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RESUMO

BARBOSA EITEL, Natalia. Hidrélise enzimética do farelo de soja desengordurado
para obtencdo de peptideos bioativos: capacidade antioxidante e atividade antihipertensiva.
Rio de Janeiro, 2015. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2015.

A principal motivacdo desse trabalho é contribuir para a producdo de alimentos com
propriedades bioativas que possam ser direcionados para minimizar os impactos na satde do
estilo de vida contemporaneo. O aumento da hipertensdo no mundo, que ja afeta 1/3 da
populacdo, pode desencadear doencas ainda mais graves. E conhecido que a agdo oxidativa
pode agir tanto como uma causa, mas também como uma consequéncia da hipertensdo. Uma
alternativa, portanto, poderia ser a inclusdo de antioxidantes naturais na dieta. No campo da
ciéncia de alimentos e bioquimica, alimentos funcionais se destacam pelas suas
caracteristicas, principalmente sua seguranca e multifuncionalidade. Explorando esse campo,
alguns peptideos bioativos apresentam ambas as caracteristicas de interesse: capacidade
antioxidante e atividade antihipertensiva. Analisando outra area — a de residuos industriais,
nota-se que na producdo de 6leos de soja, mais de 200 milhdes de toneladas de farelo de soja
sdo produzidas anualmente. Mundialmente, esse farelo ainda é destinado para a industria de
racdo animal. Com uma demanda de 6leo que cresce cerca de 5% ao ano, pressionada pelo
setor energético, a inddstria de racdo poderia saturar com consequente impacto negativo nos
setores industriais, em especial a industria de alimentos. Desse modo, é possivel afirmar que
esse problema envolve tanto a gestdo de residuos, como também aspectos econdmicos. O
objetivo desse trabalho, portanto, foi obter hidrolisados proteicos bioativos a partir do farelo
de soja desengordurado por tecnologia enzimatica. As globulinas foram extraidas do farelo de
soja em escala de laboratdrio. Um planejamento fatorial completo 23 foi realizado para avaliar
a influéncia da temperatura (T = 45°C a 65°C), razéo farelo de soja: tampéo (5 a 15 mg.mL™),
e concentragdo enzimatica (E = 1 a 3 mU.(mg proteina (PTN))™) na capacidade antioxidante,
analisada com as metodologias ABTS e FRAP, e na atividade antihipertensiva analisada com
a atividade ECA inibitoria in vitro. Os hidrolisados foram fracionados por ultrafiltragdo

(massa molar de corte (MMC) =10kDa) para recuperar os peptideos de menor tamanho.






O melhor resultado foi obtido a T = 45°C, 5 mg farelo soja. (mL tamp&o)™* e E = 1
mU.(mg proteina)™. Nestas condi¢des, foram alcancados recuperacéo de proteinas de 4,90 +
0,15 mg PTN.mL™, grau de hidrélise (GH) = 33,48% =+ 1,01%, capacidade antioxidante de
326,26+ 2,58 mmol TE.mg™ PTN e 26,20 + 0,00 mmol AAE.mg™ PTN pelos métodos ABTS
e FRAP, respectivamente, e atividade ECA inibitéria de 102,15 + 3,04 iECA%.(mg PTN)™.
Essa condicédo foi usada durante o processo EHSP, que tinha como objetivos a extracdo e
hidrolise simultanea de proteinas do farelo de soja. Apos 3,5 horas de processo, 0s peptideos
obtidos na corrente do permeado da UF (ou seja, com tamanho menor que 10 kDa) atingiram
22,42 + 0,98 mmol TE.mg® PTN e 1,90 + 0,11 mmol AAE.mg* PTN de capacidade
antioxidante, com 19,96 + 0,58 mg PTN.mL™ e GH = 39,28% + 1,13%.

Palavras-chave: gestdo de residuos industriais; Alcalase; globulinas; capacidade antioxidante; FRAP; ABTS;
atividade ECA inibitoria; planejamento experimental.






ABSTRACT

The main motivation of this work is to contribute to the production of food with
bioactive properties, which could be used to minimize health impacts of the contemporary
lifestyles. Hypertension affects already 1/3 of the world population and can trigger more
severe diseases. It is known that the oxidative action can act both as a cause and a
consequence of hypertension. An alternative could involve the use of natural antioxidants. In
the field of food and biosciences, functional foods stand out for its characteristics. We can
highlight its security and its multifunctionality. Exploring the functional foods, bioactive
peptides have both characteristics of our interest: the antioxidant capacity and the
antihypertensive. Analysing another field — the industrial residues, we realized that in the
soybean oil production 200 mi metric tonnes of soybean meal are produced per year.
Worldwide this meal is still destined to the feed industries. With its oil demand growing about
5% a year, pressured by the energy sector, the feed industry could saturate with resulting
negative impact on industrial sectors, especially the food industry. In such a way, we could
say it is both a waste management and an economic problem. The aim of this work, therefore,
was to obtain bioactive peptides and hydrolysates from the enzymatic hydrolysis of the
defatted soy meal. Globulins were extracted from the soymeal and a full factorial design of
experiments 23 was carried out to analyse the influence of the temperature (T = 45°C to
65°C); soy meal: buffer ratio (5mg.mL™ to 15mg.mL™) and enzyme concentration (E = 1 to 3
mU.mg™ protein (PTN)) in the antioxidant capacity, analysed using both ABTS and FRAP
methodologies and the antihypertensive activity via the iECA in vitro activity of the obtained
hydrolysates. They were fractionated using ultrafiltration (UF, MWCO = 10 kDa) for
obtaining smaller peptides. The best result was obtained with T = 45°C, 5 mg PTN.mL™*
Buffer and E = 1mU.mg™ PTN, achieving 4.90 + 0.15 mg PTN.mL™, degree of hydrolysis
(DH) = 33.48% + 1.01%; 326.26+ 2.58 mmol TE.mg™ PTN and 26.20 + 0.00 mmol AAE.mg’
! PTN and iECA = 102.15 + 3.04 iECA%.mg™" PTN. This condition was used to do an
integrative process, which aimed to extract and hydrolyse, simultaneously, the proteins of the
soy meal. After 3.5h of process, the peptides in the permeate fraction of the UF achieved
22.42 + 0.98 mmol Te.mg™ PTN and 1.90 + 0.11 mmol AAE.mg* PTN of antioxidant
capacity, with 19.96 + 0.58 mg PTN.mL™ and DH = 39.28% * 1.13%.

Keywords: industrial waste management; Alcalase; globulin; antioxidant capacity;
FRAP; ABTS; ACE inhibitory activity; design of experiments.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento industrial, urbano e tecnoldgico transformou o mundo e sua
populagéo positivamente. O mundo se tornou mais integrado, a internet e outras tecnologias
da informacé&o promoveram a distribuicdo de conhecimento instantaneo e disponivel a todos e,

as inovacdes tecnoldgicas aumentaram a expectativa de vida da populacao.

Por outro lado, com um mundo cada vez mais desenvolvido e conectado, os habitos da
populacdo também foram afetados, porém negativamente. A urbanizacdo desencadeou a
cultura de habitos alimentares ndo saudaveis. Uma dieta, tradicionalmente rural, rica em frutas
e hortalicas, ou seja, rica em fibras, se transformou em uma dieta rica em sal, gordura saturada
e carboidratos nutricionalmente pobres, tipicos de fast-food e alimentos processados.
Observa-se também uma reducdo nas atividades fisicas devido ao sedentarismo, desk jobs,
violéncia, etc. Tais fatos contribuem para um risco alto de hipertensao.

A hipertensdo, atualmente, é uma das principais causas de mortes no mundo. A
hipertensdo j& afeta mais de um bilhdo de pessoas e estima-se que cause pelo menos nove
milhdes de mortes (Lim, Vos e Flaxman, 2013) anualmente, sendo responsavel por pelo
menos 45% das mortes causadas por doencas cardiovasculares e 51% das causadas por

derrame segundo a Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization, WHO).

Ademais, ndo se deve desconsiderar as outras desvantagens e preocupacgdes trazidas
com a intensa urbanizacéo e industrializagcdo, como por exemplo, a constante preocupacao
com os danos ao meio ambiente. A industria de alimentos gera grande quantidade de residuos
que, em geral, contém substancias de elevado valor nutricional e funcional. Por outro lado, o
descarte indevido desses residuos pode apresentar agravos ambientais, de modo que ha
necessidade de tratamentos especificos, elevando o custo operacional do processo. Neste
quesito, um dos principais objetivos das pesquisas modernas € a reclassificacdo desses
residuos, principalmente os de fontes naturais, em coprodutos, de modo a reduzir o custo de

um oneroso tratamento (Kosseva, 2009).

A soja, por sua vez, € uma das commodities mais produzidas no mundo, sendo
responsavel por quase 60% da producédo total de grdos no mundo em 2014/15 segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of Agriculture,
USDA). Em torno de 85% da soja produzida séo processados em 0Oleo de soja e farelo de soja.

Em torno de 98% do farelo de soja é usado como ingrediente proteico na producdo de racéo



animal, um destino pouco valorizado para um residuo com potencial para gerar produtos de

alto valor agregado.

Quando corretamente hidrolisados, peptideos de soja podem ser bioativos. Eles ndo
somente apresentam capacidade antioxidante como também atividade inibitoria da enzima
conversora de Angiotensina (ECA). Essa ultima faz parte da lista de medicamentos essenciais
para baixar o risco cardiovascular de pacientes hipertensos (Chobanian et al., 2003), sendo
eles: diurético tiazidico, inibidor de ECA, bloqueador de canal de célcio, betabloqueadores,

metformina, insulina, estatina e aspirina.



2 JUSTIFICATIVA

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa, 2015b),
nas Ultimas trés décadas, a soja foi a cultura brasileira que mais cresceu, correspondendo a
49% da area plantada em gréos do pais. O Brasil € o segundo maior pais produtor de soja no
mundo. A safra prevista para 2015/16 ultrapassa 100.000 toneladas, resultado de um
crescimento de 5,7% de area e de 5,5% de produtividade (Conab, 2015).

Ainda segundo o MAPA (2015a), anualmente quase seis milhdes de litros de Gleo
comestivel sdo produzidos a partir de 30 milhdes de toneladas de soja, gerando mais de 23,5
milhGes de toneladas de farelo proteico. Por possuir um padrdo de qualidade Premium,
aproximadamente metade do farelo gerado € destinado a exportacdo, enquanto a outra metade
ainda é destinada para a industria de racdo animal como matéria prima de alto teor proteico
(Figura 2.1). Em seu estudo, Diebel et al. (2012) ressaltaram que, como o farelo é gerado em
grande escala, a industria de racdo animal pode saturar, de modo a quebrar a economia de
Oleos alimenticios e de biocombustiveis. Dessa forma, seria de grande importancia a

diversificacdo de aplicacdes desse coproduto.
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Figura 2.1: Série historica de distribuicdo de farelo de soja no Brasil.

Diversos estudos demonstram que a hidrolise enzimatica da proteina de soja presente
no farelo desengordurado e em outros subprodutos da industria de éleos vegetais, resulta em

peptideos e hidrolisados com capacidade antioxidante (Moure, Dominguez e Parajo, 2006;



Park et al., 2010; Zhang, Li e Zhou, 2010); atividade anticancerigena (Rayaprolu et al., 2013);
acdo anti-adipogénica (Tsou, Kao, et al., 2010; Tsou, Lin, et al., 2010; Kao et al., 2011; Tsou
et al.,, 2012; Tsou et al., 2013); assim como, podem inibir a enzima conversora de
angiotensina (Gibbs et al., 2004; Chiang et al., 2006), uma das principais causas de
hipertensdo. Tais resultados sdo de grande interesse para a inddstria de 6leo de soja, ja que

podem agregar grande valor ao seu principal coproduto — o farelo de soja desengordurado.

Dessa forma, é de grande interesse para a economia brasileira, assim como para a
inddstria da soja e de seus derivados o estudo da hidrolise enzimética do farelo de soja com
objetivo de obter peptideos e hidrolisados com alto valor agregado por possuirem

propriedades bioativas de importancia para a saide humana.

Ademais, a catalise enziméatica é muito eficiente e plenamente aplicavel a substratos
alimentares e biol6gicos, sendo superior a catalise quimica por preservar os aminoacidos.
Algumas propriedades funcionais, tais como o aumento da solubilidade, reducdo da
capacidade de reter agua, de geleificacdo e coagulacdo, e, reducdo do poder emulsificante,
ainda podem ser alteradas enzimaticamente atraves da hidrolise (Arruda, 1998). Essas
alteracfes podem ser benéficas em diversas etapas da cadeia de producdo, de estoque e de
consumo de alimentos com ingredientes proteicos (Lamsal, Jung e Johnson, 2007).



3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral obter peptideos e hidrolisados proteicos a
partir da hidrdlise enzimatica do farelo desengordurado de soja proveniente da producdo de
6leo de soja brasileiro.

3.2  Objetivos Especificos

e Avaliar o rendimento da extracdo de proteinas do farelo de soja;

e Auvaliar a influéncia das condicdes de hidrolise do isolado proteico de farelo de
soja obtido;

e Avaliar o processo integrado de extracdo e hidrolise simultanea de proteinas
(EHSP) a partir do farelo desengordurado de soja, em escala de bancada;

e Determinar as atividades antioxidante e anti-hipertensiva dos hidrolisados

proteicos obtidos.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1  Asojae sua cadeia produtiva

O 6leo de soja é o segundo 6leo vegetal mais consumido no mundo na dieta humana,
segundo dados da USDA, quase se igualando ao consumo de 6leo de palma (Figura 4.1). Ele
pode ser consumido como gordura vegetal, 6leo de cozinha, e ainda ser ingrediente na

formulacéo de diversos alimentos processados.
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Figura 4.1: Consumo global de dleos alimenticios. Retirado de USDA (2015)

Por outro lado, o 6leo de soja também se destaca pela sua gama de aplicacbes
industriais em outros setores, como a industria de tintas, de desinfetantes, farmacéutica, de
construcdo, téxtil, etc. O processamento do 6leo de soja da origem a lecitina, esterois, glicerol
e 4cidos graxos. Atualmente, é a matéria prima com maior disponibilidade para producéo de

biocombustiveis (biodiesel) (Figura 4.2).
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Em relacdo a producdo de biodiesel, observa-se na Figura 4.3, que o 6leo de soja é a
matéria prima mais usada no Brasil, principalmente pelo seu perfil lipidico e sua grande

produtividade e adaptacdo ao clima e solos brasileiros.
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No diagrama abaixo (Figura 4.4), é possivel ver o destino e usos da soja produzida no
Brasil. Percebe-se que quase metade da producdo ainda é destinada para processamento de
Oleos, sendo 77% da producdo destinada para uso doméstico como Oleo alimenticio ou
destinado a inddstria de biodiesel e, 23% para exportacdo. Do farelo gerado na industria de
6leos, 52% sdo exportados enquanto ainda 48% sdo internamente usados como matéria prima

de alto teor proteico na industria de racdo animal.

DESTINO E USOS DA
SOJA BRASILEIRA

S, 44%

EXPORTACAO DO GRAO 7%
IN NATURA

OUTROS USOS
(ESTOQUE)

49%

I

PROCESSAMENTO
ram. T

FARELO OLEO

—_—e

(N
& o

—_——

= EXPORTACAO
EXPORTACAOQ
j
_
\
2 O

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

Elsdorac s Aprosoja

Figura 4.4: Destino e usos da soja brasileira. Fonte: (Aprosoja/Mt)

Dentre todas as oleaginosas, a soja se destaca ndo somente pelo perfil significativo em
acidos graxos insaturados, mas também pelo seu alto valor proteico. Thakur e Hurburgh
(2007) estudaram graos de soja de diferentes origens e os compararam entre si. O resultado

desse estudo pode ser visto na Tabela 4.1, com destaque para os gréos brasileiros que s@o



significativamente mais ricos em proteinas do que aqueles produzidos nos EUA ou na

Argentina.
Tabela 4.1: Qualidade de grdos de soja por origem em 13% base Umida
Caracteristica EUA Brasil Argentina Outro  Variagéo
Numero de Amostras 55 35 19 6
Proteina (%) 348° 355 33,3° 36,00  (27,3-39,6)
Aminoécidos (% de soja)
Lisina 2,22 2,22 2,16 2,38 (2,05-2,53)
Metionina 0,48 0,47 0,47 0,5 (0,42-0,55)
Treonina 133 1,34 1,34 1,37 (1,23-1,45)
Cisteina 053 051 0,51 0,56 (0,44-0,64)
Triptofano 0,47 048 0,48 0,47 (0,30-0,61)
Cinco aminoécidos chaves (soma)  5,03* 5,01° 4,95 527°  (4,52-5,46)
Aminoacidos Totais (%0) 33,76 34,67 34,67 35,48 (31,04-38,44)

Oleo (%) 18,2° 19,54  191*  185°  (15,7-20,9)

Acidos graxos livres % de 6leo 1,1° 1,3 1,0 0,7° (0,4-2,4)

Médias na linha com diferentes letras sobrescritas diferem significativamente a p=0,05.
Fonte: (Thakur e Hurburgh, 2007).

Segundo Arruda (1998), um acre de soja prové proteina suficiente para sustentar um
homem moderadamente ativo por 2224 dias, a autora também compara esse valor com outras
fontes proteicas: trigo (877 dias), milho (354 dias) e carne de gado (77 dias). Esses valores ja
estdo ultrapassados, levando em conta as melhorias de cultivo, qualidade e selecdo de
sementes mais resistentes e também a evolucdo na produtividade da cultura de soja. Essas
melhorias ficam evidentes quando observamos o crescimento em area plantada, em

produtividade e producédo de graos no Brasil nos ultimos anos, como visto na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Série Historica Brasileira de Area Plantada, Produtividade e Producio de Soja

Safra 2010/11 2011/12 2012/13 2013/14 2014/15*

Area Plantada

X 24.181 25.042 27.736 30.173 31.902
(mil hectares)
ProdutIVI_cliade 3115 2 651 2938 2.854 3.011
(kg.ha™)
Gloclicno 75324 66383 81499  86.121 96.044

(mil toneladas)

Fonte: Conab
* Previsdo em Junho de 2015

Ainda em relacdo ao teor proteico da soja, é importante citar que 90% das proteinas
presentes na soja sdo globulinas do tipo glicinina e B-conglicinina (Cui et al., 2013). A
glicinina € uma proteina do tipo 11S composta por duas cadeias polipeptidicas — uma cadeia
acida (aproximadamente 38 kDa) e uma cadeia basica (aproximadamente 20 kDa) ligadas por
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uma ligacdo dissulfidica. A B-conglicinina € uma glicoproteina trimérica do tipo 7S. Ela é
composta por trés subunidades: uma cadeia o (aproximadamente 65 kDa), uma cadeia o’
(aproximadamente 62 kDa) e uma cadeia B (aproximadamente 47 kDa). Na Tabela 4.3,

observa-se a composicdo em aminoécidos da soja e do trigo em g.(16 g N)™.

Tabela 4.3: Composi¢do de aminoacidos em soja e trigo.

Aminoécido Soja Trigo

I- Aminoacidos Essenciais (9/16 g Nitrogénio)
Isoleucina 4,54 3,26
Leucina 7,78 6,67

Lisina 6,38 2,86
Metionina 1,26 1,50
Cistina 1,33 2,54
Metionina + Cistina 2,59 4,04
Fenilalanina 4,94 4,51
Tirosina 3,14 2,99
Fenilalanina + Tirosina 8,08 7,50
Treonina 3,86 2,93
Triptofano 1,28 1,09
Valina 4,80 4,42

I1- Aminoacidos ndo essenciais (g/16 g Nitrogénio)

Arginina 7,23 4,61
Histidina 2,53 2,29
Alanina 4,26 3,62

Acido aspartico 11,70 4,93
Acido Glutamico 18,70 29,86
Glicina 4,18 3,92
Prolina 5,49 9,94

Serina 5,12 4,59

4.2  Aimportancia econdmica da soja no Brasil e no mundo

A soja e seus derivados sdo commaodities, ou seja, sdo produzidos em grande escala e
vendidos a precos mais baixos. Por definicdo, commodities sdo produtos homogéneos, com
classificacdo baseada na sua composicdo quimica ou bioquimica, variando pouco a sua
composicao independente do local em que foi produzido. A soja, junto com o gado, foram as
primeiras commodities a serem comercializadas pela bolsa de Chicago (Chicago Board of
Trade, CBOT), em outubro de 1984 (Back, Prokopczuk e Rudolf, 2013).

Os dados apresentados indicam a importancia da cadeia produtiva da soja no Brasil.
Pela primeira vez desde 2009, o complexo soja superou 0 minério e liderou as exportagdes da
balanga comercial, obtendo US$ 31,3 bilhdes em 2014 contra apenas US$ 25,8 bilhGes
obtidos pelo minério (Zafalon, 2015). Segundo a Secretaria do Comércio Exterior (Secex) e a
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Federacdo da Agricultura e Pecuaria do Mato Grosso do Sul (FAMASUL), nos ultimos 10
anos, a receita dos embarques internacionais de soja do centro-oeste triplicou, passando de
US$ 1,6 bilh&o, entre janeiro e maio de 2005, para US$ 5 bilhdes, no mesmo periodo de 2015.
A Confederagdo Nacional da Agricultura (CNA) acredita que o Brasil respondera por 16% do
aumento da oferta de grdos até 2025. Dados reportados pelo USDA mostram que o Brasil e 0s
Estados Unidos sdo os maiores exportadores de soja e seus derivados, sendo juntos

responsaveis por 80% do market share do complexo soja.

No relatério mensal de mercados e comércio mundiais de oleaginosas, divulgado em
maio de 2015 pela USDA (Oilseeds: World Markets and Trade), é esperada para o Brasil a
producdo de 7.388 mil toneladas de 6leo de soja, correspondendo a 14,88% da producéo
mundial, sendo superado apenas pela Argentina (8.050 mil toneladas), pelos Estados Unidos
(9.568 mil toneladas) e pela China (13.809 mil toneladas).

Além disso, cerca de 1,5 milhdo de postos de trabalhos foram gerados em 17 estados
do Brasil por causa da sojicultura. Também ndo devem ser negligenciadas as melhorias

urbanas e industriais que a agroindustria oferece.
4.3  Residuos gerados na industria da soja e seu potencial

Os usos ocidentais tradicionais da soja mais comuns se limitam ao éleo de soja (usado
principalmente com objetivo alimenticio), ao farelo, a farinha de soja e ao isolado proteico. A
soja também pode ser usada como algum ingrediente de outros alimentos, como
hamburgueres, salsichas, laticinios, paes, biscoitos, bolos, etc. Porém no oriente, a gama de
aplicacbes da soja é bem mais diversificada, podendo ser dividida em dois grupos:

fermentados e ndo fermentados.

No grupo dos ndo fermentados estdo os grdos frescos e secos, nozes de soja, broto de
soja, farinha integral de soja, extrato hidrossoltvel de soja, tofu, formulacfes infantis a base
de soja, okara e yuba (também conhecido como casca de tofu). J& nos fermentados ha tempeh,
miso (pasta a base de soja para preparo de sopas e molhos), molhos de soja, natto (soja
fermentada), tofu fermentado e outros produtos a base de hidrolisado de soja (Xiao, 2011). Na

Tabela 4.4, ilustra-se o consumo de alguns destes alimentos no Japé&o.



12

Tabela 4.4: Consumo de alimentos tradicionais a base de soja no Japdo.

Soja em gréo Farelo de soja Total
Tofu e seus derivados 496.000 0 496.000
Kori-tofu 28.000 0 28.000
Natto 128.000 0 128.000
Miso 162.000 0 162.000
Molho de soja 26.300 157.600 183.900
Extrato hidrossoltvel de soja 4.200 0 4.200
Uso total alimenticio 1.032.000 401.000 1.433.000

Fonte: Fukushima (2011)

Na industria da soja, observa-se a geracao de diversos residuos e efluentes. Porém os
dois principais residuos gerados na cadeia produtiva da soja sdo a okara e o farelo de soja

desengordurado.
4.3.1 Okara

Estima-se que em torno de 75% da populacdo sofra algum nivel de intolerancia a
lactose. Ou seja, cada vez mais o leite de vaca e seus derivados vém sendo substituidos por
proteinas com baixo teor de lactose, como, por exemplo, o hidrolisado e iogurte de soja, tofu e
outros produtos a base de soja. Dessa forma, vem-se observando um aumento desses produtos

nas prateleiras e o surgimento de novas indUstrias nesse setor.

Okara € o residuo gerado na producdo de hidrolisado de soja ou de tofu, conhecida
também como douzha ou tofuzha (chinés), tofukasu (japonés), e bejee (coreano). Possui cor
amarelada esbranquicada sendo constituida por partes insoltveis do grdo de soja que ficam
retidas durante a etapa de filtracdo na producéo de hidrolisado de soja ou na producéo de tofu.

Em torno de 1,2 kg de okara sdo gerados na producéo de 1 kg de tofu (Li, Qiao e Lu, 2012).

Segundo Jimenez-Escrig et al. (2010), a okara possui 24,5 a 37,5 g proteinas. (100g
base seca)™; 9,3 a 22,3 g lipidios. (100g base seca)™; e, 14,5 a 55,4 g fibras alimentares. (100g
base seca)’. A okara também é rica em isoflavonas (genisteina e daidzeina), lignanas,
fitoesterdis, saponinas e fitatos. Esses compostos tem potencial bioativo, podendo exibir, por

exemplo, capacidade antioxidante, atividade antihipertensiva e anticancerigena, etc.

Mateos-Aparicio et al. (2010) estudaram a capacidade antioxidante de fracOes de
polissacarideos obtidas a partir da extragcdo alcalina sequencial da fracao alcoolica insoluvel
de okara. A analise de capacidade antioxidante foi feita pelo método ABTS e método de

poder redutor, obtendo 63-78 TE. g™ e 10-26 TE.g™, respectivamente.
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Jimenez-Escrig et al. (2010) isolaram as proteinas da okara e as hidrolisaram com
pepsina e pancreatina para obter peptideos bioativos, que foram entéo purificados por meio de
ultrafiltracdo com massa molar de corte (MMC) de 1, 3 e 5 kDa. Os autores analisaram 0s
hidrolisados quanto & capacidade antioxidante (poder redutor e método do ABTS) e atividade
inibitoria de enzima conversora de angiotensina. Neste estudo, os autores concluiram que a
maioria dos peptideos bioativos era de baixa massa molar, contendo uma cadeia peptidica

com 12 aminoacidos ou menos.

Yokomizo, Takenaka e Takenaka (2002) obtiveram peptideos antioxidantes através da
hidrélise com Protease N das proteinas isoladas da okara. Os peptideos eram compostos por
dois ou trés aminoacidos: Ala-Tyr, Gly-Tyr-Tyr, Ala-Asp-Phe e Ser-Asp-Phe. A capacidade
antioxidante do peptideo Gly-Tyr-Tyr foi a mais alta observada, sendo proxima a reportada

para a carnosina.

Por ser rica em fibras e proteinas, a ingestdo de okara poderia auxiliar na reducéo de
colesterol e triglicerideos do sangue e na reducdo da taxa de absorcdo de carboidratos no
intestino, ajudando no controle glicémico. Xu, Tan e Li (2001) estudaram a influéncia da
inclusdo de fibras de soja na dieta de ratos modelos com diabetes mellitus, analisando o
acucar no sangue, o metabolismo lipidico e a histomorfologia durante cinco semanas. Os
resultados sugerem que essa mudanca na dieta pode ser benéfica, melhorando seu

metabolismo e protegendo alguns 6rgdos, como figado e rins.

Tendéncia similar foi observada em um estudo da adicéo de fibras de okara em uma
dieta altamente lipidica durante trés semanas em hamsters sirios do sexo masculino. Os
resultados sugeriram que a composi¢do rica em fibras alimentares e proteinas da okara
poderiam estar relacionadas com a reducéo dos lipideos totais e colesterol no plasma e figado,
assim como no aumento dessas moléculas nas fezes dos roedores, de modo que poderia ser
usado como ingrediente natural ou suplemento na formulacdo de alimentos funcionais
(Villanueva et al., 2011).

Ademais, a okara € utilizada na substituicdo de farinhas de trigo ou soja na producao
de pées, panquecas, macarrdo, doces, bebidas, salsichas e farinhas nutricionais, etc. Como
apontado por Li, Qiao e Lu (2012), diversos estudos comprovaram que essa substituicdo ou a
adicdo de okara, ndo altera consideravelmente a percepcdo sensorial desses alimentos. Além

de trazer beneficios a salide, como visto anteriormente, o seu uso ajuda na gestdo de residuos.
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4.3.2 Farelo de soja desengordurado

Na producdo de 6leo de soja foram gerados no mundo, na safra de 2014/15, 200.920
mil toneladas de farelo de soja e séo esperadas 209.795 mil toneladas para a safra 2015/16. Na
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., observa-se a divisdo no mundo da producéo,
importacdo e exportacdo de farelo de soja. Observa-se ainda que o Brasil é responsavel por
14% da producédo e 22% das exportacdes, sendo a Unido Europeia a maior importadora de

farelo de soja (32% das importacdes totais).

O Brasil se destaca por manter um dos maiores estoques finais, superior a 3.000
toneladas, j& que a exportagcdo e consumo doméstico sdo inferiores a capacidade produtiva.
Neste cenario, nota-se mais uma vez a importancia de dar um destino alternativo a esse farelo

para ndo limitar a producéo de 6leo de soja, que tem um grande potencial de crescimento.

Assim como a okara, o farelo se destaca pela sua rica composicdo em proteinas,
alcancado até 50% em composic¢do, e fibras alimentares, de modo que novamente pode-se
aproveitar seu potencial bioativo e funcional. Por outro lado, o farelo apresenta baixa
concentracdo lipidica, principalmente por ser um residuo da industria de 6leos. Portanto, ele é
muitas vezes usado como fonte de baixo custo para extracdo de proteinas da soja, dando
origem ao isolado proteico de soja. Varios estudos se dedicam atualmente a obtencdo de
peptideos bioativos a partir do farelo ou do isolado proteico de soja, como por exemplo,
hidrolisados  proteicos com capacidade antioxidante, atividades antihipertensiva,

anticancerigena, imunomodulatoria, etc.

Apesar de seu potencial bioativo, o farelo ainda é muito usado como suplemento
proteico na formulacdo de racdes animais. No Brasil, 48% do farelo produzido séo destinados
ao consumo domeéstico e utilizados apenas como uma matéria prima de baixo custo para
preparacdo de racdo animal. No oriente, o farelo é usado na preparacdo de outros alimentos

para consumo humano para aproveitar suas qualidades nutricionais e funcionais.
4.4 Hipertensao

A hipertensdo € uma doenca silenciosa, que atinge mais de um bilh&o de pessoas no
mundo. Para ser considerado um individuo que sofre de hipertenséo ou pressao alta, a presséo

sanguinea sistolica deve ser superior a 140 mmHg ou ter a pressdo sanguinea diastolica



15

superior a 90 mmHg. Segundo a WHO, atualmente 22,3 + 2,2% da populagédo com mais de 18

anos sofre de pressao alta.

Quanto mais alta a pressdo nos vasos sanguineos, maior € o esforco exigido do
coracdo para bombear o sangue. Quando incontrolada, a hipertenséo pode ocasionar ataques
cardiacos, alargamento do coracdo e até faléncia cardiaca. Ademais, 0s vasos sanguineos
também podem sofrer consequéncias, desenvolvendo aneurismas, ficando entupidos e até se
rompendo. Quando ocorre o rompimento dos vasos sanguineos no cerebro, ocorre o derrame,
com consequéncias mais graves e podendo causar a morte. A hipertensdo nao é somente uma
das principais causas de doencas cardiacas, mas também pode provocar faléncia renal,

cegueira, disfuncéo cognitiva, etc. (Sharp et al., 2011).

Em um mundo cada vez mais transiente, a populagdo mudou seus habitos
bruscamente. Com a chegada da internet, a informagdo e comunicagdo passaram a ser
instantaneas, induzindo as pessoas a fundirem atividades de lazer com trabalho, aumentando o
nivel de estresse. Com essa falta de tempo e com o crescimento da violéncia urbana, observa-
se também um aumento na inatividade fisica. O tabagismo e o consumo de bebidas alcodlicas
sdo outros habitos que contribuem para 0o aumento da pressdo sanguinea. A dieta mudou,
sendo consumidos cada vez mais alimentos prontos, fast-food, e outros com alta concentragédo
de gordura, conservantes, sal e outros aditivos que podem contribuir direta ou indiretamente

no aumento da press&o.

O sistema Renina-Angiotensina (RAS) exerce papel fundamental na regulacdo da
pressdo arterial. A renina e a enzima conversora de angiotensina (ECA) s&o as principais
reguladoras desse caminho metabolico. A renina, produzida nos rins, transforma
angiotensinogénio em angiotensina | no figado. A angiotensina | é convertida nos pulmdes em
angiotensina Il pela acdo da ECA, essa mesma enzima também cliva a bradicinina, um
vasodilatador, em peptideos inativos. A angiotensina Il causa direta e indiretamente a

vasoconstricao.

A angiotensina Il atua no sistema simpatico, aumentando a concentracdo de
catecolaminas, como por exemplo, adrenalina e noradrenalina, que estimulam o sistema
cardiaco e causam a vasoconstricdo diretamente. A angiotensina Il também estimula a regido
hipofisaria no cérebro, causando a liberagdo de vasopressina, um horménio antidiurético,

fazendo com que 0s rins conservem a agua no corpo, concentrando e reduzindo o volume da
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urina e aumentando a quantidade de &gua no sangue, causando novamente vasoconstricao.
Quando atua no coértex adrenal, a angiotensina Il aumenta a liberacdo de aldosterona,

desregulando o balanceamento eletrolitico, afetando assim novamente a homeostase.

A forma mais eficiente de controlar a pressao arterial ¢ mudando hébitos, comendo
mais frutas e vegetais, diminuindo o consumo de sal, fazendo alguma atividade fisica,
evitando o consumo de alcool, deixando de fumar, etc. Todavia, ha fatores intrinsecos que

contribuem para a hipertensdo, como idade, sexo, etnia, etc.

Pacientes que sofrem com hipertensdo de médio e alto risco devem ser medicados. A
WHO aconselha o uso isolado ou combinado de oito diferentes medicamentos: diurético
tiazidico (atua no rim, aumentando o volume e diminuindo a concentracao de urina), inibidor
de ECA (iECA), bloqueador de canal de calcio, betablogueadores (promove a reducdo da

liberagdo da noradrenalina na terminacgdo nervosa), Metformina, insulina, estatina, e, aspirina.

O estresse oxidativo também é uma das causas e consequéncia da hipertenséo,
podendo induzir danos cardiovasculares e renais, danos esses ja associados a hipertensdo. A
hipertensdo dependente de Angiotensina Il é particularmente sensivel a oxidase NAD(P)H
derivada de espécies reativas de oxigénio (He et al., 2013). Desse modo, associar as duas
bioatividades seria de particular interesse no controle da hipertenséo.

45  Hidrolise enzimatica proteica

Enzimas sdo proteinas, que atuam como catalisadores de sistemas biologicos. Quando
comparadas a catalisadores inorganicos ou sintéticos, sdo mais vantajosas ja que podem atuar
em condic¢des brandas de pH e temperatura, conseguem atuar em ambiente aquoso, além de
serem altamente especificas. Caracteristicas essas, importantes, ao se tratar de matérias-
primas que tém como destino 0 consumo humano. Elas atuam aumentando a velocidade de

uma reacao pela reducdo da energia de ativacao, porém nao alteram o equilibrio reacional.

Por definicdo, proteinases sao:

Enzimas que hidrolisam proteinas pela clivagem de ligagdes
peptidicas. As endoproteinas clivam moléculas proteicas, enquanto as
exoproteinases atacam as extremidades das cadeias de proteina
removendo aminodacidos, um a um. Sdo classificadas como serina
proteinases, tiol proteinases, metaloproteinas ou proteinases &cidas.
Algumas proteinases mostram alto grau de especificidade em relacéo
as ligacOes peptidicas que clivam (por exemplo, tripsina), enquanto
outras sdo muito menos especificas (por exemplo, papaina). Essas
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enzimas sdo usadas em todas as areas da producdo de alimentos,
incluindo carne, fermentacdo de cerveja (preparacdo), fabricacdo de
queijo e industrias de panificagdo. Também conhecidas por muitas
outras denominacBes, entre 0s quais, proteinases, proteossomos e
enzimas proteoliticas. (Dicionario de ciéncia e tecnologia dos
alimentos, 2008, p. 356)

A energia de ativacdo é reduzida por formacdo do complexo Enzima-Substrato (ES),
que pode ser formado através de ligagdes covalentes ou interagdes mais fracas, como por
exemplo, ligagcBes de Hidrogénio, interacGes hidrofobicas e idnicas. O modelo atualmente
utilizado para o complexo ES é aquele, no qual a enzima é complementar ao estado de
transicdo do substrato — modelo de ajuste induzido (Koshland, 1958) e, ndo ao substrato —

modelo chave-fechadura (Fischer, 1894).

A velocidade da reacdo enzimatica é dependente da concentracdo de substrato
(Equacdo 4.1). Outros fatores que podem afetar a velocidade sdo temperatura, pH do meio

reacional e a presenca de inibidores e ativadores.

[4.1]

UV = Vmax

a—
U — velocidade da reagio
Vmax — Velocidade maxima
S — concentracgao de substrato
k,, — Constante de dissociacao do complexo ES ou constante de Michaelis

na qual:

Por ter como objetivos a obtencdo de peptideos bioativos, a escolha de uma enzima
apenas de baixa especificidade propicia a quebra randémica da cadeia peptidica e assim, evita
que se atinjam graus de hidrélise muito altos, ocorrendo a clivagem de ligagdes ativas do
peptideo (Chiang et al., 2006).

A Alcalase 2,4L é uma enzima excretada pela bactéria Bacillus licheniformis, da
familia das subtilases, ou seja, uma protease de serina semelhantes a subtilisina (Siezen e
Leunissen, 1997). Ela € uma enzima tradicionalmente usada na industria alimenticia e
farmacéutica (Anwar e Saleemuddin, 1998) e seu pH 6timo € 8,5, no qual as proteinas da soja
se encontram solubilizadas, facilitando a hidrélise enzimatica e possibilitando o processo
integrado, no qual ocorre a extragdo proteica simultaneamente a hidrolise enzimatica. Além
disso, peptideos obtidos na hidrolise do isolado proteico de soja apresentaram maior
capacidade antihipertensiva (IECA) quando comparados aos peptideos obtidos na hidrélise

com a Flavourzyme (Chiang et al., 2006).
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Sua estrutura alcalina (Figura 4.5) possui diversas alfa hélices e uma folha beta,
distintas das proteases de serina da familia das quimiotripsinas. Apesar da estrutura primaria
diferir bastante entre ambas as familias, ha uma grande identidade na estrutura do sitio ativo

enzimatico (Philipp e Bender, 1983).

Figura 4.5: Estrutura cristalina da Alcalase diluida em dioxano anidro (Schmitke, Stern e Klibanov, 1997).

Subtilases podem ser encontradas em eubactérias, archae-bactérias, eucariontes e
virus. Sdo 6 as superfamilias de subtilases: familia das termitases, kexinas, peptidases
lantibidticas, proteinases K, pirolisinas e subtilisinas (Siezen e Leunissen, 1997). A Alcalase
faz parte da familia das subtilisinas que inclui, em sua maioria, enzimas produzidas por
Bacillus. Sendo subdividida em trés grupos: subtilisinas verdadeiras, proteases altamente
alcalinas e proteases intracelulares. Subtilases tem uma grande gama de aplicacdo industrial,
como, por exemplo, na industria téxtil (\Vojcic et al., 2015), industria de detergentes (Li et al.,
2013), cosmética (Kuang), alimenticia (Tamura e Kawabata; Sung, Park e Chang, 2006),
farmacoldgica (Celeste et al.; Ma e Yang), etc.

Proteinas da soja podem causar diversas reacGes alérgicas, como, por exemplo,
dermatite, urticaria, diarreia, vémitos, asma, broncoespasmo, rinite, conjuntivite, etc. (Wang,
T. et al., 2014). Os principais afetados sdo criancas e a sensibilidade a soja comeca a ser
desenvolvida aos sete meses de idade, quando os sintomas ja se tornam perceptiveis (Savage
et al.,, 2010). Estudos empregando hidrolise enzimética demonstram uma diminuicdo da

alergenicidade da soja.

Lee et al. (2007) estudaram o efeito da hidrélise com pepsina e/ou quimiotripsina
sobre a glicinina. Através do teste imunoenziméatico ELISA, eles comprovaram que a acgao

enzimatica sobre a proteina reduziu significativamente a interagdo da proteina com o sérum de
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seis pacientes alérgicos a soja, sendo os peptideos com massa molar (MM) < 20kDa néo
imunorreativos. Eles afirmam que a diminuigéo da alergenicidade pode resultar da destruicédo

proteolitica do sitio de ligacdo especifico que € reconhecido por um anticorpo.

Wang, Z. et al.(2014) compararam os efeitos da hidrdlise com Alcalase e tripsina
sobre a alergenicidade das proteinas contidas no farelo de soja (FS). Os resultados mostraram
que os hidrolisados foram menos imunorreativos usando o teste ELISA e que as proteinas

alergénicas do FS foram mais sensiveis a acdo da Alcalase.

Sung et al (2014) analisaram a influencia da hidrélise enzimatica com pepsina e/ou
quimiotripsina sobre a alergenicidade do inibidor de tripsina Kunitz da soja. Atraves do teste
ELISA, eles testaram a proteina 2S da soja antes e apds hidrolise com o sérum de seis
pacientes que apresentam hipersensibilidade alimenticia a soja. Os resultados mostraram que
a hidrolise apenas com pepsina foi a mais eficiente, eliminando completamente a

hipersensibilidade a soja de trés dos pacientes.

Por outro lado, deve-se atentar aos efeitos negativos que a hidrolise pode causar, como
por exemplo, o impedimento sensorial. Proteinas, em especial, whey, caseinas e proteinas da
soja podem produzir gosto amargo em processos enzimaticos. No caso da soja, 0 gosto
amargo se deve a presenga de amino acidos hidrofobicos de baixa massa molar resultantes da
hidrolise enziméatica (Matoba e Hata, 1972). Esse impedimento sensorial esta diretamente

relacionado ao tipo de enzima empregada e o grau de hidrolise alcangado.

Sung, Park e Chang (2006) analisaram o efeito do grau de hidrélise (GH) e o uso de
diferentes enzimas sobre o gosto amargo de hidrolisados de soja. As enzimas analisadas
foram Flavourzyme, Alcalase, neutrase, protamex, papaina e bromelina com razbes E/S de
0,5%, 1% e 2%. Protamex foi a enzima que apresentou o maior GH, seguido por Alcalase,
neutrase, bromelina, papaina e Flavourzyme. A Alcalase foi a enzima que apresentou
hidrolisados com o gosto amargo mais perceptivel, enquanto a Flavourzyme ndo apresentou

gosto perceptivel até GH=12%.

Cho et al. (2004) analisaram dois hidrolisados proteicos comerciais de soja quanto ao
seu sabor, funcionalidade quimica e hidrofobicidade e as relacionaram a percepg¢do do gosto
amargo. Eles fracionaram os hidrolisados proteicos através de ultrafiltracdo e obtiveram cinco
fragdes distintas, com MM variando entre 580 e 11300 Da. Os autores sugeriram que o sabor

amargo da soja estava relacionado a peptideos de cadeia peptidica média (1000 < MM <
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4000), sendo os peptideos com MM < 1000 Da os que apresentaram 0 gosto amargo mais

baixo.
4.6  Peptideos bioativos derivados de fontes alimenticias

Peptideos bioativos sdo aqueles que, quando na sequéncia da proteina de origem, se
encontram inativos, mas, quando liberados por hidrélise, podem exercer diferentes acoes
fisiolégicas, como por exemplo, capacidade antioxidante (Sarmadi e Ismail, 2010). Os
peptideos antioxidantes possuem, em meédia, de 5 a 16 aminoacidos residuais e os derivados
de alimentos sdo compostos seguros e saudaveis com baixa massa molar, baixo custo e de
facil absorgdo, além de ainda possuirem outras propriedades funcionais e nutricionais. Ainda,
segundo os autores, 0s peptideos bioativos podem ser empregados de duas formas: como
hidrolisados proteicos, i.e. uma mistura de peptideos e aminoacidos liberados na hidrdlise; ou
como peptideos bioativos, ou seja, uma sequéncia de aminoacidos purificados do hidrolisado.
Diversos autores vém estudando os diferentes efeitos benéficos de peptideos bioativos

derivados de alimentos.

Jamdar et al. (2010) analisaram a influéncia do grau de hidrélise (GH) nas
propriedades funcionais, capacidade antioxidante, usando diferentes metodologias, e atividade
IECA de hidrolisado (PPH) e isolado (PPI) proteico oriundos do amendoim. Os PPH foram
preparados com Alcalase até atingir 10, 20, 30 e 40% de grau de hidrélise. Os melhores
resultados encontrados para a solubilidade de PPI foram a um GH = 10%, principalmente na
faixa de pH de 4 a 6. Ao aumentar o GH, tanto a capacidade antioxidante quanto a atividade
IECA aumentaram, enquanto o poder redutor diminuiu, comprovando que o GH exerce uma
influéncia significativa nas propriedades funcionais e nas atividades antioxidantes e ECA

inibitéria.

He et al. (2013) avaliaram o efeito anti-hipertensivo de hidrolisados proteicos de colza
obtidos utilizando diferentes proteases. Os autores ainda investigaram a acéo desses peptideos
in vitro e in vivo. As proteases utilizadas foram Alcalase, proteinase K, termolisina,
Flavourzyme, e o pool enzimatico pepsina + pancreatina. Os resultados mostraram que tanto a
atividade in vivo quanto a in vitro sdo dependentes do processo de obten¢do do hidrolisado i.e.
tanto da protease utilizada, quanto do tamanho do peptideo obtido. Dentre as proteases
analisadas, a Alcalase e a Proteinase K foram as que obtiveram, in vitro, as maiores atividades

antioxidante pelo método ORAC, inibidoras de ECA e Renina.
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Klompong et al. (2007) concluiram que tanto o0 GH quanto o tipo de enzima utilizada
sdo fatores significativos ao analisar propriedades funcionais e capacidade antioxidantes pelos
métodos de poder redutor, DPPH e atividade quelante de ferro de hidrolisados proteicos
obtidos enzimaticamente a partir de carne de peixe. As proteases utilizadas foram a Alcalase e
a Flavourzyme. Nos hidrolisados obtidos com Alcalase, com o aumento do GH tanto a
capacidade antioxidante quanto o poder redutor dos hidrolisados diminuiram; ja nos obtidos
com Flavourzyme, nenhuma diferenca significativa nos resultados foi observada. Em um
mesmo GH, os hidrolisados da Flavourzyme possuiam maior atividade quelante. Porém os
resultados de capacidade antioxidante variavam de acordo com o GH. A GH = 5%, os
hidrolisados de Alcalase eram superiores em capacidade antioxidante aos de Flavourzyme,

por outro lado, a GH = 25% os de Flavourzyme alcancaram melhores resultados.

Liu et al. (2010) também estudaram a acdo de diferentes GH com Alcalase na
obtencdo de hidrolisados proteicos de plasma sanguineo suino. As reac¢fes enzimaticas foram
executadas até alcancar GH de 6,2%, 12,7% e 17,6%. Os hidrolisados proteicos obtiveram
resultados superiores de capacidade antioxidante, acdo quelante a poder redutor quando
comparados a proteina contida no plasma sanguineo suino ndo hidrolisado. O aumento do GH
foi favoravel a capacidade antioxidante e a solubilidade proteica, porém diminui a

hidrofobicidade superficial e suprimiu a capacidade emulsificante e de formacao de espuma.
4.7  Peptideos bioativos da soja e seus residuos

Assim como diversos estudos vém sendo realizados com peptideos oriundos de
diferentes alimentos, ha também diversas linhas de pesquisa estudando beneficios de

hidrolisados e peptideos bioativos da soja.

A literatura relata que os peptideos com bioatividades sdo oriundos de ambas as
globulinas presentes na soja. Na Tabela 4.5, estdo algumas sequéncias de peptideos bioativos

encontrados na literatura.
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Tabela 4.5: Sequéncias de peptideos bioativos oriundos de globulinas da soja.

Peptideos Protglna de Atividade Ref.
Origem
_— : Mallikarjun Gouda et
VLILVP Glicinina G2 iECA al. (2006)
MITLAIPVNKPG .
MITLAIPVN (ca[zl-eci:act3 a’) ESIE;m(l)J(I:?[gtseede
MITL g
VIPAGVP p-CG Antioxidante
LQSGDALRVPSGTTYY (cadeia o) Fukushima (2011)
VNPHDHQN
LVNPHDHQN B-CG .
LLPHH (cadeia B) Antioxidante
LLPHHADADY

Rayaprolu et al (2013) analisaram a acéo antitumoral de peptideos obtidos a partir do
farelo residual da extracdo de Oleo de soja. A enzima utilizada foi a Alcalase, a reacao foi
realizada em pH alcalino, obtendo-se peptideos com resisténcia gastrointestinal. Apds seu
fracionamento por processo de separa¢do por membranas (SMM), a viabilidade de tratamento
com os peptideos foram testados in vitro contra linhas de células humanas tumorais de figado,
pulméo e colon. Os resultados se mostraram promissores com inibicdo de crescimento celular
de 70%, 68% e 73%, respectivamente.

H& indmeros estudos acerca da capacidade antioxidante de peptideos obtidos por
proteolise enzimatica. Moure, Dominguez e Parajo (2006) usaram como matéria-prima o
efluente liquido de uma planta espanhola de concentrados de soja extraidos com tampéo acido
acetico-acetato. Apds sua recuperacdo por membranas de ultrafiltracdo (membranas com
MMC de 10 kDa, 30 kDa e 50 kDa), a proteina solubilizada foi submetida a prote6lise com
Flavourzyme. A fragdo com massa molar menor que 10 kDa foi a que apresentou a maior
capacidade antioxidante. Por outro lado, os hidrolisados obtiveram resultados superiores as
fraces originais em relacdo ao poder redutor, poténcia antioxidante em emulséo e capacidade
antioxidante. Além disso, sua capacidade de inibicdo de branqueamento de carotenoides foi
similar aquela de antioxidantes sintéticos, sendo um substituto promissor. Quando
comparando os hidrolisados de diferentes pesos moleculares entre si, a fragdo com 30 kDa <
MM < 50 kDa foi a que obteve a maior capacidade de sequestro de radicais, enquanto a fracdo

com MM > 50 kDa a maior capacidade antioxidante Trolox equivalente (TEAC).

Visando a purificacao e caracterizacdo de hidrolisados proteicos de soja (SPH) obtidos

por meio de hidrdlise da proteina com Alcalase, Park et al. (2010) ainda mediram a
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capacidade antioxidante e de inibicdo de oxidacdo lipidica dos hidrolisados obtidos.
Ultrafiltracdo (UF) e métodos cromatograficos sequenciais foram utilizados para purificacéo
peptidica. Como resultado, os autores observaram uma maior abundancia de aminoacidos
hidrofébicos, com destaque para fenilalanina. Os peptideos ativos responsaveis pela
capacidade antioxidante eram em sua maioria peptideos de baixa massa molar, com MM< 3
kDa, e compostos por aminoacidos hidrofébicos, como por exemplo, fenilalanina, alanina e
prolina. Devido a sua origem natural e segura, os autores consideram o uso dos SPH como

ingredientes na formulagdo de alimentos funcionais.

O uso de peptideos de soja como antioxidantes efetivos também foram estudados por
Zhang, Li e Zhou (2010). Trés enzimas comerciais — uma neutrase, uma validase e uma
Alcalase obtidas de cepas fungicas, foram usadas para hidrolisar um isolado proteico de soja.
Os hidrolisados foram submetidos ao fracionamento por UF, originando 12 fragdes. A
capacidade antioxidante foi medida por capacidade de absor¢édo do radical oxigénio (ORAC)
e todas as fragdes obtiveram resultados positivos de capacidade antioxidante, variando de 23,8
a 83,8 mols Trolox equivalente por grama. FracGes com alta capacidade antioxidante foram
incorporadas as amostras de carne moida para avaliacdo de inibi¢do de oxidacdo lipidica. As
fragdes oriundas de Alcalase e Neutrase reduziram a peroxidacdo em 20,1% e 12,9%,

respectivamente.

Além da capacidade antioxidante, peptideos e hidrolisados proteicos obtidos a partir
da soja e seus derivados ainda exercem outras atividades bioativas, como atividade anti-

hipertensiva e hipo-adipogénica.

Chiang et al. (2006) visavam a otimizacdo da hidrélise enzimatica utilizando
diferentes proteases e a obtencdo de hidrolisados com atividade inibitéria de ECA, propondo
um processo de obtencdo desses hidrolisados utilizando reatores de membranas. Dentre as
enzimas (Alcalase, Flavourzyme, quimiotripsina, pepsina e tripsina) utilizadas para a hidrélise
do isolado proteico de soja, a Alcalase foi a que obteve hidrolisados com maior atividade e,
portanto, a enzima escolhida para otimizagdo da reacdo enzimatica, resultado esse obtido em
razdo enzima: substrato de 0,01, temperatura reacional de 50 °C, pH = 9,0 e tempo de reacéo
de 6 horas. Nessas condicdes, o ICso diminui de 66,4 para 0,67 mg proteina-mL™. Membranas
de UF com MMC de 1, 10 e 30 kDa foram usadas para purificacdo dos hidrolisados e
resultaram em um aumento significativo da atividade inibitéria. Baseados nos resultados

obtidos para as produtividades nos sistema de reator em batelada e no de reator de membranas
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continuo, 0s autores sugeriram O reuso de enzimas COMO recurso para aumentar a
produtividade neste. Os estudos de estabilidade realizados no reator de membranas continuos
(10 kDa) comprovaram a aplicabilidade do sistema, ja que os permeados obtidos foram
capazes de manter sua atividade inibitéria abaixo de 0,09 mg proteina-mL™ por mais de oito
horas. Ademais, testes in vitro simulando o trato gastrointestinal humano causaram apenas

pequenas alteracdes nos peptideos.

Hidrolisados obtidos com Neutrase (Tsou, Lin, et al., 2010) e com Flavourzyme (Tsou
et al., 2012) a partir de um isolado proteico de soja foram testados em relacéo a sua atividade
hipo-adipogénica. Em ambos os estudos, apds a hidrolise enzimatica, os hidrolisados foram
submetidos a um fracionamento com membranas de UF com MMC de 1, 10 e 30 kDa. A
hidrolise limitada em 2 horas com Flavourzyme, alcancando GH =~ 8% e diminuindo a
atividade adipogénica da 3-glicerol-fosfate desidrogenase (GPDH) para 477U. (mg proteina)’
! se mostrou mais eficiente na supressio da adipogénese do que os isolados proteicos. No
caso da hidrélise com neutrase, a hidrolise foi mais efetiva apds 4 horas de reacdo, sendo
capaz de suprimir a atividade adipogénica, alcancando GPDH = 280 U. (mg proteina)™, e
reduzir a acumulacdo de lipidios em pré-adipécitos ainda durante a etapa de diferenciacéo
celular. O fracionamento sequencial por membranas se mostrou, nos dois casos, uma forma de

reduzir ainda mais a GPDH para 197 e 100 U. (mg proteina)™, respectivamente.

Outros estudos ainda reportaram outros beneficios do uso de hidrolisados proteicos de
soja como, por exemplo, a sua habilidade de reducdo de gordura corporal in vivo em ratos
(Aoyama et al., 2000) e, sua capacidade de ligacdo com ions célcio, aumentando a sua

biodisponibilidade no organismo (Bao et al., 2007).
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Materiais
5.1.1 Matéria-prima

O farelo de soja foi gentilmente doado pela Caramuru Alimentos (Goiés) e, foi obtido
a partir da extracdo do Oleo de soja usando hexano como solvente. De acordo com o
fornecedor, antes da extracdo do dleo, o grdo de soja foi quebrado, laminado e extrusado,

apresentando pelo menos 460 g.kg™ de proteina bruta e até 60g.kg™ de fibras brutas.
5.1.2 Reagentes quimicos

Alcalase 2.4 U.g?, enzima conversora de Angiotensina (ECA), Captopril, N-[3-(2-
furyl)acryloyl]-Phe-Gly-Gly (FAPGG), sal de 2,2- azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS), Sal de 2,4,6-Tri-(2-Piridil)-1,3,5-Triazina (TPTZ) e L-acido ascorbico
foram comprados da Sigma Chemical Co. Ltd. (St. Louis, MO, EUA). 6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox), persulfato de potassio (K»S,0s) e cloreto de
ferro (I11) hexahidratado foram comprados da Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).

Todos reagentes eram de grau analitico.
5.2  Métodos Analiticos
5.2.1 Determinagdo da concentragao proteica

A analise de proteinas totais se baseou no ensaio do acido bicinconinico (BCA) como
descrito por Smith et al. (1985). Brevemente, o reagente de trabalho foi preparado a partir da
mistura do &cido bicinconinico (Sigma, UK) com sulfato de cobre (Il) pentaidratado (Sigma,
UK) na proporgao 50:1 (V: V). A 0,1 mL de amostra foram adicionados 2 mL do reagente de
trabalho e a reacdo ocorreu a 37 °C em banho-maria durante 30 minutos. A absorbancia foi
entdo medida em espectrofotobmetro a 562 nm. Uma curva de calibracéo foi realizada usando
albumina serica bovina (ASB; Sigma, UK) como padréo (Figura 5.1). Todos os ensaios foram
realizados pelo menos em triplicata e os resultados expressos em média + desvio padrdo, em

mg proteina (PTN). mL™.
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Figura 5.1: Curva padrédo para a analise de proteinas totais pelo método BCA, usando ASB como padréo.

5.2.2 Determinacdo do grau de hidrélise (GH)

Duas metodologias foram utilizadas para o calculo do grau de hidrolise (GH). A
primeira baseada na metodologia descrita por Tsumura et al. (1999), na qual, primeiramente,
preparou-se uma solucdo 0,44 M acido tricloroacético (TCA) em agua. Em seguida essa
solucdo foi misturada numa propor¢do 1:1 (V: V) com as amostras a serem analisadas. Ap6s
30 minutos em repouso em temperatura ambiente, foram centrifugadas a 8.000Xg durante 5
minutos. A centrifugacdo teve como objetivo separar as proteinas ndo hidrolisadas, que
deveriam precipitar, das hidrolisadas, que permaneceram no sobrenadante. Mediu-se entdo
proteinas totais pelo método BCA do sobrenadante. O GH entdo foi calculado pelo quociente
do resultado de BCA do sobrenadante pelo resultado de BCA das amostras nao diluidas com
0 TCA.

O grau de hidrdlise também foi calculado comparando-se o teor de proteinas totais das

diferentes fases da ultrafiltragdo, como exposto na Equacao 5.8.

BCApermeado

GH =
BCAretido + BCApermeado

X 100% [5.8]

5.2.3 Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante foi analisada baseada em dois métodos analiticos de

transferéncia de elétrons: o método ABTS expresso em Trolox Equivalent Antioxidant
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Capacity (TEAC) e o método Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) expresso em acido

ascorbico equivalente (AAE).

5.2.3.1 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método ABTS expresso em Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

O meétodo ABTS expresso em TEAC é baseado na metodologia descrita por Re et al.
(1999), uma reacdo colorimétrica de oxirreducdo que utiliza como reagentes o radical 2,29-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS+") e o tamp&o fosfato salino (PBS —

Phosphate Buffered Saline, pH=7,4), com algumas modificacdes.

O radical ABTS" ¢ obtido pela reagdo de 5 mL de ABTS 7 mM com 88 pL de
persulfato 140 mM de potassio (K,S,0g) mantida no escuro e a temperatura ambiente durante
pelo menos 16 horas. O radical ABTS"» foi entdo dissolvido em PBS até que uma absorbancia
em espectrofotometro de 0,700 + 0,020 fosse obtida a A = 734 nm, essa mistura foi entdo
usada como reagente de trabalho. A reacdo para quantificacdo da capacidade antioxidante
acontece da seguinte maneira: a 20 pL da amostra foram adicionados 2 mL do reagente de
trabalho, e apds 6 minutos no escuro, a absorbancia dessa mistura é lida em espectrofotémetro

a 734 nm. A curva de calibracéo foi realizada usando Trolox como padréo (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Curva padréo da andlise ABTS, usando Trolox como padréo.

Para sua construcao, eram elaboradas solu¢des com concentragdes de 100; 500; 1000;
1500 e 2000 uM Trolox em tampdo PBS, as quais ao reagirem com a solucdo de ABTS" (na
proporcdo de 1:100) durante 6 minutos, ao abrigo da luz e & temperatura ambiente,
promoviam um decréscimo na absorbancia da solucdo, lida a 734 nm, por restaurar parte do

ABTS"s em ABTS. O branco era lido com tamp3o PBS na mesma propor¢do. Todos os
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ensaios foram realizados pelo menos em triplicata, apresentados em média + desvio padréo e

foram expressos em mmol Trolox Equivalente (TE).(g PTN)™.

5.2.3.2 Determinacéo da capacidade antioxidante pelo método Ferric Reducing Antioxidant
Power (FRAP) expresso em acido ascorbico equivalente (AAE)

O FRAP foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Benzie e Strain
(1996). Nessa metodologia, a substancia oxidante utilizada € um sal férrico
(Fe(IN)(TPTZ),Cls), obtido a partir da mistura de 2,5 mL TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine)
com 2,5 mL de cloreto férrico e 25 mL de tampédo acetato, que serd entdo denominado
reagente FRAP. Para minimizar o tempo total de quantificagdo, a metodologia foi modificada
de modo a possibilitar o0 uso de um leitor de microplacas. Foram adicionados 300 pL do
reagente FRAP a 10 pL de amostra e a absorbancia foi lida a 595 nm. Uma curva de

calibragdo foi obtida usando &cido ascorbico, um potente redutor, como padréo (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Curva padrao para a analise FRAP, usando acido ascérbico como padrao.

Para a construcdo da curva de calibragdo foram elaboradas solugdes com
concentracdes de 10; 50; 100; 250; 500; 750 e 1000 uM &cido ascorbico em agua, que quando
em contato com o complexo Fe(lI)TPTZ, o reduzia a Fe(I)TPTZ, um complexo de cor
azulada, quantificado por absorbancia. Todos os ensaios foram realizados pelo menos em
triplicata, apresentados em média + desvio padrdo e foram expressos em mmol acido
ascorbico equivalente (AAE).(g PTN)™.
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5.2.4 Determinacdo da capacidade inibitdria da enzima conversora de Angiotensina-I
(iECA)

A atividade anti-hipertensiva se baseou na atividade inibitoria de enzima conversora
de angiotensina-I (ECA) in vitro. O ensaio foi baseado na metodologia descrita por Ben
Henda et al.(2013), modificada para possibilitar o uso de leitor de microplacas, como descrito

a sequir.

Nesse ensaio, Captopril foi usado como inibidor padréo e N-[3-(2-furyl)acryloyl]-Phe-
Gly-Gly (FAPGG) como substrato para ECA. Apds incubar todos os reagentes a 37 °C por 5
minutos, a 150 pL de 0,88 mM FAPGG foram adicionados 250 mU ECA e 10 pL da amostra
ou padrdo e a cinética da reacdo foi avaliada pela leitura de sua absorbancia a 340 nm no
leitor de microplacas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, os resultados foram
expressos pela razéo de eficiéncia inibitoria, que foi calculada dividindo-se a atividade ECA
inibitéria (IECA%) pela concentracdo proteica da amostra. O célculo da IECA% esta
apresentado na Equacdo 5.9 na qual pAinibidor € PAcontrole SA0 0S coeficientes angulares das
retas obtidas plotando-se as absorbancias das amostras em funcdo do tempo com e sem
proteina, respectivamente (Figura 5.4).

_ pAinibidor

iIECA% = (1 ) x 100% [5.9]

pAcontrole
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Figura 5.4: Curvas padréo para a analise iECA usando Captopril como inibidor padréo.

Os resultados de iIECA% sdo referentes as amostras diluidas 25 vezes em tampéo
Trizma-HCI (pH=8,5). Portanto, utilizar os resultados reportados em termos da raz&o da
eficiéncia inibitéria (efficiency inhibitory ratio, IER) é uma melhor abordagem, j& que se
baseia na concentracdo de proteina quantificada analiticamente, como exposto na Equacéo
5.10, abaixo.

iECA%

R=———— [5.10
BCAamostra [ ]

Todos os ensaios foram realizados pelo menos em triplicata, apresentados em média +

desvio padrdo e foram expressos em iECA%.(mg PTN)™.
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Optou-se por realizar esse ensaio apenas durante o planejamento experimental 23 e

durante o processo integrado EHSP, devido ao alto custo da enzima.
5.2.5 Caracterizagéo por eletroforese bidimensional

A eletroforese em gel foi realizada em duplicata com a fracdo G_IPS7. O
procedimento experimental seguiu o protocolo indicado pelo Handbook do fornecedor
(Berkelman et al., 2002) e também pelas instru¢cbes que acompanham o Immobiline®

DryStrip Kit para eletroforese bidimensional da Pharmacia Biotech AB (Suécia).

A eletroforese foi realizada em aparelho Multiphor Il Electrophoresis System da GE
Healthcare, composto por trés equipamentos principais: a unidade propriamente dita de
eletroforese Multiphor Electrophpresis Unit, um termostato MultiTemp 11l e a fonte de

energia EPS 2501 XL, todos da GE Healthcare, em um tempo total de 3 dias.

No primeiro dia, ocorreu a reidratacdo das Immobiline® DryStrip com uma solucéo de
reidratagdo composta por ureia 8 M, CHAPS 2%, tampéo IPG 2%, solugdo de azul de

bromofenol e agua duplamente destilada. Esse processo foi feito de um dia para o outro.

No segundo dia, ocorreu o preparo das amostras. As proteinas foram solubilizadas
usando-se a solucéo de reidratacdo, juntamente ao reagente DeStreak, em uma proporcao de
100 pL amostra: 394 uL solucdo reidratacdo: 6 pL DeStreak. Esse ultimo reagente foi
utilizado para eliminar possiveis imperfeicoes decorrentes de reoxidacdo das proteinas, que
ocorre em pHs acima de 7,0. O primeiro gel foi carregado com 0,02 g.L™ de proteina,
enquanto o segundo com 4x10™* g.L™. A primeira etapa ap6s a solubilizacdo proteica foi a
focagem isoelétrica, na qual ocorre a separacdo das proteinas de acordo com seus diferentes
pontos isoelétricos (pl). Essa etapa foi realizada a 20 °C, temperatura controlada pelo
MultiTemp Il do sistema de eletroforese. A Immobiline DryStrip foi alinhada no alinhador de
tiras e as amostras foram adicionadas em seguida. A primeira corrida da eletroforese entdo
ocorreu em quatro fases em um total de 7 horas e 50 minutos, como descritas na Tabela 5.1.
Apds essa corrida, as tiras de eletroforese foram congeladas a -80 °C para que a segunda etapa

da eletroforese pudesse ser realizada no dia seguinte.



32

Tabela 5.1: Programa para focagem isoelétrica para Immobiline DryStrip pH 3-10NL 180mm

Voltagem mA W Tempo (h) Vh
1 500 1 5 0:01 1
2 500 1 5 1:30 2500
3 3500 1 5 4:50-6:20 10000
4 3500 1 5 6:20-7:50 32400

No terceiro dia, foi realizada a eletroforese em gel de dodecil sulfato sodico (SDS)-
poliacrilamida (SDS-PAGE), que tem como objetivo separar as proteinas de acordo com a sua
massa molar. Primeiramente, as tiras resultantes da primeira corrida foram equilibradas
usando duas solucdes diferentes por 15 minutos cada. A primeira solugdo era composta por
Tris-HCI (pH 8,8) 75 mM, ureia 6 M, glicerol 30%, ditiotreitol (DTT, um composto redutor),
SDS e azul de bromofenol; a segunda tinha 0os mesmos componentes, porém o DTT foi
substituido por iodoacetamida, que evita a reoxidacdo das proteinas durante a segunda
corrida. A segunda corrida ocorreu a 12 °C. O gel, as tiras anddicas e catddicas de tampéo
SDS, a tira reidratada da primeira corrida e os marcadores de massa molar foram posicionados
na placa refrigerada do Multiphor Il. A segunda corrida ocorreu em dois passos, como

descrito na Tabela 5.2. Entre os dois passos, 0s eletrodos foram removidos.

Tabela 5.2: Condigdes eletroforéticas para géis ExcelGel.

Fase Voltagem (V) Corrente (mA) Forca (W) Duracéo (h:min)
1 120 20 30 0:40
2 600 50 30 1:10

Uma alternativa utilizada para se obter um gel melhor definido, sem a aparicdo de
manchas amareladas decorrente da presenca de solucdo de reidratacdo apds o termino da
corrida, foi manter o aparelho eletroforético ligado por mais dez minutos ap6s o término da
segunda corrida. Isso garantiu que toda a solucdo ja tivesse saido completamente do gel na

hora de colori-lo.

A Ultima etapa, realizada ap6s o término da segunda corrida, foi a coloragdo com
nitrato de prata com o kit PlusOne Silver Staining da GE Healthcare (UK). O procedimento
foi realizado conforme instru¢des do manual do fabricante em sete etapas. Na primeira etapa
ocorre a fixagdo com uma solucdo 40% etanol em agua e acido acético; em seguida ocorre a
sensibilizacdo do gel que é feito com uma solucdo de glutaraldeido, etanol, tiossulfato de
sodio, acetato de sodio em &gua; a terceira etapa é a adigdo da solucédo de prata (0,25% nitrato
de prata em agua) seguida de seu desenvolvimento e interrupcao. Ao final, o gel € lavado com
agua destilada diversas vezes e a setima e ultima etapa é a preservacdo do gel em plastico,

usando glicerol. Por fim, o gel é seco no filme plastico e esta pronto para ser analisado.
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5.2.6 Caracterizacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As globulinas da soja foram separadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia por
fase reversa (CLAE-FR) de acordo com o método descrito por Garcia et al. (1997) com
algumas modificagfes para otimizar a separagdo, como descrito a seguir. Os parametros
analisados para otimizacdo foram temperatura, gradiente e volume de injecdo. Todas as

fracdes obtidas por peneiramento, antes da trituracdo, foram analisadas (G_IPS1 a G_IPS6).

Uma coluna ACE5 C18, 250 x 4,60 mm, 5 mm, 100 A (Advanced Chromatography
Technologies, Aberdeen, Escécia) foi usada em um sistema de HPLC Dionex composto por
um injetor de amostras automatico do tipo ASI-100T, um detector de matrizes de fotodiodo,
PDA-100 e um computador com o software de sistema de dados Chromeleon v. 6.8 Sunnyvale
(todos da Dionex Softron GmbH, Munique, Alemanha). Uma amostra de 50 uL foi injetada no

sistema e as proteinas foram detectadas por absor¢do em ultravioleta a 254 nm.

A fase movel fraca A era constituida por 0,1% é&cido trifluoroacético (TFA) em &gua e
a fase mével forte B de 0,1% TFA em acetonitrila (ACN). Uma vazdo de 1 mL.min™ a 50 °C
e um gradiente linear de cinco etapas foi usado: 5 a 20% B; 20 a 25% B e 25 a 35% por 10
minutos cada, seguido por um aumento rapido de 35 a 46% B em 30 segundos e um gradiente
linear reverso de 46 a 5% B em 30 segundos para reequilibrar a coluna nas condigdes iniciais
(Figura 5.5).

50 46

35

30 25
225 20

10 b 5
5 S

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

Figura 5.5: Gradiente binario em 5 etapas.

As globulinas principais da soja, a B-conglicinina e a glicinina, foram injetadas na

concentracdo de 1 mg. mL™ como padrdes cromatograficos.
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5.3  Procedimento Experimental
5.3.1 Testes preliminares

O isolamento das proteinas da soja foi realizado conforme metodologia descrita por
Cui et al. (2013) com algumas modificagbes. O esquema apresentado na Figura 5.6 ilustra
esse processo, tendo como produto final o Isolado Proteico de Soja (IPS).

Inicialmente, o farelo de soja (FS) passou por uma etapa de solubilizacdo de proteinas.
Para tanto, sob agitacdo magnética, e, a temperatura ambiente, o farelo foi misturado a agua
durante duas horas. Os testes preliminares foram realizados nas proporgdes de 1:10 e 1:15 FS:
agua (m: V). O pH da mistura foi ajustado com NaOH 2N até atingir pH = 8,5, no qual houve

uma precipitacdo de carboidratos da soja, em sua maioria fibras insollveis.

Solubilizacédo de Proteinas
- pH=8,5 (NaOH 2N) - T=T,;, Farelo + H,0
- agitacdo magnética - t=2h

Centrlquagao Precipitado Sobrenadante

- 10000 g (principlamente (Proteinas
i Carboidratos) Soluveis)
- t=20min

Precipitaco Isoelétrica e HeraN

Centrifugacdo
-10000 g Sobrenadante @raouiined)
- t=20min

Adicionar H20 (1:5 p:p) Isolado Protei
solado Proteico

Neutralizar com NaOH de Soja (IPS)
2N

Figura 5.6: Fluxograma simplificado de obtenc¢&o de isolados proteicos

Os carboidratos foram separados por centrifugacdo a 10.000Xg durante 20 minutos. O
sobrenadante, no qual as proteinas se encontravam solubilizadas, foi separado e seu pH

ajustado a 4,5 com HCI 2N, para promover a precipitacdo isoelétrica das globulinas.

Uma nova etapa de centrifugacéo foi realizada, obtendo-se, no sobrenadante, proteinas

de menor interesse e um precipitado contendo as globulinas de interesse.

O IPS foi entdo obtido ao ressolubilizar as globulinas precipitadas em agua (1:5). Em

seguida, o pH foi neutralizado com NaOH 2N para possibilitar e facilitar a solubilizagéo
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proteica. Os IPS passaram por quantificacdo de proteina por meio de ensaio de BCA e foram
mantidos em potes, devidamente identificados, em freezer (T = -20 °C) até o dia de suas

analises.
5.3.1.1 Anélise de Tamanho de Particula

O farelo de soja foi classificado granulometricamente por peneiramento manual,
separando-se o sélido granular em fragbes uniformes usando-se peneiras 6, 10, 12, 16 e 28
Mesh da série Tyler (Figura 5.7). As fracbes obtidas, portanto, estavam nas faixas de tamanho
maiores que 2,80 mm (G_IPS1); entre 2,80 e 1,68 mm (G_IPS2); entre 1,68 e 1,40 mm
(G_IPS3); entre 1,40 e 1,00 mm (G_IPS4); entre 1,00 e 0,60 mm (G_IPS5); e, menores que
0,60 mm (G_IPS6).

Figura 5.7: Peneiras usadas na analise granulométrica (6-25#).

O diametro médio de Sauter (ds) foi calculado baseado na equagéo 5.1, abaixo:

Os resultados da analise granulométrica foram ajustados a diferentes modelos de
distribuicdo de particulas. Foram testados os modelos Gates-Gaudin-Schumann (GGS),
Rosin-Ramler-Bennet (RRB) e o modelo Sigmoide, que descrevem satisfatoriamente a
maioria dos casos de interesse tecnoldgico (Stenzel et al., 2009).

O modelo GGS e descrito pela equacdo 5.2 (Schumann, 1940), na qual y é a fracéo

acumulada, d; é o didmetro da particula (mm), k e m sdo pardmetros do modelo GGS,
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correspondendo ao maior tamanho de particula presente na amostra (mm) e sendo um

parametro adimensional sem significado estatistico, respectivamente.

- (di' )m 5.2
y - k [ . ]
O modelo RRB é descrito de acordo a equagdo 5.3 (Rosin e Rammler, 1933), na qual
y € a fracdo acumulada, d; € o didametro da particula (mm), d’ e n sdo pardmetros do modelo
RRB, correspondendo a um diametro de particula tal que 63,2% da massa da amostra
referem-se a particulas menores que d’ (mm) e sendo um parametro adimensional sem
significado estatistico, respectivamente.
di\"
y=1-— e_(W) [5.3]
O modelo Sigméide é descrito de acordo com a equacéo 5.4, na qual

y= [5.4]

1

y — Fragdo acumulada;
d; — diametro da particula;
m — parametro do modelo Sigméide;
k — parametro do modelo Sigmdide.

na qual:

Os parametros dos diferentes modelos de distribuicdo de particula foram determinados
graficamente, linearizando-se as equagdes 5.1, 5.2 e 5.3 que resultaram nas equacdes 5.5 a
5.7, respectivamente:

Iny=mlInd; —mlnk [5.5]
1
In (ln(1 — y)) =nlnd;] —nlnd" [5.6]

1
1n(§— 1) = —mlnd] + mInk  [5.7]

Cada uma das fragOes foi submetida ao processo de extracdo proteica como descrito na
se¢do 5.3.1 e posterior quantificagcdo proteica pelo ensaio de BCA.

5.3.2 Selecdo dos parametros operacionais na etapa de hidrolise

Optou-se por escolher a faixa de temperatura na qual ha atividade enzimatica, ou seja,
entre 45 °C e 65 °C, sendo 60 °C a temperatura 6tima da Alcalase.
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Como dito anteriormente, o pH 6timo da Alcalase, no qual as proteinas sao soluveis, é
8,5. Tanto na extracdo de proteinas quanto na hidrolise enzimatica foi, entéo, utilizado tampé&o
Trizma-HCI 0,06M (pH = 8,5) para manter o pH constante, evitando a necessidade de
controle adicional e ajustes de pH durante o processo. O tampéo foi obtido misturando 2,219
Trizma-HCI com 4,369 Trizma-base em 1L de agua, como indicado pelo fornecedor.

Os outros fatores analisados foram concentracdo enzimatica e razdo FS: tampdo. A
escolha destes parametros foi baseada nos processos de obtencdo de peptideos bioativos
reportados na literatura. A razdo FS: tampdo variou de 5 a 15 mg.mL™. Com objetivo de
analisar a propriedade funcional e estrutural dos peptideos obtidos, Cui et al. (2013) usaram
10 mg.mL™, mesma razéo usada por Park et al. (2010) na analise da capacidade antioxidante,
por XiangZhen et al. (2008) na da atividade imunomodulatéria e por Mallikarjun Gouda et al.
(2006) na da atividade antihipertensiva. J& Chen, Zhao e Sun (2013) usaram uma razdo de 15
mg.mL™ para analisar a capacidade antioxidante e, Lo e Li-Chan (2005) 5 mg.mL™ para

analise de capacidade antihipertensiva.

Para minimizar a influéncia da composic¢do diferenciada das fracdes e aumentar o
rendimento da extracdo, o farelo de soja foi homogeneizado e em seguida triturado e passado
em peneira de 60 Mesh, de modo que as particulas tivessem d, < 250 um, obtendo assim as
fragdes 7 (600 pm < d, <. 250 um) e 8 (dp < 250 pm) (Figura 5.8). A escolha de abertura da
peneira teve por base maximizar a area superficial das particulas, aumentando
consequentemente o rendimento da extracéo, evitando a reclassificacdo do farelo de soja em
farinha de soja, tendo esta a caracteristica de que 97% de suas particulas devem passar por
peneiras Tyler #100 (d, = 150 pum), #150 (dp, = 106 pum), #200 (d, = 75 pm) ou #325 (d, =
45um) (Lusas e Riaz, 1995; Garcia et al., 1997).
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G_IPS6 G_IPS7 G_IPS8
>D> — — -
100mm=D=0.60 5 560 mm D >250 ym D < 250 um
Figura 5.8: Amostra das diferentes fracdes obtidas apds peneiramento. As fraces 7 e 8 foram obtidas apos

moagem do farelo homogeneizado, sendo as fragdes G_IPS7 aquela retida na peneira #60 e a G_IPS8 a que
passa pela mesma peneira.

5.3.3 Cinética da hidrélise enzimatica

A analise da cinética da hidrolise enzimatica foi baseada na resposta da capacidade
antioxidante dos hidrolisados obtidos apds 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos de hidrélise
com Alcalase. O teste foi realizado usando a amostra G_IPS5 (12,61 mg PTN.mL™), filtrado
previamente com uma seringa acoplada a um filtro com 0,20 um de tamanho de poro. A
amostra também foi diluida dez vezes em tampédo Trizma-HCI (pH = 8,5), obtendo-se entdo

uma concentracéo proteica final de 1,261 mg PTN.mL™.

A hidrolise foi realizada em triplicata. Foram usados 18 potes de amostra com
capacidade de 7 mL, de modo que fosse possivel retirar a cada ponto temporal os 3 vidros
correspondentes as triplicatas. Com isso foi possivel garantir a homogeneidade das condictes
de hidrélise em todos os diferentes potes reacionais, ja que a retirada de potes de amostra ndo
altera 0 ambiente reacional nos outros potes. Cada um dos potes reacionais possuia a mistura
de 4,7 mL de amostra diluida com 0,05 mL da Alcalase, atingindo assim 0,02 mU.(mg PTN)
! A hidrélise ocorreu em banho aquecido a 60 °C com 200 oscilacdes lineares por minuto.
Apbs 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos de hidrdlise, os tubos correspondentes a triplicata da
reacdo foram separados e imersos durante 5 minutos em banho fervente a 100 °C para

interromper a hidrolise enzimatica.
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Para separar os hidrolisados proteicos de menor massa molar, um dispositivo
centrifugo dotado de uma membrana de ultrafiltracdo de polietersulfona com MMC = 10 kDa,
Vivaspin 20 (Sartorius Stedim UK Limited, Inglaterra) foi utilizado. A massa molar de corte
de 10 kDa foi escolhida, j& que os peptideos bioativos da soja tem massa molar inferior a 10
kDa, como visto na secdo 4.7. A mistura reacional foi centrifugada por 16 minutos a 3.000
RMM. O permeado e o retido foram adequadamente armazenados em potes de amostra
devidamente identificados em congelador a -20 °C até o dia da analise. As amostras da
cinética foram analisadas quanto a proteinas totais (BCA), grau de hidrolise (GH) e
capacidade antioxidante (FRAP e ABTS).

5.3.4 Influéncia das condicdes de hidrolise enzimatica nos peptideos bioativos obtidos

Um planejamento experimental com dois niveis, trés fatores e com triplicata no ponto
central foi executado para analisar a influéncia dos diferentes fatores na hidrolise enzimética
do isolado proteico de soja, usando a enzima Alcalase. Os fatores analisados foram a razao
FS: tampéo (5,0 a 15,0 g.L™%), a concentracdo enzimatica (1 a 3 mU. (100 mg PTN)?!) e a
temperatura (45 a 65 °C). A matriz experimental descrevendo as diferentes condicdes

reacionais dos pontos fatoriais esta ilustrada na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Matriz do planejamento experimental 23 com triplicata no ponto central da hidrélise do isolado
proteico de soja.

FS: Tampao E Temperatura
Ensaio (mg.mL™) (mU.mg™ PTN) (°C)
Codificado Real Codificado Real Codificado Real
1 -1 5 -1 0,01 -1 45
2 -1 5 -1 0,01 +1 65
3 -1 5 +1 0,03 -1 45
4 -1 5 +1 0,03 +1 65
5 +1 15 -1 0,01 -1 45
6 +1 15 -1 0,01 +1 65
7 +1 15 +1 0,03 -1 45
8 +1 15 +1 0,03 +1 65
9(C) 0 10 0 0,02 0 55
10 (C) 0 10 0 0,02 0 55
11 (C) 0 10 0 0,02 0 55

(C) — Ponto central, FS — Farelo de Soja; Tampao Tris; E — Concentracdo Enzimatica

A hidrolise foi realizada em Erlenmeyers imersos em um banho com agitacéo orbital
com 61 oscilagbes por minuto, obedecendo as temperaturas dos diferentes ensaios, durante
duas horas. Para inativar a enzima, apds as duas horas de hidrolise, os Erlenmeyers foram

retirados do banho e imediatamente submersos em um banho fervente a 100 °C por 5 minutos.
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Novamente, para separar os hidrolisados proteicos de menor massa molar, 0s
dispositivos Vivaspin 20 (MMC = 10k Da) foram usados. A mistura reacional foi transferida
para os dispositivos e entdo centrifugada por 16 minutos a 3.000 RMM. O permeado e retido
foram adequadamente armazenados em potes de amostra devidamente nomeados em
congelador a -20°C até o dia da analise. As amostras tanto do retido, na qual se encontravam
as proteinas e hidrolisados de maior massa molar; assim como do permeado, na qual foram
separados 0s peptideos com potencial bioativo, foram entdo analisadas quanto ao teor de
proteinas totais (BCA), GH e, capacidade antioxidante (FRAP e ABTS) e atividade anti-
hipertensiva (iECA).

5.3.5 Processo integrado de extracao e hidrolise simultanea de proteinas (EHSP)

As condicBes empregadas na hidrélise do processo EHSP foram baseadas na tendéncia
observada nos resultados do planejamento experimental. Nesse processo, a extracdo proteica
do farelo de soja ocorreu simultaneamente a hidrolise enzimatica. O fluxograma simplificado

do processo esta ilustrado na Figura 5.9.

Farelo de Soja +

Extracdo + Hidrdlise Tampéo Trizma +
Alcalase
| |
| |
Precipitado = Farelo Sobrenadante =
. n . - Proteinas sollveis e
Centrifugacao de soja residual e hidrolisados
outros carboidratos proteicos
|
Retido = Proteinas e Permeado =
Ultrafil . hidrolisados com hidrolisados e
trafiltracao massa molar > peptideos de
10kDa interesse

Figura 5.9: Fluxograma simplificado do processo EHSP, no qual ocorrem simultaneamente a extracao proteica e
a hidrdlise enzimética. A etapa de centrifugacdo tem como objetivo a separacdo de fibras e outras matérias
insolveis, enquanto a ultrafiltracdo separa os peptideos e hidrolisados de interesse.

Ao farelo de soja foi adicionado tampéo Tris-HCI em uma razdo 5mg FS.(mL tampéo
Trizma)™. A Alcalase foi adicionada & mistura até que se alcancasse 0,01 mU. mg PTN™. O

teor proteico foi baseado no resultado de BCA do ponto fatorial do planejamento
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experimental correspondente a condicdo aplicada. O processo EHSP foi realizado a 45 °C
durante 3,5 horas. Para inativar a Alcalase, a mistura foi imediatamente submersa em banho
fervente a 100 °C durante 5 minutos. Em sequencia, para separar as fibras e outras matérias
insolUveis, a mistura reacional foi transferida para tubos Falcon de 50 mL e centrifugados a
10.000Xg durante 20 minutos. O sobrenadante foi entdo transferido para os dispositivos
Vivaspin 20 (MMC = 10 kDa) para separar na corrente do permeado os peptideos e
hidrolisados com potencial bioativo. Todas as fracbes foram armazenadas em potes de
amostra devidamente identificados em freezer a -20 °C até o dia da sua analise. Ambas as
fracbes foram analisadas quanto a proteinas totais (BCA), GH e capacidade antioxidante
(FRAP e ABTS). Para andlise da reprodutibilidade, o processo EHSP foi realizado em

triplicata.
5.4 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SPSS 21.0 da IBM
(EUA). Todos os ensaios foram conduzidos no minimo em triplicata e analisados por analise
de variancia unilateral (ANOVA). As médias foram comparadas entre si usando teste de
Tukey e diferengas significativas foram aceitas a p < 0,05, sendo os resultados apresentados
como média * desvio padrdo (DP).

O planejamento experimental foi analisado usando o software portable Statistica 8.0

(Statsoft, EUA) pela metodologia de superficie de resposta.

O coeficiente de variacdo (CV), definido como o desvio-padrdo em porcentagem da
média, € uma das medidas estatisticas mais utilizadas em andlises laboratoriais para avaliar a
precisdo dos experimentos realizados. Neste trabalho foi utilizado CV abaixo de 10% para

confirmar esta precisao.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Testes Preliminares

Na Figura 6.1 estd ilustrada a primeira etapa de solubilizacdo das proteinas totais da
soja. Os Erlenmeyers a esquerda e a direita na Figura 6.1(a) ilustram os testes realizados com
10 mg FS.mL™* 4gua e com 15 mg FS.mL™ &gua, respectivamente. Na Figura 6.1(b), é
possivel visualizar a agitacdo magnética da mistura e na Figura 6.1(c), os residuos dessa
extracdo, contendo no sobrenadante Il as proteinas de menor interesse e no precipitado | as

fibras insollveis da primeira etapa de extracéo.

Figura 6.1: (a) e (b) Primeira etapa de solubilizacdo das proteinas totais da soja sob agitacdo magnética; (c)
Residuos do isolamento de proteinas, a esquerda proteinas de menor interesse dissolvidas no sobrenadante Il e a
direita fibras insoldveis.

Na Tabela 6.1 apresentam-se os resultados dos testes preliminares em rendimento de
IPS e em concentracdo de proteina total. Apesar do rendimento em proteinas do ensaio com
10 mg FS. mL™ de 4gua ser maior, a quantificacdo pelo método BCA indicou que o ensaio
com 15 mg FS.mL™ 4gua obteve a melhor resposta em teor de proteina.

Tabela 6.1: Resultado dos testes preliminares em rendimento de isolado proteico de soja (IPS) e em proteina
total avaliada pelo método BCA.

Razdo FS: agua Rendimento Volume [PTN] no extrato
(mg.mL™) (mg IPS: g*FS) (mL) (mg.mL™)*
10 149,70 11,2 23,81 +0,33
15 87,17 6,52 29,63 £ 0,722

* Letras diferentes apresentam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).
FS — Farelo de Soja; IPS — Isolado Proteico de Soja; [PTN] — concentragdo de proteina

Baseado nesses resultados foi possivel constatar que o processo de extragdo de
proteina a partir do farelo de soja desengordurado é tecnicamente viavel. O melhor
rendimento encontrado foi aproximadamente 22% inferior ao encontrado por Zhao et al.
(2007) apud Wang et al.(2014) de 183,16 mg IPS.(g FS)™.
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6.2  Analise granulométrica

Os resultados da analise granulométrica estdo expostos na Tabela 6.2.

Tabela 6.2: Resultado da analise granulométrica por peneiramento do farelo de soja

Mesh di" (mm) di (mm) (r<ndr:) Massa (g) Xi Y
-6+10 1,680 2,800 2,240 1854,040 27,420%  79,970%
-10+12 1,400 1,680 1,540 677,340 10,020%  52,550%
-12+16 1,003 1,400 1,202 1304,870 19,300%  42,540%
-16+25 0,599 1,003 0,801 1049,270 15,520% 23,240%
-25 0,000 0,599 0,300 522,340 7,720% 7,720%

d;* - diametro minimo; d;” -didmetro maximo, <d> - didmetro médio, X; — fracio acumulada de particulas com D
<dy, y — fracdo acumulada.

Os dados obtidos foram plotados em histograma de frequéncia e uma curva de
distribuicdo de tamanho foi obtida, na qual a fracdo acumulada é plotada em funcdo do

tamanho da abertura da peneira (Figura 6.2).

(@)
30,00% -
g 25,00% -
] /
= 20,00% - %
(7]
§ 15,00% - 7
'S 10,00% - /
w ’
s f/ /
5,00% - % /
0,00% . . 7 . . . .
>2,800  1,680-2,800 1,400-1,680 1,003-1,400 0,599-1,003  <0,599
Abertura da Peneira (mm)
(b)
120,00%
o 100,00%
B . y = 0,4085x + 0,0997
2 8000% R? = 0,9742
2 60,00%
©
R 40,00%
s
L 20,00%
0,00%
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Diametro de particula (mm)

Figura 6.2: (a) Histograma de frequéncia; (b) Curva de distribuicdo de tamanho.
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Tanto o histograma de frequéncia quanto a curva de distribui¢do de tamanho indicam
que particulas com didametro maior do que 1,40 mm correspondem a aproximadamente 50%
da amostra. Esse fato pode ser justificado pela quebra e laminacdo dos gréos de soja, antes da
extracdo do Gleo, para aumentar a superficie de contato com o solvente e por consequéncia a
eficiéncia da extragdo do 6leo de soja. Desse modo, por mais fina que seja a particula, ela

ficard impossibilitada de atravessar a peneira de menor abertura.

Resultado similar foi observado por Stenzel et al. (2009), que analisou a influéncia do
tamanho da particula na hidrolise enzimatica do farelo de soja e obteve diametro médio de
Sauter (ds) de 1,15 mm baseado no modelo GGS, valor 65% menor que o encontrado nesse
trabalho, ds = 1,73 mm. Isso pode ter ocorrido durante a etapa de laminacdo para extracdo do
6leo. Por ter sido previamente quebrado, parte dos grdos de soja ndo foi laminada
adequadamente, mantendo um didmetro de particula maior, como pode ser observado na

Figura 6.3.

Figura 6.3: Sacola de Amostragem com as diferentes fracdes ap6s peneiramento.
Os parametros dos modelos utilizados para a analise granulométrica foram

determinados graficamente (Figura 6.4 a Figura 6.6).
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Figura 6.4: Analise grafica para determinagio dos parametros do modelo Gates-Gaudin-Schumann
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Figura 6.5: Anélise gréafica para determinacéo dos parametros do modelo Rosin-Ramler-Bennet
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Figura 6.6: Analise grafica para determinacéo dos parametros do modelo Sigmoide.
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Foi possivel ajustar os dados experimentais as curvas lineares com excelentes
coeficientes de determinacdo (R2 > 0,98), sendo 0 modelo RRB o0 que obteve o melhor ajuste
linear. As linearizagdes retornaram as equacdes de retas expostas nas Figura 6.4 a Figura 6.6
e, por meio do ajuste pelo método dos minimos quadrados, os pardmetros foram determinados

e seus valores estdo ilustrados na Tabela 6.3.

Tabela 6.3: Pardmetros estimados dos modelos de anélise granulométrica.

Modelo GGS RRB Sigmaide
Parametro m K R2 n d' R2 M K R2
Valor 1,17 2,63 0985 0,59 0,39 0,996 0,41 2,05 0,985

GGS — Gates-Gaudin-Schumann; RRB — Rosin-Ramler-Bennet

As diferentes fracdes de diametro de particula foram ainda analisadas quanto a

extracdo proteica (Figura 6.7) para analisar sua influéncia sobre esta resposta.

600,00

— - - Linear (Zhao et al. (2007)
500,00 - apud Wang et al. (2014))

400,00 -
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mg IPS/g FS
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0,00 T T T T T 1
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Diametro da particula (mm)

Figura 6.7: Rendimento proteico em relacdo ao tamanho da particula do Farelo de soja (FS).
IPS — Isolado proteico de soja

Observa-se que a concentracdo de proteina extraida é dependente do tamanho médio
de particula na fragdo. Uma possivel explicacdo seria a composicdo dessas fragdes. Como o
farelo de soja analisado € um residuo proveniente da extracdo de 6leo, pode, portanto, haver
presenca de folhas, cascas, caules e inclusive outras impurezas. Ademais, por terem sido
quebradas e até laminadas, as particulas nas diferentes fracdes possuem diferentes areas
superficiais, podendo assim favorecer a extracdo proteica. Pode-se assumir entdo, que as
fragbes com o0s maiores rendimentos em proteina foram obtidas de grdos de soja

desengordurados com maiores areas superficiais.
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Em média, as fracdes apresentaram 277,65 mg IPS.(g FS)™, resultado 52% maior que
o valor encontrado por Zhao et al. (2007) apud Wang et al.(2014) (183,16 mg IPS.(g FS)™), o
que reporta a eficiéncia do processo e a capacidade de extracdo proteica do farelo
desengordurado de soja. Nas fragdes 7 (G_IPS7) e 8 (G_IPS8) foram também quantificadas a
concentracdo de proteina, alcancando-se, respectivamente, 244,35 mg PTN (g FS)™ e 387,23
mg PTN (g FS)™.

6.3  Caracterizacéo por eletroforese bidimensional

No primeiro gel de eletroforese ndo se observou um bom resultado (Figura 6.8). A
corrida aconteceu de cima para baixo, do anodo para o catodo, e 0 marcador de massa molar
foi colocado no final do gel resultante da focagem isoelétrica. Observou-se, porém, diversos

problemas como ilustrados na imagem da Figura 6.8.
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Figura 6.8: Gel resultante da corrida de eletroforese bidimensional do isolado proteico de soja (D > 250 pm).

A imagem ndo apresenta boa definicdo, tornando dificil a analise das diferentes
proteinas ou subunidades proteicas da soja. Observa-se também uma mancha branca no meio
do gel (indicada pela seta na Figura), que resultou de uma lesdo fisica durante a coloracao
com nitrato de prata. A faixa amarelada no final da corrida é decorrente da solucdo de
reidratagdo. Isso ocorre em geral, quando ao final da corrida, esta ainda se encontra no gel de
segunda dimensdo. Uma maneira de evitar esse problema seria seguir o procedimento

alternativo descrito na secédo 5.2.5.
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Observou-se ainda, faixas horizontais ao invés de pontos isolados. Isso ocorre,
provavelmente devido ao excesso de proteina carreada. Dessa maneira, as proteinas de maior
massa molar acabam bloqueando as de menor massa molar, de modo que estas ficam
impossibilitadas de correr corretamente. Neste caso, s&o identificadas bandas mais largas ao
invés de pontos isolados.

Tendo em vista os problemas observados no primeiro gel, a segunda analise foi
realizada, usando a metodologia alternativa para evitar a presenca de manchas amareladas,
com a amostra G_IPS7 diluida 50 vezes para obtencdo de uma imagem melhor definida.
Observou-se, portanto, um gel com bandas mais nitidas e definidas (Figura 6.9). Mesmo
diluindo-se a amostra 50 vezes, ndo foi possivel eliminar completamente as faixas horizontais.
E importante notar que esse problema pode ser decorrente de outros fatores. Na literatura, é
frequentemente relatada a correlacdo entre a ma definicdo da imagem e o excesso de proteina.
Como previsto, 0 aumento no tempo total da corrida evitou a mancha amarelada percebida no

primeiro gel.

a and
a’chains B- B Chain B-

CG (62- CG (47kDa)
65kDa) \ \
pH=11-\--\-------- pH =3
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100 kD=
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pH=11+++/+++\\++\++pH
/ \ N

Basic (20- A5 A3 Ala, Alb, A2,
22kDa) (12kDa) (42kDa) A4 (36-38kDa)

Figura 6.9: Gel resultante da corrida de eletroforese bidimensional do isolado proteico de soja (D > 250 um)
diluido 50X.
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N&o foi possivel conduzir uma analise quantitativa, pois o gel ndo apresentou a
definicdo minima exigida pelo software. Entretanto, com os dados conhecidos das diferentes

unidades e subunidades proteicas da soja foi possivel realizar a analise qualitativa do gel.

Na parte superior da Figura 6.9, estdo identificadas as bandas correspondentes as
subunidades o, a’ ¢ B da B-conglicinina, enquanto na parte inferior da figura podem-se
visualizar as diferentes subunidades acidas (Ala, Alb, A2, A3, A4 e Ab) e basica da
glicinina. Essa caracterizacdo se baseou ndo somente na massa molar das diferentes unidades,
como indicado na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., mas também nos seus
diferentes pls. Apesar do marcador molecular ndo estar claramente definido no segundo gel,

ainda foi possivel identificar as diferentes bandas moleculares.
6.4  Caracterizacéo por CLAE

Sabe-se que a reducdo na temperatura em cromatografia liquida pode afetar o tempo
de andlise total, aumentando o tempo de retengdo dos compostos. Porém, uma ligeira reducéao
de 50°C a 48°C durante a etapa de otimizacdo do método de CLAE, mostrou um aumento
consideravel no tempo de retencdo dos compostos. Neste caso, todos 0os compostos eluiram
simultaneamente no fim da corrida, ndo se alcangando, assim, melhores resultados na analise.

Portanto, a temperatura de 50°C foi mantida na corrida de CLAE.

O fator que influenciou mais positivamente a separacdo dos compostos foi um
aumento mais lento da fase forte. Neste caso, uma quinta etapa foi adicionada. Na primeira
etapa, a concentragdo de acetonitrila (ACN) aumentou lentamente de 5 a 20%, durante a qual
0s compostos eluiram em picos claramente definidos e bem separados. Em alguns
cromatogramas, um leve desvio na linha de base foi observado na segunda etapa do gradiente,
0 que, entretanto, ndo influenciou diretamente o resultado, j& que ndo havia picos evidentes

nessa etapa da corrida.

Os cromatogramas da B-CG (Figura 6.10) e da GLY (Figura 6.11) se mostraram muito
similares, o que também foi observado por Garcia et al. (1997), que justificaram esse fato
com base na continua conversdo de uma globulina na outra. A Unica diferenga notada entre 0s
cromatogramas por eles obtidos e os obtidos nesse trabalho foi a presenca de um pico néo
identificado (pico 8) no cromatograma da GLY.
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Figura 6.10: Cromatograma do padrao p-conglicinina.
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Figura 6.11: Cromatograma do padrdo glicinina.

Comparando-se as amostras de IPS com os padrdes, seis diferentes picos foram
detectados correspondendo a subunidades das globulinas principais (Figura 6.12 e Figura
6.13). Esse resultado também foi coerente com o cromatograma obtido por Garcia et al.
(1997) ao usar uma metodologia similar. O pico #2 foi o pico predominante com a maior area
em todos cromatogramas de todas as fragOes, correspondendo a aproximadamente 37% da
area relativa dos padr@es, 64,12 + 8,85% da area dos picos do IPS (G_IPS5) e 23,75 + 5,54%
do IPS (G_IPS6). No caso da fracdo G_IPS6, o pico com maior area relativa foi caracterizado
como Globulina 3, que também é o segundo maior pico observado no cromatograma dos
padrdes utilizados.
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Figura 6.12: Cromatograma do isolado proteico de soja obtido a partir da fracdo G_IPS5.
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Figura 6.13: Cromatograma do isolado proteico de soja obtido a partir da fragdo G_IPS6.

Em todos os cromatogramas, observou-se um pico no fim da corrida, que nao
corresponde a uma subunidade de uma das globulinas da soja, ja que, baseado na literatura, as
globulinas deveriam ter tempos de retencdo mais curtos. Por outro lado, devem-se considerar
os diferentes tipos de colunas e, portanto, as diferentes interacdes com 0s compostos
analisados e consequentes os tempos de retencdo. Além disso, esse pico pode estar
relacionado ao encontrado no cromatograma do padréo GLY.

6.5 Cinética enzimética

A andlise pelo método TCA identificou aproximadamente 58% de GH para todos 0s
ensaios (Figura 6.14). Além disso, ao centrifugar as diferentes amostras, ndo foi observado
precipitado, sugerindo que a hidrolise fosse total em desacordo com o resultado calculado.
Alguns autores (Nielsen, Petersen e Dambmann, 2001) afirmam que o teste TCA atinge

resultados melhores quando a enzima usada é uma endoprotease. A Alcalase é uma
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exoprotease, 0 que poderia influenciar nos resultados negativos. Optou-se, portanto, por
realizar todos os célculos de GH pelas diferencas estimadas nas diferentes correntes da

ultrafiltracdo.
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Figura 6.14: Grau de hidrolise calculado pelo método TCA durante a cinética da hidrolise.

Os resultados para proteinas totais e capacidade antioxidante dos hidrolisados estdo
apresentados na Tabela 6.4. Esses resultados foram os obtidos para o permeado da

ultrafiltraco.

Tabela 6.4: Resultados da cinética enzimatica dos isolados proteicos de soja'?.

FRAP
. BCA GH 1 ABTS

ENSao g pTN.MLY) (%) (mmo'Pﬁﬁ)E'mg (mmol TE.mg™ PTN)
0 0,01 +£0,00° 0,00 +0,00° 0,27 +0,01° 1,06 + 0,02°
30 0,30+0,01° 39,71 +0,14¢ 0,64 +0,01° 1,36 + 0,01°°
60 0,39 +0,02° 55,29 +0,93° 0,69 + 0,03*° 1,74 + 0,08*°
90 0,50+0,03° 61,22 +2,19° 0,42 +0,01° 1,83 + 0,05*°
120 0,50 +0,03° 66,13 + 0,39 0,53 +0,02° 1,45 + 0,03°¢
150 0,30+0,07° 41,13 +2,69° 0,72 + 0,02 1,54 +0,14*°
180 0,61+0,02° 44,34+ 0,27 (3) 2,02 + 0,10

(1) Resultados expressos em Média + DP de pelo menos trés diferentes replicatas.

(2) Médias na mesma coluna com diferentes sobrescritos sdo estatisticamente diferente de acordo com o teste de
Tukey (p<0,05).

(3) Néo foi realizada a analise da cinética em 180 minutos dos hidrolisados, pois a amostra foi perdida.

A andlise de variancia (ANOVA) confirma que ha diferenca estatistica a p < 0.05
(Tabela 6.5).
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Tabela 6.5: Analise de variancia para os resultados obtidos na cinética da hidrolise enzimatica.

Soma dos df Quadrado F Sig.
Quadrados Médio
BCA (mg.mL™) Entre  6,81E-01 6,00E+00 1,14E-01 1,08E+02 0,00E+00
Grupos
Nos 1,50E-02  1,40E+01 1,00E-03
grupos
Total 6,96E-01 2,00E+01
ABTS (umol Entre  1,96E+06 6,00E+00 3,26E+05 1,04E+01 0,00E+00
TE.mg'PTN)  Grupos
Nos 4,40E+05 1,40E+01 3,14E+04
grupos
Total  2,40E+06 2,00E+01
FRAP (umol Entre  459E+05 5,00E+00 9,19E+04 2,63E+02 0,00E+00
AAE.mg* PTN)  Grupos
Nos 4,20E+03 1,20E+01 3,50E+02
grupos
Total  4,63E+05 1,70E+01
GH (%) Entre  9,29E-01 6,00E+00 1,55E-01 8,26E+02 0,00E+00
Grupos
Nos 3,00E-03 1,40E+01 0,00E+00
grupos
Total 9,32E-01 2,00E+01

Curvas exponenciais foram ajustadas para o grau de hidrélise e para a capacidade

antioxidante em funcédo do tempo de hidrolise (Equactes 6.1-6.3; Figura 6.15).

[6.1] GH = (2,314 —67,11) exp (— 0,02845¢t) + 67,11;
[6.2] TEAC = (1042 —2092) exp(—0,015581t) + 2092;
[6.3] FRAP = (271,9 — 714,9) exp(— 0,05907 t) + 714,9;

R? = 0.9992
R? = 0.9838
R? = 0.9981

Nas quais, GH = Grau de Hidrolise; TEAC = Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; FRAP = Ferric Reducing

Antioxidant Power; t=tempo.
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Figura 6.15: Curvas exponenciais obtidas nas analises de (a) grau de hidrélise (GH) e nas anélises de capacidade
antioxidante realizada através dos métodos (b) ABTS e (c) FRAP.
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No caso da capacidade antioxidante pelo método ABTS, os pontos de 120 e 150
minutos foram eliminados para possibilitar melhor ajuste (um aumento de R2 = 0,62 para R2 =
0,98). Observou-se que apesar desses pontos apresentarem coeficientes de variagdo baixo, de
apenas 2% e 9%, respectivamente, a eliminacdo desses pontos contribuiu sensivelmente para
melhorar o coeficiente de correlacdo do ajuste ndo linear. No caso dos resultados da analise
pelo método FRAP, o coeficiente de determinacdo aumentou em quase 70% (de 0,59 para
0,99). Neste caso, eliminou-se os pontos em 90 e 120 minutos. Da mesma forma, observou-se

que os coeficientes de variagdo foram muito baixos, 2% e 4%, respectivamente.

Em todas as curvas obtidas, foi possivel observar que uma assintotica € atingida apds
aproximadamente 60 minutos de hidrélise enziméatica com Alcalase, ou seja, a reagdo
enzimatica se estabilizou, alcancando taxas reacionais muito baixas. A analise estatistica
confirma essa tendéncia, ja que ndo houve diferenca estatistica nos resultados de capacidade

antioxidante e grau de hidrélise ap6s os 60 minutos.

6.6 Influéncia das condicGes de hidrdlise enzimatica nos peptideos

bioativos obtidos

Um planejamento experimental foi realizado para avaliar a influéncia das condigdes da
hidrélise na bioatividade dos hidrolisados proteicos de soja. Apesar do valor assintético, ou
seja, da taxa de reacdo muito baixa, observado apds 60 minutos no ensaio anterior, optou-se,
no planejamento estatistico, por realizar os experimentos durante 120 minutos de hidrdlise,

por medida de seguranca.
6.6.1 Resultados para o permeado

Os resultados do planejamento fatorial completo do permeado estdo expostos na
Tabela 6.6.
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central (*).
ABTS FRAP
. BCA GH IER
Ensaio g PTN.mML™Y) (%) %TOF[TT,\% (rr"ng"_?'PATﬁl)E' (IECA%. (mg PTN.mL)™)
1 4,90 + 0,15° 33,48+ 1,01 326,26 +2,58° 26,20 + 0,00% 102,15 + 3,04¢
2 6,61 + 0,38 45,65+ 2,59° 20,32 +2,06° 20,45+ 0,47 85,24 + 4,87°
3 5,27 +0,15% 22,15+0,63% 39,90 +2,47% 25,38+ 0,30% 94,87 + 2,74%
4 6,08+0,23"  3429+1,32" 32,88+1,85% 21,58+ 0,36 82,27 + 3,20
5 541+0,36°®  33,00+217 4561+1,73° 24,04+0,19" 104,21 + 6,67¢
6 7,06 + 0,06° 43,09+ 0,34* 61,71 +6,45° 18,98 +0,21° 79,73 + 0,63
7 5,25 + 0,01% 23,52 +0,06™ 4562 +359% 24,53+0,71" 35,71 + 0,09¢
8 7,25+ 0,55° 38,12 +2,12° 112,26 +3,63° 18,50 + 0,53° 77,86 + 5,96
9(C) 586+0,15°  2954+0,76" 22,84+0,67° 23,39 +0,16% 277,40 £7,24°
10 (C) 597 0,09  30,22+0,45°° 61,39+2,18° 22,51+0,72" 209,31 + 3,14°
11 (C) 559+0,04°®  27,47+0,22" 46,12+0,40" 24,01 0,92 335,44 + 2,65

(*) Médias na mesma coluna com diferentes sobrescritos sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey (p<0,05).

BCA — Proteinas totais; GH — Grau de Hidrolise; ABTS e FRAP — capacidade antioxidante; IER — Razéo da
Eficiéncia Inibitoria.

Os resultados do planejamento experimental foram usados para avaliar o efeito dos
fatores sobre as bioatividades, porém ndo foram usados para obtencdo de modelos
matematicos descritivos. Esta decisdo deve-se ao fato de se obter bons coeficientes de
determinacdo, R2 > 0,9, para todas as variaveis dependentes: proteinas totais (R2 = 0,99), grau
de hidrolise (R = 0,99), ABTS (R? = 0,99), FRAP (R? = 0,98) e IER (R? = 0,91), porém os
residuos ndo seguiram distribuicdo normal e a variancia dos mesmos ndo apresentou
comportamento aleatorio. A andlise quantitativa usando o método de Shapiro-Wilk indicou
distribuicdo ndo normal com p < 0,05, para todas as analises realizadas. Além disso, observa-
se que todos os graficos ‘P-P normal’ (ANEXO A) apresentam variancia constante e nédo

aleatoria.
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E possivel observar que, no caso da corrente do permeado, as proteinas totais

apresentam um comportamento contrario a capacidade antioxidante (Figura 6.17), ou seja, as

condi¢cdes em que se observaram maior concentracdo de proteinas (maiores temperaturas e

maiores razOes FS: tampdo) foram as mesmas que resultaram em menores valores de

capacidade antioxidante, para ambos os métodos. Foi possivel ainda observar uma correlacdo

positiva entre os resultados de ABTS e FRAP, o0 que ja era esperado, ja& que ambas as

metodologias quantificam a capacidade antioxidante.
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Figura 6.17: Superficies de resposta em funcéo da razdo farelo de soja: tampédo e temperatura de (a) proteinas
totais (BCA),capacidade antioxidante pelos métodos (b) ABTS e (c) FRAP.

Ao analisarmos os resultados de proteinas totais e grau de hidrdlise, a temperatura

apresentou significancia estatistica com uma correlagdo positiva (Figura 6.18), ou seja, 0

aumento da temperatura resultou em um aumento destas respostas. 1sso ja era esperado, ja que

a temperatura 6tima da Alcalase é 60°C. Além disso, temperaturas mais altas também
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promovem hidrolise térmica, de modo que o GH avaliado pode n&o ter sido resultante apenas
da acdo enzimatica, mas também de fatores fisicos. Liu e Zhao (2010) reportaram que altas
temperaturas podem desnaturar as proteinas, alterando sua estrutura tridimensional, e expondo
residuos hidrofébicos, ricos em Leu, Tyr e Lys. Essa exposicao favorece o acesso da Alcalase

as moléculas proteicas.
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DV: BCA: BCA DV: GH: GH

1by2 %///////////%
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Slan;iardi eeeeeeeeeeeeeeee (Absolute Value! )
Figura 6.18: Grafico de Pareto para (a) proteinas totais e (b) grau de hidrdlise

Observa-se ainda no grafico de Pareto que a concentracdo enzimatica também
influenciou estatisticamente o GH avaliado. Contudo, observa-se nas superficies de resposta
(Figura 6.19) que a concentracdo enzimatica esté correlacionada negativamente com o grau de
hidrolise. Este fato pode indicar um excesso de enzimas e, consequentemente, a autodigestao
enzimatica. Por ser uma exoenzima secretada por uma bactéria do género Bacillus, € provavel
que a Alcalase tenha sitios alvos de autodigestdo, como reportado por Vandenburg et al.
(1990). Em seu estudo, os autores identificaram diversos sitios alvos em enzimas de Bacillus

e analisaram sua degradacdo autocatalitica em diversas condices.
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Figura 6.19: Superficies de resposta do grau de hidrélise (GH) em fungéo de (a) temperatura e concentracao
enzimatica e de (b) concentracdo enzimatica e razédo farelo de soja: tampéo.

Na Tabela 6.7, é possivel visualizar como a concentracdo de proteinas no permeado
tem uma alta correlacdo positiva e estatisticamente significativa (p < 0,01) com o GH, ja que

quanto maior o grau de hidrdlise, maior serd a o teor proteico na corrente do permeado da
ultrafiltraco.

Tabela 6.7: Correlacdo de Pearson entre proteinas totais e grau de hidroélise.
BCA (mg PTN/mL) GH (%)

Correlacéo de Pearson 1 0,750**
BCA (mg PTN.mL™) Sig. (2 extremidades) 0,000
N 33 33
Correlacédo de Pearson 0,750** 1
GH (%) Sig. (2 extremidades) 0,000
N 33 33

**. A correlacdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

De acordo com as superficies de resposta (Figura 6.20), observou-se que quanto mais
baixa a temperatura, maior a capacidade antioxidante e atividade iECA. Isto ocorre, pois altas
temperaturas podem promover oxidacdo térmica, inativando os peptideos bioativos. Além
disso, Liu e Zhao (2010) reportaram que 0 aquecimento excessivo pode levar a um
desdobramento de proteinas intensivo, expondo muito sitios hidrofébicos e diminuindo a
solubilidade proteica. Isto ocorre ja que as interacGes hidrofébicas destes sitios causam

agregacdo das proteinas. Consequentemente, os sitios ativos sdo isolados dentro destes
agregados, dificultando a agcéo da protease.
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Figura 6.20: Superficies de resposta de (a) proteinas totais (ABTS), (b) atividade antioxidante pelo método
FRAP e (c) Razdo de eficiéncia inibitéria em funcdo de concentracdo enzimatica e temperatura.

De acordo com os resultados descritos, um maior grau de hidrélise pode influenciar
negativamente a atividade dos peptideos. Isso pode estar relacionado tanto a oxidacao
térmica, como também a clivagem enzimatica. Neste caso, valores de GH elevados podem
clivar uma das ligagBes peptidicas no meio da sequéncia ativa, inativando assim, 0s
hidrolisados. Resultados similares foram reportados por Tsou et al. (2012) ao analisar o efeito

da hidrdlise limitada de usando Flavourzyme na acumulacéo lipidica em adipdécitos.

Outros estudos do mesmo grupo também indicaram que GH mais altos resultam em
uma reducdo funcional, ja que essa clivagem no meio da sequencia peptidica ativa altera
negativamente a estrutura (Tsou, Kao, et al., 2010; Tsou, Lin, et al., 2010). Moure,
Dominguez e Parajo (2006) observaram a mesma tendéncia na andlise de capacidade
antioxidante, usando a metodologia FRAP, em peptideos de soja com massa molar inferior a

1kDa. Lo e Li-Chan (2005) reportaram essa tendéncia ao analisar a atividade iIECA% dos
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peptideos de soja. Enquanto a iIECA% reduziu de 60% a 50%, o GH aumentou de 10% a 30%
em 90 minutos de hidrolise com pancreatina.

Na tabela ANOVA (Tabela 6.8) observa-se que, para a anélise ABTS, todos os fatores
de interacdo apresentaram significancia estatistica, porém isolados apresentaram diferencgas
apenas marginalmente significativas, com 0,05 < p < 0,10. Essa influéncia pode ser analisada

graficamente nas superficies de resposta (Figura 6.17(b), Figura 6.20(a) e Figura 6.21).

Tabela 6.8: Tabela ANOVA para a variavel de resposta atividade antioxidante pelo método ABTS.
R2=0,99011; QM Residual = 376736E3

Fator SO GL oM F p
Curvatura 3,87E+09 1 3,87E+09 10,27416  0,085092
QT 6,620E+09 1 6,62E+09 17,58678 0,052429
QE 6,23E+09 1 6,23E+09 16,53446  0,055493
(3) Razédo FS: Tampéo 2,97E+09 1 2,97E+09 7,88457  0,106879
1x2 1,53E+10 1 1,53E+10 40,51776 0,023803
1x3 1,96E+10 1 1,96E+10 51,95662 0,018708
2x3 1,32E+10 1 1,32E+10 34,91055 0,027470
1x2x3 7,71E+09 1 7,71E+09 20,47071 0,045539
Erro 7,53E+08 2 3,77E+08
SQ Total 7,61E+10 10

SQ - soma dos quadrados; GL — Graus de Liberdade, MQ — Quadrado Médio.
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Figura 6.21: Superficie de resposta de atividade antioxidante pelo método ABTS em funcéo da concentracéo
enzimatica e razdo farelo de soja: tampao.

Observou-se também nas curvas de superficie que todos os fatores apresentam
correlacdo negativa com a resposta ABTS. Valores menores de temperatura, concentracéo de

enzima e razdo FS: tampdo aumentaram a capacidade antioxidante medida in vitro por este



63

método. A melhor resposta, respeitando as fronteiras 45°C < T < 65°C, 5 mg.mL™ < razdo FS:
tampdo < 15 mg.mL™ e 0,01 mU.mg™ PTN < E < 0,03 mU.mg™ PTN, foi obtida na condic&o
de minima de T = 45°C, E= 0,01 mU.mg™ PTN e razdo FS: tampdo Trizma = 5 mg.mL™,
sendo 326,26 + 2,58 mmol TE. mg™ PTN. Esse resultado foi aproximadamente 100 vezes
superior aos obtidos por Ranamukhaarachchi, Meissner e Moresoli (2013) ao analisarem a
capacidade antioxidante de hidrolisados enzimaticamente com pepsina e pancreatina com ou
sem pre-tratamento térmico. No trabalho citado, os peptideos foram purificados usando
membrana de ultrafiltragdo com MMC = 10 kDa e analisados pela metodologia ORAC,
obtendo capacidade antioxidante na corrente do permeado de 3,07 mmol TE.mg™ PTN e 2,37

mmol TE.mg™ PTN com e sem pré-aquecimento térmico, respectivamente.

Vernaza et al. (2012) analisaram a capacidade antioxidante de hidrolisados de soja
obtidos com Alcalase a partir de farinha de soja. A melhor resposta para os hidrolisados da
farinha ndo germinada foi 608,9 mM TE.mg™ PTN ap6s 3 h de hidrélise, o dobro da

encontrada nesse trabalho.

Quando Moure, Dominguez e Parajo (2006) analisaram a capacidade antioxidante pelo
método FRAP, obtiveram resultados variando de 0,785 a 1,009 mM AAE com um teor total
de proteina de 5 mg.mL™, ou seja, 0,157 a 0,2018 mmol AAE. mg™ PTN. Esse resultado foi
novamente aproximadamente 100 vezes inferior aos resultados obtidos nesse estudo, que
variaram de 18,50 + 0,53 a 26,20 + 0,00 mmol AAE.mg™ PTN. Diferentes condicdes de
hidrélise foram adotadas nos ensaios realizados pelos autores.

A temperatura foi o Unico fator que apresentou diferenca estatistica na analise de
variancia de FRAP, porém a razdo FS: tampdo Trizma apresentou diferenca marginalmente
estatistica com p = 0,07 (Tabela 6.9). Esse resultado estd explicitado graficamente nas
superficies de resposta (Figura 6.17(c), Figura 6.20(b) e Figura 6.22), na qual é possivel
observar a influéncia negativa tanto da temperatura quanto da razdo FS: tampéo sobre a

capacidade redutora medida por FRAP.
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Tabela 6.9: Tabela ANOVA para a variavel de resposta atividade antioxidante pelo método FRAP.

Fator R2 =0,98232; QM Residual = 571673,2
SQ GL QM F P
Curvatura 1,56E+06 1 1,56E+06 2,74 0,2397
T 53,30E+06 1 53,30E+06 93,22 0,0106
E 11,84E+03 1 11,84E+03 0,02 0,8988
Razdo FS: Tempdo Tris 7,15E+06 1 7,15E+06 12,50 0,0715
1com2 119,75E+03 1  119,75E+03 0,21 0,6921
1com3 299,11E+03 1  299,11E+03 0,52 0,5446
2. com 3 9,93E+03 1 9,93E+03 0,02 0,9072
lcom2e3 1,06E+06 1 1,06E+06 1,86 0,3060
Erro 1,14E+06 2 571,67E+03
Total SQ 64,65E+06 10

SQ - soma dos quadrados; GL — Graus de Liberdade, MQ — Quadrado Médio.
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Figura 6.22: Superficie de resposta de atividade antioxidante pelo método FRAP em funcdo da concentragao
enzimatica e razdo farelo de soja: tampao.

Lo e Li-Chan (2005) reportaram um méaximo de iECA% de 60% para aliquotas com
uma concentracdo de 0,29 mg.mL™ retiradas durante uma digestdo com Pancreatina. Nesse
estudo, a atividade maxima de iIECA% atingiu 75% para um hidrolisado com concentracdo de
0,22 + 0,00 mg PTN. mL™, correspondendo ao ensaio 11 (Figura 6.23), que confirma a alta
bioatividade dos hidrolisados. Deve-se considerar ainda que esses resultados sdo os obtidos
com amostras diluidas 25 vezes. Como ja descrito na se¢do 5.2.4, os resultados reportados em
termos de IER representam uma melhor abordagem, ja que se baseiam na concentracdo de
proteina quantificada analiticamente. Levando isso em consideragdo, o melhor valor de
atividade antihipertensiva in vitro foi IER = 335,44 + 2,65%. (mg/mL PTN)™ (ensaio 11).



65

& [PTN] (mg/mL) OACEi%

0,35 . - 100,00%
- 03 . - 80,00%
- 4 0]
0,25 .
£ V'S ® ¢ 4 <
S 02 | o . . ? 60,00% S
E @ S
=015 - 40,00% @
5, 01 o o O o
— - 0,
005 | © O O 20,00%
o
0 0,00%
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ISP

Figura 6.23: iIECA% e concentracdo proteica da fase permeada do planejamento fatorial completo 23 com
triplicata no ponto central. Os resultados reportados sdo das amostras diluidas 25x.

Nenhum dos fatores com excec¢do da curvatura apresentou diferencgas significativas

para a atividade anti-hipertensiva, como se pode observar no grafico de Pareto (Figura 6.24).

ACEi: [ER

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 6.24: Gréfico de Pareto para a resposta iECA.

Baseado na correlagdo negativa dos fatores selecionados com as bioatividades do
produto decidiu-se por analisar o processo EHSP usando a seguinte condicdo de hidrdlise:
T=45°C; Razdo FS: tampdo de 5 mg.mL™ e concentragdo enzimatica de E = 0,01mU.mg™
PTN.
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6.6.2 Resultados para o retido

Na corrente do retido foram encontrados proteinas e peptideos com massa molar maior
que 10 kDa. Os resultados do planejamento fatorial completo da corrente do retido estdo

ilustrados na Tabela 6.10, abaixo.

Tabela 6.10: Resultado das andlises realizadas na corrente do retido do planejamento fatorial 23 com triplicata no
ponto central.

BCA FRAP IER
Ensaio (mg (cg/g TAI‘EB;S _(1n|13r_rl1_oNI) (mmol AAE. (IECA%. (mg/mL
PTN.mL?) - Mg mg ™ PTN) PTN)
1 973+031 3%811 4540+ 158 14,26 + 0,86 32,14 + 1.03%
45,65 +

2 787:030 7052+298  1748+0.75 31,78 + 1,19%
1853 22154 .

3 r028 o6 3508+157  7,39+024 10,12 + 0.31%
1166+ 3429+ .

4 0% o 73904658 11,40+ 012 16,13 + 1,07%
1009+ 33,00+ ;

5 085 o 36,78+0.72 1453+ 0,50 30,97 + 3,02%
1096+ 4309+ .

6 > 2 30754244 12,62+ 0,10 22.81 + 0.52%
1708+ 2352+ :

7 680 06 3330+168  813+0,19 25,65 + 1,18%
1178+ 3810+ .

8 o5 Seo. 10406306 1132404 26.63 + 2.06%

9 (C) 131'93%* 2%’57‘:31 80,65+462 10,82+ 0,23 4,50 + 0,42%
1379+ 3022+ )

10 (C) > S 31574209 10,06 + 0,68 13.59 + 0.10%
1476+ 2747+ .

11 (C) o0 629 2085+132 917+ 0,07 16.95 + 0.46%

BCA — Proteinas totais; GH — Grau de Hidrolise; ABTS e FRAP — capacidade antioxidante; IER — Razdo da
Eficiéncia Inibitoria.

Observou-se mais uma vez a mesma tendéncia no ajuste dos dados com bons
coeficientes de determinacdo para todas as respostas: proteinas totais (R2 = 0,99), ABTS (Rz =

0,74), FRAP (R2=0,99) e IER (R2 = 0,87).

Os histogramas, assim como a andlise quantitativa usando os métodos de
Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors e Shapiro-Wilks podem ser visualizados na Figura 6.25.
Observa-se que pelo método Kolmogorov-Smirnov, a analise poderia ser considerada normal,
com p > 0,2. Porém, deve-se levar em consideracdo que esse metodo tem uma abordagem

mais geral, e € um método mais sensivel no centro que nas extremidades do modelo. Além
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disso, os graficos ‘P-P normal’ apresentam variancia constante, ao invés de variancia aleatoria

como requerido pela distribuicdo normal (ANEXO B).

(a) (b)
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Fg 625Htg amas d siduos de (a) BCA, (b) ABTS, (c) FRAP e (d)IE Opbtd mostraram que
enhum dos resultados g u distribuicio normal, com p = 0,00047; 0,00027; p = 0,00009; p = 0,00008,

respectivamen te.

De acordo com os resultados discutidos anteriormente, as superficies de resposta
obtidas foram usadas para avaliar a influéncia dos fatores sobre as bioatividades. Observou-
se, que no caso da corrente do retido, as proteinas totais tem um comportamento contrario a
observada na corrente do permeado, principalmente em relacdo a influéncia da temperatura, ja

que, neste caso, uma temperatura mais baixa favorece o teor de proteinas totais.

Como ja explicado anteriormente, temperaturas elevadas podem acarretar na hidrélise
fisica das proteinas e peptideos, de tal modo que proteinas de maior massa molar foram
hidrolisadas e permearam durante a etapa de ultrafiltracdo. Por outro lado, a concentracdo
enzimatica também apresentou diferencas estatisticas, contribuindo positivamente para a

concentracdo de proteinas.
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Dessa vez, na analise de proteinas totais, os fatores concentracdo enzimatica,

temperatura, a interacdo da temperatura e enzima, e, curvatura foram estatisticamente

diferentes, como indicado em negrito na tabela de analise de variancia (Tabela 6.11). O fator

de interagdo da concentracdo enzimatica com a razdo FS: tampdo apresentou diferenca

marginalmente significativa. Os efeitos podem ser claramente visualizados nas superficies de

resposta (Figura 6.26).

Tabela 6.11: Tabela ANOVA para a variavel proteinas totais (BCA) da corrente do retido.

Fator R2=0,99475; QM Residual = 0,2628869
SQ GL QM F P
Curvatura 7,4805 1 7,48052 28,4553 0,033393
T 24,6818 1 24,68175 93,8873 0,010484
(2E 47,5074 1 47,50738 180,7141 0,005488
(3) Razdo FS: Tampao 1,1426 1 1,14261 4,3464 0,172437
1 por 2 13,2313 1 13,23132 50,3308 0,019295
1 por 3 1,4504 1 1,45042 5,5173 0,143294
2 por 3 4,0250 1 4,02496 15,3106 0,059541
1*2*3 0,0081 1 0,00806 0,0307 0,877118
Erro 0,5258 2 0,26289
Total SQ 100,0528 10

SQ - soma dos quadrados; GL — Graus de Liberdade, MQ — Quadrado Médio.
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Figura 6.26: Superficies de resposta para o teor de proteinas na fracao retida em funcdo de (a) temperatura e
concentragdo enzimatica, (b) razéo farelo de soja: tampé&o e temperatura, €, (c), razdo farelo de soja: tampéo e

concentragdo enzimatica.

A Figura 6.27 apresenta o grafico de Pareto para a variavel de resposta ABTS, no qual

é possivel ver que todos os fatores ndo apresentaram diferenca significativa.
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TEAC (umol TE/mg PTN)

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 6.27: Grafico de Pareto para a varidvel de resposta proteinas totais (ABTS).

Esse resultado estd em desacordo com a analise realizada para a capacidade
antioxidante pela metodologia FRAP. Neste caso, pode-se constatar no Grafico de Pareto

(Figura 6.28), que todos os fatores analisados foram estatisticamente significativos.

FRAP (mmol AscAcE/mg PTN)

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 6.28: Grafico de Pareto para a variavel de resposta atividade antioxidante pelo método FRAP.

Observa-se nas curvas de superficies de resposta que a temperatura tem uma
correlacdo positiva com a capacidade redutora medida (Figura 6.29 (a) e (b)). Na corrente do
retido, a temperatura ndo contribuiu para uma oxidacao térmica, mas promoveu uma hidrélise

fisica, produzindo hidrolisados com maior massa molar e com alta capacidade redutora.

Baseado nesse fato e no que foi discutido previamente a partir dos dados na secao
6.6.1, pode-se afirmar que a temperatura favoreceu a capacidade antioxidante, no caso de

hidrolisados com massa molar maior que 10 kDa, ao alterar a estrutura tridimensional destes.
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Porém, em peptideos com menor cadeia peptidica, a temperatura atua como um oxidante
térmico, reduzindo sua capacidade antioxidante.

Nota-se que a maior capacidade redutora ocorreu em temperaturas mais elevadas e
concentragfes enzimaticas mais baixas. Uma possivel explicacdo para esse fato pode ser a

temperatura 6tima de atuacdo da Alcalase, 60 °C, sendo que em altas temperaturas, além de
ocorrer hidrélise térmica, a hidrdlise enzimatica foi mais efetiva.
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Figura 6.29: Superficies de resposta da atividade antioxidante pelo método FRAP em funcéo de (a) temperatura e
concentragdo enzimatica, (b) razéo farelo de soja: tampédo e temperatura, e (c) concentragdo enzimatica e razdo
farelo de soja: tampéo.

No caso da atividade iIECA%, novamente nenhum dos fatores foi estatisticamente
significativo, como observado no gréfico de Pareto (Figura 6.30), abaixo.
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Figura 6.30: Gréfico de Pareto para a varidvel de resposta iECA% em termos da razdo da eficiéncia inibitoria
(IER).

6.7  Processo EHSP de isolamento proteico e hidrolise enzimatica

simultanea

No caso do processo EHSP, ja que ocorrem, simultaneamente, a extracao e a hidrolise
de proteinas da soja, o tempo selecionado foi maior, durando 3,5 horas no total. O processo
foi realizado em triplicata para avaliar a sua reprodutibilidade. Os resultados estdo expostos
na Tabela 6.12.

Tabela 6.12: Resultado do processo de extragdo e hidrolise simultanea de proteinas (EHSP) para as trés
replicatas do processo. Os resultados estdo expressos em Média = DP de pelo menos 3 replicatas de cada andlise.

Replicatas do BCA Y ABTS ¥ FRAP
Processo (mg PTN.mL™") (mmol TE.mg™* PTN) (mmol AAE.mg* PTN)
PI_1A 26,55 + 0,82 20,32 +0, 90™ 1,72 + 00,1075
PI_2A 27,09 + 0,748 20,10 + 0,39 1,53 + 0,20%¢P?
PI_3A 26,58 + 0,71 19,72 + 0,12 1,55 + 0,07%¢P?
PI_1R 28,82 + 0,49"F" 19,93 + 0,05 1,50 + 0,09°P"
PlI_2R 30,17 £ 1,27 19,86 + 0,40"" 1,36 + 0,3
Pl 3R 28,90 + 0,60"F" 19,34 + 0,38"° 1,38 +0,01°°
PI_1P 19,60 + 0,28"° 21,52 + 0,98 1,96 + 0,04"°
PI_2P 18,77 +0,37° 22,64 + 1,06™ 1,90 + 0,10"°
PI_3P 18,49 + 0,37 22,80 + 0,81"° 1,84 +0,16"5¢

" Sobrescritos com letras maitsculas diferentes na coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey
(p<0,05) intergrupos; com letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (p<0,05) intragrupos.

@p|_XY — Processo EHSP (X= 1, 2, 3 para as diferentes replicatas de processo e Y=A para corrente de
alimentacdo, Y=P para permeado e Y=R para retido).

BCA - Proteinas totais; ABTS e FRAP — capacidade antioxidante.



73

Ao se analisar a correlagdo entre as variaveis BCA e GH (Tabela 6.13 e Tabela 6.14),
observa-se que na corrente do permeado quanto maior o GH, maior foi o teor de proteinas

totais; ja, na corrente do retido, essa correlacdo foi negativa.

Tabela 6.13: Correlacdo de Pearson entre as variaveis proteinas totais (BCA) e grau de hidrélise (GH) para a
corrente do permeado.

BCA (mg PTN/mL) GH (%)

BCA (mg PTN.mL™) Correlacéo de Pearson 1 0,891**
Sig. (2 extremidades) 0,001
N 9 9
GH (%) Correlacédo de Pearson 0,891** 1
Sig. (2 extremidades) 0,001
N 9 9

**_ A correlagdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

Tabela 6.14: Correlac@o de Pearson entre as varidveis proteinas totais (BCA) e grau de hidrélise (GH) para a
corrente do retido.

BCA (mg PTN/mL) _ GH (%)

BCA (mg PTN.mL™) Correlacéo de Pearson 1 -0,660
Sig. (2 extremidades) 0,053
N 9 9
GH (%) Correlagéo de Pearson -0,660* 1
Sig. (2 extremidades) 0,053
N 9 9

*. A correlacdo é marginalmente significativa (p < 0,10; 2 extremidades).

A andlise estatistica mostrou ainda que houve uma boa reprodutibilidade do processo.
O coeficiente de variancia para cada uma das correntes variou entre 2,64% e 3,39%; 2,37% e
4,36%; e, entre 5,81% e 9,37% para proteinas totais, ABTS e FRAP, respectivamente. Os GH
nos trés diferentes processos foram: 40,48% + 0,59%, 38,35% + 0,75% e 39,02% + 0,78%,
tendo um coeficiente de variancia de apenas 2,87% entre 0s trés processos.

Os resultados obtidos no processo EHSP foram 90% inferiores as melhores respostas
de capacidade antioxidante da corrente permeada obtidas no planejamento experimental
discutido anteriormente tanto para FRAP quanto para ABTS. Por outro lado, a corrente do
permeado apresentou resultado de ABTS superior a0 2 com 20,32 + 2,06 mmol TE.mg™
PTN; e FRAP superior aos 18,50 + 0,53 mmol AAE.mg™ PTN (Ensaio 8) e 18,98 + 0,21
mmol AAE.mg™ PTN ( 6). Isso comprovou o potencial do processo EHSP.
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Esses resultados foram bem superiores aos reportados por Moure, Dominguez e Parajo
(2006) cujos valores de capacidade antioxidante pelo método ABTS foram 6,64 + 0,02 mM
TE com uma concentragdo de 5 mg PTN.mL™ (ou seja: 1,33.10° mmol TE.mg™ PTN) com
massa molar maior do que 50 kDa e uma concentracéo enzimética de 100 U.g™ PTN usando

Flavourzyme.

Observou-se, ainda, que a analise de ABTS ndo diferiu estatisticamente entre as
diferentes correntes. Esse fato também foi notado por Ranamukhaarachchi, Meissner e

Moresoli (2013) nos hidrolisados que ndo sofreram pré-tratamento térmico.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS
Todos os objetivos foram alcancados.

Peptideos e hidrolisados proteicos foram obtidos a partir da hidrolisa enziméatica com
Alcalase de um farelo de soja desengordurado proveniente da producdo de 6leo de soja

brasileiro.

O rendimento da extracdo de proteinas do farelo de soja foi determinado, sendo 149,70
mg IPS.g? FS com uma razdo farelo de soja: 4gua = 10; e 87,27 mg IPS.g™ FS com uma

razdo farelo de soja: agua = 15.

As influencias das condicdes de hidrélise do isolado proteico de farelo de soja obtido
foram avaliadas através de um planejamento fatorial completo com dois niveis e trés fatores.
Na melhor condicdo de hidrdlise, os parametros operacionais foram T = 45°C, E = 0,01 mU.
mg™ PTN, Razdo FS: tamp&o Trizma 5 mg.mL™. Neste caso, obteve-se peptideos na corrente
do permeado com 4,90 + 0,15 mg PTN.mL™, GH = 33,48% + 1,01%, 326,26 + 2,58 mmol
TE.mg™ PTN e 26,20 + 0,00 mmol AAE.mg™* PTN de capacidade antioxidante e IER =
102,15 + 3,04 iECA%.(mg/mL PTN)™* de atividade iECA.

O processo EHSP foi eficiente, em escala de bancada, usando as mesmas condi¢des do
melhor ensaio do planejamento fatorial completo, obtendo-se peptideos bioativos com
capacidade antioxidante de 22,42 + 0,98 mmol TE.mg™” PTN e 1,90 + 0,11 mmol AAE.mg™
PTN e com 19,96 + 0,58 mg PTN.mL™ e GH = 39,28% + 1,13%.

Esse trabalho foi apresentado na conferéncia internacional Total Food 2014, em
Norwich na Inglaterra em novembro de 2014 na forma de pdster. O seu resumo Se encontra no
ANEXO C.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

(a)

(b)

(©)

(d)

(€)

(f)

(9)

Sugere-se para trabalhos futuros um estudo de viabilidade econdmica para
avaliar o seu verdadeiro potencial de venda;

E importante ainda a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
espectro de massa (CLAE-EM) ndo somente para analisar a sequéncia
peptidica dos hidrolisados bioativos e sua comparacdo na literatura, mas
também para verificar a auséncia de alergénicos da soja nesses hidrolisados;
A andlise da atividade antihipertensiva no processo EHSP, assim como o
estudo in vivo das bioatividades desses peptideos para verificar os efeitos dos
mesmaos No 0rganismo;

Realizar o processo EHSP em escala piloto com posterior fracionamento dos
peptideos gerados em diferentes faixas de massa molar por processo com
membranas e avaliar suas propriedades;

Estudar a viabilidade da utilizacdo e aplicabilidade dos hidrolisados como
ingrediente na formulacdo de algum alimento;

Realizacdo de testes sensoriais para avaliar impedimentos sensoriais, tais
como a percepgdo do gosto amargo nos hidrolisados proteicos obtidos;

Uso de diferentes membranas de ultrafiltracdo para avaliar a influéncia do
tamanho da cadeia peptidica sobre as bioatividades avaliadas, funcionalidade

e impedimentos sensoriais.
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10 ANEXOS

10.1 ANEXOA

Gréaficos P-P normal de (a) BCA, (b) GH, (c) ABTS, (d) FRAP e (e) IER.

(a)

Grafico P-P Normal sem tendéncia de BCA (mg PTN/mL)

0,10
o
CC
°
® )
° o
2 o oo
0,051 < ° o
o
_ o
g o
£
o
=4
3 oo
] (=] ]
= o o
@
@
a o ©
a @
[e]
0,051 ° @
Q
o
-0,10r T T T T
00 02 04 06 08 1.0

Prob. acumulativa observada

(©)

Grafico P-P Normal sem tendéncia de TEAC (umol TEImg PTN)

04

0,14 o]

0,0000

o0

Desvio de Normal
o

-0.19 o0

0.2

-0; T T

T
00 02 04 06 08

Prob. acumulativa observada

(€)

Grafico P-P Normal sem tendéncia de IER (%)

4
o
0,3 o
-]
o
o
o

024
= o
£ o
s o
= o
€ o o
2
> o
n
o o
a o)

0,0 o)

o o
o =]
o o
<) o ©
014 o ] [¢]
o
o
-0, T T T T
0,0 02 04 06 08

Prob. acumulativa observada

Desvio de Normal

(b)

Grafico P-P Normal sem tendéncia de GH (%)
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(d)

Grafico P-P Normal sem tendéncia de FRAP (umol AAEImg PTN)

Desvio de Normal

01
o
o
0,10
o
< o
0,051 o 0 o
o
<)
o
o o @
0 o 2
[ T &
o
o Ele]
o)
o o @
o o

-0,0: T T T T

0,0 02 04 06 08

Prob. acumulativa observada




Desvio de Normal

92

10.2 ANEXOB

Gréaficos P-P normal de (a) BCA, (b) ABTS, (c) FRAP e (d) IER.

(a)

Grafico P-P Normal sem tendéncia de BCA (mg PTNImL)
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10.3 ANEXOC
Evaluation of an integrative process for obtaining soymeal derived bioactive
peptides
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According to the United States Department of Agriculture (USDA) 44.61 million metric tons of
Soybean oil have been produced in 2013/14, generating 58.05 million metric tons of meal. The residual soybean
meal is being destined mainly to the feed industries. One must take into account that with an increasing demand
of vegetable oils, the residual meal production will also increase. This can affect biofuels and edible oil
industries negatively, since the feed industry can become saturated and therefore the produced meal wouldn’t
have a destination. Thus, it is very important to diversify its use. Many studies are being carried out on different
beneficial bioactivities of the soybean derived hydrolysates. It has been reported its high antioxidant capacity,
antitumor and anti-hypertensive activities, etc. The aim of this study was, therefore, to analyse different
hydrolysis conditions for recovering bioactive peptides. Preliminary results show a high protein content (25 g/L).
The effect of soya meal particle size is being investigated on the yield of protein extraction. In addition a 2° full
factorial design with a centre point triplicate in bench scale will be performed to evaluate the effects of the H,0:
meal ratio (5-15), the enzyme concentration (1%-3%) and the pH of the suspension (4-7) in the antioxidant and

antihypertensive bioactivities of the peptides.
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