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RESUMO

Os peptideos bioativos sdo geralmente compostos de 3-20 aminoécidos, derivados de
proteinas, que podem exercer atividades bioldgicas além do valor nutricional. Estudos
tém demonstrado que peptideos especificos, derivados de proteina de soja, exercem uma
grande variedade de atividades bioldgicas, podendo ser anti-hipertensivos, antioxidantes
entre outros. Este trabalho teve como objetivo a busca por peptideos de concentrado
proteico de soja, com propriedades antioxidantes que pudessem retardar a peroxidacao
em pescados, atuando assim, como conservante natural em alimentos. Um planejamento
experimental foi realizado para avaliar a influéncia da adi¢do de NaCl para melhora da
solubilidade das proteinas e teor de concentrado protéico para melhora do rendimento
de hidrdlise. Os valores otimizados foram 2,7% de concentrado protéico de soja e 2,0M
de NaCl. A hidrolise foi realizada com a enzima papaina, os peptideos gerados foram
separados por massa molecular através de ultra-filtracdo e analisados quanto a atividade
antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP e ORAC e também quanto a
capacidade de retardar a peroxidacdo lipidica através do método TBAR's, sobre
amostras de sardinha. Para as analises da capacidade antioxidante foram encontrados
valores semelhantes para todos os métodos utilizados: a amostra ndo hidrolisada
apresentou maior atividade na presenca de NaCl enquanto a fracdo contendo peptideos
de maior massa molecular (> 3kDa) apresentou maior atividade na auséncia de NacCl.
Quanto ao retardamento da peroxidacao lipidica em modelo de alimento, a fracdo de
hidrolisado contendo peptideos de maior massa molecular também apresentou melhor
resultado, ficando abaixo apenas da amostra congelada e da tratada com o antioxidante
sintético BHT, confirmando a atividade antioxidante avaliada nos métodos utilizados.
Como conclusdo, observou-se que a producdo de peptideos bioativos de concentrado
proteico da soja foi viavel e que a atividade antioxidante do hidrolisado obtido foi
comprovada por testes de capacidade antioxidante in vitro, mas também pelo
retardamento da peroxidacdo lipidica, podendo assim atuar, como potencial aditivo

natural na conservacdo de alimentos.

Palavras - chave: Peptideos bioativos; concentrado protéico de soja; DPPH, ABTS,
FRAP, ORAC, peroxidacao lipidica, TBARS.



ABSTRACT

ENZYMATIC OBTAINTION OF SOY PROTEIN HYDROLYSATES WITH
ANTIOXIDANT ACTIVITY FOR USE IN FOOD PRODUCTS

Bioactive peptides are composed of 3 to 20 amino acids derived from proteins that can
show biological activities in addition to their nutritional value. Studies have
demonstratetad that specific peptides derived from soy protein exert a wide variety of
biological activities and may be antihypertensive, antioxidant, among others. This work
aimed to obtain soybean peptides with antioxidant properties that could retard the
peroxidation in fish, thus acting as a natural food preservative. An experimental design
was performed to evaluate the influence of NaCl addition to improve protein solubility
and protein concentrate content to improve the hydrolysis yield. The optimized values
were 2.7% soybean protein concentrate and 2.0M NaCl. The hydrolysis was performed
with papain and the peptides generated were separated by molecular mass by
ultrafiltration and analyzed for their antioxidant activity by DPPH, ABTS, FRAP and
ORAC methods as well as their ability to delay lipid peroxidation through TBAR's
method, on sardine samples. Similar behavior was found for all the methods used: the
non-hydrolyzed sample showed higher activity in the presence of NaCl and the fraction
containing peptides of higher molecular mass (> 3kDa) showed higher activity in the
absence of NaCl. As for the lipid peroxidation delay in the food model, the fraction of
hydrolyzate containing higher molecular weight peptides also presented better results,
being inferior only to the frozen sample and the one treated with the synthetic
antioxidant BHT, confirming the antioxidant activity evaluated in the methods used. It
may be concluded that the production of bioactive peptides from soybean derivatives
was feasible and the antioxidant activity of the hydrolyzate obtained was proved by in
vitro antioxidant capacity tests, but also by the evaluation of lipid peroxidation delay,

thus acting as a natural additive in the conservation of foods.

Keywords: Bioactive peptides; Soy protein concentrate; DPPH, ABTS, FRAP, ORAC,
lipid peroxidation, TBARS.
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1- INTRODUCAO

As proteinas sdo moléculas muito abundantes e com grande diversidade de fungdes
nos sistemas vivos, dentre elas reparacao e nutricdo dos musculos e reconstrucdo de tecidos,
promovendo o seu crescimento (NETO et al., 2016). Em alimentos, sé&o conhecidas por
proporcionarem aminoécidos essenciais €, além disso, contribuem para as propriedades fisico-
quimicas e sensoriais. Nos Ultimos anos, as proteinas dos alimentos tém ganhado cada vez
mais destaque, especialmente devido a rapida expansdo do conhecimento sobre peptideos
fisiologicamente ativos. Este conhecimento vem estimulando o interesse da academia em
identificar e caracterizar peptideos bioativos a partir de fontes vegetais e animais (HARVEY e
FERRIER, 2012; SARMADI et al., 2010).

Os peptideos bioativos sdo geralmente de baixa massa molecular (3-20 aminoacidos),
derivados de proteinas e podem exercer atividades biologicas, além do esperado valor
nutricional. Quando administrados oralmente, como parte da dieta, os peptideos bioativos
podem afetar os principais sistemas do corpo (KORHONEN, 2009; CHAKRABARTI et al.,
2014). Esses peptideos sdo facilmente absorvidos pelo organismo e podem apresentar diversas
formas de atividade, como: atividade antioxidante, hipotensiva, hipocolesterolémica,
moduladora do sistema imunoldgico e anticarcinogénica/antitumoral (MEIJA; LUMEN,
2006).

A soja (Glycine max) é, economicamente, a leguminosa mais importante do mundo,
fornecendo proteina vegetal para milhdes de pessoas e ingredientes para centenas de produtos.
Atualmente, existem inimeros produtos no mercado que sdo baseados em soja ou contém
ingredientes de soja. As proteinas de soja sdo fontes abundantes e relativamente baratas de
proteina com elevado valor nutritivo e excelentes propriedades funcionais (MEIJA; LUMEN,
2006; SINGH e HATI, 2014). Estudos tém demonstrado que peptideos especificos, derivados
de proteina de soja, exercem uma grande variedade de atividades bioldgicas, podendo ser anti-
hipertensivos, antitromboticos, inibidores da dipeptidil-peptidase 1V, opidides e antioxidantes
(ZHANG et al., 2010; SINGH e HATI, 2014).

O interesse da comunidade cientifica em relacdo aos antioxidantes naturais e peptideos
bioativos tem aumentado muito na ultima década (SANCHEZ-RIVERA et al., 2014). Varios
ingredientes ou aditivos sdo adicionados aos alimentos com o objetivo de modificar suas
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais (BRASIL, 2008). A utilizacdo de

aditivos visa fornecer grande variedade de produtos, além de melhorar a aparéncia, a
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aceitabilidade do produto e principalmente a vida de prateleira. A oxidacéo lipidica resulta em
sabores e odores desagradaveis, além das mudangas na cor, fatores que limitam a validade
comercial do produto. A indUstria atualmente utiliza-se de métodos de conservagdo baseados
em antioxidantes sintéticos, no entanto, a preocupacdo do consumidor vem aumentando
quanto aos efeitos nocivos de tais aditivos, levando produtores a buscarem conservadores
naturais (LIMA, 2011; CHRIST-RIBEIRO et al., 2016; VEECK et al., 2013).

Este trabalho visou a busca por peptideos de soja com propriedades antioxidantes que
pudessem retardar a peroxidacdo em pescados, classe de alimentos com alto teor de &cidos

graxos insaturados, podendo vir a atuar como aditivo natural em alimentos.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1-S0JA

A soja pertence ao reino Plantae, filo/divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida,
ordem Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Faboideae (Papilionoideae),
género Glycine, espécie Glycine max e forma cultivada Glycine max (L.) Merrill
(MARTINEZ, 2011; NEVES, 2011). O sistema radicular é pivotante, com raiz principal bem
desenvolvida e raizes secundarias em grande numero, ricas em nédulos de bactérias
Rhisobium japonicum, fixadoras de nitrogénio atmosférico. As sementes possuem forma
arredondada achatada ou alongada. A coloracéo é variada e o comércio prefere as sementes de
cor amarela. O tamanho também ¢ variado (MISSAO, 2006).

Figura 1 — Planta e semente de soja.
Fonte: APROSOJA, 2016.

A histéria antiga da soja é obscura. A literatura chinesa relata que era bastante
cultivada e utilizada como alimento centenas de anos antes de 0s primeiros registros serem
feitos. O local de origem da soja ndo é definitivamente conhecido e existe discordancia entre
os autores. Hymowitz (1970) concluiu que foi domesticada na metade norte da China, por
volta do século XI A.C. (BONATO, 1987). Todos indicam, no entanto que o centro de
diversidade genética é o leste da Asia.

Sua aparicdo no Brasil deu-se no inicio do século XX, mas seu impulso maior
aconteceu em meados dos anos 1970, em razdo da grande quebra de safra na RuUssia e a

incapacidade dos Estados Unidos suprirem a demanda mundial de soja. Nesta época o Brasil
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superou até a China, que era a segunda maior produtora mundial de soja com 8.500.000
toneladas, ficava logo atrés dos Estados Unidos, o maior produtor mundial até os dias de hoje,
junto com o Brasil (MISSAO, 2006).

2.1.1 - Composicdo da soja

Em média, a soja é constituida de 40% de proteina, 35% de carboidratos, 20% de
lipidios (Tabela 1) (OLIVEIRA, 2010). As principais proteinas de soja sdo conhecidas como
B-conglicinina e glicinina, que respondem por 65% a 80% das proteinas totais (MEIJA,
LUMEN, 2006). As proteinas sdo essenciais na dieta humana e seu valor biologico e
nutricional depende da quantidade, digestibilidade, absorcéo e utilizacdo dos aminoacidos que
a compdem em cada alimento. Devido ao elevado teor de proteinas, a soja apresenta grande
interesse para a alimentacdo, como substituta da carne, estando presente nas dietas
vegetarianas (PENHA, 2007). Produtos de proteinas de soja para alimentagdo humana
incluem: flocos desengordurados, grdos e farinha, concentrado proteéico, proteina isolada e os
produtos protéicos texturizados (MEIJA, LUMEN, 2006).

Tabela 1. Valor nutricional em 100g da soja cozida sem sal.

Componente “alor
Energia (keal) 141
Agua (g) a7
Proteina () 12.5
Lipideos () 7.5
Saturada (g) 1
Monoinsaturada (g} 1.7
Polinsaturada (g) 4.5
Carboidratos () 5.6
Witamina E (mg) 1
Calcio {mg) 82
Ferro (mg) 2.6
Magnésio (g 84
Potassio (mmg) 513

Fonte: STROHER, 2010.

Liu (1997) observou que existe uma variacdo significativa na digestibilidade da
proteina de soja em humanos de acordo com o alimento de soja. Aqui estdo listados alguns, a
partir de sua porcentagem de digestibilidade: soja tostada, natto®, tofu® resfriado, gréos de soja
cozidos, tofu congelado, yuba®: 78%; 90%; 91%; 92% 93% e 100%, respectivamente. A

! Soja cozida fermentada com Bacillus natto
% Queijo de soja
® Pelicula que se forma na superficie do leite de soja quando este é fervido
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proteina de yuba é desenovelada, tem a estrutura “aberta” por meio de ligagdes hidrofobicas
com lipideos. Pode-se observar entdo, que a conformacgdo das proteinas nos produtos de soja
pode exercer um importante papel na sua digestibilidade, conforme seu produto final
(MONTEIRO, 2000).

Vieira (1999) estudou a composi¢cdo de aminoacidos de seis cultivares de soja, sendo
IAS-4, BR-16 e Iguagu provenientes do Rio Grande do Sul, EMBRAPA-4 e Davis, do Parana
e IAS, do Estado de Sdo Paulo, onde todas as amostras apresentaram quantidade satisfatoria
de aminoécidos comparados com a recomendacdo diaria, podendo ser consideradas como
fonte de proteina de alta qualidade para a alimentacdo humana, conforme mostrado na Tabela
2.

Tabela 2. Composicdo em aminoacidos das proteinas das cultivares estudadas e do
padréo da FAO (1985).

Aminoacidos FAQ {g/100 g de proteina) Cultivares {g/100 g de proteina)

25 10-12 Adulte  IAS-4 EMBREAPA4  Davis BR-16  Iguagu [AS-5
anos  anos

Essenciais

Histidina 1.9 1.9 1.6 1,9 1.8 1.9 2.0 24 24
Isoleucina 2R 28 1.3 4.1 3.5 38 3.7 4.1 4.0
Leucina 6,6 4.4 1,9 7.8 7.1 7.4 7.3 7.8 7.9
Lisina 5.8 4.4 1.6 6.4 3.6 5% a,0 6.8 6,9
Metionina - - - 1,3 1,2 1.3 1.3 1.4 13
Cisteina - - - 2.5 2.0 2.5 22 24 23
Sulfurados (Met + Cys) 2.5 22 1.7 3.8 3.2 3E 3.5 38 36
Fenilalanina - - - 6,2 6,1 6,2 6.0 6.5 6,7
Tirosina = - - 32 3.0 3.3 3.1 34 3.5
Aromaticos (Phe + Tyr) 6.3 22 1.9 9.4 2.1 2.5 2.1 9.9 10,2
Treonina 34 28 0,9 39 3.5 39 3.8 4.0 4.1
Triptofano L1 0,9 0.5 1,7 L& L5 1.6 1.5 L5
Valina 3.5 2.5 1.3 4.1 4,1 43 4.1 4.6 4.4
Total AAE' 339 241 12,7 431 395 41,9 41,1 44.9 45.0
Nio essencials

Arginina - - E 7.4 7.4 6,8 6.8 7.3 T2
Alanina - - - 4.3 3.8 4.0 39 472 4.4
Acido aspértico - - - 12,8 13,1 14,2 13,7 14.6 14,7
Acido glutimico - - - 18,3 20,9 22.1 20,7 236 233
Glicina - - - 3.7 3.6 3.6 34 18 39
Prolina - - - B3 7.5 7.9 7.6 B0 2,7
Serina - - - 5,3 4.8 5,2 5.0 5.5 5.0

! Aminoacudos essencians,

Fonte: VIEIRA, 19909.

O grdo de soja contém ainda menos de 1% de amido, 5% de cinzas e 4,5% de fibras. A
importancia da fibra alimentar na dieta tem recebido muita atencdo em diversas partes do
mundo, principalmente pelos efeitos comprovados como controle glicémico no auxilio a

diabetes tipo 2; diminuigdo dos lipideos séricos e melhoria do transito gastrointestinal
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(MELLO e LAAKSONEN, 2009; BERNAUD e RODRIGUES, 2013; SANT’ANNA ¢
FERREIRA, 2016). J& a casca da soja contém por volta de 87% de fibra bruta, sendo formada
por celulose, hemicelulose e lignina (ERICKSON, 1995; MARTINEZ, 2011).

2.2 - CULTIVO DA SOJA, UTILIZACAO E COMERCIO

Segundo dados recentes da EMBRAPA (2016), a producéo de soja no Brasil na safra
2015/2016, foi de 95,63 milhdes de toneladas, com uma area plantada de 33,1 milhdes de
hectares e uma produtividade de 2.882 Kg/ha, havendo acréscimo de aproximadamente 5% na
area plantada da soja e diminuicdo de aproximadamente 4% na producdo em relacdo a safra
de 2014/2015. O Brasil é o segundo maior produtor de soja no mundo, tendo 0 Mato Grosso,
Parand e Rio Grande do Sul como os estados de maior producdo (FIGUEIREDO, 2005;
EMBRAPA, 2016). A producdo mundial de soja que, em 1990, era de 108,453 mil toneladas,
em 2004, chegou a 206,462 mil toneladas, ou seja, um crescimento acumulado em torno de
90%. Os principais produtores mundiais de soja séo os EUA, com producao de 106,9 milhdes
de toneladas na safra 2015/16; Brasil, com aproximadamente 95,6 milhdes ton. e Argentina,
com 56,8 milhdes de ton., que juntos respondem por mais de 80% do total produzido na safra
2015/2016 (USDA, 2016).

A soja encontrou no Brasil excelentes condi¢fes para uma rapida expansao. Diversos
fatores contribuiram para a sua fixacdo e desenvolvimento. Entre muitos, podem ser
destacados: facil adaptacdo das variedades e das técnicas de cultivo oriundas do sul dos
Estados Unidos; cultura utilizada em sucessao ao trigo, possibilitando o aproveitamento da
mesma area, das maquinas e equipamentos, dos armazéns e da mdo de obra; condicGes
favoraveis de mercado, especialmente do externo; caréncia de 0leos vegetais comestiveis para
substituir a gordura animal; desenvolvimento rapido do parque de processamento, garantindo
a total absorcdo da matéria-prima, além de facil negociacdo que é fator preponderante desta
cultura para obtencéo de divisas para o pais (BONATO, 1987; MISSAQ, 2006).

A estimativa realizada pela USDA (2016) ¢é de que a safra brasileira de soja 2016/17
tenha um aumento na producdo de 5,5 milhdes toneladas, em relacdo a safra 2015/16. A

Figura 2 mostra a distribuicdo da producéo de soja no Brasil.
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Figura 2. Mapa da producéo agricola da soja no Brasil.
Fonte: CONAB, 2016.

A utilizagéo da soja é muito conhecida pela extracdo do 0leo vegetal e geracdo de seu
subproduto, o farelo. Porém povos orientais, por conhecerem muito melhor o grdo e sua
utilidade, criaram variadas formas de utilizacio (MISSAQO, 2006). A soja € um grdo muito
versatil, que da origem a produtos e subprodutos muito usados pela agroindistria e industrias
quimica e de alimentos. Na alimentacdo humana, a soja entra na composicdo de varios
embutidos, em chocolates, temperos para saladas, entre outros. A maior parte do 6Oleo é
destinada para o consumo humano e para producdo de biodiesel, ja o farelo é destinado para
alimentacdo animal. Do 6leo extraido do grdo sdo produzidos 6leo de cozinha, tempero de
saladas, margarinas, gordura vegetal e maionese. Do processo de obtencdo do 6leo refinado
de soja obtém-se a lecitina, um agente emulsificante, usado na producdo de salsichas,
maioneses, sorvetes, entre outros (EMBRAPA, 2013; APROSOJA, 2016).

A farinha e o farelo desengordurado de soja sdo os produtos industrializados mais
importantes, sendo usados tanto para enriquecer alimentos, melhorando sua composicédo
nutricional, como na obtencdo de concentrados e isolados ricos em proteina. Grande interesse
é demonstrado pelo farelo de soja, por sua disponibilidade como subproduto da industria de
6leo e por conter, no minimo, 47% de proteina. Embora a maior parte do farelo de soja ainda

seja destinada a ragdes animais, muitos processos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
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obter produtos mais valorados, destinados diretamente ao consumo humano ou a producao de
ingredientes protéicos (aditivos alimentares), como mostra a Figura 3 (APROSOJA, 2016).

DESTINO E USOS DA
SOJA BRASILEIRA

B 44%

- -

EXPORTACAO DO GRAO 7%
IN NATURA
p———
oty

OUTROS USOS
(ESTOQUE)

a5 EBE= % I

FARELO OLEO

& ~

EXPORTACAO

- B

—_ —»

EXPORTACAO

] -
@y ¢
>

CONSUMO DOMESTICO CONSUMO DOMESTICO
(RACAO ANIMAL) (ALIMENTACAO E BIODIESEL)

Camrac aec Apemiats

Figura 3. Destino e usos da soja brasileira.
Fonte: APROSOJA, 2016

Os principais subprodutos da industrializacdo da soja sdo o farelo (45% de proteina
bruta e 45% de carboidratos), a farinha (65% de proteina bruta e 35% de carboidratos), o
concentrado protéico (70% de proteina bruta e 25% de carboidratos) e o isolado protéico
(90% de proteina bruta e 5% de carboidratos), sendo o concentrado a forma mais usada na
alimentacdo (SMITH e CIRCLE, 1972; CARVALHO et al., 2009; AGUIAR et al., 2016).

O concentrado proteico de soja (CPS) é obtido de gréos de alta qualidade, limpos e
descascados, sendo removida a maior parte do 6leo e de substancias ndo protéicas e deve
conter, no minimo, 70% de proteina bruta, segundo a Resolucdo da ANVISA, 1978. Em seu
processamento, o solvente é removido sem alterar as caracteristicas funcionais das proteinas
da soja por secagem em temperaturas baixas, gerando os chamados “flocos brancos”. A
remocdo dos carboidratos sollveis dos flocos brancos leva ao produto final, o concentrado
protéico de soja. O método mais utilizado para o processamento do CPS é o método de
extracdo, que € caracterizado, basicamente, pelo tratamento dos flocos brancos
desengordurados de soja com solucdo aquosa de etanol a 70-90%; lavagem com agua em
pH=4,5 ou desnaturacdo protéica com calor umido, antes da extragdo com &gua. S&o

removidos durante o processo aproximadamente 90% dos oligossacarideos da soja e uma
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parte dos fatores anti-nutricionais, como ilustrado na Figura 4 (SOARES, 2014; FELIX,
2011). O CPS tem alto poder emulsificante e é bom absorvente de gorduras, possui alta
solubilidade e dispersibilidade. A sua utilizacdo na inddstria alimenticia é amplamente
difundida como “fortificante protéico” e base nutricional de alimentos liofilizados (UFRGS,

2016).

Farelo desengordurado de soja

—— Apua destilada pH 4.5

ou etanol 60%:

1'h-25C — Precipitacdo

U

13.000x 2. — Centrifugacio|—— |Sobrenadante

20 min. 5°C

Liofilizacdo

v

Concentrado
proteico de soja

Figura 4. Etapas do processamento de concentrado protéico de soja.
Adaptado de LUI e colaboradores (2003).

2.3 - ALIMENTOS FUNCIONAIS

A ANVISA define funcional como ‘“aquele alimento ou ingrediente que, além das
funcbes nutritivas basicas, quando consumido como alimentacdo normal, produz efeitos
metabolicos e/ou fisiologicos que ajudam no beneficio a salde, devendo ser seguro para
consumo sem acompanhamento medico, fazendo parte das nossas refeicdes diarias”
(BRASIL, 1999).

Alimentos funcionais contém substancias capazes de modular as respostas metabolicas
do individuo, resultando em maior protecdo e estimulo a salde. Promovem o bem-estar,
prevenindo o aparecimento precoce de doencas degenerativas e ajudando na longevidade com
qualidade de vida (PENHA, 2007). Para que os efeitos funcionais sejam percebidos, 0s
compostos bioativos presentes nos alimentos, devem estar presentes em concentracGes
adequadas, preferencialmente incorporados no proprio alimento, inserido dentro da
alimentacdo. O ideal seria o aumento do consumo de frutas, verduras, fibras e alimentos

integrais pela populacdo. Varios componentes dos alimentos podem atuar, em determinadas
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concentragdes, como substancias funcionais. Dentre estes componentes podem ser citados
algumas vitaminas, minerais essenciais, proteinas e peptideos, acidos graxos poliinsaturados
da familia o-3 e componentes da fibra alimentar (SGARBIERI; PACHECO, 1999; VIDAL, et
al., 2012).

2.3.1 — Antioxidantes

No organismo humano, a atividade metabolica normal produz constantemente radicais
livres. Estas moléculas, geradasin vivo, reagem com DNA, RNA, proteinas e outras
substancias oxidaveis, promovendo danos que podem contribuir para o envelhecimento e a
instalacdo de doencgas degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre
outras. A autoxidacdo dos acidos graxos insaturados, componentes da membrana celular, é
apontada por Ramarathnam et al. (1995) como o processo oxidativo que ocorre mais
frequentemente no organismo humano (MELO, 2006).

Os radicais livres (RL) séo definidos como qualquer espécie de existéncia
independente, que contém um ou mais elétrons desemparelhados. S&o altamente reativos e
instaveis, possuindo vida curta. A formacdo destas moléculas ocorre naturalmente no
organismo de todos os seres vivos, devido a exposi¢do ao oxigénio molecular. Os efeitos dos
prejuizos causados pelo oxigénio variam de acordo com o organismo estudado, idade, estado
fisiologico e dieta (SANTOS, 2001).

Os RL sdo responsaveis por modificacdes quimicas de proteinas, lipidios, carboidratos
e nucleotideos, resultando em uma variedade de consequéncias bioldgicas, incluindo lesao
tecidual, mutacdo, carcinogénese, comprometimento do sistema imunoldgico e morte celular.
Niveis baixos de espécies reativas de oxigénio (EROs) sd0 necessarios para processos
celulares tais como sinalizacdo intracelular e defesa celular. Inversamente, altos niveis de
EROs ou a incapacidade do sistema antioxidante de regular os niveis de EROs eficientemente,
resulta em estresse oxidativo, que é definido como desequilibrio entre a producdo de radicais
livres e a capacidade do organismo para neutralizar os seus efeitos nocivos, através da reacao
guimica com moléculas antioxidantes, gerando danos diretos ou indiretos no corpo humano,
incluindo a producdo de peroxidacdo lipidica, danos ao DNA, RNA e modificacBes de
proteinas. Estes processos tém sido relacionados com a patogénese de varias doencas
sistémicas como hipertensdo, diabetes mellitus, hipercolesterolemia e também doenca renal
(SANTOQOS, 2001; MENON, et al., 2016; BELADI-MOUSAV!I et al., 2016).
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Antioxidantes sdo definidos como substancias que, quando presentes em baixas
concentracbes em relagdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de inibir ou retardar
substancialmente a oxidacdo daquele substrato. Embora as defesas antioxidantes sejam
diferentes de espécie para espécie, a presenca da defesa antioxidante é universal em seres
vivos. Os antioxidantes existem tanto em formas enziméaticas como ndo enzimaticas no
ambiente intracelular e extracelular, e ndo se tornam radicais livres pela doacéo de elétrons,
pois sdo estaveis em ambas as formas. Existem duas categorias basicas de antioxidantes,
denominados sintético e natural (OLIVEIRA, 2011; NIMSE e PAL, 2015).

Antioxidantes sintéticos como o butilhidroxianisol (BHA) e o butilhidroxitolueno
(BHT) s&o normalmente utilizados na industria de 6leos e de derivados lipidicos. Entretanto,
estes compostos podem apresentar alguns efeitos prejudiciais a saide (BOTTERWECK et al.,
2000). Os autores WITSCHI e LOCK, 1978; TAKAHASHI e HIRAGA, 1978, tém
demonstrado que essas substancias podem causar efeitos adversos em ratos, atuando como
agente promotor no desenvolvimento de adenoma. Com isso, 0s antioxidantes sintéticos
devem ser testados para a seguranga e devem ser aprovados para uso em alimentos. Os limites
permitidos para o uso de antioxidantes variam muito de pais para pais (YEHYE et al., 2015).
Nas ultimas décadas houve um aumento significativo a preocupacdo de se obter substancias
naturais que tenham a mesma funcdo e eficiéncia dos antioxidantes sintéticos (PASSOTTO et
al., 1998).

2.3.2 - Compostos bioativos presentes na soja

A soja foi incluida entre os alimentos funcionais, como citado anteriormente, porque é
fonte conhecida de proteina e 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, 2008). Evidéncias cientificas, através de
estudos em humanos, animais e sistemas de culturas de células, sugerem que as isoflavonas,
especificamente a genisteina e a daidzeina, e as proteinas presentes na soja desempenham um
papel importante na prevencao de doencas crénicas, apresentando um efeito anticancerigeno e
atividade antioxidante. Com isso, estes componentes podem trazer beneficios no controle e
prevencdo de doencas como cancer, diabetes mellitus, osteoporose, manifestacGes da
menopausa e doencas cardiovasculares devido a mecanismos como diminuicdo nos niveis de
colesterol total decorrente do aumento na atividade de receptores das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (MORAIS, 2000; ZAKIR e FREITAS, 2015).
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O consumo de alimentos a base de leguminosas, especificamente de soja, em paises
orientais tem sido associado as boas condigdes de saude das populagdes. ComparacGes entre
dietas e algumas doencas tem demonstrado a importancia do consumo de alguns alimentos,
entre 0s quais estdo aqueles obtidos através da soja. Essas constatagcdes tém sido associadas a

presenca de isoflavonas nesses alimentos (FERRARI, 2001).

A soja apresenta ainda, peptideos bioativos naturalmente presentes na sua estrutura.
Entre estes, a lunasina, um peptideo de 43 amino&cidos, de ocorréncia natural, dotado de
atividade quimiopreventiva, isolado originalmente da soja e posteriormente encontrada em
outras espécies de plantas, como a cevada e 0 trigo, é de longe o mais estudado e sua eficacia
anticancerigena foi demonstrada em estudos utilizando culturas de células e em modelos
experimentais de cancer de pele, em ratos e em células de mamiferos verificando-se o
retardamento da transformacdo celular por carcindgenos quimicos e pelos oncogénes virais
RAS e E1A. Varios estudos indicaram o potencial anticancerigeno da lunasina e apoiam a
recomendacdo de proteina de soja como um componente alimentar que pode ajudar na
prevencdo de cancer de mama (SINGH e HATI, 2014; MITCHELL et al., 2013; VIEIRA,
2014).

Além da lunasina, existem outros peptideos naturalmente presentes na soja, como 0
inibidor de protease Bowman-Birk (BBI). Este inibidor, com peso molecular de 7,8 kDa,
possui 71 aminodcidos e 7 ligacGes dissulfeto, é capaz de resistir a acidez do sistema digestivo
e permanecer estavel a 100° C por até 10 minutos. Manifesta o seu efeito anticancerigeno

inibindo a protease responsavel pela carcinogénese (LULE et al.,2015; VIEIRA, 2014).

As isoflavonas, também chamadas de isoflavonoides, pertencem a familia dos
polifenois, que sdo compostos quimicos fendlicos, e pertencem a classe dos fitoestrogenos
devido a sua estrutura quimica ser bastante semelhante ao estrogeno humano. Comportando-
se como estrégenos verdadeiros, tal como o 17 R-estradiol, ligando-se aos receptores de
estrégeno, mas ndo causam os mesmos efeitos colaterais. Uma propriedade comum dos
polifendis é a atividade antioxidante. As concentracdes destes compostos sdo relativamente
maiores nas leguminosas e especialmente na soja, as principais isoflavonas encontradas na
soja sdo a daidzeina, a genisteina e a gliciteina, que geralmente estdo presentes de forma
conjugada a glicosideos em alimentos. Quando a soja e seus produtos sdo ingeridos, as
isoflavonas presentes sdo hidrolisadas no intestino por glicosidases da microbiota, liberando
as agliconas, que sdo as formas biologicamente ativas, e irdo atuar beneficamente no

organismo humano. As isoflavonas apresentam um efeito de equilibrio nos niveis de
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estrogenos enddgenos, que sdo benéficos durante toda a vida da mulher (HIRAOKA, 2009;
ZAKIR E FREITAS, 2015).

2.4 — HIDROLISE ENZIMATICA

As proteases, enzimas responsaveis pela hidrélise de proteinas, compreendem um
grupo de enzimas muito importantes na indudstria, o que corresponde a cerca de 60% a 65%
das enzimas comercializadas (SILVA et al., 2014). A Tabela 3 mostra as principais

caracteristicas de temperatura e pH das proteases comerciais mais utilizadas.

O processo enzimético é baseado no uso de combinagdes Unicas ou diferentes de
proteinases como pepsina, tripsina, quimotripsina, bromelina, papaina, alcalase, neutrase,
flavourzyme e muitas outras. Os parametros criticos de hidrélise (temperatura, pH, solucéo
aquosa ou tamponada) devem ser otimizados para cada substrato de proteina e cada enzima ou
combinagcdo de enzimas selecionadas e devem ser mantidos durante a proteodlise para
assegurar a libertacdo eficiente de peptideos (ALUKO, 2015). A protedlise, alem de diminuir
0 peso molecular, também aumenta o nimero de grupos ionizaveis e pode expor grupos
hidrofobicos, que podem alterar as interacdes fisicas ou quimicas no sistema (TAVANO,
2013).

Dentre as proteases comerciais existentes, a papaina (EC 3.4.22.2) pertence ao grupo
das serina-proteases (classificadas assim devido a natureza quimica do sitio
catalitico/mecanismo de acao), onde se incluem também a ficina, a bromelina e a protease de
Streptococcus sp. entre outras. A papaina (obtida do mamao), a ficina (do figo) e a bromelina
(do abacaxi) tém em comum o fato de serem muito estaveis em temperaturas entre 60 e 80 °C
em pH neutro. A papaina e a ficina hidrolisam com igual eficiéncia substratos contendo
residuos de lisina, arginina e glicina (VIEIRA, 2007). A papaina cliva principalmente ligacdes
internas da proteina (endopeptidase), ela contém Cys-His-Asn como uma triade catalitica do
seu sitio ativo envolvido na hidrolise de proteinas e assim retém a sua atividade catalitica apds
succinilacdo dos residuos de lisina, que ndo estdo envolvidos na geometria do sitio ativo.
(CAETANO, 2012; TAVANO, 2013).
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Tabela 3. Caracteristicas de algumas proteases comerciais.

Estabilidade
Enzima Origem
pH Temperatura (°C)

Alcalase 06L B. licheniformis 4<pH=<11.5 50<T<60
Neutrase B. subrnilis 6<pH<8 45<T<S55
Protease 660L B. subrilis 7<pH<10 50<T<70
Fungal-Protease A. onvzae 6<pH<9 45<T<S55

trpsina suina 30<T=60
P.E.M 25000 S tripsina bovina 6<pH<10 25<T<45

quimiotrip. bovina
tripsina

Corolase PP ‘ R 7<pH=9 45<T=<5S

quimiotripsina
Corolase PS A. oryzae S<pH<7 50<T=<60
Corolase 7089 B. subrnilis 6<pH<8.5 55<T<60
Corolase 7092 A. oryvzae 6<pH<9 35<T<4S5
Corolase 7093 A. oryzae 7<pH<9 40<T<50
Corolase 7107 A. niger 2<pH<3 30<T<50
Bromelina Takamina vegetal 4<pH=9 20<T=<65
Papaina Takamina vegetal 6<pH<=S8 20<T<75

Fonte: GUADIX, et al., 2000.
PEM! = Composto proteolitico obtido por uma mistura de enzimas pancreaticas purificadas,
incluindo tripsina bovina, tripsina porcina e quimotripsina bovina.

2.5 - PEPTIDEOS BIOATIVOS

Peptideos bioativos foram definidos como fragmentos especificos de proteinas que
tém um impacto positivo sobre as fungdes ou condicdes corporais e podem vir a influenciar a
satude humana (KITTS; WEILER, 2003). Estudos in vitro e alguns estudos in vivo mostram
um largo espectro de fungbes bioldgicas atribuidas a peptideos bioativos, sendo elas:
imunomoduladora, antimicrobiana, antioxidante, antitrombdtica, hipocolesterolémica, anti-
hipertensiva (KORHONEN; PHILANTO, 2006; RIZZELLO et al., 2016).

Os peptideos biologicamente ativos podem ser gerados a partir de proteinas
precursoras de varias maneiras, incluindo hidrolise enzimaética: pelas enzimas digestivas
animais ou pelas enzimas derivadas de microrganismos e de plantas, processamento de
alimentos: maturacdo, fermentacdo, cozimento e armazenamento. Nos paises do Sudeste
Asiatico, como China, Japdo e Coréia, a fermentacdo é amplamente utilizada como a forma
mais antiga de preservar alimentos. Acredita-se que a fermentacdo possa aumentar o valor
nutricional de alimentos, possivelmente devido a fragmentacdo de proteinas a peptideos
bioativos por proteases microbianas (SARMADI et al., 2010; RIZZELLO, et al., 2016).
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Um grande numero de hidrolisados e peptideos sdo obtidos por hidrélise enzimatica de
matrizes vegetais, alterando as propriedades nutricionais, bioativas e funcionais das proteinas,
que incluem digestibilidade melhorada, atividades bioldgicas, melhoria na solubilidade,
emulsificacdo e caracteristicas de formacdo de espuma ou reducéo de alergenicidade proteica.
Por isso o interesse por alimentos funcionais que promovem a salde, suplementos dietéticos e
preparacdes farmacéuticas contendo peptideos bioativos vem aumentando acentuadamente
(TAVANO, 2013; CODA et al., 2012; IMURA et al., 2015).

2.5.1 — Peptideos bioativos da soja obtidos por hidrélise ou fermentacdo

Derivados de alimentos, peptideos bioativos de proteinas dietéticas geralmente contém
2-9 aminoacidos. No entanto, este intervalo pode ser alargado para 20 ou mais unidades de
aminoéacidos (MEJIA; DE LUMEN, 2006). Os peptideos bioativos podem ser produzidos pela
digest@o enzimatica no intestino ou pelo processamento de alimentos atraves de fermentacéo e
hidrélise (KITTS; WEILLER, 2003).

Os peptideos bioativos da soja podem atuar inibindo a enzima conversora da
angiotensina | (ECA), mostrando sua atividade anti-hipertensiva. A ECA é uma carboxi-
dipeptil-peptidase ndo especifica associada a regulacdo da pressdo arterial atraves da
modulacdo do sistema renina-angiotensina e do sistema calicreina-cinina. Esta enzima
converte a angiotensina | no potente vasoconstritor angiotensina Il, o que leva a um aumento
na pressdo sanguinea. Portanto, a inibicdo da ECA ira resultar em um efeito anti-hipertensivo.
Em estudos como os de Fernandez-Musoles e colaboradores (2013) e Wang e colaboradores
(2012) experimentos a longo prazo demonstraram que as atividades de renina e/ou de ECA
em plasma, pulmé&o, rim e aorta, bem como os niveis de angiotensina Il, podem ser regulados
negativamente por hidrolisados anti-hipertensivos em ratos. Varios peptideos bioativos
inibidores da ECA tém sido encontrados em hidrolisados enzimaticos de proteinas de soja,
tais como valina-prolil-prolina (Val-Pro-Pro), isoleucil-prolil-prolina (lle-Pro-Pro) e tirosina-
prolina (Tyr-Pro), que exibiram uma atividade de inibicdo da ECA e de reducdo da pressao
arterial em ratos espontaneamente hipertensos (NATESH et. al., 2003; WANG; MEIJA,
2005).

A proteina de soja é conhecida também por exercer efeito hipocolesterolémico, o que
levou o Food and Drug Administration (FDA) a aprovar uma alegacdo de saude ligando
alimentos que s&o naturalmente ricos em proteina de soja a uma reducdo em doencas arteriais
coronarianas. Na maioria dos estudos realizados em animais e ensaios clinicos, proteinas de

soja foram fornecidas aos animais ou seres humanos por via oral. Assim, estas proteinas
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foram submetidas a digestdo por proteases no trato gastrointestinal, liberando os peptideos
bioativos, que, em seguida, podem diminuir os niveis de colesterol sérico. Os mecanismos
considerados responsaveis pela atividade hipocolesterolémica de alimentos de soja e seus
peptideos bioativos envolvem a estimulacdo da secrecdo de acidos biliares, alteraces no
metabolismo do colesterol no figado, além de efeitos hormonais e de regulacdo dos receptores
de colesterol (WANG; MEIJA, 2005; SINGH e HATI, 2014). Com base nestas observacdes, é
provavel que os peptideos de soja possam ser responsaveis, pelo menos em parte, pelos
beneficios hipocolesterolémicos de proteina de soja. Zhong e colaboradores (2007) e Nagaoka
e colaboradores (1997) relataram que o hidrolisado de proteina de soja apresentou um forte
efeito de diminuigéo do colesterol, em ratos.

A soja tem sido muito utilizada no tratamento da obesidade (ANDERSON; MOORE,
2004) e acredita-se que as proteinas de soja possam contribuir para diminuir a epidemia de
obesidade em humanos, diminuindo a fome, aumentando a taxa metabolica e promovendo
perda de peso (ALLISON et al., 2003; FONTAINE et al., 2003; OHR, 2005). No entanto, 0
efeito de peptideos anti-obesidade em seres humanos ainda ndo foi comprovado (WANG;
MEIJA, 2005). A Tabela 4 mostra estudos recentes que avaliaram as bioatividades dos

peptideos encontrados na soja.

Tabela 4. Dados da literatura sobre bioatividades de peptideos da soja.

Forma da Enzima/ Bioatividade Seqiéncia de aminoacidos Autores,
proteina Microrganismo Ano
Isolado Pepsina e Antihipertensivo IVF, LLF, LNF, LSW, LEF Gu, Wu,
protéico tripsina (in vitro) 2013

Soja Preta Aspergillus Antiobesidade NLQGENEEEDSGAIVTVK, Kim et al,

oryzae (in vivo) VSIIDTNSLENQLDQMPR, 2013
KEQQQEQQQEEQPLEVR,
EQQQEQQQEEQPLEVR,
GNPDIEHPETM,
LDTSNFNNQLDQTPRVF,
NQEQEFLKYQ,

RLLLLLGWLLIIVGVILLVGST
K, KEQQQEEQQEEQPLEVR,

IIDTNSLENQLDQMPR,
LDTSNFNNQLDQNPRVF,
EQQQRQQQEEQPLE
Isolados de Alcalase Anticancer Rayaprolu et
proteina de (in vitro) al., 2012

soja com
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alto teor de
acido oleico
Farelo de Neutrase Antioxidante Xu et al.,
soja (in vitro) 2013
altamente
desnaturado
Proteina de Hipocolesterolemico LPYPR e WGAPSL Zhang et al.,
soja (in vivo) 2013

Hidrolisados de proteinas da soja apresentam ainda diversas vantagens tecnoldgicas
sobre as proteinas nativas tais como: melhor solubilidade, consisténcia e viscosidade, melhora
das propriedades emulsificantes, estabilidade ao aquecimento, maior resisténcia a precipitacdo
provocada pela alteracdo do pH e a presenca de ions metélicos, além de poderem apresentar
peptideos com atividade biologica (CLEMENTE, 2000; YUST et al., 2010; LAMSAL et al.,
2007).

2.5.2 - Peptideos antioxidantes

A hidrdélise com enzimas tem sido amplamente utilizada para a producgéo de peptideos
a partir de proteinas de alimentos. No momento da hidrélise da proteina, a sua estrutura é
alterada gerando peptideos com possiveis bioatividades. Enzimas comerciais como alcalase,
protamex e flavourzyme, produzidas por microrganismos, bem como a papaina (de origem
vegetal) e pepsina-tripsina (de origem animal) tém sido utilizadas na producéo de peptideos
antioxidantes (TINTORE et. al., 2013, SINGH e HATI, 2014). Os peptideos antioxidantes
podem ser obtidos a partir da digestdo de proteinas de origem animal ou vegetal, utilizando
enzimas enddgenas ou exogenas. A atividade antioxidante de peptideos bioativos pode ser
atribuida a sua capacidade de neutralizacdo de radicais livres, a inibicdo da peroxidacéao
lipidica e as propriedades de quelacdo de ions metalicos (SMARANAYAKA & LI-CHAN,
2011; TINTORE et. al., 2013; SINGH e HATI, 2014).

Véarios aminoacidos, tais como Tirosina (Tyr), Metionina (Met), Histidina (His),
Lisina (Lys) e Triptofano (Trp) sdo geralmente aceitos como antioxidantes (MEIJA, LUMEN,
2006). Peptideos antioxidantes contém de 5-16 residuos de aminoacidos, com baixa massa
molecular, de baixo custo, alta atividade e de facil absor¢do (SARMADI, 2010). O aumento
de atividade dos peptideos em comparacdo com o0s aminoacidos livres € devido as
propriedades fisico-quimicas Unicas conferidas pelas suas sequéncias de aminoacidos
(TINTORE et al., 2013). Tang e colaboradores (2010) estudando a composi¢édo dos

aminodacidos de peptideos obtidos de zeina, proteina componente do subproduto obtido a
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partir de processamento de amido de milho, identificaram duas sequéncias responsaveis pela
atividade antioxidante: Tyr-Ala e Leu-Met-Cys-His. Suetsuna et al. (2000) isolaram um
hexapeptideo de hidrolisado de caseina, onde a sequéncia Glu-Leu no peptideo identificado,
Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu, mostrou-se essencial para a atividade. Mendis et al. (2005)
purificaram um peptideo com a sequéncia His-Gli-Pro-Leu-Gli-Pro-Leu de hidrolisado de
gelatina de pele de peixe e sugeriram que a presenca de Histidina (His), Leucina (Leu),
Glicinina (Gli) e Prolina (Pro) desempenhou um papel importante na atividade.

Chen e colaboradores (1995) demonstraram que o maior efeito antioxidante da
proteina de soja B-conglicinina pode ser atribuido a seis peptideos compostos por 5-16
residuos de aminoédcidos, sdo eles: Val-Asn-Pro-His-Asp-His-GIn-Asn; Leu-Val-Asn-Pro-
His-Asp-His-GIn-Asn; Leu-Leu-Pro-His-His, Leu-Leu-Pro-His-His-Ala-Asp-Ala-Asp-Tyr,
Val-lle-Pro-Ala-Gly-Tyr-Pro e Leu-GIn-Ser-Gly-Asp-Ala-Leu-Arg-Val-Pro-Ser-GlyThr-Thr-
Tyr-Tyr, onde 4 deles apresentaram histidina na sua seqiiéncia, esta atividade pode ser
atribuida a capacidade quelante e a capacidade de captura de radical lipidico do anel imidazol.
As atividades antioxidantes dos peptideos contendo histidina foram superiores as da prépria
histidina. Isto foi parcialmente explicado pelo aumento da hidrofobicidade dos peptideos, o
que levou a uma maior interacdo entre 0s peptideos e &cidos graxos, 0S mesmos autores,
estudaram a atividade antioxidante de peptideos concebidos com base no peptideo
antioxidante isolado a partir de hidrolisado de proteina de soja (Leu-Leu-Pro-His-His),
notando que o0s aminodcidos His e Pro desempenharam um papel importante no
comportamento antioxidante. Sabe-se que os peptideos que contém histidina na estrutura
podem atuar como quelantes de metais, captadores de radicais hidroxila e espécies reativas de
oxigénio (MEJIA; LUMEN, 2006; PIHLANTO, 2008).

2.6 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O método DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) baseia-se na reducdo de solugdes
alcodlicas do radical DPPH" na presenca de um antioxidante doador de elétron ou hidrogénio,
formando um composto estavel. A capacidade antioxidante é proporcional a diminuicdo da
concentracdo do radical DPPH" nas amostras analisadas. No decorrer da reacdo, a coloracao
violeta do meio passa a amarela e a capacidade antioxidante é facilmente avaliada pelo
monitoramento do decréscimo da absorbancia a 517nm. Quando o DPPH’ é reduzido por um
antioxidante, a absorbancia diminui. Trata-se de um radical livre, organico nitrogenado,
estavel, que aceita um elétron ou um radical hidrogénio para se tornar uma molécula estavel.

O método do DPPH estd entre os mais utilizados atualmente para avaliar a atividade
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antioxidante (LIU E YAO, 2007; SALVADOR, 2011; BRAND-WILLIANS et al., 1995). A
reacdo de reducdo do DPPH é mostrada na Figura 5. Os resultados podem ser expressos em
porcentagem de atividade antioxidante, micromoles de equivalente do padréo utilizado ou
como EC50, que expressa a quantidade de antioxidante ou amostra necessaria para reduzir a
concentracédo inicial de radical livre do meio em 50% (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995). Quando utilizada a forma de expressdo de equivalente do padréo, a curva
padrdo é geralmente feita com Trolox, um analogo hidrossoltvel da vitamina E, muito usado
como antioxidante de referéncia. Os resultados sdo expressos em pmol equivalente de Trolox
em 1 grama ou 100 gramas de amostra (GOMES, 2009; RUFINO et al., 2007).

RH
NO, Q Antioxidante NO, Q
. \k H
0N N—N \’ = 0N N—N
o O : o O
2,2-difenil-1-picrilidrazil 2,2-difenil-1-picrilidrazil
(DPPH") (DPPH)

Figura 5. Rea¢ao entre DPPHe e um antioxidante para formar DPPH reduzido.
Fonte: SALVADOR, 2011.

O ensaio baseado na captura do radical ABTS (2,2’ azinobis (3 — etilbenzotiazolina —
6 — acido sulfénico)) vem sendo amplamente utilizado para estimar a capacidade antioxidante
de diversos compostos (SALVADOR, 2011). Este baseia-se na inibicdo do cation ABTS por
meio dos antioxidantes presentes na amostra. Ao contrario de outros radicais que séo
utilizados diretamente sem preparagdo prévia, o radical ABTSe+ precisa ser gerado, por meio
de uma reacdo quimica, enzimatica ou eletroquimica. O radical apresenta absor¢cdo maxima
nos comprimentos de onda 645, 734 e 815nm. Neste ensaio, 0 ABTS é oxidado pelo radical
peroxil ou outros oxidantes para seu radical cation, ABTS™. A reacdo é medida pela perda de
sua coloracdo azul esverdeada, em intensidade e escala de tempo dependentes da atividade
antioxidante, da concentracdo e da duracdo da reacdo (RE et al., 1999), como ilustrado na
Figura 6. A absorbancia da reacdo entre o radical e o antioxidante é comparada ao do padréo
Trolox e os resultados podem ser expressos como capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox (TEAC), % de atividade antioxidante ou EC50 (RE et al., 1999; KUSKOSKI et al.,
2005).
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Figura 6. Reducdo do ABTS por um antioxidante e sua formacéo pelo persulfato de
potassio.

Fonte: SALVADOR, 2011.

O método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) visa determinar a reducgéo
do ferro em fluidos bioldgicos e solucbes aquosas de compostos puros. O método pode ser
aplicado ndo somente para estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e
bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com
resultados comparaveis aqueles obtidos com outras metodologias mais complexas. A reacdo
mede a redugdo férrica de 2,4,6- tripiridil -s- triazina (TPTZ) para um produto colorido,
detectando compostos com potencial redox < 0,7V (o potencial redox do Fe**-TPTZ), como
mostrado na Figura 7 (PULIDO, BRAVO, SAURA-CALIXTO, 2000).

P — o
| = I = N = I
| o ] 0 = N
= N ==
m l:/ + antloxndante ™~ Fa(")/ N. =N
Nt N
N — N |N | N "
N 2 N |
| | N )
= P -
[FetIIIJ{TPTZ)2]3+ [Fe(lB{(TPTZ),1*+
cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 7. Reducdo do complexo Fe* - TPTZ a Fe?" - TPTZ por meio de um antioxidante
Fonte: RUFINO et al., 2006

O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) foi originalmente
desenvolvido por Cao e colaboradores (1993). Este método, relativamente simples e sensivel,
mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxil que sdo gerados por uma
fonte radicalar, AAPH (2,2 -azobis(2-amidinopropano) dihidroclorado) a 37°C. O efeito
protetor de uma amostra contendo antioxidante é mensurado pelo célculo da éarea sob a curva
de decaimento da fluorescéncia da amostra comparando-se com a de uma amostra “branco”,

sem antioxidante presente, tendo a fluoresceina, como alvo mais comum no uso atual, que €
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intensamente fluorescente em sua forma nativa. Quando atacada por radicais peroxil, a
fluorescéncia é perdida. Um antioxidante retarda a perda de fluorescéncia por extingdo dos
radicais peroxil via transferéncia de atomos de hidrogénio ou adicdo de radical. O ensaio
ORAC considera tanto o tempo de inibicdo como o grau de inibicdo da agdo dos radicais
livres causada por antioxidantes. Usando-se Trolox em concentragdes conhecidas, uma curva
padrdo é gerada e a atividade ORAC da amostra € calculada. Este ensaio expressa o resultado
em unidade de ORAC ou equivalentes de Trolox, o qual corresponde a quantidade de Trolox
em pmoles equivalentes por grama de amostra (CAO et. al, 1993; OU et al., 2001; PRIOR et
al., 2005).

Os métodos FRAP, ABTS, DPPH e ORAC sdo mais comuns para determinar a
capacidade antioxidante in vitro. Recomenda-se que pelo menos dois, e de preferéncia, todos
estes ensaios sejam combinados, de modo a proporcionar informagdo abrangente sobre a
capacidade antioxidante de um género alimenticio, tendo em conta 0s pros e os contras de
cada ensaio, bem como a sua aplicabilidade (PEREZ-JIMENEZ, 2008).

Com base nas reacGes quimicas envolvidas, os principais ensaios de capacidade
antioxidante podem ser divididos grosseiramente em duas categorias: ensaios baseados na
reacdo de transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH) e ensaios baseados na reacdo de
transferéncia de um dnico elétron (TE). Os ensaios baseados em TE envolvem uma reacéo
redox com o oxidante como um indicador do ponto final da reacdo, que sdo representados
pelos ensaios FRAP e ABTS. A maioria dos ensaios baseados em TAH monitora a cinética de
reacdo competitiva e a quantificacdo é derivada das curvas cinéticas, 0 que é o caso do ensaio
ORAC. J4 0 método DPPH combina ambas as categorias (PEREZ-JIMENEZ, 2008; HUANG
et al, 2005).

Apesar da diversidade de métodos, ndo hd ainda um método universal pelo qual a
atividade antioxidante possa ser medida precisamente e quantitativamente, devido aos
diversos tipos de radicais e aos diferentes alvos de oxidacdo. Para uma avaliacdo correta desta
atividade em alimentos e sistemas biolégicos, modelos individuais devem ser desenvolvidos
desde que representem as mesmas condi¢des quimicas, fisicas e ambientais esperadas para o
sistema em andlise. Segundo Prior, Wu e Schaich (2005) um teste adequado deve analisar
compostos quimicos que estdo presentes naturalmente, utilizar uma fonte de radical relevante
biologicamente, ter um mecanismo quimico definido, instrumentacdo disponivel e adaptavel
para ensaios de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (BOLANHO, 2010; DAVID, 2010).
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2.6.1 — Peroxidacao lipidica

O processo de peroxidacao lipidica é iniciado pela reacdo de um radical livre com um
acido graxo insaturado e propagada por radicais peroxila. Resulta na formacdo de
hidroperoxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido, 4-hidroxinonenal e
isoprostanos, que podem ser detectados em amostras bioldgicas e utilizados para se avaliar o
estresse oxidativo (LIMA; ABDALLA, 2001). Os lipidios podem ser oxidados por diferentes
caminhos e a autoxidacdo é o principal mecanismo de oxidacdo dos Gleos e gorduras e esta
associado a reacdo do oxigénio com trés etapas descritas abaixo e ilustradas na Figura 8
(RAMALHO; JORGE, 2006):

o Iniciacdo — ocorre a formacgdo dos radicais livres de &cido graxos devido a
retirada de um hidrogénio do carbono alilico na molécula da cadeia carbdnica, em condi¢oes

favorecidas por luz e calor.

o Propagacéo — os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao ataque do
oxigénio atmosférico, sdo convertidos em outros radicais, aparecendo 0s produtos primarios
de oxidacdo (peroxidos e hidroperoxidos), cuja estrutura depende da natureza dos &cidos
graxos presentes. Os radicais livres formados atuam como propagadores da reacao, resultando

em um processo autocatalitico.

o Término — dois radicais combinam-se com a formacdo de produtos estaveis
(produtos secundéarios de oxidacdo) obtidos por cisdo e rearranjo dos peréxidos (epoxidos,

compostos volateis e ndo volateis).

lC1acA0 RH —>» R+ H”
Propagacio R +O, — ROO"
ROO" + RIIT — ROOII - R
Termino ROO" ROOR
- - Produtos
ROO" + ROO s ROOR. + O, Estiveis

R" I R — RR
Onde: RH — Acido graxo insaturado: R — Radical: ROO" — Radical perdxido e ROOH — Hidroperdxido.
Figura 8 — Etapas de oxidacao lipidica.
Fonte: RAMALHO; JORGE, 2006.
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2.6.2 - Indice de substancias reativas ao &cido tiobarbitrico (TBAR’s)

O teste de TBA (&cido 2-tiobarbitirico) quantifica o malonaldeido (MDA), um dos
principais produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos graxos poliinsaturados,
formado durante o processo oxidativo, é muito reativo e permanece ligado a outros
ingredientes alimentares, se libertando num tratamento com acido e calor. O MDA €é um
dialdeido de trés carbonos, com grupos carbonilas nos carbonos C-1 e C-3 (Figura 9). A
analise do indice de &cido tiobarbitdrico (TBA) é um método espectrofotométrico, que detecta
produtos secundarios da peroxidacdo, medindo a absorbancia de um complexo rosa formado
entre o0 TBA e MDA. A formacdo do composto TBA-MDA, na propor¢cdo de 2:1, é
possivelmente iniciada pelo ataque nucleofilico, envolvendo o carbono 5 do TBA e o carbono
1 do MDA, seguido de desidratacdo e reacdo similar subsequente do composto intermediario
com uma segunda molécula de TBA, na propor¢do de 1:1 (OSAWA et al. 2005; GEADA,
2012).
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Figura 9. Reacéo do teste de TBA entre o &cido 2-tiobarbiturico e o malonaldeido,
formando o composto colorido.
Fonte: OSAWA et al., 2005.

Considerando os danos oxidativos e a necessidade de se evitar a formacgéo de radicais
livres para a conservacdo dos alimentos e também para garantir a ingestdo de alimentos
seguros, pode-se considerar de suma importancia a procura de novos antioxidantes naturais
para uso em alimentos ajudando a retardar sua degradacdo e aumentando o tempo de
prateleira do produto sem causar efeitos nocivos ao consumidor, que apresenta um interesse
crescente por este tipo de alimento e tem incentivado pesquisadores a buscar tecnologias de
processamento que atendam a essa demanda por conservantes naturais. A possibilidade de se
obter hidrolisados contendo peptideos antioxidantes de concentrado protéico de soja se tornou

uma alternativa que se encaixa adequadamente nesse cenario buscado nos dias de hoje.
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3-OBJETIVOS

o Geral: Obter um hidrolisado proteico de soja com atividade antioxidante

visando aplicagdo como conservante em alimentos.

. Especificos:

o Desenvolver o processo de hidrdlise para obtencdo de hidrolisados de

concentrado protéico de soja com uso da enzima papaina;

o Testar e comparar a atividade antioxidante da mistura de peptideos utilizando
0s metodos DPPH, ABTS, FRAP e ORAC;

o Avaliar o potencial de aplicacdo do hidrolisado em pescado com o intuito de

diminuir a oxidacao lipidica.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - MATERIAL

4.1.1 — Material Vegetal

O concentrado protéico de soja foi obtido em supermercado localizado no estado do
Rio de Janeiro, contendo em torno de 75% de proteina total, valor este obtido pelo método de
Khjeldal no laborat6rio de Bioquimica Nutricional da UNIRIO.

4.1.2 — Reagentes e enzima

Os reagentes quimicos utilizados, como sais, acidos, bases, alcoois, foram adquiridos
de empresas com reconhecido padrdo de qualidade, como Mercke e Sigmae, e em grau
analitico. A enzima proteolitica purificada utilizada foi adquirida da Sigma®.

4.1.4 — Peixe

O lote de sardinhas foi adquirido em uma feira livre, localizada no municipio do Rio
de Janeiro, nos meses de Julho e Agosto/2016. Foram mantidas em armazenamento a -18°C

até sua utilizacéo.

4.2 - METODOLOGIA

A Figura 10 apresenta um fluxograma que sumariza a metodologia aplicada no

presente trabalho e detalhada nos itens a seguir.
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Figura 10. Fluxograma da metodologia utilizada no presente estudo.

4.2.1 - Otimizacdo do rendimento de hidrdlise por planejamento multivariavel
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Um delineamento experimental foi usado para se obter as composi¢cfes de meio

reacional 6timas para o melhor rendimento possivel e para investigar a presenca de efeitos

sinérgicos ou antagonistas, na mistura dos componentes. O objetivo foi determinar a

influéncia de duas varidveis independentes: teor de concentrado protéico de soja e

concentracdo de NaCl. A relacdo enzima/proteina (E/P) foi fixada como 1:80, de acordo com

testes anteriores (SOARES, 2013). Para este efeito, realizou-se um delineamento composto

central rotacional (DCCR), com trés repeticbes do ponto central em cinco niveis
(RODRIGUES e IEMMA, 2005). A distancia axial o foi determinada como 1,4142 para fazer

este planejamento. Os valores reais e codificados sdo apresentados na Tabela 5. Um conjunto

de 12 ensaios foi realizado (Tabela 6). Os valores centrais (0) escolhidos para a concepcao

experimental foram os seguintes: concentracdo de NaCl de 2,0M e teor de concentrado

protéico 1,05%.



Tabela 5 — Variaveis independentes e os valores utilizados no processo de hidrdlise

Niveis
Variaveis Independentes - -1 0 +1 +o
(-1,4142) (+1,4142)
Teor de NaCl (M) X1 1,0 12 | 20 |27 3,0
Teor de Concentrado protéico (%) | X; 0,1 04 | 10 |17 2,0

Tabela 6 — Matriz do planejamento experimental para otimizacéo da hidrolise.

Ensaio

X1

X2

Propor¢édo do meio

1,2M NaCl + 0,08g IPS +
0,008g enzima

1,2M NaCl + 0,34g IPS +
0,034g enzima

2,7M NaCl + 0,08g IPS +
0,008g enzima

1

2,7M NaCl + 0,34g IPS +
0,034g enzima

-1,41421

1,0M NaCl + 0,21g IPS +
0,021g enzima

o o1 B~ W N P

+1,41421

0

3,0M NaCl + 0,219 IPS +
0,021g enzima

0

-1,41421

2,0M NaCl + 0,02g IPS +
0,002g enzima

+1,41421

2,0M NaCl + 0,4g IPS +
0,049 enzima

2,0 NaCl + 0,21g IPS +
0,021g enzima

10

2,0M NaCl + 0,21g IPS +
0,021g enzima

11

2,0M NaCl + 0,21g IPS +
0,021g enzima

12

o] Oo| ©o| ©

oO| Oo| ©o| ©

2,0M NaCl + 0,21g IPS +
0,021g enzima

27

Os resultados do delineamento experimental foram analisados aplicando o software
STATISTICA (Versdo 7.0 - Statsoft, EUA). O modelo permitiu a avaliacdo dos efeitos de
termos lineares, quadraticos e interativos das variaveis independentes sobre as variaveis
dependentes escolhidas (MYERS & MONTGOMERY, 2002).

Como variavel dependente (resposta) foi avaliado o rendimento de hidrélise, calculado

pela relacdo percentual entre o teor de proteina soltvel em TCA (0,22M) e o teor de proteina

total, conforme descrito no item 4.2.2.
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O tempo de hidrdlise foi observado ao longo de 4 horas de experimento e expresso
também pela relacdo percentual de TCA, os tempos de reacao testados foram 30 minutos, 1, 2,
3 e 4 horas.

4.2.2 - Determinacdo do teor de proteina solivel em TCA

O teor de proteina solivel em TCA (&cido tricloroacético) dos hidrolisados foi
determinado utilizando uma versdo modificada do método descrito por Pericin et al. (2009).
Uma aliquota de 1,0 mL de hidrolisado foi adicionada a um volume igual de 0,44 mol L™ de
acido tricloroacético (TCA). A mistura foi incubada durante 30 minutos a temperatura
ambiente e depois centrifugada (Thermo Fischer Scientific, EUA) a 13000 x g durante 15
min. O sobrenadante foi analisado utilizando o método de Lowry (1951), que utiliza aloumina
de soro bovino como padréo de proteina para determinar contetdo protéico. O sobrenadante
da mistura do hidrolisado (sem a adi¢do de TCA) também foi analisado por este método. Os

resultados foram expressos como percentagem, de acordo com a equacao abaixo:

TCA% = Proteina Solivel *100
Proteina Total da amostra

4.2.3 - Hidrolise utilizando papaina

Foram adicionados 2,7g de concentrado protéico de soja a 100 mL de tampdo fosfato
pH 7,0 ajustado para a concentracdo de 2,0M de NaCl. Foram transferidos para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL e aquecidos a 95°C por 15 minutos, para provocar desnaturacao 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 a 60°C. A papaina, na
concentracdo de 1:80 (enzima:proteina), foi entdo adicionada, dando inicio a reacdo. Para
inativacdo enzimatica, apds meia hora de reacdo, o meio reacional foi aquecido a 100°C por
10 minutos e resfriado em banho de gelo. O produto obtido entdo foi centrifugado (Thermo
Fischer Scientific, EUA) a 13000 x g por 15 minutos e o sobrenadante, contendo os peptideos
resultantes da hidrdlise, foi aliquotado e congelado para posterior determinacdo da capacidade
antioxidante e liofilizado para teste de peroxidacdo lipidica em amostras de sardinha
(CONTRERAS et al., 2011).

Para fins de comparagéo, foram realizados ensaios seguindo exatamente a metodologia

descrita acima, porém na auséncia de NaCl.



29

4.2.4 — Fracionamento do hidrolisado por ultrafiltracéo

Apos a hidrdlise, o hidrolisado proteico foi separado por um processo de ultrafiltracdo
(UF) aplicando dispositivos de centrifuga (Filtros Amicon Ultra-4 com membrana Ultracel-3)
(Thermo Fischer Scientific, EUA). Deste modo, obtiveram-se aliquotas do hidrolisado
contendo peptideos de massas moleculares (MM) de < 3 kDa (filtrado) e > 3 kDa (retido). As

amostras produzidas foram liofilizadas e armazenadas até utilizacao.

4.2.5 - Sequenciamento por espectrometria de massas

Os peptideos foram sequenciados através de espectrometria de massas por nano-ESI-
MS / MS (Q-TOF2 Micromass, UK) no Laboratorio de Espectrometria de Massa (LBP) da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro. Para este ensaio apenas 0s peptideos de
baixa massa molecular (< 3kDa) foram sequenciados, devido as mais complexas preparacdes

prévias envolvendo os peptideos de maior massa molecular.

4.2.6 - Determinacdo da atividade antioxidante

4.2.6.1 - DPPH

A analise de DPPH foi realizada conforme Brand-Williams (1995), Rufino et al.
(2007) modificado. Foram adicionados 2,4 mL de DPPH no tubo de ensaio seguido dos
seguintes volumes de amostra 50, 25 e 10 pL, e o volume completado com metanol até se
perfazer 3 mL. A leitura foi realizada ap6s 60 minutos e o periodo de descanso entre leituras
se deu em local fechado, sem iluminacdo. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro
(SHIMAZDU UV-200, Japdo) com absorbancia a 515nm. Todos os volumes testados foram
avaliados em triplicata. A reducdo percentual do radical DPPH foi calculada com a seguinte

equacao:

(% Reducdo) = (Absorbancia do Controle — Absorbancia da Amostra) x 100
Absorbéncia do Controle

Onde: Absorbancia do Controle = absorbancia da solu¢do de DPPH sem antioxidante

Como padrdo desse ensaio foi utilizado antioxidante de referéncia Trolox. Os

resultados foram expressos em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox).
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4.2.6.2—-ABTS

O teste realizado foi baseado nos autores Rufino et al. (2007), Re et al. (1999) com
modificagdes. Foi preparada uma solucdo catibnica de ABTS (2,2-azinobis-3-etil-
benzotiazolina-6-sulfonico), misturando 2,5 mL de solugdo ABTS 7,0mM e 44pL de solugéo
de persulfato de potassio 140mM. Essa mistura reagiu por 16 horas em temperatura ambiente
e na auséncia de luz. Depois de formado o radical ABTS™, foi adicionado etanol a solugéo até
obter um valor de absorbéncia de 0,700 (x0,05) a 734nm. Em um tubo de ensaio, colocou-se
2,5 mL da solugdo de ABTS, seguido da amostra nos seguintes volumes, 5, 10 e 15 L, e seu
volume final foi completado com etanol até 3 mL. A determinacdo da absorbancia das
amostras foi realizada em temperatura ambiente, 23 °C (£1), ap6s 6 minutos de reacdo, em
espectrofotometro (SHIMAZDU UV-200, Japdo). Como padrdo desse ensaio foi utilizado
como antioxidante de referéncia o Trolox. Os resultados foram expressos em TEAC

(atividade antioxidante equivalente ao Trolox).

4.2.6.3 - FRAP

O poder de redugdo da amostra, pelo método de FRAP, foi avaliado de acordo com
metodologia descrita por Sanchez-Gonzales et al. (2005), com algumas modificacbes. O
reagente de FRAP foi preparado como segue: 2,5 mL de uma solu¢gdo 10mM TPTZ em HCI
40mM foram adicionados a 2,5 mL de FeCl3;.6H,0 e 25 mL de tampé&o acetato 0.3 mM pH
3.6. Em um tubo de ensaio, foi colocado 2,7 mL da solucdo de FRAP, seguido da amostra nos
seguintes volumes, 90, 45 e 20 pL, e seu volume final foi completado com etanol até 3 mL.
As amostras foram incubadas a 37°C, por 30 minutos e a leitura realizada a 595 nm em
espectrofotometro (SHIMAZDU UV-200, Japdo). Como padrdo desse ensaio foi utilizado
como antioxidante de referéncia o Trolox. Os resultados foram expressos em TEAC

(atividade antioxidante equivalente ao Trolox).

4.2.6.4-0ORAC

Este ensaio avalia a atividade antioxidante através da inibicdo da oxidacdo, induzida
pelo radical peroxil, por transferéncia de &tomos de hidrogénio, como metodologia de Huang
et al (2002), com modifica¢bes. Foi pesado 0,01g das amostras liofilizadas e avolumado em
um baldo volumétrico de 10 mL com tampdo fosfato. Para a analise, 20 pL das amostras em
diferentes concentragdes (0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 e 0,7 g/L) foram
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adicionadas nos poc¢os da microplaca, todos em duplicata. Em todos os pogos, foi adicionado,
em seguida, 120 uL da solugdo de fluoresceina ¢ 60 pulL de AAPH (2,2’-azinobis
(2amidinopropano) dihidrocloreto). A microplaca contendo as amostras e o tampéo fosfato
foram incubados por 3 horas a 37 °C. A leitura da fluoresceina foi realizada sob excitacdo a
485 nm e emissdo a 535 nm (SPECTRAMAX i3x, DEVICES), com um espago de 30s entre
uma leitura e outra. A partir dos dados de absorbancia em relagdo aos tempos obtidos, foi
calculada a éarea abaixo da curva (AUC). A atividade antioxidante do composto foi
determinada através da diferenca entre a area da amostra subtraida pela area do branco,
medida pelo decaimento da fluorescéncia com a adig¢éo da substéncia antioxidante no decorrer
do tempo. Usando-se Trolox de concentragdes conhecidas, uma curva padrdo foi gerada e a
atividade antioxidante do composto foi calculada. Todas as analises foram feitas em duplicata

e os valores foram expressos em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox).

4.2.7 — Teste de aplicacdo em modelo de alimento

4.2.7.1 - Preparo das amostras de sardinha

A preparacgdo dos patés se deu da seguinte maneira: de cada sardinha, com o auxilio de
uma faca, retirou-se a cabeca, barbatana caudal e as visceras e lavou-se em agua corrente para
retirar 0 excesso de sangue. Posteriormente, as sardinhas foram divididas em 6 ensaios, com
40 g de sardinha para cada ensaio. Depois de pesadas, as sardinhas foram adicionadas de
antioxidante (BHT padréo ou hidrolisado de soja) e homogeneizadas com o auxilio de um
multiprocessador, e entdo armazenadas de acordo com as condicOes descritas na Tabela 7. As

amostras foram armazenadas em embalagens transparentes, e realizadas em triplicatas.

Tabela 7. Distribuicdo dos ensaios com os patés de sardinha.

Ensaios Quantidade de antioxidante Temperatura
Armazenamento em geladeira 0 mg gCct2°C

Armazenamento em freezer 0mg -12°C+2°C
Sardinha + Retido 40 mg gCc+2°C
Sardinha + Filtrado 40 mg gCc+2°C
Sardinha + Hidrolisado total 40 mg gCc+2°C
Sardinha + BHT 40 mg gCc+2°C
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4.2.7.2 — Indice de substancias reativas ao 4cido tiobarbitarico (TBAR’s)

O valor do indice de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) foi
determinado de acordo com o método de Vyncke (1970) com pequenas modificagdes, nas
amostras de patés de sardinha para avaliar a estabilidade oxidativa durante o periodo de
armazenamento. O método consistiu na extracdo do aldeido maldnico a partir de 1g de
amostra de sardinha com 25mL de solugdo a 7,5% de &cido tricloroacético. O extrato foi
filtrado e 2 mL foram retirados e adicionados a 2mL de solucdo de &cido tiobarbitdrico
(0,02M). O acido malbnico das amostras reagiu com o &cido tiobarbitdrico pds incubacdo em
banho-maria a 100°C durante 40 minutos, formando um complexo corado rosa, cuja
absorbancia foi medida num espectrofotometro (SHIMAZDU UV-200, Japao), a 532nm. A
analise de TBAR’s foi realizada ao longo de cinco dias de armazenamento com os seguintes
pontos: TO, T1, T2, T3 e T4, com intervalo de 24 horas entre cada tempo, sendo o TO
analisado imediatamente ap0s o preparo de cada grupo de amostras. Como solucao padrdo, a
solucéo de TEP (1,1,3,3 — tetraetoxipropano) foi utilizada nas concentracbes de 0,1, 0,2, 0,3,
0,4 e 0,5 pumol/mL, de onde se obteve uma equacdo da reta (a curva padrdo pode ser
encontrado no Apéndice 1), que permitiu avaliar a concentracao de aldeido maldnico presente
em cada amostra. Os resultados foram expressos como valor TBA mg malonaldeido / Kg de

produto.

4.3 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos pela média £ desvio padrdo de
triplicatas. Os resultados do delineamento experimental foram analisados utilizando o
software STATISTICA (Versédo 7.0 - Statsoft, EUA). Os demais dados foram analisados pelo
Software Graphpad Prism (Versdo 5.0 - San Diego, CA, USA) usando a analise de variancia

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — OTIMIZACAO DO RENDIMENTO DE HIDROLISE POR PLANEJAMENTO
MULTIVARIAVEL

Em um trabalho prévio identificou-se a possivel atividade antioxidante de peptideos da
soja (FARIAS, 2014), porém sabe-se que o rendimento de peptideos em geral é muito baixo
(SANTOS et al., 2009; LUO et al., 2014; SCHMIDT et al., 2009), por esse motivo se iniciou
um estudo multifatorial a fim de tentar aumentar o rendimento, levando em consideragdo o
teor inicial de proteina.

A concentracdo de enzima e o tempo de reacdo ndo foram avaliados no planejamento
inicial, pois em experimento anterior observou-se que havia diferenca estatistica (p<0,05)
entre a concentragdo maxima e a minima de enzimas utilizadas (1:10 e 1:80 E/P,
respectivamente), tendo a concentragdo minima um maior rendimento de hidrdlise, como

mostrado na Figura 11, portanto a relagdo minima entre enzima/proteina (1:80) foi aplicada.

504 ¥
—_—
404 —_
= 301
=
= 204 ;
104
: 3 .
Relacao E/P Relacio E/P
1:10 1:80

Figura 11. Relacdo enzima/proteina utilizada na escolha da concentracdo de enzima.
As amostras apresentaram diferenca significativa (p<0,05). Resultado de rendimento expresso

em porcentagem de TCA.

O tempo de reacdo é um dos fatores que mais influenciam a atividade enzimatica,
sendo feito entdo um experimento separado, mostrando o comportamento cinético de

hidrolise, cujos resultados serdo apresentados a seguir.

Um fator importante para o rendimento da hidrélise é a solubilidade das proteinas a
serem hidrolisadas. Ghribi e colaboradores (2015) indicam que a separacdo das ligacOes
peptidicas resulta numa reducdo progressiva da fragdo de proteina insolivel e num maior

rendimento de proteina soluvel. Sabendo que as proteinas da soja, principalmente as fracdes
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7S (B-conglicinina) e 11S (glicinina) (OLIVEIRA, 2010), constituem a maior parte da
proteina total e sdo proteinas de armazenamento, classificadas como globulinas, cuja
solubilidade depende da presenca de sais, resolveu-se iniciar uma otimizagdo onde fosse
incluido o teor de sal na amostra. A solubilidade das proteinas, em geral, diminui em
concentracdes abaixo de 0,1M de sal e aumenta acima dessa concentracdo. Essa diminuicao
inicial da solubilidade é devida a diminuicdo da repulsdo eletrostatica e da interagdo
hidrofébica aumentada entre moléculas de proteina, como resultado da blindagem

eletrostatica de grupos de carga em proteinas por ions (LIU, 1997).

Fatores intrinsecos, incluindo propriedades hidrofébicas, hidrofilicas, tamanho, carga,
e fatores extrinsecos tais como pH, carga idnica e presenca de varios sais, e interacdo com
outros componentes alimentares afetam a solubilidade de proteinas. As proteinas de soja sao
menos soluveis no seu ponto isoelétrico (pH 4,2 a 4,6) e a solubilidade aumenta
acentuadamente acima e abaixo deste intervalo de pH, tendo sua solubilidade 6tima proximo
ao pH 7,0 (L1U, 1997; SORGENTINI et al., 2002; NISHINARI et al., 2014).

A Tabela 8 mostra os resultados calculados como rendimento final dos ensaios
realizados, que variou entre 32 e 56,8 TCA%. Com média dos valores de 35,69; desvio

padrédo de 1,78 e coeficiente de variacéo de 5.

Tabela 8 - Resultados em rendimento do delineamento composto central rotacional

Ensaio X1 X2 Rendimento (%)
1 -1 -1 34,01918
2 -1 1 56,88582
3 1 -1 32,00601
4 1 1 52,33731
5 -1,41421 0 48,21143
6 1,41421 0 41,6277
7 0 -1,41421 0
8 0 1,41421 52,48894
9 0 0 36,93121
10 0 0 36,51791
11 0 0 33,65027
12 0 0 36,62388

As Tabelas 9, 10 e 11 mostram os valores para as variaveis codificadas sem a
eliminacdo dos valores ndo significativos. As Figuras 12 e 13 mostram o gréafico de Pareto e a
correlacdo entre os valores experimentais e os valores preditos pelo modelo sem eliminar os

valores néo significativos, respectivamente.
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Tabela 9 — Coeficientes de regressdo para a resposta Y; considerando as variaveis
codificadas sem eliminar os valores ndo significativos.

Lim.

% variacdo explicada (R?) = 0,89051

Coeficientes Erro Lim. Conf.
de regressdo | Padréo t@) p-valor (%%22) (+95%)
Rendimento 35,69980 | 1,031686 | 34,60335 | 0,000834 | 31,26081 | 40,13878
(1) Conc. NaCI(L) | -1,98406 | 0,631776 | -3,14045 | 0,088188 | -4,70237 | 0,73425
Conc. NaCl (Q) 6,66740 0,751964 | 8,86664 | 0,012482 | 3,43196 9,90284
2)Conc. isolado(L) 14,67856 | 0,631776 | 23,23380 | 0,001847 | 11,96025 | 17,39688
Conc. Isolado (Q) -2,67015 | 0,751964 | -3,55090 | 0,070970 | -5,90559 | 0,56529
1L by 2L -0,63384 | 0,893466 | -0,70941 | 0,551621 | -4,47811 | 3,21044

y1 =35,69980-1,98406* Conc. NaCl + 6,66740* (Conc. NaCl)® + 14, 67856* Conc. | -
2,67015*(Conc. 1)? -0,63384 *X;X»

(2)% L)

N

NaCI(Q)

§

(1)NaCl(L)

s

6666666

23,2338

2 ,,mm

Figura 12 — Gréafico de Pareto considerando as variaveis codificadas sem eliminar os valores
nao significativos.

Tabela 10 — Analise de variancia para a resposta Y considerando as variaveis codificadas
sem eliminar os valores ndo significativos.

Soma dos

Graus de

Quadrado

Fonte de variagdo quadrados liberdade médio Feal
Regresséo 2140,4 5,0 428,1 8,1
Residuos 263,2 5,0 52,6

Falta de ajuste 256,791 3
Erro puro 6,386 2
Total 2403,578 10

% variagédo explicada (R?) = 0,89051
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Tabela 11 — Dados preditos pelo modelo considerando as variaveis codificadas sem eliminar
o0s valores ndo significativos.

Y exp. . .
Rendimlznto Y predito Desvio - Desvio

(%) Absoluto | Relativo
1 | 34,01918 | 26,36871 | 7,65047 | 22,4887
2 | 56,88582 | 56,99351 | -0,10769 | -0,18931
3 | 32,00601 | 23,66826 | 8,33775 |26,05058
4 | 52,33731 | 51,75771 | 0,57959 |1,107413
5 | 48,21143 | 51,84048 | -3,62905 | -7,52736
6 | 41,62770 | 46,22871 | -4,60101 | -11,0528
7 0,00000 9,60088 | -9,60088 0
8 | 52,48894 | 51,11813 | 1,37082 |2,611636
9 | 36,93121 | 35,69980 | 1,23141 |3,334334
10 | 36,51791 | 35,69980 | 0,81812 |2,240325
11 | 33,65027 | 35,69980 | -2,04953 | -6,09068

Observed vs. Predicted Values
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=3,193129
DV:DV_1

Predicted Values

Figura 13 - Gréafico da correlacdo entre os valores experimentais e 0s valores preditos pelo

20 30

40

Observed Values

50 60

modelo sem eliminar os valores ndo significativos.

70

As Tabelas 12, 13 e 14 mostram os valores para as variaveis codificadas eliminando os

valores ndo significativos. As Figuras 14 e 15 mostram o grafico de Pareto e a correlagédo

entre os valores experimentais e os valores preditos pelo modelo eliminando os valores nédo

significativos, respectivamente.
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Tabela 12 — Coeficientes de regressao para a resposta Y, considerando as variaveis

codificadas.
L. Lim. Lim.
Coeficientes Erro

« < t (3) p-valor Contf. Contf.

de regressdo | Padréo (-05%) (+95%)
Rendimento 33,18672 | 0,750662 | 44,20994 | 0,000511 | 29,95688 | 36,41656
Conc. NaCl (Q) 7,45274 0,718704 | 10,36969 | 0,009172 | 4,36040 | 10,54507
(2) Cor‘(‘l’_')'so'ado 1467856 | 0,631776 | 23,23380 | 0,001847 | 11,96025 | 17,39688

% variacdo explicada (R?) = 0,85998

y1=33,18672 + 7,45274* (Conc. NaCI)2 + 14,67856* Conc. I.

NaCI(Q)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: DV_ 1
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=3,183129

DV- DV_

1

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 14 — Gréafico de Pareto considerando as variaveis codificadas eliminando os valores
nao significativos.

Tabela 13 — Analise de variancia para a resposta Y considerando as variaveis codificadas
eliminando os valores nao significativos.

- Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de variagao quadrados liberdade médio Feal Ftab
Regressao 2067,0 2,0 1033,5 24,6 O —
Residuos 336,5 8,0 42,1 5% = 3,88
Falta de ajuste 330,151 6 o —
Erro puro 6,386 2 1%=6,92
Total 2403,578 10

% variacdo explicada (R?) = 0,85998
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Tabela 14 — Dados preditos pelo modelo considerando as variaveis codificadas eliminando os
valores ndo significativos.

Observed Values

Y exp. Y predito Desvio Desv_io
Rendimento (%) Absoluto | Relativo
1 34,01918 25,96089 | 8,0583 |23,68752
2 56,88582 55,31802 | 1,5678 |2,756047
3 32,00601 25,96089 | 6,0451 |18,88739
4 52,33731 55,31802 | -2,9807 | -5,69517
5 48,21143 48,09219 | 0,1192 |0,247244
6 41,62770 48,09219 | -6,4645 |-15,5293
7 0,00000 12,42809 | -12,4281 0
8 52,48894 53,94534 | -1,4564 | -2,77468
9 36,93121 33,18672 | 3,7445 |10,13912
10 36,51791 33,18672 | 3,3312 |9,122099
11 33,65027 33,18672 | 0,4636 |1,377701
Observed vs. Predicted Values
2 factars, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=3,193129
DV:DV_1
60
55 [ G
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Figura 15 - Gréfico da correlacdo entre os valores experimentais e 0s valores preditos pelo
modelo eliminando os valores nao significativos.

As Tabelas 15, 16 e 17 mostram os valores para as variaveis com valores reais ndo

codificados. As Figuras 16 e 17 mostram o grafico de Pareto e a correlacdo entre os valores

experimentais e 0s valores preditos pelo modelo com os valores reais, respectivamente.



Tabela 15 - Coeficientes de Regressdo com valores reais para as variaveis independentes.
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Coeficientes de Erro Lim. Lim.

regressio Padrio t (3) p-valor Contf. Contf.

(-95%) (+95%)

Rendimento 59,8949 7,068934 | 8,47297 | 0,013645 | 29,4797 | 90,3100
(1) Conc. NaCl (L) -53,7617 6,112173 | -8,79584 | 0,012680 | -80,0603 | -27,4631
Conc. NaCl (Q) 13,1039 1,457141 | 8,99286 | 0,012141 | 6,8343 | 19,3734
(2) Conc. Isolado (L) 38,0753 5,138891 | 7,40925 | 0,017733 | 15,9645 | 60,1862
Conc. Isolado (Q) -6,7654 1,677622 | -4,03276 | 0,056342 | -13,9837 | 0,4528
1L by 2L -0,7929 1,830652 | -0,43311 | 0,707172 | -8,6695 7,0838

% variagdo explicada (R?) = 0,9085

y1 =59,8949 -53,7617* Conc. NaCl +13,1039* (Conc. NaCl)? +38,0753*Conc. | -
6,7654*(Conc. 1)2-0,7929*X; X

(2)1%(L)

NaCl(Q)

1%(Q)

(1)NaCI(L)

22
222

.
_

999999

23,3246

ct Estimate (Absolute Value,

Figura 16 - Gréafico de Pareto considerando as variaveis codificadas considerando os valores

reais.

Tabela 16 — Analise de variancia para a resposta Y considerando as variaveis reais.

Fonte de

Soma dos

Graus de

Quadrado

variacao quadrados liberdade médio Feal Ftab
Regresséo 2183,7 5,0 436,7 9,9
Residuos 219,9 5,0 44,0
Falta de 213531 3
ajuste
Erro puro 6,386 2
Total 2403,578 10

% variagédo explicada(R?) = 0,9085




Tabela 17 — Dados preditos pelo modelo considerando as variaveis decodificadas.
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Y exp. Desvio Desvio
Rendimento Y predito I lati
(%) Absoluto | Relativo
1 34,01918 28,01747 | 6,00172 |17,64217
2 56,88582 57,80886 | -0,92304 | -1,62262
3 32,00601 23,55677 | 8,44924 |26,39892
4 52,33731 51,80207 | 0,53523 |1,022655
5 48,21143 50,92471 | -2,71328 | -5,62788
6 41,6277 46,56716 | -4,93946 | -11,8658
7 0 8,36821 | -8,36821 0
8 52,48894 50,70431 | 1,78463 | 3,400012
9 36,93121 35,64207 | 1,28914 | 3,490652
10 36,51791 35,64207 | 0,87584 |2,398385
11 33,65027 35,64207 | -1,99180 | -5,91912
Observed vs. Predicted Values
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=3,193129
DV: TCA %
65
80 |
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Figura 17 - Gréfico da correlacdo entre os valores experimentais e os valores preditos pelo
modelo utilizando os valores reais.

Através das superficies de respostas mostradas na Figura 18 (A, B) pode-se observar
que, quando ha um aumento na quantidade de substrato, o rendimento melhora, chegando a

um maximo de 40%, quando a concentracdo média de NaCl (2,0M) € aplicada.
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Fitted Surface; Variable: TCA % (B) Fitted Surface; Variable: TCA %
(A) 2factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=3,193129 2factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=3,193129

DV: TCA % DV:-TCA %

I 20 100 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30gmyy
NaGl

Figura 18. Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) do efeito combinado da
concentracdo de substrato (% CPS) e NaCl no rendimento de hidrélise (TCA%).

Com base nos dados e na equacdo gerada para variaveis codificadas eliminando dos
valores ndo significativos (1), os valores otimizados foram 2,0M de NaCl e 2,7% de
concentrado protéico de soja (CPS). O modelo polinomial mostra que o termo linear de
concentracdo do substrato contribui para a resposta, assim como a concentracdo de NaCl

quadratica.
y1=33,18672 + 7,45274* (Conc. NaCl)? + 14,67856* Conc. CPS. Q)

Os valores otimizados foram substituidos na equacdo e como resultado obteve-se o
valor de 53,9889 % TCA. Foram entdo realizados testes experimentais com os valores
otimizados. Os valores encontrados foram analisados pelo teste t e comparados com o
resultado da equacdo, onde ndo houve diferenca estatistica entre os dados experimentais e o
resultado obtido na equacdo, com 95% de confianca, indicando que o valor predito pela
equacdo foi confirmado pelos dados experimentais, onde o t calculado foi de 2,364 e 0 t
tabelado (0,05 bicaudal ou bilateral) foi de 2,447. Como t calculado foi menor que t tabelado,

ndo ha diferenca estatistica entre os valores obtidos.

Wang e colaboradores (2014) realizaram um experimento similar, onde otimizaram a
hidrolise de proteinas de ostras com a enzima subtilisina e encontraram valores de TCA%
entre 50,9 e 84,8 %, com uma taxa de 2,4 e 1,8 % de relacdo enzima/substrato,
respectivamente, esses resultados concordam com o encontrado no presente trabalho, em que
a menor relacdo enzima/substrato apresentou maior rendimento em TCA %. Santos e
colaboradores (2009), fazendo a otimizacdo da hidrolise de proteina de peixe com duas

enzimas, conseguiram valores de TCA% entre 34,7 e 18,6 % para a enzima alcalase e para a
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enzima flavourzyme entre 14,3 e 30 %, onde as varidveis que obtiveram maior efeito no
processo de hidrélise com alcalase foram temperatura, pH e concentracdo do substrato,
enquanto que para flavourzyme foram pH, concentragdo da enzima e concentragcdo do
substrato. Em estudo de Luo e colaboradores (2014) com caseinato de sodio hidrolisado por
trés enzimas, a papaina foi a que gerou maior grau de hidrolise comparada a pancreatina e
tripsina, com valor de hidrdlise de 17,11 % em 30 minutos de hidrolise, o que os autores

atribuem a menor especificidade da enzima em relagdo as outras testadas.

Os aminoéacidos livres ndo sdo geralmente eficazes como antioxidantes em sistemas
alimentares e biolégicos, e a protedlise extensiva de proteinas alimentares, de fato, foi
relatada como tendo resultado uma diminuicdo da atividade antioxidante
(SAMARANAYAKA E LI-CHAN, 2011). Souissi et al. (2007) relataram que os hidrolisados

com alto grau de hidrolise contém altos niveis de aminoacidos hidrofilicos.

Em relacdo ao tempo de hidrélise desse estudo, foi realizado um ensaio cinético para
avaliar a influéncia do tempo sobre o rendimento de hidrélise. Foi realizado um estudo ao
longo de 240 minutos de experimento, como mostrado na Figura 19. N&o houve diferenca
entre 0s pontos a partir de 30 minutos, sendo esse 0 tempo padrdo estabelecido para as
hidrolises posteriores. Resultado semelhante se observou em estudo de Xia e colaboradores
(2012), onde analisando hidrolisados de glutelina de cevada com alcalase e flavourzyme,
observou-se um significativo aumento nos primeiros 30 minutos de hidroélise seguido por uma
taxa bem mais lenta de aumento até 4 horas de hidrolise, com grau de hidrolise de 12% e
14%, para alcalase e flavourzyme, respectivamente, em 30 minutos.

Em estudo de Yang e colaboradores (2014) observou-se que o grau de hidrolise de
peptideos de soja aumentou conforme o tempo de reacdo aumentou, onde a variacao de tempo
foi entre 30 minutos e 3 horas, diferentemente do presente estudo.

1004
801
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TCAY

401
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9] 30 60 90 120 150 180 210 240
Tempo em minutos

Figura 19. Rendimento de hidrolise ao longo de 240 minutos, expressos em
porcentagem de TCA.
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5.2 - DETERMINACAO DO TEOR DE PROTEINA E RENDIMENTO DA HIDROLISE

Com as condicdes de hidrélise ajustadas, o rendimento foi expresso em porcentagem
com relacdo a massa da amostra liofilizada. O mesmo procedimento foi realizado, porém sem
a presenca de NaCl para comparacdo nas analises posteriores. A Tabela 18 mostra o0s
rendimentos das amostras, indicando menores rendimentos na presenca de NaCl do que na
auséncia. E possivel que tenha havido uma diminuicdo na solubilidade das proteinas na
presenca de sal, ao contrario do esperado, resultando nos dados de rendimento obtidos. Néo
ha relatos na literatura, nem em experimentos em nosso laboratorio, de qualquer influéncia

negativa da presenca de NaCl na atividade da enzima testada.

Tabela 18. Rendimento da hidrélise nas condi¢cdes otimizadas, expressos em % de massa.

Amostras com NaCl | Amostras sem NaCl
Retido > 3 kDa 26,6% 47,33%
Filtrado < 3 kDa 36,21% 46,62%
Hidrolisado 48,66% 64,56%

5.3 - SEQUENCIAMENTO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Como resultado do sequenciamento dos peptideos obtivemos as sequencias mais
abundantes presentes nas amostras com peso molecular < 3kDa, apresentadas na Tabela 19
abaixo, onde a amostra na presenca de sal apresentou um maior nimero de peptideos

encontrados e um maior nivel de confianca.

Tabela 19. Sequencias de peptideos encontradas nas amostras < 3 kDa.

Sequencia de peptideos encontrada Nivel de confianca
ALVVLVLDQWANLELVGLKEQQR | Auséncia de NaCl > 75%

ETONLEEKET
ACFAPGTLFQ
AENMQPYVGP Presenca de NaCl > 80%
EDENNPFYLR
ASQDLENLLK
FPGANELDKAELK
Sem NaCl - Ala-Leu-Val-Val-Leu-Val-Leu-Asp-Gin-Trp-Ala-Asn-Leu-Glu-Leu-Val-Gli-Leu-Lis-Glu-GIn-Gin-
Arg;
Co%w NaCl - Glu-Tir-GIn-Asn-Leu-Glu-Glu-Lis-Glu-Tir; Ala-Cis-Fen-Ala-Pro-Gli-Tir-Leu-Fen-Glin; Ala-Glu-
Asn-Met-GIn-Pro-Tir-Val-Gli-Pro;  Glu-Asp-Glu-Asn-Asn-Pro-Fen-Tir-Leu-Arg; Ala-Ser-GIn-Asp-Leu-Glu-
Asn-Leu-Leu-Lis; Fen-Pro-Gli-Ala-Asn-Glu-Leu-Asp-Lis-Ala-Glu-Leu-Lis.
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Pode-se observar que na presenca de NaCl foram identificados 6 peptideos, e sabendo
que os possiveis aminodcidos responsaveis pela atividade antioxidante sdo principalmente
Histidina (His), Leucina (Leu), Glicinina (Gli) e Prolina (Pro) (Mendis et al.,2005), podemos
correlacionar a atividade antioxidante encontrada nos meétodos ABTS e ORAC a estes
peptideos < 3kDa, pois cada sequéncia apresenta pelo menos um dos aminoacidos
responsaveis pela atividade.

Seria esperado que a fragdo com menor massa molecular tivesse maior atividade,
porém a fracdo de maior massa foi a que apresentou maior resultado. Com relacéo as amostras
sem a presenca de sal apenas um peptideo com 23 aminoécidos foi detectado pela
espectrometria de massas, e este apresentou em sua composicdo 0s aminoacidos Leucina e
Glicinina. A baixa atividade desse peptideo pode ser atribuida a falta da sequéncia de
aminodacidos Pro-His que, em hidrolisados de soja reportados na literatura, formaram a fracao
que desempenhou o principal papel na atividade antioxidante (MEIJA, LUMEN, 2006;
PIHLANTO, 2008).

Os peptideos encontrados foram confrontados com as seguintes bases de dados de
peptideos bioativos: BioPep, PeptideDB e EROP- Moscow, e observou-se que ndo exibem
qualquer homologia significativa com 0s outros peptideos bioativosque estdo listados nos
bancos. Este resultado pode indicar que esses peptideos ainda ndo foram descobertos ou

inseridos nos bancos de dados.

5.4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O processo de hidrolise enzimatica tem se destacado na melhoria das propriedades
funcionais das proteinas, como solubilidade, poder emulsificante e textura, tendo grande
aplicabilidade em vérios produtos alimenticios, na suplementacdo dietética de idosos,
esportistas e em dietas para controle de peso. A hidrolise enzimatica de proteinas é o principal
processo para gerar peptideos bioativos com capacidade antioxidante (BARBOSA et al.,
2002; STROHER, 2010). Portanto, os peptideos gerados podem ter atividade antioxidante
maior do que a proteina intacta (MEIJA, LUMEN, 2006). Em estudo de Matoba (2002), ap6s
a digestdo enzimatica, por pepsina e pancreatina, de f-conglicinina e glicinina, proteinas da
soja, a atividade antioxidante foi aumentada 3-5 vezes, quando avaliada pelo método DPPH.
A atividade antioxidante mais elevada de peptideos em comparacdo com 0s aminoacidos

livres é atribuida as propriedades fisicas conferidas pelas suas seqliéncias de aminoacidos
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Unicas, especialmente a estabilidade dos radicais peptidicos resultantes, que ndo iniciam ou
ndo continuam a propagar reacoes oxidativas (SAMARANAYAKA & LI-CHAN, 2011).

Alguns fatores que podem afetar a atividade antioxidante dos hidrolisados de proteinas
alimentares incluem especificidade das proteases utilizadas para hidrélise, grau de hidrélise e
as propriedades estruturais dos peptideos resultantes, incluindo tamanho molecular,
hidrofobicidade e composi¢cdo de aminoacidos (PIHLANTO, 2006).

Como pode-se observar nas Figuras 20, 21, 22 e 23 a seguir, as metodologias de
deteccdo de atividade antioxidante apresentaram resultados semelhantes, apesar do principio
dos métodos ser diferente, como por exemplo, a atividade da amostra ndo hidrolisada na
presenca de NaCl ser maior, possivelmente devido ao fato de o NaCl funcionar como agente
pro-oxidante e a proteina integra (ndo hidrolisada) ter a capacidade de quelar esse sal,
impedindo que a agdo pro-oxidante mascare sua atividade antioxidante nos metodos, o que

pode ter acontecido nas outras amostras.

Outra similaridade entre as metodologias foi 0 comportamento da amostra contendo
peptideos com massa > 3kDa, que apresentou atividade significativamente maior na auséncia
de sal, exceto na analise de DPPH onde nao houve diferenca entre os peptideos < 3kDa e 0s >
3kDa. Inicialmente, em teoria, era esperado que 0s peptideos < 3kDa, com menor massa
molecular, apresentassem uma maior atividade antioxidante, como mostrado em diversos
trabalhos na literatura (JI et al., 2014; JANG et al., 2016). Porém, em estudo de Xia e
colaboradores (2012), peptideos de glutelina de cevada com massa molecular > 10 kDa
também apresentaram maior atividade antioxidante no método DPPH, e os autores levantaram
a hipotese de que os aglomerados hidrofobicos especificos de glutelina, com cadeias laterais
volumosas e aromaticas, poderiam estar atuando como doadores de hidrogénio e como
sequestradores diretos de radicais. Da mesma forma, em estudo de Wattanasiritham e
colaboradores (2016), foi avaliada a atividade antioxidante de hidrolisados de proteina de
farelo de arroz com duas enzimas diferentes (papaina e tripsina) pelo método ORAC, onde o
hidrolisado com tripsina apresentou atividades melhores, tendo a papaina, atividade de 0,803-
2,467 mol de TE/g de proteina, mas ndo significativamente diferente das amostras ndo
hidrolisadas (0,433-2,307 mol de TE/g de proteina) (p> 0,05), exceto para uma de seis
amostras. Uma vez que a tripsina apresenta uma especificidade maior do que a papaina, é
razoavel esperar que os peptideos gerados pela hidrolise da primeira enzima apresentassem

maior massa que aqueles obtidos por hidrélise com papaina.



46

Com sal ABIS Sem sal

154 25

204
154 3-|-
10-

104 b

Mol de trolox/z de proteina
Mol de trolox/g de proteina

. i i T ! " T T L
Hidrolisade Retide  Filtrado . -\i.& Hidrolisado Retido Filtrado Nio
= 31kDa = 1kDa Hidrolisado = 1kDa < 3kDa Hidrolisado

Figura 20. Atividade antioxidante pelo método de ABTS nas amostras de hidrolisado
de CPS com e sem NaCl. Médias seguidas por letras distintas (a, b) diferem pelo teste Tukey
(P<0,05).
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Figura 21. Atividade antioxidante pelo método de DPPH nas amostras de hidrolisado
de CPS com e sem NaCl. Médias seguidas por letras diferem pelo teste Tukey (P<0,05).

FRAPF
Com Sal Sem Sal

0.10- d 0.10- a
(] "
E 0.08+ g 0.08-
H g : |
£ 0.06- < 0.06-
o > :
.g 0.04+ _'E .04 -
< 0.024 2 0.02- EEEE
= E -
2 o.00d = oool E=mm . E m_

Hidrolisads Retido Filtrado T Hidrolisado Retido Filtrado _Nin.
=3kDa =23kDa Hidrolisado = 3kDa =3 kDa Hidrolisado

Figura 22. Atividade antioxidante pelo método de FRAP nas amostras de hidrolisado
de CPS com e sem NaCl. Médias seguidas por letras diferem pelo teste Tukey (P<0,05).
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Figura 23. Atividade antioxidante pelo método de ORAC nas amostras de hidrolisado
de CPS com e sem NaCl. Médias seguidas por letras distintas (a, b) diferem pelo teste Tukey
(P<0,05).

De uma forma geral as amostras se comportaram da mesma forma em todas as
analises, com um método confirmando o outro. O metodo ABTS, foi o Unico onde, nas
amostras com sal, os peptideos com baixa massa molecular apresentaram atividade elevada,
ndo apresentando diferenga estatistica quando comparada com a de maior valor (ndo
hidrolisada) (SUCUPIRA et al., 2012).

Em relacdo ao método DPPH, o estudo de Jang e colaboradores (2016) mostrou que a
atividade de eliminacédo do radical DPPH do peptideo de hidrolisado de peixe com alcalase na
presenca de NaCl foi significativamente diminuida em comparagdo com a do controle (NaCl a
0%) num experimento entre 0 a 6% de NaCl. Segundo os autores os resultados indicaram que
ndo ha correlacdo preditiva entre a estabilidade protéica e a concentracdo de NaCl, pois a
estabilidade do peptideo € mantida na presenca de NaCl em concentra¢des que variam de 0 a
6%.

Ja para o ensaio sem sal, peptideos maiores e menores apresentaram atividade. A
enzima papaina apresenta menor especificidade clivando as proteinas em peptideos pequenos
e, segundo estudo de Tang et al. (2010), sobre a atividade antioxidante de hidrolisado de
zeina, peptideos com baixa massa molecular tem maior afinidade pelo radical DPPH. Vaérios
autores sugerem também que os peptideos que atingem uma maior atividade nesse método
seriam de maior hidrofobicidade (TANG et al. 2010; XIA et al. 2012; RAJAPASKE et
al.2005). Ajibola et al. (2011) estudando a atividade antioxidante de peptideos de proteinas de
feijdo africano hidrolisadas com alcalase, mostrou também que peptideos com baixa massa
molecular apresentaram atividade maior comparado aos de maior massa na analise de DPPH.

Em geral, a maioria dos pesquisadores acredita que 0s peptideos de baixa massa possuem uma
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atividade antioxidante maior (ZHU et al., 2008, LI et al., 2008). Em estudo de Zhou e
colaboradores (2012), em que avaliaram a atividade antioxidante em hidrolisados obtidos a
partir de visceras de marisco por diferentes proteases, os peptideos mais eficazes na analise de
DPPH tinham diferentes massas moleculares, onde os peptideos de baixa massa ndo

apresentaram capacidade antioxidante mais forte, como inicialmente esperado.

No método de FRAP, no ensaio sem sal, o resultado se assemelhou a analise de ABTS,
onde os peptideos de maior massa apresentaram maior atividade, mostrando diferenca
significativa em relacdo as outras amostras. Essencialmente, ndo ha muita diferenca entre o
ensaio ABTS e o0 ensaio FRAP, pois ambos utilizam o mesmo mecanismo de a¢do que € a
transferéncia de elétrons, a Unica diferenca é que o ABTS é realizado em pH neutro e ensaio
FRAP sob condi¢des acidas (pH 3,6) (HUANG, 2005, PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).

Na analise pelo método de ORAC, sem a presenca do NaCl, os peptideos de maior
massa foram significativamente mais eficientes como antioxidantes em relagdo as outras
amostras. Ou e colaboradores (2002) realizaram um estudo abrangente comparando o ensaio
ORAC com o ensaio FRAP de diferentes vegetais, eles ndo observaram correlacdo entre os
dois métodos na maioria dos vegetais que testaram e concluiram que ORAC foi um melhor
indicador da atividade antioxidante de vegetais ao se comparar com FRAP, com base nos

mecanismos de reacdo envolvidos. Porém, no presente estudo, o comportamento foi similar.

Embora os peptideos de baixa massa molecular possuam freglientemente uma elevada
atividade antioxidante, existe uma falta de evidéncia para indicar a faixa exata de massa
molecular que engloba os peptideos mais potentes. Esta discrepancia indica que a massa
molecular pode ndo ser o fator mais importante que influencia a atividade antioxidante de
hidrolisados ou peptideos. A composicéo, as propriedades do peptideo especifico, 0s meios de
reacdo e o pH podem desempenhar um papel mais crucial. Devido a estas raz6es, mais de um
ensaio deve ser e € freqlientemente utilizado na medicdo da capacidade antioxidante de um
alimento ou de um constituinte alimentar de interesse (TANG, 2014; SAMARANAYAKA E
LI-CHAN, 2011).

5.5 - TESTE DE APLICACAO EM MODELO DE ALIMENTO

Este ensaio foi uma tentativa de aplicar os hidrolisados obtidos em um modelo de
atividade antioxidante mais parecido com a aplicacdo em alimentos reais, em compara¢ao
com 0s métodos in vitro. Para tanto, amostras de sardinha homogeneizadas foram preparadas

e a peroxidacdo lipidica desses produtos foi avaliada, ao longo do tempo, em diferentes
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formas de conservagdo. Na Figura 24 encontram-se os resultados da analise de TBARS, em
amostras de sardinha na presenca e na auséncia de NaCl. Como pode-se observar na Figura
24, em ambos 0s casos as amostras adicionadas de BHT e o Branco 1 (congelado) obtiveram
os menores valores, indicando menor oxidacdo lipidica ao longo do tempo de armazenamento,
confirmando que o congelamento pode ser uma boa forma de conservacdo dos pescados,
principalmente nas amostras com NaCl, como j& avaliado em outros estudos (CHAIJAN, et
al., 2006; VEECK, et al., 2013) e também a eficiéncia do antioxidante sintético utilizado.
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Figura 24. Reacdo de TBARs em patés de sardinha com adicdo de hidrolisados de proteina de soja. DO =
Anélise ap6s preparo; D1 = 24 horas de armazenamento; D2 = 48 horas de armazenamento; D3 = 72 horas de
armazenamento e D4 = 96 horas de armazenamento. (A) As amostras Geladeira e Retido ndo apresentaram diferenca
significativa nos tempos D2-D0 e D3-DO0; a amostra Geladeira também néo diferiu da amostra Ndo Hidrolisada no
tempo D3-D0. As amostras Congelado e BHT ndo apresentaram diferenca significativa nos tempos D1-DO e as
amostras Filtrado e N&o hidrolisado ndo diferiram em D3-D0. (B) As amostras Filtrado, Nao Hidrolisado e Geladeira
ndo apresentaram diferenca significativa em nenhum dos tempos. As amostras Geladeira, Retido, Filtrado e N&o
hidrolisado ndo apresentaram diferenca no tempo D4-D0. As amostras BHT e Congelado né&o diferiram nos tempos D1-
DO e D2-D0. A analise estatistica foi realizada por ANOVA (p<0,05).

Podemos observar que a partir dos resultados desse estudo, que as amostras na
presenca de NaCl, ndo conseguiram retardar a peroxidacdo desde o primeiro ponto de analise,
com excecdo apenas da amostra congelada e com o antioxidante BHT, que apresentaram
valores baixos, menores até do que nas amostras sem sal. Com relacdo as amostras sem sal
observamos que 0s peptideos com massa molecular < 3 kDa conseguiram retardar a
peroxidacdo nos trés primeiros tempos de analise, com o Ultimo ponto se mostrando sem
diferenca estatistica com relacéo as outras amostras. Pode-se observar também que a amostra

congelada e com antioxidante BHT apresentaram valores mais baixos de malonaldeido,
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porém havendo diferenca estatistica no terceiro e quarto tempo de analise, mostrando-se 0 uso
de BHT mais eficiente que o congelamento.

Em estudo de Jin e colaboradores (2013), avaliando a atividade antioxidante de
enzimas na peroxidacéo lipidica em carne suina (bacon) com influencia do NaCl, observaram
que o NaCl agiu como um agente pré-oxidante mostrando um pior desempenho quando
estava em maior quantidade ao longo de um experimento de nove dias, a analise foi realizada
também pelo método de TBARs e, segundo os autores, o NaCl inibe a atividade antioxidante
ndo importa qual seja sua concentra¢do. Em outro estudo de Jin e colaboradores (2012), dessa
vez com musculos de carne de porco picado, as amostras musculares adicionadas de NaCl
apresentaram valores de TBARSs significativamente mais elevados (P <0,05) do que o controle
(sem adicdo de NaCl), ao longo do tempo experimental de 7 dias indicando que o sal estaria
agindo como pré-oxidante. Os autores relatam ainda, que os valores maximos de interferéncia
de NaCl podem variar de acordo com o tipo de carne. Esses dados corroboram com os
encontrados no presente estudo, onde a presenca do NaCl prejudicou a atividade antioxidante
dos hidrolisados de proteina de soja.

Além da atividade pré-oxidante, o NaCl pode também inibir as atividades enzimaticas
antioxidantes enddgenas na carne, tais como catalase, glutationa peroxidase e superoxido
dismutase e assim, indiretamente promove a oxidacdo lipidica (LEE et al., 1997; GHEISARI
e MOTAMEDI, 2010; HERNANDEZ et al., 2002). Por isso, as diferencas nos niveis de
concentracdo de NaCl que atuam como um pro-oxidante podem também estar relacionadas
com as diferencas no efeito inibitorio de NaCl sobre atividades de enzimas antioxidantes em

carnes de diferentes espécies (JI et al., 2012).

O método de TBARS foi utilizado para medir a concentracdo de produtos de reacao
secundaria relativamente polares, especialmente aldeidos, por isso pode-se observar um
aumento nas concentracdes ao longo do tempo onde 0s compostos secundarios vao sendo
formados e detectados. Observa-se que a amostra tratada com peptideos > 3 kDa no ensaio
sem sal conseguiu retardar a producdo desses compostos secundarios até o ultimo dia de
experimento, confirmando as analises de capacidade antioxidante in vitro anteriormente
realizadas neste estudo. Rajapaske e colaboradores (2005) relataram que 0s aminoacidos
hidrofobicos podem contribuir para a inibicdo da peroxidacdo aumentando a solubilidade do
peptideo nos lipideos e assim facilitando uma melhor interacdo com as espécies radicais,

reforcando a hipdtese de que os peptideos > 3 kDa provavelmente seriam hidrofébicos.



51

Em estudo de Veeck e colaboradores (2013), em 180 dias de armazenamento
congelado, os valores de TBARS aumentaram apenas nas amostras controle sem aspersao e no
branco com agua destilada, resultando em menores valores de TBARs nos filés de peixe
tratados com os extratos de L. Alba. Ozogul e colaboradores (2010) fizeram um estudo com
files de tilapia, embalados a vacuo, contendo extratos de alecrim, e observaram que o0s
extratos obtiveram valores menores que o do controle na analise de TBARs ao longo de 20
dias, os autores relataram ainda, que a remocdo do oxigénio ajudou no lento aumento na
concentracdo de TBA, mostrando que o oxigénio tem grande influéncia na peroxidagédo
lipidica.

Piccolo e colaboradores (2014), fizeram um estudo com extrato de semente de néspera
em patés de pescado sob refrigeracdo e ndo identificaram aumento no nivel de TBARs, e
como sugestéo relataram que os hidroperoxidos podem ter sido degradados em compostos que
ndo podem ser detectados no ensaio TBARS, tais como cetonas, alcoois, aldeidos (exceto
MDA), hidrocarbonetos, acidos organicos volateis.
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6 — CONCLUSAO

Pode-se concluir com este estudo que o uso de NaCl ndo obteve valores de rendimento
satisfatérios como o esperado, pois foram obtidos resultados inferiores quando comparado a
amostra sem sal. A producdo de peptideos bioativos concentrado proteico de soja se mostrou
viavel tecnicamente. Os peptideos de maior peso molecular obtidos através de concentrado
protéico de soja apresentaram atividade antioxidante maior nas metodologias sem a utilizagdo
de NaCl, assim como estes mesmos peptideos foram capazes de retardar a oxidacao lipidica
em modelos de alimento. Esses resultados sugerem que hidrolisados de concentrado protéico
de soja possuem potencial para ser utilizado como antioxidante e conservante natural em
alimentos. Mais estudos devem ser realizados nessa area, para identificar os peptideos das

outras fragdes e comprovar, com base na seqiiéncia aminoacidica, suas bioatividades.
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Apéndice 1 - Curva padrdo da solucdo de TEP (1,1,3,3- tetraetoxipropano) utilizada para
analise de TBARs. Essa curva representa 0 modelo de todas as curvas utilizadas neste

trabalho.
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