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RESUMO

1 pruteélisé afeta adversamenie a qualidade do leite e
de seus sub-produtos, limitando a estocagem @ Tevando i
degradacio doe seus constituintes, principalmente en legite
submetido a tratamento por UHT ( ultva hight temperature ). Disso
resulta a necessidade de métodos simples e segnsivels para estimar
e demonstyar essa atividade protenliticay aue possam GEY
apilcadag ap leite e sgus derivados.

A& dialise do leite contra dgua & O espectyo de absoargido
de proteinss @ peptidios devido & ligag3o peptidica na faixa do
ultravicletas constituiram os wolementpe  iniclals para as
hipdteses testadasy, objetivando o desenvolvimnento de um méteodo
espectrofotométrica na regific dos Z200-239 nm para 554
finalidade.

Neste trabalho descreve-se 0 desenvolvimento e a
padronizacioc desse metodos partindo-se da didlise comparativa de
leite & derivadnsy da definig¢io espectrofotonétrica para
proteinas e oligopeptidios PUrQs: ds asspciagio da didlise &
determinagio espectrofotométrica e L demonstragao de protediise
enzimatica “in  wvitre”. 0O método foi comparado ao de HULL na
avaliagio da atividade proteclitica original de leite recém~
ordenhado ( r = 90,9962 ) & a estimativa da protedlise em amostras
variadas de leite e derivados ( r = 89296 ~ pHE 3

e] aplicacio do metodo desenvolvido mostrou a
inexigténoia de correlacho significativa entre a qualidade
microbioldgica priginal do leite cru & sua atividade
protenlitica. Para a estimativa da evoluclo proteolditica, am
queijo tipo Minas frescal” durante a estocagem refrigeradas
covrelacionhou~sg muito bem com O aparecimento e pvolugho de
carncteristicas indesejavels possiveimente decorrentes da

protedlise. Em leite longa~vida ¢ UHT ) mostrou-se também
adeauados embova nas amostras analisadas a protedlise tenha sido
muito discreta.

fNs resultados obtidos foram promissoress gvidenciando
que o método & mais apropriado e de maipr sensibilidade gue o de
MULL para a determinacio de orotedtises constituindo-se nums
alternativa simplesy vapida e baraba.



SUMMAaRY

It’s well known that proteolysis affects adversels the
milk quality and of their by-products, limmiting the shelflife
and leading to a degradation of their constituints, maihls in
milk submitted to ultra~hight temperature treatment, like UHT-
milk. Tt's well known toos the need for simple and sensitive
méthada ta estimate and demeonstrate this proteolytic activity,
applied to milk and milk products.

The dizlusis of milk against water and the absorption
spectra of proteins and peptides due to the peptide bonds in the
gltraviolet. range were the start-points for the hypothesis to be
tested in this reseavch.

Tgiﬁ roecearch descvribes the. developmnent and
standartization of a specirophotometyic method in  the UV-range
(560-220 nm) with the aim to supply a want, It was compared to
the HULL methed ( r = 88,9996 -t*¥ ) and applied to auantitation
and monitoring proteolysis in raw milky UHT-milk  and “Minas
Frescal” cheeses a Brazilian kind of cheose with hight molsture
and not submitted to ageing. |

The results was very promisings showing higher
sensitivity and being more suitable than the Hull method Lo
detect proteolgsis. Still showed that the method is very aimples
rapid and dnexpensive.

1ix



INTRODUCXEXO

11} }eite & um dos alimentos naturais mais importantes.
Emhqra intensivamente estudado sob os mals variados aspeclos.
m&itas ainfia permanecem incdgnitpss principalimente devido & sua
complexa composigdo. Ao longo do tempos © aspecto durabilidade
tem sido um dos obietivos mais perseguldos, procurando—-se obter
estabilidade duvrante a estocagem. Todavia, na atualidades apenas
dois métodos per&item prolongamento de sua durabilidade enm
condicBes de temperatura ambientel a desidratacfo { redugio do
teor de égua para valores proximos de 4% ~ ARi0.4 Y g a
esterilizacio ¢ UHT-Ultra Hiaght Temperature Treatment 7.

HesmD tratado eelo sistema UHTy o 1leite safre
alteracBes importantes durante 2 estocagew as auais detevrminam
sua limitzcdo. A causa principal dessas alteracgBes tem sido
atribuida » agio de lipases e proteases, ambas proprias do leite
by  de origem hacteriana, que sobrevivem a0 tratamento teérmico e
permpanetan alivas,

A atividade proteolitica tem sido respansabilizada pelo
encurtaments do periode de  estocagem  por estar intimamente
associada 2 desestabilizseSo do produto. Promove rarefagldc  ou
aumento da transpardéncia (sgethinning)d. gelificacdo e coagulagio
(agethickening)s aparecimenio de sabor amargo e aumento gradual

do nitvogénioc nHo proteico (NNPI.
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Conseauente da evolugio dos sistemas de produg8o e
obtencfo dp leite, das facilidades de aquisigio e aplica¢io de
novas tecnologias e da importd@ncia de certos fatores 50Ci06%

econbmicaoss tem aumentado a pratica da estocagem refrigerada do

leite cYus a nivel de produgios por periodos de tempo
relativamente longos. Isso tem favorecido a selegl3n e o

dessnvolvimento de bactérias poicrotrdficas. Dentre essass as do

génern Pseudomonas tém merecido grande atengBon, principalmente
pov ﬁua capacidade de produzir proteases extracelulares gque
demonstram grlremns resisténcia ans tratamentos térmicos
canvencionais de laticinios.

Neoses casoss aliada 2 aglio das proteases nativas,
determinam potencializa¢io da ag¥o deteriprativa, falo que ten
gerado  enoyme interesse por pesquisas nessa dreas bem comD
exporctativa dos pesquisadores diante da urgente necessidade de
métodos aiﬁpiag g sensiveis que paséam avaliar ¢ demonstrar a
atividade proteclitica no lgite.

s métodos mais rapides ¢ promissores com tal obietivo,
akd 0 presentey; baseiam-se na andlise de amostras de leite =
partir das variacdes da AFracgio solivel em TCA (Acido
Triclorpaceticol, fato qug requlta en inconvenientes 2
timitaches.

A aplicacio da didlise para separacio e recuperagdo dos
praodutos da protediises em substituicio A precipitagio com TLA. &
sum posterior analise quanto 3 atividade proteoliticas perait iy
vislumbrar outras possibilidades utilizando © mesma principio
béﬁico. Uo mesno mndos trabzalhos sobre a determinaclo
guantitativa e comportamento do espectro de absorcio de proteinas

e aminoacidos na regidc do ultravieleta ( comprimentos de onda
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menoves aue 250 nm ), possibilitou a elasboragdo de hipdteses
snbre a assotiacglo do principio da didlise e do comportamento de
proteinas e suas frac8es ( oligopeptidens ) nessa regile do
espectro. Dessas premissas advem o cbjetivo deste trabalho, que €
padvranizar e aplicars comparat ivamente, U método
espectrofotonétrico na regido dos 200-230 nm, com a Tinalidade de
determinar, de forma simples, ridpida e sensivels a atividade

eroteclitica em amostras de leite destinadas aps mails wvariados

propésitos tecnoldgicos.



REVISEO BIBLIOGRAFIOCS

1.ATIVIDADE PROTEOLITICA NO LEITE E

DERIVADOS .

Nas dltimas ﬂécadagg,a evolugio tecnoldgica no setor de
iaticinics tem sido intensa. O aspecto scondmico tem norteado uma
crescente céntralizagﬁm das operacless determinando a necessidade
dg prolongamento do tempo de estocagem do leite c¢ru. Eeosa
condicio  de estocagem tem sido poseivel através Oo emprago
generalizado de vefrigervacio a nivel de fazendas de produciio,
transporte e industrializagfo. Em paises desenvolvidos, embora &
manuten¢io do leite em tempevratura de refrigeragio tenha
praticamente agliminado a deterioragho _ decorvents 4o
desenvolvimento de bactérias mesdfilas (FAIRBAIN & LAW, 1984},
posn pratics tem gerado novods problemass principalmente = selaegdn
de organismos paicretré?i;ma (LAW, 19279). [le interesse na dres de
taticinios (THOMAB, 1974) e segundo EDBDY (19460, 5508 OFOBNISMOSs
556 definidos como bactérias capazes de se deseavolver ea

temperatura  dgual au interior a 7:2C, independentemente de sua

temperatura otima de desenvoelvimento.



& $lora epsicrotrédtica normalmente encontrada no leite @
constituida tusicamente de bastonetes Gram-negativos termo-
sensivelis ({THOMAS, 1%74), todavia, algumas espécies Gram-
poasitivas termomresistehtes t8m sido isoladas (SHEHATA & COLLINS,
19717 WABHAM et al.s 1977). As espécies termo-resistentes poden

ser respansabilizadags pov algumas alteractes deteriorativas ngo

ieite e devivados estpczdos apds o tratamento térmico.
Entvetanto, e5%a% alteractes s80 decorrentes do praprio
desenvolvimento bacteriano, nao havendo tn) envlvimento

independente de nenhuma enzima especifica.

Par sutrs ladns embora a pasteurizagdo ou outro
tratamenta térmico ¢ UHT ) seja capaz de eliminar a totalidade
dos psicrotraficos remanescentes {Gram-negat ivos termo-
senaiveisds 6 bem conhecido que muitas de 5uUas gspécies sio
srodutoras de enzimas extracelulares Yermo~resistentes, Capazes
de degrada; importantes constituintes do leite (LAW, 19793
DIERMAYR et al.s 19873 McKELLAR, 19823 SHAMBUZZMAN & McKELLAR,
1987 STEAD, 1987-a e BUCKY et al., 1988).

Tep—se verificado que essesd Orpanismoss embora
presentes no leite recém-ordenhado em numero inicialmente
insignificante {(geralmente ( 10X da flora total)s poadem tornar-se
crompletamente dominantes apos algum tempo de estocagem  sob

refrigeraclo (GEHRIGER, 198063 FAIRBAIN & LAW, 198462y sendo a

maioria eertencents a0 género Papudomonss (THOMAS, 1974). S3o

organismos gue permanecen em grande atividade durante a estocagsm
refrigevadas com intensa producio de enzimas extracelulares
responsabilizadas por alteragdes significativas nos constituintes
do leites que determinam veducio de sua gualidade e wvida de

prateleira, extensiva a seus derivados (LoW, 1979, Esses fatos



tém  levado varios autoress entre gles RICHTER (L{981) ¢ MOL &
VICENTIE (1981}, citados por FAIRBAIRN & LalW (19863, -3
considerarem os psicrotrdficosy na  atualidades © arupo de
microrganismos de maior potencial deteriorative na indusiria de
faticinios.

Dentre as enzimas extracelulares, 2S proteases
constituem  um grupo de grande importincia  econdmica e
.tacnaiégica. Tém a capacidade de atusr diretamente sobre @ micela
de caseina (LAWs 1979) ey em fungBo de sua termo-resisténcia.
peyrmanecem ativas apos os tratamentos térmicos conveERCionaic,
tornando-se particularmente imeortantes em leite e derivados
gubﬁetidas a0 tratamento por "ultra-hight temperature”-UHT (ADAMS
et gl‘; 19753 GEBRE-EGZIABBER et al., 1980 o McHELLAR, 4788).

Embora a equipe de BABCOCK & RUSSEL, em  18B%7 iz
sugerisse @ exiatéﬁcia de atividade proteonlitica no leite e
THATOHER &"BﬁHLBERG, e 19475 a contirmassem (WEBB et al., 1978;
HUMBERT & ALAIS, 1979, somente apéa_a difusao da estocagen
refrigerada (JUFFS, 1973) &4 mails recentemente, com o incrementa
da utilizacho do processc “UHT” e similares, € que tem havido uma
maior preoccupacsoc  em  estudos relacionadoss demonstrada pela
grande quantidade de trabalhos publicados na atualidade. Nesses
trabalhoss ¢ evidente a existéncia de dois grupos distintes de
pesquisadores: um trabalhasndo com as proteases naturais do leite,
também denominadas de “nativas” e outre itrabalhande com  as
protesses de psicrotrdficos. Apesar do pouco inter~reliacionamentao
daﬁ dreas abrangidass uma complementagio pode ser observada.

Das proteases nativas, também de wlta estabilidade
térmicas a principal @ 3 protease alealinas sue nada mais ¢ do

que a enzima plasmina  do sanjue oy suas formas pPyYecursoras



{zimogénic-plasminogénion) {deRHAM & ANDREWS, 198235 ANDREWS, 1983:
ANDREWS & ALIDHANIDIS, 19833 PELIBSSIER, 1984 ¢ DRUFFERTY & FOX,

192080 .

as proteinas do soro sio relativamente resistentes a
agdo dessas proteasss (CHEN & LEDFQORD, 19713 FOX & HEARNE, 19783
PEARCE, 1989}, entretantosy as fracbes de caseina S50 muite
susceptiveis. Estabelecidas algumas de L =3 propriedades
bioauimicass HEINSTEIN & DOOLITTLE (19720, citados por ANDREUS
{1983), definiram que a protease a?calina rompe a5 Ccadeias
potipeptidicas apis 08 ?eﬁﬁduna de aroinina ou lisinas ctonm
preferéncia para as ligagfes de lisina. lessn acany resulta a
hidvGlise rvépida da beta-caseina, dando origem, inicialmente, as
fragoes conhecidas comb gama-caseinas € dois componentes da
frac8o proteocse-peptona: PP-3 e PP-8F (ANDREWS, 49793 GORDON &
GROVESR: 1927%y. De . acordo com ANDREWS & ALICHARNIDIZE (1983), o
conponente . PP-5 representa uma mistura dos residuneg N-tevminails
1—-1€5 e 1~107 da beta-caseéina. O componente PP-8F e o
fosfopeptidio N-terminal carrespaﬁdente ans residucs 1-28.
enquanto que as porgdes B9-289, 136~209 ¢ 108-209, correspondem,
respectivamente, as fracles anteriormente denominadas dama~ly
gama~2 e gama-3 raselinas (ZI0CEL et al.y 1984). Aindas segundo
esce mesmo autor,; o fragmento remanescente da beta-caseina apos
pesn hidrdlise (residuos 29-195 e 29-107) cerreaponde;ia 3 fragio
protense-peptona  conhecida cowmd conponente Y8-slow” (PP-88) que,
entretantos nio tem a concovdincia de ANDREHS & ALICHANIDIS
(1983).

Nepnis da betawcaseingg- a fragio alfa~85 & a mais
atingida. A ai?a*Sgwcaﬁeina'é rapidamente hidrolisada enquanto a

alfa-54 sofre um atagque muito mais lento ( EIBEL. 19773 AMNTDRENS



1983). A fraclo kapa-caseina tem se wmostrado a mais resisteate &
acio da protease alcalina (CHEMN & LEDFORD.19713 EIBEL,1977).
Contrariamente 4 fracglio beta-caseinas os fragmentos produzidos a
partir dessas fracBes protéicas nio foram ainda identi?iiados
{(ANDREWS 419830 .

GRIEVE & KITOHEN {1985} procuraram verifticar,
comparativamentes z acHo proteolitica de origens diferentes sobre
&y proteinaa’dn teite. £ interessante verificar aques; aliado a um
aigni?icado pratico diferenciado com respeito ap potencial
hi&ra)itica, esnes autores sugeriram gque z velocidade ou taxa de
Lidrdlise das caseinas seja: alfa~8y ) beta ) kapa-caseina para
o6 extratos leucocitarios; beta > alfa~8¢ )} kapa-caseina para a
plasmina bovinas e beta = kapa > alfa-By caseina para protease de

Serrztia MarcLILENG.

Para origem microbianas h# uma concordincia de gue a
maioria da% proteases de psicroltrdficos atuewm preferencialmente
sobre a fraclio kaspa-caseina seguida da bela, hidrolisada mails
rapidamente que a alfa~caseina ( ADAMS st al.s 1927635 LAW et al.s
19775 19793 GEBRE~EBZIABER et al., 19803 STEPANIAK ot al.s, 19823
GRIEVE & KITCHEN, i9895). Embora muito mends estudadas, tem—-se
demonstrada Qi e as proteinas  do  soYpe S30 relativamente
insenaiveis B mcio das proteases de peicvotrdficos (FAIRBAIRN &
Laky 17840,

Fesoa atividade proteo)itica tem sido intensivamente
estudada sob varios aspectos. Entretantos diferentemente do - que
ocorve com &% proteases nativas, 0% produtos dessas hidrolises
ainda nlo est3c identificados. Como essas proteases atacam de
pronto e principalimente a Kapa~Cas@LnAay ha uma desestabiliza¢io

da micela aue leva a coagulaglio do leite, de modo semelhante @6



que ocorre na coagulacio enzimdtica. O produto da hidrdlise da
beta e alfa-caseinas contribuiria com a acumulaglo de peptidios
amargos (FAIRBAIRN & LAW, 1%84). Conseguentemente, varios autores
consideram a protedlise decorrente de organismos psicrotroficos
2 responsavel pelos fendmenos de “gelagip’”y; mesmo coagulaglos @
desenvuivimentq de odor«aabmr sujn e amargo {(MAYERHOFER et al.,
19737 ADAMS et al.y 19753 1976% LAW et al., 197735 SENIK et  al.,
19823 CHRISTEN et al.s 198635 HANJI et al., 1986 e UVENKESH et al.,
1989) .

A esse respeito, .vérias experinentons demonstvram o
genvolvimento de proteases de espé;ieﬁ peicrotrdéficas persistinday
entretantps diverg@ncias quanto & quantidade de organismos e/ou
aua atividade prmtéolitica para produzir tais alteracdes.

COUSIN  (1982) procurou sintetizar os dados disponivels
phjietivandes estabelecer aproximadamente o niumero de organisnos
poicrotraficos necessarios  pava promover alteragbes de sabors
entretantos constatou uma  varisglo muito améla gque pode ser
justificads poY diferentes termpo-estabilidade =& atividade
protenlitica das enzimas envolvidas, até dentro de uma mesma
gspecie.

LA et ml. (1977) demonstraram a necessidade de que =a

cepa NODO 2085 de Psgudomonas Pluprescens se desenvolvesse ateé
sx10? para evidenciar o fendmeno da "gelagio” entre. i a 14
dias apds o tratamento por TUHTY (14020/3,5"") e estocagem 3
apelt, Cssa mesma cepas com desenvolvimento de gx106 gafelLAml
( unidades formadoras de coldnias )y necessitoun de B8 a 16 semanas
para evidenciar o mesmo Ffendmeno nas mesmas condicbes. ADAMS et
al. (197612, trabathando com dezx culiuras diferentes de

punicrokroficos isoladas de leite ¢ru € identificadas como



pertencentes an género Pseudgmnonas, verificaram nio s5@Y
necessario grande aumento na populagio desses organismos  para
que alteragBes Fossem detectadas. Assim, Para uma das gulturas
com desenvolvimento de apenas 109/ml, em 2 dias a 3JeC, foi
possivel wverificar um decrescime estimado entre 1@ e B@X da
fracSo kapa-caseina. Todavia, FAIRBAIRN & LAl (4988) afirwam que
Bsses reéu]taﬁos precisam =ainda ser confirmados por outros
aatcrés.

s dados de DRIESSEN (197&), citados por FAIRBAIRN &
LAW  (1984)s mastram que a ocorréncia de sabor amargo & texbturs
gelatinosa foi observada sete semanas apOs tratamento pov "UHTY e

estocagem a 2820 quando um 1oite cvru inoculado com uma cultura

de Ps.  fluprescens 5p—-F  apresentol a contagem de Sni@d

caFou./mi.

N mesmo experimento de LAWK et 1. £397F73s ol

verificado gque o leite «ow haiwxa contagem inicial e outyvo

contendn Ax1062 c.t.u./nl de poicrotroficos do génern Papudomonss
niko  apresentaram alteractes significativas por pelo menos 2¢
cemanas apds a esterilizagdo enboras nesse ditimos tenha sido
pheservada 3 formagho graduzl de um sedimento.

COUSING S et al.{i977y demonstraram Jjue & flors
peicrotrofica normalwmente encontrada no leite cru podes em trés
dias pu pOUCO mais, atingir a cifra de 167 gafeu./mb quando o
1eite @& estocado em temperatura variando entre 4 e 1820 antes do
proceseamento.

) trabalho de DOUSIN & MARTH (19773 mostra gque leite

UMY contendo flora normal @ autvo com uma espécie de Dreudomonas

torraram~se instdveis gsuasdo a populacio bacteriana witrapassous

respect ivamente, as cifras de 7xied e Axi®7 c.f.u./mi.



Varips autores reportam o envolvimento de proteases de
paicrotraficos, demanstrando gempye SUa ass&o0CiagAn com o
desenvolvimento de odores-sabores anormais e instabilidade do
leite a0 processamento por YUHTY (MeKELLAR, 19813 TORRIE et al.s
19683; JANZEN et al.s 19B2). Esse ultimo definiu, ainda, uma
relagsSo direta entreg o odorssabor do leite pasteurizado cam a
contagem ‘ de organismos psicrotrdficos do Jleite cru. Nesse
agpecia, MOTTAR (19817, demonstra QU a contagen de
psicrotroficos proteoliticos se correlaciona com a atividade
residual proteclitica apds o tratamento por "UHT"”s mas essa mesma
correlacio nlic acorre com a contagem total do leite cru.

De mado gersls LAW (1979 2 FAIRBAIRN & LAW (1984&)
situam conclusivamente a necessidade de uma populacio de
paicrotraficos da ordem de 51109 c.f.u./ml para a ocorvéncia de
alteracbes org&nolép&icaa. & contagen de Sxie® c.f.u./mbL é também
2 cifra referida como de rejeicBo antes do processamento por MUIR
& PHILLIPS (i984)s citados por FAIRBAIRN & Lal  {(1964F. Esses
mesmos autores, na descri¢gloe de um método wvisande ac pre-
pastabelecimantn da vida de prateleira, baseado na velocidade de
multiplicsc8o 2 uma dada temperatura, exemplificam que, numa
estpcngem a 42C/72hy a contagem inicial do  leite nlo rode
ultrapassar a oxi0d c.f.u./ml.

No final da revicho apresentada por FAIRBAIRN & LAW
(1984 rvoncluem que as protesses de psicvrotrdfices podem ndo se
constituir em problema desde que o leite cru seda obtido cowo
mﬁitm boa assepsia € mantendmuﬁe a contagem bacteriana baixas
istp £, com gstocagem & 430 ou menos. Nesse aspecto, os dados de
BEHRIGER ¢1980) mostram o possibilidade da estocagem do leite oru

de otima qualidade inicgial por até 7 diass em  temperatura
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aacilandn entre 1,5 e 220, abtendo-sey, no final do peviodo,
contagenm inferier a 1,5xi0%/mL. Entretanto, segundo REIMERDES
(1982), citado por FAIRBAIRN & LAW (1984}, a estocagenm do leite
em temperaturas muito baixuss como no caso citados leva a  uma
dissociscio das caseinas e pode afetar as propriedades do leite
trente ap processamenio. |

MeKELLAR  (4981) mostra que o leite esterilizado poy

srocesso de "UHT” parece ter o dobro da sensibilidade a proteases

de gg. Plusrescens auando comparado an leite cru. ATAMS ot 31,
(i??é) afirmam que o tratamento de leite normal por UHTY promave
desnaturacio de alfa~lactalbumina e beta-lactogliobulina,
entretantoy nenhum efeito & veriticado na frag8o caseina. Assimy
comn = micela apresenta elevada termo~estabilidades a diferenca
na susceptibilidade 3 protedlise entre leite cru & procescado pov
YUMT?, nlo seria devida a diferengas na integridade da micela e
sime & exiééncia de inibidnres natuvais de proleases encontrados
no leite cru (REIMERDES, 1982)s demonstrados termolédbeis.

Paran  RENNER (19883, os resultados de GUTHY et ales
(1985 provam guantitativamente = hipdtese de causa enzimatica
para = geleificacfio de leite submetido a processo  de  TUHTY.
Medindo o volume de asgregacio de partirulas durante a estocagen,
paue autor concluiu ques €m funclo do desenvolvimento exponentcial
das particulasy imediatamente antes da agregacio e apds  um
distinto eseriodo de “lag-phase” s obsevvado em todas as ampatrac
analisadass estava evidente a ar¥o de uma ou mais enzimas que
sohveviveram ap tratamento por MUHTY . Com origem ndo enzimdticas
e resultados expressariam uma cindtica totalmente diferente,

possivelmente de crescimento lingar.



2. METODOS P AR & P DETERMINALDARD na
ATIVIDADE PROTEOLITICA NGO LEITE =

DERIVADOS .

& azglo de enzimss protecliticas sobre as  fragles
protdicas do leite promovenm o aparecimento gradual de proteoses-
peptonas, peptidios e amincacidos, proporvcional a atividade
enzimatica (REITER et al.. 19693 ALAIS, (975). Essa atividade
ieva 5 um aumentos tanto da fragio nitrogenada nlo~-caseina (NNC),

nidvel a pH 4.6 » como também da fragBo nitrogenada nSp protéica
(KNP), soldvel em dcido tricloroacético. Essas modificagBes sfo
repr95entativaﬁ da atividade proteoclitica no Teite e derivados
porque o substvato natural se acha envolvido ( MOTTAR & ﬁRIESSEN,
1987 .

£ f$ate consumado que as enzimas proteoliticas afetam
adversamente as propriedades do leite frente aoc processamento
tecnologicos depreciande sua gqualidade e a de seus devivados.
Conspquentementes hd uma necessidade unanime e urgente de métodos
rdpidos, sensiveis 2 seguros para a determinaglo dessa atividade,
em  atendimento aos mais variados propdsitos ( LAW, 19793 RICHTER
et al.s 419753 MISTRY & KOSIKOWSKI, i983;5 KUWAN et al., 19B3 e
MOTTAR & DRIESSEN, 1987).

Um dos métodps de maior aceitagdo e mais frequentemente
utilizedo pava @ eﬁéimativa da protedlise em leite o derivados,
hasela~-se na ﬁatermiﬁégﬁu dos amincacidos arpomaticos  liberados,

quer selja pela medida da absore@o a 288 nm (HULL, 1947) quer palo



desenvolvimento de reacio e deferminaglo colorimétrica segundo o
principio de Folin~Cipcalteau (HULL, 19473 LOWRY et al., 1901).
LOWRY e colaboradores combinavam o Uso do cobre com o wétodo
previamente desenvolvido utilizando o reagente de Folin-fenol.
fivarentementes o cobre liga~se & estrutura peptidica e facilita a
transferdncia de elétron para o cromogens acidos principalmente
nas provimidades das arupos funcionais dos aminoacidos,
aumEntandn & sgnsibilidade. s principais aminocacidos
cromogénicos  ©i0 tirosina e triptofano @, ew menor escalas
cistinms cisteina & histidina. Embora a cor epara a mistura de
aminodridos livres seda aditiva, no caso de peptidios pode ser
maior ou menpr aque a soms dos componentesy; dependendo  da
spaqubnciays comprimento da cadeia € da exposiclo dos  grupos
funcinnals. Muitas substéncias exercen interferéncias na
determinacio de proteinas pelo métqdo de LOWRY e nas suas
madi?itagﬁe;, A titeraturs cientifica tem-ihe denctado
considevavel atencio  pois. apesar da simplicidade &
sensibilidade, apresenta desvantagens, principalmente auanto a
faita de especificidade, & velocidade de reagdo um tanto lenta e
% nSo linearidade da curva-padrip. A complieta hidrdlise de uma
proteina reduz sua cromogenicidade pela metade a dois tergos.
Desde aue ha um grande nimeroc de sequéncias cromupénicas  nas
proteinass a cromogenicidade de diferentes proteinas nio pode ser
aredita com base na sua estruturas nem sua estrutura predita com
hase na cromogenigidade ( PETERSON, 1979 ).

fpesar de utilizar o substrato natural, & perdpria
raneina, o de ser um dos mais Frequentemente enpregadosy segundo
REIMERDES & KLDSTERMEYER (1976) o MDTTAR & DRILLSEN (19877, @

respostay  em termos de esquivalentes de tirosina (TE), ¢ de pouca



PN

sensibilidade am virtude da pequena quantidade, e mEsmo
inexiaféncia, de aminoacidos aromaticos nos produtos de
protedlise da caseina.

Dutros métndos colorimétricos usando substratos
especificos t8m sido muite estudados, sendo gue as mudangas de
intensidade de cor s3o divetamente proporcionais 4 extensio da
pruteélisé g, portanto, da =atividade das proteases. Como
subﬁtfataﬁ testados tBm-sel a azocaseinas 0% derivadaos de
nitroanilinas a hemoglobina e o "hide-powder azure” ( pele ou
caligeno em pd azul-celeste ). Segundo MOTTAR & DRIESSEN (19873,
a _gengibiiidade de tais métodos depende principalmente da
antureza e estrutura do substrato e, gembora sejam razpavelimente
répidaas nf%o refletems necessariamente, a atividade enzimatica
sobre as proteinas do leite.

0 método due utiliza o "hide-powder azure” foi descrito
por CLIFFEv & Lol (1982). Baseia-se na liberag&o de peptidios
azuis soldveis: pela protedlise de um substrato artificial ques
no casos consistiu de coldgeno ligado ao corante. O aumento da
shsorvincia resuitante, medida numa solucio tamponada simplies a
595 fiiy & entBo ubtilizado coma um indice da atividade
protenlitica. Segundo STEARDR (1987~5), emhora seja um procedimento
simples e sensivel, com vanlagens sobre 3 digest3o da azocaseina
utilizada por KROLL & KLOSTERMEYER {1984y ou sobre a digestao
dn  caseina seguida da determinacio de grupamentos Ntz liberados
pela sua reagdo com O deido trinitrobenzenoc—-sulfonico (THNBS), 3
u£i?izac§a g0 metodo para ané?iﬁes quantitativas pnvolve
procedimentos  trabalhosos o demprados, desde a recuperacao  dos
peptidine., emutsificaclo com varias centrifugasles es aindas

perdas por sedimentacdo junto com a raseing.
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SCHWABE (41973) descrevey um meétodo baseado na reacao de
AMIND-GrUpos primirioss liberados durante a proteslise e
recuperados pela eprecipitagdo com  TCA, com  uma substancia
Flunrescente, a “fluorescamine” ( fluorescamina Y., Moditicado por
CHISBH et al1.(1979), o método mostrou~-se sensivel para B
determinacic da atividade proteolitics, e relativamente livre de
interferéncias. Posteriormente, o método foi novamente modificado
por CASTELL et al.(1979), objetivando melhorar suz sensibilidade.

Dutros métodos fluorimétricos t8m sido descritos e
avaliados: o de PIERZUHALA et al.{i97%) medindo a concentvaglo de
produtos  fluorescentes liberados de um tripeptidio sintético nlo
Fluorescentes o de KINDSHITA et 231.(1980) ewpregando substratos

protéicos ligados @ ieptipcianato; o de KHALFAN et  al.(19837

utiltizando LA gsubstrato macromolacsuliar Plugragénicos 0
d-metitlunheriferil-caseinas -3 of W Embora apresentem hoa

seﬁﬁihilidaée, taig métodos parecem também ser muito sensivels a
interferéncias de ronstituintes do leite = de agentes
clarificantes contendo detevgentes, além do fato das substincias
fluorescentes empregadas serem muito cavas {LAW & ANDREWS, 19843
MOTTAR & DRIESSEN; 1287).

Embora oS motodos aletroforéticos, normalmente
conduzidos em acetato de celulose ou em agis de amido (BBE) ou
poliacrilamida (PABE), sejam também utilizados, prestam-se muito
mais a estudos detalbadeos de identificaclio de Fragmentos em
avaliagBes comparativas das mudangas dos padrbes. Para uso
robtineivo, 3o caros, trabalhosos e multo demorados: nao havendo
a necessaria precisfo guante a aspectos quantitatives das

determinacBes ¢ MOTTYAR & DRIESBEN, 1987).
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tim métodeo relativamente simples & o da difus8o radial
em gel de agar. Um meio de cultura contendo caseina @ inoculado
com amostras supostamente protepliticass incubado por um pericdo
de tempos e obuserva—ses; entoy 0 apavecimento de zonas claras.
pela degrada¢Bo da caseina, ou mesmo z2onas de precipitagido. De
acovrdo com MOTTAR & DRIESSEN (498Y), além de requererem lonsa
incubacio. nio apresentam a necessdria precislo. Por outro lado,
0% metodos ‘empregando subgtancias radicativas. como O de
EXTERKATE (1973) que usa caseina metilada-[18%CHL 3 e hemoglobina,
& b de HOFMAM et al.(i97¢) utilizando beta-caseina ligada a 1189,
apresentam limitagBes técnicas. Procedipentos baseados na técnica
de ELISA { Enzime-lLinked Imunnosarbent Assay)s que utilizawm
conjugados da fosfatase alcalina e asfp conduzidos em micropliacass
‘ foram  tentados por BIERKELAND et al.(i983). Entvetanto, o metodo
avalia a atividade antigénica presente & ndo a abtividade
enziméticagﬂnﬁo havendo, necessariamente, uma relagio entre elas.
gadaptacBes ¢ wodificagBes da técnica de ELISA tHm  propoveionado
intensa divulgagao g utilizagdo pars outras finalidades
analiticas, constituindo~se num sistema modelo PYOMLGSOT «
necpssitandos todavias de maiores estudos ( MOTTAR & DRIESBEN,
1987 ).

As modificacBes das fracdes nitvogenadas nBo protéicas,
coma 0 NNO-nitrogé@nio ndo-caseina e NNP-nitrogénio nio protéico,
que apresentam aumento gradual comb conseauéncia da atividade
proteolitica sobre as proteinas do leite, foram também muito
utilizadas por wvarios pesguisadores {( GED & ALATIS, 19703
RISHONTI, 49753 NOOMEN, 19753 URIESSEN, 19763 CORRADIMI & PANINI-
PECIS, 197%3 MOTTAR, 1979, 1981 & 19833 ODRIESBEN, 1981, 19833

TAYFOUR et 31.5s 198B2). Embora 25555 modificagbes GEJan



sxtyremamente representativas da atividade proteclitica sobre o
leite e derivadoss para que haja a necessiria sensibilidade, 0%
métodos exigem longa incubagBo, alem do fato das analises
conduridas eelo método de Kjeldhal serem muito inclnmodas e
trabalhosas para utilizaclo rotineira ¢ MOTTAR & DRIESSEN, 1987).
Todavias essas mnodificacdes do substrato natural induzidas pela
atividade enzimdtica parecem indicar o caminho mais promissor.
Utilizando essus fraghes, apds a eprecipitacBo das denais
proteinas do leite com TCA e separaglo por centrifusaclo e/ou
filtvacko dos amincdcidos e peptidics que permanecem am solugios
VArios outros métodos espectronfotomatricos tém sido
decsenvalvidoss semnpre  objetivandp ellminar  as desvantagens
constatadas ( BRAUFORD, 19743 SPECTOR, 1978).

ttilizands reagentes especificos de amincdcidos e

s
fa

peptidios camo ninidrinas o-ftaldialdeidoy acido
trinitrmben%ena~su}Fanica { TNES ) e beta-mercaptoetanol, sio
dosenvolvidas reagles com formagio de compostos coloridos dque
podem ser avaliadoss auanto 2 intensidade, em comprimentos de
onda especificos da regifio visivel do espectro. CHURCH et al.
(1983 fizeram uso de o~ftaldialdeido e beta-mercaploetancl ques
complexados a alfo~aminogrupos de aminodacidos @ pepiidios
liberadat, indicavam & atividade protenlitica pela intenss
absortividade a 340 nm.

Com essa mesma reabtividade dos alfa-aminogruposs @
empregando a caseina comorgubﬁtratmg KUNITZ {(i%74) desenvolveu um
método no qual fez uso do TNBS. Esse método foi usado por J08T et
al. (197635 NOREAU & DRAPEAU (1979); McKELLAR (1982 e 198403 LIN
ot &1.01969); STEPHANIAK et al.(1988) e POLYCHRONIADOD  (1988).

(MOTTAR & DRIESSEN, 1987).



REIMERDES & KLOSTERMEYER sempre se constituiram nos
maicres criticos de métodos que utilizam 2 determinagao de
amincicidos arométicos com finalidade de avaliar a atividade
oroteglitica. Justificam que os maiores companentes da caseina
iniciaimente sofrem uma acio limitada das enzimass resultando em
fragmentos apenas parcialmente soldveis em TCA, além do falo de
nem todos esses produtos conterem aminocdcidos aromaticos. As
proteases dcidas hidrolisam as ligacBes peptidicas da Pheldd-
Heti@é na kapa~caseina e Phef3-~-Pheld na alfa-caseinns enquanto a
beéa*caseiﬂa ¢ dearadada muito lentamente ¢ de maneira nio
papecitica. Desde aue sémanté o fragmento 1046-149 resultante da
Kapa-caseina € solivel em TCA, apenas ele pode seyr avaliado.
Menos favoravel ainda & a situacfo com enzimas do tipo da
plasmina e tripsina. Neste casts somente a beta-casesina €
substrato favoravel. &s enzimas protenliticas especiticas do
leite, quev agem durante a estocagems atuam da mesma  maneira,
produzindo auantidades variaveis de gama~caselinas correspondentes
an  segmentn 29-20% da beta~caseina. 0 fragmento 1-28 nfio contém
nenhum  aminoacido aromdtico3 portantos dependendn  do  métode
ubilizados nenhuma reagio proteolitica serd registrada. Assim,
256e% autores,.em 1974y descreveram um metodo utilizando a reagio
da ninidrina para a determinagio da zmtividade proteoliitica no
leite.

Sequindo a maneira cldssica, obtfdm-se o filirado clavo
da amostra apds a precipitagio com TCA e centyifugagiio. & 1 ml do
filtrado misturam-se 1 mh da solugdo de ninidrina e 1 aml de
tamp3n acetato. A mistura @ agquecida egm banho-maria a 1€020/19
minutos ea tubos fechados, resfriamge an ambiente, medindo-s2 a

intensidads da cor desenvalvida a 37¢-UBO nm. Fege progedimento



baseia-se no método classico descrito por MOORE & STEIN (1948) e
madi?ica&a pelos mesmos autores em 1954 e por MDORE  (1946B), o
qual utiliza a reaclo da ninidrina com os grupamento alfa-NHp,
promovendo apareciments de uma reacgio coloridas n3o s6 com  ©%
aminocacidos, mas também com peptidiossy proteinas e outras classes
de substiincias que possuem grupos amino livres.

KWAN et  a1.(1i983) compararam quatro métodos bara a

k|

determinagio da atividade sroteolitica no leite: a absorvancia a
280 nms o método de LOWRY, o método da "fluorescamine” e o método
do  TNBS8. Todos foram aplicados & fracSo soldvel obtida pela
precipitacfo com TCA, concluinde aue o método da "fluorescamine”
foi o mais sensivel e fidedigno.

BAMPLES et al. (19843 compararam a atividade
srotenlitica em queijo ” Cheddar” pelo método da HULL e TNBS,
mostrando que signi?icante protedlise pode prorrer sem gue  $e€ja
detectada éor métodos aue avaliam a libera¢Ro de aminodcidos
aromaticoss concluindo pela supremacia do método do TNBS.

MeKELLAR (1984) comparou o "hide-powder azuve” com o
método ©0 TNBS na determinaclic da protedlise em Iegite desnatado,
cujos resultados evidenciram elevada correlacios indicando que os
attodos nio diferem significativamente a P ( 8,05,

Recentementes MITOHELL et al.¢198%9) utilizaram a

eina para a quantificaciio da protedlise bacteriana no

)

azoca
leites definindo & unidade de atividade como a quantidade de
eNZLMaE capazg g produzsir aumento de ©@,01 unidade de
ahsmrvﬁncia/hmra a B&é& am o 37=C. MNesse estudos o0s auvtores
verificaram sue as proteases secretadas durante o desenvolvimento
hacteriano em leite estocado sob refrigeragdoy produzirvam odor ¢

sabpr amargn que apareceram consideraveimente antes gQque esses
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mesmos eofeitos  pudessem ser notados com o uwuso de enzimas
purificadasi chamando =a atengaop para os cuidados que precisam
apy tomados na predigfo da vida de prateleirs do leite, com base
na densidade de células bacterianas.

IBARASHI  (1989) descreveu um método para determinagdo
de ogama-caseina baseado na separacio quantitativa da  fracglo
soldvel aplicada a uma peguena coluna de DEAE-celulosey con
spaterior &Igicaa e determinzagBo da absorvBncia a 288 nm;
sugevindo sua utilizag3o para a investigaglo da protedlise em
leite bovino.

0t trabalho de MISTRY & KOSIKOWSKI (4983) trouxe ums
contribuicio importante para a determinacio da atividade
arotenlftica no leitey quando propfis a substituigfo da obtencdo
do  filtrado em TCA pela aplicagBo da didlise. O emprego de sacos
de disdliase, compo uma cimara de reaglo, simultansamente para 2
separacio ”e gstimativa dos produtos FTinals de atividade
enzimitica e microbianas Jja havia sido demonstrado por BELOFF &
ANF INSEN {1948, HERMIER (196%5) e HEGSTRIN et al.{1943).,
Posteriormente, VINET & FREDETTE (1935%) e NURMIKKD (19357)
desenvolveram o aplicaram fécnicas mmais sofisticadas para a
culturs de microrganiusmos em  sacos de dialise, medindo  os
produtos metabdlicos dialisados. KOSIKOWSKI (19464) descreveu uma
tdcnica para & determinacio da atividade da fosfalase alcalina no
leite utilizando também = didlise. As majiores vantagens citadas
poyr MIBTRY & XOSIKDWSKI 51983), obtidas com o emprego da dialise
fovam a simplificaglo do procedimentos 3 ndo formagdo de turbidez
ou presenca de compostos interferentes e uma menor necessidade de
resgentes, vidraria., papéis de filtro e tempo, adotando-se o

procedimento de HULL para 3 avaliacio da protedlise.
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Rerentemente, ao final de uma revisio dos métodos
existentes para a determinagio da atividade proteolitica em leite
e derivados, MOTTAR & DRIESSBEN (1987) emitiram unma opinifo
conclusiva gue convém repeti-la. Nela afirmam qued "Infelizmente
nZs hi métodos comumente aceitos e padronizados disponivels para
a avaliag3o da atividade proteclitica; consequentemente, os dados
da literatura nio sic comparidveis. Até que tais wmétodos sejam
desenvolvidosy padrdes para niveis permissaiveis de atividade
enzimética, epjs no leite para processamento ou para eastimat ivas
de- qualidade entre leite cru e produto final, nio podem ser
estabelecidos. Este & o0 objetive do grupo PF-15 { Heat-resistent
proteinases in milk )} da IDF | International Dairy Federation 3
propor L motodo  padrio para a avaliagdo da atividade
proteolitica no leite e derivados. Tal método tem aue ser répiﬁo

¢ sensivels necessitando  ainda  sey razoavelinente simples B

econdmico.”



B.ESPECTRO DE ABSORGCAUO DE PROTEINAS,
PEPTIDIOS kE AMINOSACIDROS NO

I TRAVIOLETA.

A Adaterminacﬁa quantitativa da concentracao de
sroteinas por espectrofotometria tem sido utilizada desde 1949
(Lz BORDE et al.s i979). Dadas as limitagbes naturais do
deesenvalvimento tecnoldgico e industrialy popularizou-se, no meio
cientificos com grande difusBo e aplicagfos o método da medida da
absorcio da luz transnitida a 289 nm | posigao aproximada de  um
mawime de absorcBo para proteinas de uma longa faixe espectraly
que vail de um maximo 3 29¢ nm a um minima na regiio dos 250 nmls
tendo ﬁidov empregado largamente em anadlises bioguimicas
{ GOLDFARE et al.s 19513 WADDELL & HILL, 19563 La BORDE et al.s
1979)., A abeoreios nessa regifos & causada pela presencs  de
aminnacidos aromaticos na cadeia protéicas princiralmente
Penilalaninas triptofano e tirosina e, em menovr escaliay pelo
aminidcido cistinas aue contém enxofre. A intensidade da absorcio
nesee comerimento de onda depende da proporeio desses aminoacidos
na oroteinas podendo variar amplamente ( HADDELL & HILL. 19543
GOLDFARE et al.s 19513 IWAIDA et al., 19675 SCOPES, 1974 e La
BORDBE et al.. 197%).

a6  sepmelhancas qualitativas nos espectros de absorgSo
de fenilalanina, tirosina e triptofano sio muito agrandes. A
campriment an de onda superiores a 262 amg todos o trés
aminoicidos apresentam espectro composto de duas maiores bandas

de absorg¢aos uma forte a 2i¢-220 nm e putya froce a DA0-2B9 nm. &
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separagioc dessas duas bandas de absor¢@o & aproximadamente a
mesma para ne trés cronéfaros arpmaticos; entretanto,
guantitativamente existem notdveis diferencas, particularmente na
regifo da banda menor ( WETLAUFER, 19422,

Houve maior difusio e aceitaclo do wmétodo apds a
descri¢io das correcdes para a leitura da absorvincia feitas por

WARBURG 8 CHRISTIAN (19413, haseadas na diferents a 280 e Eéé nms

subtraindo a absoreSo causada por nucleotidios e dcidos
nucliéicos. Fesa correcioc mostrou~se muito importante pars
extratos EruSy todavia tornou-se menos relevante conm ns

progressns na area de purificacio de proteinas, quando a maioria
dos tomeostns interferentes foram removidos. Nesse casos @
simpies leitura da absorgio a 280 nm & suficiente | SUOPES,
1FE2).

Nesde que o conteudo dos aminodcidos responsavels pela
absorgdo aM88@ nm varia enormemente de proteina pava proteina, o
coepficiente de extingfos tanto expresso na forma de Eaagix comno
Eppei™d/™, varia consideravelmente. Para ima/ml a maioria das
proteinas apresentsa uma absortividade na fairna de 8,4 a 1.3 3 0B
extremosy entretantoas incluem desde algumas pavvalbuminas e
putvyas proteinas relacionadas Tigadoras ge Caft Com
absortividade igual a 8.2 , até o outro extremo representado pela
lisozima, CUl& sheortividade & de B.&5. Assim, @ medida da
absorcio 2 280 nm confere apenag uMa idéia grosseiva do conteiddo
protéice de uma amostra, excecgdo feita s proteinas esw  estado
puro ( SCOPES, 1982).

Em +funcdo do desenvolvimento tecnoldoico na década de
56, naos anos &8 j& sg tornou possivel discutir o espertro  de

absorgao da Jigagio peptidica ( WETLAUFER, 196E). Faram



importantes para tanto, a minuciosa revisfio de BEAVEN & HOLIDAY
(1951 e os trabalhos de SAIDEL et al. ({1932), reportanda
invastigacﬁgs ne espectro dos awinpacidos mais comunss bem  Copmo
em amostragem sistemiticae de peptidios simples. Tais resultados
foram suplementados com putros dados de aminoiAcidas, peptidios e
sovo-albumina  bovina  &p snlugtes agquosas e Filmes solidos,
utilizando vacuo. Demonstrou-se, sssims que a ligagdo peptidica
apresenta um pico de absorc3e miximo a aproximadamente 189 nm,
canc}usﬁa que foi posteriormente confirmada pela utilizaglo de
'esﬁectro na fase de vapor e por tentativas de transferéncia de
transicio de amidas simples. Nessa mnesna época outros
sesquisadores se detiveram no ectudo da absor¢Bo de Filmes
s51idos de aminodcidos e peptidios na faiwxa de 145 a 240 nm
( WETLAUFER; 19423,

De estudos citados permitiram evidenciar o pepectro de
absorgdo dés aminadcidosy bem como mostravam que a5 proteiﬁas
apresentam uma banda de absorcho de altissima intensidade proxima
a 498 nmj oolocaram  em evidiéncia a existénecia de uma banda
semelhante para peptidics simpless, cuja absortividade ampliava-se
com o aumentp do comprimento nas radeias nos oligopeptidioss
mostraram, aindasy a existéncia dé banda semelhante para devivados
N-acetil ou N-glicil de quase todos os aminoidcidos comuns. Tals
fatos somados constituiram forte svidBncia na associaglio da banda
a 190 nm : lisac¥o pestidica, induzindo 3 uma conclusio
aproximada dg aue tals ligagdes se compoOriem COma cromafaros
inolisdos ( WETLAUFER, 19462).

Part indo~se de amostras de acido poli-L-glutimico,
evidenciou-se aue o espectro de absorgio desse peptidio era

dependente  da conformacio epstrutural. Nesse aspectos GOLDFARB et
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al. ¢$1954) haviam demonstrado que a absorvancia de solugdes de
soro-albumina bovina a 293 nm aumentava apos peduento aquecimento
a 100:0. Na ocasifo, haviam sugerido gues; nesse comprimento  de
anday & absortividade poderia eétar relacionada & estrutura
peptidica da proteina. A escolha do dcido poli-glutdmico foi
pportuna e proporcionou & mais ronvincente demonstragio para tal
'cancluﬁﬁo; uma Ve2 que a tranaiggo da helice nesse material era
bem éstabeiec;da. Pasteriormentes a confirmagdo da dependBncia do
satada de conformacic foi demonstrada pava pali-lisinay poli-
icido glutimico e varias proteinas nas  formas  nativa e
desnaturada ( WETLAUFER; 19423,

| Basicamentes, foi a fartir dessa demonstraglo e de sua
repercu¢cio no meio cientifico gque a faiwxa espectral entve 180 e
210 nm pasB0Q & SEr acessivel nos espectrofotdmetros COMEYCLALS,
ingluindo componenfas dticos ¢ mudangas aproprisdas a3 2 £5%es
cmmprimentag de anda.

Além da absargiec provecada pelo oxigénio gasoso no
caminho  Sticos o oxigénio dissolvido nos solventes comBuns
contribui  cofm  absorvincia de magnitude variavel. Entre 288 g
845 nm a ashsortividade molar dz doun é muito maior aue na fase de
vapnr, resultado gue pode ser interpretads como devido As
eatvruturas dus ligagBes o pontes de hidrogénioy Oy
alternativamente, CoOmO um processc de transferéncia de cargs por
contato. Independentemente da interpretacio mais correta, na
investigacio db espectro de absor¢de de uma solugio & necessario
o rconhecimento da absorgfo induzida pelo oxigbnioy, nan  somente
nas solugoes aquoﬁaég M % até'méis fortemente em soiventes
arginicos taicanos, alcodis, ébter, arvomaticoss etc...) Nos

estudon esspectrals ern m2los AUUOBOSs deve-se recordar que 06 1ons
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orafnicos, incluindo cloretos 2 hidiroxil, absorven
apreciavelmente ao redor de 200 nm. Trabalhos sobre o especirvo de
absore¥c ultravioleta de zlguns ions orgdnicos sio dteis nessas
circunstﬁnciaa..Par outro lados detalhes experimentaia dteis para
a ohtenclo de espectros nessas comprimentos de onda com
instrumentos cemerciails podem ser encontrados nos trabalhos de
WETLAUFER, (1942) e SCOPES, (1974 ¢ 1782).

GOLDFARB et al.{ 19351 ) mostrou que, para virias
proteinasy a absortividade molar por ligagip peptidica a 208 nam
diﬁiﬂui na Jaixas superior a 2460 nms ¢ que essa absortividade
representa cerca de 79 a 89% da absortividade total ( BEAVEN &
HOLIDAY, 1952). Dois problesas maiores inviabilizam a Jeitura da

absortividade da ligag3o peptidica a nivel de seu pico midxino, @

aproximadamente 192 nm. Primeivos por tratar-se de regilo
normalmente inacessivel nos gepectrofotdmekros slétricos
comercialis e, swgundoy devidos principalmente,; & absorgén

srovocada pelo oxig@nio nesse comprimento de onda { RBEAVEN &
HOLIDAY, 19523 SCOPES, 19822,

& absorgio seletiva da ligacSo peptidica, no entanto,
eatende-=e a uma rvegido muito maior do eSPQﬁtra, sendo
perfoitamente acessivel na regidn dos 200~238 o nog
pspectrofotBmetros comerciais. Essa absorgio decresce rapidamente
com o© aumente do comprimento de ondaj entrvebtantos ainda &
apreciivel mesmo a 253 nw, havendo auctores que consideram  sua
extensio ate o regifio de 270-286 nm ( BEAVEN & ROLIDAY, 19052).

& medigm da absorcio na regifo de absortividade da
ligagdo peptidica tem sido considerads por varios aulores
(GOLOFARE et al., 49943 WETLAUFER, 19485 SCOPES, 1974 o 19883

KIRSCHENBAUM, 19B47 como método mais sensivel & wmuito mencs
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afetado pela composigio de aminpacidos da proteina. A
impossibilidade da determinaclo da absorvincia a nivel do pico
maximo ndo exclul essa regific do espectro para fing analiticos.
Embora o maximo de absor¢io sejs desejudos a forma da curva comp
um todo & tambénm especifica da estrutura da proteina ( OGOLDFARSB
et al., 193513 La BORDE et al.s 1979 ). De acordo com S5CDPES
(1974, 1982 o WHITAKER & BRANUN (19B80), a medida da absorvincia
no lado pna?ivel da banda oferece resultados suficientemente
precisos. SCOPES (1982) insere a relag3o dos éae?icientea de
extincio para proteinss nessa regifio; mostrande sua  variagdo.
Pava solucBes protéicas de img/ml os coeficientes de extingl3o,
para.alguns comprimentos de onda sio:

~no pico s 18 nm 1 4O

2% am I 45
203 nm ¢ 31
206 nm : 29
219 nm I 28
215 nm : 15

228 nwm ¢ 1i.

Na vealidade, tmis valores variam de proteina para
proteina, tanto pela varidavel contribuicio dos aminodcidos
aromaticos e outros residucsy comp também pela influéncia  da
patrutura secundariaz ¢ alfa-hélice, beta-"pleated sheet”)y, que
imprime pequena variacio na forma e posiglo exata do  pice de
absorcio da ligagdo peptidicas porém sempre de maior intensidade
quénto menor o comprimento de onda { SCOPES, 1982). De acordo com
ease mesmo autors levando em conta as posciveis wvariagbess 03
valores mais consistentes podem ser oblidos aop redor de 205 nms

onde. o coeficiente de extingio situa-se na Faixa de PH.S a  33.



Fazends correcBes para o conteddo de tirosina e triptofancs o
coeficiente de extingdo a 23 nm pode ser predito com menos de 2%

de ervos mesmo para mistura de proteinas, pela fdrmulal

Eppsifs/ml= #7,0 + 120 x AZBO (SCOPES, 1974 e 1982).
AROS

& exploragio pratica dessa regifio do espectro para fins
hipguimico-analiticos iniciou-%ses fundamentalmente, con o
trabalho de WADDELL & HILL (1954). S8Seu objetivo foi L
determinacio da concentracio protéica em amostras noraais e
aﬁarmais de plasma humanos fluido cérebro-espinal e ligquido
pleural., Para tantos preferiu a utilizagde da diferenca de
absorvincia a dois comprimentos de onda (215-22%5 nm} objetivando
minimizar o erro de possiveis constituintes nSo protéicos das
amostras. O tvabalho 1gvou eS58% autores a concluir que o metodo
pepectrofotongtrico apresentava grandes vantagens atobre 0%
demaisy principalmente sobre o métado de Kjeldhal, mormente pela
simplicidadey vrapidez e sensibilidade. @& medida precisa  do
conteido de proteina foi possivel para concentractes t3o baiwas

e

quanto S ugdml.. © grau de sonsibilidade permitiu = aplicagio do

metodo fYatA procedimentos  em  aueg s@ desejava  avaliar a
contentragho proteica e pequenos volumes de materiais
bialdgicom. & precisio e sensibilidade desse método foras

confirmadas por  BENDIXEN (19570 para estimacio da concentragio
protéica em soro e fluido cérebro-eapinal e por MURPHY & KIES
{1960) na monitoracho da separacio cromatporafica de proteinas do
céhrebro de cobana.

TOMBS et al.(1949) trabalbou com 2 determninacio
gpspectrofotemetyica  de sroteinne {(fragBes protéicas do  sora

sanguinen) =a 218 nm. Nesse trabalhos sugeriram  sue o melhor



corprimento de onda para a determinacio de proteinas seriax a 205
nmi porémy a sualidade do equipamento levou~-ps & sglecionar
outro comprimento de ondas discutindo, ainda, virios problemas
associados & idade da limpada e a0 espalhamento da radiacio,
problemas esses aque podem ser resolvidos com a calibragio
cuidadosa.

WEBSTER (4970), usando soro  bovino como padrio e
aigumas pratginas romerciaisy apresentou resultados comparativos
sobre sensibilidade, precisio e repetibilidade das eatimacSes
protéicas =a varios comprimentos de ondal EBO, P15-2885, 21¢ e 1914
N

Em 1979, La BORDE et al. reportmram a wutilizaglo do
mbtoado de WADDFLL pars a estiwagdo da concentracio total de
proteinas em tecidos embrionarios de roedores. Nesse campo de-
desenvolvimento da biulagia, necessitavam de um procedimenisd que
fosae répid;s preciso e ndo destrutivo, para que as determinagdes
pudessen aspr realizadas em quantidades de material muito
PEGUENDS - A aita precisip e repetibilidade encontyadse
determinavam a conclusdo desses aulores, tornando o método de
WANNELL mais atrative e fidedigno gue o método de LOWRY, com o
qual O CoOmpararam.

SROPES  {(41974) ereferiu  redefinir um metodo eara &
medida da concentraclio de proteinas utilizando a banda de
absorgio da  iigaclo peptidica a 205 nm. Trabalhando com varias
sroteinas, concluliyy aue esse prdcediéentm ¢ suficientemente
préciﬁa para a maioris dos prmpﬁgzicsy_cam var}ag%n de apenas ok
quando tomadas corvretas precauctns, além de ser facil e rapido.

Pelos motivos 33 apresentados,; 2 escolhad ou selegio do

melhor comprimento dg  ondas na regifio do uwitravieleta para &



determinacio da concentracic protéica de materiais bioldaoicos
permangce arbitréria, variandp de acordo com as preferéncias dous
pesquisadores e das limitagdes dos equipamentos disponiveis ( LA
BORDE et al.,1979; SCOPES, 1974).

WHITAKER & GRANUN (1980) preferiram a utilizagido da

B

diferenga da absorvdncia a 235 e 289 nms a qual chamaram de um
método abspluto para a determinagdo de proteinas”, embora enm
dadaﬁ_ anteriores WHITAKER (1972} houvesse manifestado a opinido
de que & sensibilidade poderia ser melhorada pela determinagio da
concentracio protéica na regifio de 213 a 283 nm.

INAIDA et 21.0(41967); sepuindo & mesma preoccupagioc de
putros autores, wtilizaran a espectrofotometria no ultravioleta
para & determinacio do conteddo protéico do jeites obtendo altas
correlagBes com o método de Kieldhal, com r=0,9945 pava 243 nam @
ref, 9974 para 2B3 nm.

KGRYE (1989) propbs um novo método espectrofotométrico
para a determinaclo gquantitativa de proteinas em amostyas  de
leite, baseado no deslocamento da abspreio seletiva do aminodcido
tirasinas em solugdo fortemente alcalina, para comprimentos de
_onda entre 247 2 BS7 nm.

BETICHARDT & TDRDESE  (4982); partindo de ampstras de
leite desnatado cuja proteina total foi determinada pelo meétado
de Kieldhaly compararam tais resultados com 05 phtidns atraves da
medida da absorvincia 5 PBO e P1O® nm. A 280 nmy =a corrvelagio
estimada foi de r=0.,72 , enquantc a 218 nm, a coincidéncia das
medidas da absorvincia com 0% valores de proteinas total foi de
F=D,99 ou maiss guando as amostras foram diluidas em solucdo de

dodecit sulfato de sodio (538).
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0 sns é um detergente q&e apresenta algumas
sropriedades importantese: nas concentracOes necessariass sua
abecortividade nessa regifio do espectro & muito pequena; atua
sobve possiveis residucs de gordura sliminando interferénciasz;
evital a aderénciz ou adsorclo da proteina & “cubeta”; e,
principalmentes; dissocia a2 proteina em sub-unidades desenrolando
completamente rada cadeis polipeptidica para formar um compliexo
alongado enm ‘bastonete ( REICHARDT & DROESE, 198235 LENNIGHER,
9743 REYNDLDS & TANFORD, 41970 e SCDPES, 1982).

5 leite possui cor dominante es mesmo em solugdes
diluidas, & responsivel por niveis de opacidade que dificultam as
snalises espectrofotométricas (IWAIDA et al., 1974). A maneira
cldesica de obtengio de Tiltrados transparentes, nos casps de
avalingho da atividade proteolitica, utilizada Quane na
totalidsde dos meétodos, £ através da precipitaclo das proteinas
com dcido tricloroacético (TCA)Y, seguida de centrifugacio e/ou
$iTtragSo. Ainda  aue tal procedimento possibilite a analise
especitrofotonétrica ra regiio viaivel do eapenivi, no
ultravioietla, dificulbta~a polsy antim cOME uma serie de outros
compostos comn acebtatose succinatoss citratoes, ftalatos 2
marbituratos, o TCA absorve fortemente na regiao dos ZQ@-2306 nm
(UTLELA et al.s 1973). Por outro ladoy as solugles proftéicas,

heasa mesma resifo do espectro, obedecem a4 lel de BEFR¥ .  desde

#lei de BEER ou BEER-LAMBERT: Incrementos sulessivos no ndmern de-
noléculas de igual poder de abheorgBos situadas no percursc de um
feiwe de radiacfo wmonorramdticas absorvem 1lguals fragdes da

gnergia radiante gue os atravessa.



que a  abaorvancia seja inferior a 250 ; sendo praticamente
invariavel e independenta do pH entre 4,0 e 8,0. Substinciaze como
cloreto de sodios sulfato de amdnioy borato, fosfato e tris, nas
concentracBes necessiriasy n3o interferem na asbsor¢do ( VILELA et
alu 3.?73; SCUPES, 1982 ).

A quase totalidade das eproteinas purificadas s50
inca}ores‘ guando em solug8os nlo absorvem, portanto; na regifio
vieivel do gspectro. Conforme enfatizaram BEAVEN & HOLIDAY
(L9582 esen  transparéncia & uma propriedade notavel das
proteinas e derivados, responsdvel pela extensdo da absor¢3o para
a regilo ultrévioieta do espectro. Convém ressaltar os  aspecltos
coment ados por WETLAUFER (1962, pelos quails a maneiva mails
simples para explicar o espectro de absar¢do de uma proteina @
straves dx somatdria do espectro ce absor¢ho de seus componentes;
opferecenda resu1tadba muite aprorimados do espectro oheervado da
proteins. éssumir a propriedade da aditividade & condigBo bhisica
para a ubtilidade das aplicac8es analiticas. Exewplo bastante
tundamentado na pratica rotineira & a estimacho da concentracio
de residuos tirosil e triptafil numa proteinas, & pavtir de
determinacBes da absorvincia, e da concentracio de proteins
empregando—-ee 0% coeficientes de ewtinc¥o dos vesiduos tirosil =
triptofil. Da nmesmo modos outva forma de determinagio da
concentracia de proteina ¢ pela medida da aksorvancia na banda dg
absoredn da ligaglo peptidica.

Htilizando espectrofntémetros de rotina para estinagoes
nﬁ regido ultravioletas uma wez que tais comprimentos de  ongda
situam-se proximos aos limites desnes aparelhos, s8n necessarios
alaung cuidados basicos: “cubetas” de quartzo gwtremament e

Timpass Lamples COm absorcho minima e  ldwmpada de deutério
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relativamente nova ( SCOPES, (782).



MATERIAL E M&ETODOS

1 .SOLUCSES E REAGENTES

sSOLUCAD  DE FEN{OL REAGENTE ~ A cads mb do reative de Folin-
Ciacalteay {reagente comercial Merckl, foram adicionados 2Zml de
dgua destilada, solucldes essas renovadas semansimentes estocadas

em refrigevador e ao abrigso da luz.

SOLUCKD TF CARBONATO DE SSDIO A 15% ~ Foram pesadas 158g de
Carbonato de 86dioc anidros dissolvidas em dagus destiladas

posteriormente elevando-se O valume gara 1680ml.

SpLUCAn  DE ACIDg TRICLORNACETICG (TCAY - A partir de
reagente analitico (MERCK, VETEC, INLAB -~ min.99X) foi ereparada

uma soluclo de dcido Tricloroacético a 124.

SOLULKD DE  DODECIL  SULFATO DE S4BID - Mensalmente foi
preparada  ume solugzo de Dpodecil Bulfato de 85dio a 6,5% em Agua

destilada deionizada.( SDS ou Lauril Sulfato de SHdio~8I06Ma J.

SOLULBES PROTEICAE IE PADROGNIZALDED ~ Virias solugBes de
diferentes proteinns g oDligopeptidions Foram preparadas &

utilizadas na padronizagdo do métode espectrvofotomelrico na



regiso do ultravioleta (UV).

Normalmente se preparava uka soluglSo mEe ey dessa, uma
soluclo de uso, geralmente em tevmos pevrcentusisy numa relagla
pesn/volume ( p/v ). Para tanto, foram utilizadas: Soru-~albumina
hovina e Caseina bovina (8IGMA), Caseina bovina (RIEDEL), o
dipeptidic DBlicil-prolina & 0 tripeptidio Walilglicilglicina
{cristalizados~ SIGMAY. Tais solugdes foram preparadas em tamplo

fosfato ©,41M & pH &47.

ESTAEELECIMENTD 0E CURVA PADRED COM TIRODSINA - Iniciaimente
foi preparada uma solugBo padrio dissplvendo-se i0emg de Tirosina
cristalizada (MERCK) em #dgsua destilada, elevando—~se o volume para
Segml. Dessa, tomou-se 1oml e cémp]etouwse o volume para 100l
com sgua destilada, obtendo-se uma concentragdo de Tiroesina
gquivalente a ©0,02ma/ml, utilizada no estabelecimento da curva
padrio a 65énm. { Pontos da curva padrioc: €, 20, 40, 60, 8¢, 1€0,
126, 14¢, 1408, 186 & 200 ug de tirpsina no tubo de reagdos  em

duplicatas).

R2.DISLISE

Faram adauiridas membranase  de ceiulose importadass
farnecidas em volos, sem costura e cowm difdmetre achatado de
aproximadamente 32mm e diimetro aberto de aproximadamente SQlmm. &
capagidade especificadas prlo  fabricante evra de 190ml./pé

{ aproximadamente 18001 /30,%cm ) & com capacidade de retengio de



mais de 99% de uma soluclo de Citocromo £ ( PM 12480 Y, durante
um pericdo de i@ horas de didlise.

Para a preparagio dos sacos de didlises 0s rolos foram
rortzdos em segmentos de aprorimadamente 23cm  de  comprimento,
exaust ivamente Jawvados e fervidos em dgua destilada deionizada.
Apds  resfriados b temperatura ambiente, foram testados gquanto as
pogaiveis’ interferéncias nas provas espectrofotométricas, tanté
na régiﬁn do visivél quanto no ultra-violets (UV)., Ni3o havendo
interferéncias em tais provas, a preparagcao era dada  por
encerratda e as membranas eram estocadas €m agua destilada e
deionizada em refrigeradors renovando-se o estoque a cada 15
ding.

antes de receber o materizxl a ser dialisado,s procedeu-
se & oclusio de uma das extremidades do segmento através de um
duple a8 da m@mbraﬁa sobre si mesma. Em seguida & amosira  era
depositada ‘nm interior da membrana ¢ 3 extremidade livee também
ociuidas procedendo-se do mesmo modo que na extremidade anterior.
Para auwiliar na movimentaclo ¢ retirvada dos sacos de dialisg
apds & incubagfos uma das exiremidades era amaryada Com um pedagn
de barhante de algodic que, apesar de lavado e previamente
testado, n3o entrava em contato com © meio de didlise,
permanecendo com uma extremidade fora do tubo de ensaio.

Ards a colocagido da amostra (1@mio. aclusio 2 colocagdo
do0 barbantes 0% sacos de didlise ervam cuidadosaments lavados en
&dgua destilada corvente e, es seguidas colocados em tubos de
eneanio de 29xP@0mm, recgbendt 3 seguir a dgua destilada  #m
quantidade padronizada PaYVA & realizacio da didlise (Z2@mlLYs @

levando~ue & incubacSo a 3720 por um pericdo de & horas.
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Terminada & incubagBo procedia-se a retirada dos sécas
de dialise com o auxilio da extremidade 1livre do barbante,
dispensando-se ©0s sacos e procedendo~se as andlises necessarias
no meio dialisado remanescentes nos tubos de ensaio.{ MIBTRY &

KOSIKOWSKI, 19833 CRAIGB & KINGy 1968).

Foram tambem adguiridas menbranas de celuliose
industrials nacionais, wutilizadas como envoltorie de alimentos
émbutidna, fornecidas em bobinasy sem costura @ com diZmetro
achatado de aproximadamente Eehm, que foram preparadas, testadas,

estocadas e utilizadas em condigles idénticas as anteriormente

gearritas.

B.TESTES PRELIMINARES

A.1.ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAD N0 ULTRAVIOLETA (UV)

Durante a fase de padronizagdio da metodologia
gepectrafotométrica na regifo do ultravioleta foram uabtilizados
guatro diferentes espectrofotimeiros; todos com duplo feine, a
saber: Varian 5-4343 Shimadau; Specord ( fenda sutomatica ) e

Beckman { UV 52786, "servo slit. scan speed = 1/2 nm/seg.” e fenda

fixa de imm.).
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Apds epssa Tase, todas as.ieituraﬁ don experimento, necssa
regifo do espectro foram realizadas num dnico espectrofotdmetro
{ Shimadzu ) com lampada 3énﬁéﬁfé;io nova e 'cubetas” de gquartzo
apropriadas & regilio de 165 a 26408nm, com dimensBes externas de
1P.5mm X 42:5mm » 45mm3 cazepacidade de 3mb e percurso da luzx de

i@mum.

2.2.ENSATO ENZIMATICO

A wverificaclioc da atividade eroteolitica "in wvitro” foi
realizada utilizando-se a enzima tripsina ( de pdncreas suing -
£r .4.81.4 ) em concentraclio de 9,24img/mi em tampio fosfato
6,080 e pH 6,6 (KWAN et al., 1983). Os ensaios  foranm
cmmparativa;, jsto ¢s com amostras de leite tripsinizadas contra
amostras  do mesmo leile sem @ adigdn da enzima. Nas amostvas &
concentracio enzimdtica foi de aproximadamente 408 ppw, com
incubacio a 3720 por tempo variavel entve 1@ @ 1B¢& minutos

(MIBTRY R KOSIKDWISKI, 19835 DAVIS & SMITH, 1967).

3.3.CONTAGENS MICROBIOLGGICAS

As  eotimativas wicrobiolodgicas foram realizadas em 118
amostras de leite ¢rus, utilizando-se © método de Contagem Padric
em  Placras (LPP)y segulindo~se estritamente a metodologia deascrita

ne UStandard Methads for the Examinaiion of Uairy Products—-1i978".
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Utilizou-se o meio desidratado "Agar Plate-Count” (Agar peptona
de Caseinas Blicose e Extrato de Levedura) da MERCKs preparado de
acovrda com as  instrugbBes do fabricante. {1 plagueamentp ol

realizado em duplicatas, com incubagBo a 322C por 48 horas.

A.EQTIMACEKDO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

4.1. METODO DE HULL - EQUIVALENTES DE TIROSINA (TE)

0 metodo de HULL foli utilizado seguindo=-ge a
metodologia deacrita por MISTRY & KOSIKQWSKI (i%83), tanto no que
se refere 5 obtengio do Tiltrado das ampsiras com TLA  quanto
bquelas submetidas ao erocesso de didlise. Assims a  Sml das
amostras (Filtrado ou dialisado) foram adicionados 19ml  de
solugloc de Carbonate de 54dio a 194 seguida de suitacdo ¢ adicio
de 3oL da soluclio de Fenol-reagente previamente preparada. Apds
a6 minutos de incubac3o b temperatura ambiente ao abrigo da lugzs
a§ amostras eram levadas & Jeitura esppctrofotométrica

{ Absnrvincia a 450nm Y, sempre en duplicatas



4.2.METODD NA REGIAD DO ULTRAVIOLETA (UV)

A definigio do melhor comprimento de onda para a
realizacho das Jeituras ¥foi fixkada em 280nm,; lavando-se em conta,
para tantos as caracteristicas dos espectros de absor¢io
previamente determinadosi a caracteristica, amplitude e
invariabiiida@e da resposta para uma mesma concentrag8o protéicas
& possibilidade da existBncia de interferéncias indesejaveiss
complementados por ensaios de Exatidio Fotométrica em obediéncia
4 lei de BEER.

& seguirg procedeu-se 4 padronizacio do protocolo da
FERECAOD . Aoaimy a cada S06ul do dialisado das amostrasy
dispensados em tubos de 2nsaio en duplicatas, adicionou-se 4,;5ml
de soluc¥o de 8DS a 0,5, levando-se & incubaclo a 2020 por 60
minutos, a; abrigo da luz. Apbs esse periodo foram realizadas as
leituras da absorvincia a 220nm  contra byanco da amostras

constituido de S00ul de dgua destilada e 4:5mb de SD8 & G.5%.

S .AMOETRAS

S5.1.LEITE CRU



5.1.1.AM08TRAS  INRIVIDUAIE~ Foram colhidas 39 amostras
individuais {por animal} de leite recém-ordenhado de wvacas
clinicamente sadias, em diferentes estdgios do periocdo de
lactacHos pertencentes ao eplantel da Fazenda de Ensino g Pesauisa
da Facuyldade de Cifincias Agrarias e Veterindrias de Jaboticabal

(FLAvVJ), da Universidade Estadual Paulista - UNESP.

S.1 2 .AMOSTRAS CDOLETIVAS- Parte das amostras coletivas,
isto €5 do conjunto ﬁa producios; foram obtidas Jjunto ao estabuloe
da FLAUJ-UNESP; e parte obtida diretamente dos latles dos
produtores Junto & plataforma de recepgdo de inddstria  de

taticinios da regifo (Taguaritinga-8P2.

5.2.QUEI.JOS

Tadas as amostras de gqueijo Foram adquiridas no
coméreio ou dirvetamente do distribuidor da vegildo.

foram adauiridas 19 amostras de queijo Minas tipo
¥repacalt, em unidades inteiras pesando de B@@ a 11008y cada, de
trég ?abricantes disbintoss sende dois regulares (producio
industrial) e um de produclo artesanaly geralmente adguiridas no
primeiro dia de comercializagio da producaos correspondendo  a
produtos com um (1 3 dina desde s data de #;hricacﬁa,

No labovotdris, todas as amosiras de queijos foram

divididas em & pavtes mals ou menos iguais, constituindo & sub-



amostrase que foram embaladas individualmente em rapel aluminio,
colocadas em embalagens plisticas fechadas e estocadas an
refrigerador. Qurante todo o periodo de estocagen refrigerada
{ 21 dias Yy 2 intervalos regulares procedeu-se & retirada de uma
sub~amostra de cada amostrs para as analises necessarias.

Cada sub-amostra epra subdividida, o mais hompgeneamente
possivel, em 10 pedagos com as mesmas caracteristicas. DBe unm
ﬁesaeg peda¢os era pesada umna aliquota de 289 aue, posteriormente
gra macerada em gral e pistilo de povcelanay com adigi3o de  30mL
de 4gum destilada e deionizadas até completa homogeneizagido.
Nessns aliauntas de (0ml em triplicatas eram colocadas para
dialisar contrs dgua destilada, em incubmglo a 3720 por 120
minutos.

O0s gdemais pedacos de cada sub-amostra eram cpigcados
para Prova de degustagda por voluntarios {docentes &
?uncionérimé) do Bepartamento de Medicina Veterinaria Preventiva
da FLCAVJ-UNESP, em provas individuais n3o sujestivass onde tais
provadores respondiam expontaneamente sobre avomalcheivos gopsto

au sabors sabor vesidual e textura do produto.

5.3.LEYTE LONGA-VITA

Ae amostras de leite longa-vida ( UHT 145-15620/07 )
foram adaquiridas no comércins, seguindo-se a abservagio da data de
fabricacho © prazo de validade, estocadas em temperatura ambiente

desde @ asquisicho atd o Final do experimento, num periodo



variando de & ( analise mals precoce apoe a3 data de fabricagio?
até P89 dias (realizaglo da Wltima analise).

Para esse tipo de leite a amostragem foi constituida de
cinco  1otes de sete (V) unidades (litros) cadas ums de marcas
diterentes o teores de gordura vaviando entre Xy 8% e integral.
fentro de cada Jote as unidades foram escolhidas como sendo  as
mais homogéneas possiveis, obtendo-se uma aeqhéﬁcia de embalagens
dentro de uma mesma Cainds represantanﬁm uma mesma partida. A
intervalos de temro duvante toda a3 estocagems uma unidade de
cafia lote erz tomada para a realizacio das_anéliaea pretendidas,

Fotalizando sete (7) determinagdes para cada lote.



RESULTADOS E DISCUSSEO

b P PADRONIZAQCEO fale) METODO

ESPECTROFOQOTOMETRICO.

1.4.DISLTSE COMPARATIVA

Inicialmente, com o objetivo da obtengio de pariametros
de avaliagho, visando uma possivel substituigfo da membrana de
cetulose importada  por motives de  facilidade, praticidade e
custo, foi. delineade um expevimente compavative de didlise
empregando simultaneamente 23 membrana importada & =a membrana
nacional {industrially, em duplicatas.

A membrana de Gidliss dnmportadas wutilizada neste
trabalhos spresentava capacidade de retengho especificada  de
12480 Daltons, portanto, tesricamente permeadvel para a majioria
dos fragmentosy MG HD iniciaisy oriundos da atividade
sroteniitica. A atividade das proteases ( nativas e mi&rnbianaa )
sobre ne proteinas do leite inicialmente gera fragmentos
protdicos de tamanhos varidveis, cujo PM se situa entre 2700 a
PH006 Daltons, embora & guase totalidade desses fragmentos se
situe entre 27¢0 ¢ 1226€ Daltons.

Uma wves asue o ewmprego da didlise objetivava a obtenglo

e separacio dos produtos de protedlise do leite e derivados para
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posterior analise e estimacio da atividade proteolitica, uma gama
variada de ampstrass constitulda de leite individual recém—
ordenhado, leite coletivo, leite pasteurizado tipos "BY e O,
leite longa-vida {(UHT)Y, iogurte e queijo tipo “Minas Frescal®;
foram submetidas 3 didlise em ambas as membranas simultaneamente.

An tode., cento g vinte g sete (127) amostras foram
gubmetidaé s @ssa comparacio gs ac dialisado delas foli aplicado o
método de Hull para pstimagio da atividade proteolitica, con
lpitura espectrofotométvica da absorvancia a 6850nm. Os resultados
dessas analisge encontram—-sg relacionados na Fig.l
representados pelas médias das duplicatas.

fenes rvesultadps foram submetidos ao teste estatistico
de correlacBes simples ou de dados pareados, por gntendermos 5B~
1o © wmais apropriado na comparagdo de possiveis resultados,
iguanis ou di%eréntea, obtidos poOr um dnico método em
circunstﬁnc;as pouco diferenciadas. Assims o© coeficiente de
carrelacie (r) foi de ©,98354, r220,9714 e a equagio da rebs
W o= ByPPiFx ~ @40017,; onde y foi representado relos resultados da
membrana impovtads e % pelos da membrana nacional.

Desses resultados pode-se depreender quey embora  ndo
tenham sido ensaiados testes refinados de limites de exclusin
molecular para as membranas em comparagdos ndo ba diferengas
aignificativas entre os limites de retengio ou enclusio dessas
duas membranas de celulose para o5 glementos que foram avaliados
pelo método de Hull. Esses vyesultados ija evamy de alguma mianeira,
eéperadns, pois temos o conhecimento de gus varios pescuisadores
em nossp moio fazem o uso da membrana nacional em oublras variadas

situaches onde a dialise é necessarias sempre em fungio das
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dificuldades deg importaclo, principalmente no que se refere a
custos.

& par desses resuliados, para 0% objietivos inerentes a
esse trabalhns pudemoas constatar gque a2 membirana nacional parece
ser mais grosseira na sus constituic¥o e apresentagdo, demandando
maiores cuidados durante sua preparagdo. Ainda, em Ffunglo de
pussiveis' irregularidades ou mesmo perfuragles existentes na
membréna, houve a necessidade de se trabalhar com triplicatag,
uma  ves que nos pré-testes. ¥oi comum z perda de amosiras  por
ccorréncia de vazamentos. Assimy trabalhando com triplicatas

resguardou~se o aproveitamento das duplicatas dos resultados.
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1.2.PADROMNIZAGCEOD DO METODO NA REGIAD DO
ULTRAVIOLETA

1.2.1.BEFINICAD ESPECTROFOTOMETRICA.

Inicialmentes como condiglo fundamental, Fforam obtidos
os espectros de absorglo de algumas solugBes protéicas purass es
concentragBes conhecidass contra bBranco constituido de solugdo de
dodeci} sulfato de sddio (SD8) a ©,39%. 0 comportamento desses
eapgctros pade ser verificado nas figuras Il e III. & Fig. II
mostra © espectro de absorgio de duas concentragles ( 5@ e 109
ugs/ml. )} de sarawalb@miﬂa hovinas na regildo do ultravioletas entye

200 e 308 nm. & Fig. IIT1 mostra o espectro de absorgBo para  a

caseina bovina nessa mesma vegide do especiro, para trés
diferentes concentracBes proteicas ( 5@ ug/al ; 100 ug/ml el
i mgsml ).

€ interessante observar que tais resultados 530

praticamente idénticos aos reportados por GOLDFARB et al.{19511,
WETLAUFER (4948), WHITAKER (1972 = 1980 = BLOPES (i9¥822.

Ac  comparar-se & Fig.lI com a IIT, pode-se verificar
umza discreta diferengs enire as Curvas para albumina e as curvas
para Ccaseinz  NURI TEGHR concentragico. Observa~-se, no  primeiro
césa, que as curvas se apressntam ligeiramente menores nos VArios

comprimentos de ondas entretanto nio compromebem os resulbtados.



50

Cwoine epusd - WU g0E ¥ 007 )
vizidlarilin oiBal ey BUIAGY BUlWINgGje-
-0i0g ap opdlosge ap osjoadsy il

( wu ) epuo op OjusWIdWO)
00 068 08Z 0l 08 082 Ovg 082 03¢ Ol 003

A,

/Bl 09 .  TwsBd oot ——
OYOYHINIDNOGD

i i 4. H i i i fm. ] Q

L LGOO e DA E Qo=



21

“(y°d - WY QDE ® OoT)EIeloisBan OB
~-83) BU SRIUZDSo0E BRIUSIBLID P BUALRY
rujesry op oediosge ap ocsjosdazyriid

( Wit ) epuo ep ouewdwod
Q0 062 082 022 092 082 OFE 082 022 QIS 002

i i i i ! i ! ] I a

-0
- 1
TwBLrgAOgEe) o ,
s/ BA0Y HAGH ERD . . Y g1
| v b
usSAg0L YAESED

CYOVHLNIONOD

LOADEO WSO



Fsse fatp estd de acordeo com as observagbes de LaBORDE et al.
(19793, aue preferiram nio ubtilizar padrBes protéicops de albumina
humana o4 bovina, Justificando gque a pesagem exates dessas
aroteinas @ dificultada pela intensa absorelo de umidade, alem da
acentuada capacidade de aderdncia a vidros «que impedem 3
preparacio fidedigna de solucdes padrio.

Meamo frente a esse pequeno problema pode-se constatar,
na Fig.Il, a coincidéneia da Absorvancis a 212 & 22¢ nm com o5
valores dos coeticientes de extingdo ( ring/al 3 para sroteinas em
géral, relacionados por SCOPES (1982). A exemplo, pars £21i@ nns
constata-se uma absorvidncia proxima de 1,000 para =0  uglml,
corregspondendo ac rimfal=  pe. Do wmesmo modo, para 220 nam
verificam-se - absorvincias provimas de 1,106 e G F 1T B
reﬁpectivamenta cara 109 = 52 ug/ng'mais uma ez coincidindo com
ns valores de EI9/mlaqy,

?Qr outro lado. o0s resultados da Fig.lIil mostram
absorvincias  ligeiramente  supericres aos dades  de g ing/ul
relacionados por SCDPES  (49B2). Ha que se ressaltar aque 0%
resultados do presente trabalho sio brutos, isto s nio sofrevam
aqualquer tipo der corre;ﬁa paTR 0% comprimentos de onda
ybtiligadoss de certo modo explicandy essas PEGUENAS diferentgass
LA ver aque os dados de SCOPES (i?BE). fovam cCorvrigidos.
eliminando interferédncias de cutras substincias com
absartividades principalmente em comprimentos de onda inferioves
a 23¢ ant.

Em fungio da grande utiiiza¢lie do matodo de
determinaclio de eroteinas no ultravieleta com leitura na resido

dos  28fnms na Fig.IIT procurou-se mostrars comparativamente, 0%

-



espectros de absorgic para a caseina bovina. Pode-se wverificar
quey para evidenciar um pico satisfatdrio na regifio dos 2B8® nm,
mais precisamente a &78 nms foi necessdria  uma concertragio
protéica 10 a 20 vezes superior gque a utilizada em comprimentos
de onda menores que 230 nm. A-exemploy o valor do pico maximoe a
278 nm para a concentraglo de img/mi, ¢ exatamente iguals em
numeros absolutoss & leitura em 2135 neo para uma concentragio
protéica 20 vezes menors isto £, 56 ug/mb. Essa sensibilidade & a
maior vantmgem pars a utilieac8o de comprimentos de onda entre
£1¢ e 230 am.

Fuses resultados, anmadﬁg a outros determinados no
presente  trabalho, deram origem ao Quadro I, onde procurou-ce
relacionar, comparatiQamente, os valares de C£188/8L das  solucBes
protéicas utilizadas como padrio neste trabalho com os dados mais
recentes da  literatura. Mais uma vez ressalvands que tais
recsultados Mnga sofreram qualauer tipo de corre¢lo, constata-se,
principalmente entre 21¢ e 200 nm, praticamente uma coincidéncia
com 0% dados apresentados por SCOPES (L198T).

Parz comprimentps de onda mais proximps de 2@ nm pode-
se wverificar uma mailor discrepincia nos resdltados, explicads
principalments prelo limite operacional do espectrofotometro
utilizado neste trabalho., conforme se veriftica nas Figs.llX g ITI
para a concentracio de 1090 ua/al de proteina nas ampstras. Nesses
casoss abaiwg de 218 nam ocorrevam verdadeirvos platds naé CUrvas
de abooreaons verificando-sg qQue posteriores  incrementos na
concentracio nidp corvesponderam aos necessarios incrementos  de

absortividade.



QUADRO I. Coamparagio de alguns Coeficientes de Extingio
(cimg/mly  determinados no presents  trabalho para
algumas soplucdes protéicas - purass na  regldc do
Ultravicietas com bs dados da literamtura.

Cosprimento de Soro-Albumina Caseina®™  Caseina®  Dipeptidio Hedia Geral Proteinas es

onda { ng ) Bovina® Blicil-t-prolima® { X¥) Seral**¥
192 —— e e e e 48,9
260 3656 37,8 - - 7,2 45,8
265 29:90 31,9 3,2 ~—— < 3,9
o4 26,8 29,4 e - 28,4 29,0
218 19,1 21,8 19,9 21,0 25,2 20,6
213 1558 1642 14,4 15,0 159 $550
220 14,1 12,2 12,8 18.9 11,7 1550
&5 - 8:2 2.8 8.2 — 8,5 e
2% 5,3 &52 83 e 5,8 -
278 . —— 8,82 —— oen -

¥ GIone 7 FF RIEDEL / VEX SCOPES (I982)./ X# = M2dia des resultades para as varias protelsas
gotproinadas no prosente trabalho.

De posse desges reasultados passou~se a determinacdo do
melhor comprimento de onda para a reslizagio das leitgraa nEessa
regido do espectro ( 218 a 230 nim Y. Nepsse cascy pava at  varias
solugles protéicas estudadas. fovam realizados ensalios  com
roncentraches crescentes & B veriticagio do comportamento dessas
adigfes para alguns " comprimentos de onga previamente
selecionados. Dorrpborando com @553 definiclos foram tambén

estudadas an  curvas de exatidio fotemétrica na faixa  de
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pbediéncia a l.ei de Beer. Esses resultados encontram-se
configurades nas Figs. IV @ V.

A Fig.IV mostra o efeito aditive de concentragdo
crescente de uma socluclo de caseina bovina a 210, 220 e 233 nm. A
Fig.V mostra esse mesmo efeito para uma solugdo do dipeptidin
glicil-L-prolina apenas a £820 nm. Na vealidade as retas obtidas
podem, inclusive, ser utilizadas como curvas padrio para 0%
respectivos comprimentos de onda.

| Nas Figs. IV e V observa-se ﬁue, para concentragfes
varisndo entre 10 e 100 wup/ml; a 222 nm hi uma perfeita
ahrreapondﬁncia entre roncentragioc e absorvancia, nauma fiegl
obediéncia & lei de BEER, com pguacdes de regressio  igusis a
y=f, 815 + 8,882477 para sz raseina bovina e y=i077x ~ 8,808589 sara & glicil-
L-prolina.

Para P25 nms, na Fig.IV, embpra se tenha obtido tambem
grma retas com eauncio ye8,7768k ¢ 8,002823 , ohserva-se uma acentuada
diminuicBo do Engulo de inclinaclo, responsavel pela extensio da
faina de obediéncia 3 lei de BEER, mas ao Mesho tempo,; pela
diminuici3o da sensibilidade. 0 inversc ocorre Jom &  Curva
phservada r 210 nm quey, para concentracBes superiores a 4@ ug/mb,
nao corresponde com 0% necessarios aumentios na absorgio, e embora
aumente a sensibilidade para concentragoes diminutasy limita a
fainxa de ophedifncia B lei de BEER, sendo inclusive explicada por
uma equacEo polinpmial de ZEF fraul §= »&,4%433&1,8543—3&%6331. Eonas
conclusdes ficam ainda mals evidentes ao plotar os resultados em

curvas de exatidio fotomelrica, com a concentracan em funglo da X

dg Tranomitincia.
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Fgses resultados podem ainda  ser comprovades  pela
anadlise da Fig.Vls onde, de oulra maneira, s3o colocados os
valnres da absorvincia obltida para uma mesma concentracao de um
tripeptidic a virios comprimentos de onda entre 210 ¢ 220 nm.
Nessa fTigura s30 apresentadas seis (A) curvas, correspondendoe a
concentracBes crescentes ( 1@s 20, 40, 40, B0 e 100 ug/ml. 3} de
valilglicilelicina. Observa-se ques para a faixa de absorvéncia
entre 0,2 @ 1,06 , a melhor e mais fidedigna correspondéncia com
58  sucessivos incrementos de concentragho do tripeptidio pcorreu
para o comprimento de onda de PPQ nm. Evidentements, pov oulro
Tado, en condicdes muito bem definidas e controladasy
priﬁcipalmente com =3 utilizaglo de solugbes protéicas  purass
pode-se buscar malior sensibilidade em comprimentos de onda
menoresy COWMG 4 P40 nm onde a obediéncia & Lei de Beer ocovre

sara concentragies protéicas entre 10 e aproximadamente 2¢ ug/ml.



[ e B B L W TR e g

58

D.78 -

0.8

026 e

G ] H ' 1 4 ]
208 210 212 214 218 218 220 222

Comprimento de Onda { nm)

\ Goncentragéo
—s— 44 ug/mil  —t 20 ug/mil —#— 40 yg/ml
—8—- g0 pg/mt. ¥ 80 pg/mi —o— 100 vg/mi

Flg.Vi.Comportamento do aapooire deo
absargio de diferentes aonceniraches de
tripeptidlo entre 210 ¢ 220 nM.
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1.2.2.ASSOCIACAD DA DIALISE A DETERMINACAO
ESPECTROFOTOMETRICAL

Em seguidas tornou-se necessdrio associar a didlise &
determinacio especirofotométrica na regido dos 210-22&nm do UM,
Para tanto, 'concentracﬁes crescentes do dipeptidio glicil-l-
prolina foram adicionadas a amostras de leite, contra amostras 4o
mésmn leite sem a sua adigSos sendo essas submetidas & didlise em
incubag8o a 3720 por duas (2} hovas, senpre 2m duplicatas. D=
roesultados da recuperacio do dipeptidic no dialisado s30
mostrados na Flg.VWIls para os comprimentos de onda de 219 =g
A20nm.

Dhoerva-ses 2 PP8 amy; que ha perfeita correspondéncia

entre aumento da concentragloc do dipeptidio. recuperado apods &

didlises & aumento da absorvincia. Jas a E2i0 nms ennHa
correspondéncisn nio & mais lingarj ocorrendo aumenio da
sensibilidade & Dbaiwxag concentragoes 2y posteriormentes em
concentracBes maiores,; bavendo decréscimp  da absortividade,

deixando de existir correspondéncia linear entre concentragan £
absorgic. Fases mesmos fatos j3 Foram notados ¢ comenlados para 2
curva padr3oc com caseina bovina { Fig.IV b,

& vecuperacio do direptidio né dialisados evidenciada 3
2P% nms propourcionalments & concentracgio adicionads an lpites
corresponde  2s expectativas de definicSe e padronizagldo de  um
motndo  espectrofotometrico nessa rogifio., MISTRY & KDBSIKOWESKI

(4983) obtiveram comprovasio semelhante da didlise para a regino
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visivel do espectroy utilizando a recuperagioc de tirasina
previamente adicionada a amostras de leite.

Fssa comprovagio faz-se necessaria uma vez quey a0
dizlisado s30 aplicados o= méetodos de gstimacioc da atividade
protecliticay dosando substincias comno aminoacidos €
oligopeptidios dialisdveis. Todavia, substincias de pEQUEND PESD
molecular come as citadas n3o se configuvam como parametros
SEgUrOoSs VEZ gque 550 facilmente dimlisavels e provavelmente nio
corrgapondam ans preodutas iniciais da proteclise.

NDutra manelira de comprovar a eficidnecia da metodologia
proposta ns estimac3o da atividade proteoliticas foi realizada
através de ensaips enzimaticos com tripsina sobre o leite cru
recam-ordenhado. Assim, em  Cinco repetictes para amnosiras e%
dup}icatas,. srocurpu-se determinar O efeito proteolitico da
tyipsinas em concentraglo de 40@ppm no leite, durante a dialise
con incuba%ﬁo s 137:C, Frente a amosiras do meswo leile nio
tripsinizado. Durante todo o tempo de incuba¢So das amoshtras, Que
foi de 180 minutoss a intervalos de tempo variaveis foram fomadas
aliquotas do dialisado e submetidas A determinacan
a%pectro?ntamétrica, Os resultados desses ensalins podem  seyr
analisados na Fig. VIII.

o funcio dos resultados obtidés anteriormentey neste
casoy a% leituras eapectrofotometricas ?bram fixadas a 22¢ nm.
Observou-se, em  todas as repetigdes, nitida indicagio da
atividade proteclitica promovida pels enzima tripsina, conforme
sp verifica pelao media dos resuitados sumarisados na  Fig.VIIL.
Deve-se atentar para o fatoc de que a curva mostrada (Protedlise

sfetiva) corresponde & atividade proteclitica efetivamenta
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—— Amostra
~¥~ Proteslise efetiv

—a~  Amostrag + Tripsina . /

& 1 T 1 T ¥ 1 7 1
O 20 48 80 a0 100 20 140 1806

Tempo de diglize (min)

Fig.Vill.Protedlive enzimatica por trip-
gina no jolte { 400nnm ) em funglo  do
temnpo de dialise, 2 220 nm.
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promovida pela  aGao enzimatica, uma vez que tais experimentos
Forzm comparativos, Ja descontados os  wvalores pertinentes A

evolucXo protecliitics de amostras pareadas do mesmo leile sem 3

adigho da enzima.



1.2.3.CO0MPARACKD DOS METODOS

Padronizada » metodologias passou-se & compavagdo dos
metodos { Hull e WUY-220nm Y na estimagBo da atividade
Prﬂteolitica de mmostras de leite sebmetidas 3 dialise.

Iniciaimente, Procurou-se avaliar & atividade
proteclitica original do leite. Fara tantos leite  indiwvidual
recem-ordenhadn, de trinta femeas clinicamente normais €  en
diferentes estdgios do periodoc de lactaglo, Foi obtido @
imecdiatamente analisado. D¢ resultados podem ser observados no
Guadvro I & Fig. IX.

" Apesar da ampstragems, 0% vesultados apresentaram
distrihuicﬁﬁ normaly com  valores médios de absorvancia de
B, 387:0:058 rara w métode UV-228nm e 0,1771@,840 para o metodo
de HMull. 0Os coeficientes de vaviag8o (CV) forams raspectivamente;
17,7448 @ 22.460%.

Na Fig. IX veritica~se aue os vesullados apresentan
distribui¢lo normal muite parecidass diferindo ewm valores
sbaoplutos em fungio dos protocolos de reacdo wtilizados em  cada
mbtndo. Assims verifica-ae identidade parcial entre os métodos
ques de maneiras diferentes; estimam uma mesma variavel.

Posteriormente  procurou—se avaliar a evolugio
proteniitica natural de amostiras de leite cry recém- ordenhado.
Para tantos cada amostra cuidadosamente colhids foi

assepticanmente dividida e estocadas 2 b2l ate sua coagulagio
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GUADRD IT .Resultados comparativos da atividade proteslitica
agriginal,; de amostras de leife individual rzcem-ordenhadn,
pstimada pelos métodos de Hall {(Agsenm’? @ Ultra-violels
(UV~8Boopanm yRER

AMOSTRA Aasonm Equiv.de Azpenm Equiv.de
TIRDBINAR DIPEPTIDIO«®#

{ wg ) { ua 2

a1 ' 0,162 74,3 @304 24,5
oo » 252 11556 s4L3 33,2
3 s 124 85,5 s 230 1854
&4 © #4183 B3,% $ 361 28,9
63 1176 B&:7 »32E 85,8
2é $s233 186.% 4413 33,0
67 « 236 ieg,3 p 308 £8s6
08 - 2163 7448 9316 25,3
89 s 128 I Pe g s266 2143
ie 2 267 CE TR s 346 2757
i1 #1778 Bisé p 322 2348
i2 ¢ 184 Bd,4 + 395 21,6
- 13 si24 56,7 s 436 34,9
14 173 7954 2374 29:%
15 + 184 85,3 s 398 31,2
16 s 156G 7344 2 877 2253
i7 s 244 115.9 y 409 320
16 - 2231 186,0 s 4065 32,4
i¢g » 167 Thsta 2279 23,9
20 +18¢ Bésb s 3506 28,0
23 s 134 610 1204 20,3
22 91463 74,8 272 - 21,8
e3 _ £+ 178 F8eY s34 25,9
24 sil4 S98.3 s£248 17.8
23 9185 Ba&,Y +31i6 253
26 s 176 BG,7 $ 2835 22.8
27 s 128 58.7 s 390 2444
28 149 D446 o238 28,2
29 s 0328 1065 4 » JEB Bbse
36 s 196 8947 258 20,0
X @:1771:0,040 Bi @618, 8% @30719,058 26,1814,44

(MY E2sb6% 17 37%

sEouivalentes de Tirosina sas auostvas referidas L curva padrit.
safonivaientes de Dipeptides nas amgslras referidas b curva padran.
guukadias de duplicabtas. :
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espontinga. A intervalos de tempo es%as amostras foram submetidas
a didlises am duplicatass e a estima¢do da atividade
proteolitica.

Pela corvelacio linear simpless na comparaclio do método
de HULL com o método propasto ( A 222 nm ys ohteve-se a equagado
y= $:517x% + 8,016, onde y refere-se a ACEY nm 2 X 8 ALSG nm  do
métode de HULLs  com .r: 8,99462. Esses resultados podem ser
verificados na Fig. X.a.

Bbserva—-ses na comparacio dos métodosz, & obtencip de
correlacio significativa ques se submetidas a transtormagio dos
dados para linearizac8o ¢ FUJIYT & NAKAL,1989) e aplica¢io do
método de DEMING { KWAN et al.,1983), sue wminimisa a imporidncia
da soma dos suadrados no tratamento eatatisticos o coeficiente de
correlacio o apresentara muito proximo de 1,00.

e outra maneiras o mesmos resultados podem  ser
canstatadm%w na Fig. X.b.s onde procurou-se caracterizar a
tendéncia de evolugldo proteolitica para cada um dos metodos.
Observa~se gque & tendéncia evolutiva determinada para ambus 06
matndas & prabicamente a3 fNeEsS®mE,  TOW diferenga apenas de
sensibilidade em favor do método ultravioleta.

foee aspectn pode ser melhor enfatizado pela analise
dos resultados da Quadro IT. Nesse caso pode~se wverificar gug.
para o wmetodo de HULL: com teituras a 6430 nm, foram necessarias
em media Bi,0& 1z 18,29 ug de equivalentes de tirosina nas
smostrass para obter-se absorvidncia meédia de 2,177 + 9,046, J&
aéra 5 método na regife Ultravicleta, com leiluras a 200 nme 2!
media foram necescarias apenas E&;ig + 8,64 ug de equivalentes de

s -

dipeptidio para Ffornecer abeorvincia média de €,327 & 29,0385 1isto
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&y foram necessidrias gquantidades sensivelmente menores pars
fornecer leituras de maior magnitude. Na comparagio de métodos
espectrofotometricos e5s53 & uma gas principais caracteristicss de
sensibilidade, desde gque a pspecificidade niio seja comprometida.
Ascim, aos menores incrementos de substincia absorvente no
percurso da luz gue se traduzirem em maiores incrementos de
absorgioy regultam consequentemente em aumento da sensibilidade.

Noutro aspectos em condigBes ideals de trabalho. 2
senaibiiidade do wmétodo {220 nm) na regiﬁa. ultravioleta do
eépectro poderia ser praticamente duplicada ¢ 1:8x ) nmudando-se O
camprimanto  de onda para realizacio das leituras para 21€ nm. ou
guase triplicada ¢ 2446 a ?,8% ) respectivamente para comprimentos
de onda entre 206 e 295 nwy de acordo com os dados da literatursa
¢ mesmp dos sintetisados no Quadro I do presente trabalho. Nessas
civcunstincias, o intervalo de concentraghes de  substdncias
absarventes" em atendimento % lei de BEER 5@ zituaria
aproximadamente entre 5 e 50 ug, covrespondendo dizgr—-se aue
variagbes muitoc megnores resultariam em maliores variagoes das
leituras. Foses aspectos poderio  ser meihor explovadoes e
comprovados futurzmente, uma vez aue no presente trabalho nao foi
possivel padronizar &s leituras para comprimentos de onda t3Eo
haixos em funcdo do gapectrofotdmetro utilizgado na rotina.

Em stapa posterior:y independentemente do tiro de
amostra  ow say pstagio protenliticos procurdu-se estabelecer a
falacﬁo entre 0 método de HULL e o metodo proposto. Duzentas @
vinte e duas ( 2BE2 ) ampsivas variadas ( legite cvrus pasteurizado
& UHT, queijos tipos "Minas Frescal”s “Prato” e "Gouda” e Togurte

natural Y} foram submetidas Y dislise e petimaclo da atividade



proteclitica, em duplicatass por ambeos os métodos. Esaes

resultados poder ser verificados na Fig. XI.s comprovando

essencialmente o mesamo comportamento determinado anteriaormente na

estimaglo da evoluglo proteolitica de algumas amopstras de leite

cry ¢ Fig. X.a.). Nesse cascs pela correlagdo lingar, a equacso

da reta determinada fol vy = 1,1986x + 0,0735, com coeficiente de

correlacio r = 0,92946 (t¥%),
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2w APLICACAD Do METODOD

DESENVOLVIDO.

2.1.CORRELACXD ENTRE QUALIDADE MICROBIULSGICA
DO LEITE CRU E ATIVIDADE PROTEQLITICA.

A aplicacho do método espectrofotométrico na regizo
Uitravioletas para a estimacio da atividéde vrotenlitica de leite
& derivados, iniciou~se atendendo um objetive muito simples. Na
revicsis  feita n3o  foi encontrado  qualquer trabalho gug se
referisse a e55e% estudos em nosso meio. Assims  tendo~se  em
consideracSo principalmente as condigDes climdticas e as praticas
vigentes n; setor de laticinios, objietivou-se, inicialmentey
verificar a influ@ncia da qualidade microbioldgica do leite sobre
og niveis originais de atividade proteclitica do mesm.

Cento e dex (11¢) ampstras de leite oru; ohtidas an

plataforma de recepgdo de leite de uma industria de laticinios.

foram prontanente analisadas quanta ap nivel de atividade
protenlitics inicials atraves da dialise g estimaglo
espectrofotometrica a oo ntis & guanto a gqualidade

microbiclogica, através da estimaglo do numero de microvganismns
mesafilos aerdbios totais (Contagem Padr3o ewm Placas -~ CPPY. Os
resultados podem ser verificvados na Fig. ®KII.

JUFFS  (31973) e SHIPE gt &1.{1980, 1981) repariaram um

aumentn de tirosina ¢ Equivalentes de Yirosina ~ como indice de
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atividade proteelitica) no leite durante a estocagem refrigerada,
coincidindo com o aumento das bactérias psicrotroficas. JANZEN et
al.¢4982) identificaram uma relagdo direta entre o "flavour
score” dpo  lepite pasteurizado e a contagem de psicrotrdfices do
leite cru. MOTTAR (1981} nlec encontrou correlagle entre a
contagem total de bactérias no leite cru @ atividade proteolitica
residual apds o tratamento por UHT. Nesse mesmo estudo, verificou
Que FSEE garrelacﬁm somente oQCcorred  Lom & rontagem de
peicrotrdficos protenliticos.

e resultados deste trabalho, mais uma vex, € a&agora
para nossas condigbes, evidenciaram a inexistbéncia de correlagdo
entre a contagem total de hactérias no leite cru e atividade
proteolitica, concordando com as ohservagBes de MOTTAR(LIZBL}. A
Fig.XI1 evidencia bem gssa situaglo para 110 amostras de leite
analisados.

P;r outro lados € interegganfe verificar que a média da
atividade proteolitica ( estimada pelo metodo o Bpponm Y dessas
112 amostras coletivas procedentes de inddstria de laticinios,
Toi  G.217:0,834 4 com OV = 18,72%, muiio proxims, portanto. da

-
i
-

medin anteriormente pstimada para 20 amostras de leite individua

i

aue foi Q. 307+06,6838, com [0 = 17.74%. A0 SORMATr—58 8RR€%
resultados,; perfazendo um total de 146 amostvras, phtom~se & dis-

tribuiclo normal aue pode ser observada na Fig.X111.
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Fig. XULDistribui¢do de cento e quaren~
ta amostras de [eite cru quanto & ativi-
dade aroteolities original.



D. 2. ESTIMATIVA IIA EVOLUCAO
PROTECQLITICA EM QUETIJO TIFO ""MINAS
FRESCALY DURANTE a ESTOCAGEM

REFRIGERADA.

fonct ituindo-se num produto de grande aceitaclo nas
diversas camadas coansumidoras e uma tecnologila essencialaente
nacgonal, com origens - nNa producio artesanal ques apesar ia
industrializagio, se mantemn em niveis significativoss o sueijo
tipo “Minas' pareceﬁ um bom modelo para a estimag¢io da atividade
pratealiticg pelo método desenvolvido, principalmente na sua
variedade frescals de elevaca umidages nio curada e sujeita a
arande exsudagdo ou dessora. Feups aspectos aliados a tmial
caréncia de estudos & informeedes no  géneros  bem  Como  &C
conhecimento  das alteracles precoces durante O armagenamento @
comercializagio desse propdulo: contribuiram para sua escolha.

0 experimento foi delinegado tanto para a estimagZo
objetiva da evaolucio proteslitica, atravis do método
pspectrofotométrico a 200 nmy como pelo acompanhamento paralelo
atraves de informagbes subjelivas decorrentes de variagles de
a%uma su  cheiros texturas saboy oOu goste © 2 sabor residuals
avaliadas num painel de degustagho totalmente espontdneo e nao
sugestivo. Da mesma sub-amostra retivada da gstocagem refrigevadsa

para estimagdo protenlitica durante todo pericdo de avaliagio,
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faram retirados pedagos homogéneos g colocados a disposic8o dos
participantes dop painel. Antecipadamente esses participantes
foram orientados guanto 5 degustagio e as informaches
gdecorrentes, de forma totalmente livre porém pbjetivas quantp aos
aspectos avaliados. Contudos durante a condugio do experimento,
nenhum elemento foi participado dos objetivos de tais informacles
bem como da identidade e idade dos produtos provados, de modo &
eliminar qualaguer tipo de pré~conceito ou sugestionabilidasde.

{1s _queijoa, cinéo {( 5 y de produgdo artesanal ¢ cinco
de producgio indusirial, foram avaliados ﬁeade o primeire dia apds
5 fabricacio até o décimo-gquinteo (192) dias de estocagem ( duss
amostras excepcipnalmente até o 212 dia apenas pela estimagio
proteciiticals 2 intervalos varidveis conforme as Figs. XIV & XV.
& Fig. XIV refere-se & evoluglo srotenlitica das amostras de
quegijo de praducﬁd artesanalsy enquanto a Fig. XV wmostra =
gvolucio p;mteoiitica determinada para as amostras de produgio
industrial.

Dhserva~csas em  anbas as Figurasy rapida e intensa
evolugle proteclitica, excetuando-se apenas duns amostras de
Profucas arteszanal. Ao confrontar~se os resultados decsas
Figurass dois aspectos chamam atenc8o. 0 primeiro diz respeilo
aos resultados obtidos da estimagdo srotenlitica no primeiro dia
de estocagem. Verifica-se claramente que a producac industrial
exibe uma atividade proteoiftica inicial suito mais elevadas em
madia o dohro da estimada para B producio artesanal
cérregpondQnte. Pade, nesse CEshs aventar-se a possibilidade de
id haver ogorvido alguma protedlise na matévia-prima  anles o

processamento industrials por tratar—se de Ieite de varias
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arigens e que demora a ingressar nos eastabelecimentos
industriais._ﬁase aspecto fundamenta-se ainda mails pelo
conhecimento de que os queijos de producido artesanal analisados
foram feitos & partir de Ieite recém-ordenhadn, de produglo
oropria do fabricante e unica, isto ey sem mictura.

0 outro aspecto diz respeito As caracteristicas da
evoluclo proteclitica determinada. fnquanto para @ produgic
induatrial nhteve~se uma tendEncia de evolugie corescente @
homogBnea, para a produgdo artessnal fica evidente uma "fase de
Taténria”s com evolugfo proteoliitica atenuada até aproximadamente
o B2 dia de estocagems para ent3c ingressar num ritmo evoplulivo
romparado ao anteriors: inclusive de forma mais intensa.

Embora constituam-se em mhsérva;ﬁeﬁ interessantesy dado
BOS prapdgitas originsis, cabe wverificar aue o metodo
desenvolvido prestou-se adeguadamente A estimacio da evolugio
protenlitica  na totalidade dos cases, monitorando-a  de farma
ohietivay clara 8 simples.

Expressando m  teyrmos médios, indistintamente para
amostras ou oripenss constata-se gque em relacdo & daéermihagﬁa dao
gprimeirn dia thouve um aumento de aprnximadamente 360K  na
absorvancia obtida no décimo—-quinto {1%eY dias de sstocagem para
os dez cicios, e de aproximadamente S00% para duas amosiras
anslisadas até o vigésimo-primeiro (212) dia. g interessante
aindas: NELHas MESMas cirvcunstincias, aliar—-se a £5%3% pyidencias
os resultados obtidos no painel de ewperimentagios realizade
simultnnesments 5s determinagdes da gvolucho protepiitica. Tais
resultados gnoantram-se sumarizados nas Figs. ¥UT .oy Desy T. & o

A Fig. XVI.s. corresponde a evolucio das opinibes auanto a0 aroma
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ou cheirc dos sueijoss a ¥VI.b. & evolugfo da texturas a XVI.c. &
evolucln do sabor ou gostos € a X¥I. 4. & evolugio do  sabor
residual, isto &, gue permanece na boca apds a degustagio.

Torna-se necessario enfatizar aque wos objetivos do
painel de degustacdo foram eleitos no sentido de correlacionar
possiveis alteragBes sensitivas e subjetivas durante a gt ocagen
re?rigera&a com u eotimacdo da atividade protealitica pelo método
prapaéta, S ey contudo,y fraduzir-se numa analise sensprial com
Pinalidades especificas.

Com tal ressalva, @ interessante verificar aques aliada
A gvaiucﬁo oroteslitica, ocorreram modificacles significativas
que depreciarad gradativamenté as caracteristicas pesguisadas.
Gbag?vawse tambem que as caracteristicas mals negativas
apareceram ou tornavam-se mals intensas ao redor do 72 pu 82 dia
de estocagem Qques &Orrelacimnada com a estimagio protecliticas
corvespondey & ultvapassagem da shanrvincia de 2,499 no protocolo
utilizado, ou ainda a aproximadaments 34,4 ug de equivalentes dg
dipeptidio na amostra (amostra = 5@8ul do dialisadol.

Fmbora hnio exista um padrio tecnologico definido parsa
esce tipo de aqueijo, observa-sg na rig. ¥Ul.a8. gque as opinides
referentes aa aroma ou chelro doe queijos na primeira € segunde
avaliacoes conferem Com 2 raractevrizagso do produtos com  aroma
muito suave e levemente dcido. Conclusio semelhante pode ser
obtida na Fig. XVI.c.s onde se verifica s evolugio das opinides
quanto 3 sabovr nu gosto. Braticamente a partir do 72 ou B2 dis de
gsfacagem, correspondendo & terceira avaliachos as opinilies
comecan B VBriar  mais ampiamehte, sentdo  gue O aAroma PEHYA

gradat ivamente de caracteristico para Torte ou desagradavels
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cendo que no 15¢ dia essa caracteristica € informada por uma
parcela significativa dos provadores. fesencialmente o mesmo
acorre com ¢ sahor, até em major intensidade.

Para © sabor residualy Fig. XVI.d., observa-se que a
caracteristica “amargc” & alté mais precoces IPArecendo % npo
teyreirs dia de estocagem e evoluindo significativamente até
tornar—oe praticamente undnime no 152 dia. 8Sabe-sg que =&
protedlise contribui para a gerachio g acumulaclio de peptidios
EMBYg0S. Nease Cnshy A6 Obssrvagdes subjetivas se correlacionam
muita hem vcom a evolugZo protenlitica determinada. Deve-se
acrescentar aquey dadas as cavracteristicas originalmente suaves
ﬁesée tipn de aueijo e sua glevada umidades responsavel por
intensa dessoray LOrnNa-se mMals firil a difusio desses possivels
ppptidios amargoss bem Ccomoe a percepclo sensorial das alteracles
pesquisadas.

QM Fig. XVi.b. mosira que xté n texwtura, embpra mais
discretamentes & afetadas passando de glastica a granulosa €
meosmn pastosa.

Na suséncia de definigdp tecnoldgica e mespo  de
pesguisas, imagina-se que tais absevvacoes aliadas ans vesultados
da evoluclo proteplitica possam eetimular © surgimento de novas
pesquisas que poderiam contribuir para o aperfeicoaments dessa
tecnoliogia praticamnente pmpiricas possivelmente eliminando
problemas que interfevem com a duvabilidade, aceitagio &

comercinlizacso desee produto.
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F.3. ESTIMATIVA DA EVOLUCAO
PROTECLITICA EM LEITE LONEA—-VIDA CULUHT 2 &
DURANTE A& ESTOCAGEM EM TEMPERATURA

AMBIENTE «

Conhecidas as caracteristicas da atividade
protecliticas principalmente quanto & resisténcia térmica das
proteasess  Sud subsisténcia e permangncia apos os tratamentos
térmicos cgnvencionais de laticinios (pasteurizagio & “ultra-
hight temperature treatment”), percebe-se sua maior imrortincia
para leite longa-vida e produtos submetidos a tratamento por UHT,
ondes alisdo & sobrevivéncia térmica amplia~se o periode de
gaetpLagen g comercializacios normaimente L temperatura ambiente.
Npsew contextoy e dada sun importancia, delinegu—se i
experimento constituido de cinco ciclos de amostras de leite
longa-~viday no qual objetivou-se avaliar o comportamgnto do
wotndo na estimagio bem como a evolugdo protenlitica nesse
produto  durante a estocagem 5 temperatura ambiente. As amostras
foram adgquiridas, identificadas, estocndas & analisadas a
intervalas variaveiss desde a andlise mals precoce (62 diad ateé
um  maximo de 286 diae apbs a data de FahricacgSo. Ds resultados

fpram sumarizados na Fig.XVIl.
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0 ericlo § refere-se a amostras de leite desnatado (@Y%
de gordurads o ciclo 2 a leite magrao (2% de gordural) e os demais
(3, 4 e 3) a leite integral. Todas as amostras, embora adquiridas
rno mercados pertenciam a uma mesma planta erocikesadora.

Observa-ses em todos os ciclosy que houve uma evolugian
do Tstatus” proteclitico das amostras ao tongo dn  periodo de
estoragem gque foi determinads pelo método propostoy  entretanto,
BGGE evalucﬁg foi discreta g muilto menor gque a ecperadas
prin;ipa]mente com um periodo de estocagem tdo longo. gxcedendo
eﬁ muito ( 12@ a 192 dias ) 0O PYazo de validade comercial. De
moeo geral todos ops ciclos seguiram  uma Resna tendbncia
evolutivas caracterizando dois tipos de crescimentoy um primeivo
de maior intensidade até aproximadamente 1290~150 dias de
estocagems e oubtro Bpos B5GE perﬁodb, de mennr intensidade de
alterapbes. Coincidentements £%se marco diviaedrio corresponde
apraximadaménte ag prdprio prazo de validade comercial do pradute
em noseo meio que £ de 98 dias.

Todase ae ampstras se mantiverans aparentemente perfeiltas
atd @ Ultima andlises ndo demonstrando quaisquer alteracles,
mneemo tanto tempo apds © vencimento do prazp de wvalidade. 0O
discreto depdsito observado na maioria das amostvas gquando da
srimeira analise se manteve inalterado ao longo de todo o periodo
de estocagem. Assim, nada digno de nota foi observadb, & gque, de
certo nodo encontra-se de acordo com oA discreta evolugio
proteclitica estimada pelo método.

Comparando—se @s%e% rpeultados com a média estimada
para 1leite coru observa—s@ jue todas s amostras Ja iniciam  num

patamay proteplitico mais plevados possivelmente denctando &
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grorréncia prévia de alguma protedlise.

findas pela anzalise da Fig. XVIl., constata—-se que a
evolucio protenlitica nos primeiros trés méses ccorreu de forma
mais intensa em Ieite desnatado (0% de gordura-ciclio 1),y seguido
de perto pelo leite magro (2% de gordura-ciclo 27, permanecendo
os temais em situacio mals ciscreta.

‘Tanto pela evolugdo proteolitica determinada, gquanto
pela 'auﬁéncig de slteracBes durante o periodo analisados pode~se
concluir gue a protedlise nio se constituiu ewm problema para as
amostras examinadass deixando, entretantos espaco de grande
interssce para pesquisa, no sentido de avaliar as  Causas dos
di?érente% romportamentos nas  amostras analisadas e possivel
correlacio entre a atividade proteolitica e o aparecimento de
oroblemas de estabilidade tido citados na litevatura, enbora 0%

mpemos nho tenham sido evidenciados neste trabalho.



CONCLUSOES

s varios experimentos configurados »no presente

Frabalho permitivam as seguintes conclusdesa:

4. & didlise do leite e derivados, objetivando a
pstimagdoc da atividade proteclitica no dialissdo, pode ser
realizada indistintamente em membrana de acetato de celulose
importada ({(sacos de didlise) ou nacional (gnvoltdric  industrial
utilizada em embutidos?, desde que tomadas as devidas precaugdes.

2. [s Fragmentos proféicos oriundos da protediise
(aligapeptidins) s8o dialisavels através da membrana de acetato
de celulose, de modo semelhante ao evidenciado para aminoacidos
como a firosinay permitindo a substituic8p da precipitacio com
Tra  (dcido Triclorpacético) e sua pet imacdo ou gquantificaglo pov

abtocps apropriados no dialisado.

1. De oligopeptidios dialisados apresentam a mesma
absortividade cavacteristica da ligac3o peptidica (das proteinas
e peptidios’ na regifo ultravioleta entre PHG-230 nme. O Que
tornpu  possivel o desenvolvimento e nadronizag¥o de método
espectrofotometrico nessa regiio do espectro; para SuUa eqt imativa

cu muantificagio.



?0

4., 0 metodo assim desenvolvido, guando comparado
ac de HMull, mostrou-se mais adeguado & com maior sensibilidade
pars a estimagio da protedlise em leite e derivados. Enaquanto no
método de Hull a absortividade determinada para a proevia
tirpsing foi de aproximadamente 2,08, a absortividade déterminada
PARTE O diéeptidio Blicil~L-prolina  foi de 10;90 a 220 nms 146,00
a 215 am e 21,00 a 210 nm. Esses valores se wmostram muito
proximos = praticamente invaridveis para varias proteinas e paras
com as valores observados na literatura; caracterizando uma

sonsibilidade muito superior & do métoto de Hull.

. Aliada a essa sensibilidade; o método conserva
a5  caracteristicas anteriormente aventadas por MISTRY &
KOSTKOWISKI gquando da utilizag8o da didlise para o metodo de

Hulls isto &y constitui-se num motoda facil, rapido ¢ barato.

6. D aparecimento e evolugSo de caracteristicas
indeseisveis em queijo "Minas frescal’ correlaciou—-se muito bem
com o evolucgho proteelitica determinada pelo metodo desenvoivido,
COmo por exemplo o incremento  do sabbr AMBTSO0 residualy

possivelmente oriundo da formacio e acumulacio de peptidios

AMBYS0S.

2. A mplicagio do método & estimativa da EwDIUgES
protenlitica emn ieite leanga-vida (UHT) mostrou-se tambhom
atdequadasy embora =@e ampsiras analisadas tenham apresentads

evolucSno proteoliticea muito discreta, mesme Com um periodo de



estpcagem de até P8O dias em temperatura ambiente.

8. 0 metado deapnvolvido pode ter SUE
spneibilidade melhorada em muito pela gytilizagdu de comprimentos
de onda mais baixos (205-21¢ am)y 0 que n3o foi possivel explorar

no presente  trabalhos devida 4 limitaclc do espectrofotdmetro

utilizado.
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