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Introducio: O soro de leite, subproduto mais abundante da producao de queijos, é fonte de proteinas

com varias propriedades nutricionais, biologicas e funcionais que podem ser utilizadas como matérias-
primas de diversos produtos. As proteinas purificadas do soro de leite possuem alto valor agregado
e possiveis destinagdes mais rentaveis para o soro de leite ainda sdo objeto de estudo. Objetivo:
Identificar na literatura possiveis metodologias de purificagdo de whey proteins, como também sao
conhecidas as proteinas do soro de leite. Métodos: Trata-se de um estudo de revisdo narrativa de
literatura, fundamentada em artigos indexados as plataformas de dados Science Direct, Google
Académico, Scielo e Peridodicos CAPES utilizando os termos de busca: “Proteinas de soro de
leite”, “Purificagdo de proteinas de soro de leite” e “Cromatografia de proteinas de soro de leite”.
Resultados: A cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC) ¢ uma técnica
em que as biomoléculas de interesse podem ser convenientemente separadas do soro de uma maneira
altamente especifica e em uma Unica etapa. Os criogéis sdo resinas mais acessiveis do que as resinas
ja comercializadas e podem ser utilizados para a captura de proteinas. Conclusao: Este estudo propde
o desenvolvimento de resinas cromatograficas para tornar a purificacdo de proteinas mais acessivel,

visando potenciais de produ¢do em maiores escalas.

Palavras-chave: Proteinas do soro; Purificagdo; Cromatografia.
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1 INTRODUCAO

O soro de leite, substancia liquida derivada da fabricacdo de queijos, ¢ o subproduto mais
abundante das industrias produtoras de queijo e caseina. Trata-se da por¢ao aquosa que se separa da
caseina durante a produgdo de queijos. Também conhecido como soro de queijo, esse liquido opaco
de cor amarelo-esverdeada contem 55% dos nutrientes do leite, além de representar de 80 a 90% do
volume total do mesmo. O soro € constituido basicamente de 94 a 95% de agua, 3,8 a 4,2% de lactose,
0,8 a 1,0% de proteinas e 0,7 a 0,8% de minerais (ALVES, 2014).

O soro de leite ¢ constituido por lactose, minerais, vitaminas e proteinas com propriedades
nutricionais, bioldgicas e funcionais, que podem ser utilizadas como matérias-primas (ROHLFES,
2011). As principais proteinas presentes no soro sdo alfa-lactalbumina (a-LA), beta-lactoglobulina (B-
LG), imunoglobulina (IgG), albumina sérica bovina (BSA) e glicomacropeptideo (GMP). As proteinas
menores, porém, de maior valor agregado, sdo a lactoferrina (LF) e a lactoperoxidase (LPO) devido aos
seus beneficios medicinais e nutricionais (DEETH, 2018). As composi¢des do soro podem ser utilizadas
como matérias-primas de inumeros produtos em fungdo de suas diversas propriedades biologicas e
funcionais. Além disso, as proteinas do soro lacteo apresentam rica composi¢ao em aminoacidos, alta
digestibilidade e biodisponibilidade de aminoécidos essenciais de valor nutritivo (LIMA, 2016).

No entanto, a demanda bioquimica de oxigénio (DBO) do soro de queijo, como também ¢
conhecido, ¢ alta e seu descarte inadequado ¢ crime de acordo com a lei 9.433/97. Desta forma, as
restricdes ambientais em relacao a disposi¢ao do soro, bem como o alto valor agregado de suas proteinas
tém incentivado estudos mais aprofundados no que tange o aproveitamento eficaz deste subproduto e
que viabilizem melhores purificagdes e fracionamentos das proteinas de interesse (PRAZERES, 2012).

Nos paises desenvolvidos, tais como Estados Unidos e Irlanda, a propor¢ao da utilizacao
do soro do leite para a gera¢do de novos produtos chega a 100% do volume produzido (BIEGER,
2008). No entanto, no Brasil, convive-se com a problematica de minimizar o seu descarte inadequado,
caracterizado como crime de acordo com a Lei n°® 9.433 de 8 de Janeiro de 1997 (DE MELLO, 2000).

Cerca de 40% do soro do leite produzido no Brasil é descartado de forma inadequada,
principalmente pelas pequenas e médias empresas (MARQUARDT, 2011). Quando mal redirecionado,
o soro transforma-se em um rejeito industrial nocivo a natureza e pode causar alto impacto ambiental e
prejuizos a fauna e a flora. Tal fato ocorre porque sua Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) pode
alcangar o valor de 80.000 mg O, L, o que corresponde a aproximadamente cem vezes mais que a
quantia presente em um esgoto doméstico (NUNES, 2018).

Muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com a finalidade de encontrar opg¢des para uma
melhor utilizagdo do soro do leite (GABARDO; 2011; FLORENCIO, 2013). Antes de ter seu valor
nutricional estudado, o soro diluido era considerado apenas como produto residual, no entanto, os
beneficios nutricionais e de saude de suas proteinas atrairam grande interesse do mercado nos tltimos
anos (INGLE, 2018). As aplicagdes do soro sdo inimeras, englobando desde as industrias alimenticias
como bebidas lacteas, misturas secas para condimentos, bolos, panificagdes, chocolate, cereais e
aperitivos até a producao de etanol, fertilizante, entre outros (OLIVEIRA, 2012). Com base no contexto
dessas afirmativas, o objetivo deste trabalho foi de buscar na literatura sobre reaproveitamento do soro

de leite e possiveis metodologias para a purificagdo das proteinas presentes em sua composi¢ao.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho trata-se um estudo de revisdo narrativa de literatura baseada em artigos cientificos
publicados nas plataformas de dados Scielo, Science Direct, Web of Science e periddicos CAPES.
Também foram conduzidos exames de propriedade intelectual de acordo com as normas da Lei de
Propriedade Industrial (Lei no 9.279/96). Para a obtengao das informagdes foram utilizados os sitios
do INPI e Thomson Innovation. Nao foram encontrados produtos de patentes ou modelos de utilidade
desenvolvidos com novas colunas cromatograficas visando a separagdo especifica de proteinas de soro
de leite.

A pesquisa comecou em marco de 2018 com busca no diretério do CNPQ a fim de localizar
grupos de pesquisa afins com a temadtica e termo de pesquisa utilizado oi “SORO LEITE”. Foram
encontrados 27 grupos, dentre eles pode-se observar diversidade de areas de concentracdo e 164
linhas de pesquisas distintas. Dentre as linhas de pesquisas encontradas apenas 9 delas puderam
contribuir com essa revisdo, sendo estas: Aproveitamento de soro de queijo; Aproveitamento de
residuos e coprodutos da Agroindustria; Tecnologia de subprodutos e aproveitamento de residuos
agroindustriais; Desenvolvimento de novos produtos lacteos funcionais; Aproveitamento de residuos
e coprodutos agricolas para desenvolvimento do setor agroindustrial; Aproveitamento de residuos da
industria de alimentos; Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos; Propriedades e aplicagdes dos
constituintes do soro de queijo e leitelho e Quimica e bioquimica de produtos lacteos.

A etapa de busca dos artigos nas plataformas aconteceu entre marco de 2020 e julho de 2023.
Foram encontrados 11.714 trabalhos contendo ao menos um dos termos de busca: “Proteinas de soro
de leite”, “Purificacdo de proteinas de soro de leite” e “Cromatografia de proteinas de soro de leite”. A
selecdo foi baseada na leitura dos titulos e resumos que resultaram na escolha de 36 artigos relacionados

a tematica analisada.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Proteinas de soro de leite

As proteinas de soro de leite, também chamadas de whey proteins, possuem papel terapéutico
na desnutricdo, supernutricado, manejo de doencas crdonicas, composi¢cdo corporal e envelhecimento
da populagdo e podem ser amplamente utilizadas no auxilio de ganho de massa muscular (DEETH,
2018). As principais proteinas presentes no soro foram descritas a seguir:

(1) a-lactoalbumina - (a-LA) ¢ a segunda maior fracdo proteica presente no soro do leite.
Constitui cerca de 13% das proteinas totais sendo a Unica fracdo capaz de se ligar a minerais, como
célcio e zinco. E formada por 123 residuos de aminoacidos e peso molecular de aproximadamente 14
KDa. O fato do perfil aminoacidico da a- LA se assemelhar ao do presente no leite humano, permite a
recomendacdo na formulagdo de produtos para nutrigdo infantil. As propriedades bioldgicas dos

peptideos derivados da a-LA sdo: anticancerigenos, antimicrobiano contra bactérias patogénicas como

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (DEETH, 2018).
(1) B-lactoglobulina - (B-LG) € a proteina mais abundante no soro do leite bovino, ovino e caprino.

Apresenta maior teor de aminoacidos de cadeia ramificada, com cerca de 25,1%. Contendo 52
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162 aminoécidos dispostos em uma cadeia simples de peptideos, sendo sensiveis a pH acido e elevadas
temperaturas. Apresenta peso molecular entre 18-36 KDa, o que lhe confere resisténcia a agdo enzimas
estomacais sendo, portanto, absorvida no intestino delgado. As principais propriedades biologicas dos
peptideos derivados da B-LG sdo: anti-hipertensiva, antioxidante, antimicrobiana, imunoestimulante e
hipocolesterolémico (RENHE, 2008; DEETH, 2018).

(ii1)) Albumina do soro bovino (BSA) - ¢ um polipeptidio simples contendo cerca de 582
aminoacidos, com alto peso molecular de 66 KDa. A BSA possui afinidade por acidos graxos livres
e outros lipideos favorecendo seu transporte na corrente sanguinea, por isto, tém importante papel
nas atividades fisiologicas e funcionais. E uma das precursoras da sintese de glutationa, peptideo
que aumenta a atividade imune de individuos com HIV, além de conferir atividade anticancerigena
(MAJOREK, 2012; DEETH, 2018).

(iv) Imunoglobulinas - estdo presentes no leite bovino de varias formas, algumas delas sdo
a IgG, IgA e IgM. A IgG ¢ a principal, constituindo cerca de 80% do total, e a nica que permanece
presente no leite mesmo depois da fase do colostro. As imunoglobulinas apresentam um elevado peso
molecular variando de 15-1.000 KDa. Suas principais ag¢des bioldgicas residem na imunidade passiva e
atividade antioxidante, oferecendo protecdo contra infecgdes, pois, estimulam a produgdo de linfécitos
(HURLEY, 2003; THEIL, 2013; DEETH, 2018).

(v) Glicomacropeptideo (GMP) - ¢ um peptideo derivado da digestdo da caseina pela acdo da
quimosina durante a coagulagdo do queijo. Apresenta peso molecular aproximado de 6-7 KDa. E um
peptideo com alto teor de aminoacidos essenciais ndo resistentes ao calor, assim como a mudangas
de pH. Apresenta alta carga negativa, que favorece a absor¢do de minerais pelo epitélio intestinal.
Oferecem protecdo contra infecg¢des, pois estimulam a producdo de linfocitos, efeito inibidor sobre as
secrecoes de acido gastrico e atividade imunossupressora (FURLANETTI; PRATA, 2003; DEETH
2018).

(vi) Lactoferrina - ¢ uma glicoproteina multifuncional a qual pertence a familia da transferrina.
E formada por 689 aminoacidos, com peso molecular variando de 78-80 KDa. Ela é responsavel por
varios papéis bioldgicos, como atividade imunomoduladora, antiviral, antioxidante, anti-inflamatoria e
antibacteriana e com o aumento da absor¢do de ferro na dieta. Desde a descoberta de suas multiplas
funcionalidades biologicas, a lactoferrina tem sido isolada do leite e soro de leite para uso como produto
comercial em formulagdes. O mercado comercial para a lactoferrina vem se desenvolvendo de forma
consideravel e deverd aumentar ainda mais nos proximos anos (KORHONEN, 2011; DEETH, 2018).

(vii) Lactoperoxidases - consistem de uma unica cadeia polipeptidica contendo 612 residuos
de aminodcidos, tendo peso molecular médio de 78 KDa. Fazem parte da familia das peroxidases,
grupo de enzimas responsaveis por catalisar a oxidacdo de 1845 moléculas, responsaveis pela agdo
antimicrobiana, antioxidante e antiviral, porém, estudos demostraram que esta enzima pode ser
desnaturada quando submetidas a temperaturas acima de 70°C (DEBOER, 2014; DEETH, 2018).

3.2 Estudos para puri icacdo das proteinas do soro de leite

Em busca por métodos cromatograficos de purificacdo de proteinas de soro de leite na scielo,
foram encontrados apenas dois estudos, um deles apresentou o desenvolvimento de um processo de

fracionamento cromatografico de proteinas de soro de leite usando cation unico UNOsphere S (INGLE, 53
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2018). Ja o segundo artigo demonstrou efeitos da pressao operacional e da velocidade do fluxo cruzado
no desempenho da membrana e nas resisténcias individuais na microfiltragao do soro de leite, tanto
para condi¢des estacionarias quanto instaveis, com membranas poliméricas de Poliétersulfona (PES) e
Fluoreto de polivinilideno (PVDF) (REZAEI; ASHTIANI, 2014).

No portifolio de artigos mais antigos, (ROJAS, 2004) apresentou a utilizacao da cromatografia
de exclusdo por tamanho (SEC) aplicada para purificar as proteinas do soro de queijo a-lactalbumina e
B-lactoglobulina nas fases polimérica e salina de sistemas aquosos bifésicos, respectivamente.

Algum tempo depois em seu trabalho de Purificagdo cromatografica e caracterizagao de produtos
de glicacao de proteina de soro de leite-dextrana (BUND, 2012) demonstra a utilidade da cromatografia
de troca cationica para a purificagao em larga escala de proteinas glicadas usando produtos quimicos e
procedimentos de qualidade alimentar.

Em estudo mais recente, nanoparticulas de magnetita revestidas com acido citrico e ions Cu* em
diferentes propor¢des foram empregadas como adsorventes para remog¢ao de proteinas do soro de
queijo. As particulas carregadas com proteina foram isoladas por decantacdo magnética e lavadas com
NaCl para conseguir a dessor¢ao da proteina. A analise revelou que a principal proteina na lavagem com
NaCl era a B-lactoglobulina. Os materiais aqui desenvolvidos apontaram nova alternativa interessante
para recuperagdo de B-lactoglobulina (NICOLAS, 2019).

Em seu trabalho (HIRSCH, 2020) mostrou a utilidade de novas matrizes
cromatograficas multimodais a base de quitosana para obtengao de lactoferrina (LF) e um isolado de
proteina de soro de leite (WPI) diretamente do soro de queijo sem qualquer pré-tratamento.

Na mesma tematica, (MACIEL, 2020) prop6s uma estratégia de integracao de duas operagoes
para a separacao e purificacdo da lactoferrina. O soro doce contendo 0,12 mg/mL de lactoferrina foi
submetido a microfiltracdo para clarificagdo, seguida de ultrafiltracao e diafiltragdo a fim de reduzir em
10 vezes o volume total com simultanea concentracao e pré-purificagao da lactoferrina para 1,1 mg/
mL. Na segunda operacao, a proteina foi purificada por uma cromatografia preparativa baseada em
cromatografia de leito expandido de troca cationica.

Na cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) um ion metalico
funciona como um ligante de afinidade acoplado a um agente quelante ligado a um suporte. A adsor¢ao
de proteinas ¢ baseada na interacdo entre grupos doadores de elétrons localizados na superficie da
proteina e ions metélicos imobilizados presos a um suporte. As por¢des de aminoacidos, como histidina,
cisteina, serina, glutamato, aspartato e triptofano presentes na superficie externa de uma biomolécula,
contém atomos de doadores de elétrons no amino terminal ou nas cadeias laterais e, portanto, tém
maior afinidade com o metal de transi¢do, ions como Co?*, Cu®’, Fe*", Ni** e Zn > (BONSMANN
;STORCKSDIECK, 2007).

Criogéis sdo materiais poliméricos, considerados como uma subclasse de monolitos de base
organica, produzidos a temperaturas abaixo de zero. Eles apresentam boa estabilidade quimica e
biologica e sdo amplamente utilizados como matrizes na separacao de proteinas. A cromatografia
com criogel foi testada pela primeira vez pelo grupo de Mattiasson (ARVIDSSON et al, 2002), e

eles desenvolveram essa técnica em seus estudos de pesquisas subsequentes (KIRSEBOM, 2010;
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LOZINSKY, 2012). A preparagao de cilindros monoliticos poliméricos € simples e pode ser realizada
dentro de colunas cromatograficas, convencionais ou capilares, através da polimerizagao in situ (FARIA
et al, 2000).

Muitos trabalhos envolvendo criogel em IMAC vém sendo estudados, dentre eles podemos
destacar alguns como: cromatografia por afinidade com metais imobilizados sendo usada em
colunas continuas supermacroporosas (monolitos) de criogéis de poli (acrilamida), modificadas com
residuos de acido iminodiacético, para captura direta de enzimas de homogenados celulares, tais
como lactato desidrogenase (ARVIDSSON et al, 2003); Criogéis em IMAC sendo sintetizados e
utilizados para a adsorcao e separagdao da imunoglobulina G (IgG) da solugao de IgG e plasma humano
(BAKHSHPOUR, 2016); Captura direta de lactoferrina proveniente de soro de queijo ultrafiltrado em
colunas supermacroporosas de criogel com ions cobre (CARVALHO, 2014); dentre outros.

Adsorventes IMAC (matriz com agente quelante imobilizado) podem ser também adquiridos
comercialmente. No entanto, o alto custo dessas resinas pode ser um fator limitante para algumas
aplicagodes. Dessa forma, a utilizagcdo de colunas de criogel para producao de adsorventes IMAC para a
purificacao de proteinas de soro de leite pode se mostrar como boa alternativa. Estes sdo mais acessiveis
economicamente do que as resinas ja encontradas no mercado ja que os reagentes utilizados em sua

composi¢ao sao produtos quimicos comuns e de baixo custo (LIAO, 2007).

4 CONCLUSAO

A cromatografia ¢ uma técnica amplamente aplicada a purificacdo de proteinas, pois, as
substancias de interesse podem ser convenientemente separadas das matérias-primas brutas de uma
maneira altamente especifica e em uma tnica etapa. A cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados (IMAC) ja ¢ utilizada para a purificagdo de bioprodutos devido a sua alta especificidade
e baseia-se na afinidade diferencial que ions metélicos imobilizados em uma matriz sélida apresentam
por certos grupamentos expostos na superficie de uma molécula em solugdo. No entanto, resinas
cromatograficas de alto custo pode tornar os processo inviaveis para aplicagdes em larga escala. Logo, a
utilizacdo de colunas de criogel para produc¢do de adsorventes IMAC para a purificacao de proteinas de
soro de leite pode se mostrar como boa alternativa visando o aproveitamento deste residuo proveniente

da fabricacdo de queijos.
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