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RESUMO

O potencial bioativo de subprodutos agricolas tem despertado grande interesse, uma
vez que seu aproveitamento reduz parte do desperdicio e do impacto ambiental,
bem como pode ser fonte de ingredientes de maior viabilidade econémica. Okara € o
subproduto do processo de producédo do extrato hidrossoluvel de soja ou do tofu,
composto principalmente por fibras e proteinas, além de outros compostos da soja
como isoflavonas, lignanas, fitoesterdis, saponinas, fitatos. Este trabalho teve como
objetivos avaliar o potencial antioxidante do okara e do isolado proteico de soja
(IPS), assim como a capacidade anti-inflamatéria dos hidrolisados de ambas as
matrizes. Okara e IPS foram obtidos a partir de grdos de soja de mesmo lote e os
hidrolisados com a enzima alcalase. Okara, IPS e os hidrolisados proteicos obtidos
destas matrizes foram caracterizados em relagcdo a composi¢ao centesimal, perfil
eletroforético e potencial antioxidante pelos métodos de FRAP e ORAC, bem como o
teor de substancias redutoras do reagente Folin-Ciocalteu. O potencial anti-
inflamatério dos hidrolisados de okara e IPS obtidos com 15 e 180 min de hidrdlise
foi avaliado em cultura de células RAW 264,7 e os mediadores inflamatorios
avaliados foram o 6xido nitrico e TNF-a. A soja, farinha de soja desengordurada
(FSD), IPS e okara apresentaram perfil eletroforético (SDS-PAGE) semelhantes. O
perfil de massa molecular (SDS-PAGE Tricina) dos hidrolisados de okara mostrou
peptideos com menor massa molecular do que dos hidrolisados de IPS. Entre as
amostras analisadas FSD, IPS, okara e seus respectivos hidrolisados — o okara
apresentou a menor atividade antioxidante determinada pelos métodos de FRAP e
ORAC e teor de substancias redutoras do reagente Folin-Ciocalteu. A hidrolise
enzimatica aumentou o potencial antioxidante do IPS e okara. Os hidrolisados de
okara atuaram como agentes inflamatérios, resultando no aumento da producéo de
oxido nitrico pelas células RAW 264,7, enquanto os hidrolisados do IPS diminuiram
a producao de 6xido nitrico. Os hidrolisados de okara e de IPS provocaram aumento
na producao da citocina TNF-a, atuando, entdo, como agentes inflamatorios. Outras
substancias presentes nesses hidrolisados de origem nado proteica podem ter
influenciado esses resultados.

Palavras-chave: okara, hidrolisados proteicos, antioxidantes, inflamacéao.



ABSTRACT

The bioactive potential of agricultural by-products has aroused great interest, since
its use reduces food waste and environmental impact, as well as it can be a source
of ingredients of greater economic viability. Okara is a by-product from water-soluble
soybean extract or from tofu production; it is composed mainly by fibers, proteins,
and other compounds such as soy isoflavones, lignans, phytosterols, saponins,
phytates. The aims of this study are to evaluate the antioxidant potential from okara
and soy protein isolate (SPI) and its anti-inflammatory capacity of the hydrolysates of
both matrices. Okara and SP| were obtained from soybeans and their hydrolysates
with alcalase enzyme. Okara, SPI and hydrolysates obtained from these matrices
were characterized by chemical composition, electrophoretic profile and antioxidant
activity by the FRAP and ORAC methods, as well as the content of Folin-Ciocalteu
reducing substances. The anti-inflammatory potential of the okara and SPI
hydrolisates obtained at 15 and 180 min was evaluated using RAW 264.7 cell culture
and inflammatory mediators evaluated were nitric oxide and TNF-a. Soybean,
deffated soy flour (DSF), SPI and okara presented similar electrophoretic profile
(SDS-PAGE). The molecular weight profile (Tricine SDS-PAGE) of the okara
hydrolysates showed peptides with lower molecular weight than the SPI
hydrolysates. Among the samples DSF, SPI, okara and their hydrolysates — the
okara showed the lowest antioxidant activity measured by FRAP and ORAC methods
and the content of Folin-Ciocalteu reducing substances. Enzymatic hydrolysis of SPI
and okara increased antioxidant activity. The okara hydrolysates acted as
inflammatory agents, resulting in nitric oxide production by RAW 264.7 cells, while
the SPI hydrolysates decreased nitric oxide production. The okara and SPI
hydrolysates increased production of TNF-a cytokine, acting as inflammatory agents.
Other substances presenting non-protein source hydrolysates may have influenced
these results.

Keywords: okara, protein hydrolysates, antioxidants, inflammation.
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1 Introducao

Inflamacao sistémica e estresse oxidativo sdo decorréncias de varias
doengas como obesidade, hipertensdo arterial e cancer. Essas desordens sao
associadas aos niveis mais elevados de proteinas inflamatérias, aumento nos
marcadores de estresse oxidativo, e menores concentracdes plasmaticas de
antioxidantes (FURUKAWA et al., 2004; YESILOVA et al., 2005).

O sistema antioxidante enddégeno n&o é suficiente para neutralizar as
espécies reativas de oxigénio (EROs) do organismo, sendo indispensavel a
obtencao de antioxidantes a partir da dieta para a resposta apropriada contra a
oxidacao (CERQUEIRA et al.,, 2007; ALVES et al.,, 2010). Entre os agentes
antioxidantes encontrados nos alimentos destacam-se as vitaminas C e E,
compostos fendlicos, como os flavonoides e acidos fendlicos, e carotenoides como
B-caroteno e licopeno (PEREIRA et al., 2009). Outros compostos, como peptideos,
também s&o reconhecidos por exercer funcao antioxidante (SARMADI; ISMAIL,
2010; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

O mecanismo de acao de peptideos antioxidantes esta relacionado com a
inativacao de EROs, eliminacao de radicais livres, quelacdo de metais de transicao
pré-oxidantes e na reducao de hidroperéxidos (ZHOU et al., 2012).

A soja e seus derivados sdo conhecidos por suas propriedades benéficas
a saude associadas a presencga de fibras, proteinas, acidos graxos e isoflavonas.
Entre os alimentos produzidos a partir da soja, estdo o extrato hidrossoluvel, alguns
produtos fermentados (SANNI et al., 1992), e o isolado proteico de soja, amplamente
utilizado na industria alimenticia (NISHINARI et al., 2014). A soja e seus derivados
podem ser possiveis fontes de obtencdo de peptideos bioativos (BARAC et al.,
2005; MATEOS-APARICIO et al., 2008).

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) é um extrato aquoso dos graos de
soja, obtido a partir da trituracdo dos grdos com agua e tratamento térmico, que
possibilita a extracdo dos diversos componentes contidos na soja. No entanto, o
processo de producao do EHS nao é capaz de extrair todo o conteludo de proteinas
e de outros nutrientes presentes e, como resultado, é obtido um subproduto desse
processamento de extracao, conhecido como okara.

O principal componente do okara é a fibra (54,3%), sendo que a insoluvel
esta presente em maior quantidade (50,1%) e a soluvel em menor quantidade,
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seguido de proteina (33,4%) (MATEOS-APARICIO et al., 2010a). Outros compostos
da soja estdo presentes no okara entre eles as isoflavonas, lignanas, fitoesterois,
saponinas, fitatos (O’'TOOLE, 2004).

Okara, como outros subprodutos agroindustriais, contém diversos
compostos de interesse, como por exemplo, fendlicos, peptideos bioativos e fibras
(YOKOMIZO et al., 2002; BARBOSA et al., 2006; MELO et al., 2011). Trabalhos
mostraram que hidrolisados do okara apresentam acgédo antioxidante (O'TOOLE,
1999; YOKOMIZO et al., 2002; LI et al.,, 2012). No entanto, o potencial anti-
inflamatério de hidrolisados do okara ainda nao foi investigado. Diante do exposto é
que se propde este trabalho, tendo em vista a importancia da utilizacao do okara no

fornecimento de peptideos com atividades biologicas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antioxidante do okara, do IPS e de seus hidrolisados
assim como a capacidade anti-inflamatéria dos hidrolisados obtidos de ambas as

matrizes.

2.2 Objetivos especificos

- Obter e caracterizar quimicamente o IPS, o okara e os hidrolisados
proteicos obtidos destes produtos.

- Determinar a atividade antioxidante do isolado proteico de soja, do okara
e de seus respectivos hidrolisados proteicos.

- Determinar a atividade anti-inflamatoria dos hidrolisados proteicos
obtidos do isolado proteico de soja e do okara em cultura de células RAW 264,7.
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3 Revisao Bibliografica
3.1 Soja

O cultivo da soja (Glycine max) teve inicio no século XI a. C na China, de
onde se espalhou para a Asia. Foi introduzida nas colénias americanas por volta de
1765, pelo empresério Samuel Bowen (HYMOWITZ; HARLAN, 1983). No Brasil, o
grédo chegou em 1908, mas apenas em 1970 houve a real expansdo da soja no
Brasil, com o aumento da industria de 6leo e demanda do mercado internacional
(BOWLES; DEMIATE, 2006).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de soja, segundo dados
divulgados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), com
producédo de mais de 96 milhdes de toneladas de graos de soja no ano 2015/2016.
Grande parte da producao mundial de soja, cerca de 80%, é utilizada na fabricacao
de 6leo (LIMA; ANGNES, 1999; MORETTO; FETT, 1998), entretanto outros produtos
também séo obtidos, tais como farinha, isolados e concentrados proteicos, extrato
hidrossoluvel de soja (EHS) e produtos fermentados (MATEOS-APARICIO et al.,
2008).

O EHS teve pouca aceitagdo no Brasil devido ao sabor e aroma
desagradaveis. A acao de enzimas presentes nos graos de soja nos acidos graxos
poli-insaturados proporciona ao produto final um sabor de “feijao cru” (TORRES-
PENARANDA; REITMEIER, 2001). No entanto, o avango tecnol6gico permitiu a
producdo desse produto com melhor qualidade sensorial, o que aumenta sua
aceitabilidade (TORRES-PENARANDA; REITMEIER, 2001; CAUS et al., 2008).

Apesar dessa perspectiva, a soja € ainda pouco utilizada na dieta do
brasileiro (TASHIMA; CARDELLO, 2003), por isso grande parte da soja é
empregada na extracao de 6leos e seus subprodutos sdo destinados principalmente
a alimentacdo animal (SILVA et al., 2006), embora seus produtos e seus
subprodutos possuam elevado potencial para uso na induastria alimenticia
(DURANTI; GIUS, 1997; MELLO FILHO et al., 2004).
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3.1.1 Composicao da soja

A composicao do grao sofre variagbes com as condi¢cdes de plantio e
solo. O grao pode conter entre 35% e 45% de proteina, 30% a 34% de carboidrato,
18% a 25% de lipidios (HYMOWITZ; HARLAN, 1983). Também apresenta em sua
composi¢ao 5% minerais, incluindo potassio, calcio, magnésio, fésforo, ferro e cobre
(O'TOOLE, 1999). Outros componentes presentes na soja, como as enzimas
lipoxigenases, constituem aproximadamente 1% do total de proteinas na soja e séo
responsaveis pelo “beany flavor” dos graos de soja (ESTEVES; MONTEIRO, 2001;
SILVA et al., 2001). A soja também possui compostos fendlicos, as isoflavonas,
sendo que daidzeina, genisteina e gliciteina estdo em maior proporcdo e podem
contribuir para a prevencao de neoplasias, doencgas cardiovasculares, osteoporose e
principalmente na reducao dos sintomas relacionados a menopausa (DUNCAN et
al., 2003).

3.1.2 Proteina da soja e seus beneficios

As globulinas correspondem a aproximadamente 90% do total de
proteinas na soja, sado insoluveis em agua, porém, sédo soluveis em solugdes salinas
diluidas em valores de pH acima ou abaixo de seu ponto isoelétrico e sdo sensiveis
ao tratamento térmico (WOLF, 1970; DURANTI; GIUS, 1997).

As proteinas da soja podem ser classificadas de acordo com o coeficiente
de sedimentacado, como 15S, 11S, 7S e 2S, sendo S a unidade Svedberg (BROOKS;
MORR, 1985).

As fragdes glicinina (11S) e B-conglicinina (7S) representam 31-44% e 37-
39%, respectivamente, da proteina total (BROOKS; MORR, 1985; DURANTI; GIUS,
1997; ZHANG et al., 2002). As proteinas que compdem a fragdo 7S né&o contém
cisteina e, consequentemente, ndo possuem ligacdes dissulfeto (DURANTI; GIUS,
1997). A fragdo 15S corresponde a cerca de 10% do total de proteinas (BROOKS;
MORR, 1985; DURANTI; GIUS, 1997) enquanto a fracdo 2S é composta por
inibidores de tripsina e por proteinas biologicamente ativas e constitui
aproximadamente 20% do total proteico. Os inibidores de tripsina afetam a
digestibilidade das proteinas, sendo o inibidor de tripsina Kunitz (KTI) e o inibidor
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Bowman Birk (BBI) os mais conhecidos (KONAREV et al., 2002). Estudos in vivo tém
demonstrado que estes inibidores tém atuacdo na inibicdo da carcinogénese em
colon, es6fago, figado, pulmao (LOSSO, 2008; FEREIDUNIAN et al., 2014).

Estudos mostram que o baixo risco de doengas coronarianas em paises
Asiaticos tem relacdo com o consumo de soja (NAGATA et al., 1998; SACKS et al.,
2006), em especial ao consumo da fracao proteica (DURANTI et al., 2004; PAK et
al.,, 2005). A FDA (Food and Drug Administration), em 1999, publicou a
recomendacgdo de ingestdo da proteina de soja com o objetivo da prevencédo de
doencas cardiovasculares, indicando que o consumo de 25 g de proteina de soja por
dia, reduziria o colesterol total e LDL-colesterol (FDA, 1999). Essa recomendacéao
também foi seguida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria no Brasil
(ANVISA, 1999). No entanto, esses efeitos dependem do nivel e da duracédo da
ingestao de proteina de soja, além do género e concentracao plasmatica inicial de
lipidios do individuo (ZHAN; HO, 2005).

Peptideos obtidos das proteinas da soja apresentam agédo antioxidante,
acao anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, hipocolesterolémico e anticancer (SINGH et
al., 2014).

3.2 Okara

Em todo o mundo sdo geradas milh6es de toneladas de residuos
agroindustriais. Parte deles € aproveitada como racdao animal, no entanto, a maior
parte é descartada, causando grande impacto ao meio ambiente. Além disso, a
disposicdo desses residuos representam custos para a industria (MATEOS-
APARICIO et al., 2010a). Muitos destes residuos sdo fontes de proteina de boa
qualidade e de compostos bioativos, de tal forma que seu uso como ingrediente no
desenvolvimento de novos produtos tem despertado interesse das industrias
alimenticias.

A recuperacdo de componentes bioativos a partir de subprodutos
agricolas tornou-se uma importante area de pesquisa (GALANAKIS, 2012). Diversos
compostos bioativos, como compostos fendlicos, peptideos e fibras, séao
encontrados em diferentes subprodutos agroindustriais tais como bagacos de uva,
goiaba, em subprodutos das industrias de grédos como soja, ervilha, feijao
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(YOKOMIZO et al., 2002; MELLO FILHO et al., 2004; MATEOS-APARICIO et al.,
2010a).

O EHS, um dos produtos derivados da soja, € o extrato aquoso dos graos
de soja obtido a partir da trituragdo dos graos com agua e tratamento térmico, que
possibilita a extracdao dos diversos componentes presentes na soja. No processo de
producgéo é obtido um subproduto conhecido como okara. A sua principal destinacao
é a alimentacado animal ou o descarte (PINTO; CASTRO, 2008). Okara, devido ao
seu custo mais baixo do que o do farelo de soja tem sido usado na alimentagéo de
bovinos, suinos, caprinos, peixes (WONG; TANG, 1996) e frango (YANG; GU, 1997)
como substituicao de parte do farelo de soja.

Grandes quantidades de okara sdo produzidas anualmente,
principalmente em paises com elevado consumo de soja. Na China sdo produzidas
cerca de 2.800.000, no Japao 800.000 toneladas e 310.0000 toneladas na Coréia
(MUROYAMA et al., 2006; AHN et al., 2010; LI et al., 2012).

O EHS e consequentemente seu subproduto, o okara, podem ser obtidos
por diferentes procedimentos. No processo conhecido como Chinés, ocorre
primeiramente a separacao do extrato hidrossoluvel de soja do okara, seguido por
tratamento térmico. No procedimento Japonés o tratamento térmico € realizado
antes da separacao do extrato hidrossoluvel de soja e okara (CHANG; LIU, 2012),

como mostrado na (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma para obtenc¢do do extrato hidrossoluvel de soja e okara. Fonte:
adaptado de (LI et al., 2012).

Aproximadamente 1,1 kg de okara fresco é produzido a partir de cada 1,0
kg de soja utilizada para o processamento do extrato hidrossolivel de soja
(O'TOOLE, 2004). A deterioracdo desse residuo é muito rapida devido a sua alta
atividade de agua (NOGUCHI, 1987). Portanto, okara fresco deve ser seco logo
apds a sua obtencao para facilitar manuseio e transporte (LI et al., 2012).

O principal componente do okara é a fibra (54,3%), sendo que a insoluvel
esta presente em maior quantidade (50,1%) que a fibra soluvel (4,2%). Contém
ainda teores consideraveis de proteina (33,4%) e quantidades significativas de
lipideos (8,5%), sendo o acido linoleico o mais abundante (54,1%), seguido por
acido oléico (20,4%), acido palmitico (12,3%), acido linolénico (8,8%) e acido
estearico (4,7%). Os carboidratos presentes no okara sdo arabinose (1%), glicose
(0,2%), galactose (0,2%), frutose (0,1%), estaquiose e rafinose (1,4%) e sacarose
(0,6%) (MATEOS-APARICIO et al., 2010a). Possui ainda outros nutrientes que
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incluem vitaminas como riboflavina, tiamina e niacina e minerais, como calcio,
fosfato, zinco, ferro, cobre e magnésio (O'TOOLE, 2004).

Outros compostos da soja também presentes no okara sédo as isoflavonas
(genisteina e daidzeina), lignanas, fitoesterdis, saponinas, fitatos, que possuem
funcdes fisiol6gicas e terapéuticas, como atividade antioxidante, prevencdo de
doencas cardiovasculares (HEAD, 2001).

A extragao da proteina do okara pode ser feita em pH alcalino, resultando
em produto com propriedades funcionais e qualidade nutricional semelhante as do
isolado de soja comercial (MA et al., 1997). Em hidrolisados proteicos de okara
foram identificados peptideos com atividade antioxidante semelhante a da carnosina
(YOKOMIZO et al., 2002).

O okara tem sido utilizado para substituir parcialmente a farinha de trigo,
farinha de soja, e outros ingredientes na producdo de alimentos para aumentar o
valor nutricional de paes, macarrao e doces (LI et al., 2012). Tortilhas de milho que
foram produzidas com 10% de okara apresentaram aumento do teor de lisina e de
triptofano, que s&o aminoacidos limitantes no milho (O'TOOLE, 2004). As
caracteristicas fisico-quimica de paes com adicdo de 5% de okara na formulacao
mostraram aumento expressivo do teor protéico e de fibras no alimento (BOWLES;
DEMIATE, 2006). Em um trabalho realizado no Brasil, os autores elaborararam um
biscoito sabor chocolate com o okara e verificaram que houve aceitacdo entre
criangas em idade pré-escolar (CAVALHEIRO et al., 2001).

O okara possui alguns componentes com efeitos antinutricionais, se
consumidos em grandes quantidades, como por exemplo, o &cido fitico, que pode
reduzir a disponibilidade de ferro no organismo (MATSUO, 1996; O'TOOLE, 1999).

3.3 Estresse oxidativo e antioxidantes

A partir da cadeia respiratéria na mitocéndria sdo produzidos produtos
altamente reativos de vida curta, com capacidade de causar danos expressivos aos
tecidos bioldgicos, os chamados EROs, que incluem o superdxido (Oz”), peroxido
de hidrogénio (H20O2) e o radical hidroxila ((OH). Os radicais superoxido e hidroxila
tém um elétron livre na sua érbita externa e sao oxidantes altamente reativos. O

peroxido de hidrogénio é toxico para as células e causa maior producédo de radicais
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livres, principalmente quando reage com metais de transicao reduzidos. A geragao
de EROs pode ser por via enddégena a partir da respiracao celular, pela reacéo de
Fenton, pela resposta imune ou por estimulos exdgenas como exposicdo a luz
ultravioleta, poluentes atmosféricos, entre outros (WICKENS, 2001).

Em concentracbes baixas, as EROs exercem efeitos benéficos no
organismo, pois estdo envolvidas em diversas funcoes fisioldgicas como defesa
contra agentes infecciosos e na sinalizagdo celular (VALKO et al., 2007; ALVES et
al., 2010). Entretanto, quando ha desequilibrio entre a producdo de EROs e a
capacidade do sistema de defesa antioxidante em neutraliza-lo, o resultado é a
ocorréncia do estresse oxidativo (VALKO et al., 2007). O excesso de EROs faz com
que aumente a probabilidade de oxidagcdo de macromoléculas (lipidios, acidos
nucléicos, carboidratos e proteinas), podendo levar a danos celulares e afetar a
homeostase (LOBO et al., 2010).

O estresse oxidativo tem sido associado a neoplasias, obesidade e
doencas cardiovasculares, inflamatérias, neurodegenerativas, entre outras
(RAHMAN, 2007; LOBO et al., 2010; LU et al., 2010).

Um antioxidante foi definido como uma substancia que, presente em
pequenas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, retarda ou impede a sua
oxidagao (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995). Posteriormente os mesmos autores o
definiram como uma substéancia que atrasa evita ou remove o dano oxidativo em
uma molécula-alvo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Moller e Loft (2006)
definiram de forma mais ampla o termo antioxidante: qualquer substancia que
impede a oxidacao de biomoléculas, diretamente ou indiretamente por eliminacao de
espécies reativas de oxigénio regulando os sistemas de defesa antioxidante ou de
reparo de DNA.

Os antioxidantes promovem a interceptacdo das EROs geradas por fontes
enddgenas ou exdgenas, impedindo a acao nos lipidios, proteinas, duplas ligacoes
dos acidos graxos poli-insaturados e nas bases do DNA, evitando a formacéo de
lesbes e a perda da integridade celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

O sistema antioxidante pode ser classificado em endégeno e exdgeno. O
sistema antioxidante endégeno é composto por enzimas que impedem a formacao
ou neutralizam as EROs: glutationa peroxidase (GPx), que doa dois elétrons para
reduzir os peréxidos; catalase (CAT), que converte perdxido de hidrogénio (H20)
em agua e oxigénio; a superdxido dismutase (SOD) que converte anions superdxido



24

e peroxido de hidrogénio (RAHMAN, 2007); e a glutationa redutase (GR) que reduz
a glutationa da sua forma oxidada para a sua reduzida, para que esta continue a
neutralizar as EROs (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Ressalta-se que nutrientes
provenientes da dieta como zinco e selénio sdo importantes cofatores de enzimas
como a SOD e GPx , respectivamente (OLIN et al., 1995; RAYMAN, 2000).

Os componentes celulares ndao sao protegidos integralmente pelos
antioxidantes enddgenos, sendo indispensavel a obtengcédo de antioxidantes a partir
da dieta para a defesa apropriada contra a oxidacao (CERQUEIRA et al., 2007;
ALVES et al.,, 2010). Entre os agentes antioxidantes encontrados nos alimentos
destacam-se vitaminas C e E, compostos fenélicos, como os flavonoides e acidos
fendlicos, carotenoides como o (-caroteno e licopeno e peptideos (PEREIRA et al.,
2009; SARMADI; ISMAIL, 2010).

Ha fortes evidéncias epidemiolégicas de inumeros beneficios dos
antioxidantes presentes nos alimentos (CERQUEIRA et al., 2007) tais como o papel
da vitamina E na prevencdo das doencas cardiovasculares (PRYOR, 2000), os
carotenoides com atuagéo anticancerigena (EL-AGAMEY et al., 2004; SHARONI et
al., 2004) e a vitamina C na protecao de danos causados pela irradiacao ultravioleta
(CATANI et al., 2001), entre outros. Diversos estudos destacam as fungdes dos
antioxidantes na protecao contra o estresse oxidativo (CATANI et al., 2001;
SARADA et al., 2002; EL-AGAMEY et al., 2004; KOJO, 2004; SHARONI et al., 2004;
MPHAHLELE et al., 2014; WANG et al., 2015).

Existem varias metodologias para avaliacdo da atividade antioxidante in
vitro, com diferentes mecanismos e substancias geradoras de radical. Ndo ha um
unico método que pode determinar a capacidade antioxidante de amostras por mais
de um mecanismo e por isso, é necessaria a utilizacdo de mais de um método para
conhecer o potencial antioxidante (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Dentre os mais
utilizados estdo os métodos da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC), potencial antioxidante reativo total (TRAP), poder antioxidante de reducgéo
de ions ferro (FRAP), e a capacidade de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC).
Estes métodos se baseiam na transferéncia de elétrons (SET), reacdo de
transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT) entre um oxidante e uma espécie
reativa (OU et al., 2002).



25

3.4 Inflamacao

A inflamacdo € o conjunto de alteragbes bioquimicas, fisioldégicas e
imunoldgicas em resposta aos estimulos agressivos, que podem ser agentes
quimicos (metais pesados, acidos), agentes fisicos (calor e frio, eletricidade,
radiacdes, traumas e atritos), bioldgicos (virus, endotoxinas bacterianas, fungos).
Sua principal fungéo é a eliminagéo do estimulo inflamatério ou reparagéo de danos,
retomando o estado de homeostase do organismo (HERSH et al., 1998; BARTON,
2008).

Na fase aguda, que é logo apdés a agressdo, ha aumento de fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular, com migracdo de leucocitos na lesao.
Quando nao ha reparacao da lesdo ou quando o estimulo ndo cessa, a inflamacéo
cronica pode suceder a inflamacdo aguda, no entanto a fase crénica pode se
manifestar sem o aparecimento da inflamagao aguda anteriormente (CONE, 2001;
KUMAR et al., 2010).

A inflamacgéo crénica tem duragdo prolongada (semanas a meses) e esta
associada a infiltracdo de células que incluem linfécitos e macréfagos, destruicéo
tecidual, a proliferacao de vasos sanguineos (angiogénese) e fibrose (KUMAR et al.,
2010). A inflamacéo crbnica pode ter inicio com a exposicao prolongada aos agentes
potencialmente toxicos ou em doengas como a artrite reumatoide, aterosclerose,
cancer, doenca de Alzheimer (KUMAR et al., 2010; RIBEIRO et al., 2015).

A inflamacéo relacionada a doengas como obesidade, diabetes mellitus
tipo 2, é chamada de inflamacao crénica de baixo grau. Esta inflamacao de baixo
grau difere da inflamacao classica, na medida em que ndo ha sintomas tipicos do
processo inflamatorio, como edema, dor, rubor e perda de funcdo, mas é
semelhante na medida em que compartilha os disturbios gerados por mediadores
tipicos de inflamagédo. Nos estados pro-inflamatérios relacionados a obesidade, a
hipertrofia dos adipécitos leva ao aumento da producdo de adipocinas pro-
inflamatérias, como IL-6, IL-1, TNF-a (HOTAMISLIGIL, 2006; CASTRO et al., 2017).

Diversos estudos investigam novas alternativas de uso de compostos
bioativos numa tentativa de reduzir esse quadro inflamatério. Os modelos in vitro
tém sido utilizados para estudo inicial da possivel agdo de compostos bioativos. Um
dos modelos para estudo in vitro do processo inflamatério é a indugdo de

mediadores inflamatérios em macréfagos. Os principais mediadores inflamatérios
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sao fatores de crescimento, citocinas, mediadores lipidicos, enzimas proteoliticas
(MANTOVANI; SICA, 2010; BAAY et al., 2011), além do o6xido nitrico que é um
radical livre e sua producdo pode causar danos celulares relacionados a inflamagéao
(TORRE et al., 2002; PACHER et al., 2007). Os macré6fagos desempenham papel
fundamental na iniciacdo, manutencdo e resolugdo de inflamacdo (MANTOVANI;
SICA, 2010). O macréfago pode ser ativado por lipopolissacarideos (LPS) e
interferon-y (IFN-y). O LPS é um componente presente nas paredes celulares de
bactérias gram-negativas € € um dos mais poderosos ativadores de macréfagos,
promovendo a secrecao de citocinas pro-inflamatérias (NICHOLAS et al., 2007),
como fator de necrose tumoral (TNF-a), prostaglandina E; (PGE-), interleucina-6 (IL-
6) (MANTOVANI; SICA, 2010).

As citocinas sdo mediadores da resposta imune produzidos
principalmente por células do sistema imunolégico que regulam as funcdes de
diversas células. Seus efeitos incluem a inducao de proliferacao celular, quimiotaxia,
apoptose e diferenciagéao celular (MATSUDA; HATTORI, 2006).

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria secretada principalmente por
monaocitos e macréfagos. No entanto uma ampla variedade de células pode produzir
TNF-a, incluindo linfécitos T e B, células natural killers (NK), neutrofilos, células
endoteliais, células muscular lisas e cardiacas, fibroblastos e osteoclastos
(BRADLEY, 2008).

O TNF-a, geralmente, ndo € detectavel em individuos saudaveis, porém
0S niveis séricos elevados no soro e em tecidos sdo encontrados em condicoes
inflamatérias e de infeccdo (NURNBERGER et al., 1995). E um dos mediadores
mais potentes na resposta inflamatéria, sua meia-vida plasméatica € de
aproximadamente 20 minutos, o necessario para originar mudangas metabdlicas e
hemodinamicas importantes e estimular a secrecao de outras citocinas (OLIVEIRA et
al., 2011). Esta citocina tem potencial de estimular a coagulacdo, a liberagdo de
moléculas de adesdo, Prostaglandina E2 (PGE,, fator de ativagcdo plaquetaria,
glicocorticoides, e tem influéncia na apoptose celular (CURFS et al., 1997;
RAEBURN et al., 2002). Por outro lado, TNF-a, quando liberado em resposta a
sepse, causa choque, coagulagao intravascular disseminada e faléncia de multiplos
orgaos (GRAY; BLOCH, 2012).
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3.4.1 Oxido Nitrico

A molécula do éxido nitrico possui um elétron desemparelhado e reage
com oxigénio, metais de transigdo como ferro, cobalto, manganés ou cobre e
também com o radical superdxido (KIECHELE et al., 1993). Quando diluido, possui
meia vida de 10 segundos, oxidando-se rapidamente a nitrito e nitrato (FLORA
FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Suas fungbes sdao complexas e contraditorias,
podendo ser benéfica ou potencialmente téxica ao organismo humano de acordo
com sua concentracdo ou tipo celular em que esta presente (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000).

O o6xido nitrico é produzido em varios tipos de células, como macréfagos
e neutrdfilos (UDENIGWE et al., 2009). A producao de 6xido nitrico ocorre por meio
da familia de enzimas éxido nitrico sintetase (NOS) (HILL et al.,, 2010). As trés
isoformas de enzimas 6xido nitrico sintetase geram 6éxido nitrico e sdo encontradas
em diferentes células (HILL et al., 2010). A atividade da NOS neuronal (nNOS ou
NOS1) e da NOS endotelial (eNOS ou NOS3) é regulada pelo nivel de Ca®
intracelular.

A terceira 6xido nitrico sintetase € a INOS (macNOS ou NOS2) que é
Ca®* dependente e normalmente expressa em macréfagos, neutréfilos, células
inflamatérias e células glia. A atividade da iINOS é induzida por uma série de
estimulos como: IL-1, TNF-a, produtos de bactérias como LPS, assim a iNOS
promove a conversdo de L-arginina e O, em L-citrulina e 6xido nitrico (RIBEIRO et
al., 2015). O 6xido nitrico se difunde para o seu local de agdo e ali estimula a
guanilato ciclase para produzir monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), este por
sua vez modifica a ativagdo de proteinas quinases, canais de ions (RIBEIRO et al.,
2015).

O oOxido nitrico tem diversas acdes bioldgicas, podendo ter efeitos
fisioldgicos de forma aguda ou de longo prazo na fungédo celular. O éxido nitrico
gerado pela NOS neuronal tem efeitos na regulacdo da transmissdo sinaptica,
regulacdo da pressdo sanguinea (FORSTERMANN; SESSA, 2012). A NOS
endotelial gera 6xido nitrico que promove vasodilatacdo, vasoprotecéo, atuando na
prevencéo da aterosclerose (FORSTERMANN; SESSA, 2012). A producéo de éxido
nitrico pela INOS esta relacionada com processos degenerativos celulares incluindo
dano tecidual relacionado com inflamacao (AMES et al., 1993; LIU et al., 2002;
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TORRE et al., 2002; PACHER et al., 2007). Por isso, a supressao celular de
producgéo de 6xido nitrico por meio da iINOS pode constituir um passo no tratamento
de doencas inflamatorias (LIU et al., 2002).

3.5 Peptideos bioativos

Alguns peptideos podem ter impacto positivo nas fungdes do corpo e,
portanto, sdo conhecidos como peptideos bioativos (SINGH et al., 2014). Os
peptideos bioativos podem desempenhar funcbes benéficas na saude, incluindo
atividade antioxidante (HE et al., 2013), anti-hipertensiva (QUIST et al., 2009),
anticancer (JOUNG et al., 2012), anti-obesidade (VAUGHN et al., 2008) anti-
inflamatéria (OSEGUERA-TOLEDO et al., 2011), entre outras.

Apesar do leite e seus derivados serem as fontes mais conhecidas, os
peptideos bioativos também sdo obtidos de outras fontes animais e vegetais como
ovo, peixe, ostra, arroz, trigo, cevada e milho e soja (MATSUI et al., 1993; LI et al.,
2002; YOSHIKAWA et al., 2003).

Varios estudos tém sido realizados para investigar as propriedades
antioxidantes de hidrolisados e peptideos de fontes vegetais como amendoim
(HWANG et al., 2010), farelo de arroz (REVILLA et al., 2009), farelo de gluten de
milho (LI et al., 2008), inhame (NAGAI et al., 2007), os residuos de proteinas de
algas (SHEIH et al., 2009) e proteina de trigo sarraceno (TANG et al., 2009); além
de fontes animais como gema de ovo (SAKANAKA; TACHIBANA, 2006), caseina
(SUETSUNA et al., 2000), entre outros. Estudos relacionam a atuacdo desses
peptideos como inibidores da peroxidacao lipidica (WU et al., 2003; MOURE et al.,
2006; QIAN et al., 2008), sequestrantes de radicais livres (RAJAPAKSE et al., 2005;
MOURE et al., 2006; QIAN et al., 2008) e quelantes de metais de transicao
(RAJAPAKSE et al., 2005).

Propriedades antioxidantes dos peptideos estdo relacionadas a sua
composigao, estrutura, e hidrofobicidade (CHEN et al.,, 1998). A atividade
antioxidante também pode ser influenciada pelas condicbes empregadas para isolar
proteinas, o grau de hidrélise e o tipo de protease utilizada (PENA-RAMOS; XIONG,
2002; GIBBS et al., 2004), a estrutura do peptideo e concentracdo do peptideo
(SAITO et al, 2003). A posicdo dos aminoacidos na sequéncia peptidica
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desempenha um papel importante na atividade antioxidante dos peptideos
(SARMADI; ISMAIL, 2010). Saito et al. (2003) relataram que uma mudanca na
sequéncia de aminoacidos nos peptideos resulta em diferentes atividades
antioxidantes. Yokomizo et al. (2002) isolaram quatro peptideos do hidrolisado
proteico de okara com maior atividade antioxidante. Todos os peptideos eram di ou
tripeptideo e possuiam um aminoacido aromatico na extremidade C-terminal. Os
autores concluiram que a sequéncia aminoacidica de um peptideo é importante para
a atividade antioxidante e ndo somente a presenca de determinado aminodcido.

Varios aminoacidos como histidina, metionina e lisina sdo reconhecidos
por serem antioxidantes (SINGH et al., 2014), assim como peptideos que contém
prolina em sua composi¢ao (KITTS; WEILER, 2003). Os aminoacidos aromaticos,
fenilalanina (OVERVELD, VAN et al., 2000), tirosina, triptofano (SINGH et al., 2014)
possuem elevada atividade antioxidante. A atividade antioxidante desses
aminoacidos com residuos aromaticos € devida a capacidade de doar proétons
(SARMADI; ISMAIL, 2010). Muitos desses aminoacidos com potencial antioxidante
podem estar no interior da proteina, onde eles estariam inacessiveis as EROs
(ELIAS et al., 2008). Durante a hidrélise enzimatica, a proteina € clivada em
peptideos menores e os grupos funcionais presentes nas regides hidrofébicas sao
expostos com o consequente aumento na disponibilidade desses aminoacidos que
sdo fundamentais para exercer bioatividade (DIAZ; DECKER, 2004; ELIAS et al.,
2008; POWER et al., 2013).

A hidrélise enzimatica, portanto, é a técnica mais utilizada para obtencao
de peptideos bioativos (TAKAMATSU, 2006). Para a producao de hidrolisados pode-
se utilizar enzimas tais como pepsina, bromelina, tripsina, quimiotripsina, papaina e
alcalase, entre outras, isoladamente ou combinadas (CLEMENTE, 2000; AGYEI;
DANQUAH, 2011).

A especificidade da protease influencia as caracteristicas dos hidrolisados
resultantes (POWER et al.,, 2013). A especificidade da protease pode afetar o
tamanho, a composicdo de aminoacidos e a sua sequéncia, que por sua vez
influencia a atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos (CHEN et al., 1995;
JEON et al., 1999; WU et al., 2003). Pefa-Ramos e Xiong (2002) relataram que a
utilizacéo de diferentes enzimas para a producao de hidrolisados de proteina de soja
isolada resultou na formacao de uma mistura de peptideos com diferentes tamanhos

e, consequentemente, com diferente atividade antioxidante.
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A alcalase, uma endopeptidase produzida pelo micro-organismo Bacillus
licheniformis, possui especificidade ampla (YANG et al, 2011) e cliva
preferencialmente ligagbes peptidicas com o lado carboxil dos aminoacidos
metionina, &cido glutdmico, leucina, tirosina, lisina e glutamina (ADAMSON;
REYNOLDS, 1996). Esta enzima tem sido usada para producédo de hidrolisados
proteicos com aplicacbes na industria e também atua na geracdo de peptideos
bioativos (ZHU et al., 2006).

Embora os principais estudos realizados com peptideos bioativos sejam
principalmente sobre os efeitos antioxidante e anti-hipertensivo. O interesse na
avaliacao do efeito anti-inflamatério dos peptideos tem crescido nos ultimos anos.
Os resultados desses trabalhos tem mostrado que alguns peptideos tém fungdes
especificas, porém também podem exibir propriedades multifuncionais, como por
exemplo, atividade antioxidante e anti-inflamatéria, entre outras (SINGH et al., 2014).

Um exemplo € o peptideo Lunasina, encontrado principalmente na soja,
composto por 43 residuos de aminoacidos e com massa molecular de 5,5 kDa.
Possui acédo anti-cancer, atividade antioxidante, acdo anti-inflamatéria e acao
hipocolesterolémica (HERNANDEZ—LEDESMA et al.,, 2009; SINGH et al., 2014;
LULE et al., 2015). No estudo de Hernandez-Ledesma et al. (2009), os autores
demonstraram que o peptideo Lunasina diminuiu a produgdo de citocinas
inflamatérias como TNF-a e IL-6 e também reduziu significativamente a producéo de
EROs em macrofagos. O tratamento da farinha de soja germinada com alcalase
resultou na formacdo de hidrolisados proteicos com acdo antioxidante e na
diminuicao na producao de mediadores inflamatérios (VERNAZA et al., 2012).

Apesar das potenciais propriedades bioativas, ainda ha escassez de
informacdo sobre os mecanismos moleculares de acao desses peptideos anti-
inflamatérios (MAJUMDER et al., 2013). Geralmente, os peptideos com acao anti-
inflamatéria inibem ou suprimem a expressao de citocinas como TNF-a, IL-1, IL-6,
além de reduzir a expressdo da COX-2 (MAJUMDER et al., 2016). No entanto com
uma mudanca em sua estrutura ou composicao de aminodcidos, os peptideos
podem exibir acdo completamente diferente, o que implica em uma maior
complexidade na compreensao de seu alvo de acdao (MAJUMDER et al., 2016).
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3.6 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo compostos que contém ao menos um anel
aromatico ligado a um ou mais grupos hidroxila (OZDAL et al., 2013). Estes
compostos, que sdo produtos do metabolismo secundario de plantas (NACZK;
SHAHIDI, 2004), contribuem para a resisténcia mecanica das paredes das células
vegetais e desempenha papel regulador do crescimento das plantas (KAMISAKA et
al.,, 1990; LEWIS; YAMAMOTO, 1990; BAUCHER et al., 1998; NACZK; SHAHIDI,
2004).

As classes dos compostos fendlicos sdo os acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos e lignanas (KARAKAYA, 2004; OZDAL et al.,, 2013). Os compostos
fendlicos se tornaram foco de interesse de pesquisas devido aos seus potenciais
efeitos benéficos para a saude, como reducdo do risco de céancer, doencas
cardiovasculares (PAPADOPOULOU; FRAZIER, 2004; KURIYAMA et al., 2006;
MURSU et al., 2008; CHEN et al.,, 2011; WENG; YEN, 2012), devido ao seu
potencial antioxidante (WANG et al., 2015) e anti-inflamatério (EVANS et al., 2006;
BEARA et al., 2012; ZIMMER et al., 2012; RIBEIRO et al., 2015).

A atuacao dos compostos fendlicos como antioxidantes se da por meio da
doacdo de hidrogénio e/ou elétrons (ARORA et al.,, 1998; HEIM et al., 2002),
quelagcdo de metais (FERRALI et al., 1997), na ativacdo de enzimas antioxidantes
(HAVSTEEN, 2002). A capacidade antioxidante destes compostos é atribuida ao
poder redutor do grupo aromatico que faz com que os intermediarios formados a
partir dessa reacao sejam relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura desses compostos (CERQUEIRA et al., 2007;
PEREIRA et al., 2009).

Os principais compostos fendlicos presentes na soja sao as isoflavonas,
pertencentes a classe dos flavonoides, sendo que a daidzeina, a genisteina e a
gliciteina estdo em maior proporcdo e podem ter atuagdo particularmente nas
neoplasias, doencas cardiovasculares, osteoporose e principalmente no alivio dos
sintomas relacionados a menopausa (HOLDER et al., 1999; DUNCAN et al., 2003).
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4 Material e Métodos
4.1 Material

Os graos de soja utilizados foram da variedade Foscarin 31 (lote: IA
31/2013), adquiridos no Instituto Agronémico de Campinas (IAC). A enzima alcalase
foi adquirida da Sigma Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Foram utilizados kit ELISA de
quantificacdo de TNF-a da R&D (San Diego, CA, EUA), LPS (E. coli Sigma
Aldrichi®,St. Louis, MO, EUA). Os reagentes utilizados foram: acrilamida, tris base
(2-Amino-2-(hydroxymethyl)) (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA); B-mercaptoetanol
(Merck, Hohenbrunn, Alemanha); tricina, dodecil sulfato de sédio (SDS), Coomassie
Brilliant Blue G250, Folin-Ciocalteu, acido galico, trolox, TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina), AAPH (2,2 -azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride), fluoresceina
(Synth, Sao Paulo, Brasil). Os demais reagentes utilizados foram de grau de

analitico.

4.2 Métodos

O fluxograma geral com as principais etapas do experimento esta
mostrado na Figura 2. A partir dos gréos de soja foram obtidos e caracterizados
FSD, IPS e okara. Os hidrolisados com alcalase foram obtidos do IPS e okara sob
as mesmas condicdes. A atividade antioxidante da FSD, do okara, IPS e
hidrolisados foram avaliadas por FRAP e ORAC e também as SRRFC. Os

mediadores inflamatoérios avaliados foram TNF-a e dxido nitrico.



[ Producao da FSD ]4—[ Graos de Soja ]

\4 A

[ Producao do IPS ] [ Producao do okara ]

\ 4
[ Okara fresco ]

33

L/ . ~ .
»  Composigao centesimal

y
[ Congelamento |

4
[ Descongelamento ]

v

=[ Hidrdlise enzimatica

¢
Determinagdodo [T v
an

Liofilizacao

l

{ Obtencgéao do ]

extrato aquoso
I

Atividade antioxidante
(Teor de SRRFC, FRAP,
ORAC)

5% de proteina, alcalase
E:S (1:100)

60 °C, pH 8,5

15 min, 75 min, 180 min

\4

v

Atividade antioxidante
(Teor de SRRFC,
FRAP, ORAC)

Caracterizacao
(Eletroforese; teor
proteico)

A\ 4
Extrato aquoso

Determinacao dos
mediadores inflamatérios
(Oxido nitrico, TNF-a)

Figura 2. Fluxograma geral do experimento. FSD (farinha de soja desengordurada);
IPS (isolado proteico de soja); E:S (relacao enzima substrato); FRAP (ferric reducing
antioxidant power); GH (grau de hidrolise); ORAC (oxygen radical absorbance
capacity); SRRFC (substancias redutoras do reagente Folin-Ciocalteu); TNF-a (fator

de necrose tumoral).
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4.2.1 Obtencao do okara

O okara foi obtido de acordo com a metodologia de obtengédo do extrato
hidrossoluvel de soja da Unidade de Desenvolvimento e Producao de Derivados de
Soja (UNISOJA), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Araraquara,
SP (BENEDETTI; FALCAOQ, 2003; MAIA et al., 2006). As etapas da obtencdo do

okara estdo mostradas no fluxograma da Figura 3.
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Figura 3. Fluxograma da obtencao do okara. EHS (extrato hidrossoltuvel de soja).
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Os graos foram pesados, lavados em agua corrente e descascados
manualmente. A seguir foram submetidos ao tratamento térmico, na proporcéao 1:6
(soja:agua), por 7 min/97 °C; o aquecimento foi desligado e os grados permaneceram
por mais sete minutos na 4gua de cozimento. Os graos foram entao escorridos e ao
atingirem temperatura ambiente, foram pesados para célculo da absorcédo da agua.
A soja cozida foi entao triturada em liquidificador industrial (Skymsen, Brusque, SC,
Brasil) por 5 minutos, com adi¢do de agua a 60 °C, na mesma propor¢ao usada para
o cozimento dos graos. O material foi filtrado utilizando-se tecido sintético com
prensagens manuais para a separacao do extrato hidrossoluvel de soja do okara. O
EHS e okara foram pesados e posteriormente congelados a -20 °C.

4.2.2 Obtencao do isolado proteico de soja

Para o preparo da farinha de soja desengordurada (FSD), os grdos de
soja foram moidos em moinho de laboratério (modelo MA630/1, Marconi®),
peneirados em peneira de 60 mesh (abertura de 0,250 mm). A farinha de soja obtida
foi desengordurada com hexano na proporcado 1:10 (farinha de soja:solvente) e a
mistura foi revolvida a cada 30 min por 6 h, em temperatura ambiente. Ao final de
cada dia, o solvente foi descartado e a farinha permaneceu overnight em capela
para evaporacdo do solvente remanescente. O procedimento descrito foi repetido
por quatro dias, obtendo-se a farinha de soja desengordurada (FSD).

O isolado proteico de soja (IPS) foi preparado a partir da FSD, segundo
método de Petruccelli e Aindn (1995), com adaptagdes. Primeiramente, 100 g de
FSD foram suspendidas em 1 L de agua deionizada e o pH foi ajustado em 8,0 com
adicdo de NaOH 2 mol L'. A mistura permaneceu sob agitacdo por 2 h em
temperatura ambiente. A suspensédo obtida foi centrifugada (10.415 x g por 30 min a
4 °C). O sobrenadante foi retirado e um novo volume de agua deionizada igual ao
inicial foi adicionado, o pH foi ajustado em 8,0 com adicdo de NaOH 2 mol L, e
permaneceu sob agitacao por 2 h em temperatura ambiente e centrifugada (10.415 x
g por 30 min a 4 °C). O sobrenadante foi misturado ao sobrenadante da extracao
anterior e o pH ajustado em 4,5 com HCI 1 mol L™ e permaneceu sob agitacdo por
10 min em temperatura ambiente. A proteina precipitada foi separada por
centrifugagéo (5.858 x g por 15 min a 4 °C), lavada com agua acidificada e
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centrifugada (5.858 x g por 5 min a 4 °C), ao precipitado foi adicionado um volume
de agua deionizada e o pH ajustado a 7,0 com NaOH 2 mol L. Posteriormente foi
liofilizada e armazenada a -20 °C até sua utilizagdo. A Figura 4 mostra as etapas
para o preparo do IPS.
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Figura 4. Fluxograma obtencao do isolado proteico de soja (IPS).
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4.2.3 Obtencao dos hidrolisados proteicos

Os hidrolisados do okara e IPS foram obtidos com a enzima alcalase. A
reagdo de hidrdlise foi realizada em reator acoplado em banho termostatizado sob
agitacdo. Okara ou IPS foi disperso em agua deionizada (5% de proteina, m/v),
relacdo enzima:substrato (E:S) de 1:100 (m/m), 60 °C, pH inicial 8,5, ajustado com
NaxCOs 1 mol L. A hidrélise foi interrompida apés 15, 75 e 180 min reagéo. Ao final
da reagdo, a massa reacional foi aquecida a 90 °C por 10 min para inativacao da
enzima. Os hidrolisados foram resfriados, congelados e liofilizados e armazenados a
-20 °C até sua utilizacdo. A selecao das condicdes de hidrélise foi baseada em
testes preliminares realizados e nas condi¢cdes étima da enzima utilizada.

A determinagéo do grau de hidrolise foi realizada com o reagente OPA (o-
ftaldialdeido), segundo o método descrito por Nielsen et al. (2001). Em tubo de
ensaio foram adicionados 3 mL da solucao do reagente OPA (3,81 g de tetraborato
decaidratado, 100 mg de dodecil sulfato de sddio, 88 mg de ditiotreitol em 80 mL
agua destilada e 80 mg de o-ftaldialdeido em 2 mL de etanol) e 400 uL de solucéo
da amostra, padrdo ou agua (branco). Os tubos foram agitados em vortex por 5
segundos e transferidos para cubetas e, apds exatos 2 min, foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro a 340 nm. Foi preparada uma solucao 0,1 mg/mL de serina para o
padrdo. Para o branco foi utilizado agua destilada. A analise foi realizada em
quadruplicata. O grau de hidrélise foi determinado segundo as equagdes abaixo:

Serina-NH; = (AbSamostra-ADSpranco)/ (ADSpagrao-AbSbranco) * 0,9516 * V * 100/(X * P) (Eqg. 1)

Onde: X: massa da amostra em g; P: % de proteina total da amostra; V: volume da

solucao em L.
H = (Serina-NH. -B)/a (Eq. 2)
Onde: B: 0,342; a: 0,970, constantes para a proteina de soja (ADLER-NISSEN,

1986).
GH (%) = h/hi * 100 (Eq. 3)
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Onde: GH (%) = grau de hidrélise; h = numero de ligagdes peptidicas clivadas
durante a hidrdlise; hy,: = nUmero total de ligagdes peptidicas no substrato proteico -
7,8 para proteinas da soja (ADLER-NISSEN, 1986).

4.3 Composicao centesimal

O teor de proteina foi determinado pelo método de micro Kjeldahl,
utilizando o fator de conversao de 6,25 (AOAC, 1997). Teor de cinzas e a umidade
foram determinados segundo a AOAC (1997), e o de lipidios totais pelo método de

Bligh & Dyer (1959). O teor de carboidratos totais foi obtido por calculo de diferenca.

4.4 Caracterizacao

4.4.1 Perfil eletroforético

Os perfis de distribuicdo de massa molecular da FSD, IPS e okara foram
determinados por eletroforese em sistema SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). Foram
utilizados gel de separacao (12% T e 4% C) e gel de empilhamento (4% T e 2,67%
C). As amostras foram diluidas em tampéao redutor (62,5 mmol Tris-HCI, pH 6,8, 2%
SDS, 20% glicerol, 5% B-mercaptoetanol e 0,1% azul de bromofenol), aquecidos a
95 °C por 10 min. Foram aplicadas aliquotas de 10 pyL da solucdo das amostras
contendo 0,4% de proteina. ApGs a corrida, o gel foi corado em 0,1% Comassie Blue
G250 e descorado com vérias lavagens e solucdo &cido acético/metanol/agua
(1:4:5).

Os perfis de distribuicdo de massa molecular dos hidrolisados de okara e
IPS foram determinados em sistema SDS-PAGE-Tricina (SCHAGGER; JAGOW,
1987). Foram utilizados géis de poliacrilamida de diferentes concentragcdes: gel de
separacao (14,6% T e 3% C), gel espacador (10% T e 3% C) e gel de empilhamento
(4% T e 3% C). As amostras foram diluidas em tampao redutor (Tris-HCI 0,5 M, pH
6,8, 10% SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol e 0,1%, azul de bromofenol
aquecidos a 95°C por 4 min. Apds as corridas, os géis foram fixados por 1 hora em
solucdo metanol/acido acético/ agua (5:1:4) e corados em Coomassie Brilliant Blue
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G250 (0,04% em 10% de acido acético) e posteriormente descorados em 10% de
acido acetico.

4.5 Atividade antioxidante
4.5.1 Preparo do extrato aquoso

Para obtencédo do extrato aquoso, 100 mg de amostra (hidrolisados de
okara, hidrolisados de IPS ou IPS) ou 500 mg (FSD ou okara) foram dispersos em
10 mL de agua deionizada. Ap6és 30 min de agitacdo em temperatura ambiente, o
material foi centrifugado (10.015 x g por 20 min a 4 °C) em centrifuga RC5C (Sorvall
Instruments Dupont, Wilmington, EUA). O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro
comum e o volume foi completado em baldo volumétrico (10 mL) com agua
deionizada. Os extratos foram armazenados em frascos @mbar e congelados até sua
utilizacdo. O teor de proteina de todos os extratos aquosos foi determinado pelo
método de micro Kjeldahl, utilizando o fator de conversao de 6,25. Os extratos foram

preparados em ftriplicata.

4.5.2 Teor de substancias redutoras do reagente Folin-Ciocalteu (SRRFC)

A determinagdo do teor de substancias redutoras do reagente Folin-
Ciocalteu foi realizada de acordo com Medina (2011). Em microtubo de 1,5 mL foram
adicionados 50 puL de extrato aquoso da amostra ou padrdo ou agua deionizada
(branco), 450 pL de agua deionizada, 50 uL de reagente de Folin-Ciocalteu, 500 pL
Na>COj3 (7 %) e mais 200 pL de agua deionizada. A mistura foi agitada em vortex e
permaneceu em repouso por 90 min. A leitura da absorbéancia foi realizada em leitor
de microplaca Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek®, Vermont,
EUA) em 765 nm. A curva padrao foi feita com acido galico nas concentracbes de
50, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 pg/mL. O ensaio foi realizado em ftriplicata. Os
resultados foram expressos em ug de equivalentes de acido galico (EAG)/mg de

proteina soluvel.
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4.5.3 Ensaio de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

O ensaio de FRAP foi realizado segundo a metodologia descrita por
Benzie e Strain (1996). Em microtubo de 1,5 mL foram adicionados 30 pL do extrato
aquoso da amostra, padrao ou agua (branco), 90 yL de agua deionizada e 900 pl de
reagente FRAP (450 uL de 0,3 mol/L de tampéao acetato, pH 3,6; 225 pL de solugéo
10 mmol TPTZ em 40 mmol HCI e 225 uL de solugdo de 20 mmol FeCls). Apods
agitacdo em vortex, 200 uL por pogo foram transferidos para microplaca de 96
pocos. A placa foi incubada a 37 °C em leitor de microplaca Synergy™ HT Multi-
Mode Microplate Reader (BioTek®, Vermont, EUA) por 30 min e a absorbancia foi
medida a 595 nm. Foi feita uma curva padrdo de Trolox® (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) com as concentragdes de 100, 200, 400, 800, 1200 e
1600 umol/L. Os resultados foram apresentados em pmol Trolox® equivalente (TE)/g
de proteina soluvel. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.5.4 Ensaio de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O ensaio de ORAC foi realizado de acordo com Ou et al. (2002) com
adaptacoes de Davalos et al. (2004). Em microplaca de 96 poc¢os, foram adicionados
20 pL do extrato aquoso da amostra, padrdo, ou tampao fosfato de potassio (pH
7,4); em seguida foram adicionados 120 pL de fluoresceina em tampao fosfato de
potassio (pH 7,4) e 60 uL de AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto)
em tampao fosfato de potassio (pH 7,4). A leitura da fluorescéncia foi realizada a em
leitor de microplaca Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek®, Vermont,
EUA) por 80 min a cada 1 minuto, a 37 °C com filtro de excitagdo 485 nm e emisséo
520 nm. A curva padréao feita com Trolox® e tampao fosfato de potassio (pH 7,4) com
as concentragbes de 25, 50, 100, 300, 500 e 800 umol/L. Os valores de AUC (area
abaixo da curva) foram substituidos na equacao da reta obtida pela curva padrédo de
Trolox e os valores expressos em umol Trolox equivalente (TE)/g de proteina
soluvel. O ensaio foi realizado em triplicata para cada extrato.
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4.6 Ensaio de determinacao da capacidade anti-inflamatoria

Os ensaios para determinacdo dos mediadores inflamatérios foram
realizados com os hidrolisados de okara e de IPS obtidos no tempo 15 min e 180
min de hidrolise. Para o ensaio inflamatério utilizou-se modelo de cultura de células
da linhagem de macroéfagos de murinos RAW 264,7 gentiimente cedidas pela
Professora Dra. Wirla Tamashiro (IB-UNICAMP). Os ensaios foram realizados no
Laboratério de Compostos Bioativos (DEPAN-FEA).

As células RAW 264,7 foram cultivadas em meio RPMI-1640
suplementado com 1% de penicilina, 10% de soro fetal bovino (SFB) a 37 °C em 5%
de CO,/95% de ar.

4.6.1 Ensaio de viabilidade celular

Para andlise da viabilidade celular, foi utilizado o método brometo de 3-
(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (MOSMANN, 1983). Este ensaio é
usado para medir a viabilidade celular. MTT consiste em um sal de tetrazdlio
amarelo, solivel em agua. Nas mitocdndrias o anel é reduzido formando cristais de
formazan de coloragcdo roxa que sao insoluveis em agua (SLATER et al.,, 1963;
MOSMANN, 1983).

As células foram adicionadas em placas de 96 pocos na concentracao 1,0
x 10° por poco. Apds incubacdo de 24 h a 37 °C em 5% de CO2/95% de ar, o
sobrenadante foi retirado e adicionados 100 pL de amostra previamente diluida em
meio RPMI-1640 completo nas concentragdes 2; 1; 0,5 e 0,25 mg/mL de proteina. A
placa foi incubada novamente por 18 h a 37 °C em 5% de CO,/95% de ar, e
adicionou-se 10 uL de MTT por poco (5 mg/mL). A placa foi incubada por 4 h a 37 °C
em 5% de CO,/95% de ar, o sobrenadante foi retirado e 100 uL de DMSO
(dimetilsulfoxido) foram adicionados em cada pogo. A leitura de absorbancia foi
realizada a 550 nm em leitor de microplaca Synergy™ HT Multi-Mode Microplate
Reader (BioTek®, Vermont, EUA). O resultado foi expresso em porcentagem de
células viaveis em comparagédo ao controle (células cultivadas em meio RPMI-1640

completo sem amostra).
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4.6.2 Ensaio de producao de mediadores inflamatérios

O estimulo inflamatério utilizado foi lipopolissacarideo (LPS) na
concentragdo 100 ng/poco. As células foram semeadas na concentracéo de 4 x 10°
células por poco em placas de 24 pocos. Apds 24 h de incubacéo a 37 °C em 5% de
CO,/95% de ar, o meio foi removido e as células receberam meio adicionado de
amostra, meio adicionado de estimulo ou meio adicionado de estimulo e amostra.
As amostras foram adicionadas nas concentragbes de 1 mg/mL ou 0,5 mg/mL de
proteina, definidas com base nos resultados de Vviabilidade celular. Os
sobrenadantes foram coletados ap6s 24 h de incubacdo e armazenados a -80 °C
para quantificacdo da produgédo de mediadores inflamatorios. O ensaio foi realizado
em quadruplicata.

4.6.2.1 Dosagem de nitrito

A determinagdo da concentragdo de nitrito no sobrenadante de cultura de
macréfagos foi feita por meio da reacao de Griess (GREEN et al., 1982). Em placa
de 96 pocos foram adicionados 50 puL de amostra e 50 uL de reagente de Griess
(1% de sulfanilamida em 5% de H3PO4 e 0,1% de N-1-(naftil) etilenodiamina-diHCI
em agua destilada). A leitura de absorbancia foi realizada a 540 nm em leitor de
microplaca Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek®, Vermont, EUA).
Para a construcéao da curva padrao de nitrito foram utilizadas concentracdes de 320,
160, 80, 40, 20, 10, 5 umol/L de nitrito. Os resultados foram expressos em
concentragdo de pM de nitrito/1,5 x 10° células.

4.6.2.2 Determinacao do fator de necrose tumoral (TNF-a)

Os niveis de TNF-a foram quantificados por kit ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay), seguindo as instrugcdes do fabricante R&D (San Diego, CA,
EUA). Para o ensaio de TNF-q, a placa foi sensibilizada com o anticorpo de captura
durante 18 h a 4 °C. Posteriormente, a placa foi lavada com solugcdo de PBS 0,05%
Tween-20 por 3 vezes. Para o bloqueio, utilizou-se solugéo de bloqueio (PBS SFB
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5%) por uma hora em temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente e foram
adicionadas as amostras e padrao aos pocos € a placa foi incubada por duas horas
em temperatura ambiente.

Ap0s a incubagéo da placa, o anticorpo de deteccao foi adicionado e apds
mais uma hora, a placa foi lavada e em seguida foi adicionada a enzima peroxidase
(SAv-HRP). Ap6s 30 min, a placa foi lavada e 50 pL de solugdo do substrato
tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionada aos pogos apds 30 min de incubagcdo em
ambiente escuro a reacao foi interrompida com 50 pL de solugéo de &cido sulfurico
(1N). Os dados quantitativos foram obtidos pela medida da absorbancia a 540 nm
em leitor de microplaca Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek®,
Winooski, EUA). A concentracdo da citocina foi determinada por comparacdo com
uma curva padrao utilizando concentragées de 10,9 a 700 pg/mL de TNF-a. Os

resultados foram expressos em pg/mL.

4.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi feita utilizando o programa
GraphPad Prism versdao 5.0. Os resultados de atividade antioxidante foram
analisados por ANOVA e teste Tukey. O teste de Dunnett foi utilizado para analise
dos resultados dos mediadores inflamatérios. Essa analise consiste em
comparac6es multiplas onde apenas um tratamento serve de referéncia (controle),
que no presente trabalho foram as células tratadas somente com estimulo

inflamatério. O nivel de confiangca para ambas as avaliagdes foi de 95% (p<0,05).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Obtencao e caracterizacao do okara, IPS e seus hidrolisados

O rendimento do processo de obtencdo do EHS foi em média de 4,3 L/kg
de soja e 2,1 kg de okara/kg de soja, 0 que esta na faixa relatado por outros autores
(TASHIMA; CARDELLO, 2003; O'TOOLE, 2004; MAIA et al., 2006). Esses valores
podem sofrer variagdo de acordo com o método utilizado para obtencédo do EHS. A
umidade, 74,9 £ 0,5%, esta acordo com reportado na literatura, em torno de 80%
(STANOJEVIC et al., 2013).

A composicdo centesimal da farinha integral de soja e do okara esta
apresentada na Tabela 1. No okara, os carboidratos sdo o principal componente,
66,4%, sendo que 80% correspondem a fragdo de fibra insolluvel e 20 % as fibras
soluveis (MATEOS-APARICIO et al., 2010a). O teor de proteina esta de acordo com
o observado por Li et al. (2012), entre 15,2% a 33,4% e abaixo do relatado por
Stanojevic et al. (2014), de 27,4% a 32,1% (em base seca). A composicédo do okara
pode sofrer variacbes dependendo da soja utilizada, do processamento para
obtencdo do EHS e quantidade de agua extraida neste processo (VONG; LIU,
2016).

O IPS, obtido a partir da farinha de soja desengordurada apresentou teor
de proteina menor do que descrito na literatura. Lui et al. (2003) e Takeiti et al.
(2004) obtiveram IPS com 95,2% e 96,9% de proteina. A diferenca entre os valores
obtidos no presente estudo e 0os encontrados na literatura provavelmente deve-se ao

tipo de processo de obtencao dos isolados, bem como a farinha de soja utilizada.

Tabela 1. Composicdo centesimal da farinha de soja integral e do okara (base seca)

Isolado
Composicao (%) Farinha de Soja Integral Okara proteico de
soja
Proteinas* 37,2 10,5 22,7 £0,7 83,9104
Lipideos 23,4 +0,7 9,5 +0,8 Nd
Cinzas 4,8 10,1 1,4 £0,1 Nd
Carboidratos** 34,6 66,4 Nd

*N% x 6,25

** Calculado por diferenca

Nd: ndo determinado

Média + desvio padrao de 3 replicatas
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A Figura 5 mostra a curva de hidrélise do okara fresco com alcalase. E
possivel notar aumento no GH com o aumento no tempo de hidrélise. O mesmo
comportamento foi observado no trabalho de Kong e Xiong (2006) para hidrélise de
zeina utilizando alcalase. A partir desta curva foram definidos os tempos de 15, 75 e
180 min de hidrélise para obtencdo dos hidrolisados com diferentes GH. Nestes
tempos de hidrélise, os hidrolisados apresentaram 5,7, 12,0 e 18,3%,
respectivamente, sendo considerados, entdo, com baixo grau, médio e alto grau de
hidrélise.

A hidrélise do IPS foi realizada nas mesmas condic¢oes utilizadas para o
okara. A obtencao dos hidrolisados de IPS teve como objetivo a utilizacao de uma
matriz constituida majoritariamente por proteinas.

No decorrer do texto serdo utilizadas as seguintes siglas para os
hidrolisados: hidrolisado de isolado proteico de soja com 15 min de hidrdlise (H
IPS15), hidrolisado de isolado proteico de soja com 75 min de hidrélise (H IPS75),
hidrolisado de isolado proteico de soja com 180 min de hidrélise (H IPS180). Para os
hidrolisados de okara foram definidas as siglas: hidrolisado de okara com 15 min de
hidrélise (H OK15), hidrolisado de okara com 75 min de hidrdlise (H OK75),
hidrolisado de okara com 180 min de hidrélise (H OK180).

20
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10

Grau de hidrélise (%)

o N A O

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195
Tempo de hidrolise (min)

Figura 5. Curva de hidrélise do okara fresco com a enzima alcalase (concentracao
de substrato 5% (m/m); pH 8,5; E:S 1:100; 60 °C; 180 min).
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A FSD, IPS e okara apresentaram perfis eletroforéticos (SDS-PAGE)
semelhantes (Figura 6 A). As trés subunidades da globulina 7S, a (67 kDa), o’ (71
kDa) e B (50 kDa) (NISHINARI et al., 2014) estdo presentes em todas as amostras.
A banda com massa molecular de 33 kDa corresponde a lectina, a fragao de 20 kDa
corresponde aos inibidores de tripsina Kunitz (KTl) (KOSHIYAMA et al.,, 1981;
NISHINARI et al., 2014) e a subunidade da globulina 11S, o polipeptideo acido de 35
kDa (NISHINARI et al., 2014).

O perfil eletroforético dos hidrolisados de okara e de IPS foi avaliado em
sistema SDS-PAGE Tricina e estdo apresentados na Figura 6 B. Nos perfis das
amostras dos hidrolisados de okara (colunas 1, 2 e 3) observa-se uma banda entre
3,5 e 6,5 kDa. No perfil do H OK15 (Figura 6 B, coluna 1) nota-se algumas bandas
de maior massa molecular mais visiveis que nao estdao nos H OK75 e H OK180
(Figura 6 B, colunas 2 e 3), o que sugere que com o aumento do tempo de hidrélise
esses peptideos foram hidrolisados em peptideos de menor massa molecular.
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Figura 6. Perfil eletroforético das proteinas da soja, IPS, FSD, okara e dos
hidrolisados de okara e dos hidrolisados de IPS. (A) SDS-PAGE em meio redutor
(gel de poliacrilamida — 12%): 1- Soja; 2- IPS (isolado proteico de soja); 3- FSD
(farinha de soja desengordurada); 4- okara; P- padrao de MM (14,4 a 97,4 kDa). (B)
SDS-PAGE Tricina em meio redutor (gel de separacao 16,5% T, 3% C): 1- H OK15
(hidrolisado de okara 15 min); 2- H OK75 (hidrolisado de okara 75 min); 3- H OK180
(hidrolisado de okara 180 min); 4- H IPS15 (hidrolisado de IPS 15 min); 5- H IPS75
(hidrolisado de IPS 75 min); 6- H IPS180 (hidrolisado de IPS 180 min); P- padrédo de
MM (3,5 — 26,6 kDa).
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Os hidrolisados de IPS apresentaram algumas bandas com massa
molecular maior que 26 kDa, possivelmente o polipeptideo acido (35 kDa)
subunidade da fragao 11S, que nao esta presente nos hidrolisados do okara (Figura
6 B, colunas 1, 2 e 3). Algumas bandas com massa molecular maior que 26 kDa
estao presentes no H IPS15 e estdo ausentes nos H IPS75 e H IPS180, sugerindo
que ap6s 15 min de hidrélise essa fracao foi clivada em peptideos com baixa massa
molecular. Contudo, ainda observa-se a presenca de bandas entre 17,0 e 26,6 kDa
nos trés hidrolisados de IPS, possivelmente referente aos inibidores de tripsina

Kunitz, que se mostraram resistentes ao tratamento enzimatico com alcalase.
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5.2 Atividade antioxidante

Os resultados das SRRFC e da atividade antioxidante, determinados
pelos métodos FRAP e ORAC, estédo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Teor de substancias redutoras do reagente Folin-Ciocalteu (SRRFC),
atividade antioxidante pelo método de FRAP e atividade antioxidante pelo método de
ORAC dos extratos aquosos da farinha de soja desengordurada, isolado proteico de
soja e seus hidrolisados e okara e seus hidrolisados.

EAG (equivalente de acido galico); TE (equivalentes de Trolox); FSD (farinha de soja
desengordurada); IPS (isolado proteico de soja); H IPS15 (hidrolisado de isolado
proteico de soja de 15 min); H IPS75 (hidrolisado de isolado proteico de soja de 75
min); H IPS180 (hidrolisado de isolado proteico de soja de 180 min); OK (okara); H
OK15 (hidrolisado de okara de 15 min); H OK75 (hidrolisado de okara de 75 min); H
OK180 (hidrolisado de okara de 180 min). Os resultados sao médias de 3 replicatas,
com 3 repeticdes. Letras diferentes mostram que existe diferenca significativa de
acordo com o teste de Tukey (p<0,05). As barras acima das colunas indicam desvio
padrao.
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Em relacdo as SRRFC (Figura 7), o IPS apresentou teor 3 vezes maior
que a FSD. O okara foi a amostra que apresentou o menor teor de SRRFC, cerca de
10 vezes menos do valor apresentado pelo IPS. Essas diferengcas podem ser
relacionadas aos componentes de cada matriz. O IPS é constituido majoritariamente
por proteinas que podem reagir como reagente de Folin- Ciocalteu. O reagente
Folin-Ciocalteu reage com compostos fendlicos e com outros compostos como
acucares, acido ascorbico, alanina, tirosina, fenilalanina, histidina, triptofano, entre
outros (PRIOR et al.,, 2005; MEDINA, 2011). No okara, a matriz é constituida
principalmente por fibras, que podem ter dificultado a liberacdo de substancias que
reagem com o reagente Folin-Ciocalteu.

A hidrélise do okara e do IPS com alcalase resultou em aumento das
SRRRF em cerca de 60% para o IPS e em até 17 vezes para o okara, resultando em
valores superiores ao IPS (p<0,05). O aumento no tempo de hidrélise ndo promoveu
aumento significativo nas SRRFC nos hidrolisados de IPS e nos hidrolisados de
okara. Com a hidrdlise, tanto para o okara como para o IPS, houve liberacdo de
peptideos pela acao da alcalase, aumentando as SRRFC. No entanto, para o okara,
a reacao de hidrélise, realizada a 60°C em pH levemente alcalino, pode ter liberado
compostos ndo proteicos presentes no okara mas ausentes no IPS, tais como
acucares. Arabinose, glicose, galactose, frutose, estaquiose, rafinose, sao acucares
presentes no okara (MATEOS-APARICIO et al., 2010a).

Em relagdo a atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP
(Figura 7), a FSD e o IPS nao apresentaram diferenca significativa entre si (p>0,05),
mas apresentaram valores 3 vezes superiores ao okara (p<0,05). A hidrélise tanto
do okara como do IPS resultaram em aumento do valor de FRAP. Para o IPS
promoveu aumento na atividade antioxidante de 2 vezes enquanto que para o okara
esse aumento foi de 7 vezes em relacao as respectivas matrizes intactas.

A atividade antioxidante aumentou significativamente nos hidrolisados de
IPS e de okara com o aumento no tempo de hidrolise de 15 para 180 min. O
aumento foi de 20% para ambas as matrizes. Isso mostra que 0 aumento do GH de
5,7% para 18,3% refletiu no aumento da atividade antioxidante desses hidrolisados.
No entanto o aumento de 15 para 75 min ndo foi suficiente para aumentar a
atividade antioxidante nos hidrolisados.

Em alguns estudos, o aumento do GH de hidrolisados proteicos resultou
no aumento da atividade antioxidante (RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008;
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THEODORE et al., 2008). No entanto, outros estudos relatam diminuicdo na
atividade antioxidante com o aumento do GH (THEODORE et al., 2008; SUN et al.,
2011). Isso se deve a liberagdo de aminoacidos livres, que possuem menor poder
antioxidante que peptideos (JSTDAL et al., 1999; RIVAL et al., 2001; HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2005; SAKANAKA et al., 2005).

A capacidade antioxidante de hidrolisados depende de varios fatores
como massa molecular dos peptideos liberados durante a hidrélise, sua composicao
aminoacidica e hidrofobicidade (SARMADI; ISMAIL, 2010). As condi¢des
empregadas na hidrélise bem como a enzima utilizada também afetam a atividade
antioxidante de hidrolisados proteicos (PENA-RAMOS; XIONG, 2003; JUN et al.,
2004).

As fibras soluveis também devem ser consideradas na atividade
antioxidante do okara e seus hidrolisados. No estudo de Mateos-Aparicio et al.
(2010b), fragdes de polissacarideos soluveis do okara mostraram poder antioxidante
pelo método de FRAP, no entanto os autores ressalvam que as proteinas residuais
contidas nessa fracao devem ser consideradas na atividade antioxidante.

Em relagdo a atividade antioxidante avaliada pelo método de ORAC
(Figura 7), o IPS mostrou valor 3 vezes superior ao da FSD e 5 vezes em relagao ao
okara. A hidrélise com alcalase dobrou a atividade antioxidante do IPS enquanto
para o okara houve aumento de 10 vezes em relagdo a matriz intacta. O aumento no
tempo de hidrdlise do IPS n&o levou a aumento significativo da atividade
antioxidante nos hidrolisados de IPS determinada pelo método de ORAC.

O aumento no tempo de hidrélise resultou no aumento de 20% da
atividade antioxidante somente entre o H OK75 e o H OK180. No estudo de
Yokomizo et al. (2002) com hidrolisados de okara com diferentes enzimas, os
autores verificaram que houve aumento da atividade antioxidante contra a
peroxidagdo do acido linoleico em sistema aquoso a pH 7,0, com o aumento no
tempo de hidrélise, para as diferentes proteases utilizadas.

De forma geral, o okara apresentou a menor atividade antioxidante dentre
as amostras estudadas. Em um estudo anterior o okara apresentou menor atividade
antioxidante em comparagao com outros subprodutos da industria alimenticia (AMIN;
MUKHRIZAH, 2006). Este resultado deve-se possivelmente ao tipo de matriz. No
okara ha interagdo entre compostos antioxidantes e as fibras, que perfazem mais de
50% de sua composicdo, o que afeta a liberagdo e atividade desses compostos
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(PARADA; AGUILERA, 2007; PORRINI; RISO, 2008). No entanto, o processo de
hidrélise do okara aumentou significativamente sua atividade antioxidante
determinada tanto por FRAP como por ORAC. Para o IPS, este mesmo processo
teve menor impacto. No processo de hidrélise, além da liberacdo de peptideos pela
acao alcalase, a amostra é submetida a agitacdo continua a 60 °C, podendo
resultar, no caso do okara, na liberacdo de outros compostos, como as isoflavonas,
aumentando a atividade antioxidante.

Durante a produgao do EHS, 18% das isoflavonas da soja séo retidas no
okara (JACKSON et al., 2002). Wu et al. (2010) e Yang et al. (2013) relataram que a
solubilidade da genisteina e daidzeina aumentou com a elevacao da temperatura.
Dessa forma, as condi¢des empregadas na producdo dos hidrolisados poderiam
favorecer a solubilidade dessas isoflavonas, o que pode ter refletido na maior
atividade antioxidante dos hidrolisados de okara.

As isoflavonas sao menos solUveis em agua do que em solventes
ligeiramente menos polares (XU et al., 2006; WU et al., 2010). Jankowiaki et al.
(2014), relataram que a extracdo de isoflavonas no okara é menor quando utilizado
agua como solvente do que a extracao com diferentes concentracdes de etanol.

5.3 Mediadores inflamatoérios

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria foram escolhidos os
hidrolisados de okara e IPS obtidos com maior e menor tempo de hidrélise, 15 e 180
min. Estas amostras foram escolhidas considerando-se que estes hidrolisados
apresentam maiores diferencas em relacdo ao perfil de massa molecular dos
peptideos que os compdem, observados no perfil eletroforético (Figura 6 B, pagina
46).

5.3.1 Viabilidade celular

Os resultados do ensaio de viabilidade celular estdo apresentados na

Figura 8. Este ensaio foi realizado para avaliar o possivel efeito citotdxico das
amostras em concentragdes variando de 0,25 a 2,0 mg de proteina soluvel/mL. Para
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todas as amostras, nas diferentes concentracées, 70% das células permaneceram
viaveis, demonstrando que os produtos proteicos de soja nao foram téxicos as
células e que os efeitos na producado de mediadores inflamatérios ndo se devem a
reducdo da viabilidade celular (Figura 8). A partir destes resultados, foram
escolhidas as concentracdes intermediarias de 0,5 e 1,0 mg/mL para estudo da
producédo de mediadores inflamatérios em células RAW 264,7.
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Figura 8. Efeito do tratamento com hidrolisados proteicos de okara e de IPS com
diferentes concentracées (0,25 a 2,0 mg/mL) de proteina soluvel sobre a viabilidade
das células RAW 264,7 estimuladas por LPS. Os dados representam médias de
quadruplicata. As barras acima das colunas indicam desvio padrdo. H OK15
(hidrolisado de okara 15 min); H OK180 (hidrolisado de okara 180 min); H IPS15
(hidrolisado de IPS 15 min); H IPS180 (hidrolisado de IPS 180 min).

5.3.2 Oxido nitrico

O 6xido nitrico é sintetizado a partir da 6éxido nitrico sintetase. Oxido
nitrico € um radical livre e desempenha papel importante na regulacao da funcao
imune, neurotransmissao, regulacao da apoptose nas células, entre outras (CHUNG
et al., 2001). A producdo de Oxido nitrico foi determinada indiretamente pela
quantificacdo de nitrito presente nos sobrenadantes das células RAW 264,7 e os
resultados estdo apresentados na Figura 9. O tratamento com H IPS15 nas
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concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/mL foi capaz de reduzir em até 30% a producédo de
oxido nitrico em células RAW 264,7 estimuladas com LPS.

As células tratadas com o H IPS180 inibiu a liberagdo de Oxido nitrico
somente na concentracdo de 1,0 mg/mL. Possivelmente no H IPS180 compostos
com acao anti-inflamatéria estdo em menor concentracdo, pois podem ter sido
transformados em outros de menor massa molecular. No estudo de Oseguera-
Toledo et al. (2011), os autores relataram que hidrolisados de feijao produzidos com
alcalase com 10 a 20 minutos de hidrdlise, ndo foram tdo potentes na inibicdo da
producéo de 6xido nitrico quanto os hidrolisados com 180 minutos de hidrélise.

Outros trabalhos com proteinas de origem vegetal relatam resultados
positivos na reducdo de atividade inflamatéria. Millan-Linares et al. (2014)
produziram dois hidrolisados de proteina de tremog¢o com uma combinacéo de duas
enzimas lzyme AL, com 1 h de hidrélise, seguida da hidrélise com alcalase por 15
min, e outro hidrolisado somente com alcalase com 15 min de hidrélise. Ambos

hidrolisados inibiram em 50% a produc¢éo de 6xido nitrico em macréfagos.
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Figura 9. Producéo de nitrito (UM de nitrito/1,5 x 10° células) em sobrenadantes de
células RAW 264.7, com estimulo de LPS (lipopolissacarideo), tratadas com
hidrolisados de isolado proteico de soja ou hidrolisados de okara em concentragdes
de 1 mg/mL de proteina solavel e 0,5 mg/mL de proteina soluvel. Resultados séo
médias de quadruplicatas. Asterisco indica diferenca estatistica entre as células
tratadas com os hidrolisados e controle positivo, de acordo com teste de Dunnett
(p<0,05). As barras acima das colunas indicam desvio padrdo. H OK15 (hidrolisado
de okara 15 min); H OK180 (hidrolisado de okara 180 min); H IPS15 (hidrolisado de
IPS 15 min); H IPS180 (hidrolisado de IPS 180 min).
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Por outro lado, o tratamento com os hidrolisados de okara n&o inibiu a
liberagéo de 6xido nitrico. As células tratadas com H OK15 na concentracao de 1,0
mg/mL induziram uma liberagdo maior de 6xido nitrico que as células com estimulo
de LPS. Como as proteinas presentes no okara e no IPS sdo as mesmas,
possivelmente outros compostos de origem nao proteica presentes nos extratos dos
hidrolisados de okara liberados pelas condicdes de temperatura e pH durante a

hidrolise podem ter provocado este efeito.

5.3.3 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

Os resultados da producado do TNF-a estdo apresentados na Figura 10.
Os hidrolisados de okara assim como os de IPS na concentracdo de 1,0 mg/mL
provocaram aumento na producdo dessa citocina, sugerindo que atuaram como
possivel agente inflamatdério. As amostras podem conter compostos ndo proteicos
que possuem acgao inflamatoria e induzem aumento na producéo de TNF-a.
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: H OK180
£ 30000 =
% H IPS15
" 20000-
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|_
10000+ [ Controle negativo
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Figura 10. Produgdo de TNF-a em sobrenadantes de células RAW 264,7 com
estimulo inflamatério de LPS, tratadas com hidrolisados de isolado proteico de soja
ou hidrolisados de okara em concentracées de 1 mg/mL de proteina e 0,5 mg/mL de
proteina soluvel. Resultados em médias de quadruplicatas. Asterisco indica
diferenga estatistica entre as células tratadas com os hidrolisados e controle
positivo, de acordo com teste de Dunnett (p<0,05). As barras acima das colunas
indicam desvio padrdo. H OK15 (hidrolisado de okara 15 min); H OK180 (hidrolisado
de okara 180 min); H IPS15 (hidrolisado de IPS 15 min); H IPS180 (hidrolisado de
IPS 180 min).
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De forma geral, hidrolisados de okara e de IPS apresentaram atividade
antioxidante. Os hidrolisados de IPS apresentaram atividade inibitéria da producao
de oxido nitrico, porém nao foram capazes de inibir a produgéo de TNF-a. A acéo da
alcalase, enzima de ampla especificidade, pode ter gerado peptideos destituidos de
atividade anti-inflamatéria. Possivelmente as caracteristicas que fazem com que
estes peptideos atuem como antioxidantes, ndo sdo as mesmas que fazem com que
eles atuem como anti-inflamatorios.

Assim como para a atividade antioxidante algumas caracteristicas dos
peptideos influenciam na sua bioatividade, 0 mesmo acontece para os peptideos
com funcado anti-inflamatéria. A diminuicAdo de marcadores inflamatérios por
hidrolisados de proteina depende do perfil peptidico, sequéncia aminoacidica, bem
como a concentragcdo do peptideo (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2009). A
atividade anti-inflamatéria dos peptideos também estd relacionada com a massa
molecular. Kong et al. (2008) atribuiram a atividade anti-inflamatéria de hidrolisados
proteicos de soja a presenca de peptideos de menor massa molecular e carga
positiva. Posteriormente, Mejia e Dia (2009) sugeriram que moléculas de menor
massa molecular podem ter acesso mais facil a célula, exercendo uma atividade
anti-inflamatéria mais potente. Possivelmente, um dos motivos pelos quais 0s
hidrolisados de soja obtidos neste estudo ndao apresentaram capacidade anti-
inflamatoéria pode ser a predominancia de peptideos de maior massa molecular,
conforme observado na Figura 6 B (pagina 46).

No perfil eletroforético dos hidrolisados de okara (Figura 6 B, pagina 46,
colunas 1, 2 e 3), nota-se uma banda com massa molecular semelhante a do
peptideo lunasina. Este peptideo, de 5,5 kDa possui atividade antioxidante e anti-
inflamatéria atribuida as suas estruturas secundarias e terciarias (HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2009; MEJIA; DIA, 2009). Embora o perfil eletroforético dos
hidrolisados apresente uma banda que poderia ser o peptideo lunasina, a auséncia
de atividade anti-inflamatéria dos hidrolisados nao reforca a hipétese da presenca
deste peptideo bioativo nos hidrolisados.

Além disso, durante a hidrélise da proteina, outros compostos liberados
pelas condicoes de hidrélise, 60 °C e pH levemente alcalino, podem ter contribuido

para auséncia de atividade anti-inflamatéria.
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6 Conclusoes

O IPS mostrou maior atividade antioxidante que o okara. A hidrdlise do
okara e do IPS com alcalase levou ao aumento no teor de SRRFC e na atividade
antioxidante determinada pelos métodos de FRAP e de ORAC. Este aumento foi
proporcionalmente superior para o okara que para o IPS, possivelmente devido ao
seu menor teor proteico.

Os hidrolisados de IPS obtidos com 15 min de hidrélise enzimatica
inibiram a produgdo de Oxido nitrico tanto utilizando 0,5 como 1,0 mg/mL de
proteina. Entretanto o hidrolisado de IPS com 180 min de hidrélise inibiu a producao
de 6xido nitrico somente na concentragdo de 1,0 mg/mL.

A producao de TNF-a pelas células foi aumentada pelo tratamento com os
hidrolisados avaliados. Compostos nédo proteicos podem ter induzido a producgéo
desta citocina nas células RAW 264,7.

Os hidrolisados de okara nado foram capazes de inibir a produgdo de
mediadores inflamatdérios em células RAW 264,7. Possivelmente, a presenca de
compostos n&o proteicos liberados da matriz durante a hidrélise com alcalase
podem ter sido responsaveis pelas diferencas da atividade.

Novos estudos com o okara devem ser realizados para maiores

esclarecimentos sobre suas bioatividades e 0s seus componentes associados.
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