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RESUMO

A obtencdo de peptideos com atividade biolégica, incluindo funcoes
antioxidantes, anti-hipertensivas, anti-inflamatorias e inibi¢ao da polifenoloxidase a partir
de hidrélise enzimética de proteinas tem sido estudada a fim de obter possiveis substitutos
de substincias quimicas para medicamentos e conservantes de alimentos, principalmente
por sua caracteristica de baixa toxicidade. O presente trabalho visou a obtencdo de peptideos
bioativos por meio da hidrélise enzimatica de proteina concentrada de feijao (Phaseolus
vulgaris L.) variedade carioca e vermelho, utilizando proteases. A hidrélise enzimatica das
amostras de proteina concentrada do fejjao foi realizada aplicando-se planejamento
experimental de misturas, utilizando trés proteases comerciais: Flavourzyme® S500L,
Alcalase® 2.4L e Neutrase® 0.8L. Amostras de 5 g da proteina concentrada de feijado em
45 mL de tampao fosfato 100 mM pH 7,0 e 50 U/mL das proteases, foram incubadas a 50°C
com agitacdo de 100 rpm durante 2 horas. As amostras de proteinas de feijdo carioca e
vermelho hidrolisadas com proteases apresentaram atividade antioxidante superiores a
amostra controle (sem tratamento enzimdtico). A amostra do ensaio 7 de proteina
hidrolisada de feijdo carioca preparada com % de Flavourzyme®, % de Alcalase® e % de
Neutrase® apresentou maior capacidade antioxidante obtendo 113,91 umol TE/g para o
método ABTS, 27,90 umol TE/g para FRAP e 825,2 umol TE/g para ORAC, enquanto que
a amostra do ensaio 4 de proteina hidrolisada de feijao vermelho, preparada com a mistura
de Y2 de Flavourzyme® e %2 de Alcalase®, apresentou maior atividade antioxidante obtendo
68,14 umol TE/g para ABTS, 27,44 umol TE/g para FRAP e 620,44 pmol TE/g para
ORAC. As amostras de proteina hidrolisada de feijdo carioca (Flavourzyme® + Alcalase®
+ Neutrase®) e vermelho (Flavourzyme® + Alcalase® ), na concentragdo de 0,25 mg/mL
aumentaram 17,64 % e 11,83% a inibicdo da atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA) comparada com os respectivos controles. Nos testes de inibicdo da
enzima hialuronidase (HIA) as amostras controles e amostras hidrolisadas da proteina de
feijdo carioca e vermelho nas concentragdes de 1 a 25 mg/mL apresentaram valores de
inibicao similares, ndo sendo observado um aumento na inibi¢do da atividade de HIA com
a aplicacdo das amostras hidrolisadas. O mesmo ocorreu para os testes de inibicdo da
enzima polifenoloxidase (PFO) de mac¢a, em que nas concentragdes de 1 a 6 mg/mL das

amostras hidrolisadas de proteina de feijdo carioca e vermelho ndo foi obtido aumento na



inibicdo da PFO de maca em relacdo as amostras controles. Na inibicdo da PFO de pera, a
proteina hidrolisada de feijao carioca, nas concentracdes de 4 mg/mL e 6 mg/mL, aumentou
cerca de 5,7% e 4,8% a inibi¢cdo da PFO de pera em relacdo aos respectivos controles,
enquanto que a proteina hidrolisada de feijao vermelho nas concentragdes de 4 mg/mL e 6
mg/mL aumentou cerca de 7,99% e 9,22% a inibi¢cdo da PFO de pera em relacdo aos
respectivos controles. Os hidrolisados obtidos de proteina de feijdo carioca e vermelho
apresentaram resultados promissores na aplicagdo como antioxidantes, com valores
superiores aos controles (proteina nao hidrolisada), demonstrando um efeito positivo da

hidrélise enzimatica.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., proteinas, peptideos bioativos, hidrolise
enzimatica.



ABSTRACT

The obtaining of peptides with biological activity, including antioxidant,
antihypertensive and anti-inflammatory functions and the inhibition of polyphenoloxidase,
by way of enzymatic protein hydrolysis, was studied in order to obtain possible substitutes
for chemical substances used as drugs and food preservatives, mainly due to their low
toxicity characteristics. The present work aimed to obtain bioactive peptides by means of
the enzymatic hydrolysis of concentrated protein extracts obtained from beans (Phaseolus
vulgaris L.) of the carioca and red varieties, using proteases. The enzymatic hydrolysis of
the concentrated bean protein samples was carried out by applying an experimental mixture
design with three commercial proteases: Flavourzyme® S500L, Alcalase® 2.4L and
Neutrase® 0.8L. Samples of 5 g of the bean protein concentrates in 45 mL of 100 mM
phosphate buffer pH 7.0 and 50 U / ml of the proteases were incubated at S0°C with shaking
at 100 rpm for 2 hours. The samples of carioca and red bean proteins hydrolyzed with
proteases showed higher antioxidant activity than the control samples (without enzymatic
treatment). Sample n° 7 made from carioca bean protein hydrolyzed with %5 Flavourzyme®,
3 Alcalase® and '3 Neutrase® showed the highest antioxidant capacity, obtaining 113.91
umol TE / g for the ABTS method, 27.90 umol TE / g for FRAP and 825.2 pmol TE / g for
ORAC, whereas sample n° 4 made from the red bean protein, hydrolyzed with a mixture of
Y2 Flavourzyme® and V2 of Alcalase®, presented the highest antioxidant activity, with 68.14
umol TE / g for ABTS, 27.44 umol TE / g for FRAP and 620.44 umol TE / g for ORAC.
The samples of protein hydrolyzed of carioca bean (Flavourzyme® + Alcalase® +
Neutrase®) and red bean (Flavourzyme® + Alcalase®) at a concentration of 0.25 mg / mL
increased respectively 17.64% and 11.83% inhibition of the angiotensin converting enzyme
(ACE) activity compared to the respectives controls. In the inhibition tests of the
hyaluronidase enzyme (HIA), the control and hydrolysed protein samples of the carioca and
red bean at concentrations of 1 to 25 mg / mL showed similar inhibition values, with no
increase in inhibition of HIA activity with the application of the hydrolyzed samples. The
same occurred for the inhibition tests of the apple enzyme polyphenoloxidase (PPO), in
which at the concentrations of 1 to 6 mg / mL of the hydrolyzed protein samples of carioca
and red bean did not obtain increase in the inhibition of apple PPO in relation the controls

samples. In the inhibition of pear PPO, the hydrolyzed protein carioca bean at



concentrations of 4 mg / mL and 6 mg / mL increased the inhibition of pear PPO by 5.7%
and 4.8% in relation to the respective control, whereas the red bean hydrolyzed protein at
concentrations of 4 mg / mL and 6 mg / mL increased by about 7.99% and 9.22% inhibition
of pear PPO relative to the respective control. The hydrolysates obtained from carioca and
red bean protein presented promising results in the application as antioxidants, with values
higher than the controls (non hydrolyzed protein), demonstrating a positive effect of the

enzymatic hydrolysis.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., proteins, bioactive peptides, enzymatic hydrolysis.
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1- INTRODUCAO

As proteinas sdo componentes fundamentais dos alimentos. Sdo consideradas
fonte de aminodcidos essenciais e de energia, necessarios para o crescimento € manutengao
de funcgdes fisioldgicas (SARMADI & ISMAIL, 2010). Durante a digestao, as proteinas sao
hidrolisadas por proteases do trato gastrointestinal gerando uma grande variedade de
peptideos, os quais podem apresentar propriedades bioativas, sendo considerados potenciais
alimentos funcionais (RYDER et al., 2016). Alguns peptideos derivados dos alimentos
apresentam caracteristicas estruturais andlogas com peptideos endégenos que atuam no
organismo como neurotransmissores, hormonios ou agentes reguladores. Dessa forma, os
peptideos exdgenos podem interagir com os receptores dos peptideos enddgenos e exercer
fun¢des semelhantes (HERNANDEZ—LEDESMA et al., 2014).

Um alimento funcional pode ser definido como qualquer alimento, que além das
func¢des nutritivas bdsicas, apresenta beneficios adicionais a saude, regulando uma ou mais
funcdes no organismo (DIPLOCK et al., 1999; HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011).

Pesquisadores tém estudado amplamente as propriedades dos alimentos
funcionais, buscando uma terapia alternativa para auxiliar no tratamento de diversas
doencas, incluindo estresse oxidativo, doencas cardiovasculares, obesidade, hipertensao,
diabetes, inflamacao e cancer. Essas perturbacdes fisioldgicas e morfoldgicas podem estar
associadas ao uso excessivo de aditivos sintéticos nos alimentos, dieta ndo balanceada e
aumento na taxa de infec¢des (BASHO & BIN, 2010; SAADI et al., 2015).

Nos udltimos anos, muitos estudos revelaram propriedades antioxidantes, anti-
hipertensivas, antimicrobiana, imunomoduladoras, anti-diabéticas e anti-inflamatérias dos
alimentos, incluindo soja, soro de leite e também peixes, devido aos seus compostos
bioativos, como por exemplo, os peptideos (BIZIULEVICIUS et al., 2006; TSOU et al.,
2010; ZHANG et al., 2010; TAVARES et al., 2011; AHN et al., 2015). Além disso, alguns
estudos mostraram a capacidade de peptideos em inibir a polifenoloxidase, uma enzima
envolvida no escurecimento de frutas e vegetais e que afeta diretamente a qualidade desses
alimentos (PUANGPHET et al., 2015).

Os peptideos sdo constituidos por sequéncias de 2 a 20 aminodcidos, de
comprimento de cadeia varidvel e com baixa massa molecular (inferior a 6000 Da). Quando

a proteina nativa € submetida a digestdo enzimatica pode ocorrer a produgdo de fragmentos
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ativos, chamados, biopeptideos ou peptideos bioativos (SARMADI & SMAIL, 2010;
SAADI et al., 2015).

A bioatividade € definida principalmente pela composicdo e sequéncia de
aminoacidos (SARMADI & ISMAIL, 2010). Essa enorme diversidade funcional coloca os
peptideos e as proteinas em posi¢cao de destaque no campo das aplicagdes biotecnoldgicas
(MIRANDA & LIRIA, 2008), sendo apontados por alguns autores como possiveis
substitutos de substancias quimicas utilizadas como farmacos ou conservantes de alimentos
(HONG et al., 2008; UHLIG et al., 2014).

Processos envolvendo hidrélise enzimética de proteinas t€m sido estudados para
a producdo de peptideos com atividade bioldgica. De acordo com os Bancos de Dados
Biopep e BioPD (Bioactive Peptide Database), mais de 3000 diferentes peptideos bioativos
encontram-se registrados em suas bases (SINGH et al., 2014).

A utilizacdo de peptideos bioativos na drea farmacé€utica t€ém apresentado
resultados promissores, no tratamento de doencas cardiovasculares, infecciosas e de origem
metabolica. Os peptideos apresentam uma importante vantagem competitiva em relacao aos
medicamentos tradicionais devido a algumas caracteristicas, como: 1) sdo moléculas que
apresentam alta especificidade pelas células ou tecidos alvos, resultando em baixo ou
nenhum efeito téxico e exigindo baixas concentracOes para uma atuacido efetiva. Essa
caracteristica é extremamente importante, principalmente para os tratamentos de doengas
durante um tempo prolongado; 2) as pequenas moléculas quimicas presentes nos
medicamentos tradicionais muitas vezes apresentam efeito cumulativo no organismo. Em
casos de metabolismo deficiente, incluindo os mecanismos de biotransformacao, transporte,
absor¢do e excrecdo, no qual estas moléculas seriam excretadas ainda na forma ativa, a
possibilidade de danos ao ambiente torna-se alta. Por outro lado, peptideos sofrem pouco
ou nenhum actimulo no organismo e sdo facilmente degradados no ambiente (UHLIG et al.,
2014).

O presente projeto visou estudar a obtencdo de hidrolisados de proteina
concentrada de feijdo das variedades carioca e vermelho e avaliar as atividades antioxidante,

anti-hipertensiva, anti-inflamatéria e a inibi¢ao da polifenoloxidase.

2-0OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral
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Estudar as bioatividades dos peptideos obtidos por meio da hidrélise enzimatica
da proteina concentrada de feijao (Phaseolus vulgaris 1.) das variedades carioca e

vermelho.

2.2 - Objetivos especificos

e Obtencdo de proteina concentrada de feijao (Phaseolus vulgaris L.) das
variedades carioca e vermelho;

e Verificar a presenga de compostos interferentes, como compostos fendlicos e
pigmentos, nas amostras de proteina concentrada de feijao;

e Avaliar a hidrélise enzimatica das amostras de proteina concentrada de feijao
utilizando trés preparagdes comerciais de protease (Flavourzyme® 500L,
Alcalase® 2.4L e Neutrase® 0.8L) na forma isolada ou em combinacdes bindrias
e terndrias para determinagdo da formulagdo mais adequada para obten¢do de
hidrolisados proteicos com base em suas atividades bioldgicas;

e Determinar as atividades antioxidante, anti-hipertensiva, anti-inflamatéria e
inibicao da enzima polifenoloxidase dos hidrolisados proteicos obtidos;

e Avaliar o efeito da concentracdo das amostras sobre as atividades bioldgicas.

3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Feijao
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O feijao (Phaseolus vulgaris 1..) € um dos alimentos mais produzidos e
consumidos mundialmente. De acordo com a FAO (2016), estima-se que a produgdo
mundial de feijao atingiu 23 milhdes de toneladas em 2013, sendo o Brasil responsédvel por
13% dessa produgdo, atingindo cerca de trés milhdes de toneladas. Os maiores mercados
consumidores incluem América do Sul (9,3 kg/per capita/ano), Caribe (9,1 kg/per
capita/ano), América Central (8,8 kg/per capita/ano) e Africa Central (8,0 kg/per
capita/ano).

O feijao é considerado uma boa fonte de proteinas (16-33%), vitaminas,
minerais e carboidratos complexos (DE LA FUENTE et al., 2012). As proteinas do feijao
sdo divididas em quatro fracdes: globulina, albumina, glutelina e a prolamina. A globulina
corresponde a 54% a 79% da proteina total do feijdo, a albumina de 12% a 30%, a glutelina
de 20% a 30% e a prolamina de 2% a 4% (MONTOYA et al., 2010). Dessa forma, as
globulinas correspondem a maior fracao de proteinas do feijao e ainda sao divididas nas
fracoes 7S e 11S de acordo com seus coeficientes de sedimentagdo. A fragdo 7S é também
conhecida como faseolina e representa 40% a 50% da proteina total do feijao, enquanto a
fracdo 11S representa apenas 10% (HAYAT et al., 2014).

A Tabela 1 ilustra as quantidades em mg/g de aminoécidos essenciais € nao
essenciais nas diferentes fragdes da proteina do feijao e na proteina total.

As faseolinas sdo caracterizadas pelo baixo teor de metionina e cisteina e
elevada resisténcia a protedlise, resultando em valor nutricional limitado (CARRASCO-
CASTILLA et al., 2012; LUNA-VITAL, 2014).

A baixa susceptibilidade da faseolina as enzimas proteoliticas sdo atribuidas a
glicosilacdo da proteina, estrutura rigida e compacta repleta de folhas f3, baixo potencial
hidrofilico e limitagdo da acessibilidade das enzimas proteoliticas. As fragdes brutas de
albumina e de glutelina de feijao também possuem baixos valores de digestibilidade (26 a
42%). A baixa digestibilidade da albumina ocorre devido a presenga de um nimero elevado

de pontes dissulfeto e a presenca de 12% de carboidratos (HAYAT et al., 2014).

Tabela 1 — Composi¢ao de aminodcidos essenciais e ndo essenciais (mg/g) da proteina total
e das diferentes fracdes da proteina do feijao.

Fracoes proteicas

Aminoacidos  Proteina Faseolina 11S Albumina Glutelina Prolamina
Total (75)
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Essencial
Arginina 63 53 48 65 61 71
Histidina 30 32 30 35 35 24
Isoleucina 48 43 49 43 62 57
Leucina 95 83 87 66 114 101
Lisina 76 64 78 109 81 59
Metionina 12 9 15 10 20 16
Fenilalanina 65 31 36 40 54 74
Treonina 47 30 49 74 46 39
Valina 57 59 70 49 66 79
Nado essencial
Alanina 51 36 69 49 49 47
Acido Aspirtico 120 152 95 142 112 95
Cisteina 1 3 6 2 - 1
Acido Glutamico 140 160 131 128 145 124
Glicina 56 40 80 47 44 52
Prolina 38 35 51 50 40 91
Serina 68 102 73 55 43 48
Tirosina 40 47 29 35 28 23

Fonte: MONTOYA et al., 2010.

O tratamento térmico pode alterar a estrutura das proteinas, contribuindo para o
aumento da digestdo das proteinas (HAYAT et al., 2014; MOJICA & MEIJIA, 2015). As
estruturas tercidrias e quaterndrias da faseolina sofrem alterac@o pelo tratamento térmico,
podendo aumentar significativamente as superficies hidrofilicas, cerca de sete a nove vezes,
ocasionando em um alto grau de hidrélise e também aumentando as taxas de digestao, sendo
relatado um aumento de 82% na digestdo in vitro e de 90% na taxa de digestdo in vivo
(MONTOYA et al.,, 2010; HAYAT et al., 2014).

O feijao apresenta em sua composi¢do compostos bioativos, como os polifenois,
amido resistente, oligossacarideos e € fonte de peptideos bioativos e por esse motivo, 0
consumo de feijao tém sido associado a reducdo do risco de doencgas cardiovasculares,

diabetes, obesidade e cancer (LUNA-VITAL, 2014; KAMARUDIN & GAN, 2016).
3.2 - Hidrdlise enzimatica de proteinas e obtencao de peptideos bioativos
Vérios métodos podem ser utilizados para a obtencdo de peptideos bioativos,

entre eles, tratamento com proteases exdgenas, digestdo gastrointestinal, tratamento dcido

ou alcalino e fermentacdo microbiana. A hidrélise enzimadtica, utilizando proteases ¢é
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geralmente a mais utilizada para gerar hidrolisados contendo peptideos bioativos (BAH et
al, 2016). Neste processo sdo aplicadas enzimas proteoliticas de origem animal, vegetal ou
microbiana em condicdes controladas para obteng¢do de hidrélise limitada, que pode resultar
na formacdo de peptideos bioativos, diminuicao da concentracio de fatores alergénicos e
aumento da digestibilidade da proteina (KORHONEN, 2009). E caracterizada como uma
técnica segura, rdpida e de facil controle. Sdo utilizadas condi¢des de pH (6 — 8) e
temperaturas (40 a 60°C) para manter a atividade da protease, evitando o uso de condi¢des
extremas, como os utilizados em muitos tratamentos fisicos e quimicos. Essa técnica pode
ser utilizada para melhorar as propriedades funcionais e biolégicas de proteinas, assim como
agregar valor a subprodutos de baixo valor comercial (ZAREI et al., 2014; CASTRO &
SATO, 2015; BAH et al., 2016).

As proteases catalisam a reacdo de hidrdlise das ligacOes peptidicas das
proteinas e ainda podem apresentar atividade sobre as ligagdes éster e amida. Todas as
proteases apresentam certo grau de especificidade quanto ao substrato, em geral relacionado
aos aminodcidos envolvidos na ligacdo peptidica a ser hidrolisada e aqueles adjacentes a
eles (SANTOS & KOBLITZ, 2008). Essa especificidade em adicdo as condi¢des de
hidrdlise utilizadas, incluindo a relagdo enzima-substrato (E / S), temperatura, pH e tempo
de hidrélise afetam o grau de hidrdlise, o tamanho e a sequéncia de aminodcidos dos
peptideos resultantes, além da quantidade de aminodcidos livres, que por sua vez
influenciam a atividade bioldgica dos hidrolisados (TSOU et al., 2010; SARMADI &
ISMAIL, 2010; BAH et al., 2016).

A utilizacdo de uma protease na forma isolada ou combinacdao de diversas
proteases com diferentes especificidades, como pepsina, tripsina, quimotripsina, bromelina,
papaina, Alcalase®, Neutrase®, Flavourzyme® entre outras, tem sido utilizada como
estratégia para a producao de peptideos bioativos mais efetivos e estaveis por implicarem
em tempos de reacdo reduzidos para obtencao do grau de hidrélise requerido assim como a
obtencao de diferentes perfis, principalmente relacionados a composic¢ao e distribui¢ao de
massa molecular dos peptideos. A duragdo da hidrélise tem relagdo inversa com o tamanho
do peptideo. Estes processos sdo especialmente utilizados em industrias alimenticias e
farmaceéuticas utilizando proteases de origem animal, vegetal e microbiana (SINGH et al.,

2014; RIZZELLO et al., 2016).
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No entanto os custos associados a essas reacdes enzimaticas sdo altos, e por i1sso
muitos pesquisadores estdo empenhados na utilizacdo de proteases microbianas (CASTRO
& SATO, 2015; AGUILAR & SATO, 2018).

Micro-organismos sdo fontes de proteases atrativas, e podem ser cultivadas em
grande escala em um periodo de tempo relativamente curto, por métodos de fermentacao
estabelecidos e geralmente as proteases microbianas sdo de origem extracelular, o que
facilita o processo de extracdo da enzima quando comparada com proteases de origem
vegetal ou animal (SHARMA et al., 2017).

Na Tabela 2 sdo apresentados exemplos de proteases microbianas utilizadas para

a hidrélise de proteinas.

Tabela 2 — Proteases microbianas, pH e temperatura 6tima de atividade e micro-organismos

produtores.

Condicoes 6timas de atividade
pH Temperatura (°C)

Protease comercial Micro-organismo produtor

Actinase E® 7-8 37 Streptomyces griseus
Alcalase® 6,5-8.5 60 Bacillus licheniformis
Corolase® 7-8 55 Bacillus subtilis
Flavourzyme® 5 50 Aspergillus oryzae
Neutrase® 7 40 - 50 Bacillus amyloliquefaciens
Protamex® 8 60 Bacillus sp

Proteinase® A 6 25 Saccharomyces cerevisiae
Termolisina® 5-85 65 - 85 Bacillus thermoproteolyticus

Fonte: Adaptada de Aguilar e Sato, 2018.

Peptideos com atividades antioxidante, inibitéria da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e anti-inflamatdria foram isolados a partir de hidrolisados proteicos

preparados com proteases microbianas, vegetais e animais (Tabela 3).



25

Tabela 3 — Peptideos com atividades antioxidante, inibitdria da enzima conversora de angiotensina (ECA) e anti-inflamatdria obtidos a partir

de hidrélise enzimatica de proteinas.

Proteina Enzima Sequéncia peptidica Bioatividade Referéncia
FRDEHKK e KHDRGDEF
Endosperma de Neutrase® Phe-Arg-Asp-Glu-His-Lys-Lys / Lys-His-Asp-Arg-Gly- Antioxidante SARMADI &
arroz ISMAIL, 2010
Asp-Glu-Phe
- Alcalase®, Flavourzyme® Neutrase®, SPHF Anti-
Salméo pepsina, Protamex® e tripsina Ser-Pro-His-Phe inflamatéria AHN et al., 2012
1(\?0;3211}52 Tripsina, o — quimotripsina e pepsina LDAVNR e MMLDF Anti- VOetal., 2013
PUL psina, d P pep Leu-Asp-Ala-Val-Ans-Arg / Met-Met-Leu-Asp-Phe inflamatdria v
mdxima)
Feijao vermelho  Alcalase®, papaina, pepsina, tripsina PVNNPQIH o
pequeno € o - quimotripsina Pro-Val-Ans-Ans-Pro-Gln-Ile-His Inibidor ECA RULetal., 2013
Feiido preto Alcalase® SKDGGPF Antioxidante; ROCHA et al.,
Jaop catase Ser-Lys-Asp-Gly-Gly-Pro-Phe Inibidor ECA 2015
Feiido carioca Pensina/ pancreatina KPKL e PKKPK Antioxidante; MOJICA &
) psina’sp Lys-Pro-Lys-Leu / Pro-Lys-Lys-Pro-Lys Inibidor ECA  MEJIA, 2015
Gelatina da pele . GASSGMPG e LAYA i
de bacalhau Pepsina Gly-Ala-Ser-Ser-Gly-Met-Pro-Gly /Leu-Ala-Tyr-Ala Tnibidor ECA NGO et al,, 2016
. FRDEHKK .
® ®
Soja Alcalase™ / Flavourzyme Phe-Arg-Asp-Glu-His-Lys-Lys Antioxidante LEO et al., 2016
Amaranto Alcalase® SSDEIKE Anti- MORONTA et
catase Ser-Ser-Asp-Glu-lhe-Lys-Glu inflamatoria al.,, 2016
. IAP "
®
Trigo Protease M The-Ala-Pro Inibidor ECA | kg & HUR,
Ovo Pepsina YAEERYPIL Antioxidante; 2017
p Inibidor ECA

Tyr-Ala-Glu-Glu-Arg-Tyr-Pro-lle-Leu

Nomenclatura aminoacidos: C- cisteina, H- histidina, I- isoleucina, M- metionina, S- serina, V- valina, A- alanina, G- glicina, L- leucina, P- prolina, T- treonina,

F- fenilalanina, R- arginina, Y- tirosina, W triptofano, D- dcido aspartico, N- asparagina, E- dcido glutdmico, Q- glutamina, K- lisina.
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3.3 - Potencial biologico de hidrolisados proteicos

3.3.1 - Atividade Antioxidante

A formacao de radicais livres, tais como superdxido (O2") e hidroxila (OH), e
ainda a espécie reativa perdxido de hidrogénio (H»0:) sdo normalmente formados em
organismos aerdbios durante a respiracdo e também devido a alguns fatores exdgenos, tais
como, dieta deficiente em compostos antioxidantes, tabagismo, polui¢do, radiacdo
ultravioleta, entre outros (ZHANG et al., 2009; BARBOSA et al., 2010).

Os sistemas antioxidantes de defesa podem eliminar essas espécies reativas por
meio de enzimas (como superdxido dismutase e glutationa peroxidase) e também por meio
de vitaminas antioxidantes, oligoelementos, coenzimas e cofatores. Porém, em algumas
condigdes, o sistema de defesa enddgena ndo protege o organismo contra os radicais livres,
resultando em estresse oxidativo, em que a geracdo das espécies reativas excede a
desativacdo das mesmas ou ainda quando a desativagdo € inadequada (SARMADI &
ISMAIL, 2010). Essas espécies reativas, tal como os radicais livres, sdo muito instiveis e
reagem rapidamente com outros grupos ou substancias no organismo, ocasionando lesdes
celulares ou nos tecidos (ZHANG et al., 2009). Uma quantidade excessiva de radicais livres
no organismo € associada ao desenvolvimento de vdarias doencas, como aterosclerose,
artrite, diabetes e cancer (GU et al., 2015). Por serem espécies altamente reativas, os radicais
livres podem causar danos as proteinas e mutagdes no DNA, oxidacao de fosfolipideos de
membranas celulares e modificacdo em lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
(PTHLANTO, 2006; SARMADI & ISMAIL, 2010).

Antioxidantes sdo definidos como quaisquer substincias que retardam ou
inibem significativamente a oxidacdo de um substrato. Sao considerados nutracéuticos
apresentando diversos beneficios a satde. Atualmente, alguns antioxidantes sintetizados
artificialmente como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA) e terc-
butil-hidroquinona (TBHQ), t€ém sido empregados para prevenir os danos oxidativos em
alimentos e biosistemas. No entanto, estes produtos quimicos sofrem uma tendéncia de uso
cada vez mais limitada por apresentar riscos potenciais a saide humana, como danos ao
DNA, toxicidade e efeitos colaterais (WANG et al., 2014a; CHI et al.,, 2015).

Consequentemente, hd um interesse crescente dos pesquisadores para obtengdo de
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moléculas antioxidantes mais seguras a partir de fontes naturais, como os peptideos
provenientes de proteinas hidrolisadas (SENPHAN & BENJAKUL, 2014; CHI et al., 2015).

Os mecanismos de a¢do que explicam a atividade antioxidante de peptideos nao
sdo totalmente compreendidos, mas vérios estudos mostraram a capacidade de peptideos
em inibir a peroxidacdo lipidica (SAKANAKA et al., 2004), desativar radicais livres
(GOMEZ-GUILLEN, 2010), quelar ions metéalicos (ALEMAN et al., 2011) e desativar
espécies reativas de oxigénio (ZHUANG & SUN, 2011).

Trés mecanismos principais de reacdo sio utilizados para a determinagdo da
capacidade antioxidante: transferéncia de dtomo de hidrogénio (HAT - Hydrogen Atom
Transfer), transferéncia de um elétron (SET - Single Electron Transfer) e capacidade de
quelar metais de transi¢do (TMC - Transition Metal Chelation) (GANATO et al., 2018).

Em mecanismos HAT, o meio reacional é composto por um gerador sintético de
radicais peroxila (ROO"), espécies antioxidantes (provenientes da amostra ou padrdo) e uma
sonda molecular (substrato oxiddvel). Neste ensaio os antioxidantes inibem de modo
competitivo a oxidacdo do substrato pela espécie reativa de oxigénio, doando um 4tomo de
hidrogénio. J4 o mecanismo baseado em SET, envolvem a espécie antioxidante e o agente
antioxidante, sendo também a sonda molecular. O antioxidante doa um elétron para a sonda
oxidada, causando diferencas na absorbancia no UV-Visivel. De maneira geral, ensaios com
mecanismo SET detectam a capacidade da amostra em reduzir o oxidante, o qual ndo €
necessariamente um radical livre, ao contrario de ensaios com mecanismo HAT
(CASTELO-BRANCO & TORRES, 2011).

No mecanismo de quelac@o de metais de transicdo (TMC) ocorre a formacao de
complexos de coordenacao estdveis. A formacdo do complexo antioxidante-metal pode ser
determinada espectrofotometricamente utilizando 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) como padrao. Este método € utilizado como indicador da atividade antioxidante de
um composto, uma vez que ao quelar metais, o antioxidante pode prevenir ou retardar a
inducio da peroxidagdo lipidica provocada por metais como o ferro e cobre (SILVA, 2016).

Na Tabela 4 sdo apresentados os principais métodos de determinacdo da
atividade antioxidante in vitro, bem como o seu mecanismo de reacdo e as principais

vantagens e desvantagens de cada método.
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Tabela 4 — Principais métodos para determinacao da atividade antioxidante in vitro, mecanismos de reacdo, vantagens e desvantagens.

Método Mecamszn 0 Reacao Vantagens (+) e Desvantagens (-) Referéncias
de reacao
DPPH HAT e SET O radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) reage com  (+) E um método fécil e reprodutivel; (-) E Castelo-Branco &
antioxidantes doadores de hidrogénio ou elétron, capaz de medir mais compostos Torres, 2011; Castro &
mudando a cor do violeta para o amarelo. A reagdo é antioxidantes lipofilicos; (-) DPPH nao é Sato, 2015; Comert &
acompanhada por espectrometria de UV-Visivel coma  um radical fisiol6gico. Gokmen, 2018.
redugdo da absorbancia a 517 nm.
ABTS HAT e SET O radical ABTS (4cido 2,2'-azino-bis (3- (+) E um método fécil e reprodutivel; (+) Castelo-Branco &
(TEAC) etilbenzotiazolino-6-sulfonico)) € estabilizado na E capaz de medir compostos antioxidantes T 2011: Castro &
R, : . . . . : - orres, ; Castro
presenca de radicais livres doadores de hidrogénio ou hidrofilicos e lipofilicos; (-) ABTS ndo é Sato. 2015 Comert &
elétron, mudando a cor de verde escuro para verde claro. um radical fisiolégico. C;éjkmerl 2018
A reacdo é acompanhada por espectrometria de UV- ’ '
Visivel com a reducdo da absorbancia a 734 nm.
FRAP SET Na presenca de antioxidantes doadores de elétrons, o (+) Bom representante do mecanismo de
complexo Fe** -TPTZ [2,4,6-Tripiridil-S-Triazina] é transferéncia de elétrons; (-) A taxa de Castelo-Branco &
reduzido a Fe?* -TPTZ, alterando a cor de azul claro para reacdo dos fons férricos € lenta; (-) Torres. 2011: Castro &
azul escuro. A reacdo € acompanhada por espectrometria Desconsidera a cinética de reacao. Sato éOl 5. édmert &
de UV-Visivel com o aumento da absorbancia a 593 nm. G’ékmer’l, 2018.
ORAC HAT O radical peroxil, gerado a partir da decomposicio do (+) E considerado tanto a taxa de iniciagdo

dicloridrato de AAPH [2,2-azobis (2-amidinopropano)]
na presenca de oxigénio atmosférico, reage com um
indicador fluorescente (fluoresceina) para produzir um
produto ndo fluorescente. Na presenca de antioxidantes, a
fluorescéncia é mantida. A reacdo é acompanhada por
fluorimetria pela medida da redugéo da fluorescéncia

(excitacdo a 485 nm e emissdo a 520 nm).

quanto a taxa de progressao da oxidacao;
(+) Apresenta semelhanga com método
fisiol6gico; (-) E sensivel a temperatura e
concentracdo de oxigénio.

Castelo-Branco &
Torres, 2011; Castro &
Sato, 2015; Comert &

Gokmen, 2018.
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3.3.2 — Inibicao da enzima conversora de angiotensina - Atividade anti-hipertensiva

A hipertensao arterial afeta cerca de 25% da populac¢do adulta em todo o mundo,
e hd uma previsdo de que este nimero atinja 29% da populacao até 2025, o que representa
um total de 1,56 bilhdes de pessoas (NGO et al., 2015). Embora seja um distirbio
controlédvel, a hipertensdo estd associada ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
como arteriosclerose, infarto de miocardio e acidente vascular cerebral (SHEIH et al.,
2009).

No sistema renina-angiotensina-aldosterona (Figura 1), a enzima conversora de
angiotensina (ECA) é o componente principal que regula a pressdo sanguinea, controlando
a quantidade de fluidos no corpo. A ECA € responsdvel por catalisar a conversdao de
angiotensina I em angiotensina II, a qual € caracterizada por ser um potente vasoconstritor,

além de inativar a bradicinina (vasodilatador) (RIZELLO et al., 2016).

Angiotensinogénio — = Secregio do organismo
Asp-Arg-Val-Tyr-Tle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-Tle ~*__ Sinal estimulatério
(Figado)
Renina _____+ . >
(Rim)
Angiotensina I Bradicinina
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu (vasodilatador)
+ +
e > ECA <-—--------
Angiotensina II Fragmentos inativos
Asp-Arg-Val-Tyr-Tle-His-Pro-Phe
N
i Secrecio de i
Vasoconstrigio Aldosterona Reabsorgio de Na©
(aumento da e retengdo de HaO

pressdo sanguinea)
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Figura 1- Ilustracdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Fonte: Adaptada de Lee e Hur (2017).

A ECA ¢ uma metaloprotease com zinco no sitio ativo e € classificada como
dipeptidil carboxipeptidase que catalisa a hidrélise de dois residuos de aminodcidos na
regido C-terminal de peptideos (SANTOS et al., 2017).

Quando o organismo estd em condi¢des de hipotensdo (vasodilatacdo), as
células justaglomerulares dos rins liberam renina no sangue (UNDERWOOD & ADLER,
2013). A renina atua transformando o angiotensinogénio plasmatico, produzido pelo figado,
em angiotensina I (decapeptideo). Nos vasos pulmonares, a enzima conversora de
angiotensina cliva o dipeptideo (His-Leu) C-terminal da angiotensina I, resultando em um
octapeptideo, a angiotensina II, a qual € transportada para os rins via corrente sanguinea,
onde iréd estimular a vasoconstri¢do, aumentando a pressdo arterial e também ird estimular
a liberac@o do hormonio aldosterona, promovendo a absor¢ao de sddio e dgua, contribuindo
ainda mais para o aumento da pressdo arterial. Com a inibi¢do da enzima conversora de
angiotensina I em angiotensina II, os inibidores da ECA produzem vasodilatagdo periférica,
diminuindo a pressao arterial (MOTA, 2015; LEE & HUR, 2017).

Os inibidores da ECA podem competir com o substrato natural para se ligarem

com o Zn** no sitio ativo ou ainda se ligar a enzima por meio de liga¢des de hidrogénio ou
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interacdes hidrofébicas, em que aminodcidos hidrofébicos podem se ligar na extremidade
N-terminal da enzima conversora de angiotensina. E ainda a ECA tem seletividade para
substratos ou inibidores competitivos, incluindo residuos de aminodcidos hidrofébicos nas
posicdes terminais. Além disso, o mecanismo de inibicdo da ECA pode envolver uma
interacdo com um local de ligacdo anidnica, distinto do local catalitico (LEE & HUR, 2017).

Os peptideos com capacidade de inibir a enzima conversora de angiotensina sao
geralmente peptideos com cadeias curtas, a qual € influenciada pela sequéncia na regido
carboxila terminal dos peptideos, em que os aminodcidos como prolina, lisina e arginina
podem estar presentes nesta posicao (AGUILAR & SATO, 2018). Em um estudo realizado
por Suetsuna (1998) foi observado que dipeptideos contendo tirosina na posi¢do carboxila
terminal ocasionou uma redugdo lenta da pressdo sanguinea, porém por um periodo
prolongado, no entanto dipeptideos contendo fenilalanina resultou em uma rapida queda da
pressdo sanguinea, mas com menor periodo de acdo.

Captopril e enalapril sdo inibidores sintéticos da ECA, utilizados para
tratamento de hipertensdo e outras doencas relacionadas ao coragdo. Porém, os inibidores
sintéticos podem causar diversos efeitos colaterais, como tosse, alteracdo do paladar,
erupgdes cutineas e angioedema (ALEMAN et al., 2011).

Muitos tipos de peptideos bioativos com atividade inibidora da ECA foram
isolados de hidrolisados proteicos e produtos fermentados. O dipeptideo Ala-Pro e o
tripeptideo Phe-Ala-Pro, por exemplo, apresentaram estruturas andlogas as drogas captopril

e enalapril, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 — Estruturas de medicamentos inibidores da ECA e os seus peptideos andlogos.

Fonte: Adaptada de MATSUI & MATSUMOTO, 2006.

3.3.3 - Inibicao da enzima hialuronidase - Atividade anti-inflamatoria

Inflamagdo € uma resposta biologica complexa do sistema imune do organismo
a estimulos nocivos, como por exemplo, trauma e infeccao (MfLLAN—LINARES et al.,
2014). Este processo esta associado a liberacdo de mediadores inflamatorios, como
prostaglandinas, por meio de rea¢des enzimdticas, nas quais estdo envolvidas as enzimas
lipoxigenase, ciclooxigenase, fosfolipase A2 e hialuronidase (SILVA et al., 2012). Essas
reacoes inflamatdrias podem ser responsaveis pelo desencadeamento de doengas cronicas
comuns, como artrite reumatdide, aterosclerose, fibrose pulmonar, reacOes alérgicas,
diabetes tipo 2, desordens degenerativas e cancer (MILLAN-LINARES et al., 2014; YU et
al., 2018).

A hialuronidase € uma enzima comum nos venenos de serpentes, escorpioes,
abelhas, vespas, aranhas, lagartas e também sdo encontradas em secrecoes de virus, fungos,
bactérias e sanguessugas e podem agir como fator de espalhamento do veneno, levando a
degradacdo do 4cido hialurOnico presente na matriz extracelular dos tecidos. As
hialuronidases sdo divididas em trés sub-grupos principais: (1) hialuronato-4-glucano
hidrolase, (2) hialuronato-3-glucanohidrolase e (3) hialuronidase bacteriana. A

hialuronidase (1) foi utilizada para o estudo de atividade anti-inflamatéria neste trabalho e
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estdo presentes em testiculos, lisossomos e em veneno de abelhas. Sdo caracterizadas por
atuarem na clivagem da ligagdo B-1,4-glicosidica do 4cido hialurénico, liberando como
principal produto, um tetrassacarideo (BALA et al., 2018).

O 4cido hialurdnico, o principal substrato da hialuronidase, é um
glicosaminoglucano, formado a partir de ligagdes repetidas de acido -D-glucur6nico e N-
acetil-glucosamina, que estd presente nos tecidos conectivos da matriz extracelular e é
importante para conectar as células do tecido conjuntivo, filamentos de proteinas e fibras
de colageno (MARCHESAN et al., 2006; BALA et al., 2018). Por meio da agdo da
hialuronidase, o 4cido hialurdnico é transformado em pequenos fragmentos, diminuindo a
sua viscosidade e facilitando a proliferacdo celular entre os tecidos, levando a degradacao
da matriz extracelular. Este evento é essencial em muitos processos fisioldgicos, como
durante o desenvolvimento embriondrio, crescimento e reparo dos tecidos, porém a
degradacdo excessiva do acido hialurdnico pode ocasionar em doengas como artrite
reumatoide, osteoartrite e doencas autoimunes (MARCHESAN et al., 2006). Além disso o
aumento da permeabilidade dos tecidos, pode facilitar o acesso de patégenos envolvidos em
processos inflamatorios, como S. aureus e P. pneumoniae (VASCONCELLOS, 2014).

Outro fator que leva a degradacdo da matriz extracelular € o envelhecimento da
pele, que resulta em atrofia, reducdo de fibroblastos e afinamento dos vasos sanguineos. Em
consequéncia do envelhecimento da pele, decorrente da passagem do tempo ou de fatores
externos, como exposicao a radi¢do UV, fatores ambientais e hdbitos alimentares, a sintese
de coldgeno e elastina diminuem e ainda pode ocorrer a formacao de radicais livres, que por
sua vez, também degradam a matriz extracelular (MALERICH & BERSON, 2014).

Alguns produtos cosméticos anti-idade contem peptideos em sua formulagao
(MALERICH & BERSON, 2014) por possuirem grande potencial no tratamento de
inflamacOes cutineas, com capacidade de regenerar a matriz extracelular, e também,
aumentar a produc¢do de coldgeno (VASCONCELLOQOS, 2014). Peptideos tem a capacidade
funcional de alterar a fisiologia da pele, regulando a producdo de fibroblastos de
componentes da matriz extracelular, por meio da utilizagao de peptideos sinalizadores, em
que a introdugio de fragmentos de proteinas como, por exemplo, elastina e coldgeno, podem
atuar como estimuladores induzindo a propria sintese (MALERICH & BERSON, 2014).

Em decorréncia do processo de degradacdo da matriz extracelular, os

fragmentos de 4cido hialurdnico, provenientes da acdo da hialuronidase, sdo potentes



34

indutores de citocinas inflamatdrias, que irdo desencadear o processo inflamatério. No
trabalho realizado por Hauser-Kawaguchi et al., (2017) foram sintetizados peptideos
bloqueadores da sinalizacdo de fragmentos de 4cido hialurdnico, por meio da ligacdo dos
peptideos aos fragmentos.

E ainda os peptideos podem atuar competindo com a enzima hialuronidase para
se ligar ao acido hialurdnico (substrato) e dessa maneira os peptideos dificultam a formagao
do complexo enzima-substrato, impedindo a sua acdo catalitica (LENORMAND et al.,

2009; VASCONCELLOS, 2014).
3.3.4 - Inibicao da enzima polifenoloxidase

Quando frutas e vegetais sofrem injuria fisica ou alteracdes fisioldgicas
(impactos, abrasdes, injuria pelo frio, excesso de CO;) inicia-se o processo de
escurecimento enzimdtico, pois essas lesdes levam ao colapso celular e consequentemente
a descompartimentacao dessas células, promovendo o contato de compostos fendlicos com
enzimas associadas ao escurecimento, principalmente, com a enzima polifenoloxidase
(PFO) que em contato com o oxigénio molecular e compostos fendlicos catalisam reacdes
de oxido-reducdao (SANTOS et al, 2012). Os compostos fendlicos presentes sao
hidroxilados formando orto-difendis, os quais sdo oxidados a orto-quinonas, que siao
compostos instaveis e se condensam gerando pigmentos escuros e insoliveis de alta massa
molecular, denominados melaninas (SANTOS, 2009). Além do escurecimento das frutas e
vegetais, outras caracteristicas podem ser afetadas, como a deterioracdo do aroma e também
a diminuicdo do valor nutritivo dos alimentos, ocasionado pela reacdo das orto-quinonas
com aminodcidos, peptideos e proteinas, causando alteracdes estruturais e funcionais

(BELLUZZO, 2008; SANTOS et al., 2012).
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Figura 3 — Reacdes
de escurecimento enzimdtico catalisada pela polifenoloxidase (1) e (2) e formacdo de

melaninas (3).
Fonte: Adaptada de PERONE et al. (2009). As estruturas quimicas foram obtidas com o auxilio do
software ACD/ChemSketch versao 2015.2.5 (ACD LABS, Toronto, Canada)

Devido aos efeitos deteriorativos, o controle do escurecimento enzimatico torna-
se critico para a diminuicdo das perdas comerciais de frutas e vegetais (SILVA et al., 2009).

Sulfitos e seus derivados sdo eficazes na inibicdo da PFO, porém podem
apresentar impactos negativos ao produto e ao consumidor, acarretando riscos toxicolégicos
e efeitos sensoriais indesejdveis ao produto (FAVERO, et al., 2011).

Geralmente sdo utilizados os dcidos ascorbico e citrico em substituicdo aos
sulfitos, mas sua eficicia € menor. Recentemente estudos com compostos sulfidril (ou tiol)
mostraram bons resultados na inibi¢cdo da PFO. Fontes naturais de proteinas e peptideos,
tais como, proteina do soro de leite, proteina da seda, proteina de trigo e proteina do farelo
de arroz foram capazes de inibir a PFO (PUANGPHET et al., 2015).

Os inibidores de PFO podem ser classificados em dois grupos principais, de
acordo com seu modo de a¢do: os inibidores de PFO, os quais atuam diretamente sobre as
PFO, inibindo a formagdo das orto-quinonas e os agentes que atuam sobre as orto-quinonas,
impedindo as reacdes ndo enzimadticas de polimerizacdo, como a formacdo das melaninas
(SILVA, 2017).

Peptideos podem atuar como inibidores da enzima PFO, bem como na etapa de
polimerizacao das orto-quinonas. Possivelmente os peptideos podem atuar como inibidores

competitivos das PFO, pois apresentam a capacidade de quelar fons Cu®*, os quais estdo
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presentes no sitio ativo da enzima PFO e dessa forma poderiam bloquear a formacdo das
orto-quinonas. Os peptideos contendo residuos de cisteina poderiam apresentar agdo
semelhante aos sulfitos e seus derivados, participando da estabiliza¢do das orto-quinonas,
por meio de reagdes de adi¢do nucleofilica ou de 6xido-reducdo, impedindo a formacao das
melaninas (SILVA, 2017).

Peptideos com residuos de aminoécidos de histidina, fenilalanina, cisteina,
triptofano, tirosina e arginina apresentaram alta capacidade de inibir a polifenoloxidase
(PFO). A presenca de residuos de fenilalanina na cadeia peptidica, que apresenta uma
estrutura semelhante a tirosina, que por sua vez € substrato da PFO, poderia causar uma
inibicdo competitiva. Peptideos contendo residuos de cisteina e/ou fenilalanina
apresentando também residuos de aminodacidos apolares, como valina, alanina, leucina,
histidina e triptofano, apresentaram maior inibi¢ao da PFO, pois a hidrofobicidade favorece
a entrada dos peptideos e bloqueio do sitio ativo da polifenoloxidase, que também € apolar

(SILVA, 2017).

3.4 - Compostos interferentes

Compostos fenodlicos sdo metabdlitos secundérios de plantas, importantes para
o crescimento e estdo envolvidos nos sistemas de defesa contra a radiacao ultravioleta e
agressao por patégenos (PINTO, 2016). Sao classificados como substancias que possuem
anel aromdtico com um ou mais substituintes hidroxilicos, possuindo uma estrutura varidvel
e englobando desde moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizacdo
(ANGELO & JORGE, 2007).

Em feijoes comuns, os compostos fendlicos sdo encontrados no revestimento
das sementes e em menores quantidades no cotilédone. A concentracdo desses compostos é
influenciada por condi¢des de crescimento e fatores genéticos (MOJICA et al., 2015).

Os compostos fendlicos sdo divididos em subgrupos: &4cidos fendlicos,
flavonodides, taninos e estilbenos de acordo com o nimero de hidroxilas fendlicas ligadas e
elementos estruturais que ligam os anéis de benzeno. Os dcidos fendlicos sdo divididos em
dois subgrupos principais de acordo com sua estrutura: hidroxicindmico e hidroxibenzéico
(COMERT & GOKMEN, 2018). Os flavonéides incluem os flavondis, flavonas, flavandis,

flavononas, antocianidinas e iso-flavonas. Os taninos sao divididos em taninos hidrolisaveis
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e condensados e se apresentam na forma de complexos com polissacarideos, proteinas e
alcaloides (SINGH et al., 2017).

As antocianinas sdo membros da familia dos flavonoides. Estdo geralmente
presentes nos tecidos vegetais na forma glicosilada. Taninos e antocianinas determinam a
cor do revestimento da semente, quanto mais escuro o revestimento, maior a concentracao
desses compostos (MOJICA et al., 2015).

Compostos fendlicos no feijdo podem incluir varios flavondides, como
antocianinas, flavondis, proantocianidinas, taninos, glicosideos, bem como uma ampla
variedade de acidos fendlicos (HAYAT et al., 2014; LOS et al., 2018). Os compostos que
sdo geralmente encontrados em feijado comum sdo dcidos fendlicos como acido galico,
vanilico, p-coumarico, ferulico, sindpico e clorogénico e os flavonoides como catequina,
kaempferol, quercetina, miricetina, procianidinas, € antocianinas, como a delfinidina-3-
glucosideo (HUBER, 2012; SINGH et al., 2017). Na Figura 4 s3o apresentadas algumas
estruturas quimicas dos compostos fendlicos presentes no feijao. Esses compostos também
possuem atividades bioativas, apresentando capacidade de desativar radicar livres e também
podem interagir com proteinas (SINGH et al., 2017).

Esses compostos estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
acucares (glicosideos) e proteinas (ANGELO & JORGE, 2007) e por esse motivo também
podem estar presentes na fragdo proteica, pois durante o processo de extragdo da fracdo
proteica, os compostos fendlicos que se apresentam ligados as proteinas, podem ser
carregados e consequentemente também estardo presentes no concentrado proteico. Na
hidrélise enzimadtica das proteinas, esses compostos podem ser liberados, juntamente com
os aminodcidos e peptideos formados, e podem interferir na atividade antioxidante do

hidrolisado, de forma sinérgica ou ndo (SILVA, 2012).
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Acido gélico Acido p-coumdrico
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E)

Delfinidina-3-glucosideo

Figura 4 — Exemplos de estruturas quimicas de compostos fendlicos presentes em feijao
comum: (A) Acido gdlico, (B) Acido p-coumdrico, (C) Catequina, (D) Kaempferol e (E)
Delfinidina-3-glucosideo.

Fonte: Adaptado de Huber (2012) e Singh et al. (2017). As estruturas quimicas foram obtidas com o
auxilio do banco de dados ChemSpider (http://www.chemspider.com) e do software ACD/ChemSketch
versdo 2015.2.5 (ACD LABS, Toronto, Canada).

4 - MATERIAL E METODOS
4.1 - Substratos e obtencao da proteina concentrada de feijao

As amostras de feijao carioca e de feijao vermelho foram adquiridas no comércio

local (marcas Broto Legal e Urbano, respectivamente).
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Os concentrados de proteina de feijao foram obtidos de acordo com o método
descrito por Oseguera-Toledo et al., (2011). As amostras foram inicialmente trituradas em
moinho de facas Marconi modelo MA 340 para obten¢do de farinha. Amostras de trezentos
gramas da farinha de feijdo foram misturados com 3L de dgua destilada (Dispersdo 1:10,
m/v) e o pH foi ajustado para 8,0 com solu¢do de NaOH 0,2M. As misturas foram mantidas
sob agitacdo durante 1 hora a 35°C. As misturas foram centrifugadas a 5.000 x g por 15
minutos a 25°C e os sobrenadantes foram recolhidos. Os precipitados obtidos foram
utilizados para uma segunda extracdo em condi¢des semelhantes as descritas acima e 0s
sobrenadantes obtidos da segunda extragdo foram combinados com os sobrenadantes
recolhidos da primeira extracdo. As amostras de sobrenadante resultante foram ajustadas
para pH 4,3 com solucao de HCI 1M, centrifugadas a 10.000 x g por 20 minutos a 25°C e
os precipitados de cada amostra foram utilizados como proteina concentrada de feijao.

As amostras de proteina concentrada de feijao foram congeladas, liofilizadas e

armazenadas a -20°C para andlises posteriores (Figura 5).
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Figura 5 — Fluxograma do processo de extragc@o da proteina concentrada do feijao.
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4.2 - Determinaciao do teor de proteinas

O teor de proteinas dos concentrados proteicos de feijao foi avaliado pelo

método de Lowry et al (1951), no qual foi utilizado albumina bovina como padrao.

4.3 - Obtencao dos hidrolisados de proteina concentrada de feijao

4.3.1 - Proteases e determinacao da atividade enzimatica

Trés preparacdes comerciais de proteases microbianas, produzidas pela
Novozymes, foram adquiridas da Sigma Aldrich. A preparacdo Flavourzyme® 500L de
Aspergillus oryzae € um complexo de protease/peptidase que apresenta atividades de
endoproteases € exopeptidases; a Alcalase® 2.4L de Bacillus licheniformis, é uma
preparacdo de endoprotease do tipo serina; enquanto que a Neutrase® 0.8L de Bacillus
amyloliquefaciens ¢ uma metalo endo-protease (CASTRO, 2015; NOVOZYMES).

A atividade proteolitica foi determinada conforme a metodologia de Charney e
Tomarelli (1947). Em microtubos de 2 mL foram adicionados 0,25 mL de solu¢do 1% de
azocaseina, 0,25 mL de solucdo tampao fosfato 100 mM pH 7 e 0,5 mL de solugdo
enzimatica. Os microtubos foram incubados a 50°C por 40 minutos. Apds a incubacao foi
adicionado 0,5 mL de solu¢do 10% de acido tricloroacético para paralisa¢do da reagdo e
para o tubo controle (branco) foi adicionado 0,5 mL de solu¢@o 10% de 4cido tricloroacético
e em seguida 0,5 mL de solug@o enzimdtica. Os microtubos foram centrifugados a 10.000
x g a 25°C por 10 minutos e 1 mL do sobrenadante foi transferido para microtubos de 2 mL.
Em seguida foi adicionado 1 mL de hidréxido de potassio (KOH) 5SM e a absorbancia foi
medida a 428 nm, ajustando-se o zero da absorbancia com agua destilada.

Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima
que produz aumento de 0,01 de absorbancia por minuto de reac¢do entre o branco reacional

e a amostra nas condi¢des de ensaio.

4.3.2 - Estudo da hidrolise enzimatica da proteina concentrada de feijao, por

planejamento experimental de misturas.
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As preparagdes de proteases comerciais Flavourzyme® 500L, Alcalase® 2.4L e
Neutrase® 0.8L foram utilizadas para a obtencdo de hidrolisados de proteina concentrada
de feijao utilizando planejamento experimental de misturas conforme descrito por Castro
(2015) com algumas modificacdes. Amostras de 5 g do concentrado proteico e protease (50
U por mL de mistura reacional) foram incubadas com 45 mL de tampao fosfato 100 mM,
pH 7,0 a 50°C sob agitacdo de 100 rpm durante 2 horas. Ap6s a hidroélise, as solugdes foram
submetidas a tratamento térmico (100°C por 20 minutos) para inativacdo das proteases. As
amostras foram centrifugadas a 17.000 x g a 5°C por 20 minutos e os sobrenadantes
contendo peptideos foram coletados, congelados e liofilizados para determinacdo das
atividades biolégicas. O processo de hidrdlise enzimdtica utilizando o planejamento
experimental de misturas foi constituido de sete ensaios com componentes avaliados em 4

niveis: 1) 0 (0%), 2) 5 (33%), 3) 2 (50%) e 4) 1 (100%) como mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Matriz do planejamento experimental de misturas para obten¢do de peptideos
bioativos por meio da hidrdlise enzimatica de proteina concentrada de feijdo utilizando
diferentes preparacOes enzimdticas de proteases.

Enzimas
Ensaios Flavourzyme®  Alcalase®  Neutrase®
500L 24 L 0.8L
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 % % 0
5 % 0 %
6 0 % %
7 5 5 5

Todos os experimentos realizados foram analisados comparativamente com as
suas respectivas amostras ndo hidrolisadas.
Equagdes quadrdticas ou cubicas foram utilizadas para defini¢do de modelos
para cada varidvel estudada, como na Equacdo 1.
Yi=Yi=XL, BiXi + Y X1 BijkXiXj + XX, X BijkXiXjXk (eq. 1)
Onde ‘Y1’ representa a resposta estimada pelo modelo, ‘q’ representa o niimero

de componentes do sistema ‘Xi, Xj, Xk’ sdo as varidveis independentes codificadas, ‘Bi’
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representa os coeficientes de regressao linear para o efeito de cada termo, ‘Bij’ e ‘Bijk’
correspondem aos efeitos de interacdo entre as misturas bindrias e terndrias. O coeficiente
de correlacdo multipla (R2) e o teste de Fisher (andlise de variancia — ANOVA) foram
utilizados para verificar a adequacdo estatistica dos modelos propostos codificados aos
pontos reais. O software Statistica® 10 da Statsoft Inc. (Tulsa, Oklahoma, EUA) foi utilizado
para o planejamento experimental, analise de dados e constru¢do de modelos.

A amostra hidrolisada que apresentou maior atividade antioxidante foi
selecionada para avaliacdo das demais atividades bioldgicas e também dos compostos

interferentes que podem estar presentes nas amostras de hidrolisado proteico.
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Figura 6 — Fluxograma da preparacao de hidrolisados de proteina de feijao e avaliacdo das

atividades biolégicas.
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4.3.3 - Proteina solavel em acido tricloroacético

O teor de proteina soldvel em &cido tricloroacético (TCA) dos hidrolisados e
amostra controle foi determinado conforme Castro e Sato (2014). Em microtubos foi
adicionado 1,0 mL dos hidrolisados ou controle (concentrado proteico sem tratamento
enzimdtico) na concentracdo de 0,4 mg/mL e 1,0 mL de solu¢do 0,44M de 4acido
tricloroacético (TCA). A mistura foi incubada durante 30 minutos a 25°C e em seguida
centrifugada a 17.000 x g durante 15 minutos. As amostras de sobrenadante foram
transferidas para microtubos de 2 mL e o teor de proteinas foi determinado pelo método de
Lowry (1951) utilizando-se albumina de soro bovino como padrio. A razdo entre o teor de
proteina solivel em TCA e o teor total de proteina nas amostras (sem TCA) foi determinada

€ expressa em porcentagem.

4.4 - Avaliacao das atividades biologicas dos hidrolisados de proteina concentrada de
feijao

As amostras dos hidrolisados proteicos de feijdo, assim como a amostra de
concentrado proteico (controle) foram preparadas com dgua destilada e permaneceram em

agitacdo a 150 rpm em agitador rotatdrio por 1 hora a 25°C e filtradas em papel de filtro.

4.4.1 - Atividade antioxidante

4.4.1.1 - Método da capacidade sequestradora do radical ABTS+

A determinacdo da capacidade sequestradora do radical ABTS+ (2,2°, azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) dos hidrolisados de proteina concentrada de feijao
foi realizada de acordo com o método descrito por Sancho et al. (2015), com algumas
modificagdes, o qual baseia-se na formacgao do radical ABTS+ pela reagdo com persulfato
de potdssio, em que a solugdo reagente final apresenta coloracao verde-escura e verifica-se
a capacidade dos peptideos em estabilizar o radical ABTS+ formado, observando a
diminui¢do da colora¢do da solugdo reacional em espectrofotometro UV-Visivel. Para a

preparacdo do reagente ABTS, a mistura de 5 mL de solu¢dio 7mM de ABTS e 88 uL de
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solucdo 140 mM de persulfato de potéssio foi incubada por cerca de 16 horas no escuro e
em seguida foi diluida até obter absorbancia de 0,7 + 0,05 a 734 nm.

Para determinacdo da atividade antioxidante, aliquotas de 1,0 mL de solugdo
reagente ABTS e 0,20 mL da amostra foram adicionadas em microtubos de 2 mL, em
seguida os tubos foram incubados a 25°C por 6 minutos. Foi preparado tubo controle
substituindo-se a amostra por dgua destilada, na mistura de reacdo. Apds incubagdo a
absorbancia foi medida a 734 nm, ajustando-se o zero de absorbancia com dgua destilada.

Foi preparada uma curva de calibracio de Trolox e os resultados foram

expressos em pumol Trolox equivalente (TE)/ g de amostra.

4.4.1.2 - Ensaio FRAP: método de reducao de ferro

Este ensaio baseia-se na medida direta da habilidade dos antioxidantes da
amostra em reduzirem, em meio 4cido, o complexo Fe*/tripiridiltriazina (TPTZ), para
formar Fe*?, de cor azul intensa e absor¢io mdxima a 593 nm. A capacidade dos
hidrolisados de proteina concentrada de feijdo em reduzir o ferro III para ferro II foi
realizada como descrito por Wiriyaphan, et al (2012). Em ambiente escuro, foram
adicionados em microtubos de 2 mL, aliquota de 100 pL do extrato da amostra e 1,0 mL de
reagente FRAP (25 mL de solu¢do tampao acetato 0,3M, pH 3,6; 2,5 mL de solucdo 10
mmol TPTZ em 40 mmol de HCl e 2,5 mL de solu¢do de 20 mmol de cloreto férrico). Os
microtubos foram agitados em vortex e incubados a 37°C por 15 minutos. A absorbéncia
foi medida em 593 nm. Para o controle, a amostra foi substituida por dgua destilada e o
reagente FRAP foi utilizado como branco para a calibracdo do espectrofotometro. Para a
determinagdo da atividade antioxidante das amostras foi construida uma curva padrdo de

Trolox e os resultados foram expressos em pmol Trolox equivalente (TE)/ g de amostra.

4.4.1.3 - Determinacao da capacidade antioxidante pelo ensaio ORAC

O ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), foi realizado de
acordo com o método descrito por Sancho et al (2015). A andlise foi realizada em leitor de
microplacas de 96 pogos e as amostras e padrdes Trolox foram preparados com tampao

fosfato 75 mM pH 7,4. Em cada pocgo foi adicionado 20 pL. de extrato ou padrao Trolox,
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120 pL de fluoresceina (70 mM) e 60 uL de solucio AAPH (12 mM) para iniciar a reacao.
A decomposi¢do da fluorescéncia foi medida a cada minuto durante 80 minutos a 37°C,
com comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 485 e 528 nm. Para o branco da
reacdo a amostra e o Trolox foram substituidos pelo tampao. Os resultados foram calculados
utilizando a drea relativa sob a curva (AUC) para amostras comparadas com uma curva
padrao de Trolox preparada nas mesmas condicdes experimentais. Os valores ORAC foram
expressos como pumol TE / g de amostra.

A drea sob a curva foi calculada de acordo com a Equacdo 2:

AUC =1 + fi/fo +... fi/fo + ... fso/fo (eq. 2)

Onde fo e f; sdo representados pelas fluorescéncias obtidas nos tempos O e

intermedidrios entre 0 e 80 minutos, respectivamente.

4.4.1.4 — Efeito da concentracao dos hidrolisados proteicos sobre as atividades

biologicas

O hidrolisado proteico que apresentou maior capacidade antioxidante foi
selecionado e o efeito de diferentes concentragdes da amostra foi avaliado nas atividades
bioldgicas: anti-hipertensiva, anti-inflamatéria e de inibicdo da polifenoloxidase. Os
intervalos de concentracdo foram definidos de acordo com os resultados previamente

obtidos para cada atividade bioldgica.

4.4.2 — Inibicao da enzima conversora de angiotensina (ECA)

A determinacdo da atividade anti-hipertensiva dos hidrolisados de proteina
concentrada de feijao foi realizada em fungdo da atividade inibitéria da enzima conversora
de angiotensina (ECA) de acordo com o método descrito por Siow e Gan (2013). Aliquotas
de 50 puL das amostras (0,5 mg/ mL) foram misturadas com 50 pL de solucao de ECA (50
mU/ mL) (Sigma Aldrich). As misturas reacionais foram incubadas a 37°C por 10 minutos
para aclimatacdo. Em seguida, foram adicionadas aliquotas de 150 pLL do substrato hipuril-

histidil-leucina (4,15 mM) (Sigma Aldrich) em tampao borato 0,05M contendo NaCl (0,3
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M) pH 8,3 e as misturas reacionais foram incubadas a 37°C durante 30 minutos. A reacao
foi paralisada com a adicdo de 500 pL de HCl (1M). A extracdo de &4cido hipitrico
proveniente da acdo da ECA sobre o substrato hipuril-histidil-leucina foi realizada pela
adicdo de 1,5 mL de acetato de etila, agitacdo em voértex por 1 minuto e repouso por 5
minutos. Aliquotas de 800 puL das amostras de acetato de etila contendo acido hipurico
foram transferidas para microtubos de 2,0 mL e secos em estufa com circulacdo de ar a
80°C até evaporar todo o liquido. Apds a secagem, o residuo resultante foi solubilizado em
1,0 mL de 4gua deionizada e agitado em vortex até completa dissolu¢do. A concentragdo
de 4cido hipurico foi estimada pela medida da absorbancia em espectrofotometro a 228 nm,
ajustando-se o zero da absorbancia com 4gua deionizada. O tubo controle negativo foi
preparado substituindo-se 50 uL. de amostra por 50 pL de dgua destilada na mistura de
reacdo. O potencial anti-hipertensivo das amostras foi expresso em funcio da inibi¢do

porcentual da atividade de ECA como descrito na Equacgdo 3:

Absqy- Abs .3
Inibigdo ECA (%)= (Abscv AbSA) 1gp  (043)
AbSCN

Onde Abscn € a absorbancia do controle negativo e Absa, a absorbancia das

amostras.

4.4.3 — Inibicao da enzima hialuronidase (HIA)

A inibic¢do da enzima hialuronidase dos hidrolisados de proteina concentrada do
feijao foi determinada de acordo com Silva et al (2012), Vasconcellos (2014) e Wiem et al
(2014). Em tubos de ensaio foram adicionados 50 pL das solu¢des de proteina concentrada
de feijao e 50 uL (350 unidades) de solugdo da enzima hialuronidase (HIA) (Tipo IV-S de
testiculos bovinos, Sigma Co.) na concentracao de 6,5 mg/mL dissolvida em tampao acetato
0,1M, pH 3,6 e foram incubados a 37°C por 20 minutos. Em seguida foi adicionado 50 pL.
de solugdo 12,5 mM de cloreto de célcio e os tubos foram incubados a 37°C por mais 20
minutos. ApOs esse periodo, foram adicionados 250 pL de solugdo do substrato dcido
hialurénico (AH) na concentracdo 1,2 mg/mL em tampao acetato 0,1M, pH 3,6 e as
amostras foram incubadas a 37°C por 40 minutos. A reacao foi interrompida pela adi¢cdo de

50 pL de solugdo 0,4M de NaOH e 100 pL de solucao 0,2M de borato de sddio e os tubos
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foram aquecidos em banho de ebulicdo por 3 minutos. Posteriormente, os tubos foram
resfriados a 25°C e foi adicionado 1,5 mL de solu¢do 10% de p-dimetilaminobenzaldeido
dissolvido em 4cido acético glacial (contendo 12,5 % de acido cloridrico 10 N) e os tubos
foram incubados novamente a 37°C por 20 minutos.

Para o controle negativo foi utilizado 4gua destilada em substitui¢ao as amostras na
mistura reacional. As leituras de absorbancia foram medidas em espectrofotometro a 585
nm, ajustando-se o zero de absorbancia com agua destilada. Os testes foram realizados em
triplicatas. A atividade anti-inflamatdria foi mensurada pela porcentagem de inibicao da

enzima hialuronidase (HIA) conforme Equacdo 4.

(AbSCN- AbSA )

.4
Absc x 100 (eq. 4)

Inibicdo HIA (%)=

Onde Abscn € a absorbancia do controle negativo e Absa, a absorbancia das

amostras.

4.4.4 - Inibicao da polifenoloxidase (PFO)

A atividade da PFO foi determinada por método colorimétrico, utilizando
catecol como substrato e a absorbancia foi monitorada em espectrofotdometro a 420 nm
segundo a metodologia de Puangphet et al (2015) e Sukhonthara et al (2016) com algumas
modifica¢des. Foram utilizados extratos brutos de PFO de maca gala e péra willians para
os estudos de efeito de peptideos de hidrolisados proteicos de feijao na inibi¢do da PFO.
Amostras de 100g de frutos e 100 mL de tampao fosfato 0,1M pH 6,0 contendo 1% de PVP
(polivinilpirrolidona) foram homogeneizados em liquidificador, filtradas em algodao
hidrofilico, centrifugadas a 10.000 x g a 4°C por 15 minutos e os sobrenadantes foram
utilizados como extratos brutos de PFO. Para a determinagdo de atividade de PFO a
absorbancia da mistura reacional de 1 mL de catecol 0,175M em tampao fosfato 0,1M pH
6,0, 1,9 mL de tampao fosfato 0,1M pH 6,0 e 0,1 mL do extrato enzimatico de PFO foi
monitorada durante 5 minutos a 420 nm.

Para o estudo de inibi¢cdo da PFO a mistura de 1 mL de extrato de proteina
hidrolisada de feijao (1,0 a 6,0 mg/mL), 0,1 mL de extrato enzimético de PFO e 0,9 mL de
tampao fosfato 0,1M pH 6,0 fo1 incubada a 25°C por 5 minutos. Em seguida foi adicionado

I mL de substrato catecol 0,175M em tampao fosfato 0,IM pH 6,0 e o aumento da
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absorbancia a 420 nm foi medido durante 5 minutos. Uma unidade de atividade enzimética
foi definida como a quantidade de enzima que causa o aumento de 0,001 a 420 nm por
minuto/ g de enzima. O espectrofotometro foi calibrado com tampao fosfato 0,1M pH 6,0 e
foram utilizados dois controles, o primeiro com 2 mL de tampao fosfato 0,1M pH 6,0 e 1
mL de catecol 0,175M em tampao fosfato 0,1M pH 6,0 e o segundo com 2,9 mL de tampao
fosfato 0,1M pH 6,0 e 0,1 mL de extrato enziméatico afim de eliminar a interferéncia da

alteracdo de cor do substrato catecol e da enzima com o tempo de incubacao.

A inibicdo de PFO foi calculada conforme a Equacao 5:

Atividade PFO com inibidor 100 (eq. 5)

Inibicio PF %)= 1-
nibigdo PFO (%) Atividade PFO sem inibidor

4.5 - Determinacao do teor de compostos interferentes

Os concentrados de proteinas de feijao carioca e vermelho, como também as
respectivas amostras hidrolisadas com maior capacidade antioxidante foram avaliadas
quanto ao seu teor de compostos fenodlicos totais, flavonoides, taninos condensados e

antocianinas monoméricas para verificacdo da presenga de compostos antioxidantes.
4.5.1 — Capacidade redutora total

Os compostos fendlicos totais foram determinados como descrito por Roesler et
al. (2007), sendo tratados como capacidade redutora total pelo fato de proteinas e também
acucares reagirem com o reagente de Folin-Ciocalteau. Foram preparados extratos aquosos
das amostras hidrolisadas de proteina concentrada de feijao carioca e vermelho e seus
respectivos controles. Tubos de ensaio contendo 0,5 mL de cada extrato, 2,5 mL de solucao
10% (v/v) de reagente de Folin-Ciocalteau e 2,0 mL de solucdo 7,5% (m/v) de Na,COs3
foram incubados a 50°C por 5 minutos. Para o tubo branco da reacdo, os extratos foram
substituidos por dgua destilada e as absorbancias foram medidas a 760 nm. A quantifica¢do
foi realizada com uma curva de calibragdo do acido galico (10 — 100 pg / mL) e os resultados
foram expressos em mg de dcido gélico equivalente (GAE)/g de amostra.

4.5.2 - Flavonoides totais
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A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada conforme descrito por
Zhishen et al. (1999). Foram preparados extratos aquosos das amostras hidrolisadas de
proteina concentrada de feijao carioca e vermelho e seus respectivos controles. Tubos de
ensaio, contendo 2,5 mL de 4gua destilada, 500 uL de cada extrato e 150 puL de solucdo 5%
(m/v) de nitrito de sédio, foram incubados em temperatura ambiente por 5 minutos. Em
seguida foi adicionado 150 pL de solu¢do 10% (m/v) de cloreto de aluminio. Apds 6
minutos em temperatura ambiente foi adicionado 1 mL de solu¢do 4% (m/v) de NaOH e
1,2 mL de 4gua destilada e a absorbancia foi medida a 510 nm.

Para o tubo branco da reagdo, os extratos foram substituidos por dgua destilada.
Foi preparada uma curva de calibracdo de catequina (10 — 175 pg / mL) e os resultados

foram expressos em mg de catequina equivalente (CE)/g de amostra.

4.5.3 - Taninos condensados

Os taninos condensados foram determinados de acordo com o método descrito
por Julkunen-Titto (1985) com algumas modificagdes. Foram preparados extratos aquosos
das amostras hidrolisadas de proteina concentrada de feijao carioca e vermelho e seus
respectivos controles. Microtubos de 2 mL, contendo 30uL de cada extrato, 900 uL de
solucdo 4% (m/v) de vanilina e 450 uLL de HCI concentrado (P.A.) foram incubados a 30°C
por 20 minutos. Para o tubo controle (branco) os extratos foram substituidos por dgua
destilada e as absorbancias foram medidas a 500 nm. Foi preparada uma curva de calibragdo
de catequina (50 — 800 pg / mL) e os resultados foram expressos em mg de catequina

equivalente (CE)/g de amostra.

4.5.4 - Antocianinas monoméricas

A quantificac@o de antocianinas monoméricas foi determinada pelo método de
diferencial de pH, conforme Giusti & Wrolstad (2001). Foram preparados extratos das
amostras hidrolisadas de proteina concentrada de feijao carioca e vermelho e seus
respectivos controles diluidos em tampao cloreto de potassio 0,025M pH 1,0 e tampao de

acetato de s6dio 0,4M pH 4,5. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 25°C. Em
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seguida, as absorbancias das amostras em pH 1,0 e pH 4,5 foram medidas em 510 nm e 700
nm. As antocianinas monoméricas foram expressas em mg equivalente de cianidina 3 —
glicosideo (EGC)/g de amostra, considerando a massa molecular de 449,2 g/mol e o

coeficiente de absor¢ao molar (€) de 26.900 L/mol cm e calculada conforme Equagao 6.

)= [(As10-A700)pH1-(As10-A700)pH4,5 ] X MM x FD x 10 (eq. 6)

ex1

AM (mg/L

Onde MM ¢ a massa molecular, FD o fator de dilui¢do da amostra e € o

coeficiente de absor¢do molar.

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Extracao e determinacio do teor da proteina concentrada de feijao.
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O rendimento da extracdo de proteinas de feijao vermelho e carioca foram
respectivamente 34,75% e 41% (m / m). As amostras de proteina concentrada de feijao
vermelho e carioca apresentaram 87,13% e 90,62% de proteina respectivamente.

Os valores obtidos de rendimento de extracdo e teor do concentrado proteico do
feijdo carioca e feijdo vermelho foram superiores aos valores obtidos por Evangelho et al

(2017) com o feijao preto, com rendimento de 21,7% e teor proteico de 81,6%.

5.2 - Planejamento experimental de misturas e hidrolise enzimatica

As preparacdes de proteases comerciais Flavourzyme® 500L, Alcalase®
2.4L e Neutrase® 0.8L apresentaram valores de atividade enzimatica iguais a 26.043 U mL~
1,513.600 U mL"! e 61.963 U mL"! respectivamente, em pH 7,0 e a 50°C. A concentragdo
das proteases para a hidrélise da proteina concentrada de feijao foi ajustada para 50 U mL"
! conforme planejamento experimental de misturas.

O valor de porcentagem de proteina soluvel em acido tricloroacético (TCA)
foi utilizado como uma medida indireta do grau de hidrolise das proteinas utilizando
proteases.

A Tabela 6 ilustra que a amostra do ensaio 4 de proteina hidrolisada de feijao
carioca (¥2 Flavourzyme® e 2 Alcalase®) e as amostras dos ensaios 4 (2 Flavourzyme®
e Y2 Alcalase®) e 7 (5 Flavourzyme®, 5 Alcalase® e 5 Neutrase®) de proteina hidrolisada
de feijao vermelho apresentaram maiores teores de proteina solivel em TCA, 79,35% =+
1,78; 70,81% £ 1,40 e 71,30% =+ 2,43, respectivamente. As amostras controle de proteina
concentrada de feijdo carioca e vermelho, que ndo foram tratadas com proteases,
apresentaram 12,61% e 11,97% de proteinas soluveis em TCA, respectivamente.

Castro e Sato (2014) estudaram a hidrélise enzimética com Flavourzyme® em
pH 5,0, 50°C, concentracdo de proteina de 100 mg/mL e 120 minutos de rea¢do, utilizando
diferentes fontes proteicas (soja, soro bovino e ovo). O hidrolisado proteico de soja
apresentou proteina solivel em TCA igual a 62,47% e o seu controle 30,70%, a proteina
hidrolisada de soro bovino apresentou 56,70% e o controle 37,24% e o hidrolisado proteico
do ovo obteve 63,79% de proteina solivel no TCA e o controle de 16,42%. Em comparagdo
com resultados obtidos com os hidrolisados proteicos de feijao carioca e vermelho, foram

observados teores de proteina solivel no TCA mais baixos com a aplicacio de
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Flavourzyme® de forma isolada (ensaio 1), porém com a sinergia das enzimas, incluindo

também Alcalase® e Neutrase® foram obtidos valores mais altos (ensaios 4 e 7).

Tabela 6 — Porcentagem de proteina soldivel em TCA das amostras do planejamento

experimental de misturas®.

Proteina solivel no TCA (%)

Ensaio
Feijao carioca Feijao vermelho
Controle 12,61 + 0,644f 11,97 +0,104f
1 24,03 +1,20%¢ 18,94 + 1,508¢
2 30,17 + 1,4244 31,99 + 1,254¢
3 27,24 +0,9384 30,62 + 0,34A¢
4 79,35 £ 1,784 70,81 + 1,4084
5 22,03 +0,88%¢ 22,80 + 0,5244
6 41,52 +1,834¢ 39,53 £ 0,354
7 64,28 + 1,138 71,30 + 2,434

*Os resultados sdo apresentados como a média (n = 3) £ DP, e aqueles com letras maidsculas
diferentes na mesma linha s@o significativamente diferentes, com p <0,05 e resultados com

letras mintusculas diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes, com p <0,05.

5.3 - Avaliacido da capacidade antioxidante dos hidrolisados proteicos

A capacidade antioxidante das amostras hidrolisadas foi avaliada pelos
métodos de captura de radical ABTS, ensaio FRAP e ORAC. A atividade antioxidante dos
hidrolisados proteicos de feijao carioca (Tabela 7) e vermelho (Tabela 8), determinados
pelos trés métodos, foram superiores aos valores de atividade antioxidante das amostras
controle (sem tratamento enzimaético). Os valores de atividade antioxidante dos hidrolisados
proteicos de feijdo carioca variaram de 67,13 umol TE/g (controle) a 113,91 umol TE/ g
(amostra 7) para o método ABTS, 10,41 umol TE/g (controle) a 28,36 umol TE/g no ensaio
FRAP (amostra 4) e para o ORAC a variagdo foi de 117,30 umol TE/g (controle) a 825,20
umol TE/g (amostra 7).

Os hidrolisados proteicos de feijao vermelho apresentaram valores de atividade
antioxidante com uma menor varia¢do entre as amostras hidrolisadas e controle quando
comparados aos valores apresentados pelas amostras de hidrolisados proteicos de feijao
carioca. Os resultados de atividade antioxidante para as amostras de hidrolisados proteicos

de feijao vermelho variaram de 44,64 umol TE/g (controle) a 71,19 umol TE/g (amostra 7)
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para o método ABTS, 15,42 umol TE/g (controle) a 32,72 umol TE/g (amostra 5) para o
ensaio FRAP e 167,46 umol TE/g (controle) a 620,44 pmol TE/g (amostra 4) para o ORAC.

Tabela 7 — Atividades antioxidantes dos hidrolisados proteicos de feijao carioca, obtidos

por meio de planejamento experimental de misturas*.

Ensaio Captura de radical FRAP ORAC
ABTS (umol TE/g) (umol TE/g) (umol TE/g)

Controle 67,13 £ 0,54 10,41 £ 0,02¢ 117,30 + 7,46°
1 95,73 £ 0,489 27,85 £ 0,06° 476,80 £26,12°¢
2 91,09 £ 1,13¢ 23,94 +£0,28° 350,40 + 22,66
3 91,88 £ 0,64° 21,36 £ 0,14 352,37 + 4,864
4 111,54 +0,36° 28,36 = 0,04* 643,30 + 6,55°
5 94,66 + 0,934 26,79 £0,17¢ 478,00 £ 17,59¢
6 108,56 + 0,31¢ 25,98 0,219 661,20 + 8,78°
7 113,91 £ 0,57* 27,90 + 0,02° 825,20 + 14,04°

*Qs resultados sdo apresentados como a média (n = 3) = DP, e aqueles com letras diferentes na

mesma coluna sao significativamente diferentes, com p <0,05 pelo Teste de Tukey.

Tabela 8 - Atividades antioxidantes dos hidrolisados proteicos de feijao vermelho, obtidos

por meio de planejamento experimental de misturas™.

Ensaio Captura de radical FRAP ORAC
ABTS (umol TE/g) (umol TE/g) (umol TE/g)
Controle 44,64 + 0,60 15,42 + 0,12 167,46+ 1,88¢
1 60,43 + 0,44° 27,64 +0,03¢ 555,00 + 8,17¢
2 63,32 +0,75¢ 29,33 +0,27¢ 487,86 + 18,66¢
3 63,10 + 0,66 30,01 +0,04° 500,87 + 4,38¢
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4 68,14 £ 0,26° 27,44 +0,22¢ 620,44 + 2,69°

5 66,60 + 0,32¢ 32,72 +0,05° 567,90 + 30,54°¢
6 68,83 +0,32° 29,52 +0,05¢ 597,96 + 12,65%"¢
7 71,19 +0,17° 26,20 + 0,05° 608,07 + 18,45

*Qs resultados sao apresentados como a média (n = 3) = DP, e aqueles com letras diferentes na

mesma coluna sdo significativamente diferentes, com p <0,05 pelo Teste de Tukey.

Nas Tabelas 7 e 8 é possivel observar uma correlacio entre a proteina soluvel
em TCA e a atividade antioxidante, em que de maneira geral, os ensaios 4 e 7 apresentaram
maiores valores de atividade antioxidante e também maiores teores de proteina soluvel em
TCA.

Uma hidrélise com maior formacdo de peptideos curtos pode apresentar um
potencial biolégico mais significativo, pois peptideos menores podem apresentar maior
estabilidade e resisténcia nas condi¢des do trato gastrointestinal, e também seriam mais
facilmente transportados por seus precursores especificos. Porém também existem estudos
indicando que a hidrélise mais extensiva na cadeia proteica pode influenciar de maneira
negativa as atividades bioldgicas dos peptideos, dependendo das enzimas utilizadas, dos
peptideos formados e aminodcidos presentes nas extremidades (SAADI et al., 2015).

Apo6s a hidrélise enzimadtica, além da liberacdo de peptideos, pode ocorrer
também a liberacdo de compostos fendlicos que estavam presentes ligados as proteinas.
Portanto, a atividade antioxidante de matrizes derivadas de plantas pode estar associada aos
peptideos e também aos compostos fendlicos e seus complexos, podendo agir de maneira

sinérgica (SILVA et al., 2017).

5.4 - Avaliacao estatistica do planejamento experimental de misturas

A partir dos valores experimentais obtidos nas andlises de atividade
antioxidante, foram gerados modelos quadriticos ou cubicos, um para cada resposta
(ABTS, FRAP e ORAC). Os coeficientes de regressdo foram calculados e avaliados por
andlise de variancia (ANOVA). Nas Tabelas 9, 10 e 11 sdo apresentados os coeficientes de

regressdo (efeitos), para as respostas de atividade antioxidante das amostras de proteina
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hidrolisada de feijdo carioca analisada pelos métodos ABTS, FRAP e ORAC,
respectivamente.

Os coeficientes de regressdo linear e as interagdes bindrias e terndrias gerados
pelo método ABTS (Tabela 9) foram significativos com p < 0,05, com a exce¢do da
interacio bindria Flavourzyme® e Alcalase® (p = 0,146). Ji para os coeficientes
apresentados pelo método FRAP (Tabela 10), a intera¢do terndria de Flavourzyme®,
Alcalase® e Neutrase® ndo foi significativa com p = 0,759 e na avaliagio dos coeficientes
pelo método ORAC (Tabela 11), tanto as enzimas de forma isolada, como também as

interagdes bindrias e terndrias foram significativas com p < 0,05.

Tabela 9 — Coeficientes de regressio para a capacidade antioxidante avaliada pelo método

ABTS para a proteina hidrolisada de feijao carioca.

Fator Coeficient Err(~) t(14) p-
e padrao valor
Flavourzyme® 95,73 0,45 2 132 = 0,000
Alcalase® 91,09 0,45 205’2 0,000
Neutrase® 91,88 0,45 203 0 0,000
Flavourzyme® x Alcalase® 73,58 2,21 33,35 0,000
Flavourzyme® x Neutrase® 3,40 2,21 1,54 0,146
Alcalase® x Neutrase® 68,29 2,21 30,95 0,000
Flavourzyme® x Alcalase® x 120,00 15.52 773 0,000

Neutrase®

Tabela 10 - Coeficientes de regressdo para a capacidade antioxidante avaliada pelo método

FRAP para a proteina hidrolisada de feijao carioca.

Fator Coeficient Err(~) t(14) p-
e padrao valor
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Flavourzyme® 27,85 0,09 302 X 0,000
Alcalase® 23,94 0,09 2691 0 0,000
Neutrase® 21,36 0,09 232’9 0,000

Flavourzyme® x Alcalase® 9,87 0,45 21,97 0,000
Flavourzyme® x Neutrase® 8,75 0,45 19,48 0,000
Alcalase® x Neutrase® 13,33 0,45 29.67 0,000
Flavourzyme® x Alcalase® x 10.99 3.16 031 0,759

Neutrase®

Tabela 11 - Coeficientes de regressdo para a capacidade antioxidante avaliada pelo método

ORAC para a proteina hidrolisada de feijdo carioca.

Fator Coeficiente Erro padrao t(14) p-valor
Flavourzyme® 476,80 9,37 50,87 0,000
Alcalase® 350,40 9,37 37,38 0,000
Neutrase® 352,37 9,37 37,59 0,000
Flavourzyme® x Alcalase® 918,80 45,92 20,01 0,000
Flavourzyme® x Neutrase® 253,67 45,92 5,52 0,000
Alcalase® x Neutrase® 1239,27 45,92 26,99 0,000

Flavourzyme® x Alcalase® x Neutrase® 4429,10 323,07 13,71 0,000

Nas Tabelas 12, 13 e 14 sdo apresentados os coeficientes de regressao (efeitos),

para as respostas de atividade antioxidante de proteina hidrolisada de feijao vermelho.
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Tabela 12 - Coeficientes de regressao para a capacidade antioxidante avaliada pelo método

ABTS para a proteina hidrolisada de feijao vermelho.

Fator Coeficient Err(~) ¢(14) p-
e padrao valor
Flavourzyme® 60,43 0,27 2276 8 0,000
Alcalase® 63,32 0,27 2327 4 0,000
Neutrase® 63,10 0,27 235 8 0,000
Flavourzyme® x Alcalase® 25,04 1,30 19,19 0,000
Flavourzyme® x Neutrase® 19,33 1,30 14,82 0,000
Alcalase® x Neutrase® 22,47 1,30 17,22 0,000
Flavourzyme® x Alcalase® x 39.87 0.18 434 0,001

Neutrase®

Tabela 13 - Coeficientes de regressao para a capacidade antioxidante avaliada pelo método

FRAP para a proteina hidrolisada de feijao vermelho.

Fator Coeficient Err(~) £(14) p-

e padrao valor

Flavourzyme® 27,64 0,08 3459 3 0,000

Alcalase® 29,33 0,08 37;’2 0,000

Neutrase® 30,01 0,08 3739 8 0,000

Flavourzyme® x Alcalase® -4,18 0,39 -10,79 0,000

Flavourzyme® x Neutrase® 15,61 0,39 40,33 0,000

Alcalase® x Neutrase® -0,58 0,39 -1,50 0,157

Flavourzyme® x Alcalase® x 107,78 272 13958 0,000
Neutrase®

Tabela 14 - Coeficientes de regressao para a capacidade antioxidante avaliada pelo método

ORAC para a proteina hidrolisada de feijao vermelho.

Fator Coeficiente Erro padrao t(14) p-valor
Flavourzyme® 555,00 9,44 58,81 0,000
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Alcalase® 487,80 9,44 51,69 0,000
Neutrase® 500,83 9,44 53,07 0,000
Flavourzyme® x Alcalase® 396,13 46,23 8,57 0,000
Flavourzyme® x Neutrase® 160,07 46,23 3,46 0,004
Alcalase® x Neutrase® 414,73 46,23 8,97 0,000

Flavourzyme® x Alcalase® x Neutrase® -387,70 325,26 -1,19 0,253
Os coeficientes de regressdo linear e as interagcdes bindrias e ternarias obtidos a

partir das respostas antioxidantes avaliadas pelo método ABTS (Tabela 12) mostraram
valores significativos com p < 0,05 e os coeficientes apresentados pelo método FRAP
(Tabela 13), a interag@o bindria de Alcalase® e Neutrase® ndo foi significativa com p =
0,157 e na avaliagdo dos coeficientes pelo método ORAC (Tabela 14), a interacdo terndria
de Flavourzyme®, Alcalase® e Neutrase® nao foi significativa, com p = 0,253.

O coeficiente de correlagao multipla (R?) e o teste de Fisher (andlise de variancia
— ANOVA) foram utilizados para verificar a adequacao estatistica dos modelos propostos
codificados aos pontos reais (experimentais). Nas Tabelas 15 e 16 estdo apresentados os
modelos gerados para cada varidvel resposta, as equagdes para cada modelo e também os
valores de F-calculado, R? e p-valor para as amostras de hidrolisados proteicos de feijao

carioca e vermelho.

Tabela 15 - Anilise de varidncia (ANOVA) incluindo modelos, R?> e valores de
probabilidade para os modelos reduzidos finais para atividade antioxidante dos hidrolisados

proteicos de feijao carioca.

F-
Resposta Modelo Equacao R?  p-valor
calculado
Captura de

radical Especial Y=96,01x;+ 91,09x, +
ABTS ciibico 92,17x3 + 73,02x1X2 + 522,56 0,99 <0,001
(pmol 67,72X2X3 + 128,50X1X2X3
TE/g)
FRAP Y=27,85x1+ 23,94x, +
(umol Quadrético 21,36x3 + 9,82x1x2 + 987,66 0,99 <0,001

TE/g) 8,70x1x3 + 13,28x2x3
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Y=476,80x1 + 350,40x2 +

ORAC Especial
pecial 352 37x3 + 918,80 %2 +

(umol cibico 1239 2 Txmcs + 35225 0,99 <0,001

TE/g) )

4429, 10,4X1X2X3
Os valores codificados nas equacgdes representam os componentes da mistura e suas

interagdes: x1 = Flavourzyme® 500L; x2 = Alcalase® 2.4L e x3 = Neutrase® 0.8L

Tabela 16 - Andlise de varidncia (ANOVA) incluindo modelos, R?> e valores de
probabilidade para os modelos reduzidos finais para atividade antioxidante dos hidrolisados

proteicos de feijao vermelho.

F-

- ) _
Resposta Modelo Equacao calculado R?  p-valor
Captura de Y=60,43x;+ 63,32x> +
radical Especial 63,10x3 + 25,04x1x2 +
ABTS ciibico 19,33x1%3 + 22,47x2x + 20295 0,99 <0001
(umol TE/g) 39,87x1X2X3
) Y=27,6x1+ 29,3x2 + 29,9x3 -
( Iﬂ}ﬁ}% o) i?;i‘jl 4,1x1x2 + 15,7x1%3 - 809,62 0,99 <0,001
H & 109,2X1X2X3
Y=555,9x; + 488,8x2 +
ORAC 501,8x3 + 376,6x1x2 + 35,03 0,92 <0,001

Quadratico
(nmol TE/g) 140,5x1x3 + 395,2x2%3

Os valores codificados nas equagdes representam os componentes da mistura e suas

interagdes: X1 = Flavourzyme® 500L; x> = Alcalase® 2.4L e x3 = Neutrase® 0.8L

Os valores apresentados pela ANOV A nas Tabelas 14 e 15 mostraram que todos
os modelos propostos forneceram bons ajustes aos dados, em que 99% da variacdo dos
resultados sdo explicados (R? = 0,99) e o modelo para resposta ORAC dos hidrolisados
proteicos de feijao vermelho 92% da variacio dos resultados sdo explicados (R?=0,92), os

valores de F calculados sdo superiores aos de F-tabelado e valores de p-valor < 0,001.

5.5 - Analise das curvas de contorno

As Figuras 7 e 8 respectivamente ilustram as propor¢des das enzimas

Flavourzyme®, Alcalase® e Neutrase® que resultaram em maiores valores de atividade
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antioxidante para as amostras de hidrolisados proteicos de feijdo carioca e vermelho
utilizando curvas de contorno de misturas. Na curva de contorno cada vértice do tridngulo
equilatero correspondem as respostas obtidas usando as trés enzimas individuais, os pontos
médios dos trés lados do tridngulo representam os resultados das misturas bindrias de
enzima e no centro do tridngulo (centroide) indica a varia¢ao dos resultados para as misturas
ternarias (CASTRO et al., 2017).

Avaliando as curvas de contorno das Figuras 7A e 7C dos hidrolisados proteicos
de feijdo carioca, a combinacdo terndria de Flavourzyme®, Alcalase® e Neutrase® resultou
em maior efeito sinérgico, alcancando resultados de atividade antioxidante superiores aos
obtidos com as enzimas na forma pura e nas combinagdes bindrias, como mostrado
anteriormente na Tabela 7, no ensaio 7. A Figura 7B ilustra os resultados avaliados pelo
método FRAP que resultou em um modelo quadrético (Tabela 15), em que a interagdo
terndria ndo foi significativa mesmo com valores de atividade antioxidante altos. Isso
ocorreu porque a amostra de proteina hidrolisada com mistura bindria de Flavourzyme® e
Alcalase® alcangou um resultado de atividade antioxidante ainda mais alto e por esse
motivo foi dispensdvel a mistura terndria para a resposta FRAP. Porém como a amostra de
proteina hidrolisada com mistura terndria (ensaio 7, Tabela 7) foi significativa e mostrou os
valores mais altos de atividade antioxidante para as respostas ABTS e ORAC, a mesma foi
selecionada como amostra hidrolisada com maior capacidade antioxidante.

As curvas de contorno da Figura 8A dos hidrolisados proteicos de feijao
vermelho ilustram que a utilizagdo de combinagdo terndria de Flavourzyme®, Alcalase® e
Neutrase® resultou em maior efeito sinérgico, com resultados de atividade antioxidante
mais altos. A Figura 8C mostra que o hidrolisado proteico preparado com a mistura ternéria
também mostrou resultado de atividade antioxidante alto, porém o hidrolisado proteico
preparado com a mistura bindria de Flavourzyme® e Alcalase® foi superior, resultando em
um modelo quadrético (Tabela 16). O hidrolisado proteico obtido com a mistura bindria de
Flavourzyme® e Neutrase® apresentou o melhor resultado de atividade antioxidante para

a resposta FRAP (Figura 8B).
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Considerando-se a maioria dos modelos gerados, a amostra de hidrolisado
proteico de feijao vermelho preparado com mistura binaria de Flavourzyme® e Alcalase®
foi selecionada como a amostra com maior atividade antioxidante, pois apresentou o melhor
resultado para a resposta ORAC e o segundo melhor resultado para a resposta ABTS.

Os gréficos de valores experimentais versus valores preditos apresentados nas
Figuras 7 e 8 mostram que as respostas de atividade antioxidante obtidas experimentalmente
estdo alinhadas com as que foram preditas pelo modelo, confirmando o alto coeficiente de
correlacdo (R?) que variou de 0,92 a 0,99 para os resultados de atividade antioxidante dos
hidrolisados proteicos de feijao carioca e vermelho.

Nas Tabelas 17 e 18 estdo apresentados os valores de atividade antioxidante para
as amostras selecionadas com maior atividade antioxidante, sendo o ensaio 7 para os
hidrolisados proteicos de feijdo carioca e ensaio 4 para os hidrolisados proteicos de feijao

vermelho.

Tabela 17 - Andlise da atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de feijdo carioca

obtidos com as enzimas Flavourzyme®, Alcalase® e Neutrase® (ensaio 7)*

Amostra

Analise hidrolisada Controle
Captura de radical ABTS (umol TE/g) 113,91 + 0,572 67,13 + 0,54°
FRAP (umol TE/g) 27,90 + 0,022 10,41 +0,02°
ORAC (umol TE/g) 825,20 + 14,042 117,30 + 7,46°

*Resultados apresentados como média (n = 3) + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma linha

indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os resultados pelo Teste de Tukey.
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Tabela 18 - Andlise da atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de feijao vermelho

obtidos com as enzimas Flavourzyme® e Alcalase® (ensaio 4)*.

oy Amostra
Analise hidrolisada Controle
Captura de radical ABTS (umol TE/g) 68,14 + 0,261 44,64 + 0,60
FRAP (umol TE/g) 27,44 +(,22° 15,42 +0,12°
ORAC (umol TE/g) 620,44 + 2,69 167,46 + 1,88

*Resultados apresentados como média (n = 3) + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma linha

indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os resultados pelo Teste de Tukey.

Os resultados de atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de feijao
carioca e feijao vermelho (Tabelas 17 e 18) avaliados pelo método ORAC (620,44 a 825,20
pmol TE/g) foram maiores que a atividade antioxidante do hidrolisado proteico de feijdao
preto, preparado com a enzima Alcalase®, a 50°C e pH 8,0 (557,34 umol TE/g) descrito
por Rocha et al. (2015) e menor que aquele do hidrolisado proteico de linhaga (930 pmol
TE/g) obtido com Alcalase®, a 60°C e pH 8,5, enquanto que valores obtidos pelo ensaio
FRAP (27,44 a 27,90 umol TE/g) foi maior que a atividade antioxidante do hidrolisado
proteico de linhaga (20 umol TE/g) obtido por Silva et al., (2017) e maiores (68,14 a 113,91
umol TE/g) que o obtido para o hidrolisado proteico de soja pelo ensaio de captura de
radicais ABTS (28,50 pmol TE/g), utilizando pepsina a 37°C e pH 1,3 relatado por
Vasconcellos (2014).

Betancur-Ancona et al (2014) estudaram a atividade antioxidante de proteina
concentrada de feijao (Phaseolus vulgaris L.) variedade Jamapa negra, hidrolisada com as
preparacdes enziméaticas de proteases Alcalase®, Flavourzyme®, pepsina, pancreatina e
sistemas combinados contendo Alcalase®-Flavourzyme® e pepsina-pancreatina. Os autores
observaram que a combinacdo das diferentes enzimas resultou em maiores graus de
hidrdlise, atingindo valores de aproximadamente 30% apds 90 minutos de reacdo. As
amostras de proteina concentrada de feijao Jamapa negra submetida a hidrélise sequencial
com Alcalase®, em pH 8,0 e 50°C e Flavourzyme® em pH 7,0 e 50°C apresentou maior
atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS, atingindo 8,1 mM TE/mg de amostra
ap6s 90 minutos de reacdo. J4 para a hidrélise sequencial pepsina-pancreatina em pH 2,0 a
37°C para pepsina e pH 7,5 a 37°C para pancreatina, as amostras atingiram 6,4 mM TE/mg

de amostra ap6s 90 minutos de reacao.
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As amostras 7 (Flavourzyme® + Alcalase® + Neutrase®) e 4 (Flavourzyme® +
Alcalase®) de hidrolisados proteicos de feijdo carioca e vermelho, respectivamente, foram
selecionadas com maiores valores de atividade antioxidante e foram utilizadas para a
avaliacdo dos compostos interferentes, tais como fendlicos totais, flavondides, taninos
condensados e antocianinas e andlise das demais atividades bioldgicas: atividade inibitéria
da enzima conversora de angiotensina (ECA) (atividade anti-hipertensiva), atividade anti-

inflamatoria e capacidade de inibir a polifenoloxidase.

5.6 - Caracterizacao dos compostos interferentes

Durante o processo de extracdo da fragdo proteica, os compostos fendlicos que
se apresentam ligados as proteinas, podem ser carreados e estar presentes no concentrado
proteico. Na hidrélise enzimdtica das proteinas, esses compostos podem ser liberados,
juntamente com os aminoacidos e peptideos, podendo interferir na atividade antioxidante
do hidrolisado, seja de maneira sinérgica ou ndo e por isso foram tratados como interferentes
(SILVA, 2012).

A Tabela 19 ilustra que a amostra de proteina hidrolisada de feijdo carioca
(Flavourzyme® + Alcalase® + Neutrase®) apresentou maior capacidade redutora total, teor
de flavonoides e taninos em comparagdo com a amostra controle, mostrando que
possivelmente o tratamento enzimatico tenha liberado esses compostos que estavam ligados

as proteinas.

Tabela 19 — Capacidade redutora total, flavonoides e taninos condensados nas amostras de

proteina de feijao carioca hidrolisada e controle (sem tratamento enzimatico).

Amostra hidrolisada

Compostos interferentes (Flavourzyme® + Alcalase® + Controle
Neutrase®)
Capacidade redutora . b
total (mg GAE/g) 15,31 £0,16 5,25 £0,09
Flavonoides (mg CE/g) 1,58 +£0,08? 0,92 £0,01°
Taninos (mg CE/g) 1,56 £ 0,06* 0,59 + 0,002°

Os resultados sdo apresentados como a média (n = 3) £ DP e letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa com p<0,05.
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Tabela 20 — Capacidade redutora total, flavonoides, taninos condensados e antocianinas
nas amostras de proteina de feijao vermelho hidrolisada e controle (sem tratamento

enzimatico).

Amostra hidrolisada

Compostos interferentes (Flavourzyme® + Alcalase®) Controle
Capacidade redutora total a b

(mg GAE/g) 17,68 + 0,08 4,18 £ 0,08
Flavonoides (mg CE/g) 1,73 £0,005* 0,98 + 0,04°
Taninos (mg CE/g) 2,30 + 0,052 0,52 + 0,04°
Antocianinas (mg EGC/g) 0,06 + 0,002° 0,12 £ 0,003

Os resultados sdo apresentados como a média (n = 3) + DP e letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa com p<0,05.

A amostra de protefna hidrolisada de feijio vermelho (Flavourzyme® +
Alcalase® (Tabela 20) apresentou maior capacidade redutora total, teor de flavondides e
taninos em comparacdo com a amostra controle. No entanto o conteiido de antocianinas
monoméricas diminuiu de 0,12 mg CGE/g na amostra controle para 0,06 mg CGE/g na
amostra hidrolisada, mostrando que nesse caso pode ter ocorrido decomposicao das
antocianinas com o tratamento enzimdtico.

Xu e Chang (2007) estudaram extratos de diferentes vegetais e encontraram
maiores valores de taninos condensados no feijdo preto (6,74 mg CE/g) e lentilha (8,78 mg
CE/g) quando comparados aos obtidos nas amostras de feijao carioca e vermelho tanto na
amostra hidrolisada, quanto na amostra controle. O teor de flavonoides totais foram maiores
em feijao preto (3,21 mg CE/g), lentilha (2,21 mg CE/g), e grao de bico (3,16 mg CE/g) e
o teor de compostos fendlicos totais foram menores no feijao preto (6,89 mg GAE/g),
lentilha (7,53 mg GAE/g) e grdo de bico (1,81 mg GAE/g) quando comparados aos obtidos
nas amostras hidrolisadas de proteina de feijdo carioca (15,31 mg GAE/g) e vermelho
(17,68 GAE/g).

Sancho et al (2015) obtiveram maior valor de antocianinas em feijao preto (0,83
mg CGE/g) e menor valor em feijao vermelho (0,08 mg CGE/g) quando comparados aos
valores encontrados para a amostra controle de proteina de feijio vermelho (0,12 mg

CGE/g).
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A amostra de proteina hidrolisada de feijdo carioca (Flavourzyme® + Alcalase®

+ Neutrase®) nas concentragdes de 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL, inibiu
29,33%, 44,25%, 47,33% e 50,39% a enzima conversora de angiotensina (ECA) enquanto
que a amostra controle nas mesmas concentracoes inibiu 13,33%, 26,61%, 41,19% e
43,19% respectivamente (Figura 9). Foi observado um melhor efeito nas concentracdes de
0,1 mg/mL e 0,25 mg/mL, atingindo diferencas de 16% e 17,64% na inibi¢do da ECA entre
a amostra hidrolisada e amostra controle.

A amostra de proteina hidrolisada de feijio vermelho (Flavourzyme® +
Alcalase®), nas concentragdes de 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL inibiu
55,74%, 59,61%, 65,46% e 73,49% a enzima conversora de angiotensina e enquanto que a
amostra controle inibiu 4,85%, 47,78%, 60,71% e 70,75%, respectivamente (Figura 10).
Foram obtidas diferencas de 10,89% e 11,83% na inibicdo da ECA entre a amostra

hidrolisada e amostra controle nas concentracoes de 0,1 mg/mL e 0,25 mg/mL

respectivamente.
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Figura 9 — Efeito da concentragdo da amostra de proteina hidrolisada de feijdo carioca e do

controle na inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA).
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*Letras maidsculas mostram diferenca significativa entre as mesmas concentragdes entre a amostra hidrolisada e
controle.**Letras mindsculas mostram diferenca significativa entre as concentra¢des em cada amostra (hidrolisada

e controle).

80 - G,a
70 Eb

60 4 Ad :
50 1 B

40
30
20 -
10

% Inibicio ECA

010 025 050 1,00
Concentraciao (mg/mL)

m Amostra hidrolisada (Flavourzyme® + Alcalase® ) mControle

Figura 10 — Efeito da concentracdo da amostra hidrolisada de proteina de feijao vermelho

e do controle na inibi¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA).

*Letras maidsculas mostram diferenca significativa entre as mesmas concentracdes entre a amostra hidrolisada e
controle.**Letras mindsculas mostram diferenca significativa entre as concentragdes em cada amostra (hidrolisada

e controle).

Wan Mohtar et al. (2014) estudaram a obtenc¢do de hidrolisados de proteina de
feijdo alado (Psophocarpus tetragonolobus (L) DC), comum na Maldésia, com atividade de
inibi¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA), utilizando as enzimas Alcalase®,
Flavourzyme®, papaina e bromelina em um tempo total de 5 horas de reagdo. Os
hidrolisados proteicos com papaina mostraram os melhores resultados, alcancando 50% de
inibicdo da atividade da ECA com concentracdo de 0,065 mg/mL, enquanto que 0s
hidrolisados com Flavourzyme®e Alcalase® apresentaram 50% de inibi¢do da atividade da
ECA nas concentragdes de 0,161 mg/mL e 0,091 mg/mL, respectivamente. Garcia-Mora et
al. (2015) também estudaram a atividade de inibi¢do da enzima conversora de angiotensina
utilizando hidrolisados proteicos de uma variedade de feijio comum com Alcalase® e
Savinase e foi obtido um valor de IC50 (concentracdo que inibe 50% da atividade de ECA)
de 0,26 mg/mL com 120 minutos de hidrdlise com Alcalase e 0,23 mg/mL com 90 minutos

de hidrodlise com Savinase.
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Wang et al. (2016) estudaram a inibi¢do da enzima conversora de angiotensina
utilizando hidrolisados proteicos de nozes preparados com pepsina. Os peptideos com
tamanhos menores do que 5 KDa apresentaram inibi¢do de 50% da atividade de ECA em
uma concentra¢do de aproximadamente 0,40 mg/mL. Hidrolisados de proteina de colza com
Alcalase® também foram estudados quanto 2 atividade de inibi¢do da enzima conversora de
angiotensina sendo obtido IC50 de 0,156 mg/mL (MAKINEN et al., 2016).

Rui et al., (2013) demonstraram que a hidrdlise sequencial de proteinas isoladas
do feijao utilizando Alcalase®, papaina e enzimas gastrointestinais resultaram em
hidrolisados proteicos com maior capacidade de inibi¢cdo da atividade da ECA, obtendo um
valor de IC50 de 67,2 pg/mL.

A amostra de proteina hidrolisada de feijdo carioca (Flavourzyme® + Alcalase®
+ Neutrase®) e amostra controle, na concentragdo de 1 mg/mL, inibiram a ECA 50,39% e
43,19% respectivamente. A amostra de proteina hidrolisada de feijao vermelho
(Flavourzyme® + Alcalase®) e amostra controle, na concentracio de 1 mg/mL, inibiram a
ECA 73,49 % e 70,75% respectivamente, indicando que as amostras de proteina controle
sem tratamento com proteases também apresentaram capacidade de inibicao da ECA.

Nos trabalhos citados ndo foram mencionados os resultados de inibi¢do da

atividade da ECA pelas amostras controle dos hidrolisados proteicos.

5.8 - Avaliacao da inibicao da enzima hialuronidase (HIA)

A amostra de proteina hidrolisada de feijdo carioca (Flavourzyme® + Alcalase®
+ Neutrase®) nas concentragdes de 1, 5, 10 e 25 mg/mL inibiram 21,24% 26,05%, 31,63%
e 37,70% a hialuronidase enquanto que as amostras controle inibiram 23,62%, 24,65%,
29,46% e 35,50% a enzima (Figura 11).

A amostra de proteina hidrolisada de feijio vermelho (Flavourzyme® +
Alcalase® )nas concentragdes de 1, 5, 10 e 25 mg/mL inibiram a hialuronidase 16,56%,
22,61%, 28,38% e 38,55%, enquanto que as amostras controle inibiram 19,56%, 24,36%,
31,85% e 38,50% a enzima (Figura 12). Os resultados indicam que a hidrélise de proteinas
de feijao ndo resultou na formacao de peptideos com atividade de inibi¢do da hialuronidase

quando comparados com a respectiva amostra controle.
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Figura 11 — Efeito da concentracdo da amostra de proteina hidrolisada de feijao carioca e

do controle na inibi¢do da enzima hialuronidase (HIA).

*Letras maidsculas mostram diferenca significativa entre as mesmas concentracdes entre a amostra hidrolisada e

controle.**Letras mintsculas mostram diferenca significativa entre as concentra¢des em cada amostra (hidrolisada

e controle).
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Figura 12 — Efeito da concentragdo da amostra de proteina hidrolisada de feijao vermelho

e do controle na inibi¢do da enzima hialuronidase (HIA).
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*Letras maidsculas mostram diferenca significativa entre as mesmas concentragdes entre a amostra hidrolisada e
controle.**Letras mindsculas mostram diferenca significativa entre as concentragdes em cada amostra (hidrolisada

e controle).

A atividade anti-inflamatéria de peptideos das fragdes proteicas glicinina e [3-
conglicinina da soja foram estudadas por Vasconcellos (2014) pelo método de inibi¢do da
enzima hialuronidase. Os peptideos foram produzidos por meio da hidrélise enzimatica com
pepsina em pH 1,3 a 37°C durante duas horas. Neste estudo foram obtidas inibi¢des da
hialuronidase de 70% e 86,3% para as fracoes de [B- conglicinina e glicinina,
respectivamente, na concentracao de 1000 pg/mL. Nesse estudo o autor ndo comparou a
inibicao da enzima hialuronidase utilizando a amostra controle.

Nakchuma e Kim (2015) descreveram a obten¢do de hidrolisados de coldgeno
de pele de lula com Alcalase®, em pH 7,0 a 60°C por 80 minutos. Os autores verificaram
que a fragdo de 3 — 10 KDa, na concentra¢do de 100 pg/mL, inibiu 32,21% a atividade de
hialuronidase. Os aminodcidos encontrados em maior quantidade nessa fracdo foram
glicina, valina, prolina, serina, dcido aspdrtico e alanina. Os autores ndo descreveram o
efeito da amostra controle na inibi¢do da enzima hialuronidase.

Liyanaarachchi et al (2018) estudaram a inibi¢do da hialuronidase por extratos
de plantas medicinais do Sri Lanka e observaram uma reducdo de 95% na atividade da

hialuronidase na presencga de extrato de Curcuma aromatica na concentragao de 500pg/mL.

5.9 - Avaliacao da inibicao da enzima polifenoloxidase (PFO)

A amostra de proteina hidrolisada de proteina de feijdo carioca (Flavourzyme®
+ Alcalase® + Neutrase®) nas concentra¢des de 1 mg/mL, 2,5 mg/mL, 4 mg/mL e 6 mg/ mL
inibiu 13,30%, 21,90%, 28,40% e 40,50% a polifenoloxidase (PFO) de mac¢a enquanto que
a amostra controle inibiu 10,10%, 19,70%, 33,90% e 44,90% nas mesmas concentracdes
respectivamente, indicando que a proteina hidrolisada de feijdo carioca ndo aumentou
significativamente a inibi¢do da PFO de mac¢ad comparada com a amostra controle (Figura
13).

A amostra de proteina hidrolisada de feijdo carioca (Flavourzyme® + Alcalase®
+ Neutrase®) nas concentragdes de 1 mg/mL, 2,5 mg/mL, 4 mg/mL e 6 mg/ mL inibiu
39,90%, 46,10%, 51,80% e 56,90% a PFO de pera, enquanto que para essas mesmas

concentragdes os valores obtidos de inibicdo na presenca da amostra controle foram de
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39,30%, 44,10%, 46,10% e 52,10% respectivamente, ndao apresentando aumento
significativo entre amostra hidrolisada e amostra controle na inibi¢cdo da PFO de pera nas
concentracdes de 1 mg/mL e 2,5 mg/mL. Nas concentracdes de 4 mg/mL e 6 mg/mL,
aumentou cerca de 5,7% e 4,8% a inibicdo da PFO de pera em relacdo aos respectivos

controles (Figura 14).
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Figura 13 — Efeito da concentracdo da amostra de proteina hidrolisada de feijao carioca e

da amostra controle na inibi¢do do extrato enzimatico de polifenoloxidase (PFO) de maca.

*Letras maidsculas mostram diferenca significativa entre as mesmas concentracdes entre a amostra hidrolisada e
controle.**Letras mindsculas mostram diferenca significativa entre as concentragdes em cada amostra (hidrolisada

e controle)



75

% Inibicio PFO de pera

1,00 250 4,00 6,00
Concentracao (mg/mlL)

B Amostra hidrolisada (Flavourzyme® + Alcalase® + Neutrase®)
m Controle

Figura 14 - Efeito da concentracdo da amostra de proteina hidrolisada de feijao carioca e

da amostra controle na inibi¢@o do extrato enzimatico de polifenoloxidase (PFO) de pera.

*Letras maidsculas mostram diferenca significativa entre as mesmas concentragoes entre a amostra hidrolisada e
controle. **Letras mintsculas mostram diferenca significativa entre as concentracdes em cada amostra

(hidrolisada e controle).

A amostra de protefna hidrolisada de feijio vermelho (Flavourzyme® +
Alcalase® ) inibiu 11,30%, 15,40%, 24,80% e 32,10% a PFO de maci enquanto que a
amostra controle inibiu 7,80%, 14,10%, 23,60% e 30,70%, respectivamente, indicando que
a proteina hidrolisada de feijao vermelho ndo aumentou significativamente a inibi¢do da
PFO de mag¢a comparada com a amostra controle (Figura 15).

A amostra de protefna hidrolisada de feijio vermelho (Flavourzyme® +
Alcalase® nas concentracdes de 1 mg/mL e 2,5 mg/mL, inibiu 26,52% e 31,81% a PFO de
pera enquanto que a amostra controle inibiu 27,10% e 28,68%, respectivamente nao
apresentando diferenca significativa entre a amostra hidrolisada e amostra controle. Nas
concentracoes de 4 mg/mL e 6 mg/mL de proteina hidrolisada de feijao vermelho foi
observado aumento de cerca de 7,99% e 9,22% de inibi¢ao da PFO de pera em relagao aos
respectivos controles, com valores de inibi¢do de PFO de pera de 47,10% e 52,47% na
presenca da amostra hidrolisada e 39,11% e 43,25% na presenca da amostra controle

(Figura 16).
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Figura 15 - Efeito da concentracdo da amostra de proteina hidrolisada de feijao vermelho

e da amostra controle na inibicao do extrato enzimatico de polifenoloxidase (PFO) de maca.

*Letras maidsculas mostram diferenca significativa entre as mesmas concentragdes entre a amostra hidrolisada e
controle. **Letras mintsculas mostram diferenca significativa entre as concentragdes em cada amostra

(hidrolisada e controle).
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Figura 16 - Efeito da concentracdo da amostra de proteina hidrolisada de feijao vermelho

e da amostra controle na inibi¢cdo do extrato enzimdtico de polifenoloxidase (PFO) de pera.
*Letras maidsculas mostram diferenca significativa entre as mesmas concentragdes entre a amostra hidrolisada e
controle. **Letras mintsculas mostram diferenca significativa entre as concentracdes em cada amostra

(hidrolisada e controle).
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Ortiz-Estrada et al (2012) verificaram que a fracdo de proteina globulinas do
farelo de trigo na concentragdo 0,11 mg/mL inibiu cerca de 24% a atividade da
polifenoloxidase de cogumelos (350U).

Kubglomsong e Theerakulkait (2014) estudaram o efeito do extrato de proteina
de farelo de arroz na concentracdo de 0,08% (m/v) na inibi¢do da polifenoloxidase de
extratos enziméticos de batata, ma¢a e banana na concentracdo de 1g/mL e observaram
porcentagens de inibicdo de 15,94%, 9,09% e 5,85%, respectivamente.

A hidrélise enzimatica da sericina, uma proteina da seda solivel em dgua, foi
estudada por Puangphet et al., (2015). A proteina foi submetida a hidrélise com Alcalase®
em pH 8,8 e temperatura de 50°C durante trés horas. A amostra de sericina hidrolisada na
concentracdo de 5% (m/v) inibiu cerca de 95,5%, 79,49%, 69,99% e 68,30% para extratos
brutos (0,5 g/mL) de PFO de macgd, berinjela, brotos de feijdo e flor de banana,
respectivamente. Nesse estudo ndo foi apresentado os resultados de inibicdo da amostra
controle (ndo hidrolisada).

Silva (2017) relatou a obten¢do de hidrolisado de proteinas do soro de leite
bubalino com Alcalase®, em pH 8,0 a 50°C durante 4 horas. O hidrolisado proteico inibiu
cerca de 50% a PFO do extrato enzimético de maca (0,5 g/mL). O autor ndo comparou 0s

resultados com a amostra controle.
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6 — CONCLUSAO

Os hidrolisados da proteina concentrada do feijao carioca e vermelho obtidos
por meio de planejamento experimental de misturas, utilizando as enzimas Flavourzyme®,
Alcalase® e Neutrase® apresentaram atividades antioxidantes superiores as amostras
controle (ndo hidrolisadas) para as trés metodologias de determinacgdo utilizadas (ABTS,
FRAP e ORAC).

As amostras 7 (Flavourzyme® + Alcalase® + Neutrase®) e 4 (Flavourzyme® +
Alcalase®) de proteina hidrolisada de feijio carioca e vermelho, respectivamente,
apresentaram uma correlacdo entre valores de proteina soliuvel em TCA e atividade
antioxidante, em que foram obtidos maiores valores de proteina solivel em TCA de
64,28% e 70,81%, respectivamente, e também maiores valores de atividade antioxidante:
113,91 umol TE/g para o método ABTS, 27,90 umol TE/g para FRAP e 825,2 umol TE/g
para ORAC para o hidrolisado proteico de feijdo carioca (7) e 68,14 umol TE/g para ABTS,
27,44 umol TE/g para FRAP e 620,44 pmol TE/g para ORAC para o hidrolisado proteico
de feijao vermelho (4) e por tanto, as amostras 7 e 4 foram selecionadas para o estudo das
demais bioatividades.

As amostras hidrolisadas de proteina de feijio carioca (Flavourzyme® +
Alcalase® + Neutrase®) e vermelho (Flavourzyme® + Alcalase®), respectivamente,
apresentaram aumento na capacidade redutora total, flavonoides e taninos condensados
quando comparadas aos respectivos controles, possivelmente devido a liberacdo desses
compostos apds a hidrdlise. J4 o teor de antocianinas diminuiu na amostra hidrolisada de
proteina de feijdo vermelho, em relacio ao controle.

As amostras de proteina hidrolisada de feijao carioca (Flavourzyme® +
Alcalase® + Neutrase®) e vermelho (Flavourzyme® + Alcalase® ), na concentracéo de 0,25
mg/mL aumentaram 17,64 % e 11,83% a inibicdo da atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA) comparada com os respectivos controles.

Nos testes de inibi¢do da enzima hialuronidase (HIA) as amostras controles e
amostras hidrolisadas da proteina de feijao carioca e vermelho nas concentracdes de 1 a 25
mg/mL apresentaram valores de inibi¢do similares, ndo sendo observado um aumento na

inibicao da atividade de HIA com a aplica¢do das amostras hidrolisadas.
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O mesmo ocorreu para os testes de inibicdo da enzima polifenoloxidase (PFO)
de macd, em que nas concentragdes de 1 a 6 mg/mL das amostras hidrolisadas de proteina
de feijao carioca e vermelho ndo foi obtido aumento na inibi¢do da PFO de mac¢a em relagcdo
as amostras controles.

Na inibicdo da PFO de pera, a proteina hidrolisada de feijao carioca, nas
concentracoes de 4 mg/mL e 6 mg/mL, aumentou cerca de 5,7% e 4,8% a inibicdo da PFO
de pera em relac@o aos respectivos controles, enquanto que a proteina hidrolisada de feijao
vermelho nas concentracdes de 4 mg/mL e 6 mg/mL aumentou cerca de 7,99% e 9,22% a
inibicao da PFO de pera em relagcdo aos respectivos controles.

Os hidrolisados obtidos de proteina de feijao carioca e vermelho apresentaram
resultados promissores na aplicagdo como antioxidantes, com valores superiores aos
controles (proteina ndo hidrolisada), demonstrando um efeito positivo da hidrolise
enzimatica.

Assim como ocorreu com a atividade antioxidante, era esperado que os
hidrolisados proteicos de feijdo carioca e vermelho apresentassem resultados muito
superiores aos controles (proteina ndo hidrolisada) na inibi¢ao da ECA, inibicdo da HIA e
inibicao da PFO, porém esta relacdo ndo foi observada com as metodologias de andlises
realizadas, em que os hidrolisados e os respectivos controles apresentaram resultados

similares com poucas diferengas significativas.
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PERPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar processos para que os compostos interferentes (fendlicos, flavonoides e
taninos) sejam eliminados sem afetar a proteina hidrolisada;

e Auvaliar o efeito da digestdo in vitro nas amostras hidrolisadas;

e Purificar as amostras hidrolisadas e identificar a sequencia de aminodcidos presentes
nos peptideos envolvidos nas bioatividades;

e Auvaliar o efeito da purificacdo nas bioatividades;

e Estudar atividade antimicrobiana e antiftingica;

e Verificar a possibilidade de aplicagdo dos hidrolisados como antioxidantes

conservadores.
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