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RESUMO

A contaminacdo de alimentos € um problema sério uma vez que causa grandes indices de
morbidade. A resisténcia progressiva desenvolvida pelos microrganismos patogénicos aos
conservantes quimicos e 0s possiveis danos a salde causados por sua utilizacdo geram a
necessidade de descobrir-se novas substancias antimicrobianas. Dentre as possibilidades
atualmente estudadas encontram-se a utilizacdo de bacteriocinas, componentes organicos das
plantas e peptideos com atividade antimicrobiana. A soja € uma importante fonte de proteinas,
além de conter compostos com potencial atividade antimicrobiana, como as saponinas e a
fitoalexina gliceolina. Tendo em vista estes aspectos, com o presente trabalho objetivou-se
desenvolver procedimento metodoldgico para extrair e hidrolisar proteinas da torta de soja,
residuo da extracdo do Oleo e, a partir disto, testar os diferentes hidrolisados obtidos contra
diferentes microrganismos patogénicos. Para tanto foi utilizada a seguinte metodologia geral:
extracdo e isolamento de proteinas sollveis da torta de soja; obtencdo de hidrolisados
proteicos e avaliacdo do rendimento da reacdo, a partir de duas enzimas proteoliticas
comerciais: papaina e pepsina; avaliacdo da massa molecular das proteinas e peptideos; e a
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos hidrolisados contra Salmonella Enteritidis, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella Brasil e Escherichia
coli. As proteinas hidrossolUveis da torta de soja foram extraidas de forma aperfei¢coada sob as
seguintes condicBes: 5 g de torta para 100 mL de solucdo tampdo pH 9,0, rendendo 11,33
0/100 g de torta de soja. Os hidrolisados proteicos da torta de soja com os resultados mais
significantes foram obtidos utilizando o pH 6timo de atividade das enzimas proteoliticas no
meio reacional, a propor¢édo de 1mg de enzima para 66,66 mg de proteinas, em temperatura de
50°C e por um tempo de reagdo de 1h. A observagdo dos geis de eletroforese indicou que a
hidrélise pode ter sido total ou houve formacéo de peptideos menores do que 1kDa, ndo sendo
detectados pelo método. Os hidrolisados apresentaram atividade antimicrobiana contra todos
0s microrganismos testados, sendo as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e Bacillus cereus) mais susceptiveis. A partir de um valor médio de
3,753 mg/mL (CIM), o hidrolisado proteico da torta de soja obtido em pH 7,0, com uso da
papaina, foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus. Deste modo, a utilizacdo de
hidrolisados da torta de soja com potencial antimicrobiano apresenta-se como uma alternativa

a ser explorada pela industria para o controle de patdgenos em alimentos.

Palavras-chave: Proteases. Peptideos antimicrobianos. Bactérias Gram-positivas.



ABSTRACT

Food contamination is a serious problem since it causes major morbidity. The progressive
resistance developed by pathogens to chemical preservatives and the possible damage to
health caused by their use generates the need to discover new antimicrobial substances.
Among the possibilities currently studied are found the use of bacteriocins, organic
components of plants and peptides with antimicrobial activity. Soybean is an important source
of protein and contains compounds with potential antimicrobial activity, such as saponins and
the phytoalexin glyceollin. Considering these aspects, the present work was aimed to develop
methodological procedure to extract and hydrolyze proteins of soybean cake, a residue from
the extraction of oil, and from this point test the different hydrolysates against different
pathogenic microorganisms. For this purpose the following general methodology was used:
extraction and isolation of soluble proteins from soybean cake; obtainment of protein
hydrolysates and evaluation of the degree of hydrolysis, from two commercial proteolytic
enzymes: papain and pepsin; evaluation of the molecular mass of proteins and peptides; and
antimicrobial activity of hydrolysates against Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella Brasil and Escherichia coli. The soluble
proteins from soybean cake were extracted optimally under the following conditions: 5 g of
soybean cake to 100mL of buffer at pH 9.0, yielding 11.33g per 100g of soybean cake.
Protein hydrolysates from soybean cake with the most significant results were obtained using
the optimum pH value for proteolytic enzymes activity in the reaction medium, the proportion
of 1mg of enzyme to 66.66 mg of protein, in a temperature of 50 ° C and for a time reaction of
1h. The observations of the electrophoresis gels indicated that the hydrolysis might have been
complete or peptides smaller than 1 kDa were formed, not being detected by this method.
Hydrolysates showed antimicrobial activity against all tested microorganisms, and the Gram-
positive bacteria (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and Bacillus cereus) were
more susceptible. From a mean value of 3.753 mg / ml (MIC), the protein hydrolyzate from
soybean cake obtained at pH 7.0 applying papain was able to inhibit the growth of S. aureus.
Thus, the use of the hydrolyzate from soybean cake with antimicrobial activity is presented as

an alternative to be explored by the industry for the control of pathogens in food.

Key-words: Protease. Antimicrobial peptides. Gram-positive bacteria.
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1 INTRODUCAO

A transmissdo de patdgenos através da producdo e comercializacdo de alimentos € um
problema sério, uma vez que causa grandes indices de morbidade e ainda nos dias atuais, é
um problema ndo solucionado (GALVEZ, 2010; SHAH, 2000). Dentre os principais
microrganismos causadores de doencas transmitidas por alimentos (DTAs) encontram-se:
Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella, Staphylococcus
aureus (GALVEZ, 2010; MELO de, 2005; MILLS, 2011; U.S.F.D.A., 2013). A incidéncia de
infeccOes bacterianas em seres humanos tornou-se uma grande preocupacdo em ambos 0s
setores, de alimentos e médico, em todo o mundo, gerando a necessidade de novos agentes
terapéuticos. E necessario que sejam desenvolvidas alternativas de conservacdo para que,
aliadas as tecnologias existentes, seja possivel disponibilizar alimentos mais seguros sob o
ponto de vista microbiol6gico. O grande desafio da indUstria de alimentos é adotar medidas
no processamento de seus produtos que possibilitem o controle do crescimento microbiano,
alterando minimamente as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos (GALVEZ,
2010; ORDONEZ, 2005).

Embora conservantes quimicos possam ser uma solucdo, a descoberta de novas
substancias antimicrobianas faz-se necessaria devido ao desenvolvimento progressivo de
resisténcia por microrganismos patogénicos a estas substancias (KIM, 2010; MILLS, 2011).
Nos Ultimos anos, diversas pesquisas evidenciam que peptideos bioativos e proteinas
derivadas de alimentos podem ter efeitos benéficos sobre a satide humana (BIZIULEVICIUS,
2006; GOBBETTI, 2004; MILLS, 2011). Diferentes atividades fisiolégicas e metabdlicas
vém sendo descritas apds ensaios in vivo e in vitro com proteinas e peptideos bioativos.
Dentre 0s mais estudados encontra-se o efeito antimicrobiano (AGYEI, 2011; LOPEZ-
EXPOSITO, 2007).

Peptideos antimicrobianos (PAMSs) podem ser gerados a partir de hidrolise enzimatica
(KIM, 2010; KORHONEN, 2006). Tratando-se de alimentos funcionais, a utilizagdo de
hidrolisados proteicos ndo-purificados (onde ha a mistura de varios peptideos) ao invés de
um Unico peptideo purificado, demonstra melhores atividades bioldgicas, quando aplicados
em alimentos (SARMADI, 2010; WU, 2002). Atualmente ja foram identificados PAMs a
partir de hidrolisados de inumeras proteinas de origem alimentar, especialmente derivadas do
leite, porém proteinas contendo essa atividade biolégica sdo também encontradas nos ovos, na

carne e em peixes, bem como em diferentes fontes vegetais de proteinas, como soja, trigo,
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entre outras (AGYEI, 2011; GOBBETTI, 2004). As condicdes operacionais empregadas no
processamento de isolados proteicos, o tipo de protease e o grau de hidrélise afetam
diretamente as atividades antioxidantes e biologicas (MOURE; DOMINGUEZ; PARAJO,
2006). A fonte inicial de proteina, a estratégia de producdo utilizada e as condicGes de
processamento, sdo os fatores que influem na obtencdo de peptideos com atividades
bioldgicas distintas (KIM; PARK; RHEE, 1990).

A soja é uma importante fonte de proteinas e uma potencial fonte de peptideos
bioativos (MEJIA de; LUMEN de, 2006). Alem disso, a soja apresenta uma variedade de
compostos com potencial atividade antimicrobiana, como as saponinas e a fitoalexina
gliceolina (BURDEN, 1975; KOBLITZ, 2011; NASCIMENTO, 2003). A torta de soja, um
subproduto obtido durante o processamento de 6leo de soja, apresenta-se como uma fonte de
isoflavonas além de seu elevado teor de proteinas. No entanto, a variedade de outros
componentes funcionais presentes na torta de soja permanece desconhecida (KAO; CHEN,
2006). Atualmente, hd um crescente interesse na biotransformacédo de residuos, tendo em vista
serem materiais de baixo custo e altamente renovaveis. Deste modo, a utilizacdo de residuos,
além de diminuir o impacto sobre 0 meio ambiente, pode ser um fator importante para a
producdo de subprodutos e diminuicdo nos custos de producdo industrial (PANDEY;
SOCCOL; MITCHEL, 2000).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS E SEUS AGENTES

Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) sdo todas as ocorréncias clinicas
consequentes a ingestdo de alimentos que possam estar contaminados com
microrganismos patogénicos (infecciosos, toxinogénicos ou infestantes), substancias
quimicas, objetos lesivos ou que contenham em sua constituicdo estruturas
naturalmente tdxicas, ou seja, sdo doengas consequentes & ingestdo de perigos

bioldgicos, quimicos ou fisicos presentes nos alimentos (SILVA JR, 2008).

A transmissdo de patdgenos de origem alimentar através da produgdo e
comercializacdo de alimentos, ainda nos dias atuais, € um problema ndo solucionado
(GALVEZ et al, 2010). A contaminacdo de alimentos é um grave problema, uma vez que
causa grandes indices de morbidade (SCHULZ et al, 2009). A globalizacdo do mercado de
alimentos e as novas tendéncias na producdo e distribuicdo destes, juntamente com mudangas
nos héabitos de consumo e susceptibilidade da populacdo (como os idosos ou pessoas
imunocomprometidas) sdo sempre apontadas como os principais fatores que contribuem para

a propagacao destes patogenos (GALVEZ et al, 2010).

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estima que, a cada ano, mais de dois milhdes
de pessoas morram por doengas diarreicas, muitas das quais adquiriram ao ingerir alimentos
contaminados. Estima-se que as DTAs causem, anualmente, nos Estados Unidos (EUA),
aproximadamente 76 milhdes de casos, 325.000 hospitalizacbes e 5 mil mortes (MELO de;
SOARES; GONCALVES, 2005). No Brasil, faz-se a vigilancia epidemiolégica de surtos de
DTAs e ndo de casos individuais, com excecdo da colera, febre tiféide e botulismo. Essa
vigilancia teve inicio em 1999 e ha registro médio de 665 surtos por ano, com 13 mil doentes
(BRASIL, 2012). Estimativas de DTAs podem ser usadas para politicas de seguranca
alimentar e intervencdes. No entanto, chegar a essas estimativas é um grande desafio, porque
os alimentos podem ser contaminados por muitos agentes e apenas uma pequena proporcao
das DTAs e confirmada por testes de laboratdrio e informada aos orgdos de salde publica
(SCALLAN et al, 2011).
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2.1.1 Microrganismos

Segundo dados do 6rgdo governamental dos EUA Food and Drug Administration
(FDA), sdo listados (em ordem alfabética) como os principais microrganismos causadores de
DTAs: Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Norovirus, Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus, Vibrio
parahaemoluticus, Vibrio vulnificus (U.S.F.D.A., 2013). No Brasil, o Ministério da Saude
informa que as DTAs em sua maioria, sdo causadas por Salmonella, Escherichia coli
patogénica e Clostridium perfringens, e pelas toxinas de Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus (BRASIL, 2013c). Em diversos estudos muitas das DTAs estdo associadas a Listeria
monocytogenes, Salmonella sp., Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, Escherichia
coli 0157:H7, Staphylococcus aureus e Toxoplasma gondii (GALVEZ, 2010; MELO de,
2005; MILLS, 2011).

Entre as bactérias Gram-positivas, Listeria monocytogenes € o0 agente patogénico
considerado de maior preocupacao, devido a sua capacidade para sobreviver e crescer em uma
ampla variedade de substratos de alimentos e condi¢cGes ambientais, incluindo a refrigeracao
(GALVEZ et al, 2010). L. monocytogenes é um bacilo, ndo formadora de esporos, anaerobia
facultativa. E catalase positiva e oxidase negativa. Seu meio ideal de crescimento é 0 TSAYE
(Trypticase Soy Agar with Yeast Extract), e sua temperatura étima de crescimento gira em
torno de 30°C (FARBER; PETERKIN, 1991).

Staphylococcus aureus € uma espécie de estafilococo Gram-positivo, anaerdbia
facultativa, catalase e coagulase positivas. As células sdo esféricas (cocos) Unicas ou
combinadas. A parede celular € resistente a lisozima. Algumas cepas de S. aureus sdo capazes
de produzir enterotoxinas estafilococicas, que sdo os agentes causadores de intoxicaces
alimentares. A contaminagdo por S. aureus pode ser prontamente evitada por tratamento
térmico dos alimentos. No entanto, continua a ser uma das principais causas de DTAS, pois
pode contaminar produtos alimentares durante a preparacdo e processamento. E capaz de
crescer numa grande faixa de temperatura (7 ° a 48,5 ° C, com a temperatura Otima de
crescimento entre 30 e 37 ° C), de pH (4,2 a 9,3, com um étimo entre 7,0 e 7,5) e suporta altas
concentragdes de cloreto de sodio (até 15% de NaCl). Estas caracteristicas permitem que este
microrganismo cres¢a numa grande variedade de alimentos (LOIR; BARON; GAUTIER,
2003).
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Bacillus cereus é uma bactéria Gram-positiva, facultativamente aerdbia, formadora de
esporos e possui formato cilindrico. Dois tipos de doencas sdo causados por metaboélitos
distintos. O tipo diarreico é causado por uma proteina de elevada massa molecular, termo-
labil. Este tipo de intoxicacdo gera os seguintes sintomas: diarréia, cdlicas abdominais e dor
(6 a 15 h apds o consumo de alimentos contaminados, com duracéo de 24 h). O tipo emético é
causado por um peptideo de baixa massa molecular, estavel ao calor. Este tipo provoca
nauseas e vomitos (dentro de 30 minutos a 6 h apds o consumo de alimentos contaminados,
durante menos de 24 h) e, ocasionalmente, célicas abdominais e/ou diarreia (LOIR; BARON;
GAUTIER, 2003).

Escherichia coli é uma parte da familia Enterobacteriaceae. E morfologicamente
classificada como uma bactéria ndo formadora de esporos, Gram-negativa. E mesofila,
anaerobia facultativa, sendo uma habitante normal do intestino de humanos e outros animais
(mamiferos e aves). E. coli € um microrganismo indicador e a sua presencga nos alimentos ou
na agua é geralmente indicativo de contaminacdo fecal. Com base nos fatores de viruléncia,
manifestacdes clinicas e epidemiologia, as linhagens de E. coli consideradas patogénicas sao,
atualmente, agrupadas em cinco classes: 1) EPEC (E. coli enteropatogénica classica); 2) EIEC
(E. coli enteroinvasora); 3) ETEC (E. coli enterotoxigénica); 4) EHEC (E. coli enterro-
hemorrégica); 5) EAQgEC (E. coli enteroagregativa) (FRANCO, B. 2008; WHITE, 2011).

Salmonella é um género da familia Enterobacteriaceae. S&o morfologicamente
classificadas como Gram-negativas ndo formadoras de esporos. O habitat normal destas
mesofilas anaerdbias facultativas é o trato gastrointestinal dos animais, passaros, insetos e
alguns répteis (tartarugas e ras). O género Salmonella é dividido em duas espécies,
Salmonella enterica e S. bongori. Dentro da espécie entérica existem mais de 2.500 sorotipos
e todos sdo considerados patdgenos para humanos. O crescimento de Salmonella ocorre entre
5 e 46 °C, sendo a sua temperatura 6tima de crescimento compreendida entre 35 e 37 °C.
Salmonella sdo geralmente sensiveis ao calor e elevada acidez (pH 4,5 ou menos) (WHITE,
2011).

Salmonella enterica sorotipo Enteritidis principal responsavel por surtos alimentares
envolvendo contaminagdo de ovos, é de grande importancia na area de alimentos, pois é
sabido que ela pode infectar os ovéarios de galinhas poedeiras e 0 ovo antes da casca ser
produzida (WHITE, 2011).
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Salmonella Brasil foi isolada de polpa de agai ndo pasteurizada, e identificada na
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Esta cepa faz parte da colecdo de microrganismos do

laboratdrio de microbiologia da Embrapa Agroindstria de Alimentos (informagao verbal) *

As doencas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da populacao
humana. Esse fato é causado, em grande parte, pelo surgimento de microrganismos multi-
resistentes aos antibidticos, principalmente devido ao uso indiscriminado de antibidticos pela
populacdo, e pela grande quantidade de agentes antimicrobianos utilizada na industria
agropecudria para promover o controle microbiano. Torna-se necessario, entdo, o
desenvolvimento de novas alternativas de conservagédo, para garantir a disponibilidade de
alimentos mais seguros, sob o ponto de vista microbioldgico (GALVEZ, 2010;
NASCIMENTO, 2003).

2.2 ATIVIDADE DE AGENTES ANTIMICROBIANOS EM ALIMENTOS E SUA
UTILIZACAO

A principal forma de deterioracdo dos alimentos € de origem microbioldgica,
principalmente por contaminantes contidos na sua superficie. A presenca de microrganismos
nos alimentos pode, além de reduzir a vida de prateleira, causar intoxica¢fes ou infeccdes
(dependendo do microrganismo contaminante) no consumidor (MELO de; SOARES;
GONCALVES, 2005).

A industria de alimentos utiliza diversas medidas durante seu processo produtivo que
viabilizam o controle do crescimento microbiano, encontrando-se entre as mais comuns,
aquelas que promovam a modificacdo das condi¢bes ambientais, podendo ser mencionadas: o
decréscimo da atividade de agua (Aa) mediante a desidratagdo do alimento ou a adicdo de
solutos; a diminuicdo da temperatura ao nivel de refrigeracdo ou do congelamento; o
decréscimo do pH; a adi¢do de substancias quimicas (conservador); a modificacdo da
atmosfera (ORDONEZ et al, 2005).

! Informacdo fornecida pela Doutora Ana Llcia Penteado, pesquisadora da Embrapa AgroindGstria de
Alimentos, no Rio de Janeiro, em julho de 2013.
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2.2.1 Conservantes quimicos

A legislacdo brasileira inclui os Conservantes utilizados em alimentos a lista de
aditivos alimentares, e os define como “substancia que impede ou retarda a alteracdo dos
alimentos provocada por microrganismos ou enzimas” (BRASIL, 1997).

Aditivo Alimentar: qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos,
sem proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacéo,
tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou
manipulagdo de um alimento. Ao agregar-se podera resultar em que o proprio
aditivo ou seus derivados se convertam em um componente de tal alimento. Esta

definico néo inclui os contaminantes ou substdncias nutritivas que sejam

incorporadas ao alimento para manter ou melhorar suas propriedades nutricionais

(BRASIL, 1997).

Os agentes conservantes mais classicos sdo os acidos organicos, por exemplo, &cido
acetico, lactico, sorbico e benzdico. Estas substancias sdo capazes de inibir o crescimento de
células bacterianas e fungicas. Ha relatos na literatura de que o acido sorbico também seria
capaz de inibir a germinacgéo e crescimento de esporos bacterianos. A a¢ao antimicrobiana dos
conservantes baseia-se em efeitos sobre um ou mais dos seguintes componentes/atividades:
DNA, membrana plasmatica, parede celular, sintese proteica, atividade enzimatica, transporte
de nutrientes (BRUL; COOTE, 1999).

A Tabela 1 apresenta os aditivos relatados como conservantes, além de outras funcdes
de melhoramento nos produtos alimentares, atualmente permitidos e mais utilizados segundo
0 Codex Alimentarius (CODEX, 2013). Este documento é anualmente atualizado e é utilizado
como referéncia pelo Ministério da Saude através da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (BRASIL, 2013b).
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Tabela 1 Aditivos quimicos com efeito de conservantes permitidos para uso em alimentos em geral (adaptado de

CODEX, 2013)

INS * ADITIVO
200 Acido Sorbico
201 Sorbato de Sédio
202 Sorbato de Potassio
203 Sorbato de Calcio
210 Acido Benzbico
211 Benzoato de Sodio
212 Benzoato de Potassio
213 Benzoato de Calcio
214 para-Hidroxibenzoato de Etil, Etilparabenzeno
218 para-Hidroxibenzoato de Metil, Metil parabeno
236 Acido Formico
239 Hexametilenotetramina
242 Dicarbonato Dimetil
260 Acido Acético
261 Acetato de Potassio
262 Acetato de Sodio
263 Acetato de Calcio
280 Acido Propidnico
281 Propionato de Sodio
282 Propionato de Célcio
283 Propionato de Potassio
290 Dioxido de Carbono
384 Citrato de Isopropila
928 Peroxido de Benzoila

*Sistema Internacional de Numeragdo de Aditivos Alimentares

Adaptado de CODEX, 2013.

Embora conservantes quimicos possam ser uma solugéo, sua utilizagéo é controlada ou

ndo é permitida, pois muitos deles como por exemplo o nitrito em determinadas

concentragfes, podem promover consequéncias negativas para a saude humana, sendo

questionada a liberacdo de sua utilizagdo em alimentos (MILLS et al, 2011). A descoberta de

novas substancias antimicrobianas faz-se necessaria devido ao desenvolvimento progressivo

de resisténcia por microrganismos patogénicos contra antibidticos e conservantes quimicos

convencionais (KIM; WIJESEKARA, 2010). As bacteriocinas, em geral, sdéo uma das opgoes
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em um mosaico de possiveis mecanismos para controlar bactérias patogénicas e deteriorantes
em alimentos (SCHULZ et al, 2009).

2.2.2 Peptideos Bioativos

Nas Gltimas duas décadas, estudos abriram um novo campo de pesquisa que trata das
substancias bioativas ou biogénicas provenientes de alimentos (AGYEI, 2011; GOBBETTI,
2004), entre elas estdo os peptideos bioativos. Peptideos sdo formados por aminoécidos
ligados entre si através de ligacBes peptidicas (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).
Os poucos peptideos bioativos caracterizados exibem uma grande diversidade em suas formas
e fungdes (HARTMANN; MEISEL, 2007). Inumeras definicbes tém sido dadas para
peptideos bioativos e uma das mais apropriadas poderia ser a seguinte: tratam-se de
componentes de alimentos que podem exercer uma atividade de regulagdo no organismo
humano, independentemente das suas funcBes nutritivas (GOBBETTI; MINERVINI;
RIZZELLO, 2004).

Na ultima década, extensa evidéncia cientifica foi fornecida para a existéncia de
peptideos bioativos e proteinas derivadas de alimentos que podem ter efeitos benéficos sobre
a saude humana (BIZIULEVICIUS, 2006; GOBBETTI, 2004; MILLS, 2011). Numerosas
pesquisas tém descrito diferentes atividades fisiologicas e metabdlicas apds ensaios, in vivo e
in vitro, com proteinas e peptideos bioativos. Dentre os mais estudados encontram-se 0s
efeitos antimicrobiano, antioxidante, anti-hipertensivo ou inibidor de enzima conversora de
angiotensina (ECA), imunomodulador, opiaceo, osteoprotetor, de reducdo do colesterol,
antitrombdtico e de aumento da absorcao/biodisponibilidade de minerais (AGYEI, 2011,
CHOI, 2011; KAPEL, 2006; LIEPKE, 2003; MINE, 2004). Peptideos inibidores de ECA,
fosfopeptideos derivados da caseina e peptideos imunomoduladores estdo entre os peptideos
bioativos mais utilizados para a aplicacdo em produtos alimenticios formulados para prover
beneficios especificos a satde (FRANCO, O., 2011).

2.2.2.1 Peptideos antimicrobianos e Bacteriocinas

Peptideos antimicrobianos (PAMSs) sdo componentes importantes da defesa inata,
porque além de eliminar microrganismos, eles sdo capazes de modular a resposta inflamatéria
(GOBBETTI; MINERVINI; RIZZELLO, 2004). Estes peptideos podem ser encontrados em
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todos os organismos multicelulares (BIZIULEVICIUS et al, 2006). Tanto os animais quanto
as plantas possuem peptideos que desempenham esta atividade antimicrobiana de amplo
espectro e os utilizam para defender-se de uma gama de microrganismos, incluindo bactérias,
fungos, virus e protozoarios (BATISTA et al, 1999).

Com o crescente conhecimento das atividades fisioldgicas de peptideos bioativos, o
interesse comercial em usa-los como ingredientes ativos em alimentos e medicamentos vem
aumentando continuamente. O desenvolvimento de tecnologia para producdo em larga escala
desses peptideos esta progredindo. Alguns peptideos bioativos inclusive ja sdo usados no
desenvolvimento de produtos alimentares e medicamentos (FRANCO, O., 2011). PAMs
produzidos sinteticamente estdo se tornando mais importantes a medida que os pesquisadores
procuram métodos inovadores para o controle de doencas (RILEY; WERTZ, 2002).

Atualmente ja foram identificados PAMs a partir de hidrolisados de inGmeras
proteinas de origem alimentar, especialmente derivadas do leite (GOBBETTI; MINERVINI;
RIZZELLO, 2004), porém proteinas contendo essa atividade bioldgica sdo também
encontradas nos ovos, na carne e em peixes, bem como em diferentes fontes vegetais de
proteinas, como soja, trigo, entre outras (AGYEI; APOSTOLOPOULQOS; DANQUAH,
2011). Grande parte dos PAMs que geram um beneficio para a salde séo sintetizados pelas
células do préprio organismo e outros o sdo a partir de moléculas derivadas de proteinas
alimentares, que podem ser hidrolisadas por enzimas proteoliticas no trato digestivo in vivo
(BIZIULEVICIUS et al, 2006) ou in vitro, por proteases de diferentes origens. Animais,
plantas e microrganismos sdo as principais fontes de enzimas utilizadas para a producdo de
peptideos bioativos (FRANCO, O., 2011). Ap6s a hidrélise enzimética de proteinas do
alimento, como a caseina do leite (SALAMPESSY et al, 2010), séo produzidos peptideos que
podem exercer diferentes atividades bioldgicas, como antimicrobiana (CONTRERAS et al,
2011). Peptideos antimicrobianos geralmente possuem uma massa molecular abaixo de 10
kDa. Estes peptideos podem ser gerados in vitro por hidrolise enzimética (KIM,;
WIJESEKARA, 2010).

A demanda dos consumidores por alimentos minimamente processados e produtos
livres de aditivos vem gerando o desenvolvimento de embalagens antimicrobianas, utilizando
peptideos bioativos como bioconservantes (PEREZ ESPITIA et al, 2012). Embalagens
bioativas para alimentos oferecem oportunidades inovadoras de explorar todo o potencial dos
PAMs a fim de garantir a seguranca alimentar (MINE; MA; LAURIAU, 2004). O uso de

embalagens antimicrobianas € um dos métodos aplicados para prevenir a contaminagdo de
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patdégenos na superficie de produtos alimentares. Uma solucdo ideal para a industria de
alimentos superar os problemas de segurancga alimentar e ambiental é incorporar substancias
antimicrobianas em revestimentos comestiveis (ESWARANANDAM; HETTIARACHCHY;
JOHNSON, 2004).

As bacteriocinas sdo definidas como peptideos catidnicos, produzidos por
microrganismos, anfifilicos, com, em geral, de 13 a 50 residuos de aminodacidos, que
apresentam acdo letal (com ou sem lise celular) ou bacteriostatica contra bactérias Gram-
positivas e contra células vegetativas e esporos dos géneros Clostridium e Bacillus
(FRANCO, 0., 2011). As bacteriocinas sdo produzidas, sobretudo, por linhagens de espécies
dos géneros Pediococcus, Lactococcus e Lactobacillus (SCHULZ et al, 2009).

O mecanismo de agdo das bacteriocinas pode ocorrer de diferentes formas, sendo mais
dependente dos fatores relacionados a espécie bacteriana e de suas condic¢des de crescimento,
do que de alguma caracteristica relacionada a sua propria molécula. A acdo pode promover
um efeito letal bactericida, sem lise ou com lise celular, ou ainda inibir a multiplicacéo
microbiana, com efeito bacteriostatico (OLIVEIRA; SIQUEIRA; SILVA, 2012). As
bacteriocinas ndo promovem alteracdo na qualidade sensorial do produto, observando-se o
crescente interesse da industria de alimentos sobre o potencial de utilizacdo destes compostos
em substituicdo aos conservantes quimicos (NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008).
Até o presente, a nisina consiste na Unica bacteriocina utilizada comercialmente como agente
natural de conservacao de alimentos. A molécula de nisina é um peptideo de 34 aminoécidos,
tendo como aminoacidos terminais a isoleucina (amino-terminal) e a lisina (carboxiterminal).
Sua massa molecular é de 3,5 kDa (MELO de, 2005; OLIVEIRA, 2012).

Em estudo realizado por Eswaranandam et al (2004) foram avaliados os efeitos dos
acidos citrico, latico, malico e tartarico na atividade antimicrobiana de filmes de proteina de
soja incorporados de nisina (205 IU/g) contra L. monocytogenes, S. gaminara e E. coli
O157:H7. A incorporacdo de nisina permitiu a reducdo da espessura dos filmes, garantindo
que fossem manuseados sem quebrar e aumentou a resisténcia dos filmes adicionados de
acidos organicos. Filmes de proteina de soja incorporados de é&cido malico (2,6%)
decresceram de 8,3; 9,0 e 8,9 UFC/mL de L. monocytogenes, S. gaminara, e E. coli O157:H7
para 5,5; 3,0 e 6,8 UFC/mL, respectivamente. Os filmes obtidos poderdo ser aplicados em
uma variedade de produtos de carne, de frango e vegetais. Em outro estudo, filmes
comestiveis de proteina isolada de soja contendo extrato de semente de pomelo (1% m/m),

que é uma fruta citrica, nisina (10,000 TU g—1), ¢ EDTA (0,16% m/m) foram capazes de
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reduzir populagdes de E. coli 0157: H7, Salmonella typhimurium e L. monocytogenes, e
poderdo ter aplicagdes em varios produtos alimenticios (MINE; MA; LAURIAU, 2004).

Ha indicacdo de que conservadores naturais, particularmente em adicdo ou
combinacdo sinérgica com outros fatores e técnicas que ja estdo em uso, terdo um papel
importante em um futuro proximo, principalmente se estes agentes tiverem nos alimentos a

mesma acao efetiva verificada em ensaios laboratoriais (SCHULZ et al, 2009).

2.3 OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS ATRAVES DA HIDROLISE
ENZIMATICA DE PROTEINAS

A forma mais comumente utilizada para producdo de peptideos bioativos in vitro é
através da hidrdlise enziméatica de moléculas de proteina (KORHONEN; PIHLANTO, 2006).
Peptideos formados por hidrélise com proteases foram relatados por transportar bioatividades
especificas, diferindo daqueles obtidos por outras hidrolises como, por exemplo, a hidrélise
qguimica (ZHONG et al, 2007). Através de clivagem de ligacGes peptidicas, a hidrdlise
enzimatica pode diminuir a massa molecular, aumentando a reatividade e melhorando as
propriedades funcionais de proteinas. O método enzimatico é especialmente Util na obtencédo
de peptideos muito curtos (oligdmeros com de 2-5 mondmeros) (SMACCHI; GOBBETTI,
2000). Peptideos bioativos sdo subsequentemente isolados atraves de ultrafiltracdo ou por
resinas de troca iénica (ZASLOFF, 2002). Massa molecular € um parametro importante, que
reflete a hidrolise de proteinas e é o que mais se correlaciona com a bioatividade de
hidrolisados proteicos (YANG et al, 2011).

As condicOes operacionais empregadas no processamento de isolados proteicos, o tipo
de protease e o grau de hidrolise afetam diretamente as atividades antioxidantes e bioldgicas
(MOURE; DOMINGUEZ; PARAJO, 2006). A fonte inicial de proteina, a estratégia de
producdo utilizada e as condic¢Oes de processamento, sdo os fatores que influem na obtencéo
de peptideos com atividades bioldgicas distintas. Estudos mostram que, dependendo da
enzima utilizada para hidrolisar a proteina de soja, obtém-se peptideos com propriedades
anticarcinogénicas ou com atividade hipotensiva (KIM; PARK; RHEE, 1990). Ao hidrolisar
as proteinas de arroz e soja, a tripsina originou peptideos imunomoduladores que atuam
estimulando anions superoxidos (espécies reativas de oxigénio) que disparam sistemas de
defesa imunoldgica inespecificos (WANG; MEJIA; GONZALEZ, 2005).
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O uso de enzimas diferentes resulta na formagdo de uma mistura de peptideos com
diversos graus de hidrolise e consequentemente diferentes atividades antioxidantes
(SARMADI; ISMAIL, 2010). Proteinases (endopeptidases), tais como tripsina, pepsina,
subtilisina, quimotripsina, termolisina, proteinase K, papaina e plasmina, além das
combinagBes enzimaticas de proteinases — incluindo alcalase, pancreatina, e enzimas
provenientes de bactérias e fungos — sdo comumente usadas para a hidrolise de proteinas dos
alimentos gerando peptideos bioativos (KORHONEN, 2006; WANG, 2005).

A papaina é uma protease extraida do latex dos frutos do mamoeiro (Carica papaya)
pertencente ao grupo cisteina-proteases. Normalmente, a papaina apresenta atividade
proteolitica em valores de pH de 5,0 a 9,0. Para os substratos caseina e albumina, seu pH
Otimo de atuacdo é 7,0. Apresenta atividade sobre ligacdes éster e amida. Tem boa atuacao na
sintese de peptideos e apresenta baixa especificidade de substrato (KOBLITZ, 2008).

A pepsina € uma protease aspartica de origem animal, produzida pela mucosa do
estdbmago na forma inativa de pepsinogénio. Torna-se ativa por autélise em pH abaixo de 5,0.
Apresenta maior atividade na faixa de pH de 1,0 a 4,0, sendo seu pH 6timo de 1,8. Inativa-se
completamente em pH superior a 6,0. Apresenta baixa especificidade, no entanto prefere
ligacGes peptidicas que envolvam aminodcidos hidrofobicos (KOBLITZ, 2008).

Embora muitas vezes os peptideos bioativos obtidos a partir da hidrdlise enzimatica de
proteinas apresentem resultados promissores in vitro, apenas alguns dos beneficios esperados
foram comprovados in vivo, em humanos (HARTMANN; MEISEL, 2007).

2.4 SOJA: CARACTERISTICAS E UTILIZACAO

A soja € uma importante fonte de proteinas e uma potencial fonte de peptideos
bioativos (MEJIA de; LUMEN de, 2006). Em media, a soja contém cerca de 40% de
proteinas, sendo essa concentracdo afetada por fatores genéticos e ambientais, e a composi¢do
deste percentual derivado de uma mistura complexa de tipos de proteinas diferentes. As
proteinas de soja contém todos os aminoacidos essenciais a nutricdo humana, e mesmo tendo
a metionina, a cisteina e provavelmente o triptofano em quantidades limitantes, acaba sendo
um 6timo substituto para a proteina animal. O uso da soja na alimentagdo humana tem
aumentado significativamente (MEJIA de; LUMEN de, 2006). A ingestdo de soja é de
interesse atual para a saide humana devido ao seu potencial para diminuir o risco de doencas
crénicas, como doencas cardiovasculares e cancer (BOLLING; BLUMBERG; CHEN, 2009).
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Segundo a ANVISA, a proteina de soja encontra-se na lista de alimentos que possuem
alegacodes de propriedade funcional aprovadas. A alegacao permitida denota que: “O consumo
diario de no minimo 25 g de proteina de soja pode ajudar a reduzir o colesterol. Seu consumo
deve estar associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida saudaveis” (BRASIL,
2013a).

A fracdo proteica da soja e sua classificacdo sdo bastante complexas. Relatos sobre tais
assuntos nem sempre concordam. Além disso, diferentes sistemas de nomenclatura relativa a
estas determinadas proteinas ou fracGes de proteinas sdo utilizados na literatura. Quando
apropriadamente separadas em sistema tamponado, por ultracentrifugacdo, as proteinas da
soja apresentam-se em quatro grupos, de acordo com sua velocidade de sedimentacdo: 2S
(inibidores de tripsina e citocromo C), 7S (B-conglicinina além de a-amilase, lipoxigenase e
hemaglutininas que sdo lectinas), 11S (glicinina livre) e 15S (glicinina polimerizada). As
principais proteinas componentes da soja sdo proteinas de reserva conhecidas como glicinina
e B-conglicinina, que sdo globulinas e representam, respectivamente, 40 e 25% das proteinas
de reserva do grdo de soja (KOBLITZ, 2011). De acordo com a solubilidade, as proteinas
presentes em grdos sdo divididas em albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas. As
albuminas sdo solluveis em agua, as globulinas sdo solliveis em solugdes salinas, as
prolaminas em soluc@es alcodlicas e as glutelinas sdo insolveis em agua, solucdes salinas e
alcodlicas e sollveis em solugdes &cidas ou alcalinas. As globulinas da soja sdo fracGes de
proteina em que as subunidades se associam através de ligacGes de hidrogenio (THANH,;
SHIBASAKI, 1976). Em pH alcalino préximo a 10, globulinas se dissociam pois ocorre
desnaturacdo da proteina (GUERRERO et al, 2011). Nos extremos de pH 2,0 ou 12,0, a
dissociacdo em subunidades (alfa, beta e alfa 1) das proteinas é reversivel (LIU, 1997). As
proteinas da soja podem ainda ser divididas em proteinas com atividade biol6gica (enzimas,
inibidores enzimaticos e hemaglutinas) que sdo solGveis e representam até 20% do total, e
proteinas de reserva (KOBLITZ, 2011; LI1U, 1997).

O modelo atualmente aceito de glicinina, que é uma das principais fragdes proteicas da
soja, € uma proteina hexamérica (legumina) com uma massa molecular de aproximadamente
360 kDa. Seus monbémeros tém a estrutura generalizada ASSB, em que A representa um
polipeptideo &cido de massa molecular de 34-44 kDa, B é um polipeptideo basico com massa
molecular de cerca de 20 kDa, e SS representa a ligacdo dissulfeto que liga os dois
polipeptideos (LIU, 1997). A B-conglicinina é um trimero (vicilina) formado pelas seguintes
subunidades: a de 57 kDa; o’ de 57 kDa ¢ B de 42 kDa, ricas em aspartato/asparagina,
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glutamato/glutamina, leucina e arginina. Trata-se de uma glicoproteina que contém cerca de

5% de sua massa em carboidratos, em geral manose (KOBLITZ, 2011).

O primeiro processo de extracdo aquosa de proteinas de soja para obtencdo de
concentrado de soja e isolado proteico de soja, foi descrito por Lawhon (1977 apud LIU,
1997) onde sementes de soja secas foram moidas e extraiu-se com &gua contendo peroxido de
hidrogénio (para inativar a lipoxigenase) a uma temperatura de 60 ° C e pH 9, com posterior

centrifugacdo do material para separacdo da fracdo proteica, emulsao de 6leo e fibra residual.

Proteinas e peptideos sdo responsaveis pela maioria das atividades
bioldgicas/funcionais das sementes de leguminosas (MESA et al, 2008). As proteinas de soja
tém sido amplamente utilizadas como ingrediente funcional em muitos alimentos processados
por causa de sua eficacia em formar géis, dada a elevada capacidade de retencdo hidrica, com
alta qualidade nutricional, sensorial e fisioldgica. Estudos encontraram na proteina de soja
atividade hipocolesterolémica maior do que na caseina (ZHONG et al, 2007). Hidrolisados de
proteina de soja sao fisiologicamente melhores do que proteinas intactas, pois sua absor¢do
intestinal parece ser mais eficaz, devido ao aumento da solubilidade e do teor de peptideo,
tornando-os atraentes como fonte de aminoacidos ou peptideos em nutricdo humana (KONG
et al, 2008).

2.4.1 Torta de soja: caracteristicas, obtencéo e utilizacdo

Os oOleos vegetais sao produzidos em larga escala, das mais diversas matérias-primas,
sendo o 6leo de soja 0 segundo mais produzido mundialmente (USDA, 2013b). Torta € 0
residuo deixado ap0s a extracdo do 6leo de sementes, castanhas ou améndoas (ERICKSON,
1995).

Atualmente o Brasil é o terceiro maior produtor de 0leo de soja, ficando atras apenas
de China e Estados Unidos. Sua produgéo de 7,1 mil toneladas no ano de 2013 (Tabela 2) ja
corresponde a 16,02% da producdo mundial (USDA, 2013a). Apesar da grande produtividade,
grande parte da soja é utilizada na extracdo de Oleos e seus residuos sdo destinados,

especialmente, a alimentagdo animal (SILVA, M. et al, 2006).
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Tabela 2 Principais Oleos Vegetais: Fornecimento e Distribuicdo Mundial

2009/10 2010/11 2011/12 2012/13 Ago 2013/14

Pais produtor

Mil toneladas
China 8,726 9,84 10,914 11,572 12,121
Estados Unidos 8,897 8,568 8,954 8,972 8,738
Brasil 6,47 6,97 7,31 6,76 71
Argentina 6,476 7,181 6,839 6,265 7,05
Unido Européia 2,29 2,246 2,226 2,267 2,22
india 1,32 1,675 1,71 1,73 1,78
México 643 648 657 653 680
Outros 3,967 4,154 3,945 4,488 4,631
Total 38,789 41,282 42,555 42,707 44,32

Traduzida e adaptada de USDA, 2013.

A torta de soja, um subproduto obtido durante o processamento de dleo de soja,
apresenta-se como uma fonte de isoflavonas. No entanto, a variedade de outros componentes
funcionais presentes na torta de soja permanece desconhecida (KAO; CHEN, 2006). Silva M.
et al (2006) relataram a composicdo centesimal e o valor energético da torta de soja. Os
resultados indicaram que o residuo de soja possui uma boa qualidade quimica-nutricional,
sendo fonte de carboidratos (33%), proteinas (47%), minerais (cinzas - 5%) e fibras (fibra
bruta - 5%).

A proteina de soja pode ser extraida a partir da torta de soja. Durante este processo, a
farinha de soja é obtida como um produto secundario e pode ser purificada para se obter
concentrado de proteina de soja (SPC) que possui em sua composi¢do aproximadamente 70%
de proteinas, e da proteina isolada de soja (SPI) possuindo aproximadamente 90% de
proteinas, que adicionaria valor nutricional e econdmico a sub-produtos agricolas
(GUERRERO et al, 2011).

Guerrero et al (2011) relataram que gelatina incorporada a filmes baseados em SPI
apresentam excelentes propriedades de barreira a luz UV, sugerindo que o efeito preventivo
potencial de filmes baseados em SPI proporcionam o retardamento da oxidagdo do produto,
induzida pela luz UV, e os valores de transparéncia encontrados sao semelhantes aos medidos

para filmes comerciais utilizados para fins de embalagem.
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2.5 COMPOSTOS ORGANICOS ANTIMICROBIANOS EM VEGETAIS

Produtos naturais, tais como extratos de plantas, seja como compostos purificados ou
como extratos brutos, oferecem possibilidades ilimitadas para o controle do crescimento
microbiano devido a sua diversidade quimica (NEGI, 2012). As plantas produzem
metabdlitos secundarios antimicrobianos, geralmente associados a peptideos e proteinas de
defesa, como parte de seu crescimento e desenvolvimento ou em resposta ao estresse ou ao
ataque de patdgenos. Estes metabdlitos sdo uma alternativa promissora de antibioticos
naturais, porque representam uma grande variedade de compostos que ja demonstram
atividade inibitoria contra o desenvolvimento de diferentes microrganismos patogénicos
(CABRAL, 2013; NASCIMENTO, 2003).

A eficécia de um composto antimicrobiano depende do tipo, género, espécie, e cepa do
microrganismo alvo, além dos fatores ambientais tais como pH, atividade de &gua,
temperatura, composi¢do da atmosfera e da carga microbiana inicial do substrato. A natureza
antimicrobiana dos fitoquimicos é determinada pelas suas propriedades quimicas, tais como
valor de pKa, os ratios de hidrofobicidade / lipofilicidade, solubilidade e volatilidade. O pH e
polaridade sdo os fatores mais importantes que influenciam a eficacia antimicrobiana de uma

substancia proveniente de alimentos (NEGI, 2012).

As pesquisas sobre a utilizacdo de agentes antimicrobianos naturais em alimentos vém
crescendo constantemente. Porém, a falta de reprodutibilidade da atividade antimicrobiana
destes compostos é um dos principais obstaculos encontrados. Variagbes qualitativas e
guantitativas no conteido de fitoquimicos bioativos em extratos vegetais resultam em sua
eficacia inconstante. Além disso, a maioria dos estudos utiliza extratos brutos de vegetais, que
geralmente contem outras substancias interferentes, como flavonoides na forma glicosidica,
onde o agUcar presente neles diminui a eficacia da atividade contra algumas bactérias (NEGI,
2012).

2.5.1 Fitoalexinas

Dentre os compostos bioativos sintetizados nas plantas, que formam barreiras
guimicas na forma de moléculas antimicrobianas, incluem-se as fitoalexinas. Estudos
comprovaram que extratos de plantas obtidos com diferentes solventes, bem como 0leos
essenciais, sdo ricos nestes compostos (BONATO, 2007; CABRAL, 2013).
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Fitoalexinas constituem um grupo heterogéneo de compostos quimicos de baixa massa
molecular, sintetizados por plantas em resposta a estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos,
que possuem atividade antimicrobiana (AHUJA, 2012; CLEVELAND, 2010; MAZARO,
2008; NWACHUKWU, 2013). Elas possuem grande diversidade, sendo que mais de 300
tipos ja foram caracterizados entre diferentes classes de compostos quimicos, como
cumarinas, diterpenos, flavonoides, taninos, dentre outros (CABRAL, 2013; MAZARO,
2008).

O estudo e a sintese de fitoalexinas, especialmente em espécies nativas, abrem
enormes perspectivas para descoberta de novos produtos naturais com atividade
antimicrobiana e cujas estruturas podem servir como modelo para a sintese quimica de
defensivos agricolas naturais. Desde sua descoberta, inumeras fitoalexinas foram obtidas de
vegetais como feijdo, soja, ervilha, batata, tomate, alface, algoddo, arroz, cevada, banana,
entre outras (MAZARO et al, 2008). A soja contém vérias fitoalexinas, incluindo as
isoflavonas compostas pelas agliconas daidzeina e genisteina (CLEVELAND et al, 2010). A
fitoalexina gliceolina (pterocarpano) presente na soja, mostra-se importante na interacdo dessa
leguminosa com fitopatdgenos, sendo que a utilizacdo de cotilédones de soja mostrou-se
como excelente ferramenta para estudos envolvendo capacidade gerar respostas de defesa
contra moléculas de origem biol6gica, quimica ou fisica (MAZARO et al, 2008).

2.5.1.1 Gliceolina

Os pterocarpanos representam a segunda maior classe de isoflavonoides da soja,
depois das isoflavonas. Apresentam um nucleo tetraciclico derivado do nucleo fundamental
das isoflavonas (Figura 1), mas apresentam uma numeracdo diferente das isoflavonas. S&o
subdivididos em pterocarpanos, 6-hidroxi-pterocarpanos e pterocarpenos. A maior ocorréncia
dos pterocarpanos é nos géneros Erythrina, Glycine, Sophora e Swartzia (SIMOES et al,
2005).
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Figura 1 Estruturas quimicas de fitoalexinas soja: gliceolinas I, Il e 111 (Nwachukwu, 2013).

O pterocarpano gliceolina, presente na soja, existe predominantemente sob a forma de
trés isdbmeros, conhecidos como gliceolinas I, Il e Il (Figura 1). Os trés isdmeros contém cada
um, dois centros quirais dentro da sua estrutura, resultando em quatro enantidmeros possiveis
(RR, RS, SR, SS) para cada um dos compostos, sendo apenas a configuracdo de enantidbmero
SS a que ocorre naturalmente (NWACHUKWU, 2013). Dentre as atividades bioldgicas da
gliceolina, s&o incluidas agfes antimicrobiana e anti-tumoral. A inoculagcdo de
microrganismos durante o processo de germinacdo da soja induz a maior producdo de
gliceolina, embora a quantidade resultante seja dependente do tipo de microrganismo usado
(AHUJA, 2012). As gliceolinas sdo produzidas a partir da mesma via e dos mesmos
precursores bioquimicos e o acumulo de gliceolina na soja pode ocorrer devido as
necessidades biologicas e especificas das sementes em resposta a estimulos externos, ou
através da inducdo de sua producdo pela utilizacdo dos potenciadores, sendo a aplicacdo de
fungos para tal efeito a mais investigada (NWACHUKWU, 2013).

2.5.2 Fitoanticipinas

As plantas saudaveis exibem componentes de defesa presentes constitutivamente,
caracterizadas por estruturas histolégicas ou pelo acimulo de uma variedade de substancias
antibidticas, também chamadas de fitoanticipinas. Estas incluem varios compostos
secundarios pre-formados tais como os terpendides ou fendlicos (BONATO, 2007). Alguns
metabdlitos secundarios como o0s glicosideos cianogénicos, os glicosinolatos e algumas
saponinas sao estocados nas células das plantas como precursores inativos, e sdo convertidos
em antibidticos biologicamente ativos pelas enzimas das plantas em resposta ao ataque de

patdgenos (NASCIMENTO, D., 2003). Varios metabolitos das espécies de vegetais, tais
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como, alcaldides, saponinas, taninos e os esterdis foram previamente associados com a
atividade antimicrobiana (LEE, 2006).

2.5.2.1 Saponinas

Saponinas, sdo glicosideos formados por uma porc¢éo lipidica (sapogenina), que pode
ser composta por um esteréide ou um triterpeno, ligada a glicoses, galactoses e/ou a pentoses,
e estdo presentes no grdo de soja em concentracBes consideradas elevadas (6,59/KQ)
(KOBLITZ, 2011). O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de formar
complexos com esterdides, proteinas, e fosfolipidos de membrana, determinam nesta
substancia um numero de diferentes propriedades bioldgicas. Consequentemente, estas
apresentam uma variedade de efeitos bioldgicos, tais como antifingico, antimicrobiano,
antiparasitario, anti-inflamatério, analgésico, expectorantes, antioxidante, espermicida, e acdo
de reducdo do colesterol. Embora tenha efeitos biolégicos mencionados, ndo ha nenhum
relato sobre o consumo de saponina (ALBERICE, 2012). Apresentam acdo atiflngica
relacionada a sua capacidade de interagir com as membranas celulares provocando a
formacdo de poros (NASCIMENTO, D., 2003). Alguns trabalhos recentes atribuem as
saponinas de leguminosas atividades antitumoral e anticancerigena, além da propriedade de
reduzir os niveis de colesterol sérico, provavelmente em virtude da sua capacidade de ligar
acidos biliares e colesterol no intestino (KOBLITZ, 2011).

2.6 UTILIZACAO DE RESIDUOS INDUSTRIAIS

A industria de alimentos produz uma série de residuos com alto valor de reutilizacao.
Inimeros estudos utilizando residuos industriais do processamento de alimentos tém sido
realizados com o objetivo de aproveita-los. Com isso, minimiza-se o impacto ambiental destes
tipos de industrias na regido onde estdo situadas e ainda agrega-se valor aos sub-produtos
gerados. Podemos utilizar os residuos da industrializacdo da mandioca como exemplo dos
residuos que possuem diversas utilidades, sendo aproveitados na alimentacdo animal de
bovinos, suinos e aves; para a producdo de fibras dietéticas e produtos fermentados, como
substrato microbiano; na producdo de vitaminas, compostagem, fertilizantes, herbicidas entre
outras (ZORTEA, 2012).
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Os residuos da producdo de Oleo comestivel, também conhecidos como tortas,
possuem um valor nutritivo elevado, especialmente por ter um conteudo de proteina variando
de 15% a 50% (SIRCAR; SRIDHAR; DAS, 1998). Devido a seu alto teor proteico, este
material tem um forte potencial para servir como fonte de proteina vegetal para o consumo
humano, porém na maioria das vezes € utilizado como racdo animal, principalmente para
ruminantes e peixes (MA et al, 1996). Um estudo recente desenvolveu barras alimenticias
com farinha do residuo da soja, sendo a amostra com concentracdo de 20% desta farinha, a de
maior aceitabilidade. As barras produzidas apresentaram boa qualidade microbiolégica e
propriedades fisico-quimicas atrativas, bem como boa aceitabilidade pelos provadores
(CUNHA et al, 2010).

Os bagacos (residuos do processamento de alimentos de origem vegetal) sdo ricos em
conteddo de fibras, proteina e energia. Eles oferecem vantagens potenciais quando usados
como substrato para o desenvolvimento de bioprocessos para a producdo de produtos
quimicos organicos e biomoléculas. Estudos utilizando-os para a producdo de enzimas
industriais tém mostrado resultados promissores (RAMACHANDRAN et al, 2007). Tortas de
6leos também vém sendo utilizadas para a producdo industrial de enzimas, antibioticos,
biopesticidas, vitaminas e outras substancias bioquimicas. Elas também tém sido utilizadas na
fabricagdo de suplementos alimentares (SIRCAR; SRIDHAR; DAS, 1998). Quando o residuo
vegetal é descartado inadequadamente, pode ocasionar problemas ambientais por conter em
suas fibras cerca de 25% de celulose, hemicelulose e lignina que sdo macromoléculas de
dificil biodegradacdo no meio ambiente. (CUNHA et al, 2010). Além de criar potenciais
problemas ambientais, os residuos representam perdas de matérias-primas e energia, exigindo
investimentos significativos da industria em tratamentos para controlar a poluicio (ZORTEA,
2012).

Atualmente, h4 um crescente interesse na biotransformacdo de residuos, tendo em
vista, serem materiais de baixo custo e altamente renovaveis. Deste modo, a utilizacdo de
residuos, além de diminuir o impacto sobre o meio ambiente, pode ser um fator importante
para a producgéo de subprodutos e diminuigdo nos custos de producdo (PANDEY; SOCCOL;
MITCHEL, 2000).
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3 OBJETIVO GERAL
Desenvolver procedimento metodoldgico para extrair e hidrolisar proteinas da torta de
soja, residuo da extracdo do 6leo. A partir disto, testar os diferentes hidrolisados obtidos

contra os agentes microbianos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Aperfeicoar o processo de extracao de proteinas hidrossolUveis da torta de soja.
Otimizar a obtencdo de hidrolisados proteicos da torta de soja.
Avaliar o rendimento da reacdo de hidrolise das proteinas da torta de soja.
Avaliar a massa molecular das proteinas e dos peptideos obtidos.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos hidrolisados proteicos obtidos da torta de soja
contra Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus, Salmonella Brasil e Escherichia coli.
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4 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento do presente trabalho ocorreu prioritariamente no Laboratorio de
enzimas (Nucleo de Bioguimica Nutricional), na Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro (UNIRIO). Este laboratorio esta sob responsabilidade da professora Doutora Maria
Gabriela Bello Koblitz do Departamento de Tecnologia dos Alimentos. As analises realizadas
para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos hidrolisados ocorreram no Laboratério de
Microbiologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Agroindustria de
Alimentos) sob a responsabilidade da pesquisadora Doutora Ana Lucia Penteado. Os ensaios
de eletroforese foram realizados no Laboratério de Bioquimica da Embrapa Agroindustria de
Alimentos, com a colaboracdo da responsavel, a pesquisadora Doutora Marilia Penteado

Stephan.

4.1 MATERIAL

4.1.1 Material Vegetal

A torta de soja, residuo industrial obtido da extracdo de 6leo de soja, foi obtida através
da doacdo de Empresa multinacional processadora de 6leo de soja em Mato Grosso, Brasil.
Este material nos foi enviado seco, desengordurado e dessolventizado para realizacdo dos

ensaios.

4.1.2 Microrganismos

Cepas padrdo de Salmonella Enteritidis (American Type Culture Collection (ATCC)
13076), Listeria monocytogenes (ATCC 19117), Staphylococcus aureus (ATCC 14458),
Bacillus cereus (ATCC 33019), Salmonella Brasil e Escherichia coli (ATCC 10799)
provenientes da colecdo de culturas do laboratério de Microbiologia de Alimentos da

Embrapa Agroindustria de Alimentos, foram utilizadas neste estudo.
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4.1.3 Reagentes e meios de cultura

Os reagentes quimicos utilizados, como sais, &cidos, bases, alcoois, bem como os
padroes de massa molecular para eletroforese, foram adquiridos de empresas com

reconhecido padrdo de qualidade como Merk® e Sigma®, e em nivel analitico.

Os meios de cultura, solidos (agar) e caldos, também mantiveram o alto padrédo de
qualidade, sendo adquiridos de empresas como Difco®, Oxoid®, Merk®, Sigma®.

4.1.4 Enzimas

As enzimas proteoliticas purificadas utilizadas foram adquiridas das seguintes

empresas: papaina MERK® e pepsina SIGMA®.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Otimizacdo da extracdo de proteinas hidrossolUveis da torta de soja

Foi realizado um planejamento experimental (rotacional central) com o objetivo de
otimizar as condi¢Bes da extracdo das proteinas da torta de soja. Para tal, foram utilizados

como variaveis independentes o pH (4,0 — 8,0) e a concentracdo de NaCl (0,0 — 2,0 M).

Realizou-se a extracdo das proteinas hidrossolUveis a partir de trés proporcGes de
massa (g) de torta por volume (mL) de solugdo tampao, sendo elas: 59/30 mL, 8,33 g/50 mL e
5¢/100 mL nos diferentes valores de pH e concentracdo de NaCl, conforme indicado pelo
planejamento experimental (Tabela 3). A torta desengordurada foi moida e homogeneizada
em liquidificador durante 2 minutos e posteriormente filtrada em filtro de algod&o. Este
filtrado foi submetido a centrifugacéo a 4.000xg durante o periodo de 15 minutos.

A determinacdo da concentracdo de proteinas, em g/100g de torta, foi realizada pelo
método de Lowry et al (1951) (descrito no item 4.2.5).
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Tabela 3 Planejamento experimental (rotacional central) para otimizacdo da extracdo de proteinas da torta de
soja

Ensaio pH NaCl (M)
1 4,6 0,3
2 4,6 1,7
3 7,4 0,3
4 7,4 1,7
5 4 1
6 8 1
7 6 0
8 6 2
9(C) 6 1
10 (C) 6 1
11 (C) 6 1
12 (C) 6 1

(C) Repetigdo dos pontos centrais; (M) Molaridade

4.2.2 Isolamento de proteinas sollveis da torta de soja

A extracdo das proteinas hidrossoltveis foi realizada a partir da proporc¢édo de 5 g de
torta de soja por 100mL de solucdo tampdo em valor de pH 9,0. A torta desengordurada foi
moida e homogeneizada em liquidificador durante 2 minutos e posteriormente filtrada em
filtro de algod&o. Este filtrado foi submetido a centrifugacdo a 4.000xg durante o periodo de

15 minutos.

A determinacdo da concentracdo de proteinas, em g/100g de torta, foi realizada pelo
método de Lowry et al (1951) (descrito no item 4.2.5).

Foram separadas aliquotas de 200 mL do extrato proteico para cada ensaio de
hidrolise. Como o extrato encontrava-se em pH 9,0, foram utilizadas solugdes de HCI 0,5M e
NaOH 0,5M para ajustar o pH, até alcancar o valor de pH do ensaio (4,0; 7,0 e 10,0 para
hidrolise realizada com papaina e 2,0 e 5,0 para pepsina). Para manter a estabilidade do pH da
solucdo, foram adicionados 50 mL de solugdo tampdo no valor de pH especifico de cada
reacao de hidrolise.
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4.2.3 Teste preliminar de obtencdo dos hidrolisados

Foram testadas duas diferentes enzimas proteoliticas comerciais: papaina (protease

neutra de origem vegetal) e pepsina (protease acida de origem animal). Inicialmente foi

realizado um teste exploratério (planejamento fatorial completo 2"), conforme mostra a

Tabela 4, utilizando como fatores de variacdo para a papaina: a razdo entre mg de enzima e

mg de proteina (1:66,66; 1:100 e 1:200); tempo de reacdo (1, 3 e 5 horas); temperatura de
reacao (30, 50 e 70°C) e valor de pH (4,0; 7,0 e 10,0) (CONTRERAS et al, 2011). Como

varidvel dependente (resposta) foram utilizados os resultados da avaliacdo da atividade

antimicrobiana contra L. monocytogenes e S. Enteritidis.

Tabela 4 Planejamento fatorial completo 2" para o teste exploratério de obtencédo dos hidrolisados

. Temperatura Tempo de _Relagéo .
Ensaio pH o N enzima/proteina
(°C) reacao (h)
(p/p)
1 4,0 30 1 1/200 (0,005)
2 10,0 30 1 1/200 (0,005)
3 4,0 70 1 1/200 (0,005)
4 10,0 70 1 1/200 (0,005)
5 4,0 30 5 1/200 (0,005)
6 10,0 30 5 1/200 (0,005)
7 4,0 70 5 1/200 (0,005)
8 10,0 70 5 1/200 (0,005)
9 4,0 30 1 1/66,66 (0,015)
10 10,0 30 1 1/66,66 (0,015)
11 4,0 70 1 1/66,66 (0,015)
12 10,0 70 1 1/66,66 (0,015)
13 4,0 30 5 1/66,66 (0,015)
14 10,0 30 5 1/66,66 (0,015)
15 4,0 70 5 1/66,66 (0,015)
16 10,0 70 5 1/66,66 (0,015)
17 (C) 7,0 50 3 1/100 (0,010)
18 (C) 7,0 50 3 1/100 (0,010)
19 (C) 7,0 50 3 1/100 (0,010)
20 (C) 7,0 50 3 1/100 (0,010)

(C) Repetigdo dos pontos centrais

Para este teste foi realizada a metodologia descrita no item 4.2.4, utilizando as

diferentes variaveis em questéo.

A reacdo de hidrolise utilizando pepsina ocorreu respeitando o0s seguintes valores de

cada fator: razéo de 1,0 mg de enzima para 66,66 mg de proteina; tempo de reacdo de 1hora;
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temperatura de reacdo de 50°C e variacdo de pH nos valores de 2,0 e 5,0, determinados
levando-se em consideracdo que a pepsina torna-se ativa por autolise em pH abaixo de 5,0.
Além disso, diversos trabalhos citaram o pH 6timo da atividade proteolitica ocorrendo em pH
2,0 (GOBBETTI, 2004: PENTA-RAMOS,2002; NEVES, 2004; KOBLITZ, 2008).

4.2.4 Obtencao dos hidrolisados

Duzentos e cinquenta mililitros de solucdo de proteinas extraidas de torta de soja
(conforme descrito no item 4.2.2) foram aquecidos a 95°C por 15 minutos, para provocar
desnaturacdo das proteinas e facilitar a acdo enzimatica. Em seguida, as amostras foram
resfriadas em banho de gelo até a temperatura de ensaio e mantidas em banho de aquecimento
na temperatura indicada. A enzima especificada (papaina ou pepsina), na concentracao
correta, foi entdo adicionada, dando inicio a reacdo. Para paralizacdo da reacdo, apds o
periodo de tempo e sob a temperatura determinados, o meio reacional foi aquecido a 100°C
por 10 minutos e resfriado em banho de gelo. O produto obtido foi neutralizado a pH 7,0
(utilizando HCI 0,5M e NaOH 0,5M), centrifugado a 13.000xg por 15 minutos e o
sobrenadante, contendo os peptideos resultantes da hidrélise, foi aliquotado, congelado e
liofilizado (CONTRERAS et al, 2011).

Para cada um dos hidrolisados, nas diferentes condi¢fes de hidrolise, foi feito um
“branco”, sendo este uma amostra de extrato de soja submetida ao mesmo processo que 0
hidrolisado (ajuste do valor de pH correspondente, tratamentos térmicos, tempo de reagdo de

hidrdlise), porém sem adi¢do de enzima.

4.2.5 Avaliagdo do rendimento da reacdo de hidrolise

O rendimento da hidrélise (RH) foi calculado segundo a metodologia descrita por
Zhong et al (2007), levando em consideracdo a concentracdo de proteinas hidrossoliveis
(aminoacidos e peptideos) no sobrenadante final e a concentragdo de proteinas hidrossoluveis

no substrato inicial da reacéo, seguindo a equacdo expressa a seguir:

mall — linicial
RH — [fina .] . .[mea] « 100
[inicial]
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A precipitacdo de proteinas ndo hidrolisadas foi realizada atraves da utilizagdo de uma
solucdo constituida da mistura de &cido tricloroacético 0,11 M, acetato de sddio 0,22 M e
acido acético 0,33M, por ser considerada esta a melhor forma de estimar a atividade de
proteinases segundo o estudo descrito por Murthy et al (1997). A mistura foi acrescida a
amostra em uma proporcdo de 1:1, e deixada em repouso por 15 minutos, com posterior

centrifugagdo a uma velocidade de 4.000xg durante 15 minutos.

Para determinacdo da concentracdo de proteina nas amostras foi utilizado o método de
Lowry et al (1951). Meio mililitro da amostra foi acrescido de 5 mL da mistura reativa
contendo carbonato de sodio anidro, hidroxido de sodio, sulfato de cobre e tartarato de sodio.
Apos periodo de 10 minutos foi adicionado reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:3, e apds
novo periodo de 10 minutos a absorbancia da solucéo foi avaliada a 660nm. O resultado foi

quantificado com base em uma curva padrao de albumina de soro bovino.

4.2.6 Avaliacdo da massa molecular das proteinas utilizadas e dos peptideos obtidos

Foi utilizado um sistema de eletroforese, segundo a metodologia de preparacdo dos
géis descrita por Laemmli (1970) para avaliar proteinas de maior massa molecular e a
metodologia descrita por Schégger e Von Jagow (1987) para avaliar os peptideos resultantes

da hidrolise, com menor massa molecular.

4.2.6.1 SDS-PAGE

Cada amostra liofilizada foi pesada em 20 mg e solubilizada em 2 mL de tampéo de
amostra (Tabela 5) sob agitacdo continua no vortex por 1 min e posteriormente aquecidas por
10 min a 100°C.

Tabela5 Composicao do tampdo de amostra para SDS-PAGE

Componente Volume

Agua destilada 11,4 mL
0,05M tris-HCI pH 6,8 3mL

Glicerol 2,4 mL

SDS 10% (p/v) 4,8 mL

2-mercaptoetanol 1,2mL

Azul de bromofenol 1,2mL
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Para o gel de corrida foi utilizada acrilamida, na concentracdo de 12%, e para o gel de
aplicacdo da amostra esta foi utilizada na concentracdo de 4%. A corrida foi realizada pelo
periodo de sete horas sob uma tensdo de 100 v. Os marcadores de massa molecular utilizados
foram obtidos a partir dos seguintes padrGes de proteinas (em kDa): 101,36 (fosforilase);
72,89 (albumina bovina); 47,82 (ovalbumina); 33,98 (anidrase carbonica); 26,84 (inibidor de
tripsina de soja); 17,62 (lisozima). As proteinas dos géis foram coradas com o reagente de cor
“coomassie blue R250”, durante uma noite, € descoradas com uma solucdo contendo: 40% de
metanol, 10% de acido acético e 50% de agua, por um periodo de trés horas, para visualizacao
das bandas (LAEMMLI, 1970).

4.2.6.2 SDS-PAGE Tris-Tricina

A eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de Tricina (SDS-PAGE Tris-
Tricina) foi realizada seguindo o método de Schagger e Von Jagow (1987). A solucéo estoque
de acrilamida/bisacrilamida (49,5%T; 3%C) foi preparada na concentracdo de 16,5% T e 3%
C, e 0 gel de concentracdo, 4% T e 3% C, em que T corresponde a somatoria das percentagens
de acrilamida e bisacrilamida em relacdo ao volume do gel, e C, a relacdo em peso entre a
concentracdo de bisacrilamida e a soma das concentracdes (%) de ambos os mondmeros
(SCHAGGER; VON JAGOW, 1987).

As amostras liofilizadas foram pesadas em 20 mg e solubilizadas em 2mL de tampdao
de amostra (Tabela 6) sob agitacdo continua no vortex por 1 min, aquecidas por 10 min a
100°C. Apos este procedimento, as amostras foram aplicadas no gel e a corrida eletroforética
foi desenvolvida a uma voltagem constante de 60 V por aproximadamente 6 horas. Para
identificar e calcular as massas dos peptideos obtidos, foi aplicado no gel de corrida um
padrdo de ultra-baixa massa molecular, com as seguintes massas (em kDa): 26,63 (triose-
fosfato isomerase); 16,95 (mioglobina); 14,44 (o-lactaloumina); 6,51 (aprotinina); 3,49

(insulina B-oxidada); 1,42 (bacitracina).
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Tabela6 Composicdo do Tampédo de Amostras para SDS-Tricina-PAGE

Componentes Volume
SDS 10% (p/v) 4 mL
Glicerol 0,95 mL
0,5M tris-HCI pH 6,8 1mL
2-mercaptoetanol (v/v) 0,2 mL
Comassie blue G250 0,001g
Agua milli-q 3,85 mL

4.2.7 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos hidrolisados contra Salmonella Enteritidis,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella Brasil e

Escherichia coli.

A atividade antimicrobiana dos hidrolisados proteicos foi avaliada através de dois
métodos, 0 método qualitativo de Difusdo em Pogos de Agar, e 0 método quantitativo de
Macrodiluicdo em Caldo para Concentracdo Inibitéria Minima, descritos a seguir.

4.2.7.1 Diluicdo das amostras liofilizadas

As amostras foram diluidas em solucéo tampdo fosfato pH 7,0 respeitando a proporcao

de 1:1 (1g amostra/1mL tampdo).

4.2.7.2 Método de Difusdo em pocos de agar

Culturas puras de S. Enteritidis, S. aureus, S. Brasil, E. coli e B. cereus foram ativadas
em agar TSA (Trypticase Soy Agar), e L. monocytogenes em agar TSA-YE (Trypticase Soy
Agar with Yeast Extract), incubadas as temperaturas Otimas de crescimento de cada
microrganismo (37°C, 35°C, 37°C, 35°C, 30°C e 30°C, respectivamente), por trés intervalos
consecutivos de 24h, imediatamente antes da sua utilizacdo no experimento. As células de
cada microrganismo foram entdo coletadas e transferidas para 5 mL de solucdo salina (NaCl
0,85%) para ajustar as suspensdes em concentragdo de 1,5x10° UFC/mL de acordo com a
escala McFarland de turbidez, com o auxilio de aparelhno medidor de turbidez Densimat

(bioMerieux). Foi realizada a diluicdo seriada de cada suspensao bacteriana (1:10) em agua
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peptonada 0,1% e 1 mL de cada diluicdo foi plagueado pelo método “pour plate”, em é&gar
TSA/TSA-YE, e incubado a 35°C por 24h para determinar a viabilidade celular na
concentracdo esperada. Desta forma, foi possivel padronizar-se os inoculos semeados
(1,5x10® UFC/g) para uso nos experimentos, que foram conduzidos mediante inoculagdo
inicial de 200l de cada suspensdo em 200 mL de &gar estéril TSA/TSA-YE fundidos (45°C).

Os meios inoculados foram entdo distribuidos cuidadosamente em placas de Petri
(triplicata) e deixados para secar em camaras de fluxo laminar. Com auxilio de pipetas tipo
Pasteur estéreis foram realizados pocos nas placas e entdo adicionados a cada pogo 50ul de
solucgéo de cada hidrolisado obtido, bem como de cada “branco” (amostras de extrato proteico
da torta de soja, passados pelo mesmo processo que os hidrolisados, porém sem adicdo de
enzima). As placas foram entdo incubadas nas temperaturas de crescimento de cada
microrganismo e os didmetros dos halos de inibicdo foram mensurados ap6s 24h de incubacéo
(WAN,1998; MARTIN, 2012).

Como controle negativo foram utilizados 50ul de tampéo fosfato em pH 7,0 e como

controle positivo 50ul de solucéo de clorexidina 0,12% (v/v).

4.2.7.3 Concentracdo Inibitéria Minima - Método de Macrodiluicdo (Tubo) em Caldo

Foram preparadas volumetricamente as diluicdes finais de hidrolisados em caldo
Mueller-Hinton, seguindo o procedimento conveniente e confidvel descrito nas Normas de
Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana (NCCLS, 2005) e apresentado na
Tabela 7.
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Tabela 7 Esquema de Preparagdo de DiluicBes de Agentes Antimicrobianos a Serem Usados em Testes de
Sensibilidade por Diluicdo em Caldo

Solucdo do agente
antimicrobiano
Volume Concentragéo final
Passo Concentragdo (mg) Fonte | Volume | CAMHB* (mg) Log,
1 149,71 estoque 1mL 9mL 14,97 9
2 14,97 Passol 1 1 7,49 8
3 14,97 Passol 1 3 3,74 7
4 14,97 Passol 1 7 1,87 6
5 1,87 Passo 4 1 1 0,94 5
6 1,87 Passo 4 1 3 0,47 4
7 1,87 Passo 4 1 7 0,23 3
8 0,23 Passo 7 1 1 0,12 2
9 0,23 Passo 7 1 3 0,06 1
10 0,23 Passo 7 1 7 0,03 0
11 0,03 Passo 10 1 1 0,01 -1
12 0,03 Passo 10 1 3 0,01 -2
13 0,03 Passo 10 1 7 0,00 -3

*CAMHB, caldo Mueller-Hinton
Adaptado de NCCLS, 2005.

O inéculo de S. aureus foi preparado a partir de uma suspensdo 0,5 na escala
McFarland (1,1 x 10® UFC/mL), obtida com a ajuda do Densimat. Foi realizada a diluicdo até
10" para obtencdo do inéculo final (1,1 x 10° UFC/mL), confirmando este inéculo por meio

de plagueamento em placa de agar TSA e incubacdo simultanea.

Acrescentou-se 1 mL de inoculo ajustado a cada tubo contendo 1 mL de agente
antimicrobiano na série de dilui¢cdes (e a um tubo de controle positivo contendo apenas caldo)
até 15 minutos apds a normatizacdo do inoculo, misturando a seguir. Este procedimento
resultou numa diluicdo 1:2 de cada concentracdo de antimicrobiano e uma diluicdo 1:2 do
indculo. Foi realizada leitura de turbidez no Densimat destes tubos e anotados os valores
obtidos (“tempo zero”), sendo estes entdo incubados a 35°C por 20h. Realizou-se entdo uma
nova leitura em Densimat apds este periodo e, uma vez verificada diferenca, foi feita

comparagdo com os valores obtidos no “tempo zero” (NCCLS, 2003).

Houve ainda o plagueamento em superficie pelo método “spread plate”, através da

inoculacdo de 0,1 mL de cada uma das diluicbes em placas de Petri com auxilio da alca de
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Drigalsky, utilizando-se do meio de cultura agar TSA, para confirmacdo dos resultados
obtidos.

4.2.8 Andlise estatistica

As planilhas de ensaio, avaliacdo dos resultados e a andlise de superficie de resposta
do processo metodolégico foram elaboradas com auxilio dos softwares STATISTICA (7.0) e
GraphPad Prism (5.0). Os ensaios foram avaliados por andlise de variancia seguida do teste de
Tukey (p<0,05) ou pela aplicacéo do teste de t (p<0,05), quando apropriado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 OTIMIZACAO DA EXTRACAO E ISOLAMENTO DAS PROTEINAS
HIDROSSOLUVEIS DA TORTA DE SOJA

Tratando-se da extracdo de proteinas hidrossollveis da torta de soja, ndo havia

conhecimento de qual seria 0 processo mais eficaz para a sua realizacéo.

A comecar pela proporcdo em g de torta por mL de solucdo tampdo, aquela de 5g/ 30
mL (ALMEIDA et al, 2000) ndo permitiu uma boa homogeneizacdo e consequentemente
atrapalhou o processo de extracdo das proteinas. Para eliminar a suposi¢do de que 0 pequeno
volume de amostra teria dificultado a homogeneizacdo, aumentou-se o volume de solugéo
tampé&o proporcionalmente a quantidade de torta (8,33 g/50 mL). Os resultados obtidos (valor
médio de 2,6 g de proteina por 100g de torta) indicaram que o conteudo de proteinas do
extrato estava abaixo das expectativas, considerando que o residuo da soja teria um contetido
total de proteinas consideradas sollveis de aproximadamente 13% (LIU, 1997; SILVA, M.,
2006).

Optou-se entdo por diminuir a quantidade de torta em relacdo a de solucdo tampéo,
pois foi observado que quanto melhor a homogeneizacdo, maior a extracdo e
consequentemente o contetdo de proteinas hidrossollveis extraidas da torta de soja. Ficou
estabelecida entdo a proporcéo de 5g de torta de soja para 100 mL de solucéo tampéo (BOIA,
KOBLITZ, 2012). Condicdes semelhantes foram utilizadas por Radha et al (2007) que
utilizaram uma proporc¢édo de 10g de farinha desengordurada de oleaginosas (soja, gergelim e
amendoim) em 100 mL de solucdo, para obtencdo de extrato proteico para posterior hidrélise

enzimatica.

O planejamento experimental realizado para otimizagdo do processo de extracdo das
proteinas hidrossolGveis da torta de soja (APENDICE A), levou em considerago as variaveis
pH e concentracdo de NaCl, por serem fatores considerados interferentes na solubilidade de
proteinas de soja e consequentemente na sua extracao (LIU, 1997).

Os resultados do planejamento experimental (Figura 2) mostram que gquanto mais
alcalino o valor de pH da solucdo tampdo utilizada e menor a quantidade de NaCl adicionado,

melhor solubilidade das proteinas e, consequentemente, maior sua extracdo. AssSim, 0S
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melhores resultados de extracdo em proteinas /100 g das amostras foram obtidas em valor de
pH 9,0 e sem a adi¢do de NaCl, rendendo 11,33 g/100 g de torta de soja.

e B

oNn

1 nm

Figura 2 Superficie de resposta da otimizacéo da extracéo de proteinas da torta de soja (Software Statistica 7.0)

Tabela8 ANOVA: Otimizacdo da Extracdo de Proteinas da Torta de Soja (Software Statistica 7.0)

SQ GL MQ Fcalc
Regresséo 23,0109 4 5,7527 9,9804
Residuo 4,0349 7 0,5764 Ftab
Falta de ajuste | 3,8476 4 1% 7,85
Erro puro 0,1873 3
Total 27,0458 11

De acordo com os parametros estatisticos avaliados (Tabela 8), a analise da superficie
de resposta € considerada confiavel (R? = 0,85081), e os resultados obtidos sdo significativos
com 99% de confianga (p<0,01).

As principais proteinas da soja sdo globulinas, que por classificacdo sdo apenas
soliveis em solucdo salina. Sendo assim, na presenca de NaCl a solubilidade e
consequentemente a extracdo das proteinas deveria aumentar, o que de fato ocorre como pode
ser observado na Figura 2, quando o pH encontra-se mais acido. Segundo Guerrero et al
(2011), em pH alcalino as subunidades das globulinas se dissociam causando sua
desnaturacdo, o que pode justificar o aumento da solubilidade e eficiéncia da extracdo na

auséncia de NaCl, mas em pH alcalino.
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Tais resultados concordam com aqueles obtidos por Neves e colaboradores (2001),
que ao avaliar a variacao da solubilidade da proteina total da farinha de tremoco em diferentes
tipos e concentracdo de sais e a diferentes valores de pH, concluiu que os melhores resultados
foram obtidos com os meios apresentando valores de pH alcalinos e que ndo se observaram

diferencas significativas com o aumento da concentracdo dos sais.

Uma faixa de pH na qual se enquadra aquele encontrado no presente estudo, é
utilizada no processo comercial para obtencdo de SPI que se inicia, geralmente, com a
extracdo levemente alcalina (pH 7-10) de proteinas, utilizando a farinha de soja
desengordurada (L1U, 1997).

5.2 TESTE PRELIMINAR DE OBTENCAO DOS HIDROLISADOS

Partindo do principio de que diversos fatores interferem na producdo de materiais
hidrossollveis resultantes da hidrolise enzimatica, foram levados em consideracdo para o
planejamento e realizacdo da hidrdlise enzimatica da torta de soja: substrato, pH, temperatura,
tempo de incubacdo e concentracdo da enzima (MARTINS; COSTA; PRENTICE-
HERNANDEZ, 2009). Os resultados do planejamento sdo mostrados reunidos no
APENDICE B.

Os resultados da variavel dependente (resposta) mostraram que havia atividade
antimicrobiana para alguns dos tratamentos onde houve hidrdlise enzimatica com papaina,
tanto para L. monocytogenes quanto para S. Enteritidis. Houve entdo a repeti¢cdo dos melhores
resultados, a fim de confirma-los, e 0s maiores halos de inibicdo podem ser observados nas

Figuras 3 e 4.
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Figura 3 Atividade antimicrobiana de hidrolisados contra L. monocytogenes

P: Controle positivo; N: Controle negativo; 17.1, 18.1, 19.1 e 20.1: Hidrolisados de torta de soja com
papaina em pH 7,0

Figura 4 Atividade antimicrobiana de hidrolisados contra S. Enteritidis

P: Controle positivo; N: Controle negativo; 17.1, 18.1 e 20.1: Hidrolisados de torta de soja com papaina
empH 7,0

Temperatura e pH estdo entre os mais importantes fatores ambientais que influenciam
a atividade enzimatica (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Analisando
estatisticamente os resultados do teste preliminar (APENDICE B), foi possivel verificar,

como mostram as Figuras 5 e 6, que o pH € Unica variavel que interfere, de forma
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significativa, na atividade antimicrobiana dos hidrolisados avaliados tanto contra S. Enteritidis

quanto contra L. monocytogenes.
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p=.05

Figura5 Diagrama de Pareto para analise das variaveis utilizadas no processo de hidrdlise, pela atividade

antimicrobiana contra S. Enteritidis

p=05

Figura 6 Diagrama de Pareto para analise das varidveis utilizadas no processo de hidrélise, pela atividade

antimicrobiana contra L. monocytogenes
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5.3 AVALIACAO DO RENDIMENTO DA REACAO DE HIDROLISE

Ao tratar de hidrdlise enzimatica, um importante parametro resultante que deve ser
avaliado é o rendimento da reacdo (ZHONG et al, 2007). No presente trabalho foram obtidos
os resultados de rendimento de hidrdlise s&o apresentados na Figura 7 (APENDICES C, D e
E).
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Figura 7 Comparacdo estatistica do Rendimento da Reacédo de Hidrdlise Enzimatica do Extrato proteico da torta
de soja. Letras diferentes representam resultados significativamente diferentes (p<0,05)

Deve-se atentar que o maior rendimento de hidrolise, comparando aqueles realizados
com papaina, ocorreu em pH 7,0 e, entre os realizados com pepsina, aquele em pH 2,0. Tais
resultados encontram-se de acordo com o esperado, devido as caracteristicas de cada enzima.
A papaina, sendo uma cisteina-protease, apresenta atividade proteolitica em valores de pH de
5,0 a 9,0. A pepsina, por sua vez, como protease aspartica, apresenta maior atividade na faixa
de pH de 1,0 a 4,0, sendo seu pH étimo 1,8 (KOBLITZ, 2008).

Vastag et al (2011) encontrou valores para grau de hidrélise de 53,23, 37,17 e 70%
para hidrolises realizadas com Alcalase, Flavourzyme e utilizando as enzimas combinadas,
respectivamente, a partir de isolado protéico de torta de abdbora. Foi encontrado também
rendimento de hidrolise de 40% para hidrolisado proteico a partir de uma mistura de farinha
de sementes oleaginosas (RADHA; KUMAR; PRAKASH, 2007).
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54 AVALIACAO DA MASSA MOLECULAR DE PROTEINAS E PEPTIDEOS
OBTIDOS

Foram preparados dois diferentes géis de corrida para eletroforese (SDS-PAGE e
SDS-PAGE Tris-Tricina) a fim de avaliar as proteinas e peptideos resultantes da hidrélise

enzimética em um largo espectro de massa molecular.

MM kDa PB 21 22 23 24 Al A2 A3 Ad AS AS A7 MM kDa
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Figura 8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras tratadas com pepsina (2.1, 2.2) e
papaina (Al, A2 e A3)

PB — Padréo de baixa massa molecular; 2.1 — Hidrolisado em pH 2,0; 2.2 — Hidrolisado em pH 5,0; 2.3 — Branco
em pH 2,0; 2.4 — Branco em pH 5,0; Al — Hidrolisado em pH 4,0; A2 — Hidrolisado em pH 7,0; A3 —
Hidrolisado em pH 10,0; A4 — Branco em pH 4,0; A5 — Branco em pH 7,0; A6 — Branco em pH 10,0; A7 —
Extrato proteico da torta de soja.
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Pepsina Papaina
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Figura 9 Eletroforese em gel SDS-PAGE Tris-Tricina (16,5%T, 3%C) com amostras tratadas com pepsina (2.1,
2.2) e papaina (Al, A2 e A3)

PUB — Padréo de ultra baixa massa molecular; 2.1 — Hidrolisado em pH 2,0; 2.2 — Hidrolisado em pH 5,0; 2.3 -
Branco em pH 2,0; 2.4 — Branco em pH 5,0; A1 — Hidrolisado em pH 4,0; A2 — Hidrolisado em pH 7,0; A3 —
Hidrolisado em pH 10,0; A4 — Branco em pH 4,0; A5 — Branco em pH 7,0; A6 — Branco em pH 10,0; EX —
Extrato proteico da torta de soja.

Conforme pode ser observado na Figura 8, as amostras dos brancos para os valores de
pH 2,0; 7,0 e 10,0 apresentam bandas proteicas semelhantes as encontradas na amostra de
extrato de soja sem nenhum tipo de tratamento, de acordo com o esperado. No entanto, 0s
brancos em pH 4,0 e 5,0 ndo apresentaram nenhuma banda proteica. Em pH em torno de 4,5
encontra-se 0 ponto isoelétrico das proteinas da soja (L1U, 1997). Os valores de pH 4,0 e 5,0
utilizados no ensaio sdo os mais préximos do ponto isoelétrico, fazendo com que este
provoque a menor solubilidade e por isto, maior precipitacdo das proteinas (MARTINS;
COSTA; PRENTICE-HERNANDEZ, 2009). Com a centrifugacdo realizada durante o
processo houve a separacao da proteina ja precipitada (devido ao pH &cido) e o sobrenadante
remanescente permaneceu isento de proteina, o que justifica a auséncia de bandeamento nos
tratamentos 2.4 e A4. Uma vez que ndo havia proteinas suficientes em solugdo para a
hidrolise, as amostras hidrolisadas em valores de pH 4,0 e 5,0 também ndo apresentam bandas

proteicas, 0 que esta dentro do esperado. As amostras hidrolisadas com papaina em pH 7,0 e
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com pepsina em pH 2,0 ndo apresentam bandeamento, indicando ocorréncia de hidrolise e
reducdo da massa molecular das proteinas presentes. O mesmo pode ser verificado nas
amostras hidrolisadas em pH 10,0. No entanto, nesta amostra, a presenca de bandas vestigiais

indica uma menor eficiéncia de hidrdlise, o que é confirmado pelos resultados de rendimento.

A Figura 9 mostra uma faixa de massa molecular inferior. As amostras em branco em
todos os valores de pH apresentam bandeamento semelhante ao extrato sem tratamento,
indicando que o extrato de soja naturalmente contém proteinas de baixa massa molecular e
peptideos, mantidos em solu¢do, mesmo em pH acido préximo do ponto isoelétrico das
proteinas da soja, embora em menor concentracdo. No entanto, as amostras hidrolisadas tanto
com papaina quanto com pepsina ndo apresentam bandeamento nitido, indicando baixa
concentracdo ou auséncia de peptideos e proteinas nessa faixa de massa molecular. A baixa
concentracdo de peptideos nessa faixa, por serem amostras de misturas de peptideos e ndo de
peptideos isolados, pode ter dificultado a identificacdo dos mesmos utilizando o reagente de
cor (coomassie blue R250). Além disso, os resultados indicam que a hidrélise pode ter sido
total ou houve formacdo de peptideos bem menores, impossiveis de serem detectados pelo

método.

A papaina e a pepsina sdo proteases de baixa especificidade, capazes de provocar
hidrélise extensiva em proteinas provenientes de diferentes fontes. Sendo assim, a formacéo
de peptideos de massa molecular abaixo de 1 kDa ou a ocorréncia de hidrélise total do
substrato, com liberacdo de residuos de aminoacidos, estd de acordo com 0 comportamento
esperado para as enzimas usadas nas reacdes de hidrélise, especialmente no seu pH étimo (7,0
para papaina e 2,0 para pepsina) (KOBLITZ, 2008). A presenca de compostos com atividade
antimicrobiana com massa molecular abaixo de 1 kDa foi relatada por Nascimento (2003),
gue ao avaliar a atividade antibacteriana de diferentes pools contendo peptideos de semente de
soja contra as bactérias Ralstonia solanacearum (Gram-negativa) e Clavibacter michiganensis
(Gram-positiva) identificou, através da analise em espectrdmetro de massa, a presenca de

compostos de massas moleculares 678,61 Da; 700,60 Da e menores do que 500 Da.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Ao analisar a atividade antimicrobiana no teste preliminar, verificou-se uma diferenca
significativa entre os halos de L. monocytogenes e S. Enteritidis para um mesmo hidrolisado

aplicado. Sabendo das caracteristicas inerentes a cada uma destas bactérias (L. monocytogenes
57



Gram-positiva e S. Enteritidis Gram-negativa) optou-se por avaliar a atividade antimicrobiana
dos hidrolisados obtidos em procedimento otimizado, contra outras bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Bacillus cereus), e Gram-negativas (Salmonella Brasil e

Escherichia coli).

Considerando os processos otimizados de extracdo e hidrélise enzimatica, na
discussdo de atividade antimicrobiana serd dada énfase aos hidrolisados obtidos em pH 7,0

para papaina e em pH 2,0 para pepsina.

5.5.1 Resultados da Atividade Antimicrobiana de Hidrolisados obtidos com uso de Papaina

Na Figura 10 (A, B e C) sdo apresentadas as fotos dos halos de inibi¢do das bactérias
Gram-positivas e na Figura 11 (A, B e C) das Gram-negativas, resultantes dos tratamentos
com papaina em pH 7,0.
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Figura 10 Halos de inibicao: bactérias Gram-positivas pelo Método de difusio em pocos de agar (PAPAINA)

A- Teste realizado com S. aureus; Figura B- L. monocytogenes; Figura C- B. cereus. Legenda comum a A, B e
C: A2- Hidrolisados em pH 7,0; A5- Branco em pH 7,0; P- Controle positivo; N- Controle negativo.
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Figura 11 Halos de inibic&o: bactérias Gram-negativas pelo Método de difusio em pogos de agar (PAPAINA)

A- Teste realizado com S. Enteritidis; Figura B- S. Brasil; Figura C- E. coli. Legenda comum a A, B e C: A2-
Hidrolisados em pH 7,0; A5- Branco em pH 7,0; P- Controle positivo; N- Controle negativo.
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Figura 12 Comparagdo estatistica de atividade antimicrobiana contra Bactérias Gram-positivas, entre
Hidrolisado e Branco em pH 7,0 (PAPAINA)

* significativamente diferentes (p<0,05)
A2- Hidrolisado proteico em pH 7,0; A5- Branco em pH 7,0.

S, Enteritidis S. brasil E.coli
i 2 2
£ £ -
2 2 2 q
% YYYY = % 5 10.
£ : £ £ A
- = =
2 e 5 g 2 5- i
z 2 2
o o- . Y

P ¢ K ? @

Figura 13 Comparacdo estatistica de atividade antimicrobiana contra Bactérias Gram-negativas, entre
Hidrolisado e Branco em pH 7,0 (PAPAINA)

* significativamente diferentes (p<0,05)
A2- Hidrolisado proteico em pH 7,0; A5- Branco em pH 7,0.

A partir da mensuragéo dos halos de inibigdo em milimetros (APENDICES F e G), foi
possivel analisar estatisticamente os resultados de atividade antimicrobiana, que demonstram
que os hidrolisados obtidos em pH 7,0 possuem maior atividade antimicrobiana do que o
branco tratado em mesmo pH para L. monocytogenes, S. aureus, S. Enteritidis e S. Brasil.
(Figuras 12 e 13). Tal resultado pode ser explicado por este ser o pH 6timo da papaina
(KOBLITZ, 2008), se considerarmos que 0 aumento da atividade antimicrobiana ocorreu pela

presenca de compostos resultantes da hidrdlise enzimatica. Porém tais afirmacdes devem ser
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estudadas mais profundamente, a fim de identificar quais foram as substancias responsaveis

pela atividade antimicrobiana, ndo tendo sido este o objetivo no presente trabalho.

Observando os graficos (Figuras 12 e 13) percebeu-se ainda que, embora nao
estatisticamente significativa, parece haver diferenca entre a atividade antimicrobiana dos
hidrolisados obtidos em pH 7,0 e seus respectivos brancos para os demais microrganismos (B.
cereus e E. coli). O fato destes resultados ndo serem diferentes estatisticamente, pode estar
associado ao desvio padrdo elevado, o que os torna semelhantes. Tal desvio pode ser
justificado por estarmos tratando de um método qualitativo, onde o objetivo era verificar se
havia ou ndo atividade antimicrobiana. Acredita-se que novas repeticdes dos ensaios
poderiam indicar diferenga significativa.

A atividade antimicrobiana constatada nos “brancos”, ou seja, aquelas amostras de
extrato de soja submetidas ao mesmo processamento térmico, durante 0 mesmo tempo que 0s
hidrolisados, porém sem adicdo de enzima, pode ser explicada devido a presenca de
compostos organicos, inerentes a soja, que possuem tal atividade como, por exemplo, as
saponinas, fitoalexinas, gliceolina descritas anteriormente (AHUJA, 2012; ALBERICE, 2012;
CLEVELAND, 2010; NWACHUKWU, 2013; SIMOES, 2005).

Os hidrolisados obtidos em pH 7,0 apresentaram os maiores halos de inibi¢do, com
valores entre 20 e 25mm, para S. aureus e B. cereus, e entre 15 e 16mm para S. Brasil e E.
coli respectivamente. Valores semelhantes foram encontrados para 6leos de orégano e cravo
gue apresentaram uma zona de inibicdo de 18,9 mm e 14,9 mm, respectivamente, sobre cepas
de S. aureus e 29,5mm e 11,7mm sobre as cepas de E. coli (SANTOS et al, 2011).

A fim de avaliar melhor a diferenca entre os hidrolisados em pH 7,0 e o branco, foi
realizado o teste de Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) (Tabela 9).

Tabela 9 Concentracdo inibitéria minima de Hidrolisado em pH 7,0 por papaina contra S. aureus

Repeticdes  Hidrolisado em pH 7,0 Branco em pH 7,0

1 3,7363 3,9798

2 3,7427 3,9865

3 3,7800 3,9762
Meédia 3,753 +0,02* 3,981 +0,01

*Diferente estatisticamente de forma significativa pelo teste de t (p<0,005)
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Como resultado, foi obtida a média de CIM de 3,753 mg/mL, a partir da matéria seca,
liofilizada. Os valores obtidos neste método demonstram que estes diferem estatisticamente

(p<0,005), corroborando com os resultados obtidos pelo método de difusdo em pogos de agar.

Dados na literatura demonstram a CIM utilizando diferentes unidades de grandeza,
variando de pg/mL a mg/mL, como por exemplo a CIM do antibi6tico comercial tetraciclina
1,31ug/mL e a CIM do extrato de romd (P. granatum) de 25 mg/mL (LEE, 2006;
MICHELIN, 2005). Tendo em vista a avaliacdo da CIM de uma amostra de hidrolisado
proteico contendo uma diversidade de compostos ao invés de um composto isolado que
apresenta atividade antimicrobiana, era esperado que fossem obtidos resultados em mg/mL.
Foi considerada a quantidade total de proteinas presente na amostra liofilizada do hidrolisado

e do branco.

Os resultados da CIM demonstram que a hidrélise provocou a reducdo da CIM,
indicando que uma menor concentracdo do produto hidrolisado em pH 7,0 com papaina é
capaz de inibir o crescimento de S. aureus em comparagdo com o branco em mesmo pH. Tal
fato indica que houve o aumento da eficiéncia de inibicdo do crescimento bacteriano apds o

tratamento enzimatico.

5.5.2 Resultados da Atividade Antimicrobiana de Hidrolisados obtidos com uso de Pepsina

Na Figura 14 (A, B, C) sdo apresentadas as fotos dos halos de inibicdo das bactérias
Gram-positivas e na Figura 15 (A, B e C) das Gram-negativas, resultantes dos tratamentos

com pepsina em pH 2,0.
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Figura 14 Halos de inibicdo: bactérias Gram-positivas pelo Método de difusdo em pocos de agar (PEPSINA)

A- Teste realizado com S. aureus; Figura B- L. monocytogenes; Figura C- B. cereus. Legenda comum a A, B e
C: 2.1- Hidrolisados em pH 2,0; 2.3- Branco em pH 2,0; P- Controle positivo; N- Controle negativo.
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Figura 15 Halos de inibicdo: bactérias Gram-negativa pelo Método de difusdo em pocos de agar (PEPSINA)

A- Teste realizado com S. Enteritidis; Figura B- S. Brasil; Figura C- E. coli. Legenda comum a A, B e C: 2.1-
Hidrolisados em pH 2,0; 2.2- Branco em pH 2,0; P- Controle positivo; N- Controle negativo.
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Figura 16 Comparacdo estatistica de atividade antimicrobiana contra Bactérias Gram-positivas, entre
Hidrolisado e Branco em pH 2,0 (PEPSINA)

* significativamente diferentes (p<0,05)
2.1- Hidrolisado proteico em pH 2,0; 2.3- Branco em pH 2,0.
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Figura 17 Comparagdo estatistica de atividade antimicrobiana contra Bactérias Gram-negativas, entre
Hidrolisado e Branco em pH 2,0 (PEPSINA)

* significativamente diferentes (p<0,05)
2.1- Hidrolisado proteico em pH 2,0; 2.3- Branco em pH 2,0.

A partir da mensurac&o dos halos de inibicdo em milimetros (APENDICES H e 1), foi
possivel analisar estatisticamente os resultados de atividade antimicrobiana, que demonstram
que os hidrolisados obtidos em pH 2,0 (pH 6timo de atividade da pepsina) possuem maior

atividade antimicrobiana do que o branco tratado em mesmo pH para S. aureus, B. cereus e S.
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Enteritidis (Figuras 16 e 17). A inobservancia de diferenca significativa estatisticamente entre
os testes realizados com S. Brasil e E. coli pode ser justificada por se tratar de
microrganismos Gram-negativos, ou seja, menos susceptiveis a atividade antimicrobiana das
amostras aplicadas, que consequentemente resultaram em menores halos, dificultando a
mensuracdo e a comparacdo entre eles. Deve-se salientar que o método em questdo é
qualitativo, e a mensuracdo dos halos foi realizada para possibilitar a comparacdo entre o

hidrolisado e o branco.

Assim, como discutido anteriormente nos resultados para hidrolisados do extrato
proteico de torta de soja obtidos com papaina, o pH O6timo de atividade da pepsina
(KOBLITZ, 2008) demonstra ter relacdo direta com a atividade antimicrobiana destes
hidrolisados. Acredita-se, portanto, que compostos resultantes da hidrdlise enzimatica

influenciem no aumento da atividade antimicrobiana.

Foi possivel confirmar que as bactérias Gram-positivas sd0 mais sensiveis aos
produtos obtidos da hidrélise da torta de soja (tanto com papaina quanto com pepsina) do que

as Gram-negativas. Diversos pesquisadores relataram resultados semelhantes na literatura.

Fett e Osman (1982) mostraram que os flavondides coumestrol e gliceolina presentes
na soja possuem capacidade inibit6ria para véarias cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo as Gram-positivas geralmente mais sensiveis. Bactérias Gram-positivas sdo
mais suscetiveis a nisina, que é uma bacteriocina comercial (ESWARANANDAM;
HETTIARACHCHY; JOHNSON, 2004). Peptideos purificados de diferentes plantas da
familia Rubiaceae (café e outras plantas tropicais) sdo ativos contra bactérias Gram-positivas
(TAM et al, 1999). As investigacdes realizadas na area de engenharia genética levaram a
descoberta de derivados de nisina com atividade aumentada contra os agentes patogénicos
Gram-positivos, incluindo Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (GALVEZ et al,
2010). Além de outras substancias presentes nos alimentos relatadas com atividade
antimicrobiana mais efetiva contra bactérias Gram-positivas (DAVIDSON, 2005; SALEEM,
2010).

O fato de os maiores halos serem observados contra bactérias Gram positivas, pode
estar relacionado com a composicao de sua parede celular. Acredita-se que a maior parte dos
compostos com atividade antimicrobiana nas amostras, especialmente saponinas e peptideos
naturais da soja, tenham acdo sobre a membrana celular (NASCIMENTO, D., 2003) e que a

penetracdo desses compostos atraves da parede é facilitada em bactérias Gram-positivas, que
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ndo possuem recobrimento glicoproteico do peptideoglicano, como acontece com as bactérias
Gram-negativas (SALAZAR; ANSEJO, 2007).
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6 CONCLUSAO

As proteinas hidrossollveis da torta de soja foram extraidas, de forma eficiente,
aplicando as seguintes condicdes: 5 g de torta para 100 mL de solucdo tampdo pH 9,0 sem
adicédo de NaCl, rendendo 11,33 g/100 g de torta de soja.

Sendo o valor do pH a Unica varidvel que interfere de forma significativa (p<0,05) na
atividade antimicrobiana dos hidrolisados avaliados tanto contra L. monocytogenes quanto S.
Enteritidis, foi possivel estabelecer a metodologia de obtencdo de hidrolisados proteicos da
torta de soja utilizando a proporcdo de 1mg de enzima para 66,66 mg de proteinas, com
temperatura de 50°C e por um menor tempo de reagéo (1h) .

O maior rendimento de hidrélise tanto para aquelas realizadas com papaina quanto
com pepsina, ocorreu nos valores de pH 6timo de atividade das enzimas proteoliticas,
confirmando ser o valor de pH o fator de maior influéncia na obtencdo dos hidrolisados
proteicos da torta de soja e consequentemente na sua atividade antimicrobiana.

Houve hidrélise do extrato proteico da torta de soja, porém a observacdo dos geis de
eletroforese indica que a hidrélise possa ter sido total ou houve formacdo de peptideos de
menores e em baixas concentracdes, ndo sendo detectados pelo método.

Os hidrolisados proteicos da torta de soja obtidos através da hidrolise enzimatica
realizada tanto com papaina quanto com pepsina, apresentaram atividade antimicrobiana
contra S. Enteritidis, L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, S. Brasil e E. coli. Sendo as
bactérias Gram-positivas (S. aureus, L. monocytogenes e B. cereus) mais susceptiveis a acao
dos compostos presentes nestes hidrolisados.

Ap0s a hidrolise enzimatica realizada com papaina, em pH 7,0, houve uma reducéao da
CIM em comparagdo com o branco, indicando que a partir de um valor médio de CIM de
3,753 mg/mL, o hidrolisado proteico da torta de soja foi capaz de inibir o crescimento de S.

aureus.
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7 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, deve-se dar continuidade aos
ensaios a fim de identificar e compreender os mecanismos de acdo dos compostos
responsaveis por esta atividade antimicrobiana, visando a futura aplicagdo dos hidrolisados da
torta de soja como compostos biologicamente ativos para o controle das doencas de origem

alimentar em humanos.
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APENDICE A - RESULTADOS DA OTIMIZACAO DA EXTRACAO E
ISOLAMENTO DAS PROTEINAS HIDROSSOLUVEIS DA TORTA DE SOJA

Ensaio pH NaCl (%) PTN (g/100)
1 4,6 0,3 5,571
2 4,6 1,7 8,880
3 74 0,3 11,328
4 7,4 1,7 8,456
5 4,0 1,0 8,971
6 8,0 1,0 9,753
7 6,0 0,0 6,032
8 6,0 2,0 8,832

9(C) 6,0 1,0 9,310

10(C) 6,0 1,0 9,722

11(C) 6,0 1,0 9,335

12(C) 6,0 1,0 9,128

*Repeticdo dos pontos centrais



APENDICE B - RESULTADOS DO TESTE PRELIMINAR DE OBTENCAO
DOS HIDROLISADOS

Amostra pH  Temperatura Te(n;)po ezinsae/lgfit?eina Rendll;)qento Halos de inibigdo (mm)
S. Enteritidis L.monocytogenes
1 4,0 30 1 0,005 76,3 0 6
2 10,0 30 1 0,005 22,2 0 0
3 4,0 70 1 0,005 79,9 8 14
4 10,0 70 1 0,005 42,5 0 0
5 4,0 30 5 0,005 80,8 6 12
6 10,0 30 5 0,005 37,2 0 0
7 4,0 70 5 0,005 125,3 2 8
8 10,0 70 5 0,005 47,0 0 2
9 4,0 30 1 0,015 96,3 4 10
10 10,0 30 1 0,015 45,7 0 0
11 4,0 70 1 0,015 32,5 0 6
12 10,0 70 1 0,015 20,2 4 6
13 4,0 30 5 0,015 114,4 0 6
14 10,0 30 5 0,015 51,6 3 5
15 4,0 70 5 0,015 277,0 4 10
16 10,0 70 5 0,015 81,0 6 8
17 (C) 7,0 50 3 0,010 296,9 16 12
18 (C) 7,0 50 3 0,010 286,8 17 13
19 (C) 7,0 50 3 0,010 276,8 15 11
20 (C) 7,0 50 3 0,010 307,0 15 11
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APENDICE C - RESULTADOS DO RENDIMENTO DE HIDROLISE
REALIZADA COM PAPAINA

AMOSTRA pH te tempo enzimaxptn gem100g % rendimento

1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,66 6,0518 25,1744
1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,66 6,0518 25,1744
1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,67 6,0988 26,1478
1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,68 7,5440 13,8889
1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,69 7,9640 20,2295
1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,70 7,8640 18,7198
1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,71 6,1040 23,1307
1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,72 6,0040 21,1135
1. hidrolisado pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,73 5,8440 17,8860
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 10,6480 82,0793
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 10,0880 72,5034
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 10,3680 77,2914
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 11,5440 66,7244
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 11,8440 71,0572
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 11,9440 72,5014
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 9,8440 71,1802
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 9,9040 72,2235
2. hidrolisado pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 9,9640 73,2669
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 6,0480 3,4200
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 6,1680 5,4720
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 6,2080 6,1560
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 8,2440 10,6478
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 8,3440 11,9900
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 8,5040 14,1374
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 6,3440 12,8023
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 6,3240 12,4467
3. hidrolisado pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 6,2840 11,7354

4. branco pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,66 4,8347

4. branco pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,66 6,6240

4. branco pH 4,0 4,0 50°C 1h 1:66,66 4,9573

5. branco pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 5,8480

5. brancopH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 6,9240

5. branco pH 7,0 7,0 50°C 1h 1:66,66 5,7507

6. branco pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 5,8480

6. branco pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 7,4507

6. branco pH 10,0 10,0 50°C 1h 1:66,66 5,6240
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APENDICE D - RESULTADOS DO RENDIMENTO DE HIDROLISE
REALIZADA COM PEPSINA

AMOSTRA Ph te tempo enzimaxptn gem100g % rendimento

2.1 Hidrolisado pH 2,0 2,0 50°C 1h 1:66,66 12,9840 80,9028
2.1 Hidrolisado pH 2,0 2,0 50°C 1h 1:66,66 13,1840 83,6894
2.1 Hidrolisado pH 2,0 2,0 50°C 1h 1:66,66 12,8040 78,3949
2.1 Hidrolisado pH 2,0 2,0 50°C 1h 1:66,66 12,1640 78,0793
2.1 Hidrolisado pH 2,0 2,0 50°C 1h 1:66,66 12,2840 79,8360
2.1 Hidrolisado pH 2,0 2,0 50°C 1h 1:66,66 12,1840 78,3720
2.2 Hidrolisado pH 5,0 5,0 50°C 1h 1:66,66 7,8040 24,3203
2.2 Hidrolisado pH 5,0 5,0 50°C 1h 1:66,66 7,8840 25,5947
2.2 Hidrolisado pH 5,0 5,0 50°C 1h 1:66,66 8,1840 30,3738
2.2 Hidrolisado pH 5,0 5,0 50°C 1h 1:66,66 7,5440 23,5911
2.2 Hidrolisado pH 5,0 5,0 50°C 1h 1:66,66 8,0840 32,4377
2.2 Hidrolisado pH 5,0 5,0 50°C 1h 1:66,66 7,7840 27,5229

2.3 branco pH 2,0 2,0 50°C 1h 1:66,66 7,1773

2.3 branco pH 2,0 2,0 50°C 1h 1:66,66 6,8307

2.4 branco pH 5,0 5,0 50°C 1h 1:66,66 6,2773

2.4 branco pH 5,0 5,0 50°C 1h 1:66,66 6,1040
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APENDICE E — ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS DO
RENDIMENTO DE HIDROLISES REALIZADAS COM PAPAINA E PEPSINA

Amostra Rendimento de reacdo (%)
Papaina
Hidrolisado em pH 4,0 21,3
Hidrolisado em pH 7,0 73,2°
Hidrolisado em pH 10,0 9,9°
Pepsina
Hidrolisado em pH 2,0 79,9
Hidrolisado em pH 5,0 27,3

Papaina: Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo
método de ANOVA, seguido do teste de Tukey. Pepsina: médias
seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de t.



APENDICE F - HALOS DE INIBICAO (mm) DAS REPETICOES PARA S.

aureus, L. monocytogenes e B. cereus (papaina)

S. aureus: Hidrolise realizada com papaina (valores em mm)

Hidrolisado pH 4,0 | Branco pH 4,0 | Hidrolisado pH 7,0 | Branco pH 7,0 | Hidrolisado pH 10 | Branco pH 10,0
22 21 19 15 21 16
21 22 19 15 21 16
21 21 20 14 21 16
18 21 15 15 14 15
16 21 17 15 17 15
16 21 17 15 17 15
22 21 18 12 19 15
23 21 18 12 18 16
23 20 19 13 18 14

L. monocytogenes: Hidrolise realizada com papaina (valores em mm)

Hidrolisado pH 4,0 | Branco pH 4,0 | Hidrolisado pH 7,0 | Branco pH 7,0 | Hidrolisado pH 10 | Branco pH 10,0
21 21 21 16 20 19
21 22 20 17 20 17
21 20 22 16 20 16
19 17 20 11 20 20
19 16 20 11 20 17
19 17 19 11 21 17
24 25 21 18 21 18
24 26 23 18 21 17
24 26 21 18 21 22

B. cereus: Hidrolise realizada com papaina (valores em mm)

Hidrolisado pH 4,0 | Branco pH 4,0 | Hidrolisado pH 7,0 | Branco pH 7,0 | Hidrolisado pH 10 | Branco pH 10,0
26 25 14 15 18 16
25 25 18 16 20 17
25 23 18 15 19 18
26 28 21 23 19 24
26 28 23 23 23 24
26 27 25 23 25 25
26 24 25 20 27 23
26 23 25 19 25 23
28 24 25 19 25 23
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APENDICE G — HALOS DE INIBICAO (mm) DAS REPETICOES PARA S.
Enteritidis, S. Brasil e E. coli (papaina)

S. Enteritidis: Hidrdlise realizada com papaina (valores em mm)

Hidrolisado pH 4,0 | Branco pH 4,0 | Hidrolisado pH 7,0 | Branco pH 7,0 | Hidrolisado pH 10 | Branco pH 10,0
17 17 14 12 13 11
17 18 14 11 14 12
18 17 15 11 15 11
11 12 12 10 11 10
12 13 12 10 11 10
11 13 12 11 11 10
17 15 13 11 11 12
17 15 14 11 11 12
18 14 14 10 12 12

S. Brasil: Hidrolise realizada com papaina (valores em mm)

Hidrolisado pH 4,0 | Branco pH 4,0 | Hidrolisado pH 7,0 | Branco pH 7,0 | Hidrolisado pH 10 | Branco pH 10,0
17 17 16 10 15 10
18 17 15 10 15 10
18 16 15 10 15 10
18 16 14 15 15 16
16 14 15 15 15 16
16 14 15 14 16 17
17 15 13 12 19 17
17 15 15 12 19 17
16 15 14 12 19 15

E. coli: Hidrolise realizada com papaina (valores em mm)

Hidrolisado pH 4,0 | Branco pH 4,0 | Hidrolisado pH 7,0 | Branco pH 7,0 | Hidrolisado pH 10 | Branco pH 10,0
12 13 12 12 14 10
12 13 12 13 14 12
13 14 12 12 13 10
14 14 12 12 10 12
15 15 15 13 13 12
15 15 15 13 12 12
19 15 16 15 15 14
18 15 15 16 15 14
18 15 16 14 15 14




APENDICE H — HALOS DE INIBICAO (mm) DAS REPETICOES PARA S.
aureus, L. monocytogenes e B. cereus (pepsina)

S. aureus: Hidrolise realizada com pepsina (valores em mm)

Hidrolisado pH 2,0 Branco pH 2,0 Hidrolisado pH 5,0 Branco pH 5,0
21 20 22 22
21 20 22 22
20 18 22 21
20 17 21 21
20 17 21 21
19 16 21 20
18 16 20 20
18 16 20 20
18 16 20 19

L. monocytogenes: Hidrolise realizada com pepsina (valores em mm)

Hidrolisado pH 2,0 Branco pH 2,0 Hidrolisado pH 5,0 Branco pH 5,0
25 24 27 28
25 23 27 28
23 23 27 28
23 23 27 27
22 23 27 27
22 21 26 26
22 21 26 26
21 20 26 26
21 20 20 26

B. cereus: Hidrdlise realizada com pepsina (valores em mm)

Hidrolisado pH 2,0 Branco pH 2,0 Hidrolisado pH 5,0 Branco pH 5,0
26 23 28 25
26 23 28 25
26 23 27 25
25 20 27 25
25 20 27 24
25 20 27 24
20 20 23 22
20 20 23 22
20 20 23 22
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APENDICE | - HALOS DE INIBICAO (mm) DAS REPETICOES PARA S.
Enteritidis, S. Brasil e E. coli (pepsina)

S. Enteritidis: Hidrdlise realizada com pepsina (valores em mm)

Hidrolisado pH 2,0 Branco pH 2,0 Hidrolisado pH 5,0 Branco pH 5,0
16 14 20 19
16 14 20 19
15 14 17 18
15 14 17 17
15 14 17 17
14 14 17 16
14 14 17 16
14 13 17 16
14 10 17 16

S. Brasil: Hidrdlise realizada com pepsina (valores em mm)

Hidrolisado pH 2,0 Branco pH 2,0 Hidrolisado pH 5,0 Branco pH 5,0
16 15 19 16
15 15 19 16
15 15 19 16
15 15 19 15
15 15 18 15
15 14 18 15
15 14 18 14
15 14 17 14
14 11 17 14

E. coli: Hidrolise realizada com pepsina (valores em mm)

Hidrolisado pH 2,0 Branco pH 2,0 Hidrolisado pH 5,0 Branco pH 5,0
16 16 21 20
16 16 20 20
15 16 19 20
15 13 18 20
14 13 18 18
14 13 16 18
14 11 16 17
14 11 16 17
14 11 16 17




