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RESUMO

O colostro bovino, devido ao seu elevado teor de nutrientes tem sido alvo de
muitos estudos de forma a saber a estabilidade térmica dos seus constituintes. O
objetivo deste estudo foi caracterizar e observar o comportamento das proteinas
constituintes do colostro bovino quando submetido a tratamento térmico, e ainda a
identificacdo da temperatura 6tima. Os métodos utilizados foram a cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa e 0 ensaio enzimético da atividade da

lactoperoxidase.

Neste estudo, o colostro apresentava 50 g de IgG/L, valor indicador de boa
qualidade. O colostro foi armazenado no frigorifico a 4°C e posteriormente submetido
as seguintes temperaturas: 55, 60, 65 e 70°C durante uma hora. Ao fim de cada 5 min
foram retiradas aliquotas e colocadas em gelo. Seguidamente adicionaram-se a cada
amostra para HPLC 1800 pl de solucdo tampdo e 200 ul de colostro bovino aquecido.
As amostras foram colocadas numa placa de agitacdo termoregulada a 9°C durante 15
minutos a 1400 rpm e posteriormente numa centrifuga a 4°C durante 15 min a 1400
rpm. Seguiu-se o processo de filtracdo prévio a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Ja no estudo da atividade da lactoperoxidase, pipetou-se 2,20 mL de solucdo tampao,
0,70 mL de &cido 2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e 0,10 mL
de &gua oxigenada (H,0,). Misturou-se por inversdo. De seguida adicionaram-se 0,05
mL de solucdo colostro aquecido. Por fim misturou-se por inversdo e registou-se o
aumento da absorvancia 436 até aproximadamente 2 minutos. Foi possivel identificar a
IgM, IgA e 1gG no colostro através da cromatografia liquida de alta eficiéncia e
verificar que a IgG é cem vezes mais abundante do que as restantes imunoglobulinas.
As condicOes ideais para o tratamento térmico do colostro bovino foram verificadas a
uma temperatura de 60°C mantida durante 60 minutos, em que se observou uma reducéo
minima nos niveis de concentraces IgG e um minimo de alteracdo na viscosidade.
Relativamente a atividade da lactoperoxidase, confirmou-se a estabilidade térmica até
0s 70°C durante 1 hora de tratamento.

Palavras-chave: colostro, imunoglobulinas, pasteurizacdo, tratamento térmico,

lactoperoxidase



ABSTRACT

Bovine colostrum because of its high nutrient content has been the subject of
many studies in order to determine the thermal stability of its constituents. The aim of
this study was to characterize and observe the behavior of the constituent proteins from
colostrum when subjected to heat treatment and identify the optimal processing
conditions. It is also sought to identify the optimum temperature. The methods used
were hight pressure liquid chromatography (HPLC) and enzymatic determination of

lactoperoxidase activity.

Bovine colostrum contains 50 g of 1gG/L, and the concentration of this protein is
used as an indicator of quality. Colostrum was stored in a refrigerator at 4 ° C and
subsequently subjected to the following temperatures: 55, 60, 65 and 70 ° C for one
hour. Every 5 minutes after application of the temperature treatment aliquots of
colostrum were removed and placed on ice. Subsequently, 1800 ul of buffer solution
was added to 200 pl samples of heated bovine colostrum. The samples were placed on a
stirring plate at 9 °C for 15 minutes and then centrifugated at 1400 rpm for 15 min at 4 °
C and subsequently filtered to remove solid matter and analysed by HPLC. To
determine the lactoperoxidase activity 2.20 mL of buffer, 0.70 of mL of 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) and 0.10 mL of hydrogen
peroxide (H20,), were added to (0.05 ml) heat treated colostrums and mixed by
inversion. Lactoperoxidase activity in the heat treated colostrums was analysed in a
spectrophotometer by monitoring the change in absorbance at 436 nm at 2 minute

intervals over 60 minutes.

The optimal conditions for heat treatment that minimized the loss of 1gG and
lactoperoxidase activity in bovine colostrums were 60 °C for 60 minutes. When bovine
colostrum was heated at 60 ° C for 60 minutes there was a minor reduction in IgG
concentrations and minimal change in the viscosity. Lactoperoxidase was not a good
proxy for monitoring the impact of heat treatment on colostrums as it was much more
stable than IgG and heat treatment, 70 ° C for 1 hour treatment did not significantly

modify the activity of the enzyme.

Keywords: colostrum, immunoglobulins, pasteurization, heat treatment and

lactoperoxidase
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Introducéo

1. INTRODUCAO

O estudo do comportamento das proteinas do colostro, mais precisamente do
colostro bovino, quando submetido a diferentes temperaturas, tem sido motivo de
analise devido ao colostro ser considerado o melhor reforgco natural imunologico. Além
disso, 0 colostro tem grande potencial para a industria farmacéutica, € um excelente
nutracéutico, uma mais valia para doencas gastrointestinais e autoimunes e eficaz para
0 aumento da forca e da resisténcia dos atletas de alta competigdo [1].

O colostro é o primeiro leite produzido pelas glandulas mamarias no fim da
gravidez e nos primeiros dias pos-parto. Esta substancia € importante para todos os
mamiferos devido ao seu elevado teor de nutrientes e a sua capacidade de fazer a
transferéncia imunolégica passiva de Imunoglobulinas (Ig), leucécitos e outros
componentes imunoldgicos. A protecdo passiva imunoldgica é conseguida pela ingestdo
e absorcdo de quantidades adequadas de imunoglobulinas até que o sistema
imunolégico do bezerro se torne completamente funcional. A quantidade de colostro
fornecido é um fator que influencia as primeiras horas de vida do recém-nascido e
confere protecdo contra a exposicdo as doencas [2].No entanto, ainda assim,varias
doengas, incluindo a doenga de Johne’s (Mycobacterium avium ssp paratuberculosis),

podem ser transmitidas através do colostro.

A produgdo animal é caraterizada por ser uma atividade de grande referéncia
para o desenvolvimento econdémico, social e ambiental. E importante referir que ndo se
deve agredir os critérios de sustentabilidade e a presenca dos recursos naturais. Como
objetivo principal, a producdo animal tenta aumentar ao maximo a produtividade
respeitando sempre a diversidade biologica [3]. Relativamente a alimentacdo dos
bezerros, caso as vacas ndo possuam um colostro de qualidade 50 g de IgG/L os
bezerros devem obrigatoriamente ser separados das maes e a alimentacdo artificial tem
de ser administrada. O objetivo principal deste estudo é a obtencdo de um colostro
bovino com a maior quantidade possivel de nutrientes de forma a poder ser aproveitado

para 0 consumo humano.

No que diz respeito a colheita e armazenamento do colostro para fins de

obtencgdo de suplemento alimentar e para manter o primeiro leite em boas condicGes é
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Introducéo

preciso ter em atencdo um conjunto de fatores. Para evitar a proliferacdo bateriana
varias estratégias sao utilizadas, como por exemplo: o congelamento, refrigeracéo, o uso
de conservantes e utilizacdo de garrafas previamente higienizadas com detergente
neutro sem a presenca de ar. Um outro método usado para reduzir ou eliminar as
bactérias é o tratamento térmico no colostro fresco, que sera explicado posteriormente
[4]. Contudo, pesquisas adicionais devem ser feitas de modo a determinar se 0s estudos
laboratoriais podem ser realizados em grande escala e se a comercializagdo de sistemas

de pasteurizacdo é viavel tendo em conta todos os custos envolventes.

A producdo animal e o processamente alimentar sdo temas que podem ser
abordados na engenharia biologica. Assim, 0 processo de isolamento e purificagcdo
através da cromatografia de troca ionica, cromatografia de afinidade e cromatografia de
interacdo hidrofdbica do colostro bovino, sdo métodos que podem ser aplicados e que

podem ser promissores para a industria biotecnoldgica [5].

1.1. Colostro

O colostro é um fluido amarelado de viscosidade elevada e uma fonte rica em
nutrientes e anticorpos necessarios para a proteccdo do recém-nascido contra doencas
infeciosas nos primeiros dias de vida. O recém-nascido € alimentado nos primeiros dias
de vida por este primeiro leite, seguidamente na segunda semana de vida passa a ser
alimentado com leite maduro. O colostro bovino é produzido durante a gravidez, mais
especificamente no Gltimo trimestre de gestacdo até alguns dias depois do parto. Caso
o colostro queira ser armazenado, este deve ser obtido entre o primeiro e o quinto dia
ap6s o parto uma vez que passadas 72 horas 0s niveis de anticorpos descem
consideravelmente [6]. Os componentes que existem em maior quantidade séo a IgG, a
IgM, a IgA, contudo o colostro também possui péptidos antimicrobianos de elevada

importancia como por exemplo: a lactoperoxidase e a lactofarina [7].

A nascenca, o sistema imunoldgico dos bezerros ndo possui capacidade
suficiente para produzir anticorpos necessarios para a luta contra qualquer infecéo [8].
Deste modo, o colostro, sendo a primeira secrecdo das glandulas mamarias, confere aos
bezerros a protecdo imunoldgica necessaria para as primeiras semanas de vida [9].
Conferindo ndo s6 imunidade passiva como também efeitos no desenvolvimento do

intestino do recém nascido desde que o recém-nascido tenha: fatores de crescimento,
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Introducéo

citocinas, nucledtidos, poliaminas, enzimas, lactoferina, lisozimas, insulinas, IGF 1 e
IGF 2 (Tabela 1) [10]. Outra importancia do colostro foi verificada na circunferéncia,
area, altura e profundidade das vilosidades do duodeno, uma vez a que estas eram
maiores nos bezerros que tinham sido alimentados com colostro e por consequéncia
havia melhorias a nivel da capacidade de absor¢do nos animais alimentados com

colostro [10].

O primeiro leite contém proteinas, aminodcidos essenciais e ndo essenciais,
acidos gordos, lactose, vitaminas e minerais (Tabela 1). Exceptuando a lactose, o
colostro contém uma concentracdo de nutrientes, niveis energeéticos, proteicos e de
minerais mais elevada do que o leite maduro [11]. Esta substancia pode também ajudar
a reconstituir o sistema imune, enquanto favorece o crescimento celular e a reparagéo de
tecidos. Além disso, é um alimento que protege e promove a saude. Por este motivo, as
empresas biotecnoldgicas estdo trabalhando para clonar e reproduzir grandes

quantidades dos principais compostos presentes no colostro [1].

Durante a formacdo do colostro da-se a transferéncia de Igs maternas presentes
no sangue para o colostro que vai ser formado nas glandulas mamarias com a finalidade
de alimentar o recém-nascido. A producdo do colostro pelas glandulas mamarias
comega Varias semanas antes do parto e continua até 0 momento do nascimento, altura
em que a sua producdo comeca logo a diminuir sendo depois substituida pelo leite
maduro. Os niveis elevados de estrogénio e 0s niveis baixos de progesterona coincidem
com a transferéncia de IgG através dos recetores das células mamarias. A prolatina faz
diminuir a regulacao recetiva de IgG responsavel pela transferéncia de Ig da mée para
0 epitélio mamério [12].

Na producdo animal, o periodo seco, isto €, o periodo de descanso, a nutricao, a
raca e o programa de vacinagdo sdo alguns dos fatores que influenciam a producéo do
colostro. Foi comprovado que a diminuicdo da duracdo do periodo seco dos tradicionais
55 dias para 34 dias ndo alterava a concentracdo de Ig. Mas caso o periodo seco fosse
omitido na sua totalidade diminuia duma forma rapida a concentragdo de Ig do colostro
bovino. Foi também confirmado que a vacinacao iria aumentar a concentracdo de Ig no

colostro contra agentes patogénicos especificos [4].
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1.2. Composicao do colostro bovino

O primeiro leite, tem um total de so6lidos de 23,9 %. Na primeira ordenha possui
6,7% de lipidos e 14,9% de proteinas. Estes valores caem para 4,0% e 3,1%,
respetivamente, no sexto dia. A energia fornecida do colostro através da gordura é
importante para a termoregulacéo e para a gliconeogénese do recém-nascido. O elevado
nivel de proteinas, de g, caseina, albumina e outras proteinas nutricionais que fornecem
aminoacidos para o bezerro sdo fundamentais para 0 comeco da sintese proteica e a
homeostase [4]. Existem diversos estudos sobre a composic¢ao do colostro bovino, esta
vai variando a sua composicdo ao longo da sua producao. A composic¢do do colostro
logo apos o parto (1), numa segunda fase ou segunda ordenha(2) isto €, 24h apds parto
e a terceira ordenha (3) 72h apds parto encontra-se apresentada na Tabela 1 assim como

a composicéo do leite maduro.

Tabela 1. Composicéo do colostro bovino da primeira, segunda e terceira ordenha e do leite maduro.
Adaptado de [10].

Colostrum milking Mature
Nutrient or compound 1 2 3 milk
Dry matter, /L 245.00 190.00 160.00 122.00
Crude ash, g/l 18.00 10.00 10.00 7.00
Gross energy, MI/L 6.00 4.80 390 280
Crude fat, gL 64.00 56.00 46.00 39.00
Crude protein, gL 133.00 £5.00 62.00 32.00
Solids-non-fat, g/L 167.00 122.00 98.00 88.00
Casein, g/l 48.00 43.00 38.00 25.00
Lactose, g/L 27.00 39.00 4400 50.00
Ash, gL 11.10 9.50 8.70 7.40
Immunoglobulins, g/L 81.00 58.00 17.00 =2.00
Lactoferrin, g/l 1.84 0.86 046 ND
Trasferrin, g/l 0.35 0.44 039 ND
v-Glutamyltransferase, pkat-‘l.l 509.00 284.00 145.00 52.00
TNF-a, pg/L 5.00 ND ND =2.00
Insulin, pg/L 65.00 35.00 16.00 1.00
Glucagon, pg/L 0.16 0.08 0.08 0.01
Prolactin, pg/L 280.00 180.00 150.00 15.00
Growth hormone, pg/L 140 0.50 <1.00 <1.00
IGF-I, pg/L 310.00 195.00 105.00 =200
IGF-II, pg'L 150.00 ND ND ND
Retinol, pg'g 4.90 - - 0.37
Tocopherol, ug'g 292 - - 0.28
p-Carotene, pg/g 0.68 - - 027
Thiamin, pg/mL 0.90 - - 0.45
Riboflavin, pg/mL 4,55 - - 1.75
Niacin, pg/mL 0.34 - - 0.90
Vitamin By, pg/mL 0.60 - - 0.01
Ca, mgkg 4.716.10 - - 1.300.00
Mg, mg'ke 73324 - - 100.00
Na, mg'kg 1,058.93 - - 400.00
K, mgkg 2,845.89 - - 1,500.00
Zn, mg'kg 38.10 - - 3350
Fe, mg/kg 5.33 . - 0.75
Cu, mg'kg 034 - - 0.10
Mn, mg'kg 0.10 - - 0.01

TuKatL = microkattal/L.
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Na Tabela 1 observa-se a descida da quantidade de nutrientes do colostro da

primeira ordenha até a terceira. Também é possivel verificar que o leite maduro possui

menor quantidade nutrientes exceptuado a lactose (50 puKat/L) quando comparado com

os valores para o colostro bovino. A riqueza em nutrientes, imunoglobulinas, fatores de

crescimento no colostro bovino relativamente ao leite maduro evidencia o potencial do

colostro.

1.2.1. Imunoglobulinas

O colostro contém grandes quantidades de imunoglobulinas (Ig) que séo

transferidas atraves da mée para os seus descendentes [13][14]. Este transporte € feito a

partir das glandulas mamarias, que comeca semanas antes do parto e atinge o pico

maximo no terceiro dia apos o parto [15].

Existem trés grandes tipos de imunoglobulinas no
colostro bovino: IgG, IgM e IgA. A quantidade de IgG,
IgM e IgA no colostro bovino sdo de 85%, 5% e 7%
respetivamente [13]. A 1gG consegue atravessar a placenta
e possui elevada capacidade de ligagdo para o antigeno. A
IgM é uma molécula pentamérica que funciona como o
recetor para 0 antigénio e que se encontra a nivel
intravascular e a IgA é uma estrutura monomeérica de quatro
cadeias basica que fornece imunidade local sendo secretada

nas mucosas [16].

Os varios tipos de imunoglobulinas tém funcgdes
importantes a nivel fisiologico, mas a quantidade
predominante de 1IgG faz com que este tipo de
imunoglobulinas seja um indicador adequado para a
transferéncia de imunidade passiva [17]. A 1gG pode por sua

vez, ser dividida em duas subclasses nos bovinos: IgG; e

Antigen Antigen
binding-site binding-site

Light
chaln

Disulfida Hinge region

bonds

A4 Heavy chain

COOH

Figura 1. Representacdo da estrutura de
um anticorpo, com indica¢do das cadeias
leves e pesadas ligadas por pontes de
dissulfeto, respetivas regides constantes
(representadas com cor azul claro) e
variaveis (representadas com cor laranja),
e locais de de ligagdo do antigénio.
Adaptado de (Butler, 1998)

1gG, [14] estando o ponto isoeletrico da 1gG; entre 5.5 e 6.8 e da 1gG; entre 7.5 e 8.3.

E importante referir que a IgG; esta presente em 90% da 1gG total [18].
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Caso o colostro bovino tivesse baixos niveis de IgG, haveria uma reducdo na
eficiéncia da fungéo do colostro, mais especificamente na imunidade passiva. As vacas
que possuissem um colostro com niveis reduzidos de IgG, faziam aumentar a
probabilidade  de desenvolver pnemonia nos bezerros recém-nascidos. Caso a
concentracdo de proteina total fosse inferior a 50g/L estariam o0s vitelos mais suceptiveis
a morte [19][20]. Assim, niveis adequados de imunoglobulinas nos bezerros, sdo
capazes de desativar numa fase precoce a invasao de patogéneos e estimulavam o seu

crescimento [21].

1.2.2. Lactoferrina

E uma glicoproteina de ligacio de ferro com propriedades antibaterianas e
antivirais. O seu peso molecular é de 80 kDa. Esta proteina consegue manter o ferro
ligado a um pH baixo. A concentracdo de lactoferrina (Lf) no colostro bovino é de 1,5-5
mg/mL [18]. Tem um papel fundamental ndo apenas contra microorganismos, mas
também contra respostas imunitarias excessivas prejudiciais ao hospedeiro [22]. A Lf é
considerada como a primeira linha de defesa contra vérias infegdes microbianas
podendo ser bactericida ou bacteriostatica devido ao sequestro de ferro no local da
inflamacdo. Outros efeitos da Lf incluem atividade anti-viral, anti-parasita e antifungica
[22]. Também possui atividade indireta, na prevencdo da invasdo do microrganismo,
bloqueando a sua interacdo com o0s recetores utilizados para a entrada na célula
hospedeira [23]. Em relagdo ao pH e a estabilidade térmica, a lactoferrina € muito
estavel entre pH 4,0 e 7 e a temperaturas elevadas (90 e 100 ° C) durante 5 minutos. A
lactoferrina tratada a um pH de 2,0 ou 3,0 e a 100 ou a 120°C durante 5 min foi

aparentemente degradada, sendo o ponto isoeléctrico a pH 8 [24].

1.2.3. Lactoperoxidase

Faz parte da familia das peroxidases. Esta enzima é uma oxidorredutase
segregada a partir do leite e tem um papel importante na protecdo da glandula mamaria
e no trato intestinal do recém-nascidos contra microorganismos patogénicos [25].As
reaccOes de lactoperoxidase no chamado sistema lactoperoxidase séo inofensivas para
as células dos mamiferos [26]. Este sistema consiste em trés componentes:
lactoperoxidase, tiocianato e perdxido de hidrogenio (H,0,) e s6 é ativado na presenca
simultanea de todos eles. A lactoperoxidase catalisa a oxidagdo de tiocianato (SCNK)
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por peroxido de hidrogénio e gera produtos intermédiarios com propriedades
antibaterianas. Estes produtos tém efeitos antimicrobianos contra bactérias, fungos e
virus. Esta glicoproteina tem um peso molecular de aproximadamente 78 kDa. A
concentracdo da lactoperoxidase no colostro de vaca tem cerca de 30 mg/L, que é a
mesma presente no leite maduro. A sua destruicdo tem sido utilizada como um indice de
eficiéncia de pasteurizacdo de leite. A desnaturacdo pelo calor de lactoperoxidase
comeca a partir dos 70 °C [27]. A lactoperoxidase € menos estavel ao calor sob
condigdes acidas, possivelmente devido a libertacdo de calcio a partir da molécula
inicial. A lactoperoxidase é desativada por armazenamento a pH 3 e a sua desnaturacao
foi observada a valores de pH 4. Valores de pH até 10 parecem ndo desativar a
lactoperoxidase a temperatura ambiente. O pH 6timo da reacdo catalisada por
lactoperoxidase foi estudado através do acido 2,2-azino bis- 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS) como substrato e encontra-se entre pH 5 e 6, dependendo das
concentracdes de ABTS e H,0,. O seu ponto isoeléctrico é a pH 9,6. A lactoperoxidase
é relativamente estavel a enzimas proteoliticas; no entanto, parece ser muito sensivel a

luz, na presenca de riboflavina, composto organico das vitaminas [28].

1.2.4. Lisozima

A lisozima é chamada de N-acetylmuramidase ou muramidase. E uma enzima
do tipo hidrdlise que catalisa a degradacdo de polimeros do peptidoglicano da parede
celular bateriana na ligacdo p-1,4 entre 4&cido N-acetilmurdamico e a N-
acetilglucosamina, assim consegue lisar as bactérias mais sensiveis. A massa molecular
é de 14 307 Da. A lisozima parece inibir ndo s6 as bactérias onde a camada de
peptidoglicano é um componente importante da sua parede celular, mas também a virus
e microrganismos eucarioticos de uma camada de peptidoglicano, sugerindo uma
atuacdo por outros mecanismos de acdo do que a atividade hidrolitica; o mais provavel é
que a interacdo seja feita com a camada lipidica da membrana interna. A nivel pratico, a
lisozima tem aplicacdo na conservacdo de alimentos, como por exemplo a clara de ovo
ja e utilizada com sucesso como um antimicrobiano em muitos alimentos,
especialmente em queijos e teve avaliagfes positivas na agéncias reguladoras
internacionais, como a OMS [29]. A concentracdo de lisozima no colostro bovino é
entre 0,3 e 0,8 mg/L, uma diminuicdo de 0,1 mg/L € verificada no leite maduro. A

lisozima tem uma atividade dptima entre 40 e 45 ° C, mas permanece ativa até os 62 °C.
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Se a lisozima for adicionada a temperaturas mais baixas, a taxa de atividade vai
abrandar drasticamente. A atividade de lisozima é mais elevada a partir de um pH de 3,5
a 7,0, embora a lisozima seja ativada ao longo de um intervalo de pH 2,0-10,0. O ponto
isoeléctrico é a pH 11,35 [30].

1.2.5. a-lactalbumina

E uma proteina que estd presente no leite de todos os mamiferos. E um
componente do complexo da sintese de lactose na glandula mamaria e esta, por
conseguinte, presente em concentracdes relativamente elevadas no leite de espécies com
alta concentracéo de lactose, incluindo o leite humano. O leite bovino contém menos de
a-lactalbumina, mas fracdes de proteinas humanas enriquecidas com a-lactalbumina
pode agora ser adicionada a formula para lactentes de forma a proporcionar alguns dos
beneficios de a-lactaloumina humano. Pesquisas recentes sugerem que a-lactalboumina
pode exercer propriedades antibaterianas e imunoestimulantes, devido aos péptidos
envolvidos na digestdo e, possivelmente, por ter um papel na apoptose. O seu ponto
isoeléctrico esta entre pH 4,2 e 4,6 e é altamente solivel em solucdes de agua e sal.
Quando esta exposta a pH baixo, tal como iria ocorrer no estbmago, a -lactaloumina
pode ser transformada no que é chamado um estado "glébulo fundido". Esta estrutura é
um intermediario entre o estado nativo e no estado completamente desnaturado, e é
provavel que seja importante para a digestdo proteolitica de o-lactaloumina. Outras
condicBGes podem também transformar a proteina no seu estado de glébulo fundido, tal
como um pH alcalino, o tratamento com calor moderado ou a adi¢do de iGes metalicos,
tais como o zinco. O peso molecular é de 14 178 Da [31]. Concentracdo de o-

lactalbumina no colostro bovino é de 2 g/L [32].

1.2.6. B-lactoglobulina

E a principal proteina de soro do leite de ruminantes e também esta presente no
leite de outras espécies. Pertence a familia das proteinas lipocalinas, que envolve uma
funcédo de ligacdo do ligando e tem-se especulado que uma fungéo semelhante deve ser
a razao fisioldgica para as quantidades significativas de p-lactoglobulina encontrados no

leite. A B-lactoglobulina é uma pequena proteina, solivel em solucdo salina diluida,
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como convém numa globulina, com peso molecular de cerca de 18 400 Da [33]. O

ponto isoeléctrico é pH 5,1. Sendo a concentracdo no colostro bovino de 8 g/L [32].

1.3. Comparacdo dos constituintes do colostro bovino com
leite bovino e com colostro humano

O colostro bovino comparativamente ao leite bovino apresenta diferencas na sua
constituicdo como se pode verificar na Figura 1 e e na Tabela 1. Os principais
constituintes do colostro bovino, como ja antes mencionado, sdo as imunoglobulinas
(75%). Seguidamente, numa percentagem menor, encontra-se a caseina, depois a -
lactoglobulina, a-lactaloumina e por fim a lactofarina. Ja no leite bovino, a percentagem
dos constituintes, muda drasticamente, uma vez que as imunoglobulinas tornam-se
quase inexistentes, sendo a caseina 0 constituinte presente em maior percentagem
(~80%).

Bovine colostrum Bovine milk

Glycomacropeptid Lactoferrin

Lactoferrin Y Lactoperoxidase
— Immunoglobulins L!,rsozyrn@el

B-Lactoglobulin
a-Lactalbumin Lactoperoxidace

o-Lactalbumin

Lysozyme

-Lactoglobulin

Figura 2. Proteinas principais do colostro e leite bovino evidenciando a relagdo de proporcionalidade
de todos os constituintes. Adaptado de [32].

E importante ter nogdo que existem também diferencas a nivel nutricional e
imunolégico relativamente ao colostro humano e ao colostro bovino. Estas diferencas
podem ser visualizadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicéo nutricional do colostro humano e bovino. Adaptado de [1]

Nutritional factor Human Colostrum Bovine Colostrum
Energy(kcal) 58 ~130
Proteini(g) 3.7 ~14.9
lactose(g) 5.3 ~2.6
Fat(g) 2.9 ~6.7
*per 100ml of colostrum

Na Tabela 2, verifica-se que a percentagem mais elevada dos fatores nutricionais
encontra-se no colostro bovino, esta € uma das razbes pela qual as investigacdes sdo
sempre efetuadas no colostro bovino e ndo no colostro humano. Outra explicacdo para
o0s investigadores optarem sempre pelo colostro bovino é devido a facilidade na sua
obteng&o e ao custo reduzido.

Relativamente as imunoglobulinas predominantes é importante referir que a IgA

¢ a imunoglobulina presente em maior quantidade no colostro humano.
1.4. Avaliacdo de reducao microbiana

Nos ultimos anos, tem havido uma maior preocupacdo com a contagem
microbiana do colostro. A contaminac¢do microbiana pode ocorrer pela secrecdo a partir
das glandulas mamarias, pela contaminacdo das glandulas mamarias e do Ubere, pela
contaminacdo do equipamento de ordenha ou por recipientes de armazenamento
contaminados. Os contaminantes no colostro inclui: as bactérias de pele bovina,
contaminantes ambientais ou fecais. Um exemplo de microrganismos que podem ser
encontrados no colostro, por secrecdo ou por contaminacdo durante a ordenha ou pelo
processo de armazenamento sd@o: Mycobacterium avium. paratuberculosis, Salmonella,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, streptococcus spp.,

M. paratuberculosis e virus da leucemia bovina [34].

A colheita do colostro logo ap0s o parto € uma estratégia que evita infecdes
intramamarias. A limpeza da tetina final é essencial para minimizar a contaminacao
microbiana do colostro. Apos a colheita, é necessario saber onde vai ser armazenado o

primeiro leite e qual o equipamento que vai ser utilizado de forma a evitar fontes de
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contaminacdo bateriana. Os locais de armazenamento e 0s equipamentos utilizados
devem estar em perfeitas condi¢cbes de assepcia. Uma outra possivel causa de
contaminagdo encontra-se nas temperaturas usadas para 0 armazenamento, se for a
temperatura ambiente, com ou sem conservantes, ou com refrigeracdo. A maior reducao
microbiana verificou-se quando o colostro foi refrigerado com conservante. Contudo o
congelamento do colostro é considerada a melhor opcdo para preservar o conteldo
nutricional [35].

1.5. O colostro como alimento funcional

O colostro bovino é considerado um excelente suplemento nutricional
especialmente para os idosos, que precisam de neutralizar os efeitos imuno-supressores
do stress, doenca e muita comida "preparada” consumida na dieta alimentar [36]. O
colostro hiperimune ou leite preparado destinado a grupos de consumidores especificos
podem desempenhar um papel importante na area da salde, uma vez que é possivel
promover uma dieta com base nestes produtos e usar como alternativa ou complemento
para regimes de tratamentos médicos. A 1g no colostro bovino pode ser usada como
suplemento imunoldgico para criangas e outros alimentos hiperimunes. Um suplemento
alimentar contendo colostro bovino processado, peroxido de magnésio (como fonte de
oxigénio activo), uma vitamina (por exemplo, vitamina C) e succinato de magnésio
pode ser uma excelente ideia para um alimento funcional. Hoje em dia, é possivel
encontrar uma grande variedade de suplementos em forma de comprimido ou céapsula,
apresentando as vantagens de colostro, oxigénio ativo e outros ingredientes benéficos
para a salde humana. As aplica¢bes dos produtos obtidos a partir do colostro bovino em
nutricdo clinica humana foram analisadas e o sucesso conseguido no tratamento e
prevencdo de infecGes do trato digestivo em criangas foi confirmado. Foi demonstrado
que a ingestdo de Ig tinha atividade neutralizante contra o rotavirus impedindo a
ocorréncia de diarreia. Assim, as Ig presentes no colostro bovino podem ser utilizadas

como suplemento imunolégico e outros alimentos hiperimunes para as criangas [2].
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1.6. Capacidade de cicatrizacao de feridas

Além de proporcionar excelente suporte imunolégico, o colostro tem influéncia
na reparacéo e crescimento muscular-esquelético. Estudos revelaram que o colostro é a
unica fonte natural de dois principais fatores de crescimento, ou seja, os fatores de
crescimento transformador alfa e beta e a insulina como fatores de crescimento (IGF-1 e
IGF-2) [37] . Estes fatores de crescimento tém capacidade de reparacdo muscular e de
cartilagem bioquimicamente excelentes. Promovem a cicatrizagdo de feridas e possuem
excelentes implicacbes para trauma e cura cirargica. A TGF-o e TGF-B estao
envolvidos em atividades celulares, tais como desenvolvimento embrionario, a
proliferacdo celular e a reparacdo de tecidos. IGF-1 ajuda na cicatrizacdo de feridas,
pode retardar o catabolismo e é o Unico fator de crescimento que pode estimular o
crescimento muscular e reparar por si s6. O seu papel na diferenciacdo, reparacao e de
sintese, bem como a sua interacdo com outros fatores de crescimento necessarios,

resulta em efeitos regenerativos em quase todas as células estruturais do corpo humano

[2].

O colostro bovino apresenta um custo reduzido, a sua producéo existe em grande
volume, o processamento do colostro é semelhante ao do leite, isto é, o sistemas de
recolha do leite pode ser adoptado para a recolha do colostro. Relativamente a
engenharia genética, existe a possibilidade de criar um recombinante, a partir de uma
proteina de interesse. As técnicas do DNA recombinante tém sido utilizadas no
melhoramento genético de animais para que produzam maior quantidade de leite e para
que desenvolvam maior massa corporal para producéo de carne. Como exemplo, o gene
para a hormona de crescimento foi isolado das vacas e clonado em Escherichia coli.
Estas bactérias produzem grandes quantidades de hormona do crescimento bovino, que
administrado ao gado leiteiro aumenta a producdo de leite. Além disso, outros animais
geneticamente modificados estdo sendo desenvolvidos para levar genes codificadores de

produtos farmacéuticos [38].
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Hoje em dia, o uso do colostro bovino ja esta a ser explorado na inddstria
farmacéutica. Véarios produtos comerciais ja foram fabricados e estdo disponiveis no

mercado. Como por exemplo:

a) Gastrogard, um produto utilizado para evitar a diarréia causada por rotavirus
em criancas fabricado do laboratorio Northfield na Austrélia.

b) PRO-imune, um produto utilizado nos bezerros para evitar diarréia causadas
por E. Coli, fabricado em GalaGen, nos EUA.

C) Bioenervi, um produto a base de colostro para proporcionar crescimento
durante a atividade fisica, por exemplo, na formacdo de atleta, fabricado no

laboratorio Bio Products na Finlandia.

1.7. Pasteurizacéo

A pasteurizacdo € um processo obrigatorio na industria de lacticinios. Assim nao
deve ser desprezado pelas industrias interessadas em explorar o uso do colostro para a
fabricagdo de por exemplo: nutracéuticos. Existem também diversos estudos em curso
que pretendem avaliar a melhor maneira de conservar o valor nutritivo do colostro. A
pasteurizacdo € uma delas. Este é um processo de aquecimento que destroi
microrganismos patogénicos. Esta tecnologia evita a transmissdo de doencas, reduz a
carga bateriana do leite, elimina bactérias indesejadas e prolonga a vida do leite e dos
seus derivados. Contudo pode eliminar bactérias benéficas e alterar o sabor do leite
[39]. A pasteurizacdo devia diminuir o nimero de microrganismos sobreviventes
excepto aqueles resistentes ao calor como por exemplo Mycobacterium tuberculosis e
Coxiella burnetii. Também devia atrasar ou parar a decomposicdo de alimentos
assegurando ao produto um bom prazo de validade sem pbr em risco a sua qualidade
[40]. Tratamentos com elevadas temperaturas sdao os métodos de preservacdo mais
utilizados na industria alimentar. As temperaturas geralmente usadas estdo abaixo do
ponto de ebulicdo da agua. Os processos de pasteurizacdo podem ser divididos de
acordo com a temperatura e o tempo aplicado. Existem varios métodos entre 0s quais: 0
HTST a 72°C durante 15 segundos, a pasteurizagdo lenta a 62°C durante 30 min e a
pasteurizacdo muito rapida (UHT) quando a temperatura vai de 130°C a 150°C durante
trés a cinco segundos antes do processo de empacotamento. A diferenca encontrada no

uso de HTST e UHT esta no prazo de validade sendo maior no UHT de 6-9 meses [41].
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UP é um processo semelhante ao HTST mudando apenas o equipamento. No momento
de fazer a escolha do método mais apropriado é necessario verificar o teor de gordura
existente no produto de forma a escolher o tratamento mais eficaz [42]. Ainda assim, 0
maior desafio para a ado¢do de tratamentos térmicos de pasteurizacdo é a dificuldade da
aplicacdo de calor suficiente para todas as superficies do alimento durante o tempo
suficiente de forma a causar uma reducdo significativa no niamero de microrganismos

sem cozinhar a superficie do alimento [43].

1.8. Efeitos do tratamento térmico no colostro e no leite

O estudo do processo de aquecimento do colostro comegou em 1923, tinha
como objetivo descobrir o tempo e a temperatura necessaria para desativar 0s
organismos de tuberculose sem espessamento do colostro. Deste estudo concluiu-se que
0 colostro podia ser tratado a 60°C até trés horas para desativar a bactéria da
tuberculose e para evitar que o produto aumentasse a sua viscosidade [44]. Ja em 2000,
outro estudo usou 20 bezerros e duas diferentes temperaturas, 76°C e 63°C e comparou
o efeito na concentracdo de Igs apds 24 horas. Quando se recorreu a temperatura mais
elevada (76°C) verificou-se que  Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis era
resistente a altas temperaturas. Esta temperatura era geralmente utilizada para a
pasteurizacdo. Os bezerros que foram submetidos a essa temperatura tiveram niveis
mais baixos de Ig no colostro relativamente aos vitelos que receberam tratamento
térmico colostro a 63°C [45]. Por fim em 2003, o colostro foi aquecido a 63°C durante
30 minutos para estudar os efeitos de pasteurizacdo no colostro e a transferéncia passiva
de Ig do colostro para o bezerro. Os autores verificaram uma perda média de 26,2% nas
Igs do colostro devido ao processo de tratamento térmico. A percentagem de perda de Ig
no colostro foi aparentemente mais elevada em lotes maiores, 95 L, do que quando
usados pequenos lotes de 57 L. Relativamente a transferéncia passiva, verificou-se uma
diminuicdo nos niveis de Ig transferidos passivamente em bezerros alimentados com
colostro tratado termicamente comparado com aqueles alimentados com colostro nédo

aquecido [35].

As imunoglobulinas quando submetidas a temperaturas de 75 °C podem reduzir

as concentragds de 1gG em 40% em 5 min, e em 100% a 95 °C durante 15s [46]. A

25



Introducéo

exposicao ao calor provoca alteragdes conformacionais na molécula de 1gG. A atividade
de ligacdo ao antigénio de 1gG de bovino também é reduzida ap6s tratamento térmico.
Isto coincide com estudos que sugerem que a regido de ligacdo ao antigénlio da
molécula de imunoglobulina é mais termolabil do que as outras regides da molécula
[47]. As IgG detetaveis no colostro ou no soro colostral também séo reduzidas por
tratamento térmico, no entanto, a uma taxa mais lenta do que para 1gG isoladas.
Protetores térmicos tais como acgucares ou glicerol podem aumentar a estabilidade da
IgG isolada a tratamento térmico [46].0s campos eléctricos pulsados a alta tensdo tém
sido usados como metodo de tratamento ndo térmico de pasteurizacdo em Vvarios
alimentos, ndo havendo alteracdo na estrutura secundaria ou na estabilidade térmica da

estrutura secundaria do 1gG nem na atividade de ligacéo ao antigénio [48].

O tratamento térmico do leite e do colostro é um método utilizado para reduzir a
carga microbiana e, assim, proporcionar um produto mais higiénico, preservando 0s
componentes nutricionais imunoldgicos. O tratamento térmico do leite é relativamente
simples quando comparado com o do colostro. Sabe-se que as Igs do colostro séo
cruciais para o bezerro recém-nascido, assim qualquer tratamento ndo deve reduzir
significativamente as propriedades imunoldgicas do colostro. A recolha e
armazenamento de colostro de vacas logo apds o parto tem sido um procedimento
frequente e eficaz. O colostro armazenado é utilizado para alimentar bezerros recém-

nascidos de forma a garantir a absorc¢ao adequada de IgG para a protecdo do bezerro.

1.9. Efeitos do pH no leite e no colostro bovino

Inicialmente durante o processo de lactagdo o pH das secre¢fes mamarias
bovinas sdo de 6.4, de seguida, ocorre um aumento ao longo de varios dias para um pH
de 6,6-6,9. Este pH é caracteristico do leite maduro. Desta forma, o colostro bovino é
ligeiramente mais acido do que o leite maduro. Estudos da estabilidade das Igs isoladas
durante um intervalo de pH indicaram que a IgG isolada a partir do leite bovino é
estavel durante varias horas a 37 ° C quando o pH estava entre 6-7, no entanto a
estabilidade é significativamente reduzida a pH < 3 e pH >10 . O efeito negativo do pH
na estabilidade de 1gG, mesmo na gama de 4,5-6,5, € aumentada em condicdes de

temperatura elevada. Uma boa alternativa para o colostro bovino ndo sofrer grande
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alteracdo fase aos pH utilizados e de forma a garantir a elevada concentracdo de IgG,
seria a utilizacdo de uma emulsdo mdltipla para encapsular IgG do leite de forma a
aumentar a estabilidade da proteina contra condi¢Bes &cidas ou alcalinas extremas,

assim como contra a degradacéo proteolitica [49].

1.10. Objetivos

O estudo da estabilidade térmica dos constituintes do colostro bovino, tém vindo
a aumentar devido ao elevado teor de nutrientes que representa uma mais valia para a
melhorar a saude dos seres humanos através da criacdo de alimentos funcionais. O
tratamento térmico permite reduzir microrganismos patogénicos mantendo os niveis de
Ig. Neste estudo pretendemos avaliar o comportamento das Ig quando submetidas a
tratamento térmico por HPLC em fase reversa e a atividade da lactoperoxidase através
de um ensaio enzimético. De forma a concretizar este estudo pretendeu-se analisar a
estabilidade térmica das IgG, IgA e IgM, determinar a atividade da lactoperoxidase
quando o colostro foi submetido a 55,60,56 e 70 °C ao longo de uma hora e por fim

explorar as possiveis aplicacdes na Engenharia Bioldgica.

27



Materiais e métodos

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtencao das amostras de colostro

A amostra do colostro bovino foi obtida do Zemédélské druzstvo Kojcice
(Republica Checa). Nesta fazenda ocorrem aproximadamente trés partos por semana e
duas ordenhas diarias aumentando desta forma a disponibilidade de colostro para
analise. A vaca imediatamente ap6s o parto foi separada do bezerro recém-nascidos e
encaminhada para a sala da ordenha onde se realizou a colheita, nunca ultrapassando

doze horas depois do parto.

2.1.1. Método de colheita das amostras de colostro

Para colher a amostra, procedeu-se a limpeza e desinfecdo das glandulas
mamarias, com uso de agua e hipoclorito, secagem e desinfecdo dos orificios do
glandulas mamarias com etanol a 70%. Colheu-se 50 mL de colostro puro em um tubo
de Falcon de 50 mL. Este procedimento foi efetuado em Zemédélské druzstvo Kojéice
(Republica Checa) pelo ordenhador. A amostra foi transportada até o laboratério do
Departamento de Lacticinios, Gordura e Cosmética do ICT, Praga, Republica Checa a
4°C, em caixa de material isotérmico imersa em gelo pelo meu co-orientador VVolodymir
Skalka.

2.2.Analise das amostras de colostro

2.2.1. Processo térmico das amostras para HPLC

Foram preparadas um total de 48 amostras para andlise por HPLC, estas
amostras possuem colostro liquido de apenas um Unico bovino. Numa primeira fase,
estas foram aquecidas (Heatsensor-DUO APP032, Unisensor S.A., Liége, Belgium) a
55°C (12 amostras), 60°C (12 amostras), 65°C (12 amostras) e 70°C (12 amostras)
durante 5 em 5 minutos até uma hora. Seguidamente as amostras foram colocadas em

gelo e carregadas com 1800 ul de solucdo tamp&o (35mM de acido acético + 25 mM de
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acetato de sodio tihidratado) e 200 ul de colostro bovino. Posteriormente, as amostras
foram inseridas numa placa de agitacdo termoregulada (Eppendorf thermomixer,
thermomixer comfort, Maneko, Praga, Republica Checa) a 9°C durante 15 minutos a
1400 rpm e levou-se a cabo o processo de centrifugacdo ( Hettich Universal 320R,
Tuttlingen, Alemanha) a 4°C durante 15 min a 1400 rpm. Por fim realizou-se o
processo de filtracdo com o uso de seringas de 3mL, processo prévio a introdugdo das
amostras no HPLC. A coluna utilizada para efetuar o processo cromatografico foi
BioSep-SEC-s2000, 300x7.80mm, Phenomenex, Phenomenex Inc., Torrance, CA,
SAD. As caracteristicas do equipamento de HPLC foram: Agilent 1100 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) composto por um compartimento para a coluna
termostato Agilent 1100, amostrador automatico com arrefecimento Agilent 1100, um
sistema de entrega de solvente com desgaseificador Agilent 1100, o software utilizado
foi o Agilent ChemStation e um sistema detetor Spectra UV 2000 Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA (Anexo Al).

A cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) é um dos métodos de
separacdo mais utilizados hoje em dia. E baseada na interagdo entre os analitos, uma
fase estacionaria solida e a fase movel liquida. Ao escolher a fase movel e a fase
estacionaria quimica, os analitos podem ser separados com base em hidrofobicidade,
tamanho, carga, e muitos outras propriedades. O sistema de separacdo inclui trés
componentes principais: bombas de conduzir a fase moével, uma coluna, que contém a
fase estacionaria e um detetor. Para iniciar uma separacdo, a amostra € primeiro
injetada para a coluna utilizando uma valvula de injeccdo. Apds a amostra ter sido
carregada, a bomba é usada para atravessar a coluna e conduzir a fase mével. As vérias
moléculas da amostra sdo entdo separadas e quantificadas com base nas suas
propriedades de retencdo. A medida que os componentes da amostra vao eluindo para
fora da coluna, o detetor mede a concentragdo. A tendéncia em HPLC tem sido no
sentido de recorrer ao uso de colunas de menor didmetro, menor taxa de fluxo e
tamanhos de granulos menores. Esta diminuicdo na escala trouxe consigo varias
vantagens, incluindo uma melhoria na resolucdo e na sensibilidade [50]. A técnica de
HPLC revelou-se um dos mais eficientes métodos cromatograficos, em virtude do
desenvolvimento de instrumentacdo automatizada. Permitiu a injecdo de volumes de
amostra cada vez mais reduzidos e reprodutiveis e a detecdo de quantidades de analitos

cada vez menores em sistemas de detecdo em fluxo, que indicam quando os
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componentes sofrem eluicdo da coluna [51]. Assim, apresenta varias vantagens, pois
permite automatizar o sistema, reduzir o tempo de analise, efetuar analises qualitativas e
quantitativas, bem como ter reprodutibilidade de dados. As desvantagens séo o fato do
equipamento e a sua manutencdo serem dispendiosos, ser um sistema complexo, de
apresentar baixa sensibilidade perante alguns compostos e de ser dependente da
experiéncia do operador [52].

Este processo cromatografico utiliza uma fase moével, esta fase é um liquido
que esta a ser continuamente bombeado para a coluna e que atua, ndo s6 como
transportador da amostra, mas desempenha, igualmente, um papel importante no grau de
separacio que é possivel atingir com uma determinada coluna. E a interagdo quimica
entre a fase movel e a amostra com o enchimento da coluna que determina o grau de
migracdo e separacdo dos componentes contidos na amostra. Assim, o tipo e a
composicdo da fase movel influencia o grau de separacdo das espécies quimicas numa
dada coluna [53].Quando a fase estacionaria € mais polar que a fase movel, a
cromatografia liquida é denominada de cromatografia de fase normal. Na situagdo
inversa, ou seja, quando a fase estacionaria apresenta menor polaridade que o solvente,
a cromatografia recebe a denominacao de cromatografia de fase reversa. Os adsorventes
mais utilizados na cromatografia de fase normal sdo a silica e a alumina, enquanto que
para a fase reversa sdo empregues substancias polares quimicamente ligadas, tendo
como grupos funcionais cadeias com terminacdes do tipo ciano, diol, fenil , amino ou
apolares [54].

Por fim, na analise por HPLC foi visto que a area do pico em funcdo da
concentracdo tinha um bom relacionamento linear, sendo a &rea do pico utilizada para a

quantificacdo de proteinas existentes no colostro neste estudo [55].

2.2.1.1. Definicao dos parametros cromatograficos

Relativamente as condigdes cromatograficas, a fase movel utilizada foi tampéo
fosfato (0,2 M) com sulfato de sddio (0,1 M, pH 6,0). O fluxo da fase movel foi de
ImL/min. O volume injetado de amostra na coluna foi de 25 pL e as proteinas foram
detetadas a 280 nm pelo detetor de UV. O tempo para eluicdo da amostra foi de 60 min
e utilizou-se tampéo de fosfato 0,2 M com sulfato de sédio 0,1 M, pH 6,0.
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2.2.2.Analise da atividade lactoperoxidase

Para a realizacdo do ensaio enzimatico da atividade da lactoperoxidase utilizou-
se acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) como substrato. Este
substrato de peroxidase € usado para observar a cinética de reacdo de enzimas
especificas e em procedimentos de ELISA. Permite que a cinética da reacdo das
peroxidases sejam seguidas. Deste modo, também pode ser utilizado para seguir a
cinética da reacdo indiretamente de qualquer enzima produtora de perdxido de
hidrogénio, ou simplesmente para quantificar a quantidade de peroxido de hidrogénio
presente em uma amostra. Produz um produto final que é soltvel na cor verde e pode
ser lido espectrofotometricamente [56]. Assim através da taxa de determinagdo
continua espectrofotométrica foi possivel determinar e caracterizar, de acordo com o

método de Kessey, J., 1987 e Putter,J.,1983, a atividade da lactoperoxidase.

Este método baseia-se na catalise de reaces de peroxidacéo lipidica, em que o
H,O, é reduzido e um doador de electrdes adequado é, subsequentemente, oxidado, tal
como a equacdo (1). O ABTS foi escolhido, uma vez que foi o doador de electrdes de
escolha para o ensaio de peroxidase. Na sua forma oxidada ABTS absorve a luz e, por

conseguinte, pode ser determinada através de um ensaio espectrofotométrico[57].
ABTS reduzido + H;0; — ABTS oxidado + 2 H»0 equagao (1)

Pipetou-se 2,20 mL de solugdo tampé&o (fosfato de potassio 100 mM, pH 5,5 a 25
°C), 0,70 mL ABTS(100mM) e 0,10 mL de H,O,. As mesmas quantidades foram
utilizadas para o branco. Misturou-se por inversdo e equilibrou-se para 25°C. Usou-se
um espetofotdbmetro adequado de forma ao monitor conseguir a absorvancia no
comprimento de onda de 436nm constante (Biotek PowerWave XT Microplate). De
seguida adicionaram-se 0,05 mL de colostro aquecido a 55,60,65,70°C durante 55 min.
Ja no branco adicionou-se 0,05 mL de solucdo de fosfato de potassio (200mM ). Por
fim misturou-se por inversao e registou-se durante aproximadamente 2 minutos o
aumento da absorvancia a comprimento de onda de 436nm. Para uma melhor
compreensdo no Anexo A2 encontra-se descrito ao pormenor 0s reagentes e as
quantidades utilizadas neste ensaio assim como um exemplo de calculo para as U/mL

da atividade enzimética.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeitos do tratamento térmico na concentracdo de
imunoglobulinas

O tratamento térmico é muito usado para preservar alimentos sendo importante
conhecer os efeitos nos constituintes do colostro. A grande desvantagem deste processo
encontra-se na possibilidade das imunoglobulinas desnaturarem. O processo de
desnaturacdo pode ocorrer por: temperatura, pH extremos, pressao, luz (UV), presenca
de 4gua, uso de desnaturantes, ente outros. As principais imunoglobulinas 1gG,IgM e
IgA foram estudadas e comparadas a diferentes temperaturas e intervalos de tempo no

departamento de lacticinios, gordura e cosméticos do ICT, Praga.

As proteinas podem sofrer um processo de desnaturacdo que depende das
ligacGes intramoleculares ndo covalentes, como por exemplos: interac6es hidrofobicas,
ligacGes de hidrogénio e entropia conformacional. A desnaturagdo envolve um
desdobramento inicial reversivel da estrutura nativa havendo a perda da configuracao
globular, podendo prosseguir para a desnaturacdo irreversivel e agregacao através das
interaccdes hidrofdébicas e de dissulfeto [10]. Pode haver uma desnaturacdo reversivel,
isto €, a proteina pode voltar a sua configuracéo funcional ou irreversivel, a proteina ndo

consegue voltar a forma nativa.

De forma a observar o comportamento das imunoglobulinas quando submetidas
a varias temperaturas e de forma a conseguir indentifica-las nos cromatogramas, numa
primeira fase foi injetado no HPLC solugdes padrdo de lactoferrina, B-lactoglobulin,
BSA e a-lactalbumin (Sigma-Aldrich) para prever os tempos de retencdo de cada Ig.
Um cromatograma é uma representacdo grafica obtida através do detetor ao logo do
tempo da variagdo da absorbancia quando a proteina absorve a luz. O detetor da a
resposta com um pico cuja altura é dependente da concentracdo do componente do
colostro. Num cromatograma cada deflexdo da absorbéancia da origem a um méaximo (ou
pico) que representa um composto da mistura que passou através do detetor. As areas
dos picos sdo proporcionais a quantidade de cada composto que passou no detetor.

Importante referir que ndo € a altura do pico que interessa mas sim a area total do pico
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para a sua caraterizacdo e quantificacdo. O tempo de rentencdo indica o tempo que o
composto leva para sair da coluna de HPLC [58]. Desta forma, analisaram-se as
amostras de um Unico bovino como descrito nos materiais e métodos por HPLC e 0s
resultados estdo apresentados nos cromatogramas seguintes, onde em cada

cromatograma se encontra inserido os resultados passados 5 min, 30 min e 60 min.

3.2. Andlise dos cromatogramas obtidos por HPLC

No cromatograma da Figura 3 consegue-se observar varios picos, entre 0s quais,
foi possivel identificar os picos referentes as Igs. O pico mais alto, numero 1,
corresponde a IgG, o pico com nimero 3 corresponde a IgM e o nimero 4 a IgA. Estas
identificacbes foram conseguidas através duma analise de todos os constituintes do
colostro bovino, dando maior énfase aos existentes em maior quantidade, a literatura
disponivel e através da injecdo de padrdes antes mencionados. Também, segundo [55]
foi possivel identificar o pico nimero 2 corresponde a BSA. Relativamente aos picos
que se encontram mais a direita do cromatograma sabe-se que 0s correspondentes a
lactoperoxidase, lactofarina tem um tempo de retencdo de 18,2 min e 15,4 min
respetivamente [59]. Ja a-lactalbumina e B-lactoglobulina sabe-se através da literatura
que o tempo de retengdo se encontra entre os 14 e os 17 min. E de salientar que 0s
métodos utilizados para estudar a influéncia da temperatura dos constituintes do
colostro bovino, mais especificamente das Ig tém sido: ELISA, TIA e RID sendo a
HPLC um método inovador no estudo da estabilidade térmica das Ig do colostro bovino

fase a estudos anteriores.

O cromatograma que se segue foi obtido pelo software Agilent ChemStation
quando o colostro bovino foi aquecido a 55°C. Neste cromatograma encontra-se
inserido as amostras que sofreram aquecimento passados 5 min (cor vermelha),
passados 30 min (cor verde) e passados 60 min (cor azul). No entanto, estas cores nao
sdo facilmente visualizadas uma vez que se encontram sobrepostas nos picos

correspondentes as Ig e a BSA, 1 e 2 respetivamente.
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Figura 3. Cromatograma resultante de HPLC, ap6s o colostro ser submetido a 55°C passados 5, 30 e 60
min. As amostras foram carregadas no HPLC com 1800 ul de solugéo tampdo (35mM de acido acético +
25 mM de acetato de sédio tihidratado) e 200 ul de colostro bovino.

Com base no cromatograma apresentado na Figura 3 verificou-se que ndo
existem alteraces em nenhum dos picos correspondentes as Ig e ao BSA, havendo
sobreposicao de todas as curvas quando se fez variar o intervalo de tempo.O mesmo néo
aconteceu nos picos que se encontram mais a direita do cromatograma uma vez que se
observam algumas variacGes sendo a mais acentuada passados 60 minutos (cor azul).
Relativamente ao tempo de retencdo, no pico correspondente a 1gG foi de 11,8 min, a
IgM foi de 7,6 min e no pico correspondente a IgA o tempo de retencédo foi de 9,4 min.
Através da literatura foi também possivel identificar o pico correspondente a
lactoperoxidase, cujo tempo de retencédo é de 18 min.

Seguidamente, na Figura 4, encontra-se o cromatograma obtido pelo software
Agilent ChemStation, quando o colostro foi aquecido a 60 °C, passados 5, 30 e 60 min.
A cor azul correponde ao cromatograma passados 5 min, vermelho passados 30 minutos

e verde passados 60 minutos.
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Figura 4. Cromatograma resultante de HPLC, apds o colostro ser submetido a 60°C, passados 5, 30 e 60
min. As amostras foram carregadas no HPLC com 1800 ul de solucéo tampdo (35mM de 4cido acético +
25 mM de acetato de sodio tihidratado) e 200 ul de colostro bovino.

Com base no cromatograma apresentado na Figura 4 verificou-se que ndo
existem alteracGes em nenhum dos picos correspondentes as Ig e ao BSA nem nos picos
que se encontram mais a direita. Deste modo, observou-se uma sobreposicdo de todas
as curvas quando se fez variar o intervalo de tempo. Analisando este cromatograma e
comparando com o obtido anteriormente (55°C) pode-se dizer que esta temperatura é
mais adequanda para este processo, uma vez que a sobreposicdo das curvas ocorre em
todos 0s picos que representam 0s constituintes existentes no colostro bovino.
Importante referir que o processo de pasteurizacdo nunca deve ser desprezado uma vez
gue é considerado uma mais valia no tratamento do colostro. Relativamente aos tempos

de retencdo, estes foram 0s mesmo verificados no cromatograma anterior.
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Na Figura 5, encontra-se o cromatograma obtido pelo software Agilent
ChemStation, quando o colostro foi submetido a 65°C. A cor azul foi usada para o

cromatograma passados 5 min, a cor vermelha passados 30 min e a cor verde quando
passada uma hora de aquecimento.
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Figura 5. Cromatograma resultante de HPLC, ap6s o colostro ser submetido a 65°C, passados 5, 30 e 60
min. As amostras foram carregadas no HPLC com 1800 ul de solucdo tampéo (35mM de acido acético +
25 mM de acetato de sodio tihidratado) e 200 ul de colostro bovino.

Foi possivel verificar que no cromatograma relativo aos 65°C no pico 3,
correspondente a IgM aos 5 min de tratamento térmico (cor azul) o pico é visivel o
mesmo ndo aconteceu passados 30 e 60 min, isto deve-se ao fato de a IgM ser a Ig
menos termoestavel comparando com as outras Ig existentes [60]. Relativamente ao
pico correspondente & BSA, foi possivel observar as 3 cores dos intervalos de tempos
utilizados, significando, a perda de estabilidade térmica a esta temperatura. A altura
deste pico foi maior passada 1 hora de aquecimento. Relativamente aos tempos de
retencdo, estes foram os mesmos verificados na Figura 3 e na Figura 4. Quando se
compara a Figura referente ao tratamento aos 65°C com as figuras correspondentes aos

tratamento de 55 e 60°C pode-se dizer que quando se recorreu aos 65°C observou-se
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uma maior variacdo nos picos do BSA e da IgM. Sendo estes constituintes mais

sensiveis a esta temperatura.

A Figura que se segue, representa 0 cromatograma relativo ao tratamento
térmico de 70°C. A cor azul foi usada passados 5 min, a cor vermelha passados 30 min e

a cor verde passados 60 min.
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Figura 6. Cromatograma resultante de HPLC, ap06s o colostro ser submetido a 70°C, passados
5, 30 e 60 min. As amostras foram carregadas no HPLC com 1800 ul de solucéo tamp&o (35mM
de acido acético + 25 mM de acetato de sodio tihidratado) e 200 ul de colostro bovino.

Quando se recorreu aos 70°C, observou-se uma diminuicdo na altura pico 3, a
diferenca é mais nitida quando se compara o cromatograma presente na Figura 3
(55°C). Relativamete ao pico 4, este manteve-se constante ao longo do tempo. O
mesmo ndo se verificou no pico correspondente a BSA, uma vez que a partir dos 65°C
foi visivel as mudangas consoante o intervalo de tempo usado. Numa maneira geral, o
pico de 1gG foi o que verificou menos mudancas quando se fez variar o tempo e as
temperaturas. Também foi possivel observar a estabilidade térmica da LP (tempo de
retengao 18 min), uma vez que ndo houve grandes mudancas no pico que se encontra

mais a direita. Relativamente a LP sabe-se que a sua desnaturacdo pelo calor comega a
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partir dos 80°C. Ainda assim, com estes cromatogramas, nada se pode confirmar em
concreto, sendo necessario recorrer ao valor das areas de cada pico para concluir duma
forma mais precisa as variagdes verificadas e assim relacionar com as concentragfes de

cada constituinte.

3.3.Analise das areas obtidas nos cromatogramas apos
tratamento térmico

De forma a conseguir uma analise mais profunda e conclusiva dos
cromatogramas anteriores, através dos software Agilent ChemStation, foi possivel obter
os valores das areas (Anexo A3) e assim efetuar o estudo da influénciaa da temperatura
nas areas de cada pico. E importante referir que as areas dos picos foram usadas de
forma a fazer uma analise qualitativa das concentra¢fes das imunoglobulinas. Isto é, se
houver registo de uma diminuicdo da area por consequéncia havera também uma
reducdo na concentracdo da proteina. Contudo, ndo foi possivel quantificar a

concentracédo exata uma vez a ndo ter sido disponabilizado um padréo.

3.3.1. Estabilidade térmica da 1gG.

As imunoglobulinas sdo as proteinas do soro de leite mais estaveis ao calor,
devido ao seu elevado teor de ligagdes dissulfureto e componentes tais como gorduras,
hidratos de carbono, lactose, sais e outras proteinas que ajudam na estabilizacdo de
anticorpos durante o tratamento térmico. Além disso, a reatividade imunoldgica de
anticorpos 1gG é a mais resistente quando comparada com as restantes imunoglobulinas
(lgA,IgM) [61].

De seguida, no Grafico 1, é possivel observar a estabilidade térmica da IgG, uma
vez que esta representado graficamente as areas obtidas por HPLC, ao longo de todo o

tratamento térmico durante 1 hora do pico correspondente a IgG.
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Gréfico 1. Representacdo gréfica da da area correspondente a 1IgG monotorizada por HPLC, quando
submetida a: (A) 55°C, (B) 60°C, (C) 65°C, (D) 70°C (E) todas as temperaturas, ao longo de 60 min.
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Com base no Gréafico 1(A) verificou-se que a area do pico observada nos
cromatogramas anteriores correspondente a 1gG ndo sofreu variagdes drésticas. Nos
primeiros 10 minutos de aquecimento a 55°C houve uma reducgéo de 3645 mAU*s para
3437 mAU*s. Passado 1 hora de tratamento térmico a area foi de 3452 mAU*s, sendo a
reducdo verificada de 5,3 %. As oscilacdes registadas variaram entre 3600 mAU*s e
3300 mAU*s. No Grafico 1(B) a situacdo foi semelhante, uma vez que ndo houve
grande varia¢do. No inicio do tratamento térmico a 60°C a area foi de 3350 mAU™*s,
passados 60 min o valor registado foi de 3275 mAU*s, sendo a reducdo de 2,3%. Houve
um maximo (3479 mAU*s) apos 20 min de aquecimento. J& no Gréafico 1 (C), o
comportamento da area relativa a 1gG foi diminuindo ao longo dos 60 min. Passados 5
min de aquecimento a 65°C a area foi de 3394 mAU*s e passada 1 hora desceu para
2807 mAU*s, havendo uma reducdo de 17,3 % no valor da area, um valor mais elevado
fase as outras temperaturas utilizadas. Relativamente ao Grafico 1(D), quando se
recorreu aos 70°C a area foi sempre diminuindo. Esta reduziu de 3245 mAU*s passado
5 min para 2028 mAU*s apds 1 hora. A redugdo verificada foi de aproximadamente
38%. Nos primeiros 20 minutos houve uma descida drastiva no valor da area, dos 3245
mAU*s para 2221 mAU*s, o que evidencia a perda de estabilidade térmica da 1gG
quando submetida a esta temperatura. O gréafico 1 (E), foi desenhado de forma a
comparar os valores das areas obtidas relativamente a todos os tratamentos térmicos
efetuados. Assim, foi possivel verificar que quando se recorreu aos 70°C a area sofreu
maior reducdo quando comparada com as outras temperaturas e por consequéncia uma
maior diminuicdo na concentracdo de 1gG. A area que se mostrou mais constante foi
quando se recorreu aos 60°C, mantendo-se sempre a volta dos 3300 mAU*s
aproximadamente. Ap6s uma analise do comportamento da variacdo da area ao longo
do tempo consoante as temperaturas utilizadas e fazendo relacdo com a concentracdo
aproximada da 1gG, pode-se dizer que a temperatura de 60°C é a ideal para este
processo térmico, ainda assim, havia a hip6tese de complementar este resultado com
estudos de contaminacdo microbiana para  poder confirmar com a literutura.
Relativamente ao tempo, confirmou-se que os 60 min ndo faziam variar
consideravelmente a concentracéo de IgG. Como a 1gG ndo desnaturou, a conformagéo

nativa foi mantida ao longo de todo o tratamento.

Outro aspeto importante € que a desnaturacdo de uma proteina de multiplos

dominios, como a IgG pode ser descrita como um processo em que 0s dominios podem
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ser afetados de forma independente e em ordens diferentes, dependendo das condigdes.
Neste caso, quando a IgG € submetida a tratamento térmico o local de ligacdo do
antigénio no fragmento Fab desnaturava mais rapidamente a uma temperatura mais
baixa do que a regido Fc. Segundo [62], as alteracdes estruturais na 1gG quando
aquecida encontravam-se principalmente em fragmentos Fab, onde o local de ligacéo
ao antigeno esté localizado e € mais sensivel a tratamento térmico, do que o fragmento

Fc, que é mais afetado quando os valores de pH diminuem [63].

Uma vantagem no tratamento térmico do colostro € a possibilidade de aumentar
a absorcdo de IgG. Os anticorpos no colostro bovino foram observados a ligar-se a
agentes patogénicos presentes no intestino antes que o proceso da absor¢do acontecesse.
O reduzido numero de agentes patogénicos no colostro tratado termicamente, fazia com
que houvesse uma menor interferéncia dos recetores para bloguear a absorcéo de Ig,
melhorando a AEA. Esta eficiéncia na absorcdo diminuia o risco da falha de
transferéncia passiva sendo uma grande vantagem para a alimentacdo e saude dos

bezerros[10].

Relativamente a atividade biol6gica, para que uma proteina conseguisse a sua
atividade, devia adotar a sua estrutura tridimensional correta. Assim, as alteragdes
provocadas pelo aquecimento, nas estruturas secundarias ou tercidrias podiam ser
responsaveis pelas alteracGes na atividade bioldgica. No entanto, é importante referir
que, algumas temperaturas podiam causar algum desdobramento reversivel da estrutura

tridimensional.[64].

Apo6s uma analise dos estudos efetuados neste assunto confirma-se que o tratamento
térmico do colostro realizado no Departamento de Lipidos, Lacticineos e Cosméticos da
Faculdade de Alimentos e Bioquimica Tecnoldgica no ICT de Praga manteve a
viscosidade e as concentracbes de IgG foram relativamente constantes para as
temperaturas 55 e 60°C registando algumas variacdes quando se recorreu aos 65 e 70°C,
demonstrando assim a perda da estabilidade térmica.

3.3.2. Estabilidade térmica de IgA

A estabilidade térmica da IgA, sera percebida nos graficos que se seguem, uma

vez que se encontra representado graficamente a variagdo das éareas do pico
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correspondente a IgA obtidas por HPLC, mais especificamente pelo software Agilent
ChemStation, ao longo de todo o tratamento térmico a 55,60,65 e 70°C durante 1 hora.

O reduzido valor da area é indicativo de uma reduzida concentracdo de IgA no colostro
bovino.
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Grafico 2. Representacdo grafica da da area correspondente a IgA monotorizada por HPLC, quando
submetida a: (A) 55°C, (B) 60°C, (C) 65°C, (D) 70°C, (E) todas as temperaturas, ao longo de 60 min.
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A maior diferenca encontrada no Grafico 2 comparativamente ao Grafico 1 esta
nos valores das areas, uma vez que no Gréfico 1 estes encontram-se maioritariamente a
volta dos 3000 mAU*s e neste Grafico os valores desceram drasticamente para 300
mAU*s indicando uma grande discrepancia nos valores das concentracdes de Ig.
Relativamente ao Gréafico 2 (A), verificou-se que quando o colostro bovino foi aquecido
a 55°C, houve um decréscimo no valor da area do pico correspondente a 1IgG de 369
mAU*s para 118 mAU*s nos primeiros 15 min. Seguidamente, foi possivel visualizar
um aumento até 402 mAU*s passados 20 min. Posteriormente houve novamente uma
diminuicdo da area para 285 mAU™*s e por fim passada 1h de tratamento térmico a area
registada foi de 376 mAU*s. No Grafico 2 (B) quando se recorreu aos 60°C, foi
possivel observar oscilagdes entre os 250 mAU*s e os 500 mAU*s. No Gréfico 2 (C),
tratamento térmico de 65°C, as oscilacdes foram entre 300 mAU*s e e 438 mAU*s ao
fim de 1 hora de tratamento o valor da area foi de 324 mAU*s. No Gréafico 2 (D),
quando o colostro foi submetido a 70°C passados 5 min o valor da area era de 409
mAU*s e ao fim de 60 min foi de 264 mAU*s. Contudo foi possivel visualizar uma
descida acentuada passados 20 min de aquecimento. No Gréfico 2 (E) verificou-se que o
valor da éarea andou sempre a volta dos 200 mAU*s e os 500 mAU*s
aproximadamente. Relativamente a reducdo da area quando se recorreu aos 65°C esta
foi de ~23% e aos 70°C de ~35% no fim de uma hora de tratamento. As variagdes
encontradas nos graficos que representam o resultado de HPLC monotorizado a
diferentes temperaturas e durante 1 hora foram enormes e a baixa concentracdo de IgA
dificultou a analise da estabilidade térmica da IgA. Segundo [60], a IgA é relativamente
mais estavel do que a IgM, isto foi possivel comprovar através das percentagens de

reducdo da area quando se recorreu aos 65 e aos 70°C.

De forma a otimizar estes resultados, uma boa alternativa seria repetir, pelo
menos, 6 vezes este método de forma a conseguir encontrar a correlacdo entre a variavel
da temperatura e a da area e também para confirmar os valores obtidos nesta

experiéncia.

3.3.3. Estabilidade térmica da IgM

A estabilidade térmica da IgM, sera percebida nos graficos que se seguem, uma

vez que se encontra representado graficamente a variagdo das éareas do pico
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correspondente a IgM nos cromatagramas obtidas por HPLC, pelo software Agilent
ChemStation ao longo de todo o tratamento térmico durante 1 hora. O reduzido valor da

area é indicativo de uma reduzida concentragdo de IgM no colostro bovino.
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Grafico 3. Representacéo grafica da monotorizagdo por HPLC da area correspondente a IgM do colostro
bovino, quando submetida a: (A) 55°C, (B) 60°C, (C) 65°C, (D) 70°C, (E) todas as temperaturas, ao
longo de 60 min.
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Através do Gréafico 3 foi possivel visualizar as mudancas que ocorreram a nivel
do valor da area do pico correspondente a IgM. E de salientar a relagéo existente entre o
valor da &rea e a concentracdo da lg. Assim, no Grafico 3 (A) onde o colostro foi
aquecido a 55°C verificou-se uma oscilacdo no valor da area entre 200 mAU *s e 0s 400
mAU *s, sendo que o valor no inicio do tratamento foi de 369 mAU *s, passada meia
hora o valor sofreu uma descida para 215 mAU *s, apds 35 min houve um maximo
registado no valor de 423 mAU *s e no fim foi de 384 mAU *s. Assim, pode-se dizer
que o valor da area foi bastante variavel. J& no Grafico 3 (B), quando o colostro foi
submetido a 60°C, a situacdo foi mais equilibrada, uma vez que as variagdes registadas
foram mais amenas. Numa fase inicial, logo no inicio do tratamento passados 10 min,
observou-se um pequeno aumento no valor da area, dos 294 mAU *s para 355 mAU
*s. Seguidamente o valor da area correspondente a IgM, sofreu pequenas oscilacdes
entre 250 mAU *s e 300 mAU *s. Ap6s 1 hora de tratamento térmico a 60 °C o valor da
area registado pelo software foi de 272 mAU *s. No Gréfico 3 (C), foi possivel verificar
uma reducgdo no valor da area, uma vez que no inicio do tratamento térmico a 65°C o
valor da area era de 261 mAU *s e passada uma hora o valor registado foi de 123
mAU *s, havendo uma reducdo de 53% aproximadamente. Relativamente ao Grafico
3(D) quando o tratamento térmico foi de 70°C o comportamento da area foi semelhante
ao Gréfico 3(C), uma vez que também se verificou uma reducdo. Nos primeiros 20 min
de tratamento houve uma diminuicdo no valor da area bastante consideravel dos 291
mAU *s para 54 mAU *s variacdo esta que pode ser explicada pela perda da
estabilidade térmica, sendo a proteina mais sensivel a esta temperatura. No inicio do
tratamento o valor da area era 291 mAU *s passada uma hora o valor registado foi de
101 mAU *s. Sendo a reducdo de 66% aproximadamente. J& no grafico 3 (E) foi
possivel visualizar mais nitidamente o efeito que a temperatura causou no valor da area
do pico correspondente a IgM e por sua vez na concentracdo da mesma. Observou-se
que o valor da mesma aos 60 °C manteve-se a volta dos 300 mAU *s, 0 mesmo nédo
ocorreu quando se recorreu a temperaturas mais elevadas (65 e 70°C) uma vez que
houve uma diminuicdo consideravel no valor da mesma dos 300 mAU *s
aproximadamente para os 100 mAU *. Relativamente as percentagens de redugéo do
valor das areas no tratamento térmico a 65 e 70°C na IgM, estas foram claramente
superiores em relacdo as verificadas na IgA (Grafico 2). No que diz respeito a

temperatura ideal, outra vez confirmou-se que é aos 60°C .
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3.3.4. Comparacéao da estabilidade térmica das Ig

ApOs a andlise dos vérios graficos apresentados anteriormente, foi possivel
constatar que a IgG possui uma maior estabilidade térmica quando comparadas com a
IgA e IgM. Uma vez que mesmo diminuindo o valor da concentracdo de 1gG passada
uma hora de aquecimento a 70°C, esta imunoglobulina continuava a desempenhar a sua
atividade.Os gréaficos relativos a IgM e a 1gG comprovaram que a temperatura 6tima
para este processo seria a 60°C uma vez que fizeram manter aproximadamente
constante durante 1 hora o valor da concentragédo das Ig ao longo de todo o tratamento

efetuado.

De forma a encontrar a relacdo entre duas variavéis: a temperatura e a area dos
picos correspondentes a cada Ig, devia efetuar-se o grafico da correlagdo com o intuito
de saber se as alteracfes sofridas por uma das varidveis eram acompanhadas pelas
alteracdes da outra, por outras palavras, tentava-se medir a forca que mantinha unidos
este conjunto de valores. Caso a correlacdo fosse negativa ou inversa, indicaria que a
medida que a variavel da temperatura aumentava a variavel correspondente a area
diminuia. Caso a correlacdo fosse nula r= 0 indicaria que os valores ocorriam
independentemente uns dos outros. Se pelo contrario fosse positiva, 0 <r < 1, indicaria

que valores crescentes de temperaturas estavam associados a valores crescentes da area.

As alteracdes estruturais causadas pelo aquecimento foram também estimadas
através da perda de imunorreatividade ou seja através do método de ELISA, este foi
usado para estimar a atividade de ligacdo ao antigénio de 1gG para lipopolissacarideos
baterianos depois do tratamento térmico. Este método apresenta elevada especificidade
e sensibilidade. No entanto, é muito susceptivel a erros de pipetagem, alteracdes dos
reagentes, variacdes nos tempos de incubacdo e lavagem. Contudo, este estudo nao
obteve resultados satisfatorios, possivelmente devido as falhas descritas anteriormente,

motivo pela qual ndo foi incluido nesta dissertag&o.

E de referir que a escassez de tempo impossibilitou a repeticdo de amostragens e
por consequéncia a analise estatistica ndo se realizou. Um dos motivos que levou a esta
falha foi a realizacdo, em paralelo, de outras técnicas e ensaios para estudos que
estavam em desenvolvimento no Departamento de Lacticinios, Gordura e Cosmética do
ICT.
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3.4. Estabilidade térmica da lactoperoxidase

A lactoperoxidase, proteina antibateriana, foi motivo de analise, devido a ser o
constituinte, segundo a bibliografia, com maior estabilidade térmica. No gréfico
seguinte é possivel observar a atividade da lactoperoxidase ap6s o colostro ter sido
submetido a 55, 60, 65 e 70°C durante 55 min.
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Gréfico 4. Atividade da lactoperoxidase a 55°C,60°C,65°C e 70°C. O ensaio enziatico realizado
segundo Kessey.J., 1987 e Putter, J., 1983, usando ABTS como substrato.

Através deste grafico foi possivel observar o comportamento da atividade da LP
quando submetido a diferentes temperaturas. Numa fase inicial do estudo, isto é aos 5
minutos, a atividade da lactoperoxidase era de aproximadamente 4 U/mL para as
temperaturas de 55 e 60°C. Para os 65°C a atividade inicial era de 4,5 U/mL e aos 70°C
a atividade era de quase 5 U/mL. Ap6s 55 min de tratamento a atividade da LP foi de
aproximadamente 3,5 U/ml para todas as temperaturas usadas neste estudo. Na curva
correspondente ao tratamento a 70 °C,observou-se uma reducdo da atividade aos 30

min, mas este fato foi devido a um erro de pipetagem na preparacdo da amostra. A

47



Resultados e discussao

analise da atividade antimicrobiana desta enzima foi efetuada duma forma rapida, facil e
com custos reduzidos sendo uma grande vantagem fase a outros métodos que podiam

ter sido utilizados.

Este grafico vem confirmar a hip6tese desta proteina ser muito estavel
termicamente, uma vez que o comportamento da atividade desta enzima esteve sempre a
volta dos 4-4,5 U/mL descendo para 3,5 U/mL passados 55 min. Isto é, as mudancas de
temperatura (55,60,65,70°C) durante 55 min ndo influenciaram a atividade da mesma.
Uma alternativa de avaliar a atividade da LP era recorrer a outros substratos no ensaio
enzimatico ou através do sistema de LP em conjunto com o pH baixo reduzir a
populacéo de E. Coli e Shigella Sp[65]. Estas duas op¢des tinham sido interessantes de

desenvolver neste estudo de modo a completar os resultados obtidos a nivel da Lp.

Foi visto que a atividade da Lp a partir dos 72°C comecava a reduzir de forma
acentuada. Aos 78°C durante 15s era desativada e aos 80°C durante 2,5s ocorria a
desnaturacdo. No leite de vaca a atividade da Lp registada foi de 2,3 U/mL.
Comparando com a lisozima a LP possui maior poder antibateriano devido a baixa

especificidade do mecanismo[26].

Relativamente ao processo de pasteurizacao, onde a Lp desempenha um papel
importante, e apdés uma analise aprofundada dos varios tipos e do efeito que
provocavam, o HTST, foi o processo escolhido como sendo 0 mais adequado para o
colostro bovino, uma vez que usando 72°C durante 15 segundos conseguia-se diminuir
acentuadamente 0os microsganismos existentes no colostro bovino ndo havendo grande
interferéncia no desempenho da atividade da lactoperoxidase nem da IgG, constituintes
do colostro de maior destaque. A atividade da LP ap6s HTST era de ~70%, sendo esta
percentagem capaz de catalisar a reacdo entre SCNK e H,O, [26]. Foi investigado o
custo do equipamento e viu-se que este podia ir entre os $5000 até os $15000

dependendo do tamanho[66].

Uma Unica amostra foi analisada neste método, o que impossibilita, mais uma vez,
a realizagdo da anélise estatistica. Para além da escassez de tempo outra razéo pela qual
ndo houve repeticdes recai no fato da dificuldade de acesso ao espectrofotometro no

Departamento de Lacticinios, Gordura e Cosmética do ICT, Praga.
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4. CONCLUSAO

A caracterizacdo das proteinas constituintes do colostro bovino quando
submetidas a tratamento térmico foram analisadas através da cromatografia liquida de
elevada eficiéncia em fase reversa e do ensaio enzimatico da atividade da
lactoperoxidase, de forma a saber, os efeitos que provocavam nas concentragdes das Ig
e na atividade lactoperoxidase.

Quando se recorreu ao método cromatografico, as imunoglobulinas, mais
precisamente a IgG, foi estudada ao pormenor, devido a sua importancia. Através das
areas dos cromatogramas foi possivel relacionar as concentracfes de IgG presentes no
colostro bovino ap6s o aquecimento. Foi possivel verificar que existe pouca influéncia
da temperatura na concentracdo de IgG uma vez que quando se recorria aos 70°C néo
ocorria a desnaturacdo proteica sendo mantida a sua estrutura nativa. Relativamente a
temperatura mais adequada para este processo, 60°C € a ideal, uma vez que mostrou ser
a que menos fazia variar as concentracdes de 1gG e de IgM ao longo de uma hora
Grafico 1 (B) e Gréafico 3 (B).

Segundo a literatura, a IgA é mais estavel termicamente do que a IgM isto foi
comprovado através da reducdo da area dos picos respetivos. A IgM registou uma
reducdo da area de ~53% quando se recorreu aos 65°C e de ~66% quando se recorreu
aos 70°C, ja na IgA estas percentagens foram menores a 65°C esta foi de ~23% e aos
70°C a reducdo verificada foi de ~35%.

A estabilidade térmica da lactoperoxidase foi estudada e verificou-se que o
comportamento da sua atividade pouco mudou ao longo do tempo quando esta sofria
aquecimento. Passados 55 min, ao longo das véarias temperaturas utilizadas, a sua

atividade era praticamente a mesma o que vai de acordo com a bibliografia (Grafico 4).

A nivel industrial, as empresas interessadas no uso do colostro bovino
previamente aquecido, tém a barreira de todos 0s custos que este processo tem
associado. Contudo, é necessario discutir até que ponto os consumidores estdo dispostos

a pagar por um alimento que visa melhorar a saude.
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O processo de pasteurizacdo elimina as baterias e também provoca uma
reducdo no numero de organismos de deterioragdo e, consequentemente, uma extensdo
de vida de armazenamento do produto. Assim, a economia de producdo de alimentos
tinha a possibilidade de melhorar e a0 mesmo tempo crescer, permitindo longos ciclos
de producéo e entrega a mercados mais distantes. Apesar das vantagens Obvias para a
indUstria como um todo e para o consumidor, estes processos de tratamento térmico s
serdo implementados caso forem robustos, confidveis, apresentarem baixo custo de
capital e de funcionamento e caso exista uma justificacdo clinica que comprove a

eficiéncia dos mesmos.

Relativamente a outros métodos cromatograficos, a cromatografia de afinidade,
que se baseia no reconhecimento molecular pode ser usado na separacdo de anticorpos
do colostro bovino com elevado grau de pureza, 1gG e IgA. No entanto, considerando a
escala de producdo e de custos, esta tecnologia € limitada para ser aplicada em escala
comercial. Por outro lado, a cromatografia de interacdo hidrofobica € a técnica
promissora na separacdo de macromoléculas bioldgicas especialmente anticorpos do
colostro bovino com custos relativamente baixos e elevada eficiéncia. Além disso, as
substancias moleculares do colotro bovino, com tamanho mais reduzido, como por
exemplo, a lactose, vitaminas e oligosacarideos, podem ser isoladas por processos de

filtracdo como por exemplo: a nanofiltracdo ou a ultrafiltracdo.

Por fim, é importante realcar alguns aspetos que devem ser melhorados neste
estudo. A auséncia de repetices foi uma falha relevante nesta dissertacdo uma vez que
impossibilitou a realizacdo da analise estatistica. Seria necessario fazer pelo menos 6
repeticdes de forma a conseguir um resultado mais completo. Outra ideia de otimizar o
estudo, seria recorrer a outras amostras de colostro bovino, isto €, realizar a experiéncia
com colostro de varios bovinos com o intuito de poder comparar e confirmar os dados
obtidos. O fato de néo ter sido efetuada a quantificacdo exata das concentracdes da
proteina, devido a falta de padronizacdo para quantificar as proteinas e ndo ter sido
efetuada uma anélise microbioldgica ap6s aquecimento do colostro, sdo consideragdes
relevantes para um proximo estudo nesta area de forma a conseguir resultados mais

precisos e promissores para as industrias interessadas na producéo de nutracéuticos.
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5. PERSPETIVAS FUTURAS

Como perspetivas futuras e de forma a completar e clarificar alguns pontos deste
trabalho, seria importante numa primeira fase fazer a quantificagdo das concentracfes
de Ig para saber exatamente o que acontece com as concentracdes das Ig ao longo do de
todo o tratamento térmico. Outra ideia interessante seria recorrer a0 método de RID e
TIA de forma a poder comparar aos estudos ja realizados neste tema. Outros métodos
que se mostram promissores e que seriam relevantes de realizar seria a cromatografia de
afinidade, sendo esta a mais utilizadas para os anticorpos monoclonais, e a
cromatografia de intereacdo hidrofdbica para o isolamento e purificacdo do colostro. A
analise microbiol6gica também seria essencial para complementar este trabalho uma vez

a saber quais 0s microrganismos resistentes a 70°C e saber que efeito tinham no bezerro.

A nivel industrial, seria excelente continuar com este estudo de forma a
convencer as industrias farmacéuticas a apostar no uso do colostro bovino aquecido para
o fabrico de nutracéutico ou suplemento alimentar. Um nutracéutico € uma substancia
que pode ser alimento ou parte do alimento que proporciona beneficios de salde,
incluindo a prevencdo e o tratamento de doengas. Uma boa estratégia para persuadir a
industria a producdo seria garatir que 0 nutracéutico aumentaria a esperanca média de
vida da populacdo. Os maiores centros de producdo destes alimentos funcionais
encontram-se nos EUA, Japdo, Alemanha, Franca e Holanda. Estas industrias tinham
que assegurar que num futuro préximo haveria uma grande adesdo por parte da
populacdo ao consumo destes suplementos alimentares de forma a garantir as industria
interessadas que o0 seu elevado investimento seria uma mais valia para a populacao
mundial. E importante considerar, que a parte da regulamentacdo nunca pode ser

deixada de lado assim como as questdes da ética.

Outra aplicacdo a nivel humano seria o0 uso do colostro aquecido para a criacdo
de bancos de leite, de forma a serem utilizados em situacbes que a progenitora ndo
conseguisse amamentar. Nestes bancos, o leite deve ser pasteurizado pelo método
Holder (62.5 °C durante 30 min). J& na producdo animal, nas fazendas onde se realizam
as ordenhas, deveria ser obrigatdrio a existéncia de um banco do colostro bovino assim

como a existéncia de pessoas altamente qualificadas para esta adminitracdo. Esta

51



Perspetivas futuras

administracdo artificial, tinha de ser feita obrigatoriamente efetuada até seis horas apds
0 parto. E importante referir a vantagem no uso do colostro bovino relativamente ao
humano, este para além de apresentar custo reduzido, a sua obtencdo é relativamente
facil e através da producdo animal seria possivel obter colostro bovino em grandes

quantidades.
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ANEXOS

ANEXO Al- Processo térmico das amostras para HPLC

Equipamento de HPLC utilizado no Departamento de Lacticinios, Gordura e Cosmética

do ICT, Praga, Republica Checa.

T noxy. =

22-23594

& e

Figura A.1. Equipamento de HPLC Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA)
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Anexo A2- Analise da atividade da lactoperoxidase

As condicOes utilizadas foram: 25 ° C, pH = 5,5, A436nm, caminho de luz = 1

centimetro

METODO: Taxa de determinagdo continua espectrofotométrica

Tabela A.1 Reagentes utilizados no ensaio enzimatio da atividade da lactoperoxidase segundo
de Kessey, J., 1987 e Putter,J.,1983

A

100 mM de fosfato de potassio, Solugdo monobésica

(Preparou-se 100 mL em &gua desionizada, utilizando potassio

Fosfato, monobasico, anidro. Sigma Prod. No. P- 5379)

100 mM Solucdo de Fosfato de Potéssio Dibéasico. (Preparou-se 100 mL em
agua desionizada, utilizando Potassio Fosfato dibasico, Trihidrato. Sigma Prod.
No. P- 5504)

Solucédo tampéo de fosfato de potassio 100 mM, pH 5,5 a 25 °C

(Preparou-se 100 mL, ajustando o pH do Reagente A a

5,5 a 25 °C com Reagente B.)

100 mM de é&cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico) Solucdo de
substrato (Preparou-se 30 mL em agua desionizada, utilizando &cido 2,2'-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), diamoénico, sal. Sigma Prod. No. A-1888)
FRESH

0,025% (W / W) Solucdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) (Preparou-se 50
mL de agua desionizada fria usando perdxido hidrogénio, 30% (w / w). Sigma
Prod. No. H-1009) FRESH

Solugdo de Potassio 200 mM Fosfato (Enz Dil)

(Preparou-se em 100 mL de &gua desionizada utilizando fosfato de Potassio,
dibasico, Trihidrato. Sigma Prod. No. P- 5504)

Solucédo de Enzima lactoperoxidase.

(Imediatamente antes da utilizacdo, preparou-se uma solugéo que continha 0,15-
0,25 unidades/mL de peroxidase em frio do Reagente F.)
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AnNexos

Tabela A.2 Quantidade de reagentes utilizados no ensaio enzimatico da atividade da
lactoperoxidase segunfo de Kessey, J., 1987 e Putter,J.,1983

Reagente Teste (mL) Branco(mL)
C 2,20 2,20
D 0,70 0,70
E 0,10 0,10
G 0,05
F 0,05

Férmula para o célculo da atividade da LP:

Units/ml enzyms =

f
9

0.

05
.3

05

D

(M Baggem/Tin Test — A Bugee/Min Blank) (3.05) (df)

(29.3) (0.05)

Total wolume (in milliliters) of assay

ilution

factor

Millimolar extinction coefficient® of oxidized
ABTS at 436nm

Volume

(in milliliter) of enzyme used
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Anexos
Anexo A3 - Andlise das areas obtidas nos cromatogramas apos tratamento
térmico por HPLC.

Relatdrio efetuado pelo software Agilent ChemStation, da amostra submetida a 55°C

durante 30 min.

Irjection Dete= - &16/2004 S-S7-Z7 B Sy Ldme - &
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meL { = &

]
(8]
(]
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2 ==l == =] ==0] =
E— I— | | I
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5 13.408 M O.4377 93423168 2278123 16.1049
& 14 4816 M D.422€ 320.52197 11 _DE8E8 S.5563
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Figura A.1 Relatorio efetuado pelo software Agilent ChemStation do HPLC quando a amostra
foi submetida a 55°C durante 30 min.
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Relatdrio efetuado pelo software Agilent ChemStation, da amostra submetida a 60°C

durante 30 min.
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Figura A.2 Relatorio efetuado pelo software Agilent ChemStation do HPLC quando a amostra
foi submetida a 60°C durante 30 min.
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Relatdrio efetuado pelo software Agilent ChemStation, da amostra submetida a 65°C

durante 30 min.
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Figura A.3 Relatorio efetuado pelo software Agilent ChemStation do HPLC quando a amostra
foi submetida a 65°C durante 30 min.
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AnNexos

Relatdrio efetuado pelo software Agilent ChemStation, da amostra submetida a 70°C

durante 30 min.
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Figura A.4 Relatorio efetuado pelo software Agilent ChemStation do HPLC quando a amostra
foi submetida a 70°C durante 30 min.
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