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RESUMO

A producao industrial do 6leo de chia ¢ realizada por extracdo a frio da semente. Este processo
gera residuos, o subproduto, atualmente utilizado na fabricacdo de farinha de chia
desengordurada e ragdo para animais, sendo produto de baixo custo. O objetivo deste estudo foi
hidrolisar as proteinas provenientes do subproduto do 6leo de chia e obter peptideos com
propriedades antioxidantes, antibacterianas e hipocolesterolémicas. A farinha de chia
parcialmente desengordurada (subproduto - CF) foi fornecida por uma empresa em Estancia
Velha, no RS. A partir dela foram obtidos os produtos: fracdo rica em proteina (PRF) e os
concentrados proteicos 1 e 2 (CPC1 e CPC2). A fracdo PRF foi obtida por um processo de
peneiramento ¢ os concentrados CPC1 e CPC2 foram extraidos por diferentes métodos
utilizando o processo de pH-shifting. As proteinas concentradas CPC2 apresentaram maior
rendimento, seguido do concentrado CPC1 e fracdo PRF. Esses produtos apresentaram
diferengas nos teores de proteinas, aminoacidos e estrutura. As propriedades funcionais
avaliadas também apresentaram diferencas: os concentrados CPC1 e CPC2 exibiram menores
valores de solubilidade, capacidade de absor¢do de agua, capacidade de formacdo de emulsao
e de espuma comparados com o subproduto CF e fracdo PRF. Foram utilizadas enzimas
comerciais para hidrolisar CF, PRF, CPC1 e CPC2, como a Alcalase (A), Flavourzyme (F) ¢
sistema sequencial Alcalase-Flavourzyme (S). O maior valor de grau de hidrolise foi obtido
com o sistema sequencial, onde ambos os concentrados CPC1 e CPC2 foram mais suscetiveis
ao ataque das enzimas. Os hidrolisados foram ultrafiltrados em membrana de 10 e 3 kDa e as
fragdes peptidicas maiores de 10 kDa, entre 3 e 10 kDa e menores de 3 kDa, denominadas F1,
F2 e F3 respectivamente, foram produzidas. Para os hidrolisados do subproduto CF e da fragao
PREF, as fra¢des de peptideos entre 3 e 10 kDa mostram melhores propriedades antioxidantes,
enquanto que para os concentrados CPC1 e CPC2, as fragdes de peptideos menores de 3 kDa
mostram melhores propriedades antioxidantes. Os hidrolisados com o sistema enzimatico
Flavourzyme foram mais efetivos como antioxidantes, seguido pela Alcalase. Entdo, foram
selecionadas oito fragdes peptidicas para avaliar o efeito dos peptideos na oxidagao lipidica da
carne, os sistemas enzimaticos sequencial (CPC2-S F2 500 ug g!, CF-S F3250e 500 ugg') e
Alcalase (PRF-A F3 250 e 500 pug g'!') foram mais efetivos, indicando o potencial para o uso
desses peptideos em produtos alimenticios com propriedades antioxidantes. Além disso, um
teste in vivo utilizando a Saccharomyces cerevisiae e o peroxido de hidrogénio como um agente
estressor foi realizado, comprovando que quatro dos produtos estudados (CF-S F3, CPC2-F F2,
CPCI-A F2 e CPCI1-F F2) aumentaram significativamente (p < 0,05) a sobrevivéncia da
levedura, quando exposta a um agente estressor. A atividade antibacteriana dos hidrolisados foi
avaliada, demonstrando inibi¢do para as bactérias Gram positivas e melhor resposta com os
sistemas enzimaticos Flavourzyme e Sequencial, além de atividade bactericida, apresentada
pela fragdo PRF e pelo concentrado CPC2. Todos os peptideos de chia apresentaram atividade
hipocolesterolémica, sendo que o subproduto CF-S F3 apresentou resultado semelhante a
pravastatina (controle). Em conclusdo, os hidrolisados proteicos provenientes do subproduto da
obtengdo de Oleo de chia apresentam potencial para serem utilizados como ingredientes
funcionais a serem incluidos em alimentos, com atividade antioxidante, antibacteriana ¢
hipocolesterolémica.

Palavras-chave: Antioxidante. Antibacteriana. Farinha de chia. Funcionalidade.
Hipocolesterolémica. Peptideos bioativos.






ABSTRACT

Evaluation of bioactivity of hydrolysates and peptides fractions of proteins from the by-

product of oil processing of chia (Salvia hispanica L)

The industrial production of chia oil is carried out by cold extraction of the seed. This process
generates residues, by-product, currently used in the manufacture of defatted chia flour and
animal feed, being low-cost products. The aim of this study was to hydrolyze proteins from the
chia oil by-product and to obtain peptides with antioxidant, antibacterial and
hypocholesterolemic properties. The partially defatted chia flour (by-product - CF) was
obtained from a company in Estancia Velha, RS. From this product were obtained: the protein
rich fraction (PRF) and the protein concentrates 1 and 2 (CPC1 and CPC2). The PRF fraction
was obtained by a sieving process, while CPC1 and CPC2 concentrates were extracted by
different methods using the pH-shifting process. Protein concentrate CPC2 presented higher
yield, followed by CPCI1 concentrate and PRF fraction. These products showed differences in
protein, and amino acid contents and also in structure. The functional properties evaluated
showed differences: the CPC1 and CPC2 concentrates exhibited lower solubility, water
absorption capacity, emulsion and foam capacity formation compared to the CF by-product and
PRF fraction. Commercial enzymes were used to hydrolyze CF, PRF, CPC1 and CPC2, such
as Alcalase (A), Flavourzyme (F) and Alcalase-Flavourzyme (S) sequential system. The highest
value of hydrolysis degree was obtained with the sequential system, where both CPC1 and
CPC2 concentrates were more susceptible to the attack of such enzymes. The hydrolysates were
ultrafiltered in 10 and 3 kDa membranes and the peptide fractions greater than 10 kDa, between
3 and 10 kDa and smaller than 3 kDa, designated F1, F2 and F3 respectively, were produced.
For hydrolysates of CF by-product and PRF fraction, peptide fractions between 3 and 10 kDa
showed better antioxidant properties, whereas for CPC1 and CPC2 concentrates, fractions of
peptides smaller than 3 kDa showed better antioxidant properties. The hydrolysates with the
enzymatic system Flavourzyme were more effective as antioxidants, followed by Alcalase. In
order to evaluate the effect of the peptide fraction on the lipid oxidation of the meat, the
sequential enzymatic systems (CPC2-S F2 500 ug g”!, CF-S F3 250 and 500 pg g'!) and Alcalase
(PRF-A F3 250 and 500 pg g!') were more effective, indicating the potential use of these
peptides in food products with antioxidant properties. In addition, an in vivo test using
Saccharomyces cerevisiae and hydrogen peroxide as a stressor was performed, proving that
four of the studied products (CF-S F3, CPC2-F F2, CPC1-A F2 and CPCI1-F F2) significantly
increased (p < 0.05) the survival of yeast, when exposed to a stressor. The antibacterial activity
of the hydrolysates was evaluated, demonstrating inhibition for Gram positive bacteria and
better response with Flavourzyme and sequential enzyme systems, besides bacterial activity,
presented in the PRF fraction and CPC2 concentrate. All chia peptides had hypocholesterolemic
activity, and the by-product CF-S F3 presented a similar result to pravastatin (control). In
conclusion, protein hydrolyzates from the by-product of chia oil has potential for use as
functional ingredients to be included in foods with antioxidant, antibacterial and
hypocholesterolemic activity.

Keywords: Antioxidant. Antibacterial. Chia flour. Functionality. Hypocholesterolemic.
Bioactive peptides.
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1 INTRODUCAO

As sementes de chia (Salvia hispanica L.) t€m se tornado importantes para a satde e
nutricado humana, devido a sua alta porcentagem de acido a-linolénico, maior do que qualquer
outra fonte vegetal, e aos efeitos benéficos para a saude decorrentes de seu consumo (AYERZA;
COATES, 2011). Entretanto, no Brasil, existem poucas industrias de processamento de chia. A
producdo industrial de 6leo de chia ¢ realizada por extragdo a frio da semente. Este processo
gera residuos, atualmente utilizados na fabricagdo de farinha de chia desengordurada e na ragao
para animais, sendo esses produtos de baixo custo. O processamento gera grandes quantidades
de residuos e subprodutos, entre 20 e 60% m/m (AWARENET, 2004). Entretanto, a quantidade
de subprodutos do processamernto de 6leo de chia proveniente da industria ¢ desconhecida.

A farinha de sementes de chia pode ser uma valiosa fonte de proteina, fibras insolaveis
e compostos antioxidantes, uma vez que esta constituida por 25-40% de lipidios, 18-33% de
fibras, 17-24% de proteina e 5-9% de mucilagem (COELHO; SALAS-MELLADO, 2014;
SANDOVAL-OLIVEROS; PAREDES-LOPEZ, 2013; TIMILSENA et al., 2016a). A produgio
mundial de sementes de chia ¢ de cerca de 30.000 toneladas por ano (DANIELLS, 2013). A
utilizacdo do subproduto da produgdo do oleo de chia, como a farinha parcialmente
desengordurada, € uma estratégia utilizada para adicionar valor a esse subproduto. Esse pode
ser utilizado como matéria-prima para a extragcdo das proteinas. H4 um crescente interesse na
industria para encontrar proteinas de fontes alternativas com bons atributos funcionais. Como
denominacdo geral, em base seca, a fracdo rica em proteina, os concentrados proteicos e os
1solados proteicos contém menos que 65%, entre 65 ¢ 90%, e acima de 90% de proteina,
respectivamente (BOYE et al., 2010).

As proteinas de chia possuem importancia nutricional e, além disso, tém sido largamente
estudadas (SANDOVAL-OLIVEROS; PAREDES-LOPEZ, 2013; SEGURA-CAMPOS et al.,
2013; OLIVOS-LUGO et al., 2010; VAZQUEZ-OVANDO et al., 2010). Entretanto, as
caracteristicas das proteinas da semente de chia ainda ndo sao bem esclarecidas. Os processos
de extragdo térmica, fisico-quimica, os atributos nutricionais e algumas propriedades funcionais
como a formag¢do de espuma, capacidades de absor¢do de agua e de 6leo de sementes de chia
foram relatadas em diversos estudos (BUSHWAY et al., 1984; OLIVOS-LUGO et al., 2010;
VAZQUEZ-OVANDO; BETANCUR-ANCONA; CHEL-GUERRERO, 2013; MONROY-
TORRES et al., 2008; SANDOVAL-OLIVEROS; PAREDES-LOPEZ, 2013). Apesar da
popularidade das sementes de chia inteiras ou intactas em formulagdes alimenticias incluindo

produtos de panificacdo e barras de cereais, a sua proteina ainda ndo € utilizada industrialmente
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em alimentos. Isto deve-se a falta de informagao sobre as composi¢do estrutural e funcional
destas. O aumento do conhecimento dessas caracteristicas aumentard significativamente sua
aplicacdo industrial. Portanto, a relacdo da qualidade da proteina com parametros de
processamento, que afetam o desempenho funcional de produtos proteicos, ¢ merecedor de
extensa investigacao.

Os peptideos bioativos podem desempenhar papel importante na regulagdo metabdlica,
sugerindo seu uso potencial como nutrac€uticos e ingredientes funcionais para promover a
saude e reduzir o risco de doengas (GAGNAIRE et al., 2011). Os peptideos com atividades
antioxidantes sdo capazes de inativar espécies reativas de oxigénio, eliminar os radicais livres,
quelar metais, reduzir hidroperdxidos e eliminar oxidantes especificos dos alimentos, sendo
utilizados como antioxidantes potencialmente multifuncionais, conferindo um aumento do
valor nutricional das dietas. Os fatores como a fonte de proteina, tipo de enzima proteolitica e
do processo da hidrdlise sdo determinantes na composicdo e sequéncia aminoacidica e
consequentemente no potencial atividade antioxidante (BAMDAD; WU; CHEN, 2011).

Pesquisas demonstraram o potencial antioxidante da fra¢do fibrosa (CAPITANI et al.,
2012; VAZQUEZ-OVANDO; BETANCUR-ANCONA; CHEL-GUERRERO, 2013) ¢ da
semente (MARINELI et al., 2014; COELHO; SALAS-MELLADO, 2014) de chia. A atividade
antioxidante dos hidrolisados proteicos obtidos pela digestdo das fragdes de proteinas
(albuminas, prolaminas, globulinas e glutelinas) (ORONA-TAMAYO et al., 2015) e da fragao
rica em proteina, utilizando um sistema sequencial Alcalase-Flavourzyme, (SEGURA-
CAMPOS et al., 2013) de chia também foram relatadas. Além disso, também existem estudos
sobre a atividade inibitéria da enzima conversora da Angiotensina I (ECA) (SEGURA-
CAMPOS et al., 2013; SALAZAR-VEGA et al., 2010; ORONA-TAMAYO et al., 2015).
Contudo, as proteinas de chia, em estudos anteriores, ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente as bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi e
Shigella flexneri) e Gram-positivas (Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis e Streptococcus agalactae) (SEGURA-CAMPOS et al., 2013). Além disso, até o
momento, ndo existem estudos sobre a atividade antioxidante utilizando uma protease
microbiana comercial, isoladamente, para gerar hidrolisados/peptideos antioxidantes a base de
proteinas de chia como estratégia pratica para melhorar a qualidade dos alimentos e prolongar
a vida util inibindo a oxidagado de lipidios. E, também ndo ha estudos em relagdao ao potencial
antioxidante in vivo sob condi¢des de estresse oxidativo.

Ivanov et al. (1997) foram uns dos primeiros pesquisadores a sugerir que as proteinas

poderiam atuar na homeostase, agindo em tecidos especificos. O potencial hipocolesterolémico
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de algumas leguminosas ja ¢ conhecido. Algumas proteinas vegetais ja apresentaram efeito
hipocolesterolémico: soja (PAK et al., 2005; ZHONG et al., 2007), arroz (CABANOS et al.,
2013; WAKASA et al., 2011), feijao (MARQUES et al., 2015b) e amaranto (SOARES et al.,
2015). O consumo da proteina de soja € capaz de reduzir o colesterol sanguineo, provavelmente
por ag¢do dos peptideos, liberados apds digestdo enzimatica in vitro ou in vivo da proteina
(POTTER, 1998; PAK et al., 2005). Entretanto, a atividade hipocolesterolémica ainda nao foi
relatada para as proteinas de chia.

Os peptideos bioativos que apresentam efeitos antibacterianos possuem aplicagdes
potenciais na qualidade e seguranga dos alimentos e na saude humana. A seguranca e a vida util
dos alimentos sdo uma preocupacao significativa na industria de alimentos. Estes sdo afetados
pela incidéncia de bactérias patogénicas e deteriorantes que podem contaminar alimentos
através de vdrias rotas. Um amplo espectro de métodos foi empregado para evitar o crescimento
dessas bactérias nos alimentos, incluindo o uso de agentes antibacterianos sintéticos e naturais.
No entanto, o uso de agentes sintéticos ¢ preocupante, devido ao possivel impacto negativo
desses agentes a0 meio ambiente e a saide humana, como por exemplo: surgimento de cepas
multirresistentes, potencial alergénico e carcinogénico (nitritos) de conservacdo, entre outros.
Assim, novos agentes antibacterianos de fontes naturais sdo altamente necessarios (OSMAN et
al., 2016). O uso de fragdes peptidicas restringe a sua potencial atividade antibacteriana porque
os peptideos com alta atividade antibacteriana, tais como: defensinas (29-42 aminoacidos),
catelicidinas (12-80 aminodcidos) e histatinas (24-38 residuos de aminoacidos) sao
polipeptideos contendo um elevado nimero de aminoacidos (RIVERA; RAMOS;
DESGARENNES, 2007).

Durante as duas ultimas décadas, varios peptideos com atividade antibacteriana frente
a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram isolados e identificados a partir de
hidrolisados de proteinas (ABDEL-HAMID et al., 2016; HWANG et al., 2016). Segura-
Campos et al. (2013) verificaram que os hidrolisados de proteina de chia, na concentracdo de
50 mg de proteina mL' ndo apresentaram atividade antibacteriana. Com base em nosso
conhecimento, existe uma falta de informacao sobre os efeitos das condi¢des de hidrolise sobre
a bioatividade da proteina de chia. A partir deste contexto, neste estudo, foram obtidos
hidrolisados proteicos do subproduto da producao do 6leo de chia e de trés métodos de obtencao
de proteinas de chia, utilizando duas enzimas, e, suas bioatividades, estudadas: atividade

antioxidante, antibacteriana e hipocolesterolémica.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Obter peptideos, a partir da hidrdlise enzimatica das proteinas de chia (Salvia hispanica

L.), extraidas por diferentes métodos e determinar sua bioatividade.

2.2 ESPECIFICOS

>

A\ 4

Obter a fracdo rica em proteina e os concentrados proteicos do subproduto da produgao
do oleo de chia - farinha de chia parcialmente desengordurada;

Caracterizar o subproduto, os concentrados proteicos ¢ a fragdo rica em proteina;
Obter os hidrolisados do subproduto, da fragdo rica em proteina e dos concentrados
proteicos, utilizando as enzimas Alcalase, Flavourzyme e sequencial Alcalase-
Flavourzyme;

Fracionar os hidrolisados em peptideos mediante ultrafiltraco;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos hidrolisados e das fragdes peptidicas;
Avaliar o efeito, do melhor resultado obtido in vitro, na oxidagao lipidica da carne ¢ em
células de Saccharomyces cerevisiae submetidas ao estresse oxidativo induzido pelo
perdxido de hidrogénio;

Avaliar a atividade antibacteriana dos hidrolisados proteicos;

Avaliar a atividade hipocolesterolémica in vitro das fragdes peptidicas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PESQUISAS SOBRE A SEMENTE DE CHIA

As sementes de chia (Figura 1) tém um papel muito importante como alimento funcional
e suplemento alimentar (COELHO; SALAS-MELLADO, 2014). A composi¢do ¢ a
concentragdo dos seus compostos bioativos dependem de varios fatores: condigdes climaticas,
origem geografica e métodos de extragdo (AYERZA; COATES, 2004, 2009a, 2009b, 2011;
CAPITANI et al., 2012; IXTAINA et al., 2011). As sementes sdo compostas por fibra dietética
total de 47,1 a 59,8% (WEBER et al., 1991) ¢ contém até 40% de lipidios com alto teor de
acidos graxos insaturados, dos quais o acido a-linolénico representa até 68% (AYERZA, 1995;
TAGA; MILLER; PRATT, 1984). Além disso, elas sdo uma boa fonte de proteinas (19,0-
26,5%), vitaminas, minerais e¢ antioxidantes (BUSHWAY; BELYEA; BUSHWAY, 1981).
Estes dados chamam a atencdo dos pesquisadores porque, nos ultimos anos, houve um interesse
crescente em todos estes compostos (AYERZA; COATES, 2004, 2011; CAPITANI et al.,
2012). Além disso, as sementes de chia ndo contém compostos toxicos e gluten, tornando as

sementes seguras também como ingrediente para dietas sem gliten (MENGA et al., 2017).

Figura 1 - Sementes de chia

-

_ -
¥ f

%

Fonte: RUBIO et al. (2012)

Ainda assim, poucos estudos se t€m até hoje sobre as proteinas de chia. Uma pesquisa
foi realizada utilizando a base de dados Web of Knowledge (v.4.10 — Web of Science) de
Thomson Reuters Inc. (disponivel em www.isiknowledge.com), em Outubro de 2017,
utilizando as palavras-chaves “chia” and “protein” no titulo. Trinta artigos foram encontrados,
sendo somente dezoito artigos sobre a semente. O Quadro 1 apresenta os estudos que tém sido

realizados.
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Quadro 1 — Estudos sobre proteinas de chia de 1981-2017

Objetivo do estudo Revista Fator de Referéncia
impacto!

Estudar o comportamento de Food 4,747 Timilsena et al.

liberacao e digestao das | Hydrocolloids (2017)

microcapsulas de 6leo de chia com a

proteina e mucilagem de chia como

material de parede

Utilizar a mucilagem e a proteina | Food Chemistry Bustamante et al.

soluvel extraida da semente de chia e 4,529 (2017)

da linhaga utilizadas como material

de encapsulacdo para duas bactérias

probioticas

Avaliar o efeito dos métodos de | Food Chemistry Timilsena et al.

secagem sobre as caracteristicas 4,529 (2016a)

fisico-quimicas e funcionais do

isolado proteico de chia

Produzir microcapsulas de 6leo de Food 4,747 Timilsena et al.

chia utilizando a proteina e | Hydrocolloids (2016b)

mucilagem de chia como material de

parede

Avaliar a qualidade proteica da chia | Plant Foods for 2,722 Da Silva et al.

ndo tratada e tratada termicamente | Human Nutrition (2016)

(90 °C/20min) em ratos Wistar

Estudar a coacervacdo complexa Food 4,747 Timilsena et al.

entre o isolado proteico de chia e a | Hydrocolloids (2016¢)

goma de chia

Identificar as fracdes de proteina de LWT-Food 2,329 Orona-Tamayo et al.

chia e determinar seu potencial anti- Science and (2015)

hipertensivo e sua capacidade Technology

antioxidante e de quelagdo de ions

Estudar a atividade de inibi¢do da LWT-Food 2,329 Segura-Campos et

ACE, antioxidante e antimicrobiana Science and al. (2013)

em hidrolisado da fracdo rica em Technology

proteinas de chia

Avaliar as propriedades fisico- | CYTA-Journal 1,180 Viazquez-Ovando;

quimicas e funcionais para a fracdo of Food Betancur-Ancona;

rica em proteinas de chia produzida Chel-Guerrero

por fracionamento a seco (2013)

Caracterizar as  proteinas  de Journal of 3,154 Sandoval-Oliveros;

armazenamento de chia

Agricultural and
Food Chemistry

Paredes-Lopez
(2013)
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Cont. Quadro 1 — Estudos sobre proteinas de chia de 1981-2017

Objetivo do estudo Revista Fator de Referéncia
impacto!

Avaliar os efeitos da proteina Journal of 4,145 Guevara-Cruz et al.

de chia na reducdao de Nutrition (2012)

triglicerideos  séricos e

intolerancia a glicose em

pacientes com  sindrome

metabolica

Avaliar os teores de proteina | Industrial Crops 3,181 Ayerza; Coates (2011)

e lipidios da chia e sua and Products

relacdo com a localizagao

Estudar as propriedades | Food Science and 0,954 Olivos-Lugo; Valdivia-

térmicas,  funcionais ¢ Technology Lopez; Tecante (2010)

nutricionais das principais International

fragdes de proteinas obtidas a

partir de isolado proteico de

chia

Caracterizar as fracdes ricas | CYTA-Journal of 1,180 Viazquez-Ovando et al.

em proteinas e fibras Food (2010)

extraidas da farinha de chia

desengordurada

Determinar o efeito de| Journal of Oleo 1,076 Ayerza (2009)

localizagdo no ciclo de Science

crescimento, teor de proteina,

de lipidios e perfis de acidos

graxos de um Unico gendtipo

de sementes de chia

Avaliar o desempenho e | Industrial Crops 3,181 Ayerza; Coates (2009a)

qualidade da semente de chia and Products

de trés selegdes plantadas em

diferentes  altitudes  no

Equador

Caracterizar as  fragdes | Journal of Food 1,815 Bushway et al. (1984)
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A maior parte dos artigos publicados sobre as proteinas de chia sdo em revistas de alto
fator de impacto na area de alimentos, o que evidencia a importancia desse estudo para a
utilizacao deste ingrediente na industria de alimentos. Além disso, dos trinta artigos, apenas
dois sao de hidrolisados proteicos de chia, o que evidencia a importancia e o diferencial deste
estudo. Atualmente, De Falco; Amato; Lanzotti (2017) resumiram os conhecimentos atuais
sobre as propriedades fitoquimicas e farmacologicas das sementes de chia com énfase especial

na nutri¢do e concluiu que ainda ha necessidade de estudos adicionais.

32 SUBPRODUTO DA PRODUCAO DE OLEO DE CHIA

As sementes de chia sdo consideradas um pseudocereal e, devido ao seu alto teor de
6leo, também sdo consideradas oleaginosas. A chia ¢ recomendada para uso devido a sua alta
porcentagem de acidos graxos que sdao benéficos para a saude, proteinas, antioxidantes e fibras
(OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPES; TECANTE, 2010; VAZQUEZ-OVANDO et al.,
2010; IXTAINA et al., 2011; MARTINEZ et al., 2012; MARINELI et al., 2014). Os acidos
graxos poliinsaturados ndo podem ser produzidos pelo corpo humano e devem ser obtidos pela
dieta (LUNA PIZARRO et al., 2013).

Apos a extragdo do 6leo das sementes de chia ¢ obtido o subproduto com uma
quantidade significativa de fibras, proteinas e outros compostos flavonodides, tais como a
miricetina, a quercetina, o kaempferol e alguns &cidos cinamicos, como o caféico e o
clorogénico, que demonstraram atividade antioxidante (TAGA; MILLER; PRATT, 1984).
Além disso, apresentam um polissacarideo denominado acido uronico, com uma estrutura
quimica moldada de uma cadeia principal de unidades de P-D-xilopiranosil e grupos a-D-
glucopiranosilo com ramificac¢des de acido 4-O-metil-a-D-glicuronopiranosil (LIN; DANIEL,;
WHISTLER, 1994), que se comporta como uma mucilagem com alta capacidade de absorc¢ao
de 4gua.

O residuo de chia (remanescente apds a extragdo de 6leo) ¢ uma boa fonte de proteinas
(19,0-23,0%), fibra dietética (33,9-39,9%) e compostos com atividade antioxidante
(MARINELI et al., 2014). Também exibe propriedades funcionais interessantes que seriam
benéficas para a sua utilizagdo na industria de alimentos. As propriedades funcionais sao
geralmente associadas a presenca de proteinas e de fibra dietética (REYES-CAUDILLO;
TECANTE; VALDIVIA-LOPEZ, 2008; CAPITANI et al., 2012).

Os alimentos que contém alto teor de gordura devem ser desengordurados anteriormente

ao processo de isolamento e consequente hidrdlise, para evitar a formacao de emulsdo durante
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o processo de extragdo da proteina (ABBOTT et al., 1991; SATHE et al., 2002). A remocao de
lipidios livres ou fracamente ligados a proteina provoca pequenos aumentos na quantidade de
proteina que pode ser solubilizada (BACCHI; BATISTUTI, 1994). Outra vantagem do
desengorduramento consiste na remog¢do de certos compostos indesejaveis, geralmente
presentes nas sementes, tais como oligossacarideos e compostos de baixa massa molecular
(fitatos, compostos fenodlicos e outros fitoquimicos) que podem interferir no isolamento ou no

produto final (ALUKO, 2004).

3.3 PROTEINAS DE CHIA

A demanda por proteinas esta aumentando nos ultimos anos, especialmente na dieta
humana, devido ao aumento da conscientizacdo dos consumidores sobre alimentacao e valores
funcionais. A crescente demanda por proteinas vegetais ocorre devido a maior disponibilidade
na natureza, menor custo de produgdo e a preferéncia de alguns consumidores com base nas
suas crengas religiosas e necessidades dietéticas. As proteinas das sementes estdo chamando
aten¢do, uma vez que sdo relativamente abundantes, facilmente digeriveis e contém niveis
elevados de aminodcidos. As proteinas vegetais também tém efeitos contra algumas doencas
cronicas degenerativas (KRAJCOVICOVA-KDULACKOVA; BABINSKA;
VALACHOVICOVA, 2005).

Na farinha de sementes de chia, a exigéncia de aminodcidos para criancas sdo cerca de
100% satisfatoria para os aminoacidos sulfurados; ja para os aminodcidos essenciais
remanescentes variam de 52 a 76%. Por outro lado, a quantidade necessaria ¢ muito melhor
para os adultos; os aminoacidos essenciais na farinha de sementes variam de 66 a 126%
comparado ao padrio FAO/WHO/UNU (2008) de requisitos de aminoacidos para dois grupos
etarios extremos (0,5-1 e > 18 anos). Além disso, ¢ interessante salientar que a porcentagem de
aminoacidos essenciais ¢ cerca de 50% (46,5%), o que € muito superior ao correspondentes
valores reportados para soja (41,0%) e cartamo (38,1%); este € um aspecto importante em favor
da qualidade das proteinas de chia. Em geral, a qualidade proteica da chia tem sido demonstrada
como sendo superior a alguns cereais e oleaginosas; isso pode representar uma importante
contribuicdo nutracéutica aos alimentos que contem chia (SANDOVAL-OLIVEROS;
PAREDES-LOPEZ, 2013).

Os concentrados e os isolados de proteinas vegetais sdo usadas para substituir total ou
parcialmente as proteinas lacteas em muitos alimentos processados. Geralmente, as proteinas

sdo utilizadas em varias formulagdes alimentares, a fim de melhorar o seu desempenho. As
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proteinas, os polipeptideos e os aminodcidos essenciais além de promogao da satide sdo também
utilizados para conferir caracteristicas, como estrutura, textura, flavour e cor em produtos
alimentares formulados. Por outro lado, o teor de proteinas nas sementes de chia [19-23%
(m/m)] € maior do que a maioria dos graos tradicionalmente utilizados: trigo (14%, m/m), milho
(14%, m/m), arroz (8,5%, m/m), aveia (15,3% m/m) e cevada (9,2%, m/m) (SANDOVAL-
OLIVEROS; PAREDES-LOPEZ, 2013). Os aminoacidos essenciais tais como leucina,
isoleucina e valina compreendem a 42,2-42,9% de aminodcidos totais em sementes de chia.
Esta propor¢do de aminoacidos essenciais na semente de chia ¢ maior que em sementes
oleaginosas comuns, como a soja. As sementes de chia sdo também ricas em aminoacidos nao
essenciais, como o acido glutamico, arginina e acidos asparticos. Sabe-se que o acido glutamico
modula a resposta imuno regulatéria e melhora o desempenho esportivo. Portanto, ¢
considerado como um aminodcido importante na dieta. A arginina ¢ também conhecida pela
prevencao de doengas cardiacas (OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPEZ; TECANTE, 2010).

As principais proteinas das sementes de chia s3o proteinas de armazenamento
representando cerca de 60-80% do total de proteina (SHEWRY et al., 2002) e sua andlise ¢
complicada pela heterogeneidade dos polipeptideos e os diferentes comportamentos de
solubilidade. Embora as propriedades fisico-quimicas das proteinas de chia tenham sido
estudadas (OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPEZ; TECANTE, 2010; SANDOVAL-
OLIVEROS; PAREDES-LOPEZ, 2013; VAZQUEZ-OVANDO et al., 2010), existem
controvérsias sobre o predominio das globulinas [52 € 65 g 100g™! de proteina] (SANDOVAL-
OLIVEROS; PAREDES-LOPEZ, 2013; VAZQUEZ-OVANDO et al., 2010) ¢ prolaminas
[53,8 g 100 g'! de proteina] (OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPEZ; TECANTE, 2010) nas
fragdes de proteinas de chia. Uma compreensdo clara dos efeitos dos diferentes processos

utilizados para obter produtos com alto teor de proteina continua limitada.

3.4  METODOS DE EXTRACAO DE PROTEINAS

Para obter produtos com um alto conteudo de um componente particular, existem varios
métodos e processos envolvidos. Os procedimentos que sdo utilizados para a extragdo das
proteinas podem afetar as propriedades da mesma e provocar a desnaturacdao, formacao de
novos complexos de proteinas, degradacdo de aminodcidos, reacdo de Maillard, reducao da
digestibilidade de aminodcidos, entre outros (COELHO; SALAS-MELLADO, 2015). A
utilizacdo das proteinas vegetais como aditivos em alimentos depende grandemente das suas

caracteristicas funcionais. A relagdo da qualidade da proteina com parametros de



35

processamento de como afetam o desempenho funcional de produtos proteicos ¢ digno de
extensa investigacdo (JANE; RIVAS; JOHN, 1981).

Recentemente, ha diversos estudos avaliando a influéncia do método de extracao nas
caracteristicas fisico-quimicas das proteinas. Timilsena et al. (2016b) isolou a proteina de
sementes de chia australianas e testou diferentes métodos de secagem em poé: spray dryer,
congelamento a vacuo e liofilizacdo para investigar o efeito dos métodos de secagem nos
atributos fisico-quimicos e funcionais. Tirgar et al. (2017) verificaram que o rendimento, a
composi¢ao e as propriedades dos concentrados proteicos de semente de linho foram
significativamente influenciadas pelos métodos de extracdo (precipitagdo isoelétrica, extragao
enzimatica e extracdo com solvente). Stone et al. (2015) estudaram a obtencdo de isolados
proteicos preparados a partir de trés cultivares de ervilha por extracdo alcalina/precipita¢ao
isoelétrica, extracdo por didlise e precipitacdo micelar, avaliadas quanto a sua superficie (carga,
hidrofobicidade) e propriedades funcionais (capacidade de absor¢do de agua/6leo, solubilidade,
e capacidade/estabilidade de emulsdo e formacao de espuma). Feyzi, Milani e Golimovahhed
(2018) centraram-se no efeito da extragdo de pH (2, 5 e 10), tempo (20 e 80 min) e proporcao
de 4gua:farinha (5:1 e 30:1 p v'!) sobre a processo de extracio e caracterizagdo de proteina
isolada de ervilhas.

Em tratamentos umidos, uma desvantagem inerente € a perda de proteinas soluveis, pois
segundo Bergthaller et al. (2001) a precipitagdo isoelétrica utilizada na producgdo de
concentrados de proteinas traz o risco de perda da fracdo das vicilinas (proteinas de
armazenamento 7S). As modificacdes estruturais de alguns componentes, bem como a perda de
compostos de natureza fenolica com potencial para conferir atividade antioxidante sdo outras
desvantagens (VAZQUEZ-OVANDO et al., 2010). Segundo Nolsee ¢ Undeland (2009) o
processo de solubilizacdo 4cida ou alcalina foi desenvolvido na Universidade de Massachusetts
(Massachusetts Marine Station, Gloucester, MA, USA). Este processo utiliza o principio de que
um material homogeneizado em agua ¢ afetado pelo pH. Em condigdes de pH extremo, 4cido
ou alcalino, mudangas ocorrem nas cargas das proteinas promovendo a repulsdo entre elas e
consequentemente a sua interagdo com a agua, ou seja, a sua solubilizacdo. Esse principio se
iniciou com musculo de pescado, porém hoje se utilizam diferentes fontes proteicas, como
sementes, cereais, leguminosas e oleaginosas.

A principal vantagem do fracionamento a seco ¢ a simplicidade do processamento,
juntamente com a diminuicdo ou nulidade no uso de agua ou outros solventes com a
consequente vantagem de que ndo sio gerados efluentes ou residuos (VAZQUEZ-OVANDO

et al., 2010). Os processos de fracionamento a seco foram utilizados de forma eficiente na
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preparagao, por exemplo, de amidos e proteinas de leguminosas, conforme relatado por Otto,
Baik e Czuchajowska (1997), que forneceram um fracionamento a seco de farinha de grao de
bico produzindo rendimentos de 52% da fragdo externa do grdo-de-bico composta
principalmente por fibra. Vazquez-Ovando et al. (2010) selecionaram a malha de 100 mesh
como o melhor tratamento para obtencio de rendimentos de 446,2 g kg'! b.s. para a fragio rica
em proteina (> 140 pm) € 295,6 g kg! b.s. para as fibras (< 140 um) da farinha de chia.

A necessidade de ter novas fontes de produtos ricos em fibras e proteinas ¢ estimulado
pelos beneficios que lhe sdo atribuidos, uma vez que sdo recomendados suplementos de fibras
para o tratamento da sindrome do intestino irritavel, consequentemente para a melhoria do
transito intestinal (SINGH; MAKHARIA; JOSHI, 2008). Verificou-se também que produtos
ricos em fibras e proteinas ajudam a redu¢do de 12,8% dos niveis plasmaticos de colesterol

associado a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e 12,3% de glicose (ALLER et al., 2004).

3.5  ANALISES DE CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS

3.5.1. Calorimetria diferencial de varredura

O método de calorimetria diferencial de varredura (DSC) permite obter a quantidade de
calor absorvido (endotérmico) ou liberado (exotérmico) por uma amostra quando comparada a
uma referéncia durante um ensaio isotérmico ou ndo-isotérmico (aquecimento ou resfriamento)
(BROWN, 1998; LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001; WUNDERLICH, 1997). No ensaio
de DSC nao isotérmico de aquecimento a amostra e a referéncia (normalmente uma capsula
vazia) sao aquecidas a uma taxa constante e a diferenga de energia necessaria para aquecé-las
¢ medida. Inicialmente a energia necessaria para aquecer a amostra e a referéncia ¢ constante,
porém, durante transi¢des, a amostra requer maior (endotérmica) ou menor (exotérmica)
energia do que a referéncia para que ambas permane¢cam com a mesma temperatura. Ou seja,
quando a amostra absorve energia (endotérmico) o equipamento estabiliza a temperatura
fornecendo-lhe a energia necessaria.

O registro da curva de DSC ¢ expresso em termos de fluxo de calor (miliwatts, mW)
versus temperatura (°C) ou tempo (min). Um termograma (curva) tipico de DSC ¢ mostrado na
Figura 2, onde trés tipos basicos de transformagdes sdo detectados: transformacgdes
endotérmicas, exotérmicas e transicdes de segunda ordem, como a temperatura de transi¢ao

vitrea (Tg) (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).
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Figura 2 - Curva tipica de uma analise térmica diferencial (DSC), (a) varia¢ao da capacidade
calorifica ou Ty, (b) processo endotérmico, (c) processo exotérmico
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3.5.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma das
espectroscopias vibracionais cujas bandas espectrais sdo funcao da forca das ligagdes quimicas
e das massas dos atomos envolvidos nessas ligacdes. Por isso ¢ extremamente util para a
identificacao de componentes de moléculas organicas como os grupos O-H, N-H, C=0, C-N,
C-0, que sdo os principais constituintes das proteinas, acicares, DNA, acidos graxos, entre
outras moléculas. A Figura 3 apresenta as principais bandas de absor¢do de FTIR e a sua
localizagdo no espectro. Os espectrofotdometros FTIR tém por base o interferdmetro de
Michelson. Neste sistema a radiagcdo da fonte luminosa ¢ dividida em dois feixes iguais atraveés

de um divisor de feixe, como se pode observar na Figura 4.

Figura 3 - Principais bandas de absor¢cao em FTIR e a sua localizagdo no espectro
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Figura 4 - Representagdo esquematica de uma medida por espectroscopia por transformada
de Fourier de absor¢ao no infravermelho
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Um dos feixes segue em direcdo a um espelho de posi¢do fixa no qual reflete de volta
para o divisor de feixe, e aqui volta a dividir-se e parte desta vai para o detector. O outro feixe
parte do divisor de feixe em dire¢ao ao espelho movel, este espelho também reflete, ocorrendo
nova divisao do divisor de feixe e parte da radiacdo segue também para o detector, conseguindo
assim, com rapidez percorrer todos os comprimentos de onda em estudo. A medida que o
espelho movel percorre determinada distdncia um interferograma ¢ formado com a
recombinagdo dos dois feixes. Deste modo, um interferograma ¢ formado pela soma de todas
as ondas de diferentes amplitudes e frequéncias que chegam ao interferometro. Contudo, apesar
de o interferograma conter toda a informacdo fornecida pelo espectrofotometro, a forma como
a apresenta ndo ¢ muito Util, assim esta informagao ¢ convertida num espectro, relacionando as
intensidades com as respectivas frequéncias, através da transformada de Fourier (PERKINS,
1986).

3.5.3. Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) tem sido uma ferramenta de trabalho
utilizada pelos pesquisadores em vdrias areas de concentracdo, uma vez que ela abrange um
conjunto de técnicas que possibilitam a caracterizacdo da morfologia do material e composi¢ao
quimica. O MEV ¢ um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a observagao e analise
de caracteristicas microestruturais de objetos solidos. A principal razdo de sua utilidade ¢ a alta

resolucdo que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas; valores da ordem de 2 a 5
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nanometros sdo geralmente apresentados por instrumentos comerciais, enquanto instrumentos
de pesquisa avangada sdo capazes de alcangar uma resolu¢ao melhor que 1 nm (NAGATANI
et al. 1987).

O principio de funcionamento do microscéopio eletronico de varredura consiste em um
feixe de elétrons de pequeno didmetro que explora a superficie da amostra, ponto a ponto, por
varredura em linhas sucessivas, onde o sinal é transmitido a um detector e este a uma tela
catodica. As bobinas de exploracdo magnéticas, alimentadas por um gerador de varredura,
fazem com que o feixe explore a superficie da amostra aproximadamente de 10 em 10 ym. O
sinal de imagem resulta da intera¢do do feixe de elétrons incidente com a superficie da amostra.
O detector ¢ quem recebe o sinal e modula o brilho do monitor, permitindo a observagao

(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

3.5.4. Analise eletroforética

A eletroforese ¢ uma técnica que permite a separagao de diferentes tipos de proteinas
em um suporte que, normalmente, pode ser acetato de celulose, gel de agarose ou em gel de
poliacrilamida. A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser conduzida com a
proteina em sua forma nativa (eletroforese simples) ou com a proteina desnaturada pela agdo
de dodecil sulfato de s6dio (SDS). Por este motivo, tal técnica ¢ também conhecida como SDS-

PAGE (SGARBIERI, 1996), como apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Esquema representativo da técnica de eletroforese SDS-PAGE
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Com esta técnica, SDS-PAGE, as amostras sdo desnaturadas pelo calor na presenca de

reagentes desnaturantes como o [-mercaptoetanol, que destréi as ligagdes dissulfeto das
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proteinas, e o detergente SDS. O SDS, determinante idnico, rodeia as cadeias proteicas,
desnaturando-as e cobrindo a proteina com cargas negativas. Deste modo, a carga intrinseca a
proteina, que ¢ variavel em fun¢dao dos aminoacidos que a constituem e do pH da solucao que
a contém, ¢ “mascarada” pelo detergente, tornando-se a razao carga/massa constante. Assim, ¢
possivel que as proteinas, agora carregadas negativamente, sejam separadas em fun¢ao do seu
tamanho (SGARBIERI, 1996).

O gel de poliacrilamida, entre outros reagentes, ¢ constituido por uma mistura de dois
polimeros: acrilamida e bis-acrilamida. A acrilamida ¢ uma molécula linear, enquanto a bis-
acrilamida apresenta-se em forma de "T". Misturando-se estes dois polimeros, obtemos uma
matriz, gel poroso, como se tivéssemos uma rede com uma malha mais ou menos apertada. O
diametro dos poros ¢ controlado e definido através da concentracao deste polimero. Assim,
quanto maior a concentragao de acrilamida, menores serdo os poros da matriz. Dependendo do
seu tamanho, cada proteina migra de forma diferenciada ao longo do gel: proteinas de menor
tamanho molecular migrardo mais rapidamente, enquanto que as de maior tamanho terdo mais
dificuldade em atravessar a “rede” do gel e, assim, movem-se mais lentamente. Os géis nesta
técnica apresentam uma particularidade, possuem duas fases: a de concentragdo (stacking) e a
de resolugdo ou de corrida (running), permitindo que as amostras proteicas colocadas em cada
poco (espago na extremidade superior do gel onde se coloca cada uma das amostras) sejam
concentradas antes da corrida no gel, aumentando-se assim, a resolugdo das proteinas.

Como as proteinas, na sua maioria, ndo sdo moléculas coradas, a posi¢do das bandas
correspondentes, apos a conclusdo da eletroforese, ¢ dificil de determinar. Esta limitacdo ¢
minimizada, aplicando um corante que se liga fortemente as proteinas, mas a ligagdo ao gel de
poliacrilamida ¢ fraca. Para garantir que, as proteinas separadas ndo se movam no gel, apos a
finalizagdo da eletroforese, estas sdo normalmente “fixadas™ ao gel com acido acético, que ¢
um bom fixador. Apos o passo da fixagdo, as proteinas sdo coradas com o Azul de Coomassie

(Coomassie Brilliant Blue) ou a Coloragdo de Prata (Silver Staining).

3.6 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS PROTEINAS

As proteinas sdo ingredientes utilizados em uma ampla gama de formulagdes devido ao
seu valor nutricional e funcionalidade (O’SULLIVAN; O’MAHONY, 2016). O termo
"funcionalidade" aplicado aos ingredientes alimentares descreve qualquer propriedade que ndo
seja atributos nutricionais que contribuam para os aspectos benéficos de um ingrediente dentro

de uma formulacao (DAMODARAN, 1997). As proteinas sao moléculas altamente funcionais
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em sistemas alimentares capazes de estabilizar goticulas de 6leo e bolhas de ar, formagdes de
estruturas de gel ¢ o aumento da viscosidade (O’CONNELL; FLYNN, 2007). Essa
funcionalidade ¢ devido a composicao quimica complexa dessas moléculas devido as suas
sequéncias de aminoacidos unicas (BEVERUNG; RADKE; BLANCH, 1999). A melhoria das
propriedades funcionais das proteinas ¢ de grande interesse para aumentar o seu valor comercial
e melhorar a utilizagdo desses ingredientes de alto valor (DRAPALA et al., 2015;
GRIGOROVICH et al., 2012; KURUKJI; NORTON; SPYROPOULOS, 2016; MALAKI NIK;
WRIGHT; CORREDIG, 2010; MULCAHY; MULVIHILL; O’MAHONY, 2016;
O’SULLIVAN et al., 2014).

A solubilidade de uma proteina ¢ um dos atributos funcionais criticos e necessario para
a sua utilizacdo como ingrediente alimentar, porque a solubilidade influencia muito outras
propriedades, como a emulsificante, a gelificante ¢ a formacdo de espuma (WANG;
KINSELLA, 1981). Essas propriedades sdo caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas, que
afetam o comportamento das proteinas no sistema alimentar durante o processamento,
fabricacdo, armazenamento e preparacao (KINSELLA, 1979). As proteinas tém propriedades
unicas de superficie devido a seu grande tamanho molecular e suas propriedades anfifilica. No
entanto, as aplicagdes industriais de proteinas em alimentos limitam-se, porque as proteinas sao
geralmente instaveis ao aquecimento, solventes organicos e ataque proteolitico (SAKAMOTO;
KUMAZAWA; MOTOKI, 1994).

Recentemente, muitos estudos tem sido realizados sobre as propriedades funcionais de
proteinas vegetais (FERREIRA et al., 2018; MA; BOYE; SIMPSON, 2016). Propriedades
funcionais de proteina isolados, como a capacidade de absorc¢dao de dgua e 6leo, bem como a
capacidade e estabilidade da espuma, sdo varidveis importantes para definir sua viabilidade em
paes, massas, salsichas, coberturas e bebidas, mas sdo influenciados pela composicao de
aminodcidos, estrutura e conformacdo das proteinas, e interferem na aceitabilidade dos
consumidores (WANTI et al., 2015; BOYE et al., 2010). A espuma ¢ uma propriedade funcional
de grande importancia para a aplicacao da proteina isolada em bebidas, mousses, merengues e
coberturas (BOYE et al., 2010). Quando ndo atendem satisfatoriamente aos requisitos de

funcionalidade, as proteinas podem ser modificadas visando a melhoria desta caracteristica.

3.6.1. Solubilidade

A solubilidade de uma proteina ¢ definida como a porcentagem de proteina que se

mantém em solugdo ou dispersdo coloidal sob condigdes especificas e que ndo sedimenta com
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forcas centrifugas moderadas. Para que uma proteina seja soluvel, ela deve interagir com o
solvente, geralmente através de ligagdes de hidrogénio, interagdes do tipo dipolo-dipolo e
i0nicas; por isso esta propriedade pode ser também definida como o equilibrio entre as
interagdes proteina-proteina e proteina-solvente (ORDONEZ, 2005).

Uma boa solubilidade conduz a aplicagdo da proteina para a producdo de bebidas,
molhos, sopas desidratadas, purés, etc. A solubilidade de uma proteina podera ser modificada
pela influencia de varios fatores como pH, for¢a idnica, constante dielétrica do solvente e
temperatura (SGARBIERI, 1996). A solubilidade em pH neutro ou no ponto isoelétrico (PI)
costuma ser a primeira propriedade tecnoldgica que se mede de um ingrediente proteico, ja que
as proteinas insoliveis tém pouca aplicagdo na industria alimenticia. Em pH diferentes do
ponto isoelétrico, as proteinas possuem cargas liquidas e repelem-se entre si, podendo interagir
com as moléculas de 4gua, sendo portanto, mais soliveis. Quando se representa a solubilidade
de determinada proteina em fun¢do do pH, obtém-se normalmente curvas em forma de U, onde
a solubilidade minima ocorre no PI. Para um grande nimero de proteinas o PI esta entre o pH
3,5 e 6,5. Entretanto, diferentes comportamentos de solubilidade em fun¢ao do pH podem ser
observados para misturas de proteinas, tais como concentrados proteicos de soro de leite,
caseinatos, ou em sistemas alimenticios (ORDONEZ, 2005; VOJDANI, 1996).

A solubilidade de uma proteina depende grandemente do ntimero e do arranjo de cargas
na molécula, que por sua vez, dependerd da composicao de aminoacidos, particularmente do
nimero de residuos &cidos (aspartil, glutamil) e basicos (histidil, arginil, lisil). Componentes
ndo proteicos da molécula como lipidios, carboidratos e fosfatos também afetam a solubilidade
das proteinas (SGARBIERI, 1996). A solubilidade ¢ determinada como a primeira propriedade
funcional de uma proteina, em cada etapa de preparacao ou de transformacao de um ingrediente
proteico, uma vez que o grau de insolubilidade é, provavelmente, a medida mais pratica da
desnaturagdo — agregacdo proteica (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989). As proteinas que,
inicialmente, estdo no estado desnaturado ou parcialmente agregado, mostram, frequentemente,
um decréscimo da capacidade de gelificagdo, emulsdo ou formacao de espuma. Do ponto de
vista pratico, os valores de solubilidade estabelecem:

v’ As condig¢des Otimas de extragio;

v’ As informagdes gerais sobre aplicagdes potenciais de proteinas em sistemas liquidos e
em relagdo as demais propriedades funcionais dependentes de suas interagdes com a dgua;
v" As condigdes uteis sobre a otimizagdo de processamento;

v" As condigdes de determinagio dos efeitos do tratamento térmico, que podem afetar

suas aplicagdes potenciais.
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Outras propriedades funcionais (emulsificagdo e formacdo de espuma) sdo afetadas pela
solubilidade. Quando essas propriedades funcionais sdo requeridas, uma proteina altamente
soluvel € necessaria. Proteinas com baixa solubilidade tém propriedades funcionais limitadas

(WILDING, 1984).

3.6.2. Capacidade de absorc¢io de agua e dleo

A determinagdo da capacidade de absorcao de agua e 6leo em alimentos a base de
proteina ¢ de extrema importancia para a industria de alimentos. A capacidade de ligar agua e
6leo determina nao somente a aceitabilidade sensorial de um dado produto, mas também a sua
margem de lucro. Os consumidores tendem a evitar produtos que mostram a exsudacdo de dgua
no interior da embalagem. Além disso, formulacdes que resultam em baixas capacidades de
ligar 4gua e 6leo se traduzem em perdas de liquidos durante o processamento (BARBUT, 1996).

As propriedades de hidratagdo das proteinas estdo diretamente relacionadas a fatores
intrinsecos da propria molécula, isto €, com sua composi¢ao de aminoacidos e sua conformagao.
As proteinas interagem com a agua mediante ligacdes de hidrogénio, liga¢des dipolo-dipolo ou
cadeias laterais dos aminoacidos (interagdes com grupos ionizados). Assim, quando ha
propor¢ao maior de aminodcidos com cadeias laterais hidrofobicas, a proteina apresenta
capacidade menor de hidratagdo do que quando ¢ composta por aminoacidos com cadeias
laterais hidrofilicas, que podem estabelecer mais facilmente ligacdes de hidrogénio com a dgua.
Também influi na capacidade de hidratacdo a conformacdo das proteinas, bem como a
organizagdo tridimensional dessas cadeias ordenadas, estabilizadas mediante unides
hidrofobicas, interacdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e ligacdes covalentes (estrutura
terciaria) (ORDONEZ, 2005).

A atragdo hidrofilica podera ser medida como grau de hidratagio (Zagua proteina™’), onde
relaciona-se com a quantidade de d4gua que permanece na proteina ou alimento proteico apos
exposicao a um excesso de agua e aplicagdo de uma forca de centrifugacdo ou pressao
(SGARBIERI, 1996). Os teores de capacidade de ligacdo com agua tém sido relacionados para
descrever a quantidade maxima de dgua que uma proteina pode absorver, devido as pontes de
hidrogénio que existem entre as moléculas de dgua e os grupos polares das cadeias proteicas
(PATEL; FRY, 1987). A absor¢ao de 6leo varia em fun¢do do nimero de grupos hidrofobicos
expostos da proteina e embora ndo tenha sido esclarecido, o mecanismo envolvido na intera¢ao
proteina-0leo parece ser puramente fisico, relacionado com as cadeias de aminoécidos

hidrofobicos existentes na molécula proteica (LIN; ZAYAS, 1987).
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3.6.3. Propriedade emulsificante

Uma emulsao pode ser definida como uma mistura de dois liquidos imisciveis, um dos
quais ¢ disperso na forma de glébulos no outro liquido. Podem ser reconhecidos dois tipos de
emulsdo, dependendo da composi¢ao das fases. Quando a dgua ¢ a fase continua (externa) e o
6leo ou gordura a fase interna (descontinua) tem-se uma emulsdo de 6leo em agua. Quando a
agua ¢ a fase interna e o 6leo a fase externa tem-se uma emulsao de agua em 6leo (SGARBIERI,
1996).

O que torna uma emulsdo estavel ¢ a presenca de um agente emulsificante, o qual
diminui a tensdo superficial existente entre duas fases e permite a formagdo de emulsdo com
um nivel mais baixo de energia. A principal caracteristica de um agente emulsificante ¢ a de
possuir na mesma molécula partes hidrofilicas e hidrofobicas, o que permite a formagao de uma
camada entre as duas fases, separando-as e impedindo que os globulos da fase interna
coales¢am, o que resultaria em quebra da emulsdo. Emulsificantes mais polares sdo mais uteis
na formacdo e estabilidade da emulsdo do tipo 6leo em 4agua; os menos polares sdo mais
aplicaveis em emulsdes de 4gua em 6leo. As proteinas sdo excelentes emulsificantes para os
sistemas 6leo em agua, mais comumente encontrados em alimentos. Dois aspectos interessam
em uma emulsdo:

1. A capacidade de emulsificacdo, ou seja, a quantidade de lipidios que as proteinas sdao
capazes de emulsificar;

2. Estabilidade da emulsdo, que mede a capacidade que tém as proteinas de manter a
mistura em uma for¢ca homogénea, quando submetida a agdo de uma forga ou calor.
Alguns dos fatores que afetam a formagdo e a estabilidade de uma emulsdo sdo:

temperatura, tamanho de particula de gordura, pH, quantidade e tipo de proteina e viscosidade

da emulsdo (SGARBIERI, 1996).

3.6.4. Propriedade espumante

A capacidade de uma proteina em formar espuma refere-se a expansao de volume da
dispersdo proteica com a incorporagdo de ar por batimento, agitacio ou aeragdo. E uma
propriedade funcional de interfase que depende da natureza da proteina, da solubilidade, e do
estado de desnaturagdo da proteina, da presenca de sais e de outros aditivos utilizados no
processamento de alimentos. O que se pretende medir, normalmente, ¢ a expansao de volume

da suspensdo de proteina, imediatamente apds o batimento ou aeracdo, representada pelo



45

volume de espuma formado. A estabilidade de espuma diz respeito a retencdo do volume
maximo da espuma formada em fun¢do do tempo de repouso sendo geralmente medida pela
liberacao de fluido da espuma (SGARBIERI, 1996).

Na formacdo de um sistema espumante com proteinas, estudos relatam que sao
observados trés estagios sequenciais:

1. Difusdo da proteina soluvel para a interface onde se concentra. Nesse estdgio, a tensdo
superficial ¢ reduzida;

2. Desdobramento do polipeptidio na interface com reorientagdes (polar-agua, apolar-ar) e;

3. Interagdo entre as cadeias polipeptidicas para formar filmes continuos.

As espumas sdo mais estaveis na regido do PI das proteinas, em razdo da repulsdo
eletrostatica minima, que promove uma interacdo mais favoravel entre proteina-proteina,
formando um filme viscoso na interface (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
Segundo Cheftel, Cuq e Lorient (1989), embora muitos estudos ressaltem a importancia de uma
alta solubilidade de proteina para que se manifestem elevadas capacidade e estabilidade
espumante, ¢ aceito que as particulas proteicas insoliveis possam ter um papel benéfico na
estabilidade da espuma. A alta estabilidade de espuma de muitas proteinas no PI pode ser
explicada pelo fato de que as atragdes eletrostaticas intermoleculares, que se produzem no PI,
aumentam a espessura e a rigidez das proteinas adsorvidas na interface ar-agua.

A desnaturacao parcial por calor melhora as propriedades de formagao de espuma das
proteinas. Por exemplo, o aquecimento da proteina a 70 °C durante 1 min. aumenta as
propriedades de formacdo de espuma, enquanto o aquecimento a 90 °C durante 5 min. as
diminuem, embora as proteinas aquecidas permanecam soliveis em ambos os casos. A
diminui¢do das propriedades de formagdo de espuma da proteina aquecida a 90 °C deve-se a
extensa polimerizagdo da proteina por meio das reagdes de troca dissulfeto-sulfidrila. Proteinas
com altos teor de ligacdo cruzada e de polimerizacdo ndo sdo capazes de se adsorverem a
interface ar-agua durante a formagdo de espuma (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010).

3.6.5. Propriedade gelificante

A formacao de um gel confere estrutura e estabilidade a diversos alimentos, dai a sua
importancia em aplicagdes alimentares, na medida em que constitui uma matriz estrutural de
retencdo da dgua e de outros ingredientes alimentares, como agucares, gorduras € compostos

aromaticos. Para géis proteicos, procede-se inicialmente a desnaturagcdo das proteinas através



46

do seu aquecimento. Em seguida, efetua-se um arrefecimento, onde se verifica o
estabelecimento de ligacdes entre as cadeias peptidicas das proteinas e a formacao de uma rede
tridimensional. Nesta associagdo estao envolvidas ligagcdes covalentes e ndao covalentes: pontes
dissulfeto, interagdes hidrofobicas, ligacdes por pontes de hidrogénio e ligagdes idnicas
(POMERANZ, 1991).

A formagdo do gel passa por uma etapa anterior designada por sol que, em termos
fisicos, corresponde a uma suspensao coloidal e que, por arrefecimento vai passar a gel através
de uma associacao das cadeias proteicas. Quando as cadeias estao suficientemente organizadas,
de modo a formarem a rede de gel ¢ a medida que a organizacao das redes vai se intensificando,
o gel torna-se rigido e ocorre geralmente o fendmeno de sinérese, ou seja, o gel contrai-se e
exsuda uma parte da fase liquida (NUNES et al., 2003).

A estabilidade da estrutura do gel contra as forgas térmicas e mecanicas depende do
namero ¢ dos tipos de ligagdes cruzadas formadas pelas cadeias de mondomeros.
Termodinamicamente, a estrutura do gel seria estavel apenas quando a soma das energias de
interacdo de um mondmero na rede de gel fosse maior do que sua energia cinética térmica. Isso
depende de varios fatores intrinsecos (como tamanho, carga liquida e etc) e extrinsecos (tais
como pH, temperatura, forca idnica e etc). Outro fator critico € a concentragao de proteina. Para
formar uma rede de gel que se mantenha sozinha, exige-se uma concentragdo minima de
proteina, conhecida como o menor ponto de equivaléncia (LCE — least concentration endpoint).
O LCE ¢ 8% para as proteinas de soja, 3% para a albumina de ovo e cerca de 0,6% para a
gelatina. Acima dessa concentragdo minima, a relagdo entre a forga do gel, G, e a concentragdo

da proteina, C, segue uma lei exponencial, apresentada na Eq. (1):

Ga(C—Cy)" (1)

Onde Co ¢ o LCE. Para as proteinas o valor de n varia de 1 a 2 (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

3.7  HIDROLISE PROTEICA

Os peptideos bioativos sdo fragmentos de proteinas que podem produzir varios efeitos
bioquimicos e fisioldgicos no corpo humano e, podem ser sintetizados quimicamente como uma

molécula tinica ou produzidos a partir das proteinas nativas por hidrolise enzimatica (Figura 6),
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produzindo uma mistura de peptideos, referidos como hidrolisados (BOSCHIN et al., 2014;
LULE et al., 2015).

No primeiro caso, os peptideos sintetizados possuem uma sequéncia racionalmente
projetada e estdo bem identificados (KYLE et al., 2009). A hidrdlise enzimatica ¢ um método
baseado na adi¢do de enzimas para clivagem das proteinas, sendo um processo usado para
aperfeicoar ou modificar as propriedades quimicas, funcionais e sensoriais da proteina sem
prejudicar o seu valor nutricional. O processo enzimatico ocorre sob condigdes brandas, sem
produzir produtos de degradacdo. Este tipo de hidrdlise oferece vantagens porque permite um
bom controle do processo e, consequentemente, das propriedades dos produtos resultantes. Os
hidrolisados sdo cada vez mais usados em formulagdes alimentares para desempenhar
propriedades funcionais especificas. A composi¢ao do hidrolisado ¢ regida pela especificidade
enzimadtica, a relagdo enzima:substrato, a extensao da hidrdlise e as condi¢des fisico-quimicas

aplicadas (GAUTHIER et al., 1993; KRISTINSSON; RASCO, 2000a).

Figura 6 - Producdo de hidrolisados proteicos antes (etapa 1: as enzimas estdo no estado
ativo) e apos a (etapa 2: desativagdo de enzimas apds hidrélise completa) hidrolise enzimatica

Step: 1

Blocatalytic enzymes

Protein complex
system

Step: 2

Pol tides
e Inactivated enzyme

dipeptides

Fonte: SAADI et al. (2015)

Primeiramente, a composi¢ao do hidrolisado depende da especificidade da enzima, que

determina quais ligagdes peptidicas serdo hidrolisadas e consequentemente, o numero € o
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tamanho dos peptideos produzidos (DAREWICZ; DZIUBA; DZIUBA, 2006). Existem
enzimas comerciais com especificidades bem conhecidas, sendo as mais comuns a tripsina,
papaina, pronase, pepsina, bromelina, alcalase e quimotripsina (KUMAGALI, 2012).

O segundo fator chave essencial para a hidrélise diz respeito a proteina utilizada como
substrato, sua natureza, sua concentracdo ¢ a extensdo da sua desnaturagdo. Por exemplo, a
desnaturagdo térmica de proteinas de soro de leite melhorou a extensdo da sua hidrolise,
expondo aminoacidos previamente inacessiveis na proteina nativa para a clivagem e, como
resultado, alterando o tipo e o nimero de peptideos produzidos em comparacao com a proteina
nativa (TAVANO, 2013).

O terceiro parametro esta ligado as condigdes em que a hidrdlise ¢é realizada, ou seja, a
relagdo enzima:substrato, o pH, a forga idnica, a temperatura ¢ o tempo de reagao que podem
afetar a atividade enzimatica, a acessibilidade ao substrato e eventualmente mudar a
composi¢ao final do hidrolisado (AMIZA; KONG; FAAZAZ, 2012; NEKLYUDOV;
IVANKIN; BERDUTINA, 2000; PANYAM; KILARA, 1996; YIN et al., 2010).

Muitas técnicas diferentes estdo disponiveis para monitorar ¢ controlar a produgao de
peptideos e fornecer informagdes adicionais. O mais utilizado para quantificar um hidrolisado
¢ o grau de hidroélise de proteinas (GH), que se refere a proporcao de ligagdes peptidicas clivadas
por nimero total de ligacdes existentes na proteina e que varia de 0 a 100% dependendo das
proteinas intactas e a conversdao completa de proteinas em aminoacidos, respectivamente
(LICEAGA-GESUALDO; LI-CHAN, 1999; MAHMOUD, 1994, PANYAM; KILARA,
1996). Geralmente ¢ determinado monitorando o pH ou quantificando os grupos livres de amino
(NH>) devido a facilidade com que isso pode ser feito (SPELLMAN et al., 2003). Na maior
parte do tempo, quanto maior for o GH, menores serdo o tamanho dos peptideos (ADLER-
NISSEN, 1976; GHRIBI et al., 2015; JAMDAR et al., 2010; QUAGLIA; ORBAN, 1987).

Para alcancar um determinado valor de GH, um grande ntimero de enzimas exdgenas
sao utilizadas com sucesso na produgdo de hidrolisados de proteinas de diferentes fontes. Um
fator importante a considerar ¢ a natureza da atividade enzimética, ou seja, sua atividade
especifica (VIOQUE et al., 2001). Neste sentido, as proteases podem ser divididas em dois
grandes grupos de acordo com sua atividade catalitica: endopeptidases ou proteinases que
hidrolisam as ligagdes internas das cadeias de peptideos e, exopeptidases ou peptidases que
hidrolisam aminoacidos e dipeptideos das extremidades das cadeias polipeptidicas, como
apresenta a Figura 7 (GUADIX, 2000). Esses ultimos podem ser divididos em aminopeptidases
se atuarem no N terminal ou carboxipeptidases se o fizerem pelo C terminal (VIOQUE et al.,

2001).
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Figura 7 - Classificacdo das enzimas de acordo com a sua atividade catalitica
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3.8  ENZIMAS PROTEOLITICAS

A utilizacdo de enzimas proteoliticas pode originar a quebra de ligacdes peptidicas e
alteragdes na conformagdo molecular das proteinas, resultando peptideos com propriedades
funcionais e tecnoldgicas que permitem a criacdo de muitos segmentos de produtos (NAKALI;
LI-CHAN, 1989). Entre as enzimas mais utilizadas estdo a Alcalase e a Flavourzyme (HWANG
et al., 2010). Além disso, as enzimas proteoliticas possuem também uma vasta aplicacao
comercial/industrial, estando entre os trés maiores grupos de enzimas industriais e sendo
responsaveis por 60% da venda internacional de enzimas. Na industria alimenticia, as enzimas
proteoliticas sdo largamente utilizadas para o amaciamento de carne e clarificagdo da cerveja
— além do amaciamento de couro. J4 na industria farmacéutica, essas enzimas proteoliticas sao
empregadas em medicamentos para distirbios de digestibilidade, tendo também acdo anti-
inflamatoria, antimucolitica e cicatrizante.

A Alcalase ¢ uma preparacdo enzimatica comercial, produzida pela Novo Nordisk A/S,
usada em formulagdes de detergentes para remover manchas a base de proteinas, como por
exemplo, de sangue e de varios alimentos (ovos, molhos, etc). A Alcalase hidrolisa proteinas
(nas manchas) em peptideos que sdo facilmente dissolvidos ou dispersos no liquido de lavagem.
Segundo a Novo Nordisk (1994), a Alcalase, classificada como uma subtilisina (EC 3.4.21.62),
¢ uma serina-peptidase e endopeptidase, caracterizada pelo seu desempenho a altas

temperaturas ¢ moderada alcalinidade, sendo produzida por fermentagdo submersa de um
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micro-organismo nao patogénico do género Bacillus. A preparacdo enzimdtica comercial ¢
disponivel na forma granular e liquida. Enzimas granuladas s3o tratadas com tiossulfato de
sodio, quando na forma liquida, e revestidas com sulfato de sodio apds granulagdo. As enzimas
liquidas encontram-se diluidas em um meio contendo monopropilenoglicol ou glicerol.

De acordo com Anwar e Saleemuddin (1998), a Alcalase é uma enzima proteolitica
isolada de linhagens selecionadas de Bacillus licheniformis, sendo seu maior componente
enzimatico a subtilisina Carlsberg (formada por uma tUnica cadeia polipeptidica com 274
residuos de aminoacidos ¢ massa molecular de aproximadamente 27.274 Da). As condigdes
6timas de desempenho da Alcalase sdo temperaturas entre 55 ¢ 70 °C, e pH entre 6,5 ¢ 8,5,
dependendo do tipo de substrato. Tem-se provado repetidamente, por muitos pesquisadores,
que ¢ a melhor enzima usada na preparagdo de diversos hidrolisados proteicos
(KRISTINSSON; RASCO, 2000). Embora a Alcalase venha sendo amplamente utilizada em
varias aplicagdes biotecnologicas, sua especificidade nao foi completamente caracterizada.
Sabe-se que essa enzima hidrolisa principalmente ligacdes peptidicas contendo residuos
hidrofobicos no lado carboxilico (ADLER-NISSEN, 1986).

A Flavourzyme ¢ um complexo enzimatico com atividade endopeptidase e exopeptidase
associadas. E produzida por fermentagdo de um selecionado tipo de Aspergillus oryzae e seu
pH 6timo esta na faixa de 5,0 a 7,0. A temperatura 6tima estd em torno de 50 °C. A Flavourzyme
pode ser usada para remocao do amargor de hidrolisados proteicos com baixos graus de
hidrélise. Sua atividade declarada é de 500 LAPU g! (Unidade Leucina Aminopeptidase). Um
LAPU g! ¢ 0 acréscimo de enzima que hidrolisa 1 mmol de L-leucina-p-nitroanilida por minuto
de acordo com o0 método analitico da NOVO NORDISK (1996). A hidrolise resulta na liberagao
de aminoécidos N-terminal de ordem sequencial Xaa+ Yaa-, onde Xaa representa o primeiro
aminoacido hidrolisado e ¢ preferencialmente leucina, mas pode ser outros, incluindo prolina.
Yaa representa o segundo aminodcido hidrolisado e pode ser prolina (HAMMERSH®QJ;
NEBEL; CARSTENS, 2008).

3.9  PROPRIEDADES BIOATIVAS DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

3.9.1. Atividade antioxidante

Os radicais livres sdo constantemente gerados através das reagdes fisiologicas normais
nos seres humanos para diversas fungdes, como de sinalizacdo, o que proporciona a defesa

contra infecgdes (DHAVAL; YADAV; PURWAR, 2016). No entanto, quando produzido em
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excesso, o funcionamento fisioldgico celular ¢ alterado devido a malformacdo da proteina,
muta¢do do DNA, oxidacdo de fosfolipidios da membrana e modificagcdo das lipoproteinas de
baixa densidade (ALAIZ et al., 1994; LEE; KOO; MIN, 2004). Isso leva a varios distarbios
neurodegenerativos, tais como: diabetes, artrite, aterosclerose, cancer, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson e problemas de envelhecimento (HALLIWELL, 1994). Além disso, a
peroxidagdo lipidica mediada por radicais livres nos produtos alimentares ¢ um grande
problema global na industria de alimentos (SARMADI; ISMAIL, 2010).

Recentemente, as descobertas de antioxidantes naturais ganharam crescente interesse,
pois o uso de antioxidantes sintéticos estd sendo estritamente regulado devido aos potenciais
riscos para a satide. A base de plantas, os peptideos antioxidantes, estdo cada vez sendo mais
estudados e considerados como antioxidantes alternativos para preservacdo de alimentos e
protecao a saude. Estes peptideos bioativos podem ser liberados da molécula de proteina nativa
através da digestdo gastrointestinal, quimicamente in vitro, via hidrolise enzimatica ou
fermentagdo (BOSCHIN et al., 2014; ONUH et al., 2014). Numerosos estudos relataram
propriedades antioxidantes de hidrolisados enzimaticos de varias fontes de proteinas: arroz
(PHONGTHALI et al.,, 2018; YAN et al.,, 2015), batata (ZHANG; MU, 2017), linhaga
(KARAMAC; KOSINSKA-CAGNAZZO; KULCZYK, 2016), cogumelos (KIMATU et al.,
2017), noz JAHANBANI et al., 2016), milho (ORTIZ-MARTINEZ et al., 2017), entre outras.
As atividades antioxidantes desses hidrolisados t€ém sido relatada dependente da especificidade
da enzima, massa molecular, grau de hidrélise e da composi¢cdo de aminoacidos (ALASHI et

al., 2014; HE et al., 2013).

3.9.1.1 Meétodos in vitro da determinagao da atividade antioxidante

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vifro em extratos ou
substancias isoladas, que apresentam diferencas no grau de complexidade, sensibilidade,
mecanismos e espécies reativas envolvidas. De acordo com a reagdo envolvida, os métodos
quimicos para determina¢do da atividade antioxidante estdo divididos em cinco grupos
principais: aqueles baseados na prevengado da etapa de iniciaga@o, incluindo sequestro do radical
peroxil (ORAC), sequestro do radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
(ABTS") e atividade quelante do ion ferroso; aqueles baseados na inibigdo da formagdo de
perdxido, incluindo a inibi¢do da autoxidacdo do 4cido linoléico; inibicdo da formagdo de
substancias reativas com o acido tiobarbitirico (TBARS); aqueles que se baseiam na

capacidade de redugdo, incluindo a reducao de poténcia, capacidade de reducao de molibdato,
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capacidade de reduc¢do do ion Ferro (FRAP) e sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) e; aqueles que se baseiam na capacidade de sequestro do radical oxigénio, incluindo o
peroxido de hidrogénio (H20), radical hidroxila (OH"), anion superdxido (O2’), oxigénio
singlete, terc-butil peroxido (GOUFO; TRINDADE, 2014). Cada um desses ensaios podem
independentemente representar mais de um dos mecanismos. Por outro lado, o mesmo

composto antioxidante pode reagir de forma diferente em diferentes ensaios.

i. Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

O ensaio do DPPH ¢ considerado um método simples e rapido, cujo procedimento
experimental pode ser facilmente adaptado para diferentes condigdes de analise (WOLLINGER
et al., 2016), foi desenvolvido pela primeira vez por Blois (1958) e fundamenta-se na medida
da capacidade dos antioxidantes em reduzir o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). O
principal mecanismo do DPPH ¢ a reag¢do de transferéncia de elétron (HUANG; BOXIN;
PRIOR, 2005). O método DPPH baseia-se na reducao dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH") através da doagio de um 4tomo de hidrogénio pelo polifenol & molécula do radical.
Para essa analise utiliza-se uma solugdo alcodlica de DPPH, que absorve no comprimento de
onda proximo de 517 nm, e a medida que seu elétron deixa de ser desemparelhado, a absorgao
decresce e ocorre a mudanga de coloragdao frente as moléculas antioxidantes testadas, como

apresenta a Figura 8 (WOLLINGER et al., 2016).

Figura 8 - Reacdo entre o radical DPPH (violeta) e um antioxidante que produz a molécula de
DPPH neutralizada (laranja). Os espectros UV/VIS correspondentes também sao
apresentados. Uma diminuigdo significativa da absorbancia a 517 nm aparece durante a
reacao e pode ser usada para seguir a reagao
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As vantagens do método DPPH sao: avaliar uma grande quantidade de amostras em um
periodo curto de tempo e rapidamente; um método sensivel que detecta pequenas concentragdes
do ativo testado; permite avaliar antioxidantes lipofilicos, j& que o solvente do processo ¢
metanol ou etanol. Esse método apresenta em contrapartida, o pH do meio reacional, que ¢ em
torno de 5,5, ¢ diferente do pH fisioldgico, o que se constitui numa desvantagem pela
dificuldade de transferir os resultados para as condi¢des in vivo (DI MAMBRO; MARQUELE;
FONSECA, 2005).

ii. Captura do radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS")

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante ¢ através da captura
do radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS") (Figura 9), que pode
ser gerado através de uma reagao quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa metodologia,
pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al.,
2005).

Figura 9 - Estabiliza¢do do radical ABTS" por um antioxidante e sua formagio pelo
persulfato de potéssio
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Fonte: Adaptada de SOUSA et al. (2007)

Com a adi¢do de um antioxidante ocorre a redugdo do ABTS"a ABTS promovendo a
perda da coloracdo do meio reacional. Com a extensdo da perda de cor, a porcentagem de
inibicdo do ABTS"' é determinada em fun¢do de um padrio, Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (RE et al., 1999).

iii. Capacidade de reducio do ion Ferro (FRAP)

O ensaio antioxidante de determinacao do poder de redugdo do ion ferro, FRAP (do

inglés Ferric Reducing Antioxidant Power) ¢ um procedimento simples e barato que mede os
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niveis de antioxidantes totais em uma amostra. Este método estd baseado na producio do ion
Fe?" (forma ferrosa) a partir da redugdio do ion Fe*" (forma férrica) presente no complexo 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Figura 10). Quando a reducdo ocorre, hda uma alteragdo na
tonalidade da mistura de reagdo, passando de roxo claro a um roxo intenso, cuja absorbancia
pode ser medida no comprimento de onda de 600 nm (ANTOLOVICH et al., 2002; BENZIE;
STRAIN, 1996). A alteracdo na absorbancia a 600 nm (HALVORSEN et al., 2002) pode entao
ser comparada com um padrao para determinar o potencial antioxidante em uma determinada
amostra. Este método tem sido utilizado para avaliar o potencial antioxidante em farelo de arroz
(PHONGTHAI et al., 2018), residuo de arroz (YAN et al., 2015) e linhaca (KARAMAC;
KOSINSKA-CAGNAZZO; KULCZYK, 2016; SILVA et al., 2017).

Figura 10 - Reacio quimica que descreve a produgio de Fe** (forma ferrosa) a partir da
redugio de Fe*" (forma férrica) presente no complexo com TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina)
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Fonte: URREA-VICTORIA et al. (2016)

3.9.1.2 Aplicagdo dos peptideos em alimento para verificar atividade antioxidante

Um dos principais problemas enfrentados pelas industrias de alimentos diz respeito a
manutengdo da qualidade fisico-quimica e microbiologica dos produtos fabricados por um
longo periodo de tempo. Esta durabilidade pode ser alcangada com o uso de conservantes e
também de antioxidantes, que garantem uma maior vida de prateleira e consequentemente um
aumento nos lucros e redugdo de desperdicio de alimentos, visto que esta ¢ uma pratica
rotineira.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), os principais
conservantes utilizados pela industria de alimentos atualmente incluem: o 4cido benzoico e sais
obtidos a partir dele, o sorbico e derivados, acido propidnico e seus sais, dioxido de enxofre e
derivados, nitritos, nitratos, acido acético e acetatos, parabenos, acido lactico e seus sais, nisina
e natamicina. No entanto, todos estes sdo produzidos artificialmente e quando colocados de

forma exagerada podem gerar complicacdes a satide dos consumidores, como retrata Polonio e
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Peres (2009): inimeros aditivos tem provocados ac¢des adversas que podem ser observadas ao
longo prazo, sendo elas de forma aguda, através de reagdes toxicas no organismo
desencadeando alergias, vomitos, diarreias, ou seja, toxinfec¢des alimentares diversas ou
cronica, levando a carcinogenicidade.

Com objetivos semelhantes, os antioxidantes tém sido utilizados cada vez mais pela
industria alimenticia, sendo considerados como compostos quimicos capazes de retardar ou
inibir a degradagao oxidativa e ampliar a durabilidade dos produtos alimenticios. A legislagao
brasileira tem permitido a adi¢do de até 1% das seguintes substancias: BHA (butil
hidroxianisol), BHT (butil hidrotolueno), PG (galato de propila) e TBHQ (t-butil
hidroquinona). No entanto, o uso de antioxidantes sintéticos foi colocado em regulagdo rigorosa
devido aos seus potenciais riscos para a saude associados com uso a longo prazo (NDHLALA;
MOYO; VAN STADEN, 2010).

A peroxidagdo lipidica constitui a principal causa de deterioracdo dos acidos graxos
(lipidios e matérias graxas) sendo assim, a inibi¢do da peroxidagdo lipidica constitui uma das
atividades bastante desejada dos antioxidantes. Devido a abundincia nas células e
susceptibilidade a oxidagdo pela presenca de grupos metilénicos entre duplas ligacdes, os &cidos
graxos poliinsaturados representam importantes alvos para os oxidantes (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999). A peroxidacdo lipidica inicia-se pelo ataque a bicamada lipidica por
qualquer espécie suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio bis-alilico de
um 4cido graxo poliinsaturado. Apos ser iniciado, o processo torna-se autocatalitico e somente
termina quando se esgotarem as reservas de 4cidos graxos insaturados e oxigénio. Os principais
produtos finais da lipoxidacdo compreendem 4&lcoois, aldeidos, cetonas, é€steres e outros
hidrocarbonetos derivados da decomposi¢do de hidroperoxidos.

O processo da peroxidagdo lipidica pode ser dividido em trés etapas: iniciacdo,
propagacdo e terminacdo. A fase de iniciagdo representa o inicio da peroxidacdo, em que os
acidos graxos poliinsaturados sofrem ataque de uma espécie que € suficientemente reativa para
abstrair um atomo de hidrogénio a partir de um grupo metileno (-CH-), formando um radical
de carbono. Esse radical ¢ estabilizado por um rearranjo molecular para formar um dieno
conjugado, ou seja, duas duplas ligagdes intercaladas por uma ligacdo simples. Em meio
aerdbio, o radical alquila inicialmente formado se combina com o oxigénio formando o radical
peroxila, o qual pode abstrair um hidrogénio alilico de um outro acido graxo, gerando outro
radical carbono e promovendo a etapa de propagagdo. A reagdo peroxila com o atomo de
hidrogénio abstraido gera um hidroperoxido lipidico. Perdxidos ciclicos também podem ser

formados, quando o radical peroxila reage com uma dupla ligagdo na mesma cadeia de acido
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graxo, o que também pode propagar a peroxidacao lipidica. A terceira etapa, a terminagao, da-
se pela aniquilagdo dos radicais formados originando produtos ndo radicalares. Os radicais
peroxila e alcoxila também podem sofrer dismutag¢ao ou clivagem formando aldeidos; formar
uma ligagao covalente com residuos de aminoacidos ou sofrer um rearranjo formando produtos
secundarios da peroxidagdo lipidica. A velocidade do processo ¢ limitada pelas fases de
iniciac¢do e propagacdo (LIMA; ABDALLA, 2001).

Muitos métodos sdo descritos na literatura para avaliagdo da peroxidagao lipidica, como
a determinacao de espécies reativas com o acido tiobarbitirico (TBARS), que foi desenvolvido
no final da década de 40 e ¢ comumente usados para testes tanto in vitro quanto in vivo. Trata-
se de um teste baseado na reacao do acido tiobarbitirico com os produtos de decomposi¢do dos
hidroperdxidos. Um dos principais produtos formados no processo oxidativo ¢ o malonaldeido,
um aldeido com 3 atomos de carbono. Neste teste uma molécula de malonaldeido reage com
duas moléculas de TBA para formar um complexo de cor vermelha, o qual absorve a 532-535
nm. A reagdo ocorre em meio acido (pH 1-2) e a alta temperatura (100 °C), no sentido de
aumentar a sua velocidade e sensibilidade (DOS SANTOS et al., 2007; SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

A oxidagao lipidica € um processo chave que ocorre nos produtos a base de carne, o que
também ¢ uma das principais causas da deterioracdo da qualidade dos alimentos durante o
armazenamento desses produtos. As tendéncias modernas em relacdo aos alimentos de
conveniéncia resultaram no aumento da producdo de produtos de carne pré-cozidos e
reestruturados. No entanto, esses produtos sdo bastante suscetiveis a oxidacdo lipidica e ao
desenvolvimento de sabor a rango. Além da deterioragdo microbiana, a oxidacao lipidica ¢ o
processo primario que causa perda de qualidade de alimentos (BUCKLEY; MORRISSEY;
GRAY, 1995). Contudo, existem poucos trabalhos publicados sobre a inibi¢do da oxidagdo
lipidica em carne cozida. Zhou, Sun e Canning (2012) verificaram que os hidrolisados de
proteinas de milho preparados a partir de proteases microbianas podem efetivamente inibir
a oxidacao lipidica em modelos alimentares. Kumar et al. (2016a) sugeriram que o hidrolisado
de caseina de leite de camelo poderia ser um ingrediente alimentar potencial que nao s6 melhora
as propriedades fisico-quimicas da emulsdo de carne, aumentando assim o rendimento, também
proporciona estabilidade oxidativa e microbiana durante o armazenamento refrigerado. Assim,
hidrolisados proteicos podem ser utilizados como antioxidantes naturais para melhorar a vida

util de produtos alimentares ricos em lipidios.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lipid-peroxidation
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https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/zea-mays
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/protease
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lipid-peroxidation
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3.9.1.3 Modelo biologico para avaliagdo da capacidade antioxidante

Embora os testes quimicos sejam relativamente simples para avaliacao da capacidade
antioxidante, verificou-se que estes ndo sao representativos das condigdes celulares do homem.
Por outro lado, os ensaios microbianos, utilizando-se principalmente células eucariodticas, t€ém-
se mostrado muito adequados na determinagao da capacidade antioxidante, constituindo-se em
testes rapidos, sensiveis, econdmicos e reprodutiveis (RABELLO-GAY; RODRIGUES,
MONTELEONE-NETO, 1991).

A avaliagdo da capacidade antioxidante empregando animais de laboratdrio €, em geral,
de dificil execucdo e necessita de um nimero elevado de animais para assegurar resultados
estatisticamente significativos. J4 os ensaios realizados com micro-organismos sdo faceis,
rapidos e podem utilizar um grande nimero de células com as mesmas caracteristicas genéticas.
Virias razdes tornaram a levedura Saccharomyces cerevisiae um dos melhores modelos de
sistema eucaridtico unicelular para estudos de estresse oxidativo. Seu metabolismo ¢
semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos proprios de ativagdo metabdlica
(citocromo P450) e de detoxificagdo, que ndo estdo presentes em bactérias. Os ensaios em
células eucaridticas permitem a avaliacdo da atividade antioxidante de inimeros compostos de
forma répida, economica e reprodutivel e os resultados obtidos podem ser mais facilmente
extrapolados para o homem, do que os obtidos em ensaios quimicos (SOARES; ANDREAZZA;
SALVADOR, 2003).

Por pertencer ao grupo das leveduras anaerdbicas facultativas, a S. cerevisiae é capaz
de fermentar hexoses como glicose e frutose em condi¢des aerdbicas e anaerdbicas de
crescimento, sendo a glicose a fonte preferencial de carbono utilizada. A S. cerevisiae apresenta
um ciclo eucaridtico tipico, completo e bem definido. O crescimento apresenta fases distintas
do ponto de vista metabdlico e cinético. Apds um breve periodo de adaptagdo em meio rico
(YPD —2% de glicose), chamado de fase lag, as células iniciam uma divisao celular a cada hora
e meia (fase exponencial), com energia proveniente da fermentacao da glicose. Ao diminuir a
disponibilidade de glicose no meio, ocorre a desrepressdo catabolica (transi¢do diduxica), na
qual hd uma parada transiente na divisao celular, enquanto as células sdo preparadas para o
metabolismo respiratorio. Apds, ela reassume a divisao celular em um ritmo mais lento (uma
divisdo a cada trés ou quatro horas), utilizando o etanol como fonte de carbono produzido
durante a fermentagao (fase pos-diduxica). Quando todas as fontes de carbono forem exauridas,
as células entram na fase estacionaria na qual podem sobreviver por muito tempo na auséncia

de nutrientes (FUGE; WERNER-WASHBURNE, 1997; PRINGLE; HARTWELL, 1982).
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S. cerevisiae tem sido amplamente estudada, tornando-se ferramenta importante nas
pesquisas em razdo da sua notdvel semelhanga as células de mamiferos no que se refere as
macromoléculas, organelas e um grande nimero de proteinas com alta homologia com
proteinas humanas. Esse organismo ¢ utilizado em pesquisas sobre mutagénese, reparo de DNA
e mecanismos que respondem ao estresse oxidativo (COSTA; MORADAS-FERREIRA, 2001).
Algumas das propriedades que tornam a levedura particularmente apropriada para estudos
biologicos incluem o seu rapido crescimento, seguranga, possuir um sistema genético bem
definido e mais significativamente, o conhecimento da sequéncia completa do seu genoma. S.
cerevisiae foi o primeiro organismo eucarioto a possuir o genoma completamente sequenciado
e depositado em bancos de dados especializados, permitindo a clonagem de diferentes genes,
sua rapida identificacdo e caracterizagdo, assim como melhor compreensao da sua fungao
celular (JONES et al., 2008; PENA-CASTILLO; HUGHES, 2007).

A utilizagdo de S. cerevisiae como um sistema modelo para o estudo da resposta ao
estresse oxidativo, demonstra ser bastante util para avaliar se um produto quimico apresenta
capacidade antioxidante ou pré-oxidante, ja que suas defesas antioxidantes sdo semelhantes aos
de organismos superiores (FRASSINETTI et al., 2012). Danos oxidativos a proteinas, lipidios,
acidos nucléicos e ao sistema de defesa contra o estresse oxidativo sdo basicamente semelhante
em todos os niveis de organizacao celular, o que torna S. cerevisiae um organismo de referéncia
para avaliacao antioxidante in vivo (ROEHRS et al.,, 2010). A avaliacdo da capacidade
antioxidante pode ser feita pela medida da sobrevivéncia de células tratadas com os
antioxidantes em presenca e auséncia de agentes estressores, como por exemplo, o peroxido de
hidrogénio (H202) (BARONI et al., 2012; DI PAOLA NARANIJO et al., 2016). Muitos estudos
de resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae t€m sido realizados com células na fase
logaritmica (ou exponencial) e ndo na fase estacionaria onde as células leveduriformes se
assemelham a células de organismos multicelulares em aspectos importantes: (i) maior parte da
energia vem da respiragdo mitocondrial; (i1) as c€lulas estao na fase Go e (ii1) o dano gerado ¢
acumulado durante todo o tempo (LONGO; GRALLA; VALENTINE, 1996).

S. cererevisiae apresenta uma variedade de mecanismos de defesas antioxidantes,
incluindo sistemas de defesas enzimaticas e ndo-enzimaticas. Um elaborado mecanismo
enzimatico constituido de superoxido dismutases, redutases, catalases, peroxidorredoxinas,
glutarredoxinas e glutationa transferases ¢ utilizado para manter o balanco redox nesse
organismo (HERRERO et al., 2008). Como a maioria dos outros eucariotos, a S. cerevisiae
possui duas superdxido dismutases (SOD) intracelulares, a CuZn-SOD (produto do gene SOD/)

localizada no citoplasma, nucleo e lisossomas e a Mn-SOD (produto do gene SOD?2) na matriz
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mitocondrial (JAMIESON, 1998). A CuZn-SOD parece ser a enzima majoritaria envolvida na
remo¢dao de anions superdxido do citoplasma e também dos peroxissomos. Linhagens
deficientes em CuZn-SOD apresentam problemas de crescimento em condigdes aerobicas, sao
muito sensiveis a hiperoxia (excesso de oxigénio) e a substancias envolvidas em reagdes tipo
ciclo-redox, tais como paraquat ¢ menadiona (SRINIVASAN et al., 2000). O papel fisioldgico
da Mn-SOD parece ser proteger a mitocondria dos superdxidos gerados durante a respiracao,
tendo pouca participagdo no combate a superoxidos gerados por compostos redox-ciclicos.
Linhagens deficientes em Mn-SOD sao hipersensiveis ao oxigénio e crescem mal ou nao
crescem em fontes de carbono nao-fermentaveis (JAMIESON; RIVERS; STEPHEN, 1994).

A levedura S. cerevisiae possui dois tipos de catalases denominadas catalase A e catalase
T codificadas pelos genes CTAI e CTT1I, respectivamente. A catalase A esta localizada nos
peroxissomos e o principal papel fisioldgico dessa enzima ¢ remover o H,O produzido pela 8-
oxidacdo de acidos graxos. Ja a catalase T esta localizada no citoplasma e seu papel fisiologico
ainda n3o ¢ muito claro, uma vez que linhagens deficientes nessa enzima ndo apresentam
defeitos no crescimento nem sensibilidade aumentada a peréxidos (JAMIESON, 1998)

Existem trés tipos de glutationa peroxidase em levedura denominadas GPxI, GPx2 e
GPx3. Linhagens deficientes em GPx3 sdo hipersensiveis a perdxidos, enquanto que linhagens
deficientes em GPx/ e GPx2 ndo apresentam sensibilidade. Entretanto em condicdes de estresse
gerado por substancias endogenas como o paraquat, menadiona € H>O> ndo ha a inducdo da
expressdo do gene GPx3. A inducdo do gene GPx/ ocorre quando hé restricdo de glicose
enquanto que o gene GPx2 ¢ induzido em condic¢des de estresse oxidativo
(INOUE et al., 1999). Leveduras possuem também tiorredoxina peroxidase e tiorredoxina
redutase que atuam na redu¢do de H>O», hidroperdxidos de alquila e agentes que contém grupos
tidis como o mercaptoetanol. Outra importante enzima dentro do mecanismo enzimatico
antioxidante da S.cerevisiae € a glutationa redutase. Essa enzima ¢ responsavel pela manutenc¢ao
da elevada razao glutationa reduzida (GSH)/glutationa dissulfeto (GSSH) através da redugdo
da glutationa oxidada (JAMIESON, 1998). As linhagens de S. cerevisiae deficientes em
glutationa redutase, embora vidveis, acumulam um excesso de glutationa oxidada e sdo
hipersensiveis a oxidantes (GRANT et al., 1996).

Talvez o exemplo mais conhecido de defesa antioxidante ndo-enzimatica seja a GSH.
Além disso, em condi¢des de restrigdao alimentar a GSH também pode ser utilizada como fonte
de nitrogénio e enxofre pela levedura (MEHDI; PENNINCKX, 1997). Outras moléculas
envolvidas na protegdo contra o estresse oxidativo em S. cerevisiae sdo: trealose,

metalotioneina, tiorredoxina e glutarredoxina.
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Um tratamento prévio com um antioxidante aumentaria a tolerancia celular ao estresse
oxidativo. O H»>O; é difusivel dentro e entre células in vivo, causando danos nas membranas,
organelas e também no nucleo celular (WILMSEN; SANTA SPADA; SALVADOR, 2005).
Atualmente, ainda ndo ha pesquisas utilizando a levedura S. cerevisiae como modelo biologico
para verificagdo da atividade antioxidante in vivo em hidrolisados proteicos. Di Paola Naranjo
et al. (2016) verificaram em extrato de tomate que as células de levedura apresentaram
sensibilidade ao peroxido (0,75 mM) e apenas 52% da populacdo de leveduras puderam
sobreviver ao estresse oxidativo. Stinco et al. (2015) obtiveram um aumento nas taxas de
sobrevivéncia entre 23% e 38% em suco de laranja. Baroni et al. (2012) mediram a atividade
antioxidante in vivo usando o modelo de S. cerevisiae exposto ao H>O; para induzir o estresse

oxidativo e, as trés variedades de vinho apresentaram atividade antioxidante significativa.

3.9.2. Atividade antibacteriana

A contaminag¢do microbiana ¢ um dos principais problemas que podem afetar a vida util
dos alimentos e também podem causar doengas ao consumidor. Portanto, muitos produtos
sintéticos sdo usados como conservantes para aumentar a seguranga ¢ a vida util dos produtos
alimentares. Como resultado se tem o aumento da consciéncia do consumidor sobre os efeitos
deletérios de conservantes quimicos € a crescente preferéncia por componentes naturais. Os
pesquisadores se concentraram na geracdo de aditivos que demonstram significancia
antimicrobiana para serem usados na industria alimentar (OSMAN; MAHGOUB; SITOHY,
2013). Os fatores criticos que afetam a atividade antibacteriana e os modos de agdo dos
peptideos antimicrobianos sdo tamanho, carga, conformacao/estrutura secunddria,
hidrofobicidade e origem (animal/vegetal ou marinha) (ANEIROS; GARATEIX, 2004).

As doengas veiculadas por alimentos sdo extremamente comuns no mundo. Estas
doencas sdo de grande importancia para a Satide Publica devido aos problemas e prejuizos que
trazem para a saude da populacdo humana. As incidéncias destas doencas vém aumentando
consideravelmente, devido a varios fatores que incluem as mudangas no estilo de vida da
populacdo, com a preferéncia por alimentos frescos, naturais, prontos e semi-prontos
(CAPUANO et al., 2008), além do crescente aumento das populagdes; a existéncia de grupos
populacionais vulneraveis ou mais expostos; o processo de urbanizacdo desordenado e a
necessidade de produgdo de alimentos em grande escala. Contribui, ainda, para o deficiente
controle dos 6rgdos publicos e privados no tocante a qualidade dos alimentos ofertados as

populagdes (BRASIL, 2010). Staphylococcus aureus ¢ considerado um dos potenciais
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veiculadores de doengas por meio de alimentos e dgua contaminados. E. coli O157:H7 ¢
reconhecida como patdégeno de origem alimentar desde 1982, respondendo por milhares de
casos de diarreia e sindrome urémica hemolitica nos Estados Unidos, Europa e Japao.

As bactérias do género Sthapylococcus se caracterizam por serem cocos Gram positivos,
com aproximadamente 1 micrometro de diametro, tendem a formar agrupamentos em arranjos
semelhantes a cachos de uva, sdo anaerobicas, imdveis, ndo possuem a capacidade de formar
esporos e sao catalase positiva. Este género possui espécies presentes na microbiota normal de
seres humanos, podendo estar presente na pele € mucosas como comensais ¢ também podem
atuar como patégenos oportunistas, causando infec¢des piogé€nicas, tendo a espécie
Staphylococcus aureus como o principal agente etioldgico deste género (QUINN et al., 2007).
O §. aureus pode produzir doencas a nivel sistémico, incluindo infec¢des da pele, tecidos moles,
ossos € no trato urinario (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014), podendo ainda se
multiplicar nos alimentos e produzir toxinas que podem levar ao quadro de intoxicacao
estafilococica.

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae que faz
parte da microbiota intestinal normal do ser humano e dos animais. No entanto, algumas cepas
desta espécie sdo patogénicas e associadas a uma grande variedade de infecgdes intestinais e
extra-intestinais (NATARO; KAPER, 2011). E. coli O157:H7 como agente de doengas
transmitidas por alimentos, tem sido especialmente associada ao consumo de alimentos de
origem animal como carnes, leites e produtos derivados (MECHIE; CHAMPMAN; SIDDONS,
1997), uma vez que rebanhos bovinos leiteiros e de corte sdo os principais reservatorios para
infeccdo humana por E. coli O157 (GRIFFIN; TAUXE, 1991).

A camada externa das bactérias Gram negativas ¢ composta por uma bicamada lipidica
constituida por lipopolissacarideos (LPS), logo apresenta carater apolar restringindo assim a
passagem para o interior da célula de componentes também apolares. Ja as bactérias Gram
positivas possuem em sua parede celular moléculas de 4cido lipoteicdico, com extremidades
lipofilicas que facilitariam a infiltracdo de compostos hidrofobicos (COX et al., 2000). Os
peptideos antimicrobianos, na sua maioria, interagem com a superficie da membrana das células
bacterianas, causando a destrui¢do da integridade estrutural da membrana, além disso, alguns
peptideos podem atuar em alvos no interior do citoplasma bacteriano (BECHINGER;
LOHNER, 2006). O efeito antimicrobiano dos peptideos antimicrobianos esta relacionado com
a capacidade dos compostos em interagir com as membranas bacterianas, inibindo o

crescimento dos microrganismos através do rompimento das membranas, interferéncia no
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metabolismo ou ataque aos componentes celulares (TRAVKOVA; MOEHWALD;
BREZESINSKI, 2017).

Comparando as bactérias, as Gram negativas seriam mais resistentes em funcao de sua
membrana externa, que ¢ mais complexa e rigida, enquanto a espessa camada de peptidoglicano
das bactérias Gram positivas ndo seria suficientemente densa, para impedir a passagem de

pequenas moléculas antimicrobianas, como apresenta a Figura 11 (RAI et al., 2017).

Figura 11 - Apresentagdo das diferengas entre as paredes celulares de bactérias Gram
positivas e Gram negativas
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Fonte: COX et al. (2000)

Diferentes modelos sdo propostos para explicar como os peptideos se inserem na
bicamada lipidica da membrana bacteriana, resultando na alteracdo da permeabilidade da
membrana (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006). Pesquisas realizadas nos ultimos 20
anos conseguiram identificar e isolar cerca de 1.200 peptideos antimicrobianos, com sequéncias
de aminoacidos variados, mas com caracteristicas comuns, como por exemplo, os peptideos
antimicrobianos em geral, sdo cationicos, apresentam carga molecular positiva, devido a grande
quantidade de residuos de lisina, arginina e histidina e sdo hidrofobicos ou anfipaticos
(NAKATSUJI; GALLO, 2012). Residuos hidrofobicos, como triptofano e valina podem
perfazer de 30 a 50% das estruturas dos peptideos antimicrobianos, e desempenham um papel
vital na interagdo com a membrana das bactérias (HUANG, 2000; ZHANG et al., 2016). Além
disso, os peptideos antimicrobianos sdo atraidos pela superficie anidnica das membranas
bacterianas, e ap0s a interagdo, os peptideos sofrem mudancas conformacionais, causando uma
perturbagd@o na estrutura da bicamada lipidica (ZASLOFF, 2002).

Na literatura, ha poucos estudos da atividade antibacteriana de hidrolisados provenientes
de produtos vegetais. Kobbi et al. (2015) identificaram doze peptideos da proteina Rubisco

(enzima mais abundante nas plantas), trés novos peptideos antibacterianos puros,
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nomeadamente Metionina-Acido aspartico-Asparagina, Acido glutimico-Leucina-Alanina-
Alanina-Alanina-Cisteina e Leucina-Arginina-Acido aspartico-Acido aspartico-Fenilalanina
avaliados contra Gram negativas (Escherichia coli e Salmonella enterica) ¢ Gram positivas
(Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus e
Bacillus subtilis). Salami et al. (2010) relataram que a hidrdlise limitada de proteinas de soro
de camelo por quimiotripsina, proteinase K, tripsina e termolisina aumentaram suas atividades
antibacterianas contra E. coli, no entanto, uma hidrolise limitada por tripsina ou quimiotripsina
ndo aumentou a sua atividade antibacteriana. Para Abdel-Hamid et al. (2016) o soro de camelo
hidrolisado com papaina exibiu significantemente maior atividade antibacteriana do que o soro
de camelo nao-hidrolisado. Hwang et al. (2016) estudaram a atividade antibacteriana de
hidrolisados de proteina de linhaga por protease bruta da estirpe Bacillus altitudinis HK02 e a
fracdo de baixa massa molecular (< 1 kDa) de peptideos apresentou o melhor resultado para a

inibi¢do do crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

39.2.1. Métodos de analise de atividade antibacteriana

Os métodos de analise mais utilizados para determinar a atividade antibacteriana
normalmente classificam-se como difusao ou dilui¢ao (BURT, 2004), sendo realizados em agar

ou caldo, respectivamente.

i. Disco difusao

A técnica de difusdo em disco ¢ adaptada de protocolos internacionais originalmente
concebidos para andlise de antibidticos (CLSI, 2015). Inicialmente o teste de difusdo em disco
¢ utilizado para determinar o espectro de a¢do das bactérias (BURT, 2004), identificando quais
bactérias sdo sensiveis e, para quais, sao validos estudos mais detalhados.

Basicamente, culturas novas (24h de cultivo) de bactérias a serem testadas sao suspensas
em um diluente (normalmente agua salina ou peptonada), para obter a concentragdo celular de
108 UFC mL"!, utilizando como pardmetro para as suspensdes bacterianas os padrdes de
McFarland ou, avaliando a concentracao através da densidade otica em espectrofotometro (A =
625 nm). Essa suspensdo celular ¢ inoculada na superficie de placas com dgar (normalmente
agar Muller & Hilton ou agar Brain Heart Infusion) com o auxilio de swabs estéreis. ApoOs secar

o inoculo, sdo dispostos discos de papel filtro estéreis (geralmente com 6 mm de didmetro)
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sobre a superficie do dgar, nos quais ¢ aplicado a amostra que se deseja testar (na maioria das
vezes 10 pL).

Apo6s um periodo de repouso, para que a amostra se difunda no meio, o sistema ¢
incubado nas condig¢des de tempo e temperatura ideais para a bactéria avaliada (37 °C / 24 h na
grande maioria). Ap0s a incubacdo, ¢ verificada a existéncia de halos de inibi¢do ao redor dos
discos, os quais indicam a sensibilidade da bactéria a amostra testada. Esses halos podem ser
quantificados e expressos em fungdo do seu diametro, no entanto, servem apenas para
comparacao entre diferentes amostras, ja que muitos fatores podem afetar o tamanho do halo
obtido, ndo sendo vidvel a comparacgao entre diferentes trabalhos ou mesmo diferentes bactérias.
De um modo geral, a analise de disco difusdo € util para uma verificagao preliminar da atividade

antibacteriana antes de estudos mais detalhados (BURT, 2004).

ii. Concentracio minima inibitéria

A atividade antimicrobiana de um agente pode ser medida determinando-se a menor
quantidade desse agente necessaria para inibir o crescimento de um micro-organismo teste,
sendo esta quantidade denominada concentra¢do minima inibitoria (CMI). A CMI ndo ¢
constante para um determinado agente antimicrobiano, uma vez que pode ser afetada pela
natureza do micro-organismo-teste utilizado, tamanho do indculo, composi¢do do meio de
cultura, tempo e condi¢des de incubagdo, tais como temperatura, pH e aeragdo (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2003). Quando todas as condi¢des sdo padronizadas, ¢ possivel
comparar diferentes agentes antimicrobianos, determinando-se qual o mais eficaz contra um
determinado micro-organismo, ou realizar a avaliacdo da atividade de um Unico agente contra

uma variedade de micro-organismos.

iii. Concentracio minima bactericida

A concentra¢cdo minima bactericida (CMB) representa a concentragdo minima capaz de
reduzir 99,9% do indéculo bacteriano inicial (CLSI, 2003; LORIAN, 2005). Apds a
determinagdo da CMI, aliquotas de todas as diluigdes onde nao houve multiplicagdo celular sao
plaqueadas em agar. O proposito de semear amostras dessas dilui¢des € verificar em quais delas
as células bacterianas foram apenas inibidas (efeito bacteriostatico), situacdo na qual havera

multiplicagdo em um novo meio de cultivo sem o antimicrobiano e, em quais dilui¢des as
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células bacterianas foram realmente mortas, onde ndo haverd crescimento mesmo apos

inocula¢do em um novo meio sem o antimicrobiano.

3.9.3. Atividade hipocolesterolémica

A hiperlipidemia ¢ um disturbio metabolico que decorre do aumento da concentragdo
de lipidios plasmaticos e alteragdes no seu metabolismo. Clinicamente, as hiperlipidemias
podem manifestar-se como hipercolesterolemias e/ou hipertrigliceridemias. O excesso de
lipidios ¢ resultado do aciimulo de uma ou mais classes de lipoproteinas devido a menor
remocao do plasma, maior produgdo ou associacdo de ambas. Estas anormalidades podem ser
primdrias ou secundarias a outras doenc¢as ou uso de certos medicamentos (SANTOS, 2001).

Doengas cardiovasculares como aterosclerose, doenga arterial coronariana, acidente
vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca, sdo uma grande preocupagdo com a saude, porque
sd0 uma das principais causas de morte na maioria dos paises industrializados. Um dos
principais fatores de risco ¢ a hipertensao, definida pela Organiza¢do Mundial de Satide (OMS)
como o excedente de 90 mm Hg para a pressao arterial diastolica e 140 mm Hg para a pressao
sistélica. Atualmente, a Federagdo Mundial do Coragdo (World Heart Federation) (WHT,
2018) prevé uma redugdo de 25% em 2025 em mortes prematuras por doengas cardiovasculares
no mundo.

A maior parte do colesterol circulante ¢ sintetizada no proprio organismo (70%) a partir
de acidos graxos, sendo que o colesterol proveniente da dieta (30%) tem menor participa¢ao
(BRODY, 1998; STIPANUK, 2000). A enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase
(HMG-CoA redutase) ¢ um passo determinante na velocidade de produgdao de colesterol
hepatico. Por esta razdo, essa enzima ¢ o alvo de varias drogas visando o controle dos niveis de
colesterol. A atividade hipocolesterolémica ainda ndo foi estudada para as proteinas de chia,
porém segundo SIERRA et al. (2015) o seu 6leo pode proteger a funcdo vascular contra os
efeitos deletérios do inicio da hipercolesterolemia em coelhos.

O figado ¢ o 6rgao mais importante na manuteng¢do da homeostase do colesterol, sendo
responsavel pela excrecdo do mesmo via bile (SPADY; DIETSCHY, 1985). Na absorcao
entérica do colesterol, o organismo promove uma emulsificacdo prévia, formando micelas
mistas de sais biliares e lipidios, além de contar com mecanismos passivos baseados no
equilibrio relativamente rapido entre o colesterol e os conjuntos hidrofébicos dos constituintes
micelares (CORETA-GOMES et al., 2012). Em células animais, potencialmente todos os

tecidos possuem a capacidade de produzir colesterol, como o intestino, os tecidos reprodutivos,



66

o cortex adrenal, mas a producdo majoritaria se encontra no figado e ¢ denominada sintese de
novo de colesterol pela via do mevalonato (COSKUN; SERTESER; UNSAL, 2013), como
apresentado na Figura 12.

O passo limitante da velocidade da via do mevalonato ¢ a conversao de 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) em mevalonato catalisada pela 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase). Essa via ¢ regulada pela retroalimentacdo quando
ha ingestao dietética de colesterol e, em consequéncia disso, também pelos receptores de
absor¢do plasmatica de lipoproteina de baixa densidade (LDL). Quando esses dois
componentes estdo elevados, a HMG-CoA redutase ¢ inibida e a formacdo de mevalonato ¢
interrompida. Complementarmente, o colesterol em excesso ¢ desviado para a produgdo de
outros derivados como acidos biliares, vitamina D, hormodnios esterdides, com o intuido de
manter a homeostase (IKONEN, 2008). As drogas, como as estatinas, inibem a biossintese de
colesterol mediante o controle enzimatico, inibindo a HMG-CoA redutase por ligacao ao local
ativo da enzima, evitando a ligagdo do substrato, auxiliando na diminui¢do dos niveis de
colesterol no sangue, prote¢do contra a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade, bem
como efeitos anti-inflamatorios e reducdo no nivel de proteina C reativa (COSKUN;

SERTESER; UNSAL, 2013; ISTVAN; DEISENHOFER, 2001).

Figura 12 - Representacdo da biossintese de colesterol
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A acdo de proteinas vegetais isoladas vem sendo investigada por diversos autores, €
como resultado, observa-se reducdo plasmatica de colesterol em ratos, hamsters, coelhos e
humanos por meio de intervengao nutricional (AYERZA; COATES, 2000; FROTA etal., 2015;
YANG et al,, 2013; YOON et al., 2013). Marques et al. (2015) reduziram em 89% a velocidade
de reagdo enzimatica da enzima HMG-CoA redutase com peptideos de isolado proteico de
feijao cru, de massa molecular inferior a 3 kDa, submetidos a digestdo humana simulada. Soares
et al. (2015) identificaram as sequéncias Glicina-Glicina-Valina, Isoleucina-Valina-Glicina e
Valina-Glicina-Valina-Leucina, inibiram significativamente a atividade da HMG-CoA

redutase, sugerindo um possivel efeito hipocolesterolémico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

A Figura 13 apresenta o fluxograma experimental da tese, apresentando os passos do

desenvolvimento do projeto.

Figura 13 - Fluxograma do desenvolvimento do projeto de tese
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4.2.  MATERIA-PRIMA

O subproduto, a farinha de chia (Salvia hispanica L.) parcialmente desengordurada, foi
fornecida pela empresa Cacalia Produtos Naturais, localizada em Estancia Velha, RS, Brasil e

subdivididas em sacos de 1 Kg e armazenados sob refrigeracao (4 °C).
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4.3. ENZIMAS

As enzimas Alcalase 2.4 L FG, endopeptidase bacteriana produzida a partir do Bacillus
lichenformis, e Flavourzyme 1000 MG, complexo de peptidase produzida por fermentacao
submersa de uma linhagem selecionada do fungo Aspergillus oryzae, foram fornecidas pela

LNF Latino Americana, localizada em Bento Gongalves, RS, Brasil.

4.4. MICRO-ORGANISMOS E LEVEDURA

A atividade antioxidante in vivo foi realizada utilizando células de S. cerevisiae BY4741
(Invitrogen™, coédigo 95400.BY4741). Foram testados os efeitos antibacterianos dos
hidrolisados sobre as cepas padrao das bactérias Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895) ¢
Staphylococcus aureus (ATCC 10832).

4.5.  METODOS

4.5.1 Determinacao da atividade especifica das enzimas

A atividade especifica das enzimas Alcalase e Flavourzyme foi realizada pelo método
descrito por Sigma (1999), que relaciona a capacidade de hidrolisar a caseina em um tempo de
10 min sendo apos realizada uma reagdo baseada no principio de Folin & Ciocalteau em meio
alcalino utilizando uma curva padrao do aminodacido tirosina (Apéndice 1). A atividade
enzimatica foi definida como pmol de tirosina livre min' mg' de proteina. A proteina da
enzima foi quantificada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando a curva padrao de

albumina (Apéndice 2).

4.5.2 Obtencao da fragao rica em proteina

O subproduto da produgdo do 6leo (farinha de chia parcialmente desengordurada - CF)
foi triturado em moinho de facas equipado com malha de 0,5 mm. A frac¢do rica em proteina
(PRF) foi obtida pela passagem da farinha em peneiras de Tyler 100, onde a fragdo superior
consiste principalmente de fibras (descartada) e a inferior principalmente de proteinas (PRF),

de acordo com Vazquez-Ovando et al. (2010).
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4.5.3 Obtencao dos concentrados proteicos

A curva de solubilidade foi realizada, do pH 2 ao 12, de acordo com Bera e Mukherjee
(1989), encontrando-se valores de pH 10 e 3 de solubilizagdo e precipitacdo, respectivamente
(Apéndice 3). A proteina foi quantificada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando a curva
padrdo de albumina (Apéndice 4).

Os concentrados proteicos obtidos a partir do subproduto (CF) foram obtidos pelo
método de pH shifting segundo Nolsge e Undeland (2009) — CPC1 —, a temperatura ambiente,
e segundo Ragab, Babiker e Eltinay (2004) — CPC2 —, a temperatura de 90 °C para a
precipitagdo, com algumas modificagdes. A Figura 14 apresenta o fluxograma do processo de
obtencdo dos concentrados proteicos. Os concentrados proteicos obtidos foram liofilizados

(LIOTOP, L108, Brasil), triturados em moinho de facas e peneirados em peneiras de Tyler 32.

Figura 14 - Fluxograma do processo de obtengdo dos concentrados proteicos de chia
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4.5.4 Caracterizacido da farinha parcialmente desengordurada, da fracdo rica em

proteina e dos concentrados proteicos

Todas as analises foram realizadas nas amostras secas ou liofilizadas.
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4.5.4.1 Composi¢do proximal

O teor de umidade (método n°® 935.29), cinzas (método n°® 923.03), lipidios (método n°
920.85), proteinas (método de micro-Kjeldahl, n® 920.87) e fibras (método n° 962.09) foram
determinados de acordo com a Association of Official Analytical Chemists International —

(AOAC, 2000). O contetido de carboidratos foi obtido por diferenca.

4.5.4.2 Cor

Os parametros de cor L* (luminosidade), a* e b* (coordenadas de cromaticidade) foram
medidos usando um colorimetro Minolta® modelo CR400. A Comissao Internacional de
[luminagado (CIE) definiu esses parametros em 1976. Além disso, o indice de brancura (IB) foi

calculado usando a equagdo IB = L* - 3b* (MARCONE; KAKUDA, 1999).

4.5.4.3 Composicao de aminodcidos

A composicdo de aminoacidos foi realizada no Centro de Quimica de Proteinas
localizado no Departamento de Biologia Celular, Molecular e Bioagentes Patogénicos, da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sdo Paulo, na cidade de Ribeirao
Preto, no Estado de Sao Paulo. Aliquotas de 10 mg foram transferidas para tubos Eppendorf e
submetidas a hidrdlise, pela adi¢ao de 600 uL de HC1 6 M e subsequentemente submetidas a
110 °C durante 24 h. Ap6s a hidrolise, conforme as amostras foram ressuspensas em 5 mL de
agua ultrapura e filtradas em tubos de falcon utilizando o filtro Millipore (0,45 pm). O material
foi liofilizado e ressuspenso em 1000 puL de fase movel antes da inje¢do no cromatdgrafo. Para
essa determinagao, foi utilizada uma coluna C18 Pico-Tag Waters com dimensoes de 3.9x150
mm. A cromatografia foi desenvolvida a temperatura constante de 38,0 = 0,1 °C no
equipamento CM4000 do Laboratoério de Controle de Dados (Milton Roy Co.), com sistema de
bomba binaria, espectrofotometro com comprimento de onda fixo a 254 nm e 10 pL de célula

de fluxo continuo. Os teores de aminoacidos foram apresentados como mg por g de proteina.

4.5.4.4 Fracionamento das proteinas

A extragdo sequencial das albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas foram

realizadas de acordo com Naozuka e Oliveira (2007). Para essa determinagdo, 10 mL de uma
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solucdo metanol:cloroférmio (1:2 v v!) foram adicionados em 5 g de amostras, agitados a 200
rpm por 15 min. Este procedimento foi repetido duas vezes. Em seguida, as amostras foram
submetidas ao procedimento de extragdo. As solugdes extratoras utilizadas foram: (1) dgua
destilada, (2) NaCl 0,5 mol L', (3) etanol 70% (v v!) e (4) NaOH 0,5 mol L''. Em cada etapa,
adicionou-se as amostras 10 mL de cada solugdo e manteve-se sob agitagdo mecanica por 30
min a 200 rpm. Apds este tempo, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 8667 xg e os
sobrenadantes, de cada uma das fragdes, recuperados, avolumados para 10 mL e a proteina
determinada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando a curva padrao de albumina

(Apéndice 4).

4.5.4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A massa molecular das proteinas foi determinada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de acordo com Laemmli (1970). As amostras (0,4% [m/m]
equivalente de proteina) foram dissolvidas em dgua destilada. As amostras solubilizadas foram
misturadas a uma razdo de 1:1 (v v'!) com tampdo de solubiliza¢io da amostra (Tris-HCI 0,5
M, pH 6,8 contendo 33% de glicerol, 10% de SDS e 25% de 4agua destilada na presenga de 3%
[v/v] B-mercaptoetanol) e aqueceu-se num banho de dgua a ferver durante 30 min. As proteinas
foram carregadas sobre um gel de poliacrilamida feito de gel de separacdo a 14% e gel de
concentragdo a 4% e submetido a eletroforese a uma corrente constante de 40 mA. O gel foi
corado de um dia para o outro com Coomassie Brilliant Blue R-250 (1%) e descorado usando
um solucdo de 5% de metanol e 7,5% de acido acético. O padrao aplicado foi BenchMark™
Protein Ladder, que consiste em 15 bandas de proteinas que variam em massa molecular de ~10-
220 kDa, das quais as bandas de proteinas de 20 e 50 kDa s3o mais proeminentes para facil

orientagdo e identificagao.

4.5.4.6 Calorimetria diferencial de varredura

As propriedades térmicas foram determinadas utilizando um calorimetro diferencial de
varredura (DSC-60, Shimadzu, Japao). Aproximadamente 6 mg de amostra foram colocadas
em panelas de aluminio. O calorimetro foi calibrado usando padrdo de indio (In), e uma panela
vazia foi utilizada como referéncia. As panelas foram seladas hermeticamente e aquecidas a
uma velocidade de 10 °C min™' a faixa de temperatura de 30-180 °C sob atmosfera de N> a uma

taxa de 50 mL min’!. A temperatura de inicio (To), temperatura de transi¢io ou desnaturagio de
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pico (Tq), a variacao de entalpia (AH) foi avaliada a partir do pico dos termogramas DSC usando

a Versao TA60WS (Shimadzu, Japao).

4.5.4.7 Espectroscopia de infravermelho

Os espectros de infravermelhos das amostras foram registrados usando um
espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (IR prestige-21, A210045,
Shimadzu Corporation, Ltd, Japdo) com pastilhas de KBr e resolucdo de 4 cm™'. Os espectros
foram obtidos na faixa de 400-4000 cm’!, apds 45 varreduras. As medi¢des foram realizadas no

modo de absor¢ao, no qual o feixe infravermelho passou diretamente através das amostras.

4.5.4.8 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia de superficie foi avaliada utilizando um microscopio eletronico de
varredura (Jeol, JSM - 6610LV, Thermo Scientific, Ultra Dry, USA). As amostras foram
depositadas diretamente em stubs de aluminio usando uma fita adesiva de carbono dupla face

e revestidas com uma fina camada de ouro. Foi utilizado um potencial de aceleragdo de 15 kV.

4.5.5 Propriedades funcionais da farinha parcialmente desengordurada, da fracio rica

em proteina e dos concentrados proteicos

4.5.5.1 Menor concentragdo de gelificagdao

A menor concentragdo de gelificagcdo (LGC) das proteinas foi realizada de acordo com
Sathe, Deshpande e Salunkhe (1982) com algumas modifica¢des. As proteinas de chia (2-18%
m/m) foram preparadas em agua destilada, agitadas durante 30 min a 90 °C utilizando um
agitador magnético, arrefecida até a temperatura ambiente e armazenada a 4 °C durante a noite.
A LGC foi determinada visualmente como a concentragdo minima de proteina na qual o gel

nao flui do tubo quando invertido.

4.5.5.2 Firmeza do gel

A firmeza das amostras de gel foi realizada utilizando um analisador de textura TA-XT2

(Stable Micro Systems, UK). Para isso, os géis de proteina foram preparados a uma
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concentragdo de 25% (m/m) em agua destilada. Subsequentemente, as suspensdes foram
agitadas durante 30 min a 90 °C utilizando um agitador magnético, arrefecidas até a temperatura
ambiente e armazenadas a 4 °C durante a noite. Os géis resultantes foram cortados em pequenos
cilindros de gel de 25 mm de didmetro e 10 mm de altura. As pecas de gel foram comprimidas
a uma velocidade constante de 1,0 mm s™'. Uma sonda cilindrica com um didmetro de 40 mm

foi utilizada para este fim.

4.5.5.3 Solubilidade proteica

A solubilidade proteica foi determinada seguindo o método de Bera e Mukherjee (1989).
As amostras (equivalente de proteina 1% [m/m]) foram dispersas em 4agua destilada e o pH das
solucdes de amostra foi ajustado de 2 a 11 utilizando HCl 1 M ou NaOH 1 M. Ap6s 30 min de
agitacdo a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 8667 xg durante 15 min a
temperatura ambiente (25 + 2 °C). O conteudo de proteina foi determinado nos sobrenadantes
utilizando uma curva padrao de albumina (Apéndice 4). A solubilidade foi expressa como

percentagem de proteinas que foram determinadas pelo método de Lowry et al. (1951).

4.5.5.4 Capacidade e estabilidade de espuma

A capacidade e a estabilidade de espuma foram estudadas de acordo com o método de
Miller e Groninger (1976) com modificacdes. Para este método, as amostras foram preparadas
por dissolugdo de cada amostra em 4gua destilada (equivalente de proteina 1% [m/m], pH 2-
11) usando um homogeneizador Ultra-Turrax (T25, IKA WERKE) a 10.000 rpm durante 1
minuto. Os volumes (150 mL) foram registrados antes e depois da homogeneizagdo. A

capacidade/estabilidade da espuma foi calculada usando a Eq. (2).

Capacidade/Estabilidade(%) =

(V2-V), (2)
v 100

1

Onde V; (mL) sdo os volumes da suspensdo mais a espuma e Vi (mL) sdo os volumes
iniciais da suspensdo de proteina.
A estabilidade da espuma foi avaliada medindo o volume total apds 20 min da formagao

de espuma.
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4.5.5.5 Atividade e estabilidade emulsificante

A atividade emulsificante e a estabilidade da emulsdo foram determinadas pelo método
de Yasumatsu et al. (1972) com algumas modifica¢des. As aliquotas (5 mL) de solucdes de
amostra (equivalente de proteina 10 mg mL™") ao seu valor de pH correspondente (2-11) foram
misturadas com 5 mL de o6leo de soja usando um homogeneizador Ultra-Turrax (T25, IKA
WERKE) a 10.000 rpm durante 1 min. A altura da camada emulsionada e o teor total do tubo
foram medidos apds 24 h. A atividade emulsificante (AE) foi calculada (Eq. 3) como:

Altura da camada emulsionada no tubo .

3)

AE (%) = 100

Altura do contetdo total no tubo

Para determinar os valores de estabilidade, a emulsao foi aquecida a 80 °C durante 30

min. A estabilidade da emulsao (EE) foi calculada (Eq. 4) como:

Altura da camada emulsionada apds o aquecimento @))

EE (%) =
(%) Altura da camada emulsionada antes do aquecimento

4.5.5.6 Capacidade de absor¢do de dgua e oleo

As capacidades de absor¢ao de dgua e 6leo foram determinadas de acordo com o método
de Beuchat (1977). As amostras (equivalente de proteina 0,5 g) foram misturadas durante 30
min com 5 mL de agua destilada ou 5 mL de 6leo de soja refinado. A suspensao foi centrifugada
a 8667 xg durante 10 min, e a 4gua/dleo ndo absorvente foi decantada e pesada. O sobrenadante
foi recuperado, e sua massa foi medida. Os valores de absor¢ao de dgua e dleo foram calculados
utilizando a Eq. (5) e expresso em massa (g) de agua ou 6leo por unidade de massa (g) de
proteina.
W, W, (5)

0

Capacidade de absorcao de agua e 6leo =

Onde W, sdo os valores de massa de agua ou 6leo usados (g) e W sdo a dgua recuperada

no sobrenadante ou 6leo ndo absorvido (g), respectivamente.
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4.5.6 Hidrolise proteica

O subproduto (CF), a fracdo rica em proteina (PRF) e os concentrados proteicos (CPC1
e CPC2) foram hidrolisados em bateladas por tratamento com a Alcalase, Flavourzyme e
sequencial Alcalase-Flavourzyme. A quantidade de 2 g de proteinas foi ressuspensa em 100
mL de agua e hidrolisada por lotes em um reator, equipado com agitador, termdmetro e eletrodo
de pH de acordo com as condi¢des apresentadas na Tabela 1. O pH 7 para a Alcalase foi
determinado através de testes preliminares (Apéndice 5). As condi¢des foram constantemente
monitoradas e mantidas ao longo do processo. O pH (alterado como resultado da hidrolise) foi
mantido constante pela adi¢do de uma quantidade conhecida de NaOH 1 M padronizada. Em
todos os tratamentos, a reagdo foi interrompida por aquecimento a 85 °C durante 15 min,
seguido por centrifugacdo a 14,308 xg durante 20 min para remover a por¢do insolivel

(PEDROCHE et al., 2002). Os hidrolisados obtidos foram liofilizados (LIOTOP, L108).

Tabela 1 - Condigdes de hidrolise utilizadas para a preparacao de hidrolisados de proteina de

chia
Codigo Enzima Atividade Enzima/Proteina T (°C) pH Tempo
especifica (U (Ugh (min)
mg')

A Alcalase 9 30 50 7 240

F Flavourzyme 2.76 50 50 8 240

S Alcalase + 9 30 50 7 60 + 180

Flavourzyme 2.76 50 50 8

Um U ¢ definido como a caseina hidrolisada para produzir cor equivalente a 1 pmol de tirosina por minuto a um
pH 7,5 e 37 °C.

O grau de hidrolise foi determinado pelo método de pH stat utilizando as Eq. (6), (7) e
(8) (ADLER-NISSEN, 1986).

GH= LNb *100% ©
a*hhot *Mp °
1PHPRe (7

EESTCEE
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98-T
*2400 ®)

2
=78+
pka=7.,8 7O+

Onde: V corresponde ao volume de NaOH consumido durante a hidrélise para manter
o pH constante (mL); Ny corresponde a normalidade de NaOH; a corresponde ao grau médio
de dissociagdo dos grupos a-NH; M, corresponde a massa de proteinas (g, determinado em N
x fator de Kjeldahl), hiwt corresponde ao numero total de ligagcdes peptidicas no substrato
proteico (utilizado o valor 8 para as proteinas de chia); pH corresponde ao valor em que a
hidrodlise enzimatica foi realizada, pKa corresponde ao pKa médio de a-NH3 e T a temperatura

em °K.
4.5.7 Fracionamento dos peptideos utilizando ultrafiltracao

O fracionamento dos hidrolisados em diferentes fracdes peptidicas foi realizado
mediante célula de ultrafiltragdo (Advantec, UHP-76, Japao) através de membranas de celulose
com limite de massa molecular (MM). Os hidrolisados foram diluidos em 4gua ultrapura e
ultrafiltrados sequencialmente através de duas membranas com limite de massa molecular
nominal de 3 e 10 kDalton (kDa) sob o gas nitrogénio de 60 psi para proporcionar trés fragoes:
retentado 1 (fracao 1, F1, representa as fragcdes peptidicas de tamanho molecular > 10 kDa),
retentado 2 (fragdo 2, F2, representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular entre 3 e 10
kDa) e permeado (fracdo 3, F3, representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular <3 kDa).
Todos os retentados e permeados foram mantidos a temperatura de -70 °C por 24 h, antes de
serem liofilizadas (LIOTOP, L108). As fracdes peptidicas liofilizadas foram entdo
reconstituidas em 4gua destilada em concentragdes apropriadas para avaliagdo de atividade

antioxidante e hipocolesterolémica. Os rendimentos foram calculados de acordo com a Eq. (9):

m ralriitr.
Rendimento (%)= ——2mfiltade 4709 ©)

Myjdrolisado respectivo

4.5.8 Avaliacao da bioatividade dos hidrolisados e fracoes peptidicas

As bioatividades foram analisadas nos hidrolisados (atividade antioxidante e

antibacteriana) e nas fragdes peptidicas (atividade antioxidante e hipocolesterolémica).
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4.5.8.1. Atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi avaliada nos hidrolisados e nas fra¢des peptidicas. Foram
avaliados trés diferentes métodos com modificagdes: capacidade de sequestro do radical livre
2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) (CHENG; MOORE; YU, 2006), capacidade de sequestro do
radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS") (RE et al., 1999) e
capacidade de reducao do ferro (FRAP) de acordo com Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000).

Os resultados que apresentaram maiores atividades foram selecionados para avaliar os
seus efeitos na oxidagdo lipidica em carne moida (O'KEEFE; WANG, 2006) e verificar o poder
antioxidante dos hidrolisados/fragdes peptidicas em células de Saccharomyces cerevisiae
submetidas a estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio (H202) (BARONI et al.,
2012).

i. Capacidade de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazil

Uma mistura reacional foi utilizada, contendo 400 pL de cada concentragdo de
hidrolisado/fracdo peptidica (0,5; 1; 2 e 3 mg mL!) e 400 pL de solucdo preparada de DPPH
0,2 mM. A absor¢do da mistura (a 515 nm) foi medida ap6s 45 min de reagdo, tempo definido
apos testes preliminares (Apéndice 6), em espectrofotometro (Biospectro SP22, Brasil). A
concentracdo de hidrolisado/fragio peptidica (mg hidrolisado/fracdo peptidica g'! DPPH) que
causou 50% (ECso) de reducao do radical DPPH foi calculada a partir de uma curva padrao de
DPPH (10— 60 uM) (Apéndice 7). Para calcular o ECso, substituiu-se a absorbancia equivalente
a 50% da concentracdo de DPPH e encontrou-se o valor correspondente ao hidrolisado/fragao
peptidica necessario para reduzir em 50% a concentrag¢do inicial do radical DPPH (ECso) a
partir de um grafico de regressdo ndo-linear das absorbancias obtidas versus concentracdo da

amostra (RUFINO et al., 2007).

ii.  Capacidade de sequestro do radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfonico)

O radical ABTS" foi formado pela rea¢do de 5 mL da solu¢do de ABTS 7 mM com 88
uL da solu¢do de persulfato de potassio 140 mM, incubados a temperatura de 25 °C e na
auséncia de luz, durante 16 h. Uma vez formado, o radical foi diluido com etanol P.A. até¢ a

obtencdo do valor de absorbancia de 0,700 + 0,030 a 734 nm em espectrofotometro (Biospectro
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SP22, Brasil). Foi utilizado como padrdo, o Trollox, um antioxidante sintético andlogo a
vitamina E, nas concentracdes de 20 a 80 uM (Apéndice 8). Sendo assim, plotou-se as
concentracdes de Trolox (uM) versus as respectivas absorbancias e calculou-se a equacao da
reta.

A partir de diferentes concentragdes de hidrolisados/fragdes peptidicas (0,5; 1; 2 ¢ 3 mg
mL!), em ambiente escuro, transferiu-se um aliquota de 600 pL de cada concentragio para
tubos de ensaio com 200 pL do radical ABTS". A leitura foi feita apos 6 min de reacdo a 734
nm, e o etanol foi utilizado como branco. A partir das absorbancias obtidas das diferentes
concentragdes, plotou-se a absorbancia versus a concentragio (mg mL™'). Em seguida,
determinou-se a equacdo da reta. O calculo foi feito substituindo na equagdo da reta a
absorbancia equivalente a 1000 uM do padrao Trolox. O valor obtido corresponde a uM Trolox

¢! hidrolisado/fragio peptidica.

iii. Capacidade de reducio do ferro

Para a determinagdo da capacidade de reducdo do ferro (FRAP) no escuro, 90 pL de
cada concentracdo de hidrolisado/fragio peptidica (0,5; 1; 2 e 3 mg mL™) foi misturada com
270 uL de 4dgua e 2,7 mL do reagente FRAP (25 mL de tampao de acetato 0,3 M, pH 3,6; 2,5
mL de tripiridiltriazina (TPTZ) 10 mM em HCl 40 mM e 2,5 mL de cloreto férrico 20 mM). A
mistura foi incubada a 37 °C por 30 min. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 595
nm (Biospectro SP22, Brasil). Sulfato ferroso foi utilizado como padrao nas concentracdes de
200 a 2000 uM (Apéndice 9). Sendo assim, plotou-se as concentragdes de sulfato ferroso (LM)
no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo y e calculou-se a equagao da reta.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes concentragdes, plotou-se a absorbancia
no eixo y e a concentra¢io (mg mL™") no eixo x. Em seguida, determinou-se a equagio da reta.
O calculo foi feito substituindo na equacgao da reta a absorbancia equivalente a 1000 uM de
sulfato ferroso. Os resultados foram expressos como pmol sulfato ferroso g! hidrolisado/fragio

peptidica.

4.5.8.2. Determinacao do efeito das fragcdes peptidicas selecionadas na oxidacao lipidica

da carne

As fragdes de hidrolisado com maior capacidade de redugdo do Ferro (FRAP) e

atividade de captura do radical livre DPPH foram selecionadas e avaliadas seus efeitos sobre a
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oxidacdo lipidica em carne moida (O'KEEFE; WANG, 2006). As fracdes selecionadas para o
teste foram: CPC1-F F2, CPC1-A F2, CPC1-S F2, CPC2-S F2, CPC2-F F2, CF-S F3, CF-A F3
e PRF-A F3. As amostras de carne moida foram obtidas no mercado local.

A amostra de carne moida foi embalada e armazenada em -20 °C até analise posterior.
Para cada amostra, uma por¢do de carne bovina (250 g) foi homogeneizada com auxilio de um
bastdo de vidro com as fragdes peptidicas em duas quantidades diferentes (62,5 e 125 mg) e
colocados em tubos de 50 mL, pesados e centrifugados para remover o ar. Um controle foi
utilizado (carne moida sem a presencga das fracdes peptidicas). As misturas de carne bovina
foram cozidas até a temperatura interna de 71 °C em um banho de 4gua quente para promover
a oxidag¢do lipidica. A temperatura interna foi monitorada por um termopar de tamanho agulha
inserido no centro dos tubos durante o cozimento. Depois de esfriar, as amostras de carne foram
colocadas em bandejas, imediatamente cobertas com filme PVC e armazenadas a 4 °C para
evitar a potencial contaminagdo microbiana.

A extensdo da oxidagdo lipidica em cada amostra de carne foi determinada pelo ensaio
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) nos dias 0, 2, 4 e 6 pds-cozimento. A
unidade final do valor TBARS foi calculada com a curva padrao (Apéndice 10) e expressa como
mg de equivalentes de malonaldeido (MDA) por kg de amostra (mg equivalente de MDA kg'!

carne).

4.5.8.3. Atividade antioxidante in vivo

As fragdes de hidrolisado com maior capacidade de redugdo do Ferro (FRAP) e
atividade de captura do radical livie DPPH foram selecionadas e avaliadas seus efeitos em
células de Saccharomyces cerevisiae submetidas ao estresse oxidativo induzido pelo peroxido
de hidrogénio (H202) (BARONI et al., 2012). Testamos o estresse oxidativo gerado pelo
peroxido de hidrogénio, o que provoca danos celulares pela produgao de radicais hidroxilicos
através da reacdo Heber-Weiss/Fenton. As fracdes selecionadas para o teste foram as mesmas
para a determinacdo do efeito na oxidacao lipidica da carne: CPCI1-F F2, CPC1-A F2, CPC1-S
F2, CPC2-S F2, CPC2-F F2, CF-S F3, CF-A F3 e PRF-A F3.

Este ensaio foi realizado utilizando células de S. cerevisiae BY4741 (Invitrogen™,
codigo 95400.BY4741). As células foram cultivadas em caldo liquido YPD, usando um
agitador orbital a 28 °C e 160 rpm (a proporcao de frasco:meio de 5:1). Células de levedura na
fase exponencial (Abseoo: 0,5-0,7) foram transferidas para meio fresco (Absesoo: 0,2). O controle

para as células de levedura (C), para cada fragdo peptidica (C CPC1-F F2, C PRF-A F3, C
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CPC2-S F2, C CF-S F3, C CPCI1-S F2, C CPC2-F F2, C CF-A F3 ¢ C CPC1-A F2) a uma
concentragio final de 0,5 mg mL™! e o controle das células de levedura contendo H,02 (0,75
mmol L) [H202] foram realizados. Para o teste, as células de levedura contendo perdxido e
fracdo peptidica (CPC1-F F2 + H2O, PRF-A F3 + H,O2, CPC2-S F2 + H,0», CF-S F3 + H20,,
CPCI1-S F2 + H;0,, CPC2-F F2 + H»0,, CF-A F3 + H20; e CPC1-A F2 + H»0») foram
utilizadas. Apds a transferéncia, as células de levedura (controle), as células de levedura com
fragdo peptidica (controle das fragdes peptidicas), as células de levedura com H>O; e as células
de levedura com fragdo peptidica e H>O; foram incubadas por 1 h a 28 °C e 160 rpm. A dose
ideal para as fracdes peptidicas (0,5 mg mL™) foi determinada a partir de testes preliminares
(Apéndice 11), expondo células em diferentes concentragdes de fragdes peptidicas (0,1; 0,5; 1
e 2mg mL™"). A concentracio escolhida foi aquela menor que promoveu o crescimento celular
em comparagdo com leveduras expostas a H,Oz (0,75 mmol L) sem adi¢do de fracdes
peptidicas.

A viabilidade celular foi analisada pelo plaqueamento das amostras em meio sélido
YPD (Yeast extract — Peptone — Dextrose), 28 °C por 48 h. A sobrevivéncia de cem por cento
foi considerada o nimero de coldnias observadas na placa do controle (células de levedura).
Determinou-se a dilui¢do adequada (107). A atividade das fragdes peptidicas foi expressa como

a porcentagem de sobrevivéncia de S. cerevisiae em relagdo ao controle.

4.58.4. Atividade antibacteriana

A avaliagdo do efeito antibacteriana dos hidrolisados proteicos foi realizada por meio
de trés metodologias fenotipicas: disco difusdo, concentracdo minima inibitoria e concentragao
minima bactericida. Foram testados os efeitos antibacterianos dos hidrolisados sobre as cepas
padrdo das bactérias Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895) e Staphylococcus aureus
(ATCC 10832).

i. Reativac¢io dos micro-organismos

As bactérias utilizadas no experimento foram mantidas sob refrigeracdo em agar
inclinado BHA (Brain Heart Infusion Agar). Para realizar a reativagdo, uma alcada dessas
bactérias foi transferida para caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas em estufa durante
24 h a 37 °C. Apos, uma algada desse crescimento foi estriada em placas de Petri com meio

BHA, e incubadas por 24 h a 37 °C, para o isolamento das colonias.
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Do crescimento bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma al¢ada e ressuspendida
em solucdo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na concentracdo 1 na escala de

McFarland (3 x 10 UFC mL™").

ii. Disco difusao

A analise de disco difusao foi realizada de acordo com protocolo proposto pelo Manual
Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2015a).

A solucdo salina contendo o indculo (3 x 10® UFC mL™") foi semeada com auxilio de
um swab estéril na superficie de placas com agar BHA. Em seguida, foram adicionados discos
de papel filtro esterilizados com didmetro de 6 mm. Apds, 20 pL de hidrolisado (10 mg mL™)
foram impregnados sobre os discos de papel e as placas incubadas por 24 h a 37 °C. Logo apos
este periodo foi efetuada a medicdo dos halos de inibi¢do. A atividade antibacteriana foi
avaliada considerando os seguintes parametros: nenhuma atividade foi considerada (=), uma
zona de inibic¢ao (didmetro) < 10,0 mm foi considerado inativo (+), didmetro entre 10.0 e 13,0
mm foram considerados parcialmente ativos (++) e diametro > 14,0 mm foram considerados

ativos (+++) (VALGAS et al., 2007).

iii. Concentracio minima inibitoria

A concentragdo minima inibitéria (CMI) foi realizada de acordo com protocolo proposto
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2015b) com
modificagdes.

Para isto foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pogos estéril. Cada poco
continha 100 pL de caldo BHI, 100 pL de in6culo (80 uL de caldo BHI e 20 pL de 4gua salina
com crescimento bacteriano [3 x 108 UFC mL']) e 100 uL de hidrolisado em concentragdes de
10; 5;1; 0,1 € 0,01 mg mL!. A inibi¢dio do crescimento bacteriano foi monitorada por medida
da absorbancia a 620 nm em um leitor de microplacas (EE, Polaris, Celer, Brasil)
imediatamente apds o preparo das placas e apds 24 h de incubagdo a 37 °C. Os valores de
absorbancia dos pogos em concentragdes correspondentes foram comparados com o controle
negativo (pocos contendo caldo BHI) e controle positivo (pogos contendo o indculo). A CMI
foi considerada como a concentragdo em que houve redugdo de 50% do crescimento bacteriano

no meio de cultura.
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iv. Concentracio minima bactericida

Apos a realizagao da CMI, foram retirados 15 uL dos pogos de todas as amostras,
estriados em placas de Petri com agar BHA e incubados por 24 h a 37 °C. Foi considerada a
concentracdo minima bactericida (CMB), os valores das placas em que ndo houve crescimento

bacteriano (CLSI, 2015Db).

4.5.8.5. Atividade hipocolesterolémica in vitro

Para a avaliagdo da atividade hipocolesterolémica in vitro foi realizada o ensaio de
inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase)
utilizando o kit da Sigma-Aldrich CS1090 (SIGMA, 2007) nas fracdes peptidicas menores que
3 kDa. O ensaio baseia-se na leitura espectrofotométrica do decréscimo da absorbancia a 340
nm, representando a oxida¢do da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido
(NADPH) pela subunidade catalitica de HMG-CoA redutase, na presenca do substrato HMG-

Coa, como apresentado abaixo:

HMG-CoA +2 NADPH + 2 H" = Mevalonato + 2 NADP* + Coa-SH

A pravastatina (250 nM) foi utilizada como controle positivo, uma vez que inibe a agdo
catalitica da HMG-CoA redutase. Aliquotas contendo 4 pL. de NADPH (concentragao final de
400 pM) e 12 pL de substrato HMG-CoA (concentragio final de 0,3 mg mL™") foram pipetadas
em placas de 96 pocos em tampao (pH 7,4). As andlises foram iniciadas (tempo 0), apos a
adigdo de 2 pL da HMG-CoA redutase (0,50 - 0,70 mg mL"! de proteina) em um volume final
de 0,2 mL por pogo. A mistura foi incubada a 37 °C na auséncia de inibidores (controle), na
presenca da aliquota de 1 pL de pravastatina e em varias concentragdes de proteina de cada
fragdo peptidica (1, 2 e 3 mg mL™!), separadamente e em triplicata. As quantidades de NADPH
consumidas foram monitorados a cada 2 min durante 20 min em leitor de placas SpectraMax
M5 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Os resultados foram calculados como pmol de
NADPH oxidado min™' (U) por mg de amostra, segundo Eq. (10). Uma Unidade converte 1
umol de NADPH a NADP" por min a 37 °C.
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. AAbs amostra  AAbs branco (10)
Unidades : - :

min min *() , 2

mg amostra B 12,44*V*0,6*0,55

Onde: 12,44 = representa o0 2 NADPH consumido na reacao; 0,2 = volume total da
reacdo em mL; V = volume de enzima utilizado (0,006 mL); 0,6 = concentracao de enzima em
Mgproteina ML'; 0,55 = caminho de luz em cm.

Levando em consideragdo a reagio na auséncia de inibidores (Unidades mg ' atividade), 05
resultados foram expressos como % de inibi¢ao da atividade da enzima na presenca das fragdes

peptidicas (Unidades mg 'amostra) como mostra a Eq. (11).

Unidades Unidades ( 11 )

mg Patividade ) mg Pamostra %
Unidades 100

Capacidade de inibigdo (%)=

mg Patividade

4.5.9 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, exceto analises de infravermelho,
eletroforese, caracteristicas térmicas, menor capacidade de gelificacao e microscopia eletronica
de varredura, e os resultados foram avaliados estatisticamente mediante a Analise de Variancia
(ANOVA) e as médias comparadas entre si através do teste de Tukey (p < 0,05) utilizando o

programa Statistica 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. INFLUENCIA DO PROCESSO DE ISOLAMENTO DAS PROTEINAS DE CHIA
NAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

A Tabela 2 apresenta as propriedades fisico-quimicas do subproduto (CF), da fracao
rica em proteina (PRF) e dos concentrados proteicos (CPC1 e CPC2) de chia. Estes resultados
estdo em contraste com os de Segura-Campos et al. (2013) para a fracdo PRF, que reportou
valores maiores de cinzas (8,8%) e fibras (11,5%), e valores menores para lipidios (0,5%) e
proteinas (44,6%) aos obtidos neste estudo (Tabela 2). Detectamos diferencas significativas
entre as amostras (p < 0,05). O teor de proteinas foi concentrando dependendo do método
utilizado para a extragdo das proteinas: CPC2 > CPCI1 > PRF > CF. Assim, os concentrados
CPCI1 e CPC2 sao bons materiais para o processo de hidrdlise pelo alto contetido de proteinas.
O teor de lipidios da fragao PRF foi maior (p <0,05) e o teor de lipidios dos concentrados CPC1
e CPC2 foi menor (p < 0,05) do que para o subproduto CF. O contetido lipidico do subproduto
CF pode ser considerado como um interferente para obtengdo dos concentrados proteicos,
principalmente causado pela adi¢do de hidroxido de so6dio durante o processo de extragdo, que
pode produzir reagdes de saponificacdo (ALLINGER, 1976).

Verificamos que o método quimico utilizado na obten¢do dos concentrados CPCl1 e
CPC2 foi mais eficiente para a extragdo de proteinas do que o método de fracionamento em
seco utilizado na obtencdo da fracdo PRF, devido ao menor teor de lipidios e maior teor de
proteina. Além disso, o rendimento do fracionamento em seco (14,1+2,3% m/m) foi menor do
que o obtido por qualquer dos processos quimicos (CPC1, 17,1+0,7% [m/m] e CPC2,
19,2+1,4% [m/m]). No entanto, a principal vantagem do método de fracionamento em seco ¢ a
simplicidade do processo, juntamente com o decréscimo ou auséncia de agua ou outros
solventes, com a consequente vantagem de ndo gerar efluentes e residuos (VAZQUEZ—
OVANDO et al., 2010). Dependendo do processo utilizado, foi possivel obter produtos com
altos niveis de proteina, que podem ser utilizados como matéria-prima para a producao de
hidrolisados proteicos. Percebe-se que, o método de peneiramento aumentou em 26,5% o teor
de proteina e o método quimico para o concentrado 1 (CPC1), aumentou em 48,5% e para o
concentrado 2 (CPC2), aumentou em 50,7% o teor de proteina em comparacdo ao subproduto

da produgao de 6leo de chia (CF).
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do subproduto, farinha de chia (CF), da fracao rica

em proteina (PRF) e dos concentrados proteicos (CPC1 e CPC2)

CF PRF CPCl1 CPC2
Composigio proximal (g 100 g1)

Umidade 7,5+0,09°  7,9+0,166  43+027°  7,9+0,30°
Cinzas' 6,7+0,05>  7,6+0,02° 1,2+0,19°  0,9+0,01¢
Lipidios' 11,8+£047° 16,6+0,79°  40+035  42+0,01°
Proteinas' 36,5+0,54%  49,7+0,56° 70,9+0,93° 74,1+0,81°
Fibras' 21,4+0,24* 5,0+ 0,26 0,2+0,08  0,1+0,05
Outros carboidratos’ 23.6 21,1 23,7 20,7
Fracao proteica (% do total)

Albuminas 22.8+0,08 105+026> 56+0,14c  3,1+0,05
Globulinas 22,4+ 1,45  16,1+£0,48>  6,3£0,05  6,7+0,07°
Glutelinas 489+0,65 683+239 815+1,22" 84,5+4,62°
Prolaminas 5,8 +0,06° 5,1+ 0,20° 6,6 £0,23¢2 5,7+ 0,08
Cor

L* 49,1 £1,15° 59,8+0,84> 63,1 £1,04° 57,9+0,09°
a* 4,1 +£0,08  3,0+0,04° 4,240,13° 3,3+0,08°
b* 152+0,14° 16,4+0,15> 23,5+0,11* 23.2+0,20
Indice de brancura (IB) 3,7+ 1,16° 10,6 £ 1,16 -7,37+125° -11,6+0,67¢

'base seca. Todos os resultados sdo expressos como média + desvio padrido em triplicatas. Desvio padrio seguido
de diferentes letras mintisculas na mesma linha apresentam diferenga significativa (p < 0,05).

As glutelinas representaram a maior fragao de proteinas de chia neste estudo (Tabela 2).
Em outros estudos, as globulinas (SANDOVAL-OLIVEROS; PAREDES-LOPEZ, 2013;
VAZQUEZ-OVANDO et al., 2010) e as prolaminas (OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPEZ;

TECANTE, 2010) representaram a maior fragdo de proteinas de chia. Para Sandoval-Oliveros

e Paredes-Lopez (2013), a fracdo de glutelina mostrou quatro bandas com tamanhos

moleculares em torno de 20-30 kDa com certa semelhanca com as globulinas. Isso ¢ consistente

com a classificacao de Fukushima (1991) que incluiu essas duas fragdes em uma tnica, com

base em critérios de homologia estrutural primdria. Na andlise eletroforética (Figura 17)

observamos bandas com alta intensidade em 20-30 kDa. As glutelinas s3o tipicamente

encontradas em sementes de vegetais, como cereais, incluindo trigo (GRAVELAND;

BONGERS; BOSVELD, 1979) e arroz (ZHAO et al., 2012a). No arroz, as principais proteinas
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de armazenamento sdo as glutelinas (65-85%) enquanto que as prolaminas sdo a menor fragao
(HUEBNER et al., 1990). Os métodos quimicos recuperaram principalmente glutelinas,
associadas ao uso de hidroxido de sédio e acido cloridrico no processo. Entretanto, com a
utilizagdo de processos de extracdo das proteinas houve mudancas na distribui¢do (%) dessas
proteinas nas diferentes amostras, as albuminas e globulinas diminuiram, as glutelinas
aumentaram e as prolaminas se mantiveram com valores proximos. O menor valor obtido para
as albuminas foi para o concentrado CPC2, que pode estar relacionado a menor solubilidade
proteica obtida nesta fragdo proteica (Figura 20A).

A Figura 15 apresenta as fotografias das amostras de chia utilizadas neste estudo. O
indice de brancura (IB) representa a cor de um objeto entre branco e amarelo. Neste estudo,
encontramos que a fragdo PRF e o subproduto CF tendem a ser mais claros, enquanto que os
concentrados CPC1 e CPC2 tendem a ser amarelos. Os valores do pardmetro de coordenadas
de cromaticidade (b*) (Tabela 2) confirmam que estes concentrados tendem a ser amarelos. As
cores das proteinas isoladas de vegetais geralmente estdo associados a um produto de reagdes
de proteina-polifenol, que pode produzir polimeros altamente coloridos (MARCONE;
KAKUDA, 1999). Assim, a diferenca de cor entre os concentrados (CPC1; CPC2), o
subproduto CF e a fracdo PRF foi provavelmente porque na extragdo de concentrados alguns
compostos fenolicos, bem como seus produtos de oxidacao presentes, podem ter co-precipitado

com as proteinas.

Figura 15 - Fotografias do subproduto (CF), fragdo rica em proteina (PRF), concentrado
proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2 (CPC2) utilizados neste estudo
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A composi¢ao de aminoacidos do subproduto CF, da fracdo PRF e dos concentrados

CPCl1 e CPC2 ¢ apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composi¢ao de aminoacidos do subproduto, farinha de chia (CF), fracao rica em
proteina (PRF), concentrado proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2 (CPC2)

mg aminoacido g! proteina

Aminoacidos CF PRF CPC1 CPC2
Acido aspartico ~ 97,73+0,76° 106,14+ 11,58° 88,23 +6,01? 94,51 + 3,35
Acido glutimico 167,73 £0,36* 168,65+ 7,11*° 183,53 +3,86* 182,99 + 1,02
Serina 52,65+ 1,04* 51,30+ 1,23 53,77 +0,24° 54,12 + 0,012
*Glicina 41,44 £0,07%° 40,91 £0,76° 42,50 + 0,81%P 43,43 +0,14°
Histidina 33,29 +£0,64°  33,14+0,07° 30,70 + 4,09° 32,03 + 0,64°
*Arginina 109,76 £0,26* 106,33 £0,62°  112,92+0,23* 109,51 +0,85"
*Treonina 36,67 £0,30%° 37,87 £0,45° 35,55+0,61° 36,26 + 0,76%°
Alanina 48,52+ 1,30°  47,92+0,37° 45771 £0,19* 41,04 + 9,44
Prolina 52,55+0,71* 48,43 +4,22° 48,61 +2,03° 49,07 + 1,36
*Tirosina 42,94+030° 40,28 £ 1,09" 39,90+ 0,41° 36,98 +0,27¢
Valina 46,06 +0,32* 4827 +1,71° 4522 + 0,03 43,75 + 2,28
*Metionina 32,57+£0,11° 29,76 + 0,54¢ 34,07 £ 0,76*° 35,85+ 0,08?
*Cisteina 3,94+ 046>  330+0,10° 7,76 + 1,23%b 10,53 + 1,37
Isoleucina 36,25+ 0,25° 38,93 +2,00° 33,68 + 0,20° 33,44 + 1,99
Leucina 7577+ 1,17 76,37 3,19 73,55 + 1,27 72,02 + 0,37
Fenilalanina 70,63 +£0,30° 71,97 +5,53? 63,97 +2,10° 64,68 + 0,54*
Lisina 51,46 £ 4,060 50,41 +2,04° 60,27 + 1,25° 59,74 + 4,75
Triptofano ND ND ND ND

AA essenciais 382,70 386,72 377,01 377,77
Total de AA 999,96 999,98 999,94 999,95

*apresentaram diferenca significativa. Todos os resultados sdo expressos como média + desvio padrao em
triplicata. Desvio padrido seguido de diferentes letras minusculas na mesma linha apresentam diferenga
significativa (p < 0,05). ND: ndo determinado. AA: aminoacidos. AA essenciais: valina, leucina, isoleucina, lisina,
treonina, metionina, histidina, fenilalanina e triptofano.

Entre as amostras, detectamos diferencas significativas (p < 0,05) para a glicina, a
arginina, a treonina, a tirosina, a metionina e a cisteina. Estes dados sugerem que a escolha do
método de isolamento da proteina afeta a composicdo dos aminodcidos. Havia uma alta

concentracao de acido glutamico, arginina, acido aspartico, leucina e fenilalanina em todas as
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amostras avaliadas. Olivos-Lugo, Valdivia-Lopez e Tecante (2010) relataram resultados
semelhantes para farinha desengordurada e proteina isolada de chia com altas concentragdes de
arginina, acido glutamico, acido aspartico e leucina. A presenga de niveis elevados de acido
glutamico ¢ de interesse na industria de alimentos, devido ao seu potencial para estimular os
sistemas nervoso e imunoldgico em humanos (PAREDES-LOPEZ, 1991).

O concentrado CPC2 apresentou uma alta concentragdo de metionina e cisteina. O
conteudo alto de cisteina resulta em uma alta densidade de pontes dissulfeto, ocasionada pela
exposicao de aminoacidos hidrofobicos que ocorre durante a desnaturagdo proteica, formando
um agregado maior e tornando-se menos soluvel. Por causa disto, o concentrado CPC2 ndo ¢
hidrofilico, resultando com baixa solubilidade de proteina (Figura 20A). Do conteudo total de
aminoacidos também foram observadas diferencas por Stone et al. (2015) na andlise dos
métodos de extragdo para isolados proteicos de ervilha de vérias cultivares. Sandoval-Oliveros
e Paredes-Lopez (2013) analisaram a composicdo de aminodcidos da farinha de chia
desengordurada sendo considerada como uma boa fonte de aminoacidos sulfurados, acido
aspartico e glutdmico. Vazquez-Ovando et al. (2010) encontraram que a concentracdo de alguns
aminoacidos como a tirosina, a histidina, a arginina e a prolina, aumentou na fragdo rica em
proteina de chia, utilizando um processamento a seco (peneiramento), em relagdo a farinha
desengordurada. Neste estudo a arginina, a tirosina e a metionina foram menores na fracdo PRF
comparado ao subproduto CF. E provavel que os lipidios ainda presentes no subproduto CF
influenciaram este resultado, diminuindo a extracao das proteinas.

Os aminodcidos essenciais das proteinas de sementes representam 35-45% dos
aminoacidos totais. Aqui, encontramos valores de aminoacidos essenciais de 38,3; 38,7; 37,7 ¢
37,8% para CF, PRF, CPC1 e CPC2 respectivamente, que sdo semelhantes aos achados de
Olivos-Lugo, Valdivia-Lopez e Tecante (2010) (41,8 e 42,8% para proteinas de farinha de chia
desengordurada e isolado proteico, respectivamente). No concentrado CPC2 foi encontrado
maior quantidade de metionina (aminoacido hidrofébico) seguido pelo concentrado CPCl,
subproduto CF e fracdo PRF, que se correlaciona com nossos dados de solubilidade da proteina.
A qualidade proteica da chia ¢ uma contribui¢do nutracéutica importante para os alimentos. Os
peptideos presentes em hidrolisados proteicos tém diferentes atividades biologicas que
dependem da sua composi¢ao e sequéncia de aminoacidos (SAADI et al., 2015). Isso sugere
que os peptideos obtidos das diferentes fragdes/amostras de proteinas de chia provavelmente

terdo diferentes bioatividades.
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52. INFLUENCIA DO PROCESSO DE ISOLAMENTO DAS PROTEINAS NA
ESTRUTURA PROTEICA

A espectroscopia no infravermelho ¢ capaz de fornecer informagdes sobre os grupos
funcionais. A Figura 16 apresenta o espectro FTIR das amostras de chia. As bandas Amidal e
11 sdo as mais relevantes, sendo a banda de amida I (1600 a 1700 cm™) a mais informativa sobre
a estrutura secundaria das proteinas. Essas bandas sdo principalmente devido a sensibilidade
das ligagdes peptidicas C=0 as varias conformacdes das estruturas secundarias proteicas
(FORATO; BERNARDES FILHO; COLNAGO, 1998). Os principais locais de pico espectral

e suas atribuigdes de proteinas de chia sdo fornecidas no Apéndice 12.

Figura 16 - Espectro FTIR de CF (farinha de chia parcialmente desengordurada- subproduto),
PRF (fracdo rica em proteina), CPC1 (concentrado proteico 1) e CPC2 (concentrado proteico
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A principal diferenca observada neste espectro esta relacionada aos picos de Amida I e
II: a fragdo PRF apresenta a banda mais alta, seguida do subproduto CF e concentrados CPCl1

e CPC2. Esta mudanca indica que o processo quimico enfraquece as ligagdes de hidrogénio da
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estrutura S-sheets € que isso ocorre por causa do desdobramento da proteina (TANG; MA,
2009). O intervalo padrio de absor¢do da Amida II est4 entre 1550 e 1600 cm™ e estd associado
a ligagdo N-H juntamente com as vibragdes de estiramento C-N. Os picos de Amida II das
proteinas extraidas foram observados entre 1549 e 1551 cm™. As ligagdes de Amida III foram
observadas entre 1231 ¢ 1234 cm™. Além disso, a exposi¢do prolongada das proteinas a baixas
temperaturas durante o processo de liofilizagdo poderia ter produzido um aumento da desordem
das estruturas. Dos aminoacidos alifaticos, apenas os picos de prolina estdo dentro da faixa de
1400-1456 cm™!. Os picos de prolina com consideravel intensidade infravermelha parecem ser
aqueles em 1448-1452 cm™ (Figura 16). Os picos de triptofano com consideravel intensidade
infravermelha parecem ser aqueles em 1334 e 1455 cm™ (FABIAN et al., 1994). Detectamos
picos de triptofano no intervalo 1398-1415 cm™ (Figura 16). Assim, devido as diferengas
relatadas foi constatado que o método de isolamento afeta a estrutura secundaria de proteinas.
A Figura 17 apresenta o perfil eletroforético das amostras de chia estudadas. Como ja
relatado, as principais subunidades do perfil proteico apareceram entre 20-30 kDa, fracao das

glutelinas.

Figura 17 - Perfil eletroforético do subproduto farinha (CF), da fragdo rica em proteina
(PRF), do concentrado proteico (CPC1) e do concentrado proteico 2 (CPC2) de chia
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No entanto, ndo foram observadas bandas de alta e baixa intensidade no concentrado
CPC2 comparado ao concentrado CPC1 que apresentou trés bandas (51-55 kDa e 15 kDa). O
subproduto CF e a fragdo PRF apresentaram trés bandas entre 12 e 14 kDa. No processo para
obter os concentrados proteicos de chia CPC1 e CPC2 houve perda de proteinas de baixa massa
molecular, provavelmente devido as condi¢des aplicadas no método quimico de isolamento das
proteinas. O perfil eletroforético das fragdes proteicas de chia foram estudadas por Orona-
Tamayo et al. (2015). As albuminas apresentaram bandas de baixa intensidade com MM de =10
a 250 kDa com cinco bandas de intensidade que variaram em torno de 15, 20, 28, 35 e 80
kDa. As globulinas exibiram oito bandas de intensidade de 10, 15, 18, 25, 30, 33, 50 e 60 kDa.
As prolaminas exibiram trés bandas que variaram em torno de 16, 17 e 19 kDa e outras bandas
menos intensas de 30-40 kDa. As glutelinas apresentaram quatro bandas principais de 20, 25,
30 e 33 kDa e outras bandas menos intensas entre 10, 14, 54 ¢ 60 kDa.

A Figura 18 apresenta as micrografias em um microscopio eletronico de varredura
(MEV) das amostras de chia. As morfologias de superficie dos concentrados CPC1 ¢ CPC2 sao
diferentes do que a do subproduto CF: os concentrados apresentam estruturas rugosas e fibrosas,
enquanto o subproduto apresenta estrutura globular e regular. A morfologia superficial da
fragdo PRF foi semelhante ao do subproduto CF. Estes achados sugerem que as condi¢des dos

métodos de extragdo quimica alteram a morfologia superficial das proteinas de chia.

Figura 18 - Micrografias utilizando um microscopio eletronico de varredura do subproduto
CF (farinha de chia), fragdo PRF (fragdo rica em proteina), concentrado CPC1 (concentrado
proteico de chia 1) e concentrado CPC2 (concentrado proteico de chia 2)

Simbolos de seta: diferengas encontradas na estrutura das proteinas obtidas.
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Enquanto o subproduto CF e a fragdo PRF ndo receberam nenhum processamento
quimico, o precipitado dos concentrados proteicos CPC1 e CPC2 formado quando as proteinas
anteriormente solubilizadas foram submetidas ao seu ponto isoelétrico, apresentaram aspecto

diferente, conforme visualizado na Figura 19.

Figura 19 - Fotografias dos concentrados proteicos (A) CPC1 e (B) CPC2, esquerda
(precipitados proteicos) e direita (concentrados proteicos umidos)

(A)

Durante a produgdo dos concentrados observou-se uma diferenga no modo de agregacao
e formagao do precipitado. Nas placas observam-se os precipitados com aspecto diferente, onde
o CPC1 (A) aparece na forma mais compacta comparado com o CPC2 (B), que possui um
aspecto mais esfarelado. Assim, essas modificagdes estruturais podem alterar o modo em que

as moléculas se agrupam quando expostas a diferentes valores de pH.

53. INFLUENCIA DO PROCESSO DE ISOLAMENTO DAS PROTEINAS NAS
PROPRIEDADES FUNCIONAIS

As propriedades funcionais das proteinas sdo grandemente influenciadas pela sua
conformagdo. A Tabela 4 apresenta os pardmetros obtidos do DSC, as caracteristicas do gel e a

capacidade de absor¢do de oleo do subproduto e dos produtos obtidos. Os valores das
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temperaturas de desnaturacdo (Tq — Tabela 4) estavam acima de 100 °C para as amostras

testadas, exceto o concentrado CPC2.

Tabela 4 - Caracteristicas térmicas, formacao de gel e capacidade de absor¢ao de dleo do
subproduto farinha de chia (CF), da fragdo rica em proteina (PRF), do concentrado proteico 1
(CPC1) e do concentrado proteico 2 (CPC2)

CF PRF CPC1 CPC2

Caracterizacio térmica
Temperatura média de 66,4—-152,72 130,3-145,2 32,0-145,7 47,3-129,8
desnaturagao (ATq) °C

Pico de temperatura de 115,8 135,4 107,7 95,1
desnaturacao (Tq) °C

Entalpia de desnaturacao 151,4 68,1 109,3 104,9
(AHq) J g

Caracteristicas do gel

Menor concentragdao do gel 4 4 16 9

m/v (%)

Firmeza do gel (mN) 2151,7 +0,28% 2339,8 + 0,49* 2067,6 + 0,87*748,6 + 0,13

Capacidade de absorc¢io do 3,5+0,17° 23+0,06° 32+0,29%° 37+0,28°
6leo (g g

Os resultados de firmeza do gel e de capacidade de absorc¢do de 6leo sdo expressos como média + desvio padrio
em triplicatas. Desvio padrio seguido de diferentes letras minusculas na mesma linha apresentam diferencga
significativa (p < 0,05).

O concentrado CPC1 apresentou uma Tg4 superior ao concentrado CPC2 (Tabela 4),
provavelmente relacionado ao método de obtengdo do concentrado CPC2 que utilizou uma
temperatura de 90 °C, tornando a proteina parcialmente desnaturada. Estes resultados, aliado
aos outros obtidos, demonstram o quao diferentes sdo as proteinas obtidas por diferentes
métodos e que podem afetar a estabilidade das proteinas de chia. A fracdo PRF mostrou maior
Tq e entalpia menor do que as amostras CF, CPC1 e CPC2 (Tabela 4), o que pode ser devido a
uma maior propor¢ao de conformacdes fS-sheets nesta fragdo (Figura 16). Sandoval-Oliveros e
Paredes-Lopez (2013) encontraram resultados similares com Tqg variando de 85,6 — 104,7 °C
para as fracdes proteicas de chia e explicaram que é provavel que a conformacdo dos
componentes dessas fragdes seja estabilizada por uma série de interacdes hidrofobicas, de
natureza endotérmica e, portanto, requerem uma grande quantidade de energia para a

desnaturagao.
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Essas diferencas na temperatura de desnaturacdo para diferentes proteinas podem ser
atribuidas aos diferentes métodos de extracdo, bem como ao conteudo de cinzas e proteinas. De
fato, a maior estabilidade térmica das proteinas das lentilhas em comparacao com os feijoes
comuns foi atribuida a um maior numero de S-sheets (CARBONARO et al., 2008). De acordo
com Sandoval-Oliveros e Paredes-Lopez (2013), as temperaturas de desnaturagdo das fragdes
de proteinas de chia foram semelhantes (albuminas = 103,6 °C e globulinas = 104,7 °C). Além
disso, Olivos-Lugo, Valdivia-Lopez e Tecante (2010) estudaram a estabilidade térmica das
fragdes proteicas de sementes de chia: albuminas (Tq = 80,1 °C), globulinas (T4 = 125 °C),
glutelinas (Tq = 105 °C) e prolaminas (T4 = 70,4 °C).

A diferenca de entalpia (AH) fornece informagdes sobre a energia necessaria para
desnaturar a estrutura proteica; Quanto maior este valor, maior ¢ a sua estabilidade. O
subproduto CF ¢ o mais estdvel enquanto a fracdo PRF ¢ a menos estavel. Os concentrados
CPCI1 e CPC2 apresentaram valores semelhantes de entalpia. Estes resultados demonstram que
a estabilidade ao calor das proteinas do subproduto CF ¢é controlada por um equilibrio de
residuos polares e ndo polares, de modo que quanto maior a propor¢ao de residuos nao polares,
maior ¢ a estabilidade ao calor (HARWALKAR; MA, 1987). Devido a estabilidade térmica
encontrada das proteinas de chia, elas podem ser usadas em sistemas de alimentos submetidos
a tratamentos térmicos elevados.

A menor concentracdo de gelificacdo (LGC) ¢ frequentemente utilizada como uma
indicacdo da capacidade de gelificagdo das proteinas alimentares, que pode ser definida como
a menor concentragao requerida para formar um gel auto-sustentdvel. A LGC inferior indica
uma capacidade superior da fragdo proteica de formar géis (BOYE et al., 2010). Os resultados
mostraram que o concentrado CPC2 (com valor de LGC de 9%, m/v) formou um gel forte,
indicando propriedades de gelificagdo superiores em relagdo ao concentrado CPC1 (com valor
de LGC de 16%, m/v). Este resultado reforga os resultados obtidos para solubilidade proteica
(Figura 20A), em que as amostras com elevada solubilidade requerem uma menor concentragao
de proteina para formar bons géis.

O concentrado CPC2 que foi obtido com a menor concentragdo de gelificagdo
apresentou uma resisténcia do gel notavelmente inferior em comparagdo com o concentrado
CPC1. Com efeito, estes resultados de LGC e solubilidade (Figura 20A) mostram que existe
inter-relacdo e confirmam que o método de isolamento utilizado afeta as caracteristicas destas
proteinas. A firmeza do gel foi semelhante para o subproduto CF e fragdo PRF, mostrando
ambos altas propriedades de gelificagdo. Portanto, recomenda-se estas matérias-primas (CF e

PRF) para uso em alimentos que requerem propriedades de gelificacdo. Papalamprou et al.
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(2009) sugeriram que o método de isolamento, e ndo a sua composi¢cdo, determina o
comportamento de gelificacdo da proteina. O subproduto CF e a fragdo PRF apresentaram alto
teor de fibras (21,4 e 5,0%, respectivamente), que favoreceu o LGC menor (4%, [m/m]). Isto
ocorreu porque as sementes de chia possuem mucilagem que, em solugdo aquosa, forma um
gel, mesmo em concentracdes baixas de proteina (MUNOZ et al., 2012). Este resultado ¢
consistente com os nossos dados de composicao (Tabela 2), o que mostra que o concentrado
CPC2 (que tem um alto teor de proteina) requer uma menor concentracdo de proteina para
formar géis, comparado ao concentrado CPCI1. Joshi et al. (2011) explicaram que altas
concentragdes de proteina contribuem para formar redes de gel fortes devido a uma maior
quantidade de agregagdes durante a etapa de formagao do gel. Nosso resultado de gelificagao
do concentrado CPC2 ¢ semelhante ao relatado por Joshi et al. (2011), que examinaram um
isolado de proteina de lentilha convertido em p6 por liofilizacdo (630 mN) e secagem por
pulverizacao (735 mN).

A capacidade de absorcao de 6leo (CAO) do concentrado CPC2 (Tabela 4) é semelhante
a encontrada na proteina isolada da semente de chia (4,04 g de 6leo por g de proteina)
(OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPEZ; TECANTE, 2010). Ao comparar os concentrados
CPCl1 e CPC2, ¢ provavel que o passo de tratamento térmico da extra¢do resultou em uma
desnaturagdo parcial das proteinas, que teria exposto os sitios hidrofobicos e disponibilizados
para a interacdo com os lipidios. Isso poderia explicar o alto valor de CAO do concentrado
CPC2. O alto valor de CAO do subproduto CF pode ser devido ao seu alto teor de fibras (Tabela
2). A fracdo rica em fibras de chia apresentou um valor de CAO de 2,02 g de 6leo por g de
amostra (VAZQUEZ OVANDO et al., 2009), demonstrando que as fibras de chia também
apresentam uma capacidade de absorcao de dleo.

O tamanho da particula pode influenciar a CAO em que particulas menores tenham
relativamente maior superficie de contato e, portanto, teoricamente, poderdo absorver mais 6leo
(LOPEZ et al., 1996). Entretanto, o menor valor de CAO para a fragio PRF em comparagio
com as outras proteinas isoladas sugere que ela tem uma natureza hidrofilica. O concentrado
CPC2 apresentou capacidade de absorc¢ao de 4gua menor (Figura 20B), mas um valor de CAO
mais alto, indicando a presenga de maior numero de locais lipofilicos em sua estrutura do que
as outras amostras de chia (CF, PRF e CPCl1). Kinsella ¢ Melachouris (1976) relataram que
uma maior propor¢ao de aminoacidos apolares nas proteinas resulta em caracteristicas mais
lipofilicas. O método utilizado para a obtencdo das proteinas pode expor componentes
lipofilicos (CHAU; HUANG, 2003). Neste estudo, a fragdo PRF extraida ndo foi exposta a

nenhum processo quimico e nao exibiu comportamento lipofilico, enquanto que com a
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utilizagdo de um processo quimico, utilizado para a obtenc¢ao dos concentrados CPC1 e CPC2,

a CAO foi aumentada. O efeito do pH nas propriedades funcionais das proteinas de chia ¢

apresentado nas Figuras 20, 21 e 22.

Figura 20 - Solubilidade proteica (A) e capacidade de absor¢do de dgua (B) do subproduto
farinha (CF), fracdo rica em proteina (PRF), concentrado proteico 1 (CPC1) e concentrado
proteico 2 (CPC2) de chia
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o mesmo valor de pH sao significativamente diferentes (p < 0,05).
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Os valores de solubilidade (Figura 20A) das proteinas estudadas foram CF > PRF >
CPC1 > CPC2. O subproduto CF e a fragdo PRF apresentaram solubilidade maior em
praticamente todos os valores de pH estudados quando comparados aos concentrados CPC1 e
CPC2. Em geral, a perda de solubilidade como resultado de aumentos de temperatura ou
desnaturagdo térmica (Tabela 4) resulta em uma fraca solubilidade da proteina em solventes
aquosos, como ¢ observado no processo de producao do concentrado CPC2. Verifica-se assim,
a perda de solubilidade dos concentrados devido possivelmente ao tratamento quimico € ao
calor que influenciam nesta caracteristica das proteinas.

A perda de solubilidade no ponto isoelétrico ¢ um critério classico que é usado para
detectar e monitorar a desnaturagdo de proteinas em solugdes aquosas. Uma capacidade minima
de solubilidade e absorcao de dgua (Figura 20) foi observada a pH 3 (isto €, o ponto isoelétrico
das proteinas de chia), enquanto que a solubilidade aumentou tanto em valores de pH maiores
e menores. Acima ou abaixo do ponto isoelétrico, em virtude do aumento das cargas liquidas e
das forgas repulsivas, as proteinas incham e ligam mais a 4gua (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). As proteinas se agregam perto do ponto isoelétrico devido a fortes
interagcdes intermoleculares, resultando em menos interagdes da proteina com a agua e,
portanto, com uma menor solubilidade proteica (YULIANA et al., 2014).

Maiores teores de fibras resultam em uma capacidade de absorcao de dgua maior. Isso
pode ser devido a presenca de mucilagem no subproduto CF e fragao PRF que podem atuar
como fibras dietéticas soluveis. Este comportamento foi observado no subproduto CF e fragdo
PRF que apresentam conteudo de fibras superiores aos concentrados proteicos CPC1 e CPC2.
As mucilagens possuem excelentes propriedades de capacidade de absor¢do de agua
(CAPITANI et al., 2012). Alguns autores estudaram a capacidade de absor¢do de agua da
mucilagem de chia ou fragdo rica em fibras: 62,64 — 143,66 g g' (SEGURA-CAMPOS et al.,
2014a), 11,73 g g' (VAZQUEZ-OVANDO et al., 2010) e 36,2 — 40,1 g g’ (SEGURA-
CAMPOS et al., 2014b), demonstrando a alta capacidade destas fracoes.

Percebe-se que até o valor de pH 7, o concentrado CPC2 apresentou maior valor de
capacidade de absor¢do de dgua comparado ao concentrado CPCI1, onde provavelmente a
proteina do concentrado CPC2 estava parcialmente desnaturada o que costuma aumentar cerca
de 10% o valor de capacidade de absorcdo de 4gua do que uma proteina nativa
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Timilsena et al. (2016a) avaliaram a
capacidade de absorc¢do de dgua de trés tipos de isolados proteicos de semente de chia seco por

pulverizagio, a vacuo e liofilizado obtendo valores de 2,3; 2,1 ¢ 2,9 g g}, reflexo do baixo teor
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de fibras: 2,4; 2,5 € 2,2% e alto teor de proteinas: 90,5; 90,3 e 91,2%, respectivamente. Valores

semelhantes ao encontrado neste estudo para os concentrados CPC1 e CPC2.

A Figura 21 apresenta a capacidade e estabilidade emulsificante das amostras de chia.

Figura 21 - Capacidade (A) e estabilidade (B) emulsificante do subproduto farinha (CF),
fragdo rica em proteina (PRF), concentrado proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2
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Em relagdo a capacidade e estabilidade emulsificante (Figura 21), a fracdo PRF e o
subproduto CF ofereceram uma melhor formagdo e estabilidade da emulsdo comparada aos
concentrados CPC1 e CPC2, afirmando que as condi¢des aplicadas no método quimico de
isolamento das proteinas alteram drasticamente esta propriedade. De fato, os concentrados
CPCI1 e CPC2 apresentaram quase nenhuma capacidade de emulsdo, provavelmente devido as
condi¢des de extra¢do da proteina, teor de proteina final e ao pH das emulsoes.

Além disso, a alta temperatura usada durante a producdo do concentrado CPC2
provavelmente resultam em desnaturagao e insolubilidade das proteinas, afetando também suas
propriedades emulsificantes. Uma dependéncia da capacidade emulsificante em fun¢do do pH
era esperada, uma vez que se sabe que a capacidade de emulsdo da proteina depende do seu
equilibrio hidrofilico-lipofilico, que ¢ afetado pelo pH (SATHE; DESHPANDE; SALUNKHE,
1982).

A Figura 22 apresenta a capacidade e estabilidade de formagao de espuma das proteinas
de chia. Para a capacidade de formagdo de espuma (Figura 22A), o subproduto CF e a fracao
PRF apresentaram resultados semelhantes, enquanto que os concentrados CPC1 e CPC2
apresentaram diferencas. A capacidade minima de espuma ocorre a pH 3 (Figura 22A), devido
ao comportamento das proteinas em seu ponto isoelétrico (Figura 20A). O concentrado CPC1
apresentou alta capacidade de formacao de espuma (Figura 22A), mas baixa estabilidade
(Figura 22B). Makri e Doxastakis (2006) observaram que o pH altera a estrutura da proteina,
levando a diferencgas na capacidade e estabilidade da espuma.

A alta solubilidade em proteinas ¢ um pré-requisito para alcangar uma boa capacidade
e estabilidade de espuma. Os concentrados apresentaram baixo valor de solubilidade e,
portanto, baixa capacidade de formagado de espuma. Entretanto, o concentrado CPC1 apresentou
alta formacdo e estabilidade comparado com o concentrado CPC2. A fragdo PRF foi
aproximadamente 80% estavel para todos os valores de pH apos a formacdo da emulsdo. Os
concentrados apresentaram baixa estabilidade apos a formacao das emulsoes, indicando que as
diferencas na atividade emulsificante das proteinas também poderiam ser causadas por

diferencgas estruturais.
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Figura 22 - Capacidade (A) e estabilidade (B) de formacao de espuma do subproduto farinha
(CF), fragao rica em proteina (PRF), concentrado proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2
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Todos os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo em triplicata. Médias com letras mintisculas com
o mesmo valor de pH s&o significativamente diferentes (p < 0,05).

Assim, avaliando os resultados da caracterizacdo das proteinas de chia, comprovou-se

que os diferentes métodos utilizados para extracdo da proteina modificaram as suas



104

propriedades. Entdo, buscamos testar se 0 método de processamento afeta as bioatividades dos

hidrolisados obtidos a partir dessas proteinas.

5.4. HIDROLISE PROTEICA PARA A OBTENCAO DE PEPTIDEOS

O mesmo tempo de hidrélise - 240 min - foi determinado para avaliar o efeito das
enzimas nas bioatividades dos hidrolisados e das fragdes peptidicas. A atividade especifica
determinada nas proteases foi de 9 U mg™! para a enzima Alcalase e 2,76 U mg™! para a enzima
Flavourzyme. A Figura 23 apresenta as fotografias dos hidrolisados proteicos obtidos apds o

processo de liofilizacgao.

Figura 23 - Fotografias dos hidrolisados proteicos obtidos a partir do subproduto farinha
(CF), fracdo rica em proteina (PRF), concentrado proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2
(CPC2) de chia

CPCI-A CPCI-F CPCI-S CPC2-A CPC2-F CPC2-S

A: Alcalase; F: Flavourzyme; S: Sequencial

A Tabela 5 apresenta os valores de grau de hidrolise (GH) para os diferentes métodos
de extracdo de proteinas e os rendimentos das fracdes de ultrafiltracio. Em geral, os
hidrolisados dos concentrados CPC2 e CPC1 apresentaram valores de GH maiores do que os
hidrolisados do subproduto CF e da fragdo PRF, comprovando que, em geral, os concentrados
sao bons materiais para hidrélise, por facilitarem o processo de hidrélise. Em relagdo aos
sistemas enzimaticos utilizados, a Alcalase produziu hidrolisados com maior GH do que a
Flavourzyme. Em 120 min de hidrolise, Betancur-Ancona et al. (2014) também encontraram
resultados semelhantes, para hidrolisado de concentrado de proteina de feijdo — 33,29%
utilizando o sistema sequencial Alcalase-Flavourzyme. Zhao et al. (2012b), em 240 min de

hidroélise, encontraram valor de GH mais elevados para Alcalase (GH: 14,51%) e mais baixo
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para Flavourzyme (GH: 2,95%) para hidrolisados de proteinas de arroz. Isso sugere que os
locais cataliticos mais suscetiveis para hidrolise estejam mais disponiveis para Alcalase do que

para a Flavourzyme.

Tabela 5 - Grau de hidrolise (GH) por trés sistemas enzimaticos e rendimento (%) dos
hidrolisados proteicos do subproduto farinha (CF), fragdo rica em proteina (PRF),
concentrado proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2 (CPC2) de chia, resultantes da

ultrafiltragdo
Rendimento (%)

Alcalase GH (%) F1 F2 F3

CF 18,69 £0,273¢ 52,0+ 7,97%% 11,71 £3,58%¢ 36,27 £ 4,39%4
PRF 20,32+ 1,801 63,13 +3,53b¢ 5,54 = 1,09f 31,32 + 2,434
CPC1 30,61 £0,771° 41,48 +6,55%F 4,07 +2,09° 54,45 + 4,45
CPC2 29,33£0,514° 3508 +2,09% 14,38 £2,38%0cde 50,53 + 4 460
Flavourzyme GH (%) F1 F2 F3

CF 7,96 £0,273° 73,12 +3,62%° 5,09 = 4,79%f 21,79 + 1,378f
PRF 544+0236"  79,06+2,35 17,43 +2,43%bc 3,50 + 0,078
CPC1 6,78 £0,273%" 59,39 £ 54254 1797 +£8,09*%¢ 22,63 +£2,68%F
CPC2 5,79+0,118%" 69,81 +7,46*® 12,49+ 1,08>¢4ef 17,70 +6,37"
Sequencial GH (%) F1 F2 F3

CF 2321 +£1,425¢ 45,79 +2,79%F 8,03 +£0.28%" 46,17 £2,512b¢
PRF 25,03+0,273° 34,11+ 1,11%¢ 21,65+ 1,66 442242 77%bc
CPC1 39,70 £ 0,473* 40,44 +3,320 1841 +£2,13%%¢ 41,14 + 545%¢4
CPC2 38,99 £ 0,946 25,81 +4,13¢ 23,78 + 2,56 50,41 + 6,69%

Média + desvio padrdo; desvio padrdo seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna sdo
significativamente diferentes (p < 0,05). F1, fracdo 1: representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular > 10
kDa; F2, frag@o 2: representa as fragoes peptidicas de tamanho molecular 3-10 kDa; e F3, fragdo 3: representa as
fragdes peptidicas de tamanho molecular < 3 kDa.

A Alcalase, uma endoprotease bacteriana, ¢ limitada pela sua especificidade, resultando
em GH nao superior a 20-25%, dependendo do substrato, mas pode atingir estes valores em um
curto periodo de tempo, sob condi¢des moderadas (SEGURA-CAMPOS et al., 2013). A
Flavourzyme apesar de apresentar baixo valor de GH ¢ recomendada pela literatura porque
produz hidrolisados ou peptideos com atividade bioldgica e baixa amargura. No presente
estudo, utilizou-se também o sistema sequencial Alcalase-Flavourzyme, pois a pré-digestao

com a endoprotease Alcalase aumenta o numero de sitios N-terminal disponiveis, o que facilita
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a hidrolise pela exopeptidase Flavourzyme, podendo gerar valores de GH tao altos quanto 50%
(PEDROCHE et al., 2002). Os valores de GH mais elevados foram produzidos com o sistema
sequencial. Espera-se que uma combinagao de duas enzimas leva a um produto mais hidrolisado
do que usar somente uma enzima, conforme relatado por Garcia-Moreno et al. (2014) e Shi et
al. (2014).

O valor de GH dos hidrolisados dos concentrados CPC1 e CPC2 nos trés sistemas
enzimaticos foram estatisticamente iguais (p < 0,05); observou-se que a variagdo do método de
obtencdo dos concentrados proteicos de chia nao produziu melhora significativa no valor de
GH. Como a Flavourzyme tem atividade endo e exopeptidase, a expectativa era de que a
predigestdo com Alcalase aumentasse o numero de locais N-terminais, facilitando assim a
hidrolise (KOU et al., 2013). Segura-Campos et al. (2013) realizaram hidrélise da fragdo PRF
e obtiveram um valor de GH de 43,8% utilizando o sistema sequencial Alcalase-Flavourzyme,
resultado maior que o encontrado neste estudo, provavelmente porque o teor de lipidios da
fragdo PRF (0,54%) era inferior ao de nosso estudo (16,2%), o que indicou ser um interferente
para obtencdo de GH maior dos hidrolisados proteicos.

Os rendimentos das fracdes de hidrolisados proteicos (Tabela 5) apds a ultrafiltracao
mostram que os menores valores de GH apresentados pela enzima Flavourzyme correspondem
a um maior conteudo de peptideos com tamanhos > 10 kDa. Os valores de GH mais elevados
apresentados pelo sistema sequencial Alcalase-Flavourzyme correspondem a um maior
conteudo de peptideos com tamanhos < 3 kDa. Assim, a distribui¢do das massas moleculares
dos hidrolisados proteicos obtidos por diferentes sistemas enzimdticos sdo visivelmente
distintas, refletindo diferencas nos comprimentos das cadeias peptidicas e na exposicao de
grupos amino terminais, o que pode influenciar grandemente a atividade bioldgica dos
hidrolisados. Isso sugere alta eficiéncia dos sistemas Alcalase e sequencial Alcalase-

Flavourzyme usados para hidrolisar a chia em peptideos de menor tamanho molecular.

5.5.  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE /N VITRO DOS PEPTIDEOS DE
CHIA

Sabe-se que peptideos de baixa MM exercem atividades antioxidantes maiores do que
peptideos de alta MM, geralmente com MM acima de 3 kDa (GARCIA-MORA et al., 2015;
ZHOU; SUN; CANNING, 2012). Uma vez que a atividade antioxidante varia frequentemente

em funcdo de diferentes radicais livres, inicialmente o estudo do sequestro do radical livre
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DPPH foi utilizado como medida para avaliar a atividade antioxidante dos hidrolisados e

fracdes peptidicas, conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - EC50 para DPPH de hidrolisados e fragdes peptidicas do subproduto farinha (CF),
fragdo rica em proteina (PRF), concentrado proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2

(CPC2) de chia
Hidrolisado/Fragdes mg hidrolisado/fragdo  Hidrolisado/Fragdes mg hidrolisado/fragado
peptidicas peptidica g! DPPH peptidicas peptidica g' DPPH
CPCI1-A 55,83 £ 0,43™n0P%"  CF-A 52,1 + 1,37m0panst
CPC1-AF1 83,5 + 1,59%keh CF-A F1 34,6 + 1,245V
CPC1-A F2 16,8 + 5,37 CF-A F2 127,6 + 2,67>%4
CPC1-A F3 459 + 1,03P9m5t CF-A F3 33,4+ 0,95%%%
CPCI1-F 54,6 £ 1,49mnopar  CF-F 65,7 £ 0,250-bmn.o
CPC1-F F1 54,7+ 5,65™mnopar  CF-F F1 61,8 £ 2,921mnop
CPC1-F F2 34,8 + 1,64%H0 CF-F F2 42,5 + 3,809t
CPC1-F F3 28,3 + 1,687 CF-F F3 54,7 + 0,58mn-0.par
CPC1-S 74,0 £ 0,628 CF-S 94,1 +2,81f
CPC1-S F1 147,8 +1,35° CF-S F1 52,8 + 0,61™OPaTs
CPC1-S F2 79,3 + 8,150ehiJ CF-S F2 55,4 £ 0,90™m0-Par
CPC1-S F3 198,7 £ 0,997 CF-S F3 66,9 + 2,201-bmn.0
CPC2-A 75,1 £ 0,90&015! PRF-A 70,9 + 2,78Midlmn
CPC2-A F1 85,9 + 2,84%F¢ PRF-A F1 49,0 £ 1,060Panstu
CPC2-A F2 44,5+ 020P455  PRF-A F2 170,7 + 13,54°
CPC2-A F3 102,5+ 1,57° PRF-A F3 20,3 + 0,787
CPC2-F 125,8 + 3,40¢ PRF-F 127,9 + 5,004
CPC2-F F1 147,9 + 5,44° PRF-F F1 74,5 + 1,661
CPC2-F F2 40,85+ 1,035 PRF-F F2 59,8 + 3,51bmnopd
CPC2-F F3 58,66 + 1,48-mnopar  PRE-F F3 35,8+ 0,195V
CPC2-S 145,3 £9,41°%¢ PRF-S 83,1 & 3,74behi
CPC2-S F1 57,3 + 1,07"mmopar  PRF-S F1 71,2 + 4,41&0bibm
CPC2-S F2 33,4+ 1,02%%% PRF-S F2 64,3 = 0,985bm:no
CPC2-S F3 140,1 + 3,16><4 PRF-S F3 68,3 £ 0,45&h4.bmn

Meédia + desvio padrdo; desvio padrdo seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna sdo
significativamente diferentes (p < 0,05). Fragdo 1, F1, representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular > 10
kDa; fracdo 2, F2, representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular 3-10 kDa; e fracdo 3, F3, representa as
fragdes peptidicas de tamanho molecular < 3 kDa.
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A concentragdo necessaria para obter um efeito antioxidante a 50% (EC50) ¢ um
parametro normalmente empregado para expressar a capacidade antioxidante e comparar a
atividade de compostos diferentes (CHEN; BERTIN; FROLDI, 2013). A capacidade de
sequestro do radical livre DPPH para os hidrolisados e fragdes peptidicas de chia variaram de
maneira significativa entre 16,8 e 198,7 mg hidrolisado/fracio peptidica g' DPPH.
Curiosamente, os hidrolisados CPC1-A F2 e PRF-A F3 mostraram a atividade de sequestro do
radical DPPH mais forte enquanto os hidrolisados CPC1-S F3 e PRF-A F2 foram menos
eficazes contra DPPH, o que demonstra que o sistema enzimatico e consequentemente, o grau
de hidrolise alcangado nos hidrolisados proteicos de chia, afeta a efetividade da atividade
antioxidante. De fato, entre as fra¢des, o fracionamento por ultrafiltracdo afetou a atividade de
sequestro do radical DPPH. As fragdes peptidicas com menores tamanhos moleculares
apresentaram maiores valores de atividade antioxidante.

Em geral, as fracdes F2 (fracdes peptidicas de MM entre 3-10 kDa) e F3 (fragdes
peptidicas de MM < 3 kDa) apresentaram a maior atividade antioxidante em comparagao com
os hidrolisados e fragdes F1 (fragdes peptidicas de MM > 10 kDa) de chia. As amostras que
obtiveram os melhores resultados para o DPPH foram utilizando a Flavourzyme (concentrado
CPCI-F, F3 e fragdo PRF-F, F3) e Alcalase (concentrado CPC1-A, F2). Além disso, percebe-
se que a matéria-prima, utilizada para produzir os hidrolisados proteicos, afeta o resultado para
a atividade antioxidante: utilizando os concentrados CPC1 e CPC2 como matérias-primas para
a hidroélise, as melhores respostas foram obtidas nas fragdes peptidicas de MM entre 3-10 kDa,
enquanto que para a fracdo PRF e o subproduto CF, a fracdo peptidica < 3 kDa apresentou
melhor resultado, ou seja, menor concentragdo de hidrolisado/fragcdo peptidica por grama de
DPPH. Isto pode ser atribuido ao fato de que os peptideos com MM inferior poderiam reagir
mais facilmente com os radicais livres.

Outros autores também verificaram que a atividade das fragdes de peptideos com menor
MM (< 3 kDa) foi mais forte para hidrolisados proteicos de batata (ZHANG; MU, 2017;
ZHANG; MU; SUN, 2014). Alguns autores estudaram a atividade antioxidante de hidrolisado
proteico de farelo de arroz (PHONGTHALI et al., 2018) e amendoim (HWANG et al., 2010)
pelo método DPPH e verificaram que os peptideos com MM < 3 kDa e entre 3-5 kDa
apresentaram as maiores atividades antioxidantes. No entanto, as diferencas na composigao,
estrutura e comprimento de aminoacidos dos peptideos nos hidrolisados podem ser os principais
fatores que influenciam a atividade antioxidante (KLOMPONG et al., 2007; PIHLANTO;
AKKANEN; KORHONEN, 2008; WANG et al., 2007; YANG et al., 2008). Os resultados

indicaram que a eficacia antioxidante dos hidrolisados proteicos de chia dependera do tipo de
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enzima e da matéria-prima. A segunda medida de atividade antioxidante, a atividade de captura

do radical livre ABTS", é apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 - Atividade antioxidante por captura do radical livre ABTS™ de hidrolisados e
fragdes peptidicas do subproduto farinha (CF), fragdo rica em proteina (PRF), concentrado
proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2 (CPC2) de chia

Hidrolisado/Fragdes ~ pmol Trolox L' g!  Hidrolisado/Fragdes  pmol Trolox L' g!

peptidicas hidrolisado/fragao peptidicas hidrolisado/fragao
CPC1-A 438,5+30,21%%  CF-A 1976,2 + 24,89"
CPC1-A F1 3099,1 + 79,214 CF-A F1 1042,8 + 10,63™"
CPC1-A F2 172,6 + 11,83%" CF-A F2 545,9 + 17,39r4
CPC1-A F3 175,3 + 15,84%Y CF-A F3 666,9 + 104,46°P
CPC1-F 1232,6 +2,70%™ CF-F 2441,5 + 5,65%¢
CPC1-F F1 2555,5+ 6,675 CF-FF1 2660,3 + 32,81%¢
CPC1-F F2 171,0 + 15,41%Y CF-F F2 288,1 + 57,1074
CPC1-F F3 307,9 £ 6,70%%  CF-F F3 2767,9 + 113,35¢
CPC1-S 812,9 + 82,14° CF-S 1045,1 + 71,72"
CPC1-S F1 276,4 £ 4,395 CF-SF1 1338,1 + 42,08
CPC1-S F2 25,4+ 8,28" CF-S F2 229,1 + 28,49
CPC1-S F3 146,0 + 3,91%Y CF-S F3 391,0 + 30,96%"%
CPC2-A 307,2+22,07%%"%  PRF-A 3517,6 £ 96,61°
CPC2-A F1 1182,6 £9,38"™"  PRF-A Fl 1432,6 + 32,67
CPC2-A F2 554,3 + 34,164 PRF-A F2 4409,0 + 39,79
CPC2-A F3 185,0 +9,12%Y PRF-A F3 4551,8 +32,15°
CPC2-F 1282,6 + 34,115  PRF-F 3405,5 + 50,65¢
CPC2-F F1 1964,6 + 103,53" PRF-F F1 1746,2 + 63,88
CPC2-F F2 438,7+18,93%"  PRF-F F2 761,8 + 28,97°
CPC2-F F3 732,6 + 38,70° PRF-F F3 1256,7 + 4,0304m
CPC2-S 682,2 + 82,18%P PRF-S 2369,9 + 58,45¢
CPC2-S F1 24942 £223.36%¢  PRF-S F1 38352+ 112,65°
CPC2-S F2 197.2 + 4,86 PRF-S F2 701,0 + 56,57°P
CPC2-S F3 460,6 + 19,13%* PRF-S F3 754,2 +7,91°

Meédia + desvio padrdo; desvio padrdo seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna sdo
significativamente diferentes (p < 0,05). F1, fragdo 1: representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular > 10
kDa; F2, fragdo 2: representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular 3-10 kDa; e F3, fragcdo 3: representa as
fragdes peptidicas de tamanho molecular < 3 kDa.
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Pelo método de captura do radical livie ABTS", a enzima Alcalase (PRF-A F2 e F3) se
comportou melhor, seguido pelo sistema sequencial Alcalase-Flavourzyme (PRF-S F1) e
Flavourzyme (PRF-F). Phongthai et al. (2018) também verificaram que os peptideos com MM
menores (< 3 kDa e 3-5 kDa) apresentaram maior atividade (425,81 £+ 2,59 e 430,12 + 1,95
umoL de equivalente Trolox g! amostra, respectivamente) do que os peptideos maiores (5-10
kDa; 403,28 + 4,90 umoL de equivalente Trolox g' amostra). Entretanto, avaliando de um
modo geral os resultados, pela atividade de captura do radical livre ABTS", verificou-se que a
fragado F1 com maior MM (> 10 kDa) foi a que apresentou melhores resultados. A maior
atividade dessa fragdo poderia estar relacionada com o efeito sinérgico de peptideos deste
tamanho molecular.

A enzima utilizada afeta o tamanho do peptideo e os aminoacidos especificos contidos
na sequéncia peptidica influenciando a atividade antioxidante (LAPSONGPHON;
YONGSAWATDIGUL, 2013). O aminoacido com um grupo hidroxilo fendlico nos peptideos
também pode ser responsavel pela atividade de captura do radical livre ABTS". A
especificidade da enzima desempenha um papel importante na liberagao de mais compostos
fenolicos e/ou na exposi¢ao de aminoacidos antioxidantes e na subsequente expressao de sua
atividade antioxidante. Além disso, a semente de chia contém uma quantidade de compostos
com potente atividade antioxidante devido a substdncias como miricetina, quercetina,
kaempfenol e acido cafeico (COELHO; SALAS-MELLADO, 2014). Como ja relatado, ¢
possivel que na extragdo de concentrados alguns compostos fenolicos podem ter co-precipitado
com as proteinas e permaneceram presentes nos hidrolisados proteicos.

A maior atividade do ABTS" para hidrolisados utilizando Alcalase em comparagdo com
a atividade dos produtos obtidos com outras enzimas € confirmada na literatura. A Alcalase
produziu peptideos de proteinas de canola capazes de captura do radical livre ABTS" mais
eficazmente do que os obtidos com Pancreatina, Tripsina e Pepsina (ALASHI et al., 2014), o
que também ocorreu no caso de proteinas de linhaga tratadas com esta enzima (KARAMAC;
KOSINSKA-CAGNAZZO; KULCZYK, 2016).

A atividade antioxidante dos peptideos pode ser influenciada pela sequéncia de seus
aminoacidos, a quantidade dos aminodcidos presentes, o grau de hidrolise e o tamanho dos
peptideos (INTARASIRISAWAT et al., 2012). Assim como pelos métodos de DPPH e ABTS,
no método do FRAP os hidrolisados/fragdes peptidicas foram principalmente afetados pela
especificidade da enzima e o grau de hidrdlise como mostrado na Tabela 8. Para o método de

FRAP obtiveram melhor resultado: Alcalase (subproduto CF-A F2, fragdo PRF-A F2),
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Flavourzyme (concentrado CPCI1-F F2, F3) e Sequencial Alcalase-Flavourzyme (subproduto

CF-S F2).

Tabela 8 - Atividade antioxidante por FRAP de hidrolisados e fragdes peptidicas do
subproduto farinha (CF), fragdo rica em proteina (PRF), concentrado proteico 1 (CPC1) e
concentrado proteico 2 (CPC2) de chia

Hidrolisado/Fragao pmol FeSO; g! Hidrolisado/Fragao pmol FeSO4 g!
peptidica hidrolisado/frag¢ao peptidica hidrolisado/fracao
peptidica peptidica
CPC1-A 214,8 + 1,45mn0P CF-A 279,1 = 9,401
CPC1-A F1 177,9 + 6,370Pars+ CF-A F1 2473 + 12,27-mn
CPC1-A F2 315,3 + 4,40 CF-A F2 420,3 £ 10,95
CPCI-A F3 211,7 + 0,89mn-0-Pd CF-A F3 366,1 £ 4,430cdef
CPC1-F 180,7 + 5,18°0Pars CF-F 183,3 + 4,310pars
CPCI1-F F1 165,6 + 10,5594 CF-FFI1 214,1 + 16,37mm0p
CPC1-F F2 384,6 + 4,30*><d CF-FF2 309,7 + 4,278
CPCI1-F F3 377,3 £ 7,67*bcde CF-F F3 277.9 + 6,66
CPC1-S 181,5 + 2,970Pars CF-S 244.8 + 7,09-mn
CPC1-S F1 176,3 + 8,13Parstu CF-SFI1 2953 + 11,71
CPC1-S F2 308,5 + 26,538 CF-S F2 398,6 + 9,50%>°
CPC1-S F3 189,1 + 2,56°P4+s CF-SF3 319,9 + 17,00%¢h
CPC2-A 150,7 & 2,945 PRF-A 289,6 + 3,64M4
CPC2-A F1 173,6 + 12,59P4%st PRF-A F1 252,5+ 16,36"™
CPC2-A F2 335,6 + 16,84%0eh PRF-A F2 412,2 +9,73%b
CPC2-A F3 155,6 + 10,69 PRF-A F3 370,7 + 2,78>cde
CPC2-F 131,3 + 3,820 PRF-F 203,8 £ 13,07m0Par
CPC2-F F1 129,7 + 7,22 PRF-F F1 213,3 £ 16,76™n0P4
CPC2-F F2 292,1 + 23,220 PRF-F F2 351,5 £ 5,77°0eke
CPC2-F F3 257,3 9,59 PRF-F F3 333,2 £ 10,90%feh
CPC2-S 129,5 + 9,64 PRF-S 225,8 + 11,55mm°
CPC2-S F1 162,5 £ 11,994 PRF-S F1 319,6 + 8,48%eh
CPC2-S F2 283,9 & 18,25 PRF-S F2 350,1 + 5,69%f¢
CPC2-S F3 92,6 + 10,91" PRF-S F3 220,8 + 6,09™"0P

Média + desvio padrido; desvio padrao seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna sao
significativamente diferentes (p < 0,05). F1, fragdo 1: representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular > 10
kDa; F2, fragdo 2: representa as fragdes peptidicas de tamanho molecular 3-10 kDa; e F3, fracdo 3: representa as
fragdes peptidicas de tamanho molecular < 3 kDa.
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O aumento de aminodacidos livres e fragmentos de peptideos proporcionam uma fonte
adicional de elétrons e protons para manter um alto potencial redox (XIAO et al., 2014).
Phongthai et al. (2018) obtiveram o maior valor de FRAP (125,09 =+ 1,45 pmoL FeSO4 g’!
amostra) em hidrolisado proteico de farelo de arroz hidrolisado com o sistema Pepsina-Tripsina.
Este foi seguido por Pepsina (109,82 + 1,96 pmoL FeSO4 g'! amostra), enquanto o concentrado
proteico de farelo de arroz teve o menor valor de 78,84 + 7,09 pmoL FeSOs g' amostra,
resultados inferiores aos encontrados no presente estudo.

O FRAP e a atividade de captura do radical ABTS" sdo tipicos dos métodos de
transferéncia de elétrons envolvendo uma reagdo redox. No entanto, o tipo de radical ¢ o
mecanismo de reagdo entre eles sdo diferentes. O FRAP indica o potencial de redugdo de um
antioxidante que reage com complexo Fe**-TPTZ produzindo um composto azul de Fe**-TPTZ.
O poder de reducdo esta associado a presenga dos compostos atuando como um doador de
atomos de hidrogénio para estabilizar os radicais livres (WANYO; CHOMNAWANG;
SIRIAMORNPUN, 2009). ABTS", o oxidante no ensaio ABTS, também fornece composto de
cor verde. A extensdo da descoloragdo como percentual de inibicdo da capacidade radical ou
de captura (RE et al., 1999). O FRAP ¢ conduzido sob condi¢des de pH 4cido (pH 3,6) de modo
a manter a solubilidade em ferro enquanto que o ABTS ¢ conduzido a pH 7,4. Estas poderiam
ser as razoes para a ndo correlacdo entre os métodos FRAP e ABTS.

Em nosso estudo, nos trés ensaios de atividade antioxidante avaliados, as fragdes
peptidicas obtidas por ultrafiltragdo exibiram maior capacidade de captura de radicais e redugao
do ferro que os hidrolisados, indicando que as membranas seletivas de diferentes massas
moleculares sdo uteis em concentrar peptideos antioxidantes. Existem véarios relatos onde a
correlagdo entre diferentes compostos e a atividade antioxidante in vifro tem sido avaliada
(SEGURA-CAMPOS et al., 2013; VAVRUSOVA et al., 2015). No entanto, esses estudos
apresentam resultados contraditdrios, pois a capacidade antioxidante depende de muitos fatores.
Entre outros, devemos considerar a interagdo entre diferentes fendis com proteinas ou os
componentes da matriz de alimentos.

A oxidacao dos constituintes de alimentos € uma resposta a deterioragdo dos alimentos.
Sabe-se que a peroxidacdo lipidica de produtos alimentares pode causar deterioracdo na
qualidade dos alimentos, diminuir a vida 1til e a aceitabilidade dos alimentos processados. A
peroxidacao lipidica pode gerar radicais livres que podem levar a decomposicao de acidos
graxos, o que pode reduzir o valor nutricional e a seguranca dos alimentos, produzindo flavor
indesejavel e substancias toxicas (NIKI et al., 2005). Além disso, as reacdes mediadas por

radicais livres t€ém um papel significativo em muitos fendomenos biologicos, como danos
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celulares e envelhecimento, estimulando a oxidag¢do de lipidios e a formagdo de produtos

secundarios de peroxidagao lipidica.

5.6. EFEITOS DOS PEPTIDEOS SELECIONADOS NA OXIDACAO LIPIDICA DA
CARNE

Os hidrolisados de proteinas demonstraram inibir efetivamente a oxidacao dos lipidios
em produtos alimentares (KONG; XIONG, 2006), sugerindo que hidrolisados/peptideos
especificos podem ser utilizados como antioxidantes naturais quando adicionados a produtos
alimentares para melhorar a qualidade e a estabilidade.

Os produtos ricos em lipidios, como carne moida, sdo um modelo alimentar comumente
utilizado para avaliar o potencial dos agentes no controle da oxida¢ao lipidica. Em nosso estudo,
a carne moida foi preparada para determinar se os peptideos com propriedades antioxidantes
notaveis (conforme verificado pelos métodos DPPH e FRAP) podem efetivamente inibir a
oxidacdo lipidica em amostras de carne durante o armazenamento. Conforme refletido pelos
resultados de TBARS (Tabela 9), houve uma clara indica¢do de oxidagdo lipidica nas amostras
de carne bovina que aumentou progressivamente em fun¢do do tempo de armazenamento.

No periodo inicial de armazenamento, todas as amostras de carne apresentaram certo
grau de oxidagdo lipidica com valores ja conhecidos de TBARS (0,15 — 0,48 mg equivalentes
de MDA kg! de carne bovina). As carnes tratadas com as fragdes CPC1-F F2, CF-S F3, PRF-
A F3 e CF-A F3 em 250 ug g e as fragdes CF-S F3 e PRF-A F3 em 500 pg ¢! apresentaram
um valor de TBARS significativamente inferior (p < 0,05), cerca de 73% menor em relagdo ao
controle. No dia 2 de armazenamento, todos os tratamentos antioxidantes apresentaram efeitos
inibitorios significativos (p < 0,05) na oxidagao lipidica da carne, com exce¢do das fracdes
CPCI-F, F2 500 ug g'!, CPC1-A F2 em ambas as concentragdes estudadas.

Os valores de TBARS das amostras de carne tratadas com CPC1-S F2 e CPC2-F F2 a
500 pg g™ no dia 2 foram 58,7% e 61,2%, respectivamente, menores que as do controle. Zhou,
Sun e Canning (2012) verificaram que em 15 dias de armazenamento, a fragdo peptidica entre
1 e 3 kDa de hidrolisado proteico de milho utilizando a enzima Neutral foi a unica fragcdo que
inibiu oxidacdo lipidica em niveis de 250 e 500 pg g em até 52,9%. Kumar et al. (2016a)
observaram um aumento acentuado no valor de TBARS na emulsao controle (0,402 + 0,03 no
dia0a 1,181+ 0,114 mg de malonaldeido kg™! no dia 6) em comparagio com emulsdes tratadas
com 0,03% de hidrolisado durante o armazenamento refrigerado (0,718-0,812 mg de

malonaldeido kg™ de carne no dia 6), semelhante aos resultados encontrados neste estudo.



Tabela 9 - Inibicdo da oxidagdo lipidica da carne pelas fragdes peptidicas do subproduto farinha (CF), fracdo rica em proteina (PRF),
concentrado proteico 1 (CPC1) e concentrado proteico 2 (CPC2) de chia durante 6 dias de armazenamento a 4 °C

Fragdes selecionadas

Concentragdo na carne (ug g’')

TBA (mg MDA kg! de carne)

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6
Controle 0 0,48 + 0,008*P 0,80 = 0,019*€ 0,95 + 0,008 1,17 £0,005%4
CPCI1-F F2 250 0,16 + 0,0041-P 0,60 + 0,010>C 1,23 +0,027>8 1,58 + 0,025%>A
CPC1-F F2 500 0,23 + 0,003%P 0,81 = 0,005*€ 0,98 + 0,010%B 1,55+ 0,075%>A
CPC1-A F2 250 0,18 £ 0,0058MP 0,77 +0,014>¢ 1,36 + 0,024%B 1,65 + 0,006
CPC1-A F2 500 0,19 £0,003&™P 0,75 £ 0,009 1,18 +0,003%8 1,48 £ 0,031>cA
CPC1-SF2 250 0,41 £0,031>¢ 0,55 +0,008%¢4B 0,62 + 0,00955B 1,36 + 0,058%A
CPC1-SF2 500 0,28 + 0,005%C 0,33 £0,0038M¢ 0,81 +0,016%B 0,96 + 0,044
CPC2-S F2 250 0,27 £0,019%%P 0,57 £0,0015%C 0,80 + 0,061%B 1,01 +0,063%54
CPC2-S F2 500 0,24 + 0,004%¢C 0,48 £ 0,014%LB 0,47 +£0,013'8 0,53 +0,0114
CPC2-F F2 250 0,20 £ 0,004%8P 0,51 £ 0,004%4eC 0,65 +0,033%B 1,00 + 0,008%H4
CPC2-F F2 500 0,39 + 0,017°€ 0,31 + 0,008™P 0,65 + 0,016%B 1,13 + 0,006%¢A
CF-S F3 250 0,15+ 0,005M4P 0,43 +0,038%C 0,53 + 0,006"B 0,72 + 0,003&hiA
CF-S F3 500 0,13£0,012°¢  0,47+0,0374E8 0,59 +£0,009%mAB 068 +0,118M14
PRF-A F3 250 0,14 + 0,005° 0,42 + 0,0345&C 0,61 = 0,00655&8 0,67 = 0,004
PRF-A F3 500 0,15+0,003%C 0,49 £0,051%58 0,62 + 0,007%54 0,62 + 0,0104-4
CF-A F3 250 0,15 +0,005%° 0,49 +£0,034%LC 0,56 £ 0,013%ehB 0,78 £ 0,01180A
CF-A F3 500 0,19 + 0,006 0,60 + 0,062%8 0,55 + 0,008%h-B 0,82 + 0,014%4

Meédia + desvio padréo; desvio padrao seguidos de letras mintisculas: diferenga significativa entre as amostras (colunas) (p < 0,05); Letras maiusculas: diferen¢a significativa entre os dias de
armazenamento para a mesma amostra (linhas) (p <0,05). A: Alcalase, F: Flavourzyme, S: Sequencial Alcalase-Flavourzyme; Fragdo 2, F2, representa as fracdes peptidicas de tamanho molecular
3-10 kDa; e frag@o 3, F3, representa as fracdes peptidicas de tamanho molecular < 3 kDa. MDA: malonaldeido; TBA: acido 2-tiobarbiturico.
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No dia 4 de armazenamento, os tratamentos CPC2-S F2 a 500 ug g e CF-S F3 a 250
ug g’ continuaram a inibir a oxidacdo lipidica na carne cozida em que os valores de TBARS
foram significativamente reduzidos em 50,5 e 42,4% em relagdo ao controle. Semelhante aos
resultados obtidos, no dia 6 do armazenamento, o tratamento com CPC2-S F2 ¢ PRF-A F3
(ambas em 500 pg g!) inibiram a oxidac3o lipidica da carne em 54,7 e 47%, respectivamente,
sugerindo que o efeito inibitorio do CPC2-S F2 e PRF-A F3 ¢ sustentavel mesmo apos o
armazenamento. Kumar et al. (2016b) utilizaram uma emulsao de carne de cabra como modelo
alimentar para determinar se o hidrolisado da caseina de leite de camelo por Alcalase
selecionado com fortes propriedades antioxidantes pode efetivamente inibir a peroxidagdo
lipidica da carne durante o armazenamento de 6 dias: o valor de TBARS da emulsdo tratada,
bem como do controle (sem hidrolisado) aumentaram durante o armazenamento, no entanto, a
emulsdo tratada com hidrolisado mantiveram valores mais baixos, comparados com o controle,
exceto no dia 0.

E provéavel que a enzima e a matéria-prima utilizada na hidrélise afeta o resultado na
inibicdo da oxidagdo lipidica da carne principalmente associada a sua composi¢ao
aminoacidica. Entretanto, os tratamentos CPC1-S F2 (500 pg g'), CPC2-F F2 (250 ug gh),
CPC2-S F2, PRF-A F3, CF-A F3 e CF-S F3 (ambas concentra¢des) também reduziram
significativamente (p < 0,05) ao 6° dia de armazenamento a oxidacdo lipidica da carne. Em
geral, esses resultados fornecem evidéncias de que os hidrolisados de proteina de chia
preparados a partir de proteases microbianas podem efetivamente inibir a oxidagao lipidica em
sistemas alimentares. A manutencdo de valores mais baixos de TBARS em carne tratadas pode

ser devido a presenca de atividade antioxidante de hidrolisados de proteinas de chia.

5.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VIVO DOS PEPTIDEOS
SELECIONADOS

Os ensaios de atividade antioxidante in vitro nao refletem necessariamente as condi¢des
fisiologicas celulares nem consideram a biodisponibilidade e os problemas metabdlicos (LIU;
FINLEY, 2005). Portanto, ¢ importante verificar se os compostos que sdo excelentes
antioxidantes in vitro também funcionam in vivo. Assim, também avaliamos o efeito
antioxidante dos hidrolisados de chia selecionados utilizando a levedura S. cerevisiae como um
modelo simples para avaliar se os peptideos com atividade antioxidante observada in vitro pode

ser correlacionada em sistemas vivos. Para analisar a capacidade dos peptideos de chia de
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proteger as células de S. cerevisiae contra danos, induzido pelo H>O» (agente estressor) a
viabilidade celular foi determinada na presenga de peptideos como quimioprotetor
(antioxidante externo). A Figura 24 apresenta os resultados para as taxas de sobrevivéncia de

S. cerevisiae para os diferentes tratamentos estudados.

Figura 24 - Taxas de sobrevivéncia de S. cerevisiae tratadas com fragdes peptidicas de chia
em presenga e auséncia de agente estressor (H202)
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Meédia + desvio padrdo; letras mintusculas: diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05); C: Controle, C
CPC1: controle contendo fracdo peptidica do concentrado proteico 1 e célula de levedura, C PRF: controle
contendo fracdo peptidica da fragdo rica em proteina e célula de levedura, C CPC2: controle contendo fragéo
peptidica do concentrado proteico 2 e célula de levedura, C CF: controle contendo fracdo peptidica do subproduto
e célula de levedura, A: Alcalase, F: Flavourzyme, S: Sequencial Alcalase-Flavourzyme; F2, fragdo 2: representa
as fracdes peptidicas de tamanho molecular 3-10 kDa; e F3, fragdo 3: representa as fra¢des peptidicas de tamanho
molecular <3 kDa, H,O»: células de levedura na presenga do agente estressor, + H,O,: amostras contendo perdxido
de hidrogénio — agente estressor.

O aumento da viabilidade celular ao tratamento sugere atividade protetora
(antioxidante) e a diminui¢do da viabilidade a um efeito deletério (pro-oxidante) (ROEHRS et
al., 2010). Como esperado, as células de levedura mostraram sensibilidade para H>O (0,75 mM
L) e apenas 63,5% foram capazes de sobreviver ao estresse oxidativo (Figura 24). A contagem
das Unidades Formadoras de Coldonia (UFC) do tratamento controle representa 100% de
sobrevivéncia, pois ndo teve influéncia dos agentes estressor e antioxidante. Um controle de
cada fracdo peptidica estudada também foi realizado para verificar se as fragdes peptidicas nao
teriam comportamento de agente estressor. Especificamente, CF-S F3 aumentou em 27% a taxa

de sobrevivéncia em relacdo as células de levedura expostas a H>O». As fragdes peptidicas
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CPC2-F F2, CPC1-A F2 e CPCI1-F F2 também aumentaram a taxa de sobrevivéncia em 23,4,
21,5 e 16%, respectivamente. Entre as 8 fragdes peptidicas estudadas, 4 (PRF-A F3, CPC2-S
F2, CPCI1-S F2 e CF-A F3) ndo apresentaram capacidade de reduzir o estresse oxidativo
causado por HxO2 em §. cerevisiae.

Apesar de ndo haver estudos referentes ao ensaio de estresse oxidativo utilizando S.
cerevisiae em hidrolisados proteicos, hé estudos de compostos fenolicos (BARONI et al., 2012;
DI PAOLA NARANIJO et al., 2016; MARTORELL et al., 2011; STINCO et al., 2015) e o
mecanismo subjacente ao efeito protetor dos polifendis para as células ainda nao € bem
compreendido. Entretanto, Baroni et al. (2012) relataram que a atividade antioxidante detectada
utilizando a levedura pode ser resultante de diferentes atividades produzidas por polifendis
individuais presentes nos vinhos tintos, incluindo efeitos aditivos, sinérgicos e antagonicos. A
atividade bioldgica observada poderia ser atribuida a mistura de compostos fendlicos presentes
em vez de um nico composto. Ou seja, os polifendis podem estar agindo como sequestradores
de radicais, ativando outras enzimas antioxidantes ou induzindo enzimas relacionadas a
glutationa reduzida (GSH). Podemos entdo fazer uma associacdo com este estudo: o tipo de
aminoacido e a sequéncia peptidica presentes nas fracdes peptidicas testadas podem apresentar
efeitos adversos na avaliagdo da atividade antioxidante in vivo.

Uma caracteristica importante dos peptideos € a sua capacidade de quelar metais. A
presenga de grupos carboxila e amino nas cadeias laterais de aminoacidos acidos (Glutamico e
Aspartico) e basicos (Lisina, Histidina e Arginina), faz com que algumas proteinas e peptideos
consigam quelar ions metalicos (GIMENEZ et al., 2009; SAIGA; TANABE; NISHIMURA,
2003). Os peptideos podem assim, complexar-se com metais, tais com Fe** e Cu®*
evitando/diminuindo a geragdo de radicais hidroxila pela reacao de Haber-Weiss/Fenton.

Resultados semelhantes ao encontrado neste estudo foram obtidos por Baroni et al.
(2012) que estudando esta atividade em vinho, o Cabernet Sauvignon aumentou em 26% a taxa
de sobrevivéncia em relagdo as células de levedura expostas a H>O» (sem vinho); Malbec e
Syrah também aumentaram a taxa de sobrevivéncia em 16% e 13%, respectivamente. Estes
resultados reforcam a ideia dos beneficios da utilizagdo de antioxidantes em alimentos,
cosméticos e medicamentos, por isso a busca crescente de estudos acerca da capacidade
antioxidante de compostos naturais devem ser realizados, a fim de que possam vir a substituir
os antioxidantes sintéticos como o BHT, sem prejuizo da capacidade antioxidante e sem os
efeitos indesejaveis relatados para os mesmos. O mecanismo de agdo antioxidante ocorre de

varias maneiras. Acima de tudo, eles podem doar elétrons, neutralizando assim as espécies


https://www-sciencedirect-com.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/neutralisation-immunology
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reativas de oxigénio e protegendo as células contra danos (MUSZYNSKA et al., 2018). Com
isso, sugere-se que as fracdes peptidicas de chia podem futuramente, agir como antioxidantes e
prevenir doengas que sao causadas por danos celulares, além de melhorarem a satde do sistema
imunologico. Maiores estudos devem ser realizados para verificar a atividade desses peptideos

quando submetidos a digestdo gastrointestinal.

5.8. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS HIDROLISADOS PROTEICOS DE CHIA

A atividade antibacteriana foi investigada para os hidrolisados. A Tabela 10 apresenta
os resultados para a atividade antibacteriana pelo teste de disco difusdo para verificacao

preliminar da atividade antibacteriana antes de estudos mais detalhados.

Tabela 10 - Atividade antibacteriana de hidrolisados de proteina de chia obtidos por trés
sistemas enzimaticos

Bactérias
Hidrolisados Staphylococcus aureus Escherichia coli O157:H7

CF-A ++ +
CF-F - -
CF-S +++ -
PRF-A +++ +
PRF-F +++ +
PRF-S ++ -
CPC1-A ++ -
CPCI1-F - -
CPCI-S +++ -
CPC2-A ++ -
CPC2-F - -
CPC2-S ++ +

Zonas de inibicdo: +++ (didmetro > 14,0 mm); ++ (didmetro entre 10,0 e 13,0 mm); + (didmetro < 10,0 mm); -
(sem atividade). CF (farinha de chia parcialmente desengordurada, subproduto), PRF (fracdo rica em proteina) e
CPC1 e CPC2 (concentrados de proteina de chia). -A: Alcalase, -F: Flavourzyme, -S: Alcalase-Flavourzyme
sequencial

Uma zona de inibicdo clara do crescimento foi observada, e os hidrolisados

apresentaram atividade frente bactérias Gram positivas (G") e Gram negativas (G"). Os
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hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase, nos diferentes métodos de isolamento de proteinas,
o subproduto CF, a fragdo PRF e os concentrados CPC1 e CPC2 mostraram inibi¢do para S.
aureus ¢ o subproduto CF e a fragdo PRF para E. coli. Para a enzima Flavourzyme, entre os
diferentes métodos de extragdo de proteinas, a fragdo PRF mostrou inibi¢do para S. aureus ¢ E.
coli. Para o sistema sequencial Alcalase-Flavourzyme, todos os métodos de extragdo de
proteinas (CF, PRF, CPC1 e CPC2) mostraram inibi¢ao para S. aureus, € somente o concentrado
CPC2 inibiu E. coli. No entanto, o efeito antibacteriano dos hidrolisados foi considerado inativo
(zonas de inibigdo < 10 mm) contra E. coli, o que foi confirmado pela concentracdo minima
inibitoria (CMI). Isto se deve ao fato de que, provavelmente o halo foi gerado por um
impedimento fisico do crescimento de E. coli no agar decorrente da presenga da substancia
testada. A Tabela 11 apresenta os valores de concentragdo minima inibitéria e bactericida de

hidrolisados antibacterianos de proteina de chia.

Tabela 11 - Valores de concentragdo minima inibitoria (CMI) e bactericida (CMB) de
hidrolisados antibacterianos de proteina de chia

Hidrolisado Bactérias CMI (mg mL™) CMB (mg mL™)
CF-A Staphylococcus aureus 3,70 £ 0,137° ND
CF-S Staphylococcus aureus 4,40 £ 0,198° ND

PRF-A Staphylococcus aureus 4,35+0,161% 5
PRF-F Staphylococcus aureus 0,58 +£0,157¢ 5
PRF-S Staphylococcus aureus 0,73 +£0,182° ND
CPCI-A Staphylococcus aureus 3,19+ 0,050° ND
CPCI-S Staphylococcus aureus 3,15+ 0,067¢ ND
CPC2-A Staphylococcus aureus 2,85 £0,244° 5
CPC2-S Staphylococcus aureus 2,26 +0,258¢ 5
CF-A Escherichia coli O157:H7 ND ND
PRF-A Escherichia coli O157:H7 ND ND
PRF-F Escherichia coli O157:H7 ND ND
CPC2-S Escherichia coli O157:H7 ND ND

Meédia + desvio padrdo (n = 3); o desvio padrdo seguido por diferentes letras minusculas na mesma coluna indica
que as amostras sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND indica ndo detectado, isto é, ndo teve atividade.
CF (farinha de chia parcialmente desengordurada, subproduto), PRF (fracdo rica em proteina) e CPC1 e CPC2
(concentrados de proteina de chia). Enzimas: -A (Alcalase), -F (Flavourzyme), -S (Seqliencial Alcalase-
Flavourzyme).
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Os resultados do ensaio de difusdo em agar praticamente mostraram que os hidrolisados
nao tinham um efeito antibacteriano contra a bactéria G™ testada. No entanto, observou-se uma
zona de inibi¢do quando os hidrolisados foram testados contra S. aureus. Mesmo assim, o CMI
e o CMB foram determinados para os diferentes métodos de extracdo de proteinas. Os
resultados da CMI confirmaram os resultados previamente encontrados com o método de
difusdo em agar. Mais fragmentos de residuos hidrofobicos em hidrolisado enzimatico
melhoram a combinacdo favordvel com proteinas lipofilicas na membrana celular, que
posteriormente apresenta efeitos inibitorios através de mecanismos antibacterianos especificos
(HANEY et al., 2013). Este resultado demonstra a importancia de inibicao para o S. aureus
pois, esta espécie bacteriana produz toxinas termoestaveis que podem permanecer no alimento
mesmo apds o cozimento.

Embora a Alcalase tenha sido amplamente utilizada em muitas aplicagdes
biotecnoldgicas, sua especificidade nao foi totalmente caracterizada. Sabe-se que esta enzima
hidrolisa principalmente ligacdes peptidicas contendo residuos hidrofobicos no lado carboxilo
(ADLER-NISSEN, 1986). Estes elementos podem favorecer a sua ligacdo a numerosos
componentes anidnicos na membrana celular bacteriana, que favorece os seus efeitos
antibacterianos por formagao de estruturas analogas. Por isso, os hidrolisados obtidos mediante
o sistema Alcalase provavelmente mostraram atividade antibacteriana na maioria das amostras.
Sun et al. (2016) observaram efeitos antibacterianos significativos contra E. coli e S. aureus,
com valores de CMI de 8 e 16 mg mL"!, respectivamente, para hidrolisados de proteinas de
Spirulina platensis, valores superiores aos encontrados neste estudo. Osman et al. (2016)
mostraram que os hidrolisados de proteinas de soro de leite de cabra obtidos com Alcalase
exibiram atividade antibacteriana contra duas bactérias G* (S. aureus ATCC 25923 e Bacillus
cereus ATCC 33018) e duas bactérias G™ (S. typhimurium ATCC 14028 e E. coli ATCC 8739)
com zonas inibitorias maiores contra S. typhimurium e S. aureus.

A maior sensibilidade das bactérias G aos hidrolisados estd relacionada as
caracteristicas estruturais das proprias bactérias; a parede da célula G* tem apenas uma camada,
composta principalmente por peptidoglicano, diferente das bactérias G* que possuem uma
membrana externa composta por uma camada dupla de lipopolissacarideos (NAZZARO et al.,
2013). Os valores de CMI obtidos a partir das concentragdes testadas variaram de 0,58 para 4,4
mg mL!. Além disso, a intensidade desta atividade antibacteriana variou com a enzima e com
os diferentes métodos de extragao de proteinas utilizados para hidrolise. Os resultados indicam

que os efeitos antibacterianos de Flavourzyme e sequencial Alcalase-Flavourzyme sao
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melhores que os de Alcalase. Este resultado é provavelmente devido a liberagdao de alguns
peptideos antibacterianos ap6s a hidrolise da Flavourzyme nas proteinas de chia.

No entanto, Sila et al. (2014) relataram que os hidrolisados proteicos de pescado com
baixo GH (2,8%) ou com alto GH (15,54% e 16,2%) ndo conseguiram inibir o crescimento
bacteriano, mas com um GH médio de 6,6% demonstraram um efeito antibacteriano contra um
amplo espectro de bactérias. Cheng et al. (2013) atribuiram esse resultado a hidrofobicidade do
peptideo. A hidrofobicidade de peptideos antibacterianos tem sido descrita como um fator
importante nas interacdes peptidicas com membranas citoplasmaticas bacterianas. Os
hidrolisados de truta demonstraram um amplo espectro de atividade e inibiram o crescimento
de bactérias G* ¢ G (WALD et al., 2016). Para isso, dependendo da bactéria, uma quantidade
peptidica de 2-47 mg mL™! resultou em inibicio completa do crescimento com um tempo de
incuba¢dio de 24 h e uma concentragio bacteriana de 1-2 x 10° UFC mL"!. Neste estudo, as
menores concentragdes de peptideos foram muitas vezes necessarias para hidrolisados com um
GH menor [5,44%] (PRF-F) e hidrolisados com um GH maior [25,03%] (PRF-S).

As fragdes com os maiores halos de inibicdo também apresentaram menores valores de
CMI, resultando em alta atividade antibacteriana e efeito bactericida (CMB), o que
provavelmente pode ser atribuido a parede celular das bactérias G* que determina a
permeabilidade e susceptibilidade das cé€lulas aos agentes antibacterianos (YOKOTA; FUJII,
2007). O efeito bactericida das proteinas de chia e os valores de CMB sdao mostrados na Tabela
11. A andlise dos valores mostra que S. aureus foi destruido por hidrolisados de proteina de
chia na concentragdo de 5 mg mL"!. Doses maiores de hidrolisados foram necessérias para matar
S. aureus. Hu et al. (2016) observaram que, para peptideos isolados de hemoglobina de frango,
a maioria das bactérias foram mortas em concentragdes que variaram de 5 a 80 pg mL™!. Os
hidrolisados da fragdo PRF e do concentrado CPC2 apresentaram atividade antibacteriana
efetiva pelos parametros CMI e CMB, ou seja, sdo produtos capazes de acdo bactericidas e

bacteriostaticos.

5.9. ATIVIDADE HIPOCOLESTEROLEMICA IN VITRO DAS FRACOES PEPTIDICAS
DE CHIA

A 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) ¢ uma enzima
chave na produc¢ao de colesterol hepatico humano. Por esse motivo, o conhecimento da taxa de

colesterol possibilitou o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento com
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hipercolesterolemia. Para avalia¢do desta bioatividade, as fragdes F3 (< 3 kDa) foram utilizadas
pois sdo estruturas semelhante as estatinas. A Tabela 12 apresenta os resultados da percentagem
de inibicao da enzima HMG-CoA redutase na presenga de varias concentragdes de fracdes
peptidicas.

A pravastatina utilizada como inibidor padrao da reagdo o inibiu em 81,5%. As estatinas,
como a pravastatina, sdo inibidores seletivos e competitivos da HMG-CoA redutase,
responsavel pela conversao da HMG-CoA a mevalonato, um precursor do colesterol. Uma vez
que certos peptideos sdo estruturalmente ndo relacionados com as estatinas existentes, os
peptideos bioativos encontrados neste trabalho podem representar uma nova classe de inibidor
de HMG-CoA redutase. Estes peptideos podem interagir diretamente com esta enzima para

bloquear a via do mevalonato e prevenir a hipercolesterolemia (SOARES et al., 2015).

Tabela 12 - Inibicao percentual da enzima HMG-CoA redutase na presenca de proteina de
chia hidrolisada filtrada através de uma membrana de corte de 3 KDa

% Inibicao
Peptideos F3 (< 3 kDa) 1 mg mL™! 2 mg mL! 3 mg mL’!
CF-A 36,7 + 7,52°B 64,7 + 7,64%>A 60,4 + 11,84%>A
CE-F 66,3 + 5,69%* 64,3 + 8,24*bA 55,9+ 19,184
CF-S 64,8 + 3,59*B 64,1 + 5,245B 80,7 £ 3,29%A
PRF-A 66,9 + 1,794 34,1 + 13,49><B 68,8 + 4,79%bA
PRF-F 79,9 + 8,264 63,1 +10,15%>8B 56,5 + 11,49%bB
PRF-S 12,7 + 1,64%B 64,5 + 0,1435A 65,6 + 0,89%>A
CPC1-A 62,3 + 8,09%4 70,8 £ 0,744 67,1 £ 9,89%>A
CPC1-F 67,3 +9,29%A 66,8 + 1,34%A8 54,3 + 8,24%8
CPC1-S 13,9 + 2,698 61,8 + 14,3924 53,7 +20,83>4
CPC2-A 31,5+ 3,298 70,0 + 4,64%A 70,1 £ 1,79%5A
CPC2-F 20,8 + 1,04>¢B 30,7 + 1,798 49,7 + 13,794
CPC2-S 25,8 + 3,200¢B 59,9 + 10,7934 57,6 + 10,7904

Média + desvio padrdo; o desvio padrdo seguido de letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras
maiusculas diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes (p < 0,05). CF (farinha de chia
parcialmente desengordurada, subproduto), PRF (fragdo de proteina rica) e CPC1, CPC2 (concentrados de proteina
de chia). Sistema enzimatico: -A (Alcalase), -F (Flavourzyme), -S (Sequencial Alcalase-Flavourzyme).

Os peptideos de chia apresentaram diferentes comportamentos frente a inibi¢do da

enzima HMG-CoA redutase. O subproduto CF-S mostrou a maior atividade na maior
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concentra¢io (3 mg mL!), enquanto a fracdo PRF-F apresentou a maior atividade na menor
concentragio investigada (1 mg mL™!). Esses peptideos foram mais efetivos em inibir a enzima
HMG-CoA redutase, enquanto o concentrado CPC2-F foi o menos efetivo. Os estudos de Pak
et al. (2010) demonstraram que os peptideos derivados da fragdo 11S da soja foram capazes de
promover a inibi¢cao competitiva da enzima HMG-CoA redutase. Eles observaram porcentagens
de inibicdo de 37% a 75%, dependendo da fracdo testada. Os peptideos do amaranto
apresentaram cerca de 40% de inibicdo, mas foram menos efetivos que a pravastatina (~ 90%)
(SOARES et al., 2015).

Destacamos duas amostras que apresentaram atividade semelhante a pravastatina: CF-
S (80,7% de inibi¢do na concentracio de 3 mg mL™') e PRF-F (79,9% de inibi¢io na
concentracio de 1 mg mL?'). O que surpreende é que para a producdo de peptideos
hipocolesterolémicos ndo ha a necessidade de concentrar as proteinas de chia, pois o subproduto
CF e a fragdo PRF apresentaram os melhores resultados. O efeito dos peptideos na inibigdo da
HMG-CoA redutase pode ser explicado pela estrutura conformacional dos peptideos. A
hidrolise utilizando Flavourzyme resulta na liberagdo de aminodcidos N-terminais em ordem
sequencial, em que o primeiro aminoacido do hidrolisado ¢ de preferéncia leucina, mas podem
ser outros, incluindo a prolina (HAMMERSH@J; NEBEL; CARSTENS, 2008). A presenca
constante de um residuo de prolina permite uma estrutura tridimensional devido ao angulo de
tor¢cdo proporcionado por este aminoacido. Esta estrutura ¢ semelhante a das estatinas,
medicamentos utilizados para o tratamento médico da hipercolesterolemia (PAK et al., 2005).

Outros autores também obtiveram resultados semelhantes a este estudo para proteinas
vegetais. Os peptideos presentes em trés fragcoes estudadas de proteina de feijdo caupi podem
inibir a atividade da HMG-CoA redutase com valores que variaram de 47,8 a 57,1% de inibi¢ao.
A pravastatina, usado como controle positivo, exibiu 80% de inibicdo (MARQUES et al.,
2015a). Em estudo anterior, Marques et al. (2015b) demonstraram que o hidrolisado de feijao
caupi era capaz de inibir quase 25% da velocidade da reacdo. Esta inibicao pode ser explicada
pela interagdo desses peptideos com o dominio catalitico da enzima. Além disso, a reagao
também depende da ligagdo do cofator NADPH. A HMG-CoA redutase tem um segundo
dominio que ¢ capaz de aceitar NADPH, e estes peptideos também podem impedir a sua
ligacdo, diminuindo a velocidade da reacao (ISTVAN; DEISENHOFER, 2001). Em geral, os
sitios de ligacdo a enzimas sdo formados por aminoacidos hidrofobicos localizados mais

profundamente dentro da molécula. Esses mecanismos somente podem ser esclarecidos por
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estudos cinéticos da inibi¢do observada, bem como o isolamento das sequéncias de peptideos
exatas responsaveis por cada um desses resultados.

Destaca-se o fato de que esses resultados confirmam que a digestdo enzimatica das
proteinas de chia, independentemente do método utilizado para obté-las, libera peptideos
capazes de inibir HMG-CoA redutase. O método de producao das proteinas de chia e a enzima
utilizada afetam significativamente a capacidade de um peptideo inibir a HMG-CoA redutase.
Utilizando o sistema enzimatico Flavourzyme, na menor concentragao de peptideos apresentou
maior atividade, ao contrario da Alcalase, para a qual na maior concentragao utilizada, maior
foi a atividade (Tabela 12). O consumo regular de proteinas de chia resulta em redugdo efetiva
do colesterol, o que pode ser causado principalmente pela digestdo, liberacdo e absorcao
incompleta desses peptideos. Mais estudos sao necessarios para verificar o tipo de inibigdo da
HMG-CoA redutase promovida pelos peptideos encontrados neste estudo e se existe um efeito

real do seu consumo na dieta.
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6 CONCLUSAO

6.1.  CONCLUSOES PARCIAIS

v" Inicialmente, mostramos como a escolha do método de isolamento afeta as propriedades
fisico-quimicas e funcionais dos produtos proteicos gerados a partir do subproduto da produgdo
do 6leo de chia;

v Verificamos que as propriedades de gelificagdo, conteudo, estrutura e condigdes de
processamento das proteinas de chia influenciam sua solubilidade, bem como sua capacidade
de emulsdo e de espuma. Além disso, os métodos de extragdo quimica alteram a morfologia da
superficie e a composicao de aminoacidos das proteinas obtidas. Os concentrados proteicos 1 e
2 apresentaram baixa atividade e estabilidade emulsificante em comparagdo com o subproduto
farinha de chia parcialmente desengordurada e fragdo rica em proteinas. Embora a fracdo rica
em proteinas tenha apresentado o menor teor de proteina (50%) dos produtos proteicos, possui
as melhores propriedades funcionais, incluindo maior solubilidade proteica, maior absorcao de
agua e formacao de espuma, maior capacidade de emulsificacdo e gelificagao;

v" Comparando os diferentes métodos de extragdo de proteinas no mesmo tempo de
hidrélise, os maiores valores de grau de hidrdlise foram obtidos nos concentrados proteicos 1 e
2, especialmente utilizando os sistemas enzimaticos Alcalase e sequencial Alcalase-
Flavourzyme. Houve uma relagdo entre o valor de grau de hidrolise e os rendimentos das
fragdes peptidicas: quanto maior o grau de hidrolise, maior o rendimento dos peptideos de
menor tamanho molecular;

v" Todas as amostras testadas apresentaram atividade antioxidante in vitro, verificando que
hidrolisados de proteina de chia preparados a partir de proteases microbianas podem inibir
efetivamente a oxidagdo de lipidios em modelos alimentares. Demonstrou-se neste estudo, a
unica fragdo que inibiu a oxidagao lipidica em carne moida nos dois niveis estudados: a fragao
peptidica de menor tamanho molecular da fragdo rica em proteinas hidrolisada pela Alcalase.
Foi possivel verificar que a levedura S. cerevisiae pode ser proposta como modelo celular para
uma triagem rapida de atividade antioxidante in vivo. Quatro fragdes peptidicas de chia (CF-S,
F3; CPC2-F F2; CPC1-A F2 e CPC1-F F2) conseguiram aumentar a taxa de sobrevivéncia da
levedura frente a um agente estressor;

v Os resultados mostraram que diferentes métodos para a obtengdo de proteina de chia

submetida ao processo de hidrolise enzimatica resultaram em peptideos bioativos com
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diferentes propriedades antibacterianas. Em geral, os hidrolisados proteicos apresentaram ag¢ao
inibidora do crescimento de S. aureus em comparagao com o crescimento de E. coli. Além
disso, duas amostras de hidrolisados proteicos apresentaram também atividade bactericida
frente a S. aureus na concentragdo de 5 mg mL';

v’ Este é o primeiro relato de peptideos de chia que demonstra sua capacidade de promover
a inibi¢do da enzima HMG-Coa redutase. A concentracao das fragdes peptidicas estudadas afeta
a atividade hipocolesterolémica, destacando duas fragcdes peptidicas menores que 3 kDa que
apresentaram atividade semelhante a pravastatina: subproduto farinha de chia parcialmente
desengordurada hidrolisada por sistema sequencial e fragdo rica em proteinas hidrolisada pela

Flavourzyme.

6.2. CONCLUSAO GERAL

v’ Neste estudo, demonstrou-se que € possivel a utilizagdo do subproduto da obtengio de
6leo de chia como fonte de proteinas com boas propriedades funcionais e que, os produtos da
hidrolise enzimatica podem ser aplicados como ingredientes alimentares contendo peptideos
bioativos criptografados nas sequéncias primarias de aminoacidos, podendo ser usados como
ingredientes com atividade antioxidante, antibacteriana e hipocolesterolémica. Os peptideos
bioativos de chia tem potencial para serem aplicados tanto em alimentos funcionais quanto em

aplicacdes nutracéuticas, com novas implicagdes para a seguranga alimentar e saide humana.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

> Estudar o efeito dos hidrolisados obtidos no sistema gastrointestinal ¢ avaliar as

atividades antioxidante, antibacteriana e hipocolesterolémica;

> Estudar diferentes métodos de encapsulamento e aplicagcdes destes hidrolisados em
alimentos;

> Estudar o mecanismo de acao desses peptideos na atividade hipocolesterolémica;

> Realizar um estudo dos compostos fenolicos presentes nos hidrolisados e sua relacao

com a atividade antioxidante;
> Realizar a identificacdo aminoacidica dos peptideos antioxidantes, antibacterianos e

hipocolesterolémicos.
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APENDICES

Apéndice 1

Curva padrao de tirosina, utilizada para os célculos da atividade enzimdtica e atividade

proteolitica especifica (SIGMA, 1999).
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Apéndice 2

Curva padrao de albumina, utilizada para os calculos da atividade enzimatica e teor de proteina

(LOWRY etal., 1951).
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Apéndice 3

Curva de solubilidade para o subproduto (farinha de chia parcialmente desengordurada — CF).
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Apéndice 4

Curva padrio de albumina, utilizada para os calculos do teor de proteina (LOWRY et al., 1951).
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Estudo da condi¢cdo de pH na obtencdo de hidrolisado proteico de chia (Salvia hispanica L.)

utilizando Alcalase. CF: farinha de chia parcialmente desengordurada — subproduto; PRF:

hidrolisado da fragdo rica em proteina; CPC1: hidrolisado do concentrado proteico de chia 1;

CPC2: hidrolisado do concentrado proteico de chia 2; A: Alcalase.
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Apéndice 6

Resultados da reagao de DPPH nos tempos 0, 15, 30, 45 ¢ 60 min para os hidrolisados (A) e
fragdes peptidicas de chia: F1, MM > 10 kDa (B), F2, MM 3-10 kDa (C) e F3, MM < 3 kDa
(D) para a escolha do tempo de 45 min. de reagdo na concentracdo de 1 mg mL™"' (melhor
resultado dentre as diferentes concentragdes estudadas). CPCI1: hidrolisado de concentrado
proteico de chia 1; CPC2: hidrolisado de concentrado proteico de chia 2; PRF: hidrolisado de
fragdo rica em proteina; CF: hidrolisado de farinha de chia parcialmente desengordurada

(subproduto), A: Alcalase, F: Flavourzyme; S: Sequencial Alcalase-Flavourzyme
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Apéndice 7

Curva padrao de DPPH para calculo do EC50.
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Curva padrio de Trollox para o calculo de pM Trolox g! hidrolisado (método ABTS).
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Apéndice 9

Curva padrio de sulfato ferroso para os céalculos de pmol FeSO4 g! hidrolisado (FRAP).
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Apéndice 10

Curva padrao de malonaldeido (MDA) para o calculo do mg de MDA por kg de carne

determinado pelo ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
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Apéndice 11

Testes preliminares para determinacio da dose ideal para as fragdes peptidicas (0,5 mg mL™!)
em células de Saccharomyces cerevisiae submetidas ao estresse oxidativo induzido pelo
perdxido de hidrogénio (H202) para uma amostra (PRF-S F3: fracdo peptidica < 3 kDa de

hidrolisado da fragdo rica em proteina pelo sistema sequencial).
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Picos de espectros de infravermelho e atribuicdo para CF (farinha de chia parcialmente

desengordurada, subproduto), PRF (fracdo rica em proteina), CPC1 (concentrado proteico 1) e

CPC2 (concentrado proteico 2).

Propriedades Numero de onda do pico (cm™) Atribuicdes da regido de pico
CF PRF CPC1 CPC2
- 3636,1 3615,6 3618,4 3657,3 N-H de alongamento assimétrico de
Amida priméria (mondémero)
- 3520,3 3519,2 3595,2 3595,6 N-H»> amina alifatica primaria
Amida A 3321,7 3320,5 3319,4 3321,7 Principalmente alongamento de N-H
das proteinas juntamente com ligagdo
de hidrogénio
Amida B 3076,7 3075,6 30744 3076,7 Amida B: CHz - estiramento
assimétrico
- 2957,1 2957,9 2956,8 2957,1 Amida B: CH; - estiramento
assimétrico
- 2876,1 2876,9 2877,7 2876,1 CHzs- estiramento simétrico:
principalmente proteinas
Amida | 1695, 7 1698,4 1681,8 1688,0 C=0 ligacdo de hidrogénio
juntamente com COO"
- 1659,0 1659,8 1660,6 1661,0 C=0 ligacdo de hidrogénio
juntamente com COO"
Amida II 1551,0 1549,9 1550,7 1549,1 N-H dobra/C-N alongamento das
proteinas
- 1446,9 14477 1446,5 1448,8 CH» - flexdo assimétrica:
principalmente de lipidios
- 1400,6 1401,4 1402,1 1400,6 COO- estiramento simétrico
Amida III 1230,8 1233,6 1234,3 1230,8 N-H curva  juntamente com
estiramento C-N (f3-sheet, proteina)
- 11653 1164,1 11649 11653 CO-O-C estiramento assimétrico:
glicogénio e acidos nucleicos
- 1082,3 1081,2 1080,0 1080,4 C-O estiramento
- 1032,2 1033,0 c c C-0 alongamento/C-O dos
carboidratos C-O-H
698.5 6954 700,1 700,4 -CH=CH- estiramento
- 686,9 672,3 675,0 677,3 CH2 bandas, carboidratos, proteinas e

lipidios (esterdis de acidos graxos)

- nenhum nome comum para a regiao espectral.

C: sem pico.



