e concentrado, BALF, a
bebida de SL fermentado com alfarroba e BBOL a bebida de SL fermentada com bolota. Os resultados
encontram-se representados pela média + desvio padrdo (DP). Letras diferentes indicam valores
estatisticamente diferentes (p < 0,05).

As concentra¢gdes minimas inibitérias sdo definidas como a concentracdo minima para
manter ou reduzir a viabilidade de um inibidor. Estas foram determinadas de forma a verificar
se o soro de leite inibia o crescimento celular e se induzia citotoxicidade, sendo este Ultimo
um fenémeno indesejavel nas células. A concentracao minima inibitéria (CMI) que inibe 10 %
do crescimento celular, determinadas para o soro (SFC), bebida de alfarroba (BALF) e bebida
de bolota (BBOL) (Tabela 15), estudados, foram de 201,54, 20,91 e 11,89 ug.mL?,
respetivamente. A bebida de bolota apresenta menor concentragdo sendo por isso a que inibe
maior crescimento celular; tal pode ser explicado uma vez que pode apresentar compostos

fendlicos, com efeitos de inibicdo de crescimento.

Um efeito inibidor da proliferagdo celular € desejavel na medida em que intervém
diretamente na terapéutica antitumoral, caso este seja seletivo para as células do cancro do
célon. Os resultados sao indicativos que os valores das CMIs para ambas as bebidas
desenvolvidas foram menores do que os valores das CMIs para o soro fermentado e
concentrado. Isto sugere que os ingredientes adicionados aumentam a bioatividade do soro.
Por isso, tanto a nivel da invasao tumoral como da proliferacdo tumoral, as duas bebidas

foram mais bioativas que o soro isolado sendo a da bolota mais eficaz.
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Tabela 15. Concentragdo minima inibitéria (CMI) das bebidas de soro de leite com farinhas pouco
exploradas (BALF e BBOL) e do soro de leite isolado (ug.mL™1).

CMI (ug.mL?)
Bebida de
20,91
Alfarroba (BALF)
Bebida de
11,89
Bolota (BBOL)
Soro de Leite
fermentado 201,54
(SFC)
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O desenvolvimento de uma bebida a partir de soro de leite enquadra-se numa otica de
economia circular, sendo que esta Ultima preconiza beneficios sociais e socioeconémicos no
longo prazo. Em geral, verificou-se um aproveitamento razoavel deste subproduto, uma vez
que 1 L de soro liquido fermentado apresentou um rendimento de 6 % na etapa de liofilizacao.
Esta etapa permitiu concentrar eficazmente péptidos com efeito bioativo sem recorrer a outro
tipo de processos industriais de maior complexidade (e.g. tecnologia de membranas). Em
termos especificos, existe tanto valorizagdo como aproveitamento de nutrientes provenientes
do soro (e.g. elevado carater proteico). A bebida de soro de leite aparece como um “produto
inovador”, uma vez que reutiliza um soro de leite de uma determinada proveniéncia, na qual
se observou anteriormente um consideravel efeito anti-inflamatorio e efeito potencialmente

antitumoral.

Neste trabalho verifica-se o cumprimento do objetivo principal de elaboragdo de uma
bebida a base de soro de leite, tendo sido possivel contornar os problemas organoléticos
caracteristicos do soro de leite (e.g. aroma e sabor). Na forma do produto alimentar, ndo se
provou que a fermentacdo do soro de leite constituisse uma ferramenta para contornar o
problema da intolerancia a lactose e da remocé&o de proteinas alergénicas, uma vez que a
ALA e a BLG permaneceram no soro fermentado. Os resultados obtidos nos ensaios de
migracao celular sédo indicativos do potencial anti-inflamatério da bebida com soro de leite
fermentado, corroborando investigacdes anteriores. A formulagéo final da bebida revelou-se
“saborosa” uma vez que se revelou em painel sensorial que n&do se detetaram os defeitos
associados ao sabor e aroma do acido lactico produzido aquando da fermentacédo. O carater
bioativo inibidor das gelatinases (MMPs) foi mantido, apesar deste ndo ser indicativo se inibiu
mais a MMP-2 ou a MMP-9. O soro de leite fermentado teve um efeito anti-inflamatoério

consideravel uma vez que inibiu até 90 % a migragéo celular.

A formulacado correspondente a 15 % para soro, 7,5 % para a farinha, 5 % de sacarose, 1
% de mel, 0,5 % de goma xantana e 71 % de agua destilada revelou ser a melhor opgéo para
atingir o objetivo pretendido. A adicdo de aromas foi uma importante estratégia para mascarar
o0 aroma e sabor conferido pelas bactérias lacticas. A avaliacdo sensorial em painel de
discusséo favoreceu as bebidas com farinha de alfarroba com aroma de chocolate amargo e

as bebidas com farinha de bolota com aroma de avela.

Nas bebidas com incorporacgéo das farinhas de alfarroba e bolota, verificou-se que houve
maior inibicdo de migracéo celular do que aquela que se observou no soro, quando isolado,
inibindo a migracdo celular em 90 %, apresentando este soro um potencial inibitorio

consideravel.
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A nivel reolégico, os resultados sado indicadores que estamos perante produtos com
viscosidade e comportamento reolégico semelhantes a produtos ja comercializados.

Em termos da concentracdo minima inibitéria (CMI), verificou-se que o soro de leite por si
s6 ndo apresenta toxicidade uma vez que nao houve uma diminuicdo significativa da
viabilidade celular. A CMI foi indicadora de que para se obter o mesmo efeito anti-inflamatorio
in vitro, apenas é necessaria uma concentracdo de 20 pug.mL* de SLC. No entanto, haveria a
necessidade de se utilizarem modelos animais a posteriori para se confirmar o respetivo

potencial bioativo.

Uma das grandes questdes que fica por responder em termos de preparagéo deste tipo de
bebidas passa por otimizar o processo de concentracao do soro ja que a liofilizacao utilizada
no presente trabalho, dificilmente podera ser utilizada a escala industrial.

Em ensaios futuros seria interessante testar concentracdes superiores de soro de leite na
bebida, j& que uma das finalidades inerentes é escoar um subproduto de uma inddstria
alimentar e transforma-lo numa matéria-prima pronta a utilizar na incorporacdo de produtos
alimentares. Também se deverdo testar novas formulagdes de sabor, assim como a respetiva
avaliacdo do carater bioativo. A caracteriza¢ao nutricional desta bebida € um dos tépicos que
também deveria ser concretizado, de modo a avangar a bebida para uma escala industrial.
Associada a formulacéo desta bebida, deveria existir uma analise sensorial por parte de um

painel de provadores treinado.

O produto alimentar desenvolvido parece constituir uma aposta sélida na reutilizacdo de
um subproduto com capacidades funcionais, sendo imperativo um estudo de aceitagcdo de

mercado deste tipo de bebidas lacteas.
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