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CAPITULO 1






RESUMO GERAL

Os suplementos alimentares sdo preparagdes destinadas a complementar a dieta e fornecer
nutrientes como, vitaminas, minerais, fibras, acidos graxos e proteinas ou aminodacidos, cuja
necessidade nutricional ndo ¢ suprida através da alimentagdo. A proteina ¢ o principal
componente dos alimentos encontrados em formulagdes para recém-nascidos, criancas em
estado de desnutricdo, idosos e praticantes de atividade fisica. Nas ultimas décadas, as proteinas
soluveis do soro do leite (whey protein), nas formas concentrada, isolada e hidrolisada, vém
sendo mais utilizadas devido a sua qualidade nutricional, porém elas estdo altamente diluidas
na por¢ao aquosa do leite, gerada durante a fabricagcdo do queijo, o que dificulta e encarece sua
obtencao e utilizagdo. A soja também ¢ utilizada em suplementos alimentares, pois seus graos
possuem aproximadamente 40 % de proteina, porém € necessdrio tratamento térmico para
eliminagdo de fatores antinutricionais, sem contar com questdes éticas, ambientais e de
seguranca alimentar ligadas a utilizacdo de soja transgénica. A microalga Spirulina apresenta
elevado conteudo protéico em sua biomassa e cerca de 50 % da massa total de proteinas ¢
constituida de aminodcidos essenciais. Além disso, destaca-se por possuir o certificado GRAS
(Generally Recognized As Safe) do FDA (Food and Drug Administration) o que garante o seu
uso como alimento ou farmaco. A hidrdlise de proteinas de microalgas proporciona rapida
absor¢do e digestdo de aminoacidos livres, di e tri-peptideos resultantes do processo de
hidrolise, o que pode favorecer a recuperacdo muscular de atletas pds-treinamento fisico. O
objetivo da presente dissertagdo consiste em utilizar a biomassa da microalga Spirulina sp. LEB
18 para obtengao de concentrado, isolado e hidrolisados protéicos que possam ser destinados a
aplicagdo em alimentos e/ou suplementos alimentares. A biomassa da microalga foi obtida da
planta piloto do Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) localizada em Santa Vitdria do
Palmar (RS), moida, e suas proteinas foram concentradas e isoladas por precipitacao isoelétrica.
O concentrado e isolado protéico da microalga foram hidrolisados com protease comercial de
Bacillus licheniformis, em biorreator agitado com controle automatico de temperatura, agitagcao
e pH, conforme condi¢des 6timas da enzima. As propriedades funcionais, valor biologico e a
atividade antioxidante dos concentrados, isolados e hidrolisados protéicos de Spirulina foram
avaliados. Com o método de precipitacao isoelétrica, foi possivel obter concentrado e isolado
protéico de Spirulina com 83,9 % e 91,3 % de proteina, respectivamente. A hidrolise enzimética
com Protemax 580L, em biorreator STR, proporcionou a obten¢do de hidrolisados protéicos
com 54,4 %, 66,8 % e 77,9 % de grau de hidrélise. O valor nutritivo, funcional e biolégico,
avaliados neste trabalho, sugerem a incorporagao dos extratos protéicos de Spirulina sp. LEB
18 e seus hidrolisados, como fontes alternativas de proteina, com alegacao funcional e de saude,
podendo ser utilizados por praticantes de atividade fisica, idosos ou individuos que necessitem
de proteinas.

Palavras-chave: Hidrolisado protéico. Fonte de proteina. Spirulina.
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PROTEIN CONCENTRATE, PROTEIN ISOLATE AND PROTEIN
HYDROLYZATE OBTAINED FROM Spirulina BIOMASS

ABSTRACT

Food supplements are preparations intended to supplement the diet and provide nutrients such
as vitamins, minerals, fiber, fatty acids and amino acids or proteins, that nutritional need is not
supplied through the diet. Protein is the main component of foods found in formulations for
newborns, children in a state of malnutrition, elderly and physically active people. In recent
decades, soluble whey proteins in concentrated, isolated and hydrolyzed forms, have been used
due to their nutritional quality, but they are highly diluted in the aqueous portion of the milk
produced during the manufacture of cheese, making it difficult and costly to use. Soybeans are
also used in food supplements because their grain possess approximately 40 % of protein, but
heat treatment is necessary to eliminate anti-nutritional factors, not including ethical,
environmental and food security issues linked to use of transgenic soy. Spirulina has high
content of protein in its composition and about 50 % of the total mass of proteins consists in
essential amino acids. In addition, stands out for having the GRAS certificate (Generally
Recognized as Safe) of FDA (Food and Drug Administration) which ensures its use as a food
or drug. The hydrolysis of proteins microalgae provides rapid absorption and digestion of free
amino acids, di and tri-peptides resulting from the hydrolysis process, which can promote
athletes muscle recovery after physical training. The objective is to use the biomass of Spirulina
sp. LEB 18 to obtain concentrated, isolated and protein hydrolysates which may be intended
for use in food and/or food supplements. The biomass of microalgae was obtained from the
pilot plant of Laboratory of Biochemical Engineering (LEB) located in Santa Vitoria do Palmar
(RS), milled, and their proteins were concentrated and isolated by isoelectric precipitation. The
concentrated and isolated protein from the microalgae were hydrolyzed with commercial
protease from Bacillus licheniformis, in bench bioreactor with automatic temperature, agitation
and pH control, as optimal conditions of the enzyme. The functional properties, biological value
and antioxidant activity of concentrates, isolates and hydrolysates protein of Spirulina were
evaluated. With the isoelectric precipitation method, it was possible to isolate and concentrate
protein from Spirulina with 83.9 % and 91.3 % protein, respectively. The enzymatic hydrolysis
with Protemax 580 L, in bioreactor STR, afforded the obtanment of protein hydrolysates with
54.4 %, 66.8 % and 77.9 % of degree of hydrolysis. The nutritional, functional and biological
value, evaluated in this work, suggest the incorporation of protein extracts of Spirulina sp. LEB
18 and their hydrolysates, as alternative sources of protein with functional claims and health,
that can be used by practitioners of physical activity, elderly or individuals who require protein.

Keywords: Protein hydrolyzed. Source of protein. Spirulina.



23

1 INTRODUCAO GERAL

Concentrados protéicos sao produtos que passam pela exclusdo parcial de
carboidratos, sais minerais e outros constituintes de uma matéria-prima, enquanto que isolados
protéicos sdo produtos livres de interferentes, geralmente com mais de 90 % (p/p) de proteina
(FONTANA et al., 2009; REGULY, 1983). Os hidrolisados protéicos consistem em uma mistura
de aminoacidos livres e pequenos peptideos que sao obtidos pela quebra das ligagdes peptidicas
de uma proteina (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

As proteinas vém sendo extraidas de fontes vegetais e animais para obtengdo desses
produtos. Das fontes de origem vegetal, proteinas da soja sdo as mais utilizadas. Entre as fontes
de origem animal, as proteinas do leite, especialmente as do soro, sdo as mais empregadas,
devido as suas propriedades funcionais e valor nutritivo (DEVRIES; PHILLIPS, 2015;
VANDENPLAS et al., 2014).

Existem muitos estudos quanto as mudangas causadas pelos processos de extracao de
proteinas nas propriedades funcionais (YANJUN et al.,, 2014), e também, estudos de
modificacdo quimica ou enzimatica destinadas a algum fim especifico, como obtencdo de
peptideos bioativos (ATTAALLAH et al., 2012; CARVAJAL, 2009). Entretando, novas fontes
de proteinas devem ser estudadas para atender a demanda mundial de alimentos (AIKING,
2011).

A utilizag¢do da biomassa proveniente do cultivo de microalgas em alimentos se torna
cada vez mais atraente em comparagdo com a producdo de proteinas convencionais
(CHRONAKIS; MADSEN, 2011). Microalgas sao micro-organismos autotroficos, que além de
agua, requerem apenas luz, diéxido de carbono e nutrientes inorganicos para o crescimento
(RADMER; PARKER, 1994; WOOD; TOERIEN, 1991). Esses requerimentos de baixo custo,
aliados com altas taxas de crescimento celular e ampla faixa de condi¢des de cultivo que as
microalgas conseguem sobreviver, fazem com que essas sejam uma promissora fonte
alternativa de proteinas com significativas vantagens tecnoldgicas e comerciais (CHRONAKIS;
MADSEN, 2011).

A microalga Spirulina é uma cianobactéria que possui elevado teor de proteinas em
sua biomassa e ¢ facilmente cultivada, devido a alta produtividade em biomassa
(CHRONAKIS; MADSEN, 2011). O elevado numero de ribossomos em sua estrutura celular
permite maior sintese de proteinas do que a de células vegetais ou animais (BOROWITZKA,
1995). Sua biomassa pode ser utilizada em alimentos por possuir certificado GRAS (Generally

Recognized As Safe) do FDA (Food and Drug Administration) (FDA, 2003). As proteinas da
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microalga Spirulina contém todos os aminoacidos essenciais e seu valor nutritivo ¢ comparavel
em relacdo a proteinas convencionais utilizadas na suplementacdo alimentar, o que as fazem
uma potencial alternativa para nutricado humana (BECKER, 2007).

Além do elevado valor nutritivo e propriedades funcionais, que a biomassa de
Spirulina possui, ¢ possivel obter peptideos a partir da mesma. O processo de hidrolise das
microalgas pode gerar peptideos com atividade bioldgica, como a¢do anti-inflamatéria (VO;
RYU; KIM, 2013), antioxidante (LISBOA, 2013) e hipocolesterolémica (PAN et al., 2015).

Portanto, o estudo da extracdo de proteinas da microalga Spirulina sp. LEB 18 ¢
importante para aplicacdo em alimentos e suplementos alimentares, destinados aos individuos
que necessitem de uma dieta rica em proteinas. Além disso, a hidrolise enzimatica dessas
proteinas pode proporcionar melhorias na qualidade funcional, nutricional, além da liberagao

de peptideos que podem ser benéficos a satde.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Utilizar a biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 para obten¢ao de concentrado,
isolado e hidrolisados protéicos como fonte alternativa de proteina com potencial para aplicagdo

em alimentos ou suplementos alimentares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter proteina concentrada e proteina isolada da biomassa de Spirulina sp. LEB 18;

e Obter hidrolisados protéicos das proteinas concentradas e das isoladas da biomassa de
Spirulina sp. LEB 18;

e Determinar as propriedades funcionais e o valor nutritivo do concentrado, do isolado e
dos hidrolisados protéicos obtidos;

e Avaliar a atividade antioxidante da proteina concentrada, da isolada e da hidrolisada da

biomassa;






CAPITULO 11
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MICROALGAS

Microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos, eucarioticos ou procaridticos,
geralmente unicelulares, que crescem em agua salgada ou doce e variam quanto a morfologia,
podendo alcancar de 3 a 10 um de comprimento ou didmetro (GAMAL, 2010; OLAIZOLA,
2003). Tanto microalgas eucaridticas, quanto procaridticas (cianobactérias), sdo organismos
promissores para producdo sustentavel de insumos do setor alimenticio, nutricdo animal,
industria quimica e de combustivel (WIJFFELS; KRUSE; HELLINGWEREF, 2013).

As algas verde-azuladas ocupam uma posicdo intermedidria entre as bactérias
fotossintetizantes ¢ as algas eucaridticas. Elas possuem clorofila e outros pigmentos como
ficocianina. Com sua estrutura celular procaridtica (parede celular, ribossomos e acido
nucléico), classificam-se, taxonomicamente, dentro do grupo das bactérias (Reino
Procaryotae), com a denominagdo de cianobactérias (BRENNER; KRIEG; STALEY, 2005)

Assim sendo, as cianobactérias tém sido chamadas tradicionalmente de microalgas.
Algumas dessas cianobactérias, como ¢ o caso da Spirulina, fornecem uma grande contribuicao
na biotecnologia das microalgas (RODRIGUEZ; GUERRERO, 1992). O termo microalga nao
tem sentido taxondmico, porém incluem-se 2 tipos de micro-organismos: as cianobactérias, que
tém estrutura celular procaridtica, € as outras microalgas, com estrutura celular eucariotica
(GAMAL, 2010).

Entre os grupos de microalgas, as cianobactérias sdo fontes de compostos bioativos
(CHU, 2012). Compostos bioativos de origem microalgal podem ser obtidos de seu
metabolismo primério, como proteinas, acidos graxos, vitaminas € pigmentos ou podem ser
sintetizados a partir de metabolismo secundario, originando compostos antimicrobianos,

antienzimaticos ou com ag¢ao antibidtica (VOLK, 2008).

3.2 Spirulina

A microalga Spirulina ¢ uma cianobactéria pertencente ao grupo das Cyanophytas,
também denominadas algas azuis. Sua organiza¢do celular ¢ procaridtica, filamentosa, que
forma tricomas cilindricos multicelulares, e se dispde na forma espiralada (VONSHAK, 1997).
Além de agua, requer dioxido de carbono, energia luminosa e nutrientes inorganicos para o

crescimento (RADMER; PARKER, 1994; WOOD; TOERIEN, 1991). Reatores abertos do tipo
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raceway podem ser utilizados para o cultivo de Spirulina, que sdo economicamente mais viadveis
que fotobiorreatores fechados e sua biomassa pode ser separada do cultivo por filtragdo simples
(CHRONAKIS; MADSEN, 2011).

Sua produtividade em biomassa ¢ considerada elevada e a area de cultivo ndo compete
com a de plantas terrestres. Em termos de area de cultivo, o rendimento em proteinas contidas
na biomassa pode ser de 20 a 50 vezes maior do que o rendimento de proteinas produzidas por
area de cultivo de soja. Estima-se que ao utilizar uma éarea de 0,4 hectares para o cultivo da
microalga ¢ possivel obter 10 t de proteina, ao contrério do trigo e do gado, em que pode-se
obter apenas 0,16 ¢ 0,016 toneladas de proteina, respectivamente (DARCY-VRILLON, 1993).

Comparando-se com outros alimentos, a Spirulina apresenta teores de proteina mais
elevados que de peixe (15-20 %), sementes de soja (35 %), ovos (12 %), cereais (8-14 %) e
leite integral (3 %) (HENRIKSON, 1994). O elevado nimero de ribossomos em sua estrutura
celular permite maior sintese de proteinas do que a de células vegetais ou animais. A Spirulina
possui taxa de conversdo fotossintética de 8 a 10 %, enquanto a soja possui apenas 3%
(BOROWITZKA, 1995).

A biomassa de Spirulina vem sendo produzida comercialmente ha aproximadamente
30 anos. Cerca de 60 a 70 % de seu peso seco constitui-se de proteina e € rica em vitaminas,
especialmente vitamina B12 e pro-vitamina A (B-caroteno) e minerais, especialmente ferro
(BELAY; HOUSTON, 2002; MORAIS et al., 2009).

As proteinas presentes em Spirulina sdo, principalmente, ficobiliproteinas. AS
ficobiliproteinas aumentam o espectro de captacdo de luz pela fotossintese, mas também
possuem uma importante funcdo de atuar como reserva de nitrogénio. Em situagdes de caréncia
de nitrogénio, as proteinas que compdem as ficobiliproteinas sdo degradadas e o0s
ficobilissomos sdo eliminados, liberando nitrogénio para os processos metabolicos essenciais
(LOURENGCO, 2006). As ficobiliproteinas sdo classificadas em trés grandes grupos:
ficoeritrina, aloficocianina e ficocianina (SANTIAGO-SANTOS et al., 2004). Entre essas, a
ficocianina ¢ a proteina majoritaria (PATIL; RAGHAVARAO, 2007).

As proteinas dessa cianobactéria contém todos os aminodcidos essenciais (leucina,
isoleusina, lisina, metionina, treonina, triptofano, fenilalanina e valina) que representam 47 %
do seu peso total seco (DILLON; PHUN; DUBACQ, 1995). Becker (2007) afirmou que as
proteinas de Spirulina sdo promissoras como nova fonte de proteina, ao comparar alguns
parametros de avaliagdo de valor biologico como coeficiente de digestibilidade, utilizagao
liquida de proteina (NPU) e coeficiente de eficacia protéica (PER) com proteinas

convencionais.
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Desde 1981 a microalga Spirulina foi legalmente aceita pelo FDA (Food Drug
Administration), como sendo fonte de proteinas, vitaminas e minerais, podendo ser legalmente
comercializada como alimento ou complemento alimentar (FOX, 1996).

No mercado, € possivel encontra-la na forma de tablets, capsulas, em p6 ou na forma
liquida. No entanto, alimentos adicionados de Spirulina devem ser sensorialmente mais
convenientes e variados, assim, combinando-se aspectos saudaveis e atrativos. Estudos foram
realizados a fim de incluir a biomassa em formulagdes de pao (FIGUEIRA et al., 2011; MARCO
et al., 2014), massas (FRADIQUE et al., 2010), pudins (GOUVEIA et al., 2008) e outros
alimentos. Para esses produtos, estratégias tecnologicas sdo empregadas a fim de diminuir os

aspectos sensorias € aumentar sua aceitabilidade.

3.3 PROTEINAS

As proteinas sdo polimeros complexos, formados por carbono, hidrogénio, oxigénio e
nitrogénio. S3o formadas de um grande numero de unidades fundamentais chamadas de
aminoacidos (compostas por 21 aminodcidos diferentes) que estdo ligados entre si por ligagcdes
peptidicas. Elas possuem fundamental importancia para o organismo humano, pois fazem parte
de praticamente todos os processos bioldgicos, como sistema hormonal, enzimatico, estrutural,
imunologico e nutritivo (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006).

Elas representam uma classe variada e heterogénea de macromoléculas, formadas por
polipeptideos de elevada massa molecular. Quimicamente, dividem-se em proteinas simples,
constituidas apenas de polipeptideos, e complexas, ou conjugadas, que contém grupamentos
adicionais, como carboidratos, lipideos e acidos nucléicos. A organizagdo espacial de uma
proteina ¢ resultante do tipo de aminoacidos que a compdem e de como eles estdo dispostos uns
em relacdo aos outros (MARZZOCO; TORRES, 2007).

A estrutura de proteinas pode ser desestabilizada por mudangas de pH, temperatura,
adicao de sais, acdo de pressao, forcas de cisalhamento, ou at¢ mesmo combinacao destas
condi¢des. Consequentemente, ¢ de se esperar que as operagdes durante o processamento de
alimentos, como congelamento, desidratagdo, mistura, agitacdo, concentracdo, entre outros,
causem alteragdes na estrutura protéica. No entanto, algumas alteragdes ndo sao
necessariamente indesejaveis, € os processos podem ser controlados de forma a modificar
intencionalmente a estrutura e funcionalidade das proteinas. Mudangas quimicas e enzimaticas
também podem ser citadas como técnicas de modificagdo intencional das propriedades que as

proteinas conferem em alimentos (YADA, 2004).
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Todas as proteinas biologicamente produzidas podem ser utilizadas como proteinas
alimentares. Entretanto, para efeitos praticos, as proteinas alimentares podem ser definidas
como aquelas que apresentam facil digestao, sdo atoxicas, adequadas, no aspecto nutricional,
funcionalmente utilizaveis em produtos alimenticios e disponiveis em abundancia. Devido ao
aumento crescente da populagdo mundial, fontes alternativas de proteinas para a alimentagado
humana precisam ser desenvolvidas para atendimento de demandas futuras. No entanto, a
adequacdo dessas novas fontes de proteinas para uso em alimentos depende de seu custo e de
sua capacidade de cumprir a fun¢do normal dos ingredientes protéicos (DAMODARAN;

PARKIN; FENNEMA, 2010).

3.3.1 Propriedades Funcionais de Proteinas

As propriedades funcionais de proteinas sdo propriedades fisico-quimicas que lhes
permitem contribuir para as caracteristicas desejadas de um alimento, interferindo na qualidade
e atributos sensoriais do mesmo (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007). Elas podem ser classificadas
em hidrofilicas, afinidade com a agua; interfasicas, capacidade das moléculas de proteina se
unirem formando uma pelicula entre duas fases imisciveis; intermoleculares, capacidade de
formarem ligacdes entre si ou com outros componentes dos alimentos; reoldgicas, dependem
de caracteristicas fisicas e quimicas especificas das proteinas; e organolépicas, manifestam-se
através dos orgaos dos sentidos, referindo-se a textura, cor, sabor e aroma (SGARBIERI, 1996).

Devido as propriedades funcionais que as proteinas desempenham em sistemas
alimenticios, elas vém sendo extraidas de fontes vegetais e animais para obtencdo de
concentrados e isolados protéicos destinados a aplicacdo em alimentos (SCHUTYSER; VAN
DER GOQOT, 2011). O Quadro 1 apresenta as principais propriedades funcionais das proteinas
relacionadas a sua aplicagdo em alimentos.

A solubilidade ¢ uma propriedade fisico-quimica fundamental das proteinas,
classificada como uma propriedade funcional, pela importancia que essa propriedade exerce
sobre a funcionalidade das proteinas nos alimentos (SGARBIERI, 1996). De acordo com
(DAMODARAN, 1996), a solubilidade de uma proteina ¢ uma manifestagcdo termodinamica do
equilibrio entre interagdes proteina-proteina e proteina-solvente. A funcionalidade das proteinas
¢ frequentemente afetada pela solubilidade protéica, sendo que as propriedades espumantes,
emulsificantes e gelificantes sdo as mais afetadas. Proteinas insoliiveis possuem aplica¢do

limitada em alimentos.
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Quadro 1 - Propriedades funcionais das proteinas e exemplos de suas aplicagdes tecnologicas
em alimentos

Propriedade Aplicacao Fonte de Proteina
Solubilidade Bebidas Soro de leite
Formagao e estabilidade de Coberturas, bolos, sorvetes, Ovo, leite
espuma sobremesas
Emulsificagao Salsicha, sopa, molhos Carne, leite, ovo
Absorcao de agua Salsicha, massa Carne, ovo
Absor¢ao de gordura Mortadela, salsicha, Carne
linguicas, patés
Viscosidade Sopas, molhos, sobremesa Gelatina
Coesao Carne, salsicha, massa Carne, ovo, soro de leite

Fonte: adaptado de (ARAUJ 0, 2004; CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989)

As propriedades de formagao de espuma referem-se a sua capacidade de formar uma
pelicula fina e resistente na interface gas-liquido, de modo que grandes quantidades de bolhas
de gas possam ser incorporadas e estabilizadas. As espumas consistem de uma fase continua
aquosa e uma fase dispersa gasosa (ar). Em geral, a formacdo de bolhas ou o ato de bater ou
agitar uma solu¢do proteica criam espumas estabilizadas por proteinas (DAMODARAN;

PARKIN; FENNEMA, 2010).

3.4 FONTES DE PROTEINA E SUPLEMENTOS PROTEICOS CONVENCIONAIS

Os suplementos nutricionais ou alimentares podem ser definidos como fontes
concentradas de nutrientes ou outras substancias com efeito nutricional ou fisiologico,
comercializados com o objetivo de complementar a dieta tradicional (CE, 2002). A classificagdo
de acordo com a legislacdo para suplementos varia entre os paises. No Brasil, a categoria
"suplemento alimentar" ndo existe, e estes produtos sdo colocados em outras categorias de
alimentos, tais como alimentos para atletas (BRASIL, 2010), suplementos de vitaminas e/ou
minerais (BRASIL, 1998a), alimentos com propriedades funcionais ou alegacdes de saude
(BRASIL, 1999a) e alimentos para fins especiais (BRASIL, 1998b), ou novos alimentos ou
ingredientes (BRASIL, 1999b), cujas defini¢des sdo apresentadas no Quadro 2.
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Quadro 2 — Algumas defini¢cdes de alimentos baseadas na legislagdo brasileira

Categoria Definicao legal Legislacao

Alimentos especialmente formulados para
auxiliar os atletas a atender suas necessidades
. nutricionais  especificas e auxiliar no
Alimentos para atletas _ RDC 18/2010
desempenho do exercicio. Ex.: suplemento
protéico; para substitui¢do parcial de refeigoes;

de creatina; de cafeina; de aminoacidos.

Propriedade funcional: relativo ao papel

metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou nao

Alimentos com | nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
propriedades manutencdo e outras fungdes normais do
o ' RDC 18/1999
funcionais ou | organismo humano; Alegacdo de saude: ¢ aquela
alegagdes de saude que afirma, sugere ou implica a existéncia de

relacdo entre o alimento ou ingrediente com

doenga ou condigao relacionada a saude.

Alimentos ou substiancias sem historico de
consumo no Pais, ou alimentos com substancias

Novos alimentos e | j4 consumidas, e que, entretanto, venham a ser

' ' o . ' _ RDC n°16/1999
novos ingredientes adicionadas ou utilizadas em niveis muito
superiores aos atualmente observados nos
alimentos utilizados na dieta regular.
Substancias Bioativas | Substincia Bioativa: além dos nutrientes, os ndo
e Probidticos com | nutrientes que possuem agdo metabdlica ou
Alegacao de | fisiologica  especifica;  Probidtico:  micr-
‘ ‘ . RDC n°2/2002
Propriedades organismos vivos capazes de melhorar o

Funcional e ou de | equilibrio microbiano intestinal produzindo

Saude efeitos benéficos a saude do individuo.

As proteinas e aminoacidos estdo entre os alimentos e suplementos alimentares mais
utilizados, na forma de concentrados, isolados e hidrolisados protéicos (ALVES; LIMA, 2009).
De modo a serem utilizadas como ingredientes na industria de alimentos, as proteinas podem
ser concentradas ou isoladas por diversos métodos. Os métodos de concentragcdo de proteinas

incluem: centrifugagdo, baseada na diferenca de densidade; separacdo por membranas, baseada
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na diferenga de tamanho; troca ionica, baseada na diferenca de carga; cromatografia por

afinidade, baseada em ligacdo especifica com uma matriz (BRANS et al., 2004).

34.1 Concentrados Protéicos

Os concentrados protéicos sdo produtos que passam pela exclusdo parcial de
carboidratos, sais minerais e outros constituintes nao protéicos de uma matéria-prima (BRANS
et al., 2004). Os mais conhecidos sdao os concentrados de soro de leite (Whey Protein
Concentrate ou WPC), soja (Soy Protein Concentrate ou SPC) e pescado (Fish Protein
Concentrate ou FPC) (FONTANA et al., 2009).

O WPC ¢ um subproduto da industria de laticinios obtido através da producdo de
queijos e existe no mercado em concentragdes protéicas que variam de 35 a 80 %, sendo
classificado de acordo com o seu percentual de proteina (BALDASSO, 2008). OS concentrados
de proteinas de leite, assim como seus isolados protéicos sao conhecidas por apresentarem
qualidade elevada. Esses ingredientes protéicos sdo comumente vendidos em forma de pos, e
oferecem versatilidade na industria de bebidas, conferindo sabor, funcionalidade e propriedades
nutricionais a esses alimentos (MULVIHILL; ENNIS, 2003).

A soja € o grao mais conhecido para obtengdo de concentrado protéico de origem
vegetal. Segundo o Codex Alimentarius (CODEX, 1989), o concentrado protéico de soja deve
conter entre 65 e 90 % de proteina em sua composi¢do. Concentrado protéico de pescado (CPP)
ou fish protein concentrate (FCP), sigla adotada pela FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations) para registro do produto comercial, ¢ um produto estavel, de alto teor
protéico. Em geral, eles ndo sdo consumidos diretamente, sendo utilizados como matéria-prima
para elaboracdo de produtos de elevado valor agregado (FONTANA et al., 2009).

Os principais inconvenientes na utilizagao de proteinas de soja sdo compostos de sabor
e aroma fortes e de agucares (estaquiose e rafinose) causadores de flatuléncia, assim, os métodos
de extragdo de proteinas visam a eliminag¢do desses compostos, no entanto, alguns minerais
também sdo extraidos. Por consequéncia o teor de proteinas e fibras ¢ aumentado (LUSAS;
RIAZ, 1995). Existem estudos de concentrados protéicos que podem ser obtidos por outras
fontes de vegetais, como de ervilha (PELGROM et al., 2013) e batata (MIEDZIANKA et al.,
2014), geralmente em substituicdo aos concentrados protéicos utilizados para alimentagdo

animal.


http://www.fao.org/
http://www.fao.org/
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3.4.2 Isolados Protéicos

De acordo com Reguly (1983), o isolamento de proteina ¢ basicamente um processo
de extragdo o qual visa obter um produto livre de interferentes. Isolados protéicos sao aqueles
produtos que apresentam teores de proteinas superiores a 90 %. Da mesma forma que os
concentrados protéicos, os isolados protéicos sdo obtidos de diversos alimentos, tais como leite,
soja ou pescado. Estes isolados podem ser utilizados como ingrediente em produtos para
consumo humano direto. Os mais conhecidos sdo os isolados protéicos do soro de leite (Whey
Protein Isolate ou WPI), de soja (Soy Protein Isolate ou SPI) e de pescado (Fish Protein Isolate
ou FPI) (FONTANA et al., 2009).

O WPI ¢ a forma comercial mais pura das proteinas do soro, contém entre 80 e 95 %
de proteina e quantidades muito pequenas de gorduras e lactose, podendo ser isento desses
componentes (BRANS, 2006). Os SPI, geralmente produzidos por precipitacdo isoelétrica, sao
amplamente utilizados em alimentos devido ao elevado conteudo de proteina (maior que 90 %)
e versatilidade funcional (FANG; YU; BADGER, 2004). Os FPI contém principalmente
proteina miofibrilar extraida do musculo do pescado, além de lipideos de membrana,

dependendo do processamento em que sao submetidos (HULTIN et al., 2005).

3.5 HIDROLISADOS PROTEICOS

Os hidrolisados protéicos consistem em uma mistura de aminodacidos livres e pequenos
peptideos que sao obtidos pela quebra das ligagdes peptidicas de uma proteina. Os hidrolisados
protéicos sao obtidos através de hidrolise quimica (hidrolise acida ou alcalina) ou enzimatica
de proteinas. A hidrdlise enzimatica destaca-se por apresentar maiores beneficios e vantagens
em relagdo a modificagdo quimica. Enzimas possuem maior especificidade com o substrato,
diminuindo a probabilidade de ocorrerem reagdes indesejaveis, que resultem na formacgao de
produtos toxicos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A hidrdlise enzimética da proteina resulta em diminui¢ao do peso molecular, aumento
do numero de grupos ionizaveis e exposi¢cdo de grupos hidrofébicos protegidos na estrutura
original da proteina (ROMAN; SGARBIERI, 2005). Com isso, ¢ possivel aumentar o
aproveitamento nutricional de proteinas. Os hidrolisados protéicos ricos em di e tri-peptideos
sdo mais facilmente digeridos e absorvidos pelo organismo do que proteinas intactas

(NIELSEN; OLSEN, 2002).
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Peptideos introduzidos na dieta podem ser importantes, no sentido de propiciar melhor
utiliza¢do das proteinas, principalmente em determinadas situagdes como para individuos com
intolerancia alimentar, nos casos de deficiéncia enzimatica (JAKOBSSON et al., 2000). A
suplementagao com proteinas hidrolisadas pode contribuir no combate a desnutri¢ao e aumentar
a absorcdo de nitrogénio por individuos que possuam fungdo intestinal prejudicada
(FRENHANI; BURINI, 1999; LEE et al., 2015).

Na industria de alimentos, os hidrolisados protéicos sao utilizados para fins especiais
como suplementacao dietética de idosos (PENNINGS et al., 2011) criangas que apresentam
alergia a proteina intacta, criancas com diarréia aguda ou crdnica, intolerancias alimentares
(PENTERICH et al., 2010) ou erro inato de metabolismo, como a fenilcetontria (BIZZOTO et
al., 2006), bem como em dietas para controle de peso (AIHARA; OSAKA; YOSHIDA, 2014;
LILLEFOSSE et al., 2013) e nutrigdo de esportistas (DECOMBAZ, 2004; MOBLEY et al.,
2015).

Dependendo da estrutura, composic¢ao e sequéncia, os peptideos gerados pela hidrdlise
das proteinas podem apresentar bioatividade como atividade antioxidante, anti-hipertensiva,
hipocolesterolémica, antibacteriana e imunomodulatéria (HARTMANN; MEISEL, 2007).

A atividade antioxidante estd associada aos peptideos presentes em determinadas
sequéncias da proteina, sendo que sua atividade baseia-se na respectiva composicao e sequéncia
dos residuos de aminoacidos (COSTA; GONTIJO; NETTO, 2007). Estes peptideos com
atividade antioxidante além de serem uteis para a satide dos individuos também podem ser
utilizados como antioxidantes naturais para a conservagdo de alimentos (NEVES; CAMPOS;
MAEQUEZ, 20006).

Alguns estudos, como o de Oseguera-Toledo et al. (2011) sugerem que com o
isolamento das proteinas previamente a hidrolise ¢ possivel aumentar a atividade antioxidante

e anti-inflamatoria.

3.6  ALIMENTOS ANTIOXIDANTES E BENEFICIOS A SAUDE

Espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres formados a partir do estresse
oxidativo estdo fortemente associados com o surgimento de doencas cronicas como cancer,
doencas cardiacas e mal de Alzheimer (ZHOU et al., 2012). Os niveis de ROS, in vivo, sao
controlados por enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase, catalase, superoxido
dismutase, ou por antioxidantes ndo enzimaticos tais como vitamina C e E. A a¢do dos

antioxidantes pode reduzir a formagao de moléculas oxidadas, como proteinas e lipideos, e



38

assim ajudar a prevenir o desenvolvimento de doencas (WOJCIK; BURZYNSKA-
PEDZIWIATR; WOZNIAK, 2010).

O consumo de uma dieta rica em antioxidantes tem sido sugerido como benéfico para
a saude humana. Consequentemente, uma ampla variedade de produtos naturais estdo sob
investigacdo quanto ao seu potencial clinico, tanto para tratamento quanto prevengdo de
doengas (WOJCIK; BURZYNSKA-PEDZIWIATR; WOZNIAK, 2010). Consumir
antioxidantes de fontes naturais se torna altamente efetivo para promover a satde por aumentar
o sistema antioxidante natural do organismo. Esses antioxidantes também sdo Uteis em sistemas
alimenticios por retardarem a peroxidacdo lipidica, 0 que ajuda na manutencdo do valor
nutritivo e dos aspectos de sabor, aroma e cor dos alimentos (SARMADI; ISMAIL, 2010).

Produtos alimenticios com atividade antioxidante, assim como, compostos bioativos
purificados estdo sendo estudados na incorporagao desses em formulagdes de alimentos e
suplementos alimentares (ALMEIDA et al., 2011). Diversos peptideos de proteinas alimenticias
tém sido investigados por possuirem capacidade antioxidante. Peptideos antioxidantes de
alimentos sdo considerados como sendo compostos seguros e de salde. Eles apresentam
vantagens em relacdo aos antioxidantes enzimaticos, por serem mais estaveis em diferentes
sistemas bioldgicos. Além disso, apresentam propriedades nutricionais e funcionais além da
atividade antioxidante (XIE et al., 2008).

3.7 MICROALGAS COMO FONTES ALTERNATIVAS PARA ALIMENTACAO

O interesse na pesquisa por novas fontes protéicas ndo convencionais para aplicagao
na industria alimenticia ¢ cada vez maior. Fontes alternativas de proteinas vém sendo estudadas
para garantir o desenvolvimento sustentavel de alimentos. Novas fontes de proteina, para serem
utilizadas como ingredientes protéicos, sdo mais aceitas pela indlstria se possuirem excelentes
propriedades tecnoldgicas/funcionais e se estiverem disponiveis a custo apropriado
(SCHWENZFEIER et al., 2013).

Nos tltimos anos, a biomassa de microalgas tem sido proposta como fonte alternativa
devido a seu elevado conteido de proteinas (GARCIA; FERNANDEZ; SEVILLA, 2012).
Microalgas como Chlorella, Spirulina, Scenedesmus, Nannochloropsis possuem elevado teor
de proteinas (em torno de 50 %).

Ursu et al. (2014) estudaram o método de extracdo de proteinas de Chlorella vulgaris

por precipitagdo isoelétrica associada com ultrafiltragdo. Esses autores avaliaram o concentrado
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protéico quanto a sua acdo emulsificante e obtiveram melhores resultados em comparacao com
emulsificantes comerciais como o caseinato de sodio.

Schwenzfeier et al. (2013) estudaram a capacidade de formacgao de espuma de isolado
de proteina soluvel de Tetraselmis sp. em fungao da concentracao do isolado, pH e forca ionica.
Comparando os resultados com isolado protéico de soro de leite e albumina de clara de ovo,
para avaliar as propriedades funcionais do isolado microalgal em referéncia aos agentes
espumantes comumente utilizados em alimentos, encontraram melhores resultados para os
isolados de microalga.

A hidrélise enzimatica de polimeros celulares de algas verdes tem sido descrita como
um método promissor para melhorar a digestibilidade protéica e para obter um produto
equilibrado de proteina destinado a alimentacdo humana (WANG; ZHANG, 2012). Lisboa
(2013) estudou a digestibilidade de hidrolisados protéicos de Chlorella pyrenoidosa e Spirulina
sp. LEB 18 e obtive melhores resultados comparados as biomassas nao hidrolisadas.

As proteinas de fontes microalgais vém sendo hidrolisadas ndo s6 para melhorar os
aspectos de absor¢do e digestibilidade, mas também para obtencdo de compostos que
apresentam beneficios a satide. Sheih, Fang e Wu (2009) hidrolisaram a biomassa da microalga
Chlorella vulgaris com pepsina e obtiveram peptideos capazes de inibir a enzima conversora
de angiotensina (ECA), importante para o tratamento de hipertensdo arterial, e uma variedade
de radicais livres, incluindo radical hidroxil, superoxido e radical peroxil (SHEIH; WU; FANG,
2009). Peptideos com atividade inibidora de ECA também foram encontrados em proteinas
hidrolisadas de Nannochloropsis oculata (SAMARAKOON et al., 2013). Mais recentemente,
peptideos de Spirulina platensis com atividade inibidora de ECA estdo sendo reportados (PAN
etal., 2015).

Vo, Ryu e Kim (2013) purificaram peptideos com acgdo anti-inflamatdria, verificada
em células endoteliais, obtidos através de hidrdlise da biomassa de Spirulina maxima com
enzimas digestivas tripsina, quimotripsina e tirosina. Sheih et al. (2010) foram os primeiros
pesquisadores a estudar a acdo anticancerigena de peptideos de microalgas e segundo esses
autores, o efeito de inibi¢do e parada do ciclo de células cancerigenas dos peptideos da
microalga Chlorella vulgaris € maior do que o de peptideos de soja, peixe, leite e carne bovina.

A microalga Spirulina, por exemplo, pode alcancar at¢ 70 % de proteinas na sua
composi¢ao (MORALIS et al., 2009). Lisboa et al. (2014) estudaram as condic¢des de hidrolise
da biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 e obtiveram 52,9 % de grau de hidrolise. Os

autores concluiram que os hidrolisados Spirulina podem ser utilizados como ingredientes para
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formulagdo de alimentos para individuos com intolerancia alimentar, devido ao elevado grau

de hidrolise.



CAPITULO 111
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O trabalho proveniente do desenvolvimento desta dissertagao foi dividido em 2 artigos
cientificos e 1 artigo de revisdo em apéndice (Apéndice I). O primeiro artigo aborda o estudo
de como foram obtidos o concentrado e isolado protéico de Spirulina. No segundo artigo, estao
inseridos o estudo da obteng¢ao de hidrolisados protéicos e caracterizagao nutricional e funcional
para aplicagdao em alimentos. O artigo de revisdo faz uma abordagem sobre fontes de proteinas

convencionais existentes e inserindo as proteinas de Spirulina neste contexto.

Artigo 1 — “Extracdo de proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 para aplicagdo em

alimentos ou suplementos alimentares”

Artigo 2 — “Obtencao de hidrolisados a partir de isolados e concentrados protéicos de Spirulina

sp. LEB 18 para uso em alimentos ou suplementos alimentares”

Apéndice I — “Suplementos Alimentares: fontes de proteina tradicionais e alternativas e seus

beneficios a saude humana”



ARTIGO 1 - EXTRACAO DE PROTEINAS DA BIOMASSA DE Spirulina sp. LEB 18
PARA APLICACAO EM ALIMENTOS OU SUPLEMENTOS ALIMENTARES
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RESUMO

Novas fontes de proteina devem ser estudadas a fim de atender a demanda mundial de
alimentos. A biomassa da microalga Spirulina é rica em proteinas e pode ser utilizada como
alimento por possuir certificado GRAS. Portanto a extracao de suas proteinas se faz interessante
a fim de obter concentrado e isolado protéico, sendo necessario o estudo das alteragdes nas
propriedades funcionais dos produtos obtidos e assim compara-los com ingredientes
tradicionais, principalmente proteinas do leite e soja. Tendo isso em vista, o objetivo do trabalho
foi obter concentrado e isolado protéico de Spirulina sp. LEB 18 e avaliar as mudancgas causadas
pelo processo de extracdo nas propriedades funcionais. A extracao das proteinas foi realizada
quimicamente através de solubilizagio em pH 11 com adi¢io de NaOH 1 mol.L™! e precipitacdo
em pH 4,2. Com esse processo, foi possivel obter concentrado protéico com 83,9 % de proteina
e isolado protéico com 91,3 % de protéina. A solubilidade, capacidade de formagao e
estabilizacdo de espuma e estabilidade térmica da biomassa de Spirulina, concentrado e isolado
protéico foram avaliados. A extracdo das proteinas da microalga possibilitou o aumento da
solublidade protéica e da estabilidade de espuma, chegando a alcancar aproximadamente 90 %
de solubilidade. Além disso, a temperatura de desnaturagdo das proteinas dos extratos (107 e
97 °C) foi maior do que da biomassa de Spirulina (69 °C), o que possibilita que esses possam
ser utilizados em alimentos que necessitem de tratamento térmico. Estes resultados demonstram
apossibilidade de aplicacdo do concentrado e do isolado protéico de Spirulina sp. LEB 18 como
ingredientes em alimentos aqueles individuos que necessitam de proteina, uma vez que, estes
possuem mais que 80 e 90 % de proteina, respectivamente, e além disso proporcionam
beneficios tecnolédgicos, devido as suas propriedades funcionais.

Palavras-chave: Microalga. Propriedades funcionais. Suplemento protéico.
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PROTEIN EXTRACTION FROM THE BIOMASS OF Spirulina sp. LEB 18 FOR USE
IN FOOD OR FOOD SUPPLEMENTS

ABSTRACT

New sources of protein should be studied in order to supply the global demand for food. The
biomass of the Spirulina microalgae is rich in protein and can be used as food by having GRAS
certified. Therefore, the extraction of proteins becomes interesting to obtain protein concentrate
and isolated, being necessary the study of the changes in the functional properties of the thus
obtained products and to compare them with traditional ingredients, mainly milk proteins and
soy. With that in sight, the objective of this work was to extract protein from Spirulina sp. LEB
18 to get protein isolate and protein concentrate and verify changes caused by the extraction
process in the functional properties. The extraction of the proteins was accomplished
chemically by solubilizing proteins at pH 11 with addition of NaOH 1 mol.L"! and precipitation,
with HCI 1 mol.L"!, at pH 4,2. With this process, it was possible to obtain protein concentrate
with 83.9% of protein and protein isolated with 91.3 % protein. The solubility and the ability
to form and stabilize foam and thermal stability of the Spirulina biomass, its protein isolate and
its concentrate were evaluated. The extraction of microalgae proteins enabled the increased
protein solublidade and foam stability, reaching approximately 90 % of solubility. Furthermore,
the denaturation temperature of the protein extracts (107 e 97 °C) were higher than that of
Spirulina biomass (69 °C), which enables these to be used in foods that require heat treatment.
These results demonstrate the possibility of applying protein concentrate and isolated from
Spirulina sp. LEB 18 as ingredients in foods for those individuals who need protein
supplements, since these have more than 80 and 90 % of protein, respectively, and moreover
provide technological benefits, due to their functional properties.

Keywords: Functional properties. Microalgae. Protein supplement.
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1 INTRODUCAO

As proteinas sdo essenciais a saude por serem fonte de aminodcidos necessarios ao
organismo humano além de possuirem uma variedade de propriedades estruturais e funcionais,
que desempenham elevada influéncia sobre a qualidade sensorial de alimentos (YADA,
2004). Paralelamente a isso, os aspectos nutricionais e funcionais de proteinas devem ser
considerados nos processos de extragdo protéica, para o desenvolvimento de produtos
alimenticios nutracéuticos/funcionais para alimentacao humana (MATAK; TAHERGORABI;
JACZYNSKI, 2015).

Devido as propriedades funcionais que as proteinas desempenham em sistemas
alimenticios, elas vém sendo extraidas de fontes vegetais e animais para obtenc¢do de
concentrados e isolados protéicos. A extragdo de proteinas de matrizes celulares pode ocasionar
alteracdo de propriedades funcionais, como solubilidade, provocada pela desnaturacdo da
proteina sob condig¢des extremas (4cida ou alcalina e de aquecimento) que possam ser aplicadas
durante o processamento (SCHUTYSER; VAN DER GOOT, 2011).

As proteinas de soro de leite e soja sdo mais tradicionalmente extraidas para obtengado
de concentrados e isolados protéicos, que sdo utilizados em suplementagdo alimentar, porém
apresentam algumas desvantagens econdmicas, tecnologicas e ambientais (BRANS et al., 2004;
FISCHER, 2006). Além disso, novas fontes de proteina devem ser estudadas para atender a
demanda mundial de alimentos (AIKING, 2011).

Novas fontes de proteina, para serem usadas como ingredientes protéicos, sdo mais
aceitas pela industria de alimentos se possuirem boas propriedades tecnologicas/funcionais e
estarem disponiveis a baixo custo (SCHWENZFEIER et al., 2013). As microalgas vem sendo
reportadas como novas fontes de proteinas por apresentarem diversas vantagens tecnologicas e
comerciais, pois possuem altas velocidades de crescimento celular, condi¢des de cultivo de
baixo custo, além de ndo competetirem com areas destinadas a produc¢dao de alimentos
(CHRONAKIS; MADSEN, 2011; RADMER; PARKER, 1994).

A microalga Spirulina apresenta elevado teor de proteina em sua biomassa (60 a
70 %) e pode ser utilizada em alimentos por possuir certificado GRAS (Generally Recognized
As Safe) do FDA (Food and Drug Administration) (BELAY; HOUSTON, 2002; FOX, 1996).
As proteinas microalgais apresentam valor nutritivo, muitas vezes, superior ao de proteinas
convencionais utilizadas em suplementos alimentares, em termos de contetdo protéico e teor
de aminoacidos essenciais (INDERGAARD; MINSAAS, 1991; IZYDORCZYK;
BILIADERIS, 2000).
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Portanto, a elaboragdo de concentrados e isolados protéicos de Spirulina, entdo, se
torna interessante. O objetivo deste trabalho foi obter concentrado e isolado protéico de
Spirulina sp. LEB 18 e avaliar as mudangas causadas pelo processo de extragdo nas
propriedades funcionais, para que esses possam ser utilizados em alimentos ou suplementos

alimentares.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DA BIOMASSA MICROALGAL

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18, cultivada com meio Zarrouk em tanques abertos
do tipo raceway em condi¢des ambientais (ZARROUK, 1966), foi utilizada para realiza¢ao
desse estudo. Esta microalga, isolada por Morais et al. (2008), foi produzida na planta piloto do
Laboratério de Engenharia Bioquimica, localizada as margens da Lagoa Mangueira (33° 30’
13”S e 53° 08’ 59 W) na cidade de Santa Vitoria do Palmar, Brasil. A biomassa foi seca e
moida em moinho de bolas (Modelo Q298, QUIMIS) até atingir didmetro de particula igual a
0,125 mm (Tyler 115).

2.2  COMPOSICAO PROXIMAL

A determinagdo do teor de proteina total, cinzas e umidade foi realizada segundo
métodos descritos pela AOAC (2000). O fator de conversao utilizado para a determinagdo da
quantidade de proteina foi 5,95 de acordo com Lopez et al. (2010). O teor de lipideos foi
determinado segundo método de Folch, Lees e Stanley (1957) adaptado por Colla (2002). Os

carboidratos foram determinados pelo método de Dubois et al. (1956).

2.3 PONTO ISOELETRICO DAS PROTEINAS

O ponto isoelétrico das proteinas foi determinado por titulagdo potenciométrica
(HARRIS, 2012) utilizando HC1 0,1 mol.L"!. O extrato microlagal foi preparado com 0,5 g de
biomassa diluida em 10 mL de agua destilada, submetido a rompimento celular em sonda
ultrassonica de 60 hz (Cole Parmer, CV18, EUA) por 10 min em ciclos de 59 s (59 s ligada e
59 s desligada).
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24 DESMINERALIZACAO DA BIOMASSA DE Spirulina

Alguns testes foram realizados (Quadro 1), a fim de reduzir o teor de cinzas e aumentar
o teor de proteinas nas etapas de obtencao dos extratos protéicos de Spirulina. As suspensoes
foram submetidas a homogeneizagao em agitador magnético por 5 min e centrifugacao (Hitachi,
CT6EL, Japao) a 15200 g por 30 min. A biomassa precipitada, proveniente de cada teste, foi
congelada a -70 °C (New Brunswick Scientific, U535-86 Innova®, EUA) por 24 h e liofilizada
durante 48 h (Labconco, 7753040, EUA). O conteudo de proteinas e cinzas da biomassa apds
os testes foi determinado por método da AOAC (2000), sendo o fator de conversao de nitrogénio

em proteinas igual a 5,95.

Quadro 1 - Testes de desmineralizacdo da biomassa de Spirulina sp. LEB 18

Teste Descricao
| Biomassa de Spirulina ndo desmineralizada
2 Biomassa de Spirulina dispersa em agua destilada 1:20 (p/v)
3 Biomassa de Spirulina dispersa em agua destilada 1:10 (p/v)

Biomassa de Spirulina dispersa em agua destilada 1:20 (p/v) com ajuste de pH no

ponto isoelétrico (HCI 1 mol.L™")

5 Biomassa de Spirulina dispersa em tampdo citrato 1:20 (p/v) 0,1 mol.L"! pH 4,2

25 EXTRACAO QUIMICA DAS PROTEINAS DE Spirulina

Com o conhecimento do ponto isoelétrico das proteinas da microalga, o processo de
extracdo quimica por mudanga de pH foi empregado, segundo método de Furtado (2013) com
modificagdes, de acordo com a Figura 1. A biomassa da microalga e as biomassas provenientes
dos testes de desmineralizagdo foram homegeneizadas com agua destilada em dispersor ultra
turrax (Ika, T25, Alemanha), na propor¢do 1:20 (p/v) empregando-se NaOH 1 mol.L"! até
pH 11 (LISBOA, 2013), separando-se as proteinas soliveis e fracdo insoluvel apds
centrifugacao (15.200 g por 30 min) (Hitachi, CR22GIII, Japao).

As proteinas soluveis foram submetidas a precipitagdo isoelétrica (pH 4,2) com
HCI 1 mol.L"! por 15 min em homogeneizador ultra turrax. Apds centrifugagio, as proteinas

precipitadas foram congeladas a temperatura de -70 °C por 24 h em ultrafreezer, liofilizadas por
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48 h e armazenadas a temperatura ambiente. De modo a aumentar o rendimento do processo, a
fracdo insoluvel proveniente da primeira centrifugacdo foi ressuspensa e submetida a
solubilizacdo alcalina por mais duas vezes.

O teor de proteinas do extrato protéico obtido foi determinado por micro-Kjeldahl
(AOAC, 2000). O extrato com teor de proteinas superior a 80 % foi denominado de
Concentrado Protéico de Spirulina. A fim de obter um extrato com teor de proteina superior a
90 %, o processo de extragdo de proteinas foi realizado novamente, utilizando-se como matéria-
prima o concentrado protéico obtido da primeira extracdo. Este extrato entdo foi denominado

de Isolado Protéico de Spirulina.

Figura 1 - Fluxograma de extracdo de proteinas por precipitagao isoelétrica

. 100 g de .. —> Homogeneizacdo <— 2L d‘_e agua
biomassa moida \I, destilada

Solubilizagao das

NaOH [ mol.L'T ——| .
protemai (pH 11) %

Centrifugacdo |—> Residuo Insoluvel

|

Precipitagdo das
Proteinas (pH 4,2)

|

Centrifugacdo [ Residuo Soluvel

!

Extrato Protéico*

HCI 1 mol.L'T —

*Extrato protéico denominado de Concentrado Protéico de Spirulina (> 80 % de proteina), utilizado para obtengdo
do Isolado Protéico de Spirulina (> 90 % de proteina) através da repeti¢do do processo de extracao.

2.6 RENDIMENTO DO PROCESSO DE EXTRACAO

O rendimento em massa do processo (n) foi calculado considerando a massa seca de
Spirulina sp. LEB 18 inicial e a massa do concentrado e/ou isolado protéico ao final do
processo, como mostra a Equagado (1). O rendimento de extragdo protéica (REP) foi calculado

conhecendo-se o teor de proteinas inicial e final obtidos, como apresentado na Equacao (2).

extrato protéico

m
n (%) = x100 (1)

biomassa
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X Po

extrato protéico rato protéico

m
REP (%) = x100 )

biomassa X Pbiomassa

Em que: Mexwrato protsico = Massa final de extrato protéico obtida (g); Mbiomassa = Massa inicial de biomassa (g); Pextrato
protéico = concentracdo de proteinas final obtido (%); Priomassa = cOncentragao inicial de proteinas da biomassa (%).

2.7 PROPRIEDADES FUNCIONAIS
2.7.1 Solubilidade Protéica

A solubilidade das proteinas da microalga Spirulina sp. LEB 18 e dos extratos
protéicos foi determinada através da método de Morr et al. (1985) em pH 3, 4, 7, 10 e 11.
Amostras de 500 mg foram ressuspendidas em 2 mL de NaCl 0,1 mol.L"! sob agitagdo. Apos
total dispersao da amostra, 40 mL de solucdo tampao em pH correspondente foi adicionado e
deixado sob agitacdo por 45 min. Em seguida, volume foi completado em baldo volumétrico
de 50 mL e a suspensao foi centrifugada a 660 g por 30 min. A concentragdo de proteina soluvel
foi determinada (LOWRY et al., 1951) e a solubilidade protéica calculada utilizando-se a
Equagdo (3).

PSSx50 N
mamostra x (Ptotal / 100)

PS (%) = 100 3)

Em que: PSS = concentragéo de proteinas sollveis no sobrenadante (mg.mL™); m amostra = Massa da amostra (mg);
Ptotal = concentracdo de proteina na amostra (%).

As determinagdes foram realizadas em triplicata e os resultados submetidos a anélise

de variancia e teste de Tukey ao nivel de significancia de 5 %.

2.7.2  Capacidade de Formacao de Espuma e Estabilidade de Espuma

A capacidade de formagdo de espuma (CFE) e a estabilidade de espuma (EE) foram
determinadas pelo método de Miller e Groninger (1976). Solucdes com 2 % (p/v) de amostra
em agua destilada foram preparadas em proveta graduada e agitadas com homogeneizador de

alta velocidade (Ika, T25, Alemanha) por 1 min a 9000 rpm. A estabilidade da espuma foi
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avaliada a temperatura ambiente (25 °C) pelo acompanhamento do volume total ap6s intervalos
de 5, 10, 15, 30 e 60 min de repouso das amostras. As Equagdes (4) e (5) correspondem a

capacidade de formagao de espuma e estabilidade de espuma, respectivamente.

VE

CFE (%) = %100 4)

inicial

VE tempot

EE (%) = x100 (5)

Em que: VE = volume de espuma (mL); Vinicia = Volume da solucéo antes da agitagdo (mL); VEtempot = Volume de
espuma remanescente apdés intervalo de tempo t (mL).

2.7.3  Analise Térmica

As temperaturas de desnaturacdo (Td) e entalpia de desnaturacdo (AH) de Spirulina
sp. LEB 18 ¢ de seus extratos protéicos foram determinadas por calorimetria exploratéria
diferencial (Shimadzu, DSC-60, Japao) segundo a método proposto por Meng ¢ Ma (2001).
Amostras de 3 a 5 mg foram colocadas em cadinhos de aluminio, selados hermeticamente,
submetidos a taxa de aquecimento de 10 °C.min"!, de 30 a 240 °C, sob atmosfera de nitrogénio
a um fluxo de 50 mL.min"!. Os termogramas foram analisados através do software Ta60 2.20

(Shimadzu Corporation).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PONTO ISOELETRICO DAS PROTEINAS DE Spirulina

O ponto isoelétrico € considerado como ponto em que a inclinacdo da curva de
titulagdo ¢ maximo e a derivada segunda ¢ zero. O ponto de maior inclinag¢do, determinado pelo
calculo da primeira derivada, e em que a segunda derivada é zero, foi observado quando
utilizou-se 8,5 mL de HC1 0,1 mol.L!, que corresponde ao pH 4,2 (Figura 2). Logo o ponto

isoelétrico foi estimado em pH igual a 4,2.
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Figura 2 - Titulacdo potenciométrica da biomassa de Spirulina sp. LEB 18
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O ponto isoelétrico ¢ influenciado pela presenca de todos os aminodcidos constituintes
das proteinas, ou seja, € fungdo do pK dos seus grupos carboxilicos e amino terminais ionizaveis
e das cadeias laterais desses aminoacidos constituintes. A biomassa de Spirulina apresenta
elevada quantidade dos aminoacidos acidos, acido aspartico (11,8 %) e acido glutdmico
(10,3 %) em relacdo aos aminoacidos totais. Esses aminoacidos sdo classificados como acidos
pois ficam carregados negativamente em pH acima de 3 (ponto isoelétrico). Aminoécidos
basicos histidina (2,2 %), lisina (4,8 %) e arginina (7,3 %) também estdo presentes entre os
aminoacidos da biomassa e contribuem para o ponto isoelétrico acima de pH 3 (BECKER,

2007).
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Alguns autores precipitaram as proteinas de microalgas em pH 3 (CHRONAKIS,
2001) e em pH 3,2 (GERDE et al., 2013). Microalgas geralmente possuem ponto isoelétrico em
pH acido e dependendo do pH utilizado, pode-se favorecer a precipitacao de alguns compostos
em relagdo a outros. O conhecimento do ponto isoelétrico das proteinas ¢ de fundamental

importancia para que se obtenha elevados rendimentos de extragao.

3.2  DESMINERALIZACAO E EXTRACAO QUIMICA DE PROTEINAS DE Spirulina

A Tabela 1 contém os resultados do teor de proteinas e cinzas apds os testes para
desmineraliza¢do da biomassa, e apds a extracdo de proteinas. Pode-se observar que houve
reducdo significativa do teor de cinzas e aumento do teor de proteinas nos testes 4 e 5,
alcancando 67,1 % e 72,1 % de proteina e 8,2 ¢ 5,0 % de cinzas, respectivamente. Nesses
ensaios, a biomassa de Spirulina foi homogeneizada com agua destilada com ajuste de pH em
4,2, para o teste 4, e com dissolu¢do em tampao pH 4,2, para o teste 5. Entretanto, apesar da
diminui¢do de cinzas do extrato protéico da biomassa submetida aos testes 4 ¢ 5, ndo houve
diferencga significativa no teor de proteinas, em comparacdo a extracdo realizada diretamente

com a biomassa de Spirulina.

Tabela 1 - Teor de proteinas e cinzas da biomassa desmineralizada e seus extratos protéicos

Biomassa de Spirulina Extrato Protéico
Teste

Proteinas (%) Cinzas (%) Proteinas (%) Cinzas (%)
Teste 1 53,8+ 3,1 15,9 + <0,1 83,9+ 1,7 3,9*+<0,1
Teste 2 48,3+ 4.6 15,32+ 0,4 60,8°+ 0,8 1,5° +<0,1
Teste 3 52,7°+ 1,3 15,1 +0,3 59,5+ 0,7 1,4° +<0,1
Teste 4 67,1°+£0,8 8,2°+0,7 75,08+ 0,2 1,7°+0,3
Teste 5 72,1° £ 0,4 5,0°+ 1,1 77,28 £5,1 1,1°+£0,5

Teste 1 = biomassa ndo desmineralizada; Teste 2 = biomassa diluida em &gua destilada 1:20 p/v; Teste 3 =
biomassa diluida em &gua destilada 1:10 p/v; Teste 4 = biomassa diluida em dgua destilada 1:20 p/v com ajuste de
pH 4,2; Teste 5 = biomassa diluida com tampdo citrato pH 4,2.

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05).

Os processos de desmineralizacdo da biomassa com ajuste de pH e com tampao pH

4,2 proporcionaram rendimento de extragdo protéica em torno de 40 e 50 %, respectivamente,
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enquanto que as lavagens com agua destilada proporcionaram REP entre 20 e 30 %, conforme
apresentado na Tabela 2. O tamanho das particulas da biomassa, obtido apds a moagem, faz
com que essas se dispersem em agua e a sua recuperagao seja mais dificil. O ajuste de pH ou a
utilizacao de tampao fez com que as perdas de biomassa fossem reduzidas.

A concentragdo de proteinas dos extratos protéicos, apds os processos de
desmineralizacdo para os testes 4 e 5, ndo apresentaram diferenga significativa quando
comparados com o extrato protéico da biomassa de Spirulina. Além disso, o rendimento de
extracdo de proteinas para a biomassa ndo desmineralizada (Teste 1) foi maior, e deste modo,
ndo havendo perdas desnecessarias de biomassa. Logo, o processo de extracdo foi realizado

diretamente com a biomassa de Spirulina.

Tabela 2 - Rendimento do processo de extragdo de proteinas da biomassa de Spirulina sp.

LEB 18
Redimento em Rendimento da
Perda de biomassa
Teste %) massa de extrato Extracao Protéica
0

protéico (n, %) (REP %)
Teste 1 - 40,6 63,3
Teste 2 50,0 17,7 20,0
Teste 3 50,2 29,1 32,2
Teste 4 46,8 32,0 44,6
Teste 5 42.4 35,6 51,1

Teste 1 = biomassa ndo desmineralizada; Teste 2 = biomassa diluida em agua destilada 1:20 p/v; Teste 3 =
biomassa diluida em agua destilada 1:10 p/v; Teste 4 = biomassa diluida em agua destilada 1:20 p/v com ajuste de
pH 4,2; Teste 5 = biomassa diluida com tampéo citrato pH 4,2.

3.3 COMPOSICAO PROXIMAL

A deteminagdo da composicao proximal da biomassa microalgal ¢ importante para
conhecer principalmente o conteudo de proteinas presente. Utilizando este fator de conversao
de nitrogénio estudado por Lopez et al. (2010) para Spirulina platensis, a biomassa de Spirulina
sp. LEB 18 avaliada neste estudo apresentou 53,8 % (p/p) de proteina (Tabela 3). Neste estudo,
as condig¢des de cultivo em que a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi produzida ndo visavam
a estimulacdo de sintese de proteinas. Esta cianobactéria pode apresentar de 50 a 70 % de

proteina (MORALIS et al., 2009), uma vez que o teor de proteinas pode ser manipulado ou
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influenciado pelas condi¢des de cultivo, ou do ambiente, como intensidade luminosa,
concentracgdo de nitrogénio, concentracao de minerais e condi¢des climaticas.

O contetido de carboidratos e cinzas apresentou-se proximo a 16 % (p/p). Esses
compostos devem ser removidos nos processos de extracdo de proteinas para que o rendimento
de proteinas nos concentrados e isolados protéicos seja maior. Os lipideos também podem ser
removidos durante o processo e utilizados para outros fins como utilizacdo em emulsdes ou

producao de biodiesel, refor¢gando o conceito de biorefinaria de microalgas.

3.4 CARACTERIZACAO DO CONCENTRADO E DO ISOLADO PROTEICO DE

Spirulina

O concentrado protéico de Spirulina apresentou 83,9 = 1,7 % de proteinas. Com o
segundo processo de extragdo realizado a partir do concentrado protéico foi possivel obter
isolado protéico de Spirulina com 91,3 + 1,2 % de proteina (Tabela 3). O rendimento em massa
e o rendimento de extragdo protéica, para obtencdo do isolado protéico de Spirulina foram

33 % e 57,1 %, respectivamente.

Tabela 3 — Composi¢do proximal dos extratos protéicos obtidos de Spirulina sp. LEB 18
Biomassa de

Determinacao Concentrado Protéico (%) Isolado Protéico (%)
Spirulina (%)
Proteinas 53,8+ 3,1 83,9+ 1,7 91,3+ 1,2
Carboidratos 1598+1,2 4,6° + <0,1 1,2°+0,3
Lipideos 7,5+ 1,5 8,79+ 1,8 4,6°+0,5
Cinzas 15,9% + <0,1 4,0° + <0,1 1,92¢ + <0,1

Média + Desvio padrao (p<0,05). Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa.

Chronakis (2001) extrairam as proteinas de Spirulina platensis (56 % de proteina p/p)
e obtiveram 78,6 % de proteinas no extrato protéico final. Esses autores também extrairam as
proteinas por processo quimico de mudanca de pH, porém ndo estudaram o ponto isoelétrico
das proteinas da biomassa. O pH utilizado para precipitar proteinas por esses autores foi pH 3,
o que pode justificar os maiores teores de proteina obtido nos extratos do atual estudo.

As composig¢des centesimais do concentrado e do isolado protéico de Spirulina estao

apresentados na Tabela 3. Com os fatores de conversdo de Atwater, o valor energético total
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(VET) de um alimento pode ser caculado baseado na sua composicio, sendo: 4 kcal.g™! de
proteina, 9 kcal.g™! de lipideos e 4 kcal.g™! de proteina. Considerando 1 g dos produtos obtidos
nesse trabalgo, a biomassa de Spirulina, o concentrado e isolado protéico de Spirulina
apresentaram valores energéticos iguais a 3,5, 4,32 e 4,11 kcal.g”!, respectivamente.

Segundo a RDC n°18 de 2010, que regulamenta sobre alimentos para atletas, o
alimento, para ser considerado um suplemento protéico, deve conter no minimo 50 % do VET
proveniente do contetido protéico. A parcela de proteinas corresponde a 62,1 % do valor
energético da biomassa de Spirulina, em 77,6 % para o concentrado protéico e em 88,7 % para
o isolado protéico de Spirulina. Logo, a biomassa de Spirulina e seus extratos protéicos
apresentam-se como ingredientes promissores em formulagdes que venham a ser consideradas
como suplementos protéicos para atletas, devido a elevada contribui¢do que a parcela de
proteinas pode conferir no valor energético do alimento final.

Os resultados obtidos mostram que o processo de extragdo quimica de proteinas de
microalgas ¢ um processo eficiente, uma vez que, aumentou-se o teor de proteinas em 1,5 ¢ 1,6
vezes, para o concentrado e isolado protéico, respectivamente. O processo de extracdo por
precipitacao isoelétrica vem sendo realizado para extrair proteinas de Nannochloropsis oculata
(CAVONIUS; ALBERS; UNDELAND, 2015) e Chlorella vulgaris (URSU et al., 2014),
principalmente apds extracdo de lipideos para producdo de biodiesel, com apelo de
biorrefinaria.

Com a extragdo das proteinas de Spirulina sp. LEB 18, foi possivel obter concentrado
protéico e isolado protéico com teor reduzido de carboidratos. Segundo Vonshak (1997), a
maioria dos carboidratos de Spirulina podem ser extraidos com agua, em pH superiores a 8,0.
No entanto, a diminui¢ao do teor de carboidratos com o processo de precipitagdo isoelétrica de
proteinas, eliminou significativamente o teor de carboidratos, mesmo em pH inferior a 8,0.

Produtos lacteos com concentragdo de proteinas superior a 80 % sao utilizados como
substitutos de refeicdo, bebidas que conferem saciedade, bebidas e suplementos em pd para
esportistas e como ingredientes em produtos nutricionais em geral. Paralelamente ao elevado
teor de proteinas, o baixo teor de carboidratos e alta solubilidade sdo requisitos que conferem
um excelente perfil nutricional para fornecer um ingrediente funcional eficaz para muitas

aplicacdes nutricionais (LAGRANGE; WHITSETT; BURRIS, 2015).
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3.5 SOLUBILIDADE PROTEICA

A Figura 3 mostra que em pH acima do ponto isoelétrico das proteinas, a solubilidade
do concentrado e do isolado protéico aumentaram em comparagdo a biomassa de Spirulina.
Abaixo do ponto isoelétrico, houve diferenca significativa apenas para a biomassa de Spirulina.
A solubilidade de proteinas depende do pH em que elas estdo inseridas, aumentando em pH
acima do ponto isoelétrico e, em menor proporc¢ao, em pH abaixo do PI, devido a acidez. O
aumento da solubilidade se deve ao aumento da repulsdo eletrostatica entre as moléculas de
proteina e hidradacao dos residuos carregados (YADA, 2004). Resultados semelhantes foram
reportados por Cavonius, Albers e Undeland (2015) ao estudar a solubilidade de proteinas
extraidas da microalga Nannochloropsis oculata, por precipitagdo isoelétrica, e esses extratos

apresentaram menor solubilidade em pH 4 ¢ maior entre pH 7 ¢ 10.

Figura 3 — Solubilidade protéica de Spirulina sp. LEB 18 e de seus extratos protéicos
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Em pH 7 a solubilidade aumentou de 49,7 % (p/v), para a amostra de Spirulina,
chegando a 57,7 % (p/v) para o concentrado protéico e 70,9 % (p/v) para o isolado protéico. O

processo de extragdo de proteinas pode ter causado aumento da solubilidade entre as amostras,
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devido ao rompimento da membrana celular pela agdo do ultraturrax e por separagdo das
proteinas soluveis em pH alcalino.

Sanmartin et al. (2013) atribuiram o aumento da solubilidade de amostras de soro de
leite ao baixo teor de lipideos. Logo, a redugdo do teor de lipideos em aproximadamente 2
vezes, para o isolado protéico pode ter sido responsavel pelo aumento da solubilidade, em pH
acima da neutralidade. Patel e Kilara (1990) afirmaram que as intera¢des hidrofobicas entre
lipideos e proteinas podem causar a redugao da solubilidade em amostras com maior conteudo
lipidico.

Em pH alcalino, a solubilidade do concentrado e do isolado protéico de Spirulina sp.
LEB 18 (entre 80 e 90 % p/v) ndo apresentaram diferenga significativa, porém foram superiores
a solubilidade das proteinas da biomassa (aproximadamente 60 % p/v). Isso pode ter sido
causado pois as proteinas foram extraidas solubilizando-as no mesmo pH (pH 11), logo o
concentrado e isolado protéico ndo diferiram quanto a solubilidade. A biomassa de Spirulina
sp. LEB 18 apresentou maior solubilidade em pH 10.

As proteinas de soro de leite e soja, nas suas formas concentrada e isolada, sdo
amplamente utilizadas na industria de alimentos devido as suas propriedades funcionais e valor
nutritivo (AGARWAL et al., 2015; SUPPAVORASATIT; MEJIA; CADWALLADER, 2011). A
solubilidade das proteinas ¢ a propriedade funcional mais importante, uma vez que deve ser
soluvel para ser aplicada em sistemas alimentares. Outras propriedades funcionais como
capacidade emulsificacdo, formacdo de espuma e gelifica¢do sdo dependentes da solubilidade
(VACLAVIK; CHRISTIAN, 2003).

A solubilidade de concentrados protéicos comerciais de soro de leite e soja, em pH 7
ficaram em torno de 73,9 £ 3,5 % (SANMARTIN et al., 2013) e de 50 % (VISHWANATHAN
etal., 2011), respectivamente. Amostras de isolado protéico de soro de leite e soja apresentaram
97 % (SEGAT et al., 2014) e 55 % (VISHWANATHAN et al., 2011) de solubilidade em pH
neutro. Portanto, pode-se dizer que a solubilidade proteica da biomassa de Spirulina, do
concentrado e isolado protéico ¢ comparavel com concentrado protéico de soro de leite, de soja

e com isolado protéico de soro de leite.

3.6 CAPACIDADE DE FORMACAO E ESTABILIZACAO DE ESPUMA

A Figura 4 mostra que o concentrado e o isolado protéico apresentaram menor

capacidade de formagdo de espuma do que a biomassa de Spirulina sp. LEB 18. Porém, na
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Figura 5, o contrario € observado para a estabilidade de espuma. Houve aumento da estabilidade
de espuma, a partir de 10 min de repouso, para as amostras de concentrado e isolado protéico.
A capacidade de formacgdo de espuma e a estabilidade dependem geralmente da
pelicula interfacial formada por proteinas que mantém as bolhas de ar na suspensao e diminui
a taxa de coalescéncia (MA et al., 2011). A capacidade de formar e estabilizar espumas ¢ uma
propriedade funcional importante, principalmente para produtos de confeitaria e panificacdo
como, bolos, massas e paes. As propriedades sensoriais e de textura sdo provenientes de

minusculas bolhas de ar dispersas (KUMAR et al., 2014).

Figura 4 — Capacidade de formagao de espuma de extratos protéicos de Spirulina sp. LEB 18
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A capacidade de formacdo de espuma possui uma estreita relacio com a
hidrofobicidade das proteinas, aumentando conforme incremento na hidrofobicidade, devido a
reducdo da tensdo superficial (KATO et al., 1983). Como visto anteriormente, a solubilidade do
concentrado e do isolado protéico foi maior em relagdo a biomassa, portanto esses sd3o menos
hidrofébicos, o que pode explicar sua menor capacidade de formagao de espuma em relagdo a
biomassa de Spirulina sp. LEB 18.

A biomassa de Spirulina apresenta aproximadamente 15 % de cinzas, o que também
pode influenciar na maior capacidade de formar espuma, comparado ao concentrado e ao
isolado protéico. Raikos, Campbell e Euston (2007) e Mune, Minka e Mbome (2014) também
notaram relagdo entre o teor de sais e o aumento da capacidade de formacao de espuma. Esses

autores especularam que a presenca dos sais pode reduzir a repulsdo eletrostatica entre as
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moléculas de proteina adsorvidas e ndo adsorvidas e assim facilitar a adsor¢do na interface
ar/agua. Davis e Foegeding (2004) reportaram resultados similares a respeito do efeito de NaCl
na adsor¢do de isolado protéico de soro de leite na interface ar/agua.

Em bebidas protéicas a solubilidade ¢ mais importante do que a capacidade de
formagao de espuma. Portanto, para esses alimentos, apesar de o concentrado ¢ o isolado
protéico terem apresentado menor CFE do que a biomassa de Spirulina, isso ndo demonstra ser
um problema. Ao avaliar a qualidade sensorial de bebidas de chocolate, Batista et al. (2015)
perceberam que formulagdes de bebidas com menor quantidade de espuma, nao apresentaram

diferenga significativa quanto a aceitagdo e intengao de compra de bebidas com mais espuma.

Figura S — Estabilidade de espuma de extratos protéicos de Spirulina sp. LEB 18
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Quanto a estabilidade de espuma, depois de permanecer 60 min em temperatura
ambiente, mais de 50 % do volume de espuma formada pela biomassa de Spirulina sp. LEB 18
havia desaparecido. As espumas formadas pelo concentrado e isolado protéico permaneceram
estaveis em intervalo maior de tempo, sendo que aproximadamente 80 % da espuma formada
pelo concentrado e isolado protéico permaneceram em 60 min de repouso.

As propriedades espumantes sdo diretamente influenciadas pela concentracdo de

proteinas. Quanto maior o teor de proteinas, maior € a rigidez das bolhas de ar formadas, devido
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ao menor tamanho das bolhas e maior viscosidade da solugdo. Consequentemente, ocorre o
aumento da estabilidade da espuma com o aumento da concentragdo de protéina
(DAMODARAN, 2005), como foi observado no presente trabalho.

A maior estabilidade de espuma, devido a maior concentracdo de proteinas, influencia
diretamente na textura de alimentos. Uma das aplicagcdes-chave de concentrados e isolados
protéicos, especialmente de leite e soro de leite ¢ em barras nutritivas de proteinas (mais de
15 g por por¢ao). Um dos problemas relatados na formulagao desses produtos ¢ a alteragao da
textura durante o armazenamento, geralmente devido ao aumento da dureza (LOVEDAY et al.,
2009). A elevada estabilidade de espuma dos extratos protéicos de Spirulina pode contribuir
sensoriamente nesses produtos, fazendo com que a textura permaneca constante por intervalo
maior de tempo.

Diversos fatores podem influenciar as propriedades espumantes das proteinas, como
fonte protéica, método de preparacdo, extragdo, processamento, composi¢ao, solubilidade,
concentragdo, pH, temperatura, presenga de sais, agucar, lipidios, entre outros. O sinergismo
entre esses fatores tem sido estudado com diversas proteinas. No entanto, os resultados variam
com as circunstancias, o que dificulta a generalizacdo sobre a especialidade de cada fator, bem
como influéncia dessas propriedades na aplicagdo em alimentos (MUNE; MINKA; MBOME,
2014). No presente estudo os fatores que mais propiciam as diferencas na capacidade e
estabilidade de espuma podem estar relacionados a solubilidade, presenca de sais e

concentragdo de proteinas.

3.7 ESTABILIDADE TERMICA

O efeito do processo de extracdo no comportamento térmico das proteinas de Spirulina
sp. LEB 18 foi avaliado por calorimetria exploratoria diferencial (DSC), apresentado na Figura
6. Pode-se observar que as proteinas do concentrado e do isolado protéico apresentaram maior
faixa de temperatura de desnaturacao (Td) que as proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB
18, sendo essas em torno de, 107, 96,7 e 69,2 °C, respectivamente.

Temperaturas de desnaturacdo entre 67 °C e 109 °C também foram observadas por
Chronakis (2001) ao estudar as propriedades de gelificacao de proteinas de Spirulina platensis.
Segundo Tang, Sun e Yin (2009), Td ¢ uma medida da estabilidade térmica e que o aumento
dessa temperatura significa incremento da estabilidade das proteinas, principalmente de

proteinas globulares.
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Figura 6 — Estabilidade térmica de extratos protéicos de Spirulina sp. LEB 18
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Embora, as temperaturas de desnaturacao do concentrado e isolado protéico terem sido
maiores que a da biomassa de Spirulina, indicados pela faixa de temperatura do pico
endotérmico, a energia (AH) envolvida para desnaturagdo das proteinas da microalga, avaliada
pela area do pico endotérmico, foi maior do que de seus extratos protéicos. Chronakis (2001)
afirmaram que a diminui¢do de entalpia pode estar associada a agrega¢do de moléculas de
proteina.

A desnaturacdo esta associada com o rompimento de ligagdes intramoleculares,
causado pela absor¢do de energia (processo endotérmico). Mudancas nas entalpias de
desnaturacdo podem estar associadas com mudancas nas forcas de ligacdo entre as moléculas.
O estado conformacional em que as proteinas possuem forcas de ligacdo mais fracas, requerem
menos energia para se desdobrar, e como consequéncia uma reducdo na entalpia pode ser
observado (FRYDENBERG et al., 2016).

O valor da Td permite que se estabeleca a temperatura final do processo térmico
(cozimento), todavia, as mudancas entalpicas (AH) sdo conhecidas e utilizadas nos calculos de
transferéncia de calor do produto durante o processo térmico (ARNTFIELD; MURRAY, 1981;
JOHNSON, 2013) Logo, pode-se dizer que os extratos de Spirulina sp. LEB 18 sdao mais
resistentes a desnaturacao protéica por acao de calor do que da biomassa de Spirulina, podendo

ser utilizados em alimentos que necessitem de tratamento térmico.
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4 CONCLUSAO

O processo de extracao das proteinas de Spirulina sp. LEB 18 possibilitou a obtencao
de concentrado protéico com 83,9 % de proteina e isolado protéico com 91,3 %, que
apresentaram maior solubilidade do que a biomassa de Spirulina, chegando a alcangar
aproximadamente 90 %. Além disso, a biomassa de Spirulina, o concentrado e isolado protéico
de Spirulina apresentaram a propriedade funcional de formar espuma, sendo que o concentrado
e o isolado protéico apresentaram maior estabilidade de espuma (aproximadamente 80 %). Com
os resultados obtidos neste estudo, ¢ possivel afirmar que proteinas extraidas da biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 podem ser utilizadas como ingredientes na elaboragdo de alimentos, uma
vez que podem ser comparadas aos concentrados e isolados protéicos de soro de leite e soja que

sao amplamente utilizadas na industria alimenticia.
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ARTIGO 2 - OBTENCAO DE HIDROLISADOS A PARTIR DE ISOLADOS E
CONCENTRADOS PROTEICOS DE Spirulina sp. LEB 18 PARA USO EM
ALIMENTOS E SUPLEMENTOS ALIMENTARES



70

RESUMO

Suplementos alimentares sdo requeridos por pessoas que buscam beneficios a saude através da
ingestdao de algum alimento com propriedade nutracéutica ou funcional. Os hidrolisados
protéicos se destacam entre os alimentos destinados a pessoas idosas, com intolerancia
alimentar ou para praticantes de atividade fisica. A microalga Spirulina ¢ certificada pelo FDA
para uso como alimento e farmaco, possui elevado valor nutritivo, por possuir todos os
aminoacidos essenciais e alta concentragao de proteinas. Este trabalho teve como objetivo
hidrolisar as proteinas da biomassa, do concentrado e do isolado protéico de Spirulina sp. LEB
18, verificando o valor nutritivo dos produtos obtidos. Para realizagao deste trabalho, extraiu-
se quimicamente as proteinas da microalga por precipitacdo isoelétrica, para obtencdo de
concentrado e isolado protéico. Estudos cinéticos de hidrodlise, com a enzima Protemax 580L
(5 U.mL"), da biomassa do concentrado e do isolado protéico foram realizados em erlenmeyer
e em stired tank reator (STR). As hidrolises foram realizadas com 4 % de substrato e mantidas
a 60 °C e 180 rpm. Solucdo tamponante pH 9,5 foi utilizada para reagdes em erlenmeyer e o
pH das reagdes em STR foi controlado automaticamente. Digestibilidade, propriedades
funcionais, atividade antioxidante e estabilidade térmica dos extratos protéicos e dos
hidrolisados com maior grau de hidrolise foram avaliadas. O reator do tipo STR proporcionou
os maiores graus de hidrolise (54,4, 66,8 ¢ 77,9 % para a biomassa de Spirulina, concentrado e
isolado protéico, respectivamente) ¢ produtividade de hidrdlise. Além disso, foi possivel
aumentar a solubilidade (90 %), digestibilidade (83 %), ¢ ainda obter aumento da atividade
antioxidante. Com os resultados obtidos, ¢ possivel sugerir que os hidrolisados protéicos da
biomassa, do concentrado e do isolado protéico possuem possivel aplicagdo em formulagdes de
alimentos e suplementos alimentares destinados a individuos que necessitam de elevado teor
protéico, altamente disponivel para sintese e recuperacao muscular.

Palavras-chave: Alimento funcional. Extrato protéico microalgal. Hidrolise enzimatica.
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HYDROLYZED OBTAINED FROM ISOLATED AND PROTEIN CONCENTRATES
OF Spirulina sp. LEB 18 FOR USE IN FOOD AND FOOD SUPPLEMENTS

ABSTRATC

Food supplements are purchased by people looking for health benefits by eating some food with
nutraceutical or functional property. The protein hydrolysates stand out among food for the
elderly, with food intolerance or physically active. The Spirulina is certified by the FDA for use
in food and drug, it has a high nutritional value, because it has all the essential amino acids and
high concentration of proteins. This study aimed to hydrolyze the proteins of biomass,
concentrated and isolated protein of Spirulina sp. LEB 18, checking the nutritional value of the
products obtained. For this, chemical extraction of proteins from microalgae was made by
isoelectric precipitation to obtain concentrate and isolate protein. Kinetic studies of hydrolysis,
with the enzyme Protemax 580L (5 U.mL™"), of biomass, of concentrate and of isolate protein
were performed in Erlenmeyer and stired tank reactor (STR). The hydrolyses were performed
with 4 % of substrate and maintained at 60 °C and 180 rpm. Buffer solution pH 9.5 was used
for reactions in erlenmeyer and the pH of the reactions in the STR was automatically controlled.
Digestibility, functional properties, antioxidant activity and thermal stability of the protein
extracts and hydrolysates with a higher degree of hydrolysis were evaluated. The STR type
reactor provided the highest degree of hydrolysis (54.4, 66.8 and 77.9 % for the biomass of
Spirulina, concentrated and protein isolate, respectively) and hydrolysis productivity.
Moreover, it was possible to increase the solubility (90 %), digestibility (83 %), and still obtain
increased antioxidant activity. With the results, it could be suggested that the protein
hydrolysates of biomass, concentrated and protein isolate have possible application in
formulations intended to individuals who need high protein content, highly available for
synthesis and muscle recovery.

Keywords: Enzymatic hydrolysis. Functional food. Microalgae protein extract.
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1 INTRODUCAO

Na industria de alimentos, os hidrolisados protéicos sao utilizados para fins especiais
como suplementagdo dietética de idosos (PENNINGS et al., 2011), criancas que apresentam
alergia a proteina intacta, criancas com diarréia aguda ou cronica, intolerancias alimentares
(PENTERICH et al., 2010) ou erro inato de metabolismo, como a fenilcetonuria (BIZZOTTO
et al., 2006), bem como em dietas para controle de peso (AIHARA; OSAKA; YOSHIDA, 2014;
LILLEFOSSE et al., 2013) e nutri¢ao de esportistas (DECOMBAZ, 2004; MOBLEY et al.,
2015).

Os hidrolisados protéicos possuem peptideos e aminodcidos livres que sdo mais
rapidamente absorvidos pelo trato intestinal e digeridos pelo organismo humano. Proteinas de
fonte animal, incluindo soro de leite (ZAMBAO; ROCCO; HEYDE, 2015), albumina de ovo
(MOBLEY et al., 2015), caseina (PENNINGS et al., 2011) e de origem vegetal como de soja
(CASTRO; SATO, 2014b), vem sendo hidrolisadas a fim se serem utilizadas em formulagdes
de alimentos e suplementos alimentares. Entretando, novas fontes de proteinas devem ser
estudadas para atender a demanda mundial de alimentos (AIKING, 2011).

A ingestdo de quantidades adequadas de proteina na dieta evita o balango negativo de
nitrogénio (que resulta em perda muscular) e estimula o efeito anabdlico, devido ao
fornecimento de aminoacidos para sintese protéica. A quantidade e o tipo de proteina ou de
aminodcido, fornecidos na dieta, influenciam nesse processo de sintese protéica
(CHURCHWARD-VENNE; BURD; PHILLIPS, 2012).

A microalga Spirulina é certificada pelo FDA e pode ser utilizada como alimento ou
farmaco (FOX, 1996). Esta microalga possui elevado teor de proteinas (60 a 70 % p/p em base
seca) e valor nutritivo, devido a sua composicao de aminoéacidos, possuindo todos aminoécidos
essenciais, principalmente de cadeia ramificada leucina, isoleucina e valina, essenciais para
sintese e recuperagcdao muscular (BELAY; HOUSTON, 2002; DICKINSON et al., 2011).

Portanto, o estudo da hidrdlise de proteinas extraidas da biomassa de Spirulina se torna
interessante a fim de sugerir sua aplicagdo como fonte alternativa de proteinas que podem ser
utilizadas em alimentos ou suplementos alimentares. O objetivo deste trabalho foi hidrolisar as
proteinas da biomassa, do concentrado e do isolado protéico de Spirulina sp. LEB 18,

verificando o valor funcional e nutricional dos produtos obtidos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DA BIOMASSA MICROALGAL

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada em tanques abertos do tipo raceway em
condi¢des ambientais com meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) foi utilizada. Esta microalga,
isolada por Morais et al. (2008), foi produzida na planta piloto do Laboratério de Engenharia
Bioquimica, localizada as margens da Lagoa Mangueira (33° 30 13”’S e 53° 08’ 59” W) na
cidade de Santa Vitoria do Palmar, Brasil. A biomassa foi moida em moinho de bolas (Modelo

Q298, QUIMIS) até atingir didmetro de particula igual a 0,125 mm (Tyler 115).

2.2 COMPOSICAO PROXIMAL

A determinagdo do teor de proteina total, cinzas e umidade foi realizada segundo
métodos descritos pela AOAC (2000). O fator de conversao utilizado para a determinagao da
quantidade de proteina foi 5,95 de acordo com Lopez et al. (2010). O teor de lipideos foi
determinado segundo método de Folch, Lees e Stanley (1957) adaptado por Colla (2002). Os

carboidratos foram determinados pelo método descrito por Dubois et al. (1956).

2.3 EXTRACAO QUIMICA DAS PROTEINAS DE Spirulina

O processo de extragdo quimica por mudanga de pH foi empregado, segundo método
de Furtado (2013) com modificagdes, de acordo com a Figura 1. A biomassa da microalga foi
homegeneizada com agua destilada em dispersor ultra turrax (lka, T25, Alemanha), na
propor¢do 1:20 (p/v) empregando-se NaOH 1 mol.L"!' até pH 11, separando-se as proteinas
soluveis e fracdo insoluvel apds centrifugacido (15.200 g por 30 min) (Hitachi, CR22GIII,
Japao).

As proteinas soluveis foram submetidas a precipitacdo isoelétrica (pH 4,2) com HCl 1
mol.L! por 15 min em homogeneizador ultra turrax. Apds centrifugacdo, as proteinas
precipitadas foram congeladas a temperatura de -70 °C por 24 h em ultrafreezer (New
Brunswick Scientific, U535-86 Innova®, Estados Unidos), liofilizadas (Labconco, 7753040,
Estados Unidos) por 48 h e armazenadas a temperatura ambiente. A fracdo insoluvel
proveniente da primeira centrifugagao foi ressuspensa e submetida a solubilizacdo alcalina por

mais duas vezes.
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Figura 1 - Fluxograma de Extra¢do de Proteinas por precipitagdo isoelétrica

100 g de
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l
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|

Precipitagao das
Proteinas (pH 4,2)

|

Centrifugacdo [ Residuo Soluvel

!

Extrato Protéico*

NaOH 1 mol.L'1 —|

HCI 1 mol.L'T —|

*Extrato protéico denominado de Concentrado Protéico de Spirulina (> 80 % de proteina), utilizado para obtengdo
do Isolado Protéico de Spirulina (= 90 % de proteina) através da repetigdo do processo de extragio.

O teor de proteinas do extrato protéico obtido foi determinado por micro-Kjeldahl
(AOAC, 2000). O extrato proteico com teor de proteinas superior a 80 % foi denominado de
Concentrado Protéico de Spirulina. A fim de obter um extrato protéico com teor de proteina
superior a 90 %, o processo de extracdo de proteinas foi submetido novamente. Este extrato
entdo foi denominado de Isolado Protéico de Spirulina. Os rendimentos do processo foram
calculados considerando a massa seca inicial de Spirulina sp. LEB 18, a massa do concentrado
e isolado protéico ao final do processo e seus teores de proteina, de acordo com as equacoes (1)

e (2).

m Xtrat téi
n(%): e ra.o protéico %100 0
biomassa
REP (% ) - mextrato protéico X I:)extrato protéico %100 2

biomassa X Pbiomassa

Em que: n = rendimento em massa; REP = rendimento de extragéo protéica; Mextrato prowico = Massa final de extrato
protéico obtida (g); Muiomassa = Massa inicial de biomassa (g); Pextrato protico = cOncentracéo de proteinas final obtido
(%); Poiomassa = concentragao inicial de proteinas da biomassa (%).
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2.4 HIDROLISE ENZIMATICA

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18, seus concentrados e isolados protéicos foram
hidrolisados com a enzima Protemax 580L, uma serino endopeptidase de Bacillus
licheniformis, cedida pela Prozyn (Sao Paulo — SP). Sua atividade foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1 pg de tirosina por min, segundo o método descrito por Ma
et al. (2007).

A concentracdo de enzima e de subtrato utilizadas foram 5 UmL' e 4 % (p/v),
respectivamente, de acordo com as melhores condigdes encontradas por Lisboa (2013). Estudos
cinéticos em diferentes biorreatores foram realizados a fim de determinar o tempo da reacao de

hidrolise, sendo as mesmas realizadas a 60 °C (condic¢do 6tima de atividade da enzima).

2.4.1 Hidrolise Enzimatica em Erlenmeyer

As reacdes em biorreatores do tipo erlenmeyer com volume util de 250 mL, acoplados
em mesa agitadora “shaker” (Certomat, BS-1, EUA), conforme Figura 2, foram realizadas em
triplicata com a biomassa Spirulina sp. LEB 18, concentrado ¢ isolado protéico. Tampao
carbonato-bicarbonato de soédio 0,2 mol.L™! pH 9,5 (100 mL de volume reacional) foi utilizado
para manter o pH em 9,5 em que a atividade enzimatica ¢ maxima. Ao final da hidrdlise, a

enzima foi inativada termicamente a 85 °C por 10 min.

Figura 2 - Hidrolise Enzimatica em Erlenmeyer
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2.4.2  Hidrolise Enzimatica em biorreator STR (Stired tank reactor)

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18, seus concentrados e isolados protéicos foram
hidrolisados em biorreator agitado “Stired tank reactor” (STR) (BioFlo, Celligen 115, EUA)
com volume util de 1,5 L (Figura 3). Este biorreator foi equipado com 4 chicanas (16,2 cm de
altura e 1,2 cm de largura) para favorecer a turbuléncia e prevenir a formagdo de vortices. A
agitagdo do meio reacional (180 rpm) foi promovida por 2 impelidores do tipo Rushton
uniformemente espacados em um eixo, sendo que cada um dos impelidores possui 6 pas
(1,8 cm de altura, 1,5 de largura, 1 mm de espessura) uniformemente espagadas.

A temperatura ¢ o pH foram controlados automaticamente por controladores PID
(Proporcional e Integral) para manter o valor da variavel controlada dentro de limites pré-
ajustados. Desta forma, a temperatura foi mantida a 60 °C pelo encamisamento do reator e o
pH 4 9,5 pelo acionamento das bombas peristalticas de acido (H2PO4 1 mol.L'") e base (NaOH
1 mol.L'h).

Figura 3 - Hidrélise Enzimatica em biorreator STR

243 Determinacido do Grau de Hidrolise

O grau de hidrolise foi estimado, em triplicata, segundo o método descrito por Hoyle
e Merritt (1994) com modificagdes, sendo expresso como concentracdo de proteinas soluveis
em TCA 6,25 % (acido tricloroacético) em relagdo a quantidade de proteina inicial total. O
calculo do grau de hidrélise foi estimado conforme a Equagdo (3). A quantidade de proteina
total na amostra determinada por micro-Kjeldahl (N x 5,95) e as proteinas soluveis foram
determinadas por método de Lowry et al. (1951), utilizando curva padrao de albumina. A

produtividade das reacdes foi calculada de acordo com a Equagao (4).
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PS; - PS
GH (%) = ——2x100 (3)
IDtotal
PS, -PS
t
Em que: PS; = Proteina soltvel no tempo t (mg.mL1); PSy = Proteina solivel no tempo zero (mg.mL™); Piotal

= guantidade de proteina total presente na amostra (mg.mL™); P = produtividade (mg.mL%.min); t = tempo (min).

2.5 AVALIACAO DO VALOR NUTRITIVO DA PROTEINA

2.5.1 Digestibilidade Protéica in vitro (DPIV)

A digestibilidade in vitro das proteinas da microalga Spirulina sp. LEB 18, de seus
concentrados, isolados e hidrolisados protéicos foi avaliada pelo método descrito por Akeson e
Stahmann (1964) com modificag¢des. Aliquotas de 500 mg de amostra foram suspendidas em
10 mL de solucdo 0,1 mol.L! contendo 1 mg.mL™! de pepsina e incubadas a 37 °C por 3 h. A
hidrélise com pepsina foi inibida pela adi¢io de 10 mL de NaOH 0,1 mol.L!. As amostras
foram, entdo, centrifugadas a 660 g por 15 min e filtradas. O sobrenadante foi armazenado a
4 °C e ao precipitado foi adicionado 10 mL de soluciio tampdo fosfato de soédio 0,2 mol.L! pH
8,0 contendo 2 mg.mL™! de pancreatina, mantendo-se a reagdio a 37 °C por 24 h. Apods a
hidroélise com pancreatina, acido tricloroacético 30 % foi adicionado para parar a reacdo. TCA
5 % foi utilizado para completar o volume reacional para 50 mL e centrifugou-se novamente a
660 g por 15 min. Os sobrenadantes provenientes da hidréolise com pepsina e pancreatina foram
quantificados quanto a proteina solivel pelo método Folin-Lowry (LOWRY et al., 1951)
utilizando tirosina como padrao de referéncia. A digestibilidade protéica foi calculada pela

Equagao (5):

DPIV (%) = PS 100 (5)

total

Em que: PS = Proteina soltvel apds digestdo enzimatica determinada por Folin-Lowry com curva-padrao de
tirosina (mg.mL™); Pyt = Proteina total determinada por micro-Kjeldahl (mg.mL™?)



78

2.6 SOLUBILIDADE PROTEICA

A solubilidade das proteinas da microalga Spirulina sp. LEB 18, de seus concentrados,
isolados e hidrolisados protéicos foi determinada conforme método de Morr et al. (1985) em
pH 3,4,7,10 ¢ 11. Aproximadamente 500 mg de amostra foram ressuspendidas em 2 mL de
NaCl 0,1 mol.L"! sob agitagio. Apos total dispersdo da amostra, 40 mL de solugio tampdo em
pH correspondente foi adicionado e deixado sob agitacao por 45 min. Em seguida, o volume
foi completado em baldo volumétrico de 50 mL e a suspensao foi centrifugada a 660 g por 30
min. A concentracao de proteina soluvel foi determinada (LOWRY et al., 1951) e a solubilidade

protéica calculada utilizando-se a Equagdo (6):

PSSx50

PS (%) = x
( 0) mamostra X (Ptotal /100)

100 (6)

Em que: PSS = concentragdo de proteinas sollveis no sobrenadante (mg.mL™); m amestra = Massa da amostra (mg);
Protal = concentragéo de proteina na amostra (%).

2.7 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DAS PROTEINAS

A eletroforese em gel de sddio dodecil sulfato de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi
realizada para determinar a massa molecular aproximada tanto das proteinas da microalga como
dos concentrados, isolados e hidrolisados, em um sistema tampdo continuo: tampdo tris
1,5 mol.L! e SDS 10 % (p/v), baseada no método de Laemmli (1970). O gel foi preparado com
12,5 % de gel de separacdao e 5% em gel de concentracdo utilizando conjunto de placas

espacadoras de 1 mm (Bio-Rad, Mini-Protean Tetra Cell).

2.8 ANALISE TERMICA

As temperaturas de desnaturagdo (Td) e entalpia de desnaturacao (AH) de Spirulina
sp. LEB 18, seus concentrados, isolados e hidrolisados protéicos, foram determinadas por
calorimetria exploratoria diferencial (Shimadzu, DSC-60, Japao), segundo a método proposto
por Meng e Ma (2001).

Aproximadamente 5 mg de amostra foram colocados em cadinhos de aluminio, selados

hermeticamente, submetidos & uma taxa de aquecimento de 10 °C.min"!, de 30 a 240 °C, sob
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atmosfera de nitrogénio a um fluxo de 50 mL.min"!. Os termogramas foram analisados com o

auxilio do software Ta60 2.20 (Shimadzu Corporation).

2.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os métodos DPPH (MAADANE et al., 2015), ABTS (RUFINO et al., 2007) e poder
redutor (OYAIZU, 1986), baseados em diferentes principios, foram utilizados para avaliar a
atividade antioxidante da microalga Spirulina sp. LEB 18, de seus concentrados, isolados e de

hidrolisados protéicos.

2.9.1 Captura do Radical Livre DPPH

A atividade antioxidante da biomassa de Spirulina sp. LEB 18, concentrado, isolado
proteico e seus respectivos hidrolisados proteicos, pelo mecanismo de captura do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), foi avaliada conforme Maadane et al. (2015). As amostras
foram preparadas a concentragdo de 2,5 mg.mL™ em &gua e colocadas durante 15 min em banho
ultrassonico. Os extratos foram entdo centrifugados por 5 min a 660 g. Ao sobrenadante
(0,1 mL) foi adicionado 3,9 mL de DPPH 0,06 mmol.L em &lcool metilico. Apds
homogeneizados em vortex, deixou-se a mistura em repouso a temperatura ambiente por
60 min. A atividade antioxidante foi avaliada pela leitura da absorvancia (Abs) do radical
remanescente da reacdo do DPPH com os extratos das amostras, em espectrofotdmetro
(Shimadzu, A109348, Japdo) a 515 nm, descontada da abs do branco (0,1 mL de amostra e
3,9 mL de alcool metilico), em relacdo a abs do controle (0,1 mL de &gua destilada e 3,9 mL da

solucdo DPPH), conforme Equacéo (5):

o . Abs
Inibicdo (%) =|1 - amostra
cdo (%) be

Ab S branco

} x100 (5)

controle

2.9.2 Poder Redutor

A andlise da atividade antioxidante através da técnica de poder redutor foi realizada de
acordo com Oyaizu (1986). As amostras foram preparadas a uma concentragéo de 10 mg.mL*
diluidas em tamp&o carbonato-bicarbonato de sédio 0,2 mol.L™ pH 9,5 e colocadas durante

15 min em banho ultrassdnico. As amostras de Spirulina, concentrado e isolado protéico ndo
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hidrolisados foram submetidos em banho-maria a 60 °C por 2,5 h apds extracdo ultrassonica.
Os extratos foram entdo centrifugados por 5 min a 660 g. Aliquotas de 2,5 mL de sobrenadante
foram adicionadas de 2,5 mL de tampé&o fostato de sédio pH 8,8 e 2,5 mL de ferricianto de
potassio 1 % (p/v), acondicionados em banho-maria a 50 °C durante 20 min. TCA 10 % (p/v)
(2,5 mL) foi adicionado e a suspensdo centrifugada a 1193 g por 10 min (XIE, 2008). O
sobrenadante (2,5 mL) foi diluido com agua destilada (2,5 mL) e 0,5 mL de cloreto férrico foi
adicionado. A mudanca de coloracdo de amarelo para verde indica se as amostras possuem
capacidade de reduzir Fe®* a Fe?* e 0 aumento da abs apds 10 min de rea¢do a 700 nm indica

aumento do poder redutor.

2.9.3 Capacidade Antioxidante Trolox Equivalente (TEAC)

Os mesmos extratos utilizados para avaliacdo do poder redutor foram utilizados, porém
diluidos até 2,5 mg.mL™. Aliquotas de 30 pL dos extratos foram misturadas com 3 mL do
radical ABTS+ (2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) em agitador de tubos
(vortex). Apds repouso de 6 min, a leitura da abs em espectrofotémetro a 734 nm foi realizada.
Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em mmol.mg™ de trolox equivalente
de acordo com a equagdo da reta de curva-padrdo de trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico) (RUFINO et al., 2007).

2.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos a anélise
de variancia e teste de Tukey ao nivel de significdncia de 5 % para verificar a existéncia de
diferenca entre as amostras.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO PROXIMAL E EXTRACAO DE PROTEINAS

A concentragdo de proteinas neste estudo € importante para o estabelecimento da

concentragdo de substrato utilizada nas hidrdlises. A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 contém

53,8 % p/p (base seca), como mostrado na Tabela 1. Com o processo de extragdo protéica,
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obteve-se 83,9 % de proteina, sendo que os rendimentos em massa e de extragdo protéica foram,
respectivamente, 40,6 % e 63,3 %.

A repeticdo do processo de extracdo protéica proporcionou a obtengdo de isolado
protéico com 91,3 % p/p de proteina (isolado protéico). O rendimento em massa e de extracao

protéica, para o isolado proteico, foram 33 % e 57,1 %, respectivamente.

Tabela 1 - Composi¢ao proximal da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e seus extratos
protéicos (base seca)

Concentrado Protéico Isolado Protéico

Determinacio Spirulina (%) %) %)
Proteinas 53,82+ 3,1 83,9°+ 1,7 91,3°+ 1,2
Carboidratos 1598+ 1,2 4,6 + <0,1 1,2+ 0,3
Lipideos 7,5% £ 1,5 8,7+ 1,8 4,6°+0,5
Cinzas 15,9% + <0,1 4,0° + <0,1 1,9¢+<0,1

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo h4 diferenca significativa entre as amostras (p<0,05)

O elevado teor protéico obtido nos extratos de Spirulina sugerem muitas aplicacdes
nutricionais possiveis. Suplementos alimentares com elevado teor de proteinas possuem
elevada demanda de mercado e sdo consumidos para melhorar a performance em esportes,
hipertrofia e recuperacdo muscular e para saide em geral (AGARWAL et al., 2015). Também
considera-se importante, para idosos, consumirem suplementos ricos em proteinas, de elevada
qualidade, para compensar a perda de massa muscular, proporcionando beneficios a saude

(BAUER et al., 2013; DEUTZ et al., 2014).

3.2 HIDROLISE ENZIMATICA DAS PROTEINAS DE Spirulina

A hidrolise enzimatica das proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18, do
concentrado protéico e do isolado protéico apresentaram comportamento distinto quando
realizadas em erlenmeyer em relagdo ao biorreator STR, como pode-se observar na Figura 4.
Na Figura 4(a) foi obtido GH entre aproximadamente 60 e 70 %. Em reator STR (Figura 4.b),
os hidrolisados protéicos obtidos apresentam entre aproximadamente 50 e 80 % de GH. Em
erlenmeyer, maior periodo de tempo foi necessario para que se alcangasse a fase estacionaria

da reagdo enzimatica com a biomassa de Spirulina, acima de 240 min. Pode-se observar
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também que as curvas de GH entre o concentrado e o isolado protéico estdo mais proximas,

para os reatores tipo erlenmeyer.

Figura 4 - Cinética Enzimatica da Hidrélise de Proteinas de Spirulina sp. LEB 18 (a) em
reator tipo erlenmeyer e (b) em reator STR
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Tabela 2 - Grau de Hidro6lise (GH) e produtividade em diferentes reatores

Grau de Produtividade

Reator Ensaio

Hidrolise (%)  (mg.mL'.min")

Spirulina 58,1°+ 1,8 0,087¢+ 0,003

Erlenmeyer ~ Concentrado Protéico de Spirulina 67,7°+ 0,8 0,107¢+ 0,003

Isolado Protéico de Spirulina 69,2° + 1,1 0,105¢ + 0,005

Spirulina 55,3°+ 3,2 0,147¢+ 0,009

Biorreator STR  Concentrado Protéico de Spirulina 67,6+ 1,8 0,180° + 0,005

Isolado Protéico de Spirulina 77,52+ 1,2 0,207%+ 0,003

Letras iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa (p<0,05).
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O GH da biomassa de Spirulina e do concentrado em ambos os reatores ndo
apresentaram diferenca significativa, com nivel de confianca de 95 %, ao contrario do GH o
isolado protéico de Spirulina, em que foi possivel obter 77,5 % de GH em reator STR (Tabela
2). Além disso, pode-se observar que a produtividade, para as amostras hidrolisadas em
biorreator STR foi significativamente maior do que a produtividade das hidrélises em
erlenmeyer.

Rendimentos elevados sdo requeridos quando se trata da obtengdo de produtos de alto
valor agregado, ao contrario de produtos de baixo valor agregado, em que elevada
produtividade ¢ mais importante. No presente estudo, foi possivel obter maior redimento de
hidrolise (maiores GH) e também maior produtividade, quando utilizado o biorreator STR. Isso
pode representar vantagem econdmica em termos de produgdo, pois os hidrolisados protéicos
sao produtos de alto valor agregado, e com o biorreator STR estudado, eles podem ser obtidos
em menor intervalo de tempo.

No biorreator STR, o GH aumentou linearmente com a concentragdo de proteinas, da
biomassa de Spirulina (53,8 % de proteina), em relacdo ao concentrado protéico (83,9 % de
proteina) e ao isolado protéico (93,1 % de proteina). Utilizando os reatores do tipo erlenmeyer
nao foi verificada diferenca significativa entre o GH do concentrado protéico e o isolado
protéico, apenas do GH da biomassa de Spirulina em relacao a eles.

O aumento do GH, resultado do aumento da concentragdo de proteinas pode ser
explicado pela acessibilidade das proteases as proteinas, visto que a enzima necessita ligar-se a
superficie da molécula para ter acesso as ligagdes peptidicas e iniciar a hidrdlise. Com isso o
pré-tratamento do substrato promove um aumento da exposi¢cdo das ligagdes peptidicas e da
adsor¢do das enzimas a proteina, resultando em um aumento do grau de hidrolise.

Carvalho et al. (2013) afirmaram que a alta concentracdo de sdlidos diminui os
rendimentos de hidrolise devido a resisténcia de transferéncia de massa através do filme liquido
ao redor do substrato. Os mesmos autores afirmaram que diversos fatores devem ser
observados, a fim de obter rendimentos maximos de hidrolise, como o tipo de pré-tratamento
realizado no substrato, concentracdo de enzima e substrato presente, termoestabilidade das
enzimas, pH do meio, velocidade de agitacdo entre outros.

A termoestabilidade das enzimas requer um controle rigoroso da temperatura do
processo, pois 0 aumento excessivo da temperatura pode causar desnaturagdo da enzima e se o
aquecimento nao for eficiente, ocorrera diminui¢ao da atividade da enzima. No presente estudo,
a temperatura das reacdes de hidrolise permaneceu constante, através do controle automatico

de temperatura, por sistema de encamisamento de agua, para o reator STR e por resisténcia
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elétrica para os erlenmeyers acoplados em mesa agitadora, porém como nos estudos de Zabotti
(2014), o modo de agitacdo pode ter influenciado na transferéncia de calor para o meio
reacional.

O mesmo controle rigoroso deve ser realizado com o pH, visto que um meio muito
acido provoca a desnaturagdo das enzimas (CARVALHO et al., 2013). Observou-se que o pH
da solucdo baixou com mistura das amostras € o tampao, para em torno de 9,0 e 7,5 apos a
adicao da enzima, levando cerca de 30 min para aumentar novamente, estabilizando-se ao redor
de pH 8,0. Isso pode explicar o fato do GH ter sido maior quando o controle do pH foi realizado
automaticamente no reator STR, em relag@o as hidrolises em erlenmeyer, uma vez que o pH
ndo se manteve na condi¢do Otima da atividade da enzima.

As técnicas de controle de pH devem ser consideradas para aumentar os rendimentos
cinéticos de hidrolise enzimatica, principalmente em producdes de hidrolisados protéicos em
grande escala (FERNANDEZ; KELLY, 2016). Tendo isso em vista, ¢ com os resultados de GH
obtidos do estudo cinético, para continuidade deste trabalho, os hidrolisados protéicos da
biomassa de Spirulina, do concentrado e isolado protéico, foram conduzidas no biorretaror STR.

As hidrélises foram entdo, realizadas durante 2,5 h, pois a partir deste periodo o GH
permaneceu constante. Da mesma maneira do estudo cinético, houve diferenca significativa
entre 0 GH das amostras de biomassa de Spirulina, concentrado protéico e isolado protéico de

Spirulina (Tabela 3).

Tabela 3 - Grau de Hidrdlise dos Hidrolisados Protéicos de Spirulina sp. LEB 18

Amostra Grau de Hidrolise (%)
Spirulina 54,4°+ 2.9
Concentrado Protéico de Spirulina 66,8+ 1,7
Isolado Protéico de Spirulina 77,9+ 1,0

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05).

Os GH das amostras do presente estudo foram superiores aos da hidrélise de proteinas
de soro de leite, consideradas ideais para suplementagdo alimentar. (CASTRO; SATO, 2014c¢)
otimizaram a hidrélise de whey protein com diferentes proteases e alcangaram GH méximo

proximos a 50 %. Esses autores, em outro estudo com hidrolise de proteinas isoladas de soja
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(CASTRO; SATO, 2014b), atingiram no maximo 20 % de GH em 120 min de reagao.
Hidrolisados de soro de leite e de caseina sdo utilizados por atletas para induzir o aumento
rapido de aminoacidos no plasma sanguineo (antes, durante e pds exercicio fisico) para
maximizar o anabolismo de proteinas musculares e facilitar sua recuperacdo (MANNINEN,
2009).

Proteinas hidrolisadas elaboradas para aplicagdes em nutri¢do esportiva, nutri¢do
enteral, formulacdes hipoalergénicas devem apresentar elevado grau de hidrolise e por
consequéncia peptideos de pequeno tamanho, em maior quantidade. Cadeias curtas de
peptideos sdo menos alergénicos devido a eliminagdo de epitodos sequenciais (SIEMENSMA;
WEIJER; BAK, 1985).

Em suplementos protéicos para atletas, peptideos ¢ aminoacidos livres devem estar
presentes para aumentar a velocidade de absor¢dao de aminoacidos e assim maximizar o
desemprenho fisico (CRUZAT; KRAUSE; NEWSHOLME, 2014). A maioria dos estudos
sugerem que a ingestdo de proteinas e aminoacidos, principalmente os de cadeia ramificada,
por praticantes de atividade fisica, pode aumentar a sintese muscular protéica, aliados a

treinamento fisico de resisténcia (HULMI; LOCKWOOD; STOUT, 2010).

3.3 MASSA MOLECULAR DAS PROTEINAS E PEPTIDEOS

Com a anélise do perfil eletroforético das proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB
18, do concentrado, isolado e seus hidrolisados protéicos € possivel observar que houve
diminui¢do da massa molecular das proteinas devido a acdo da enzima (Figura 5). Varios
fragmentos corados sdo possiveis de serem observados para as amostras nao hidrolisadas.
Proteinas com 250 kDa, ou maiores, estdo presentes na biomassa e em seus extratos protéicos,
assim como proteinas de aproximadamente 50 kDa.

As bandas eletroforéticas detectadas para o concentrado e o isolado protéico, entre 25
e 37 kDa, aparentam estar mais evidentes do que para a biomassa de Spirulina. Isso pode indicar
a maior concentragdo de proteinas que essas amostras possuem. O mesmo pode ser observado

para proteinas com massa molecular ao redor de 15 kDa.
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Figura S - Perfil Eletroforético dos extratos e dos hidrolisados protéicos de Spirulina sp. LEB
18

250 kDa
150 kDa ——
100 kDa ——

75 kDa ——

50 kDa —— 4l
37kDa — i

25kDa —— i
20 kDa —— '

1510 — g . B B

Padrao S HS C HC I HI

S = Spirulina; HS = hidrolisado de Spirulina; C = concentrado protéico de Spirulina; HC = Concentrado protéico
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O método empregado para determinagdo da massa molecular de proteinas pelo método
de Laemmli (1970) com gel de separacdo de 12,5 % ndo foi adequada para detectar a massa
molecular dos peptideos presentes nos hidrolisados protéicos. Porém, apesar disso, ¢ possivel
afirmar que os hidrolisados protéicos da Spirulina, do concentrado e do isolado protéico
possuem peptideos menores de 10 kDa, pois esta foi a menor banda de detec¢do do padrao de

proteinas utilizado.

3.4 DIGESTIBILIDADE PROTEICA in vitro

A digestibilidade in vitro dos extratos protéicos de Spirulina e de seus hidrolisados
protéicos variou de 66,5 % (isolado protéico) a 83,4 % (isolado protéico hidrolisado). Pode-se
observar que houve diferencga significativa no valor de digestibilidade protéica, para todas as
amostras, quando comparadas aos seus hidrolisados protéicos (Figura 6). Isso se deve,
principalmente, a diminui¢do do tamanho das moléculas de proteina, como mostraram os

resultados de eletroforese.



87

Figura 6 - Digestibilidade Protéica in vitro dos extratos protéicos de Spirulina sp. LEB 18 e
de seus hidrolisados
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Letras iguais significam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras.

Diversos estudos relatam que as proteinas de fontes algais sdo altamente suceptiveis a
acdo de enzimas proteoliticas. Por outro lado, existem outros compostos presentes, como
compostos fenodlicos e polissacarideos que podem limitar a digestibilidade de suas proteinas
(IBANEZ; CIFUENTES, 2013).

Pires et al. (2006) afirmam que a digestibilidade ¢ influenciada pela fonte de proteina.
Comparando-se com suplementos alimentares convencionais, a digestibilidade das proteinas de
Spirulina, do seu concentrado protéico e isolado protéico foi maior do que de proteinas isoladas
de soja. Almeida et al. (2015) encontraram 55,2 % de digestibilidade para esse suplemento. Os
mesmos autores determinaram a digestibilidade de hidrolisados de soro de leite comercializado
no Brasil, que foi o que apresentou maior digestibilidade, igual a 88,4 %, e caseina, em torno
de 83 %. Concentrado protéico de soro de leite, com 75 % de proteina, apresentou 25 % de
digestibilidade in vitro antes de hidrolisado e depois de hidrolisado aumentou para 70 % nos
estudos de Sinha et al. (2007).

A partir disso, pode-se dizer que a digestibilidade das proteinas extraidas de Spirulina

e seus hidrolisados € comparavel com as proteinas do leite e maior que as proteinas vegetais. A
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digestibilidade desses ingredientes ¢ extremamente importante quando deseja-se aplica-los

como suplementos protéicos.

3.5 SOLUBILIDADE PROTEICA

A Figura 7 apresenta a solubilidade das proteinas de Spirulina, do concentrado, isolado
protéico e seus hidrolisados em diferentes pH. O pH em que as proteinas apresentaram menor
solubilidade, para as amostras nao hidrolisadas de Spirulina (Figura 7.a) e isolado protéico
(Figura 7.c) foi o pH 4, pois este ¢ o pH mais préximo ao ponto isoelétrico, € em que foi
realizada a extracdo quimica das proteinas. Para o concentrado protéico, ndo houve diferenca
significativa entre a solubilidade em pH 3 e 4.

Observou-se também, que para todas as amostras, exceto para o concentrado protéico
e seu hidrolisado nos pH 10 e 11 (Figura 7.b), que a solubilidade dos hidrolisados protéicos foi
maior do que os nao hidrolisados, alcangando 90 %, para os hidrolisados do concentrado ¢ do
isolado protéico em pH alcalino. A diminuicdo da massa molecular das proteinas dos
hidrolisados protéicos de Spirulina pode justificar o aumento da solubilidade, indicando que
houve quebra das moléculas de proteina em peptideos menores. Gbogouri et al. (2004) e Dong
et al. (2008) afirmam que os peptideos liberados durante a hidroélise sao constituidos de residuos
polares, que sdo capazes de estabelecer pontes de hidrogénio com agua. Uma vez que a enzima
utilizada para obtengdo dos hidrolisados das amostras de Spirulina foi uma
serinoendopeptidase, o aumento da solubilidade pode ter sido causado também pela exposicao
do residuo serina, um aminoacido polar.

A hidrolise enzimatica ¢ frequentemente usada para melhorar as propriedades
funcionais e nutricionais de proteinas. Geralmente acarreta 3 efeitos distintos: (1) diminuigdo
do peso molecular; (2) aumento do niimero de grupos ionizéveis e (3) exposicdo de grupos
hidrofobicos protegidos na estrutura original (PANYAM; KILARA, 1996). Esses efeitos podem
modificar efetivamente a conformagao e estrutura da proteina e assim melhorar a solubilidade,
propriedades de superficie e de gelificacdo. Além disso, hidrolisados protéicos sdo
fisiologicamente melhores do que proteinas intactas pois sdo mais facilmente absorvidos pelo

organismo devido a maior solubilidade (KONG et al., 2008).
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Letras iguais em cada figura significam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras.
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Apesar de ndo ter ocorrido aumento significativo da solubilidade do concentrado
protéico hidrolisado, em relagdo ao nao hidrolisado, em pH alcalino, a hidrolise enzimética
aumentou a solubilidade em aproximadamente 13 e 19 vezes nos pH 3 e 4, respectivamente. O
mesmo comportamento foi observado para todas as amostras em pH acido. Isso quer dizer que,
mesmo proximo ao ponto isoelétrico das proteinas, os hidrolisados protéicos apresentaram
elevada solubilidade. Geralmente nesta faixa de pH, proteinas exibem maiores aplicagdes em
produtos alimenticios como bebidas a base de frutas e iogurtes, em que o pH varia de 3,4 a 4,0
e de 4,0 a 5,0 (VISHWANATHAN et al., 2011).

Neste sentido, o aumento da solubilidade causado pela hidrélise enzimatica das
proteinas de Spirulina, do concentrado protéico em pH 4acido e neutro e do isolado protéico
agrega vantagens na incorporacdo de bebidas, por exemplo. Suplementos alimentares, com
proteinas de leite com mais de 70 % de proteinas, possuem aplicagcdo limitada em bebidas
devido a baixa solubilidade em pH neutro (HAVEA, 2006).

Além da hidrolise enzimatica ter causado aumento da solubilidade, a extracdo das
proteinas da microalga também influenciou na solubilidade. Pode-se observar na Figura 7(c)
que a solubilidade do isolado protéico em pH 7 foi aproximadamente 75 %, enquanto que no
mesmo pH as proteinas de Spirulina (Figura 7.a) apresentaram 50 % de solubilidade e além
disso, ndo apresentou diferenca significativa em relacao aos hidrolisados em pH 3 € 4. O mesmo
foi observado para a solubilidade do isolado protéico em pH 10 e o hidrolisado protéico em pH
11, que alcangaram aproximadamente 86 % de solubilidade (Figura 7.c), enquanto que as
proteinas de Spirulina apresentaram 65 % e 56 % de solubilidade nos respectivos pH (Figura
7.a). Banach, Lin e Lamsal (2013a) também ndo encontraram diferenga significativa entre a
solubilidade de proteinas concentradas de leite e seus hidrolisados em pH alcalino e sugeriram
que as etapas de ressuspensao das proteinas e liofilizacdo durante o processo de extracdo podem
ter causado aumento da solubilidade.

Isolados protéicos de soja comerciais foram hidrolisados com proteases por Castro e
Sato (2014b) resultando em 75 e 85 % de solubilidade, aproximadamente. Concentrados
protéicos de soro de leite hidrolisados obtiveram em torno 99 % de solubilidade, determinada
por Ma et al. (2014) e 86,5 %, determinada por Castro e Sato (2014a). Logo, pode-se dizer que
os produtos obtidos de Spirulina neste estudo podem ser comparados com ingredientes
protéicos comerciais, uma vez que foram obtidos hidrolisados protéicos com 90 % de

solubilidade.
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3.6 ESTABILIDADE TERMICA

A estabilidade térmica de uma proteina pode ser avaliada através da temperatura de
desnaturagdo (Td), ou pico de temperatura de transi¢ao, no entanto, a proporcao de proteinas
desnaturadas pode ser observada pela area abaixo do pico endotérmico, representando
mudangas entalpicas (ARNTFIELD; MURRAY, 1981). A temperatura de desnaturagdo Td e a
variacao de entalpia foram examinadas para avaliar a estabilidade térmica das proteinas e dos

hidrolisados protéicos de Spirulina sp. LEB 18, como mostram a Tabela 4 ¢ a Figura 8.

Tabela 4 - Parametros de avalia¢do da estabilidade térmica de extratos protéicos de Spirulina

sp. LEB 18
) Temperatura de Variacao de entalpia
Ensaio
desnaturacéo (°C) (Kcal.g?t)
Spirulina 69,2 0,710
Concentrado Protéico de

- 107,5 0,366

Spirulina
Isolado Protéico de Spirulina 96,7 0,654

Figura 8 - Curva de Estabilidade Térmica de hidrolisados protéicos de Spirulina sp. LEB 18
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A Tabela 4 mostra que as proteinas do concentrado e do isolado protéico apresentaram

maior Td que as proteinas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18, sendo essas, 107, 96,7 e
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69,2°C, respectivamente. Isso indica que os extratos de Spirulina sp. LEB 18 sdo mais
resistentes a desnaturagdo protéica por acao do calor, podendo ser utilizados em alimentos que
necessitem de tratamento térmico em temperaturas mais elevadas.

Os hidrolisados protéicos de Spirulina sp LEB 18, apresentaram 2 picos endotérmicos
de desnaturagdo, como pode ser observado na Figura 8. As proteinas de Spirulina hidrolisada
apresentaram Td em 76,5 e 187 °C, o concentrado protéico hidrolisado em 72,1 ¢ 187,9 °C, e o
isolado protéico hidrolisado em 75,1 e 186 °C. Da mesma forma que o comportamento térmico
dos extratos, os hidrolisados protéicos apresentaram maior Td que as proteinas da biomassa de
Spirulina.

Pesquisadores indicam que a estrutura nativa das proteinas ¢ estabilizada por forgas
moleculares internas. Mudangas endotérmicas estdo associadas ao rompimento de pontes de
hidrogénio e de interacdes polares (ARNTFIELD; MURRAY, 1981; PARK; LANIER, 1990).
Portanto, a hidrolise enzimatica das proteinas de Spirulina pode ter levado a mudanga estrutural
que acarretou no aumento de sua estabilidade. O fato de existirem 2 picos endotérmicos também
pode estar associado a isto.

Ismond e Welsh (1992) afirmam que quanto maior o fluxo de calor na proteina, no
processo de desnaturacdo térmica, indica maior estado de natividade da proteina. O AH dos
hidrolisados protéicos de Spirulina, do concentrado e do isolado foram 0,412, 0,259 e
0,259 kcal.g™!, respectivamente. Esses valores foram menores quando comparados as amostras
ndo hidrolisadas, o que indica as mudangas causadas pela hidrolise enzimatica, que ndo deixa
de ser um método de desnaturacdo de proteinas, porém desejavel.

O estudo do comportamento térmico de proteinas € interessante, pois algumas
propriedades funcionais sdo relacionadas a elevada estabilidade térmica de sua estrutura
molecular, como capacidade de formar gel (DESHPANDE; DAMODARAN, 1990; MENG;
MA, 2001). O calor aplicado as proteinas também pode aumentar a absor¢ao de agua e de dleo
e dependendo do tipo de proteina, pode aumentar ou reduzir as propriedades de superficie das

proteinas (BARROS, 2010).

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A Tabela 5 apresenta os resultados de atividade antioxidante avaliado pelas técnicas
de poder redutor, captura do radical DPPH e ABTS (trolox equivalente TEAC). Para todas as
técnicas avaliadas, houve aumento significativo da atividade antioxidante entre as amostras de

proteina extraidas de Spirulina e de seus hidrolisados protéicos.
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Tabela 5 - Atividade antioxidante de proteinas e peptideos de Spirulina sp. LEB 18

Método de avaliacao

Ensaio

Poder Redutor DPPH* ABTS** (mmol
(Abs) (% inibi¢io.mg™) trolox.mg™)
Spirulina 0,549+ 0,016 6,2°+0,6 1,53°+£ 0,06
Concentrado Protéico de
0,555+ 0,010 5,9+ 0,3 1,67 + 0,05
Spirulina
Isolado Protéico de
0,413¢+ 0,021 45°+0,3 1,70° + 0,08
Spirulina
Spirulina Hidrolisada 0,751°+ 0,027 12,4*+0,9 1,94 £ 0,05
Concentrado Protéico de
_ . 0,881+ 0,001 15,52+ 0,6 1,98+ 0,01
Spirulina Hidrolisado
Isolado Protéico de
0,645°+ 0,010 16,6+ 0,9 2,04* £ 0,05

Spirulina Hidrolisado

Média + desvio padréo

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras (p<0,05).
*DPPH =2,2-difenil-1-picril-hidrazil

**ABTS = 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)

As substancias antioxidantes podem agir por diferentes mecanismos e assim agir em
diversas etapas no estresse oxidativo, evitando o desencadeamento de diversas doencas. Os
compostos de acdo antioxidante podem inibir ou retardar a oxidag@o por inativacao de radicais
livres pela doagdo de 4tomos de hidrogénio ou de elétrons, o que transforma os radicais em
substancias estaveis (WOJCIK; BURZYNSKA-PEDZIWIATR; WOZNIAK, 2010).

No ensaio de poder redutor, a habilidade antioxidante dos peptideos foi avaliada pela
capacidade em doar elétrons para mudar o potencial redox do ferro de Fe** para Fe?*. Entre as
amostras ndo hidrolisadas, apenas o isolado protéico apresentou diferenca significativa,
apresentando menor poder redutor. O processo de extragcdo das proteinas para obtencdo do
isolado protéico pode ter provocado agregacao das proteinas, deixado os aminodcidos das

proteinas menos expostos a doagdo de elétrons. Triptofano e tirosina, por exemplo, sao
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aminodcidos que apresentam elevada densidade de elétrons nas suas cadeias laterias
(UDENIGWE; ALUKO, 2011).

Quanto aos hidrolisados protéicos, todas as amostras apresentaram diferenca
significativa, sendo que o concentrado protéico hidrolisado apresentou maior capacidade
antixidante pela técnica do poder redutor, seguidos da biomassa hidrolisada e do isolado
protéico hidrolisado. Apesar da diferenca estatistica, houve um aumento proporcional do poder
redutor, comparando-se as amostras nao hidrolisadas separadamente, em relagdo aos seus
respectivos hidrolisados.

A capacidade de sequestro do radical DPPH ¢ amplamente utilizada para determinar a
habilidade que compostos antioxidantes possuem em doar hidrogénio. Amostras de caseina
apresentam aproximadamente 10 % de inibigao desse cadical (SLIZYTE et al., 2009). Todos os
hidrolisados protéicos obtidos no presente estudo apresentaram mais que 10 % de inibi¢do do
radical DPPH, o que indica que, por este mecanismo de acdo antioxidante, os peptideos de
Spirulina sp. LEB 18 podem apresentar maior inibi¢ao de radicais livres, em comparagdo com
proteinas convencionais.

O ensaio de atividade antioxidante trolox equivalente, baseado na descoloracdo do
cation radical ABTS, é amplamente utilizado para avaliar o potencial antioxidante tanto de
amostras lipofilicas ou hidrofificas quanto a inibi¢do de radicais livres (KONG; XIONG, 2006).
A Tabela 5 mostra que houve aumento da capacidade antioxidante entre as amostras nao
hidrolisadas e hidrolisadas, porém os hidrolisados protéicos obtidos neste estudo nao
apresentaram diferenca significativa quanto a inibi¢do do radical ABTS.

Sequéncias peptidicas liberadas durante a hidrolise enzimatica de proteinas podem
desempenhar fung¢des biologicas, como atividade antioxidante (UDENIGWE; ALUKO, 2012).
Com os resultados obtidos, ¢ possivel afirmar que a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e seus
extratos protéicos apresentam capacidade antioxidante, e que a hidrolise enzimadtica das
proteinas gerou peptideos com atividade antioxidante.

As propriedades antioxidantes de peptideos sdo altamente influenciadas pela massa
molecular dessas moléculas (RAJAPAKSE et al., 2005). Em geral, peptideos derivados de
proteinas do leite, que possuem atividade antioxidante, possuem cadeia curta de aminoacidos,
entre 5 a 11, e contém aminoacidos hidrofobicos como prolina, histidina, tirosina e triptofano
(PIHLANTO, 2006).

Sheih, Wu e Fang (2009), estudaram a atividade antioxidante de peptideos purificados
da microalga Chlorella vulgaris, com massa molecular de 1,3 kDa e atibuiram a bioatividade a

sequéncia de aminoacidos. A suceptibilidade oxidativa dos aminoacidos na cadeia peptidica
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aos ataque dos radicais livres é determinada pelas cadeias laterais dos aminoécidos (ELIAS;
KELLERBY; DECKER, 2008).

Lisboa et al. (2016) avaliou a atividade antioxidante de peptideos de Spirulina sp. LEB
18 e os hidrolisados obtidos por esse autor apresentaram valores proximos para o poder redutor
das amostras ndo hidrolisadas encontrados no atual estudo, porém os ensaios de DPPH e ABTS
apresentaram melhores resultados. Os micro-organismos exibem atividade antioxidante em
resposta aos estresses causados durante o seu crescimento, estimulando seu sistema intrinseco
de defesa antioxidante (SRIVASTAVA; BHARGAVA; RAI, 2005). Portanto, mesmo tratando-
se da mesma espécie, a atividade antioxidante pode variar dependendo de cada cultivo.

Compostos antioxidantes sdo importantes para a salde pois protegem o organismo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) evitando o desecadeamento de doengas, como
aterosclerose, doencas cardiacas, hipertensao, diabetes, mal de Alzheimer e cancer (ZHOU et
al., 2012) e também sdo importantes na conservacdo de alimentos pois evitam peroxidacao
lipidica (SARMADI; ISMAIL, 2010). Tendo isso em vista, os hidrolisados protéicos de
Spirulina e de seus extratos protéicos podem apresentar beneficios a salde e ao processamento

de alimentos, com a vantagem de serem de fonte natural.

4 CONCLUSAO

A hidrolise enzimatica de extratos protéicos de Spirulina sp. LEB 18 em reator do tipo
STR permitiu a obtencdo de hidrolisados protéicos com elevados GH (54,4 a 77,9 %). A
diminui¢do da massa molecular, resultante do processo de hidrdlise, proporcionou aumento do
valor nutritivo e biolodgico das proteinas da biomassa de Spirulina e seus extratos protéicos,
devido ao aumento da digestibilidade (66,5 a 83,4 %) e atividade antioxidante (1 a 2 vezes,
dependendo dos métodos de avaliagdo). A modificagdo enzimatica também aumentou da
solubilidade protéica, alcancando aproximadamente 90 % (p/v), em pH a cima da neutralidade
e 80 % (p/v) abaixo, para as amostras de biomassa de Spirulina, concentrado e isolado protéico.

Os indicativos de valor nutricional e funcional sugerem a possibilidade de aplicacdao
dos hidrolisados protéicos de Spirulina em vérios sistemas alimentares, com apelo funcional,
principalmente em formulagdes destinadas a suplementagao protéica, altamente disponivel para

sintese e recuperagcdao muscular.



96

5 REFERENCIAS

AGARWAL, S.; BEAUSIRE, R. L. W.; PATEL, S.; PATEL, H. Innovative Uses of Milk
Protein Concentrates in Product Development. Journal of Food Science, v. 80, n. S1, p. A23—
A29,2015.

AIHARA, K.; OSAKA, M.; YOSHIDA, M. Oral administration of the milk casein-derived
tripeptide Val-Pro-Pro attenuates high-fat diet-induced adipose tissue inflammation in mice.
The British journal of Nutrition, v. 112, n. 4, p. 513-9, 2014.

AIKING, H. Future protein supply. Trends in Food Science and Technology, v. 22, p. 112—
120, 2011.

AKESON, W. R.; STAHMANN, M. A. A Pepsin Pancreatin Digest Index of Protein Quality
Evaluation. The Journal of nutrition, v. 83, n. 64, p. 257-261, 1964.

ALMEIDA, C. C.; MONTEIRO, M. L. G.; COSTA-LIMA, B. R. C. DA; ALVARES, T. S.;
CONTE-JUNIOR, C. A. In vitro digestibility of commercial whey protein supplements. LWT
- Food Science and Technology, v. 61, n. 1, p. 7-11, 2015.

ALVES, C.; LIMA, R. V. B. Dietary supplement use by adolescents. Jornal de Pediatria, v.
85,n. 4, p. 287-294, 2009.

A. O. A. C. Official Methods of Analysis of The Association of Official Analytical
Chemists international. 17. ed. Washington: D. C., 2000.

ARNTFIELD, S. D.; MURRAY, E. D. The Influence of Processing Parameters on Food
Protein Functionality I. Differential Scanning Calorimetry as an Indicator of Protein

Denaturation. Canadian Institute of Food Science and Technology Journal, v. 14, n. 4, p.
289-294, jan. 1981.

BANACH, J. C,; LIN, Z.; LAMSAL, B. P. Enzymatic modification of milk protein
concentrate and characterization of resulting functional properties. LWT - Food Science and
Technology, v. 54, n. 2, p. 397-403, 2013.

BARROS, K. K. D. S. Producio de biomassa de Arthrospira platensis (Spirulina platensis)
para alimentacio humana. 2010. 112 p. Dissertagao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2010.

BAUER, J.; BIOLO, G.; CEDERHOLM, T.; CESARI, M.; CRUZ-JENTOFT, A. J.;
MORLEY, J. E.; PHILLIPS, S.; SIEBER, C.; STEHLE, P.; TETA, D.; VISVANATHAN, R ;
VOLPI, E.; BOIRIE, Y. Evidence-based recommendations for optimal dietary protein intake
in older people: A position paper from the prot-age study group. Journal of the American
Medical Directors Association, v. 14, n. 8, p. 542-559, 2013.

BELAY, A.; HOUSTON, M. The Potential Application of Spirulina (Arthrospira) as a
Nutritional and Therapeutic Supplement in Health menagement. The Journal of the
American Nutraceutical Association, v. 5, n. 2, p. 27-48, 2002.

BIZZOTO, C. S.; CAPOBIONGO, M.; BIASUTTIL A. R.; SILVA, V. D. M.; JUNQUEIRA,
R. G.; SILVESTRE, M. P. C. Hidrolisados protéicos de arroz com baixo teor de fenilalanina,



97

obtidos pela acao da corolase e uso do carvao ativo. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 30, n. 2, p.
308-316, 2006.

CARVALHO, M. L.; JR., R. S.; RODRIGUEZ-ZUNIGA, U. F.; SUAREZ, C. A. G.;
RODRIGUES, D. S.; GIORDANO, R. C.; GIORDANO, R. L. C. Kinetic study of the
enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v.
30, n. 03, p. 437447, 2013.

CASTRO, R. J. S. DE; SATO, H. H. Comparison and synergistic effects of intact proteins and
their hydrolysates on the functional properties and antioxidant activities in a simultaneous
process of enzymatic hydrolysis. Food and Bioproducts Processing, v. 92, n. 1, p. 8088,
2014a.

CASTRO, R. J. S.; SATO, H. H. Advantages of an acid protease from Aspergillus oryzae over
commercial preparations for production of whey protein hydrolysates with antioxidant
activities. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 3, n. 3, p. 58-65, 2014b.

CASTRO, R. J. S.; SATO, H. H. Antioxidant activities and functional properties of soy
protein isolate hydrolysates obtained using microbial proteases. International Journal of
Food Science & Technology, v. 49, n. 2, p. 317-328, 2014c.

CHURCHWARD-VENNE, T. A; BURD, N. A; PHILLIPS, S. M. Nutritional regulation of
muscle protein synthesis with resistance exercise: strategies to enhance anabolism. Nutrition
& Metabolism, v. 9, n. 1, p. 40, 2012.

COLLA, L. M. Influéncia das condi¢oes de crescimento sobre o potencial antioxidante da
microalga Spirulina platensis e seu potencial na redu¢io da hipercolesterolemia. 2002 p.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) - Universidade Federal do Rio
Grande, Rio Grande, 2002.

CRUZAT, V.; KRAUSE, M.; NEWSHOLME, P. Amino acid supplementation and impact on
immune function in the context of exercise. Journal of the International Society of Sports
Nutrition, v. 11, n. 1, p. 61, 2014.

DECOMBAZ, J. Protéines et acides aminés dans la récupération post-effort. Science and
Sports, v. 19, n. 5, p. 228-233, 2004.

DESHPANDE, S. S.; DAMODARAN, S. Food legumes: Chemistry and Technology. Agris,
v. 10, p. 147-241, 1990.

DEUTZ, N. E. P.; BAUER, J. M.; BARAZZONI, R.; BIOLO, G.; BOIRIE, Y.; BOSY-
WESTPHAL, A.; CEDERHOLM, T.; CRUZ-JENTOFT, A.; KRZNARIC, Z.; NAIR, K. S.;
SINGER, P.; TETA, D.; TIPTON, K.; CALDER, P. C. Protein intake and exercise for optimal
muscle function with aging: Recommendations from the ESPEN Expert Group. Clinical
Nutrition, v. 33, n. 6, p. 929-936, 2014.

DICKINSON, J. M.; FRY, C. S.; DRUMMOND, M. J.; GUNDERMANN, D. M.; WALKER,
D. K.; GLYNN, E. L.; TIMMERMAN, K. L.; DHANANI, S.; VOLPI, E.; RASMUSSEN, B.
B. Mammalian target of rapamycin complex 1 activation is required for the stimulation of

human skeletal muscle protein synthesis by essential amino acids. The Journal of Nutrition,
v. 141, n. 5, p. 856862, 2011.



98

DONG, S.; ZENG, M.; WANG, D.; LIU, Z.; ZHAO, Y.; YANG, H. Antioxidant and
biochemical properties of protein hydrolysates prepared from Silver carp
(Hypophthalmichthys molitrix). Food Chemistry, v. 107, n. 4, p. 1485-1493, 2008.

DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A.; SMITH, F. Colorimetric
method for determination of sugars and related substances. Analytical Chemistry, v. 28, n. 3,
p- 350-356, 1956.

ELIAS, R. J.; KELLERBY, S. S.; DECKER, E. A. Antioxidant Activity of Proteins and
Peptides. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 48, n. 5, p. 430—441, 8 maio
2008.

FERNANDEZ, A.; KELLY, P. pH-stat vs. free-fall pH techniques in the enzymatic hydrolysis
of whey proteins. Food Chemistry, v. 199, p. 409—415, maio 2016.

FOLCH, J.; LEES, M.; STANLEY, G. H. S. A simple method for isolation and purification of
total lipids from animal tissues. Journal of Biological Chemistry, v. 226, n. 5, p. 497-509,
1957.

FOX, R. D. Spirulina Production e Potencial. France: Edsud, 1996. 232 p.

FURTADO, A. S. Producio, avaliacio e aplicacido de filmes nanocompositos obtidos a
partir de extrato proteico da microalga Spirulina platensis. 2013. Dissertacdo (Mestrado
em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) - Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande
2013.

GBOGOURI, G. A.; LINDER, M.; FANNI, J.; PARMENTIER, M. Influence of Hydrolysis
Degree on the functional properties of Salmon Byproducts Hydrolysates. Food Chemistry
and Toxicology, v. 69, n. 8, p. 615-622, 2004.

HAVEA, P. Protein interactions in milk protein concentrate powders. International Dairy
Journal, v. 16, n. 5, p. 415-422, 2006.

HOYLE, N. T.; MERRITT, J. H. Quality of Fish Protein Hydrolysates from Herring (Clupea
harengus). Journal of Food Science, v. 59, n. 1, p. 7679, 1994.

HULMI, J. J.; LOCKWOOD, C. M.; STOUT, J. R. Effect of protein/essential amino acids and
resistance training on skeletal muscle hypertrophy: A case for whey protein. Nutrition &
Metabolism, v. 7, p. 51, 2010.

IBANEZ, E.; CIFUENTES, A. Benefits of using algae as natural sources of functional
ingredients. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 93, n. 4, p. 703-709, 2013.

ISMOND, M. A. H.; WELSH, W. D. Application of new methodology to canola protein
isolation. Food Chemistry, v. 45, n. 2, p. 125127, 1992.

KONG, B.; XIONG, Y. L. Antioxidant activity of zein hydrolysates in a liposome system and
the possible mode of action. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 54, n. 16, p.
6059-6068, 2006.

KONG, X.; GUO, M.; HUA, Y.; CAO, D.; ZHANG, C. Enzymatic preparation of
immunomodulating hydrolysates from soy proteins. Bioresource Technology, v. 99, n. 18, p.



99

8873-8879, 2008.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v. 227, n. 5259, p. 680—685, 1970.

LILLEFOSSE, H. H.; TASTESEN, H. S.; DU, Z.-Y.; DITLEV, D. B.; THORSEN, F. A;
MADSEN, L.; KRISTIANSEN, K.; LIASET, B. Hydrolyzed casein reduces diet-induced
obesity in male C57BL/6J mice. The Journal of Nutrition, v. 143, n. 9, p. 1367-75, 2013.

LISBOA, C. R.; PEREIRA, A. M.; ALBERTO, J.; COSTA, V. Biopeptides with antioxidant
activity extracted from the biomass of Spirulina sp. LEB 18. African Journal of
Microbiology Research, v. 10, n. 3, p. 79-86, 2016.

LOPEZ, C. V. G.; DEL CARMEN CERON GARCIA, M.; FERNANDEZ, F. G. A ;
BUSTOS, C. S.; CHISTL Y.; SEVILLA, J. M. F. Protein measurements of microalgal and
cyanobacterial biomass. Bioresource Technology, v. 101, n. 19, p. 7587-7591, 2010.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.; RANDALL, R. J. Protein measurement
with the Folin phenol reagent. The Journal of biological chemistry, v. 193, n. 1, p. 265-275,
1951.

MA, C.; NI, X.; CHI, Z.; MA, L.; GAO, L. Purification and characterization of an alkaline
protease from the marine yeast Aureobasidium pullulans for bioactive peptide production
from different sources. Marine Biotechnology, v. 9, n. 3, p. 343-351, 2007.

MAADANE, A.; MERGHOUB, N.; AINANE, T.; EL, H.; BENHIMA, R.; AMZAZI, S.;
BAKRI, Y.; WAHBY, I. Antioxidant activity of some Moroccan marine microalgae : Pufa
profiles , carotenoids and phenolic content. Journal of Biotechnology, v. 215, p. 13-19,

2015.

MANNINEN, A. H. Protein hydrolysates in sports nutrition. Nutrition & Metabolism, v. 6,
p- 38, 20009.

MENG, G. T.; MA, C. Y. Thermal properties of Phaseolus angularis (red bean) globulin.
Food Research International, v. 73, n. 4, p. 453-460, 2001.

MOBLEY, C.; FOX, C. D.; FERGUSON, B. S.; PASCOE, C. A.; HEALY, J. C.; MCADAM,
J. S.; LOCKWOOD, C. M.; ROBERTS, M. D. Effects of protein type and composition on
postprandial markers of skeletal muscle anabolism, adipose tissue lipolysis, and hypothalamic
gene expression. Journal of the International Society of Sports Nutrition, v. 12, n. 1, p. 14,
2015.

MORAIS, M. G. DE; REICHERT, C. D. C.; DALCANTON, F.; DURANTE, A.J,;
MARINS, L. F.; COSTA, J. A V. Isolation and characterization of a new Arthrospira strain.
Journal of Biosciences, v. 63, n. 1-2, p. 144-150, 2008.

MORR, C. V; GERMAN, B.; KINSELLA, J. E.; REGENSTEIN, J. M.; VAN BUREN, J. P.;
KILARA, A.; LEWIS, B. A.; MANGINO, M. E. A Collaborative Study to Develop a
Standardized Food Protein Solubility Procedure. Journal of Food Science, v. 50, n. 6, p.
1715-1718, 1985.

OYAIZU, M. Studies on products of browning reaction: Antioxidative activities of products



100

of browning reaction prepared from glucosamine. The Japanese Journal of Nutrition and
Dietetics, v. 44, n. 6, p. 307-315, 1986.

PANYAM, D.; KILARA, A. Enhancing the functionality of food proteins by enzymatic
modification. Trends in Food Science & Technology, v. 7, p. 120-125, 1996.

PARK, J. W.; LANIER, T. C. EFFECTS OF SALT AND SUCROSE ADDITION ON
THERMAL DENATURATION AND AGGREGATION OF WATER-LEACHED FISH
MUSCLE. Journal of Food Biochemistry, v. 14, n. 5, p. 395-404, out. 1990.

PENNINGS, B.; KOOPMAN, R.; BEELEN, M.; SENDEN, J. M. G.; SARIS, W. H. M.;
LOON, L. J. C. VAN. Exercising before protein intake allows for greater use of dietary
protein — derived amino acids for de novo muscle protein synthesis in both young and elderly
men 1 — 3. The American Journal of Clinical Nutrition, v. 93, p. 322-331, 2011.

PENTERICH, V. R. A.; MATTE, M. H.; YANG, A. C.; CASTRO, F. F. M.; KALIL, J ;
PINTO, M. E. M. S. Development of an infant formula with chicken hydrolysate for children
from 0 to 12 months with adverse reaction to milk. Supplement, 2010.

PIHLANTO, A. Antioxidative peptides derived from milk proteins. International Dairy
Journal, v. 16, n. 11, p. 13061314, 2006.

PIRES, C. V.; OLIVEIRA, M. G. D. A.; ROSA, J. C.; COSTA, N. M. B. Qualidade
nutricional e escore quimico de aminoacidos de diferentes fontes protéicas. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v. 26, n. 1, p. 179-187, 2006.

RAJAPAKSE, N.; MENDIS, E.; BYUN, H. G.; KIM, S. K. Purification and in vitro
antioxidative effects of giant squid muscle peptides on free radical-mediated oxidative
systems. Journal of Nutritional Biochemistry, v. 16, n. 9, p. 562-569, 2005.

RUFINO, M. S. M. D. S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S. DE; MORAIS, S. M. DE;
SAMPAIO, C. G. D. G.; PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-COLIXTO, F. D.; SAURA-
CALIXTO, F. D.; SAURA-COLIXTO, F. D. Metodologia Cientifica : Determinacdo da
Atividade Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre DPPH. Comunicado
Técnico on line, v. 127, p. 0-3, 2007.

SARMADI, B. H.; ISMAIL, A. Antioxidative peptides from food proteins: A review.
Peptides, v. 31, n. 10, p. 1949-1956, 2010.

SHEIH, L. C.; WU, T. K.; FANG, T. J. Antioxidant properties of a new antioxidative peptide
from algae protein waste hydrolysate in different oxidation systems. Bioresource
Technology, v. 100, n. 13, p. 3419-3425, 2009.

SIEMENSMA, A. D.; WEIJER, W. J.; BAK, H. J. The importance of peptide lengths in
hypoallergenic infant formulae. Trends in Food Science & Technology, v. 89, p. 601-603,
1985.

SINHA, R.; RADHA, C.; PRAKASH, J.; KAUL, P. Whey protein hydrolysate: Functional
properties, nutritional quality and utilization in beverage formulation. Food Chemistry, v.
101, n. 4, p. 1484-1491, 2007.

SLIZYTE, R.; MOZURAITYTE, R.; MARTINES-ALVAREZ, O.; FALCH, E.;



101

FOUCHEREAU-PERON, M.; RUSTAD, T. Functional , bioactive and antioxidative
properties of hydrolysates obtained from cod (Gadus morhua) backbones. Process
Biochemistry, v. 44, p. 668-677, 2009.

SRIVASTAVA, A. K.; BHARGAVA, P.; RAI L. C. Salinity and copper-induced oxidative
damage and changes in the antioxidative defence systems of Anabaena doliolum. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 21, n. 6-7, p. 1291-1298, 2005.

UDENIGWE, C. C.; ALUKO, R. E. Chemometric analysis of the amino acid requirements of
antioxidant food protein Hydrolysates. International Journal of Molecular Sciences, v. 12,
n. 5, p. 3148-3161, 2011.

UDENIGWE, C. C.; ALUKO, R. E. Food protein-derived bioactive peptides: Production,
processing, and potential health benefits. Journal of Food Science, v. 77, n. 1, 2012.

VISHWANATHAN, K. H.; GOVINDARAJU, K.; SINGH, V.; SUBRAMANIAN, R.
Production of Okara and Soy Protein Concentrates Using Membrane Technology. Journal of
Food Science, v. 76, n. 1, p. 158-164, 2011.

WOICIK, M.; BURZYNSKA-PEDZIWIATR, I.; WOZNIAK, L. A. A review of natural and
synthetic antioxidants important for health and longevity. Current medicinal chemistry, v.
17, n. 28, p. 32623288, 2010.

ZABOTTI, C. Parametros de hidrdélise enzimatica de farelo de arroz para producio de
etanol de segunda gerac¢io. 2014. 69 p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Engenharia de
Alimentos). Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Medianeira, 2014.

ZAMBAO, J. E.; ROCCO, C. S.; HEYDE, M. E. D. VON DER. Relacio entre a
suplementagdo de proteina do soro do leite e hipertrofia muscular: uma revisao. Revista
Brasileira de Nutri¢cdo Esportiva, v. 9, n. 50, p. 212-223, 2015.

ZARROUK, C. Contribuition a I étude d une Cyanophycée: influence de divers facteurs
physiques ET chimiques sur la croissance et la photosynthése de Spirulina mdxima. Paris:
Université Des Paris, 1966.

ZHOU, D.Y.; ZHU, B. W.; QIAO, L.; WU, H. T.; LI, D. M.; YANG, J. F.; MURATA, Y. In
vitro antioxidant activity of enzymatic hydrolysates prepared from abalone (Haliotis discus
hannai Ino) viscera. Food and Bioproducts Processing, v. 90, n. 2, p. 148-154, 2012.






CAPITULO IV






105

CONCLUSAO GERAL

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18, o concentrado, o isolado e os hidrolisados
protéicos obtidos neste estudo podem ser utilizados na elaboracdo de alimentos e suplementos
alimentares, uma vez que possuem propriedades nutricionais e funcionais comparaveis aos
concentrados e isolados protéicos de soro de leite e soja. Com isso, a biomassa de Spirulina e
seus extratos protéicos se tornam fonte alternativa as proteinas que sao amplamente utilizadas
na industria alimenticia.

O processo de extracao das proteinas de Spirulina sp. LEB 18 possibilitou a obtengao
de concentrado protéico com 83,9 % de proteina e isolado protéico com 91,3 %. Esses produtos
apresentaram solubilidade de aproximadamente 90 % p/v e maior estabilidade de espuma em
relacdo a biomassa de Spirulina. O elevado valor protéico e solubilidade, obtidos para o
concentrado e isolado protéico, apresenta potencial aplicacdo desses em alimentos, como
substitutos de refei¢ao, bebidas e suplementos protéicos para atletas.

Hidrolisados protéicos com elevado grau de hidrélise e maior produtividade foram
obtidos com o reator stired tank reactor “STR” alcancando até 77,9 % de GH para o hidrolisado
de isolado protéico. Os hidrolisados protéicos apresentaram elevado valor nutritivo devido ao
aumento da digestibilidade, mas destaca-se que com a reagdo de hidrolise, houve aumento da
atividade antioxidante, relacionado a possibilidade de peptideos biotivos terem sido gerados.

Com os resultados obtidos nesta dissertacdo e de acordo com a legislagdo brasileira,
pode-se dizer que os extratos e os hidrolisados protéicos de Spirulina sp. LEB 18 sdo novos
alimentos ou novos ingredientes que podem ser incluidos na classificagdo de: alimentos para
atletas; alimentos com propriedades funcionais ou alegacdes de satide. Logo, os produtos
obtidos neste trabalho sdo promissores para serem utilizados como alimentos ou suplementos
alimentares, como fontes alternativas de proteina, e que ainda possuem alega¢do funcional

devido a a¢do antioxidante.
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ANEXO I - COMPOSICAO DO MEIO ZARROUK

Reagentes Concentragio (g.L )
NaHCO:s 16,80
KoHPO4 0,50

NaNOs3 2,50
K>SO4 1,00
NaCl 1,00
MgS04.7H,0 0,20
CaCl 0,04
FeSO4.7H20 0,01
EDTA 0,08
Solucao As 1,00 mL
Solucao Bs 1,00 mL

Solugdo As: (g.L1): H3BO3: 2,86; MnCl,.4H,0: 1,81; ZnS04.7H,0: 0,22; CuS04.5.H,0: 0,08; Na,M0O4: 0,02.
Solugdio Bs: (mg.L2): NH4VOs: 22,96; KoCra(SO4)4.24H,0: 96,00; NiSO4.7H,0: 47,85; Na,W04.2H,0: 17,94;
Ti0S04.H2S04.8H,0: 61,10; Co(NOs3)2.6H,0: 43,98.






APENDICE 1 - SUPLEMENTOS ALIMENTARES: FONTES DE PROTEINA
TRADICIONAIS E ALTERNATIVAS E SEUS BENEFICIOS A SAUDE HUMANA
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RESUMO

O aumento populacional tem estimulado a busca por novas fontes de alimentos, principalmente
ricos em proteinas, devido ao seu importante papel nutricional. Este artigo tem como objetivo
abordar alimentos protéicos tradicionalmente utilizados para suplementacdo alimentar bem
como novas fontes de proteina. As fontes mais tradicionais de proteina utilizadas para
elaboracdo de suplementos alimentares, como concentrados, isolados e hidrolisados protéicos,
sdo soja, leite e pescado. Algumas microalgas, como a Spirulina, possuem elevado teor de
proteinas, de alto valor bioldgico, em sua composi¢ao. A utilizagdo desta fonte de proteina para
suplementagdo alimentar, através dos processos de concentragdo, isolamento e hidrélise das
proteinas ¢ possivel obter produtos de alto valor agregado com alta funcionalidade e
proporcionando diversos beneficios a satide. Assim, a elaboracao de suplementos alimentares
com biomassa microalgal é importante para alimenta¢do de individuos que apresentam
necessidades nutritivas especiais.

Palavras-chave: Fonte alternativa de proteina. Hidrolisados protéicos. Spirulina.
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ABSTRACT

The population growth has stimulated the search for new sources of food, especially rich in
protein, due to its important nutritional role. This article aims to address protein foods
traditionally used for food supplements as well as new sources of protein. The more traditional
sources of protein used in the preparation of dietary supplements, as concentrates, isolates and
protein hydrolysates are soy, milk and fish. Some microalgae such as Spirulina, have high
protein content of high biological value, on its composition. The use of this source of protein
for food supplementation, through the processes of concentration, isolation and hydrolysis of
proteins, is possible to obtain high value added products with high functionality and provide
many health benefits. Thus, the preparation of dietary supplements with microalgal biomass is
important for feeding people who have special dietary needs.

Keywords: Alternative source of protein. Protein hydrolysates. Spirulina.
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1. INTRODUCAO

Suplementacdo alimentar ¢ o consumo pontual de um nutriente, objetivando
determinado efeito, geralmente, quando um individuo ndo consegue, através da alimentagao,
atender suas necessidades nutricionais. A suplementagdo proteica pode ser adotada para suprir
as necessidades especiais de individuos como recém-nascidos, criangas em estado de
desnutri¢do, idosos e praticantes de atividades fisicas (BACURAU, 2007).

Alimentos como soja, leite, ovo, carne e pescado sdo fontes de proteina de elevado
valor bioldgico usualmente presentes na dieta. A partir desses alimentos sdo preparados os
concentrados e isolados protéicos para formulagdo de suplementos alimentares e para utilizagao
como ingredientes que conferem propriedades funcionais aos produtos alimenticios
(FERREIRA, 2010). Novas fontes de proteina vem sendo estudadas a fim de atender a demanda
mundial de alimentos. Microalgas com elevada concentragdo de proteinas em sua biomassa
estdo entre esses estudos e podem servir como fonte alternativa de proteinas em suplementos
alimentares.

Os hidrolisados protéicos vém se destacando na utilizagdo em formulagdes de
suplementos alimentares especificos justamente devido aos seus diversos beneficios
nutricionais e funcionais. Eles sdo empregados para fins especiais como suplementagao
dietética de idosos (PENNINGS et al.,, 2011), criancas com intolerancias alimentares
(PENTERICH et al., 2010), em dietas para controle de peso (AIHARA; OSAKA; YOSHIDA,
2014) e nutri¢do de esportistas (MOBLEY et al., 2015).

Este artigo de revisao trata de uma abordagem sobre proteinas usualmente utilizadas
para elaboracdo de suplementos alimentares e de novas fontes de proteina, especialmente
proteinas de origem microalgal, uma vez que, essas proteinas possuem excelentes propriedades

tecnoldgicas/funcionais entre outros beneficios.

2. CONCENTRADOS PROTEICOS

Concentrados protéicos sdo produtos que passam pela exclusdo parcial de
carboidratos, sais minerais € outros constituintes ndo protéicos de uma matéria-prima. Os mais
conhecidos sdo os concentrados de soro de leite (Whey Protein Concentrate ou WPC), soja (Soy
Protein Concentrate ou SPC) e pescado (Fish Protein Concentrate ou FPC) (FONTANA et al.,
2009).
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Para serem utilizadas como ingredientes na industria de alimentos, as proteinas podem
ser concentradas por diversos métodos. Os métodos de concentragdo de proteinas incluem:
centrifugacdo, em que as proteinas sao separadas por diferenca de densidade; separacdo por
membranas, de acordo com a diferenca de tamanho; troca idnica, baseada na diferenga de carga;
cromatografia por afinidade, em que as proteinas ligam-se por ligacdo especifica com uma
matriz (BRANS et al., 2004).

O WPC ¢ um subproduto da industria de laticinios obtido através da producao de
queijos e existe no mercado em concentragdes proteicas que variam de 35 a 80 % (p/p), sendo
classificado de acordo com o seu percentual de proteina. O WPC ¢ um ingrediente amplamente
utilizado na industria de alimentos devido as excelentes propriedades funcionais de suas
proteinas, sendo empregado em muitos produtos cdrneos, bebidas, produtos de padaria e
formulagdes infantis (BRANS et al., 2004).

Dentre as propriedades funcionais que justificam o uso do WPC, destacam-se: a
solubilidade em agua, a capacidade de transportar pequenas moléculas lipofilicas, a acdo
tensoativa e propriedade geleificantes além do elevado valor nutricional de suas proteinas em
razdo do seu alto contetido de aminoécidos essenciais (SINHA et al., 2007).

A soja € o grao mais conhecido para obtengdo de concentrado proteico de origem
vegetal. O concentrado proteico de soja ¢ obtido a partir do refinamento da farinha
desengordurada dos graos de soja e tratamento térmico para remocao de fatores antinutricionais.
Segundo o Codex Alimentarius, o concentrado proteico de soja deve conter entre 65 € 90 %
(p/p) de proteina em sua composi¢ao.

Concentrado proteico de pescado (CPP) ou fish protein concentrate (FCP), sigla
adotada pela FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) para registro do
produto comercial, ¢ um produto estavel, de alto teor proteico. Em geral, eles ndo sdo
consumidos diretamente, sendo utilizados como matéria-prima para elaboragdo de produtos de
elevado valor agregado. Os concentrados protéicos de pescado sdo ingredientes preparados a
partir de matérias-primas de diferentes espécies, sem interferir na estrutura original do musculo.
A vantagem do uso de pescado para elaboracdo de concentrados protéicos ¢ que espécies de

menor valor comercial podem ser empregadas (FONTANA et al., 2009).

3. ISOLADOS PROTEICOS

Os mais conhecidos sdo os isolados protéicos do soro de leite (Whey Protein Isolate —

WPI), de soja (Soy Protein Isolate - SPI) e de pescado (Fish Protein Isolate — FPI). Os
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concentrados e isolados protéicos tém grande aplicacdo nas industrias alimenticias pela
funcionalidade que podem conferir aos alimentos (FONTANA et al., 2009).

De acordo com Reguly (1983), o isolamento de proteina € um processo de extragao o
qual visa obter um produto livre de interferentes. Isolados protéicos sao aqueles produtos que
apresentam teores de proteinas superiores a 90 % (p/p). Os isolados protéicos, da mesma forma
que os concentrados protéicos, sdo obtidos de diversos alimentos, tais como: leite, soja ou
pescado. Estes isolados podem ser utilizados como ingredientes em produtos para consumo
humano direto.

O isolado proteico de soro de leite (whey protein isolate — WPI) que é a forma
comercial mais pura das proteinas do soro contém entre 80 e 95 % (p/p) de proteina e
quantidades muito pequenas de gorduras e lactose, podendo ser isenta desses componentes
(BRANS, 2006). Além de possuir elevado valor nutricional, ¢ utilizado na industria de
alimentos devido as suas propriedades funcionais. O WPI possui excelentes propriedades de
geleificagdo, aeragdo, emulsificacdo, retencdo de agua e gordura. As principais aplicagdes do
WPI incluem produtos lacteos de panificacdo e de confeitaria, snacks, salgadinhos, aperitivos
e carnes processadas (BALDASSO, 2008).

Isolados protéicos de soja (SPI) produzidos por precipitagdo isoelétrica sdo
amplamente utilizados em alimentos devido ao elevado conteudo de proteina (maior que 90 %
p/p) e versatilidade funcional. Outros vegetais de grande potencial, como ervilha (LIANG;
TANG, 2014), girassol (SHCHEKOLDINA; AIDER, 2014) e linhaca (KUHN et al., 2014) tém
sido propostas para a produgdo de isolados protéicos. Entretanto, a soja € o principal material
usado para produgdo industrial de concentrados e isolados de proteinas vegetais, devido,
principalmente, ao seu alto teor de proteinas e bom desempenho tecnologico dos produtos (LI
etal., 2011).

Isolado proteico de pescado (FPI) pode ser produzido a partir de diferentes tipos de
pescado cru, por precipitacdo isoelétrica. Contém principalmente proteina miofibrilar extraida
do musculo do pescado, além de lipideos de membrana, dependendo do processamento em que
sdo submetidos (HULTIN et al., 2005). Além do musculo de pescado, subprodutos do seu
processamento ou espécies de baixo valor comercial sdo novas fontes de proteina que também
podem servir de ingredientes para elaboragdo de alimentos com valor agregado, através do

isolamento de suas proteinas (FONTANA et al., 2009).
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4. HIDROLISADOS PROTEICOS

Hidrolisados protéicos consistem em uma mistura de aminoacidos livres e pequenos
peptideos que sdo obtidos pela quebra das ligagdes peptidicas de uma proteina. Os hidrolisados
protéicos sdo obtidos através de hidrolise quimica (hidrolise acida ou alcalina) ou enzimatica
de proteinas, sendo que a hidrélise enzimatica ¢ mais empregada pois enzimas possuem maior
especificidade em relagdo ao substrato, diminuindo a probabilidade de ocorrer reagdes

indesejaveis, que resultem na formagao de produtos toxicos (OVISSIPOUR et al., 2012).

4.1. HIDROLISADOS PROTEICOS LACTEOS

Os hidrolisados de proteinas de soro de leite e caseinas sao preferidos para formulagdes
infantis em virtude de seu elevado valor nutritivo. As proteinas sdo normalmente reduzidas a
aminodcidos e peptideos de baixo peso molecular. Teoricamente a hidrolise extensiva deve
destruir os epitonos alergénicos (regides de ligagdo da IgE), resultando em produtos
hipoalergénicos seguros (BLANC et al., 2008; HILL et al., 2007; NIGGEMANN et al., 2008).

Ainda, a hidrdlise enzimatica do soro de leite ¢ capaz de gerar peptideos com atividade
antioxidante (TAVARES et al., 2011). As caracteristicas antioxidantes desses peptideos podem
ser explicadas pela sua habilidade de inativar espécies reativas de oxigénio (ROS), sequestrar
radicais livres, quelar metais de transicdo pro-oxidativos e reduzir hidroperoxidos. Esses
mecanismos estdo baseados na sua composicdo e sequéncia de aminoéacidos e peptideos. Eles
consistem usualmente de 5 a 11 aminoacidos, incluindo aminoacidos hidrofobicos prolina,
histidina, tirosina e triptofano (ZHOU et al., 2012).

Attaallah et al. (2012) detectaram que o soro de leite hidrolisado ¢ mais eficiente na
prevengado da incidéncia de tumores em ratos do que o soro de leite in natura. Kong et al. (2012)
identificaram pentapeptideo (Val-His-Leu-Lys-Pro), obtido através da hidrélise de soro de leito

com alcalase, através de espectroscopia de massa, com atividade antioxidante.

4.2. HIDROLISADOS PROTEICOS DE PESCADO

Conhecidos pela sigla HPP — hidrolisado proteico de pescado ou FPH - "fish protein
hidrolizated", conforme designado pela FAO, sdo concentrados protéicos obtidos com o auxilio
de enzimas, que hidrolisam as proteinas do pescado isolando a fra¢do proteica em

aproximadamente 90 % (p/p) no produto final. Esses produtos podem ser utilizados como
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aditivo na industria alimenticia (OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006).
Hidrolisados protéicos de pescado tem atraido a atencdo dos pesquisadores devido a
possibilidade de utilizagdo dos subprodutos do processamento do pescado, agregando valor a
esses produtos, e pelo elevado conteudo proteico de alto valor nutricional (CHALAMAIAH et
al., 2012; SAIDI et al., 2014).

Diversos estudos tem reportado a elaboracdo de hidrolisados enzimaticos de
subprodutos de pescado, como Ahn, Je e Cho (2012) que obtiveram peptideos com atividade
antioxidante de subprodutos de salmao. Liu et al. (2014) caracterizaram os hidrolisados de
surimi. Silva et al. (2014) hidrolisaram os residuos do processamento de tilapia, podendo aplica-
los na alimentacdo de animais da aquicultura. Zavareze et al. (2014) compararam os
hidrolisados do musculo ¢ o residuo de corvina quanto a atividade antioxidante, apresentando
semelhanca estatistica.

Liu et al. (2014) determinaram as propriedades estruturais e funcionais de pescado
hidrolisado com serino-endopeptidase e alcalase. De acordo com os resultados, concluiram que
as propriedades funcionais sdo diretamente influenciadas pelo grau de hidrdlise e pelo tipo de
enzima empregado, sugerindo que € possivel manipular a forma como a reag@o de hidrolise ¢
conduzida para conferir diferentes aplicagcdes aos hidrolisados de pescado. Hidrolisados de
pescado com enzima de Bacillus subtilis, estudados por (JEMIL et al., 2014), apresentaram
melhores propriedades de solubilidade, capacidade de formagdo de espuma e de formar
emulsdes do que as proteinas ndo hidrolisadas, além de apresentarem atividade antioxidante e

antibacteriana.

4.3. HIDROLISADOS PROTEICOS DE ORIGEM VEGETAL

As proteinas da soja sdo as Unicas proteinas de origem vegetal que podem ser
comparadas a proteina animal, pois apresentam todos os aminoacidos essenciais aos seres
humanos. Essas proteinas vém sendo modificadas por proteases a fim de obter produtos de
melhor qualidade sensorial (CAPOBIANGO, 2006). Hidrolisados de proteina de soja sdo
fisiologicamente melhores do que proteinas intactas, pois sua absor¢do intestinal parece ser
mais eficaz, devido ao aumento da solubilidade e do teor de peptideo, tornando-os atraentes
como fonte de aminoacidos ou peptideos em nutricado humana (KONG et al., 2008).

Pepsina, pancreatina e alcalase sdo as enzimas que vem sendo mais estudadas para

obtenc¢ao de hidrolisados de soja com atividade bioldgica (SINGH; VI1J; HATIL, 2014). Proteinas
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de soja isoladas antes de serem hidrolisadas tem apresentado melhor atividade antioxidante e
anti-inflamatoria (OSEGUERA-TOLEDO et al., 2011).

Fontes vegetais de proteina como de cevada (MCCARTHY et al., 2014), canola
(ALASHI et al., 2014), batata doce (ZHANG; MU; SUN, 2014), ervilha (CHAO et al., 2013),
amendoin (JI et al., 2014), milho (WANG et al., 2014), farelo de arroz (CHANPUT;
THEERAKULKAIT; NAKAI, 2009) vém sendo hidrolisadas e estudadas quanto as suas

propriedades antioxidantes, como fonte alternativa as proteinas da soja.

4.4, BENEFICIOS DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

Os hidrolisados protéicos vém sendo estudados ha bastante tempo devido aos seus
aspectos nutricionais bem como pela melhoria das propriedades funcionais das proteinas. A
hidrolise tem mostrado aumento de solubilidade, de propriedades emulsificantes e liberagao de
peptideos biologicamente ativos de certas proteinas (MORRIS et al., 2001).

Através dos processos de hidrolise enzimatica € possivel aumentar o aproveitamento
nutricional de proteinas. Os hidrolisados protéicos ricos em di e tri-peptideos sdo mais
facilmente digeridos e absorvidos pelo organismo do que proteinas intactas (GILBERT;
WONG; WEBB, 2008). A introducao na dieta de hidrolisados ricos em pequenos peptideos
pode ser importante, no sentido de propiciar melhor utilizacdo das proteinas, principalmente
em determinadas situagdes como a que ocorre em individuos com intolerancia alimentar, nos
casos de deficiéncia enzimatica (GONZALES-TELLO et al., 1994).

Dependendo da estrutura, composicao e sequéncia, os peptideos gerados pela hidrolise
das proteinas podem apresentar fungdo biologica como atividade antioxidante, anti-
hipertensiva, hipocolesterolémica, antibacteriana e imunomodulatoria. Algumas doengas como
diabetes, aterosclerose, osteoporose, doencas cardiovasculares, problemas circulatorios, entre
outros podem ser prevenidas ou tratadas por substancias que possuem atividade biologica
(HARTMANN; MEISEL, 2007).

Uma variedade de peptideos obtidos de fontes de proteina vegetal e animal tem
mostrado funcdo bioldgica quando hidrolisadas. Proteinas da soja podem gerar peptideos
benéficos para a saide, como por exemplo, com ag¢do no sistema cadiovascular (agdo
antihipertensiva e hipocolesterolémica) (SINGH; V1J; HATI, 2014), antioxidante (TAGHVAEI
et al., 2014), anticancer (MEJIA; LUMEN, 2006), ¢ antidiabética (KWON et al., 2010)
Peptideos com atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina (ECA) vém sendo

preparados pela hidrélise das proteinas da soja com a enzima alcalase. Seus efeitos hipotensores
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foram estudados e foi observada reducao significativa na pressao arterial sistolica (WU; DING,
2001).

Diversos peptideos de fontes de origem animal e vegetal sao relatados como detentores
de atividade antioxidante. Como exemplo, Piccolomini et al. (2012) observaram atividade
antioxidante e anti-inflamatoria de hidrolisados de soro de leite em células epiteliais expostas a
perdxido de hidrogénio. Mao et al. (2011) concluiram que a caseina de leite hidrolisada
apresenta maior atividade antioxidante e anti-inflamatoria do que a nao hidrolisada.

Algumas proteinas tém sido concentradas ou isoladas previamente a hidrolise, na
tentativa de diminuir a quantidade de interferentes que possam prejudicar a eficiéncia da
enzima. Adjonu et al. (2013) hidrolisaram as proteinas isoladas do soro de leite com e sem
tratamento térmico com quimotripsina, pespsina e tripsina obtendo tanto melhora das
propriedades funcionais quanto atividade bioativa dos peptideos. Castro e Sato (2014) sugerem
a utilizagdo de diferentes fontes proteicas (proteinas isoladas de soja, soro de leite e clara de
ovo) como método atrativo para aumentar a performance da enzima e otimizar a formulagdo de

alimentos especificos.

4.5. APLICACOES DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

As modificagdes nas proteinas, causadas pela hidrdlise, sdo importantes para a
incorporacdo de proteina em formulagdes especificas. Devido aos diversos beneficios
nutricionais e funcionais que os hidrolisados protéicos apresentam, a utilizagdo desses em
formulacdes especificas ¢ uma area de crescente interesse (MOURE et al., 2006).

A aplicacdo dos hidrolisados proté€icos estd relacionada com o seu grau de hidrélise
(GH). Em valores de GH de 3-6 %, o tamanho médio dos peptideos pode atingir de 2-5 kDa.
Estes peptideos costumam ser destinados para melhorar as propriedades fisico-quimica de
produtos alimenticios. GH acima de 8 % com 1 a 2 kDa de tamanho de peptideos com elevada
solubilidade sdo utilizados para uso em produtos esportivos ou nutricdo clinica. GH mais
extensivos (como 50-70 %) com geracdo de peptideos e aminoacidos menores que 1 kDa de
tamanho médio sdo aplicados para uso em alimentos infantis e hipoalergénicos
(KRISTINSSON; RASCO, 2000).

Os hidrolisados protéicos vém sendo utilizados na pratica clinica na fabricagdo de
alimentos especiais para individuos com necessidades fisiologicas e nutricionais particulares.
Desde 1940, estas preparagdes tém sido empregadas em formulagdes infantis e para a

manuten¢do do estado nutricional de pacientes impossibilitados de digerir proteinas. A partir da



139

década de setenta, apresentou crescimento significativo, tanto para finalidades clinicas quanto
para a melhoria das propriedades funcionais das proteinas (CAPOBIONGQO, et al., 2006).

Na industria de alimentos, os hidrolisados protéicos sao utilizados para fins especiais
como suplementagao dietética de idosos (PENNINGS et al., 2011), criangas que apresentam
alergia a proteina intacta, criancas com diarréia aguda ou crdnica, intolerancias alimentares
(PENTERICH et al., 2010) ou erro inato de metabolismo, como a fenilcetontiria (BIZZOTO et
al., 2006), bem como em dietas para controle de peso (AIHARA; OSAKA; YOSHIDA, 2014)
e nutri¢ao de esportistas (MOBLEY et al., 2015).

Formulagdes contendo hidrolisados das proteinas de leite bovino t€m sido elaboradas
objetivando diminuir a alergenicidade. Os principais alérgenos alimentares identificados sdo de
natureza proteica. O leite bovino ¢ o alérgeno mais comum entre criangas. As principais fontes
de proteinas que sao utilizadas para elaborag¢ao de hidrolisados protéicos para elaboragao de
formulagdes para individuos com alergia a proteina s3o a caseina, proteinas de soro lacteo e
soja. A hidrélise dessas proteinas ¢ realizada com mistura de enzimas (endo e exopeptidases)
para produzir o perfil desejado de aminoécidos e peptideos que ndo causem alergia alimentar.
Existem disponiveis no mercado féormulas e dietas a base de proteina do leite extensivamente
hidrolisada, compostas por peptideos e aminoacidos livres para criangas menores do um ano
(CLEMENTE, 2000).

Existem estudos a cerca da utilizagao de hidrolisados enzimaticos de fontes de proteina
de pescado para suplementacdo humana. Nesse et al. (2014) avaliaram a seguranca alimentar
do consumo de amizato (um hidrolisado de uma espécie de salmdo) em criangas desnutridas
(de 6 a 8 anos). Esses autores acompanharam o consumo deste hidrolisado (3 a 6 g/dia)
realizando exames de sangue e urina, que ndo apresentaram anormalidades e observaram ganho
de massa corporal, crescimento em altura e indice de massa corpérea.

Na area farmacéutica, os hidrolisados protéicos sdo utilizados devido aos seus efeitos
biologicos que seus peptideos podem conter (citados anteriormente) (HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2014). Novas sequéncias de peptideos, como de hidrolisados de microalgas,
com aplicagdes potenciais na prevencdo e tratamento de problemas de satide estdo sendo
investigadas, cujos resultados sdo de enorme importdncia para a comunidade cientifica,
empresas farmacéuticas e consumidores.

A dietoterapia ¢ uma importante area a qual faz uso dos hidrolisados protéicos para
complementar ou suplementar dietas de individuos incapazes de ingerir quantidades adequadas
de alimentos de forma convencional, ou prover nutricdo especial para pacientes com

necessidades fisioldgicas e nutricionais particulares (CLEMENTE, 2000). Peptideos bioativos,
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portanto, sdo candidatos adequados para uma nova era de produtos farmacéuticos e
alimenticeos, especialmente com as crescentes preocupacdes sobre os efeitos colaterais de
medicamentos € maior aten¢dao aos produtos naturais € e nutracéuticos que possuem

propriedades preventivas/promotoras de saude.

45.1. Hidrolisados Protéicos para Suplementacio de Atletas

Nas ultimas décadas, as proteinas soluveis do soro do leite (whey protein), nas suas
formas concentrada, isolada ¢ hidrolisada vém sendo mais utilizadas nas formulagdes
alimentares com diferentes finalidades devido sua qualidade nutricional, porém elas precisam
ser extraidas da porcdo aquosa do leite, gerada durante a fabricacdo do queijo. Atletas,
praticantes de atividades fisicas, pessoas fisicamente ativas e até mesmo portadores de doencas,
vém procurando beneficios nessa fonte proteica (HARAGUCHI; DE ABREU; DE PAULA,
20006).

Atletas ou individuos que exercem atividade fisica intensa necessitam de alta
quantidade de proteinas para aumentar a massa muscular, evitar o balanco negativo de
nitrogénio, resultando em perda de massa magra, e para estimular o efeito anabolico através da
suplementa¢do de aminoacidos. A quantidade e o tipo de proteina ou de aminoacido, fornecidos
apds o exercicio, influenciam a sintese proteica (CHURCHWARD-VENNE; BURD;
PHILLIPS, 2012). Os hidrolisados protéicos se destacam neste nicho de consumidores, pois
sao mais rapidamente absorvidos pelo trato intestinal e digeridos pelo organismo. A ingestao de
proteinas hidrolisadas na dieta, incluindo soro de leite (TANG et al., 2009), albumina de ovo
(MOBLEY et al., 2015) e caseina (PENNINGS et al., 2011) capaz de estimular a sintese

proteica muscular.

5. PROTEINAS MICROALGAIS: NOVOS INGREDIENTES PARA
SUPLEMENTACAO ALIMENTAR

Fontes alternativas de proteinas vém sendo estudadas para garantir o desenvolvimento
sustentavel de produtos alimenticios. O interesse na pesquisa por novas fontes proteicas nao
convencionais para aplicagdo na induastria alimenticia ¢ cada vez maior. Novas fontes de
proteina, para serem usadas como ingredientes protéicos, sdo mais aceitos pela industria de

alimentos se estas forem neutras quanto ao sabor, possuirem excelentes propriedades
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tecnologicas/funcionais (ou seja, alta solubilidade) e disponiveis a baixo custo
(SCHWENZFEIER et al., 2013).

Nos ultimos anos, a biomassa de microalgas tem sido proposta como uma fonte
alternativa devido a seu elevado conteudo de proteinas (GARCiA; FERNANDEZ; SEVILLA,
2012). Microalgas como Chlorella, Spirulina, Scenedesmus, Nannochloropsis possuem elevado
teor de proteinas (em torno de 50 % p/p). A microalga Spirulina, por exemplo, pode alcangar
até 70 % (p/p) de proteinas na sua composicao. Comparando-se com outros alimentos, apresenta
teores mais elevados que de peixe (15-20 %), sementes de soja (35 %), ovos (12 %), cereais (8-
14 %) e leite integral (3 %). As proteinas da microalga Spirulina contém todos os aminoacidos
essenciais (leucina, isoleucina, lisina, metionina, treonina, triptofano, fenilalanina e valina) que
representam 47 % do peso total das proteinas (DILLON; PHUN; DUBACQ, 1995).

Ursu et al. (2014) estudaram o método de concentracdo de proteinas de Chlorella
vulgaris por precipitagdo isoelétrica associada com ultrafiltragdo. Esses autores avaliaram o
concentrado proteico quanto a sua agdo emulsificante e obtiveram melhores resultados quando
comparados com emulsificantes comerciais como o caseinato de sodio.

O isolamento das proteinas de microalgas € um processo importante para aumentar sua
aplicabilidade em produtos alimenticios. Gerde et al. (2013) estudaram o processo de
1solamento das proteinas da biomassa desengordurada e nao desengordurada da microalga
Nannocloropsis sp. A quantidade maxima de proteina foi solubilizada a 60 °C em pH 11 e
recuperadas em pH 3,2. As frac¢des isoladas de proteina apresentaram 56,9 % e 40,5 % (p/p) de
proteina da biomassa desengordurada e ndo desengordurada, respectivamente, sugerindo-se
mais estudos de otimizacdo do isolamento de proteinas dessa microalga. Schwenzfeier et al.
(2013) estudaram a capacidade de formagdo de espuma de isolado de proteina soluvel de
Tetraselmis sp. em fungdo da concentracdo do isolado, pH e forga i6nica. Comparando a
capacidade de formagdo de espuma do isolado proteico de soro de leite e albumina de clara de
ovo, de agentes espumantes comerciais utilizados na industria de alimentos, o isolado proteico
microalgal foi o que apresentou melhores resultados.

A hidroélise enzimatica de polimeros celulares de algas verdes tem sido descrito como
um método promissor para melhorar a digestibilidade da proteina e para obter um produto
equilibrado de proteina destinado a alimentacdo humana (WANG; ZHANG, 2012). Esse
processo resulta em reducao do peso molecular, aumento do niimero de grupos ionizaveis e
exposicdo de grupos hidrofobicos protegidos na estrutura original da proteina. Lisboa et al.
(2014) estudaram as condi¢des de hidrolise da biomassa das microalgas Chlorella e Spirulina

e obtiveram 55,3 € 52,9 % de grau de hidrdlise, respectivamente. Os autores concluiram que os
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hidrolisados de Chlorella e Spirulina podem ser utilizados como ingredientes para formulac¢ao
de alimentos para individuos com intolerancia alimentar, devido ao elevado grau de hidroélise.

Nos ultimos anos, as proteinas de fontes microalgais vém sendo hidrolisadas nao sé
para melhorar os aspectos de absor¢ao e digestibilidade, mas também para obtencdo de
compostos que apresentam beneficios a satide. As microalgas mais estudadas sdo a Chlorella e
Spirulina, por possuirem certificado GRAS (Generally Recognized As Safe), o que as tornam
produtos comestiveis (MORALIS et al., 2010).

A biomassa da microalga Chlorella vulgaris foi hidrolisada com a enzima pepsina
pelos pesquisadores Sheih, Wu ¢ FANG (2009) e estes isolaram um peptideo capaz de inibir
uma variedade de radicais livres, incluindo radical hidroxil, superdxido e radical peroxil. Os
mesmos autores Sheih, Fang e WU (2009) detectaram capacidade de inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) desses peptideos, que contribui para o controle da pressao
arterial, diminuindo a incidéncia de doengas cardiacas. Esta mesma atividade de inibi¢ao de
ECA foi encontrada em proteinas hidrolisadas de Nannochloropsis oculata (SAMARAKOON
et al., 2013). VO, RYU e KIM (2013) purificaram peptideos com acdo anti-inflamatoria,
verificada em células endoteliais, obtidos através de hidrélise da biomassa de Spirulina maxima
com enzimas digestivas tripsina, quimotripsina ¢ tirosina.

Sheih et al. (2010) foram os primeiros pesquisadores a estudar a acdo anticancerigena
que os peptideos de microalgas possuem. Existem alguns estudos sobre esses peptideos de
fontes alimenticias, como proteina de soja, peixe, leite e carne bovina. No entanto, de acordo
com os resultados encontrados por esses autores, os oligopeptideos obtidos pela hidrélise
enzimatica das proteinas da microalga Chlorella vulgaris apresentam maior efeito de inibicao
e parada do ciclo de células cancerigenas em células gastricas humanas e maior atividade
antioxidante do que os antioxidantes naturais. Esses resultados mostram a importincia da agao
bioldgica das proteinas de fontes microalgais.

A concentragdo ou isolamento de suas proteinas também pode ser realizado a fim de
melhorar a eficiéncia dos processos de hidrdlise, diminuir as caracteristicas sensoriais de aroma
e sabor e proporcionar melhores propriedades funcionais para aplicagdo em alimentos. Logo,
os concentrados, isolados e hidrolisados protéicos de microalgas sdo promissoras fontes de
alimentos que podem ser aplicados na elaboragdao de produtos com elevado teor de proteinas

para suplementacao alimentar.
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6. CONCLUSAO

As proteinas de soja, leite e pescado sdo as mais utilizadas para a elaboragdo de
concentrados, isolados e hidrolisados protéicos, utilizados como ingredientes em alimentos para
conferir propriedades funcionais requeridas e para a elaboragdo de suplementos alimentares. A
pesquisa por novas fontes de proteina para elaboracao desses produtos ¢ importante para atender
a demanda de alimentos. Algumas microalgas apresentam elevado teor de proteinas de alta
qualidade nutricional, que podem ser concentradas, isoladas e hidrolisadas a fim de melhorar
ainda mais suas propriedades funcionais e atividade biologica, o que sugere sua aplicacdo em

suplementos alimentares.
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