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RESUMO

A hipertensdo arterial atinge mais de um bilhdo de pessoas no mundo e é
considerada um alto fator de risco para doencas cardiovasculares. Dentre o0s
mecanismos de regulacdo da pressdo sanguinea, destaca-se o Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (SRAA), por sua atuacao na elevacéo da pressao arterial
(PA) por meio de vaso constricdo e reabsorcédo de sodio, o que o torna o principal
alvo para tratamento medicamentoso, principalmente por inibicdo da atividade da
Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA). Tendo sido o captopril o primeiro
medicamento desenvolvido com esse mecanismo de acdo, os inibidores de ECA
impedem a conversao da angiotensina | em angiotensina Il, interrompendo a cascata
de reacdes do SRAA que culminariam na elevacdo da PA. Além do tratamento
convencional, é possivel encontrar, na medicina popular recomendacdes para o0
consumo de diversas plantas, in natura ou chas, para o controle da PA, sendo que
diversos estudos correlacionam esta atividade anti-hipertensiva ao teor de fendlicos
totais, ou mais especificamente, ao teor de flavonoides, presentes nessas plantas. O
presente projeto buscou desenvolver processos para producao de extratos fendlicos
de residuos industriais de uvas tintas e de pele de amendoim; assim como avaliar o
potencial dos extratos para inibicdo da atividade da ECA, como mecanismo de
reducdo potencial da pressao arterial. Foram preparados seis extratos para cada
amostra de residuo, sendo trés formas de extracdo (aquoso, etandlico com tempo de
reacdo de 1 hora e etandlico em 5 horas), com um extrato controle e um submetido
a biotransformacdo enzimética para cada método. Para caracterizagcdo foram
utilizados os métodos de Folin-Ciocalteu, Dowd e pH diferencial, para teores de
fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas monomeéricas, respectivamente.
Para a capacidade antioxidante foram utilizados os métodos DPPH, ORAC e FRAP.
Para o potencial anti-hipertensivo foi utilizado o método para determinar a
capacidade de inibicdo da ECA. Os valores de fendlicos totais nos extratos do
bagaco de uva tinta variaram entre 17,6 e 54,1 mg GAE/g, enquanto que nos
extratos da pele de amendoim os valores ficaram entre 81,1 e 234,6 mg GAE/g. Os
melhores resultados foram encontrados para a extracdo alcoodlica. Os extratos
etandlicos em 5 horas (UTe5, UEe5, PAe5 e PEe5) foram escolhidos paras os
demais testes. Os valores para a capacidade antioxidante pelo método ORAC

variaram entre 607+21,2 e 1844+78,4 mg TE/g, com maiores valores para 0S



extratos de amendoim. A inibicdo da ECA foi de 16,45% e 37,86% para os extratos
de uva (100 yg/mL) e de 47,52% e 39,95% para os extratos de amendoim (50
Mg/mL). A extracdo enzimatica apresentou reducdo no teor de fendlicos totais e
potencial antioxidante nos extratos da pele de amendoim e ndo apresentou alteracao
nesses valores nos extratos de uva tinta. Enquanto que, para o potencial de inibicao
da ECA, o extrato biotransformado de uva tinta apresentou valor duas vezes
superior que o respectivo controle. Os resultados indicam a viabilidade de utilizacao
desses residuos para obtencdo de compostos bioativos com capacidade

antioxidante e potencial anti-hipertensivo.

Palavras-chave: Bagaco de uva tinta; pele de amendoim; compostos
fendlicos; biotransformacdo enzimatica; Enzima Conversora de Angiotensina I;

hipertensao.



ABSTRACT

High Blood Pressure (HBP) reaches more than one billion people around the world,
and it's taken as a high risk factor for cardiovascular diseases. Between the
mechanisms for blood pressure (BP) regulation Renin-Angiotensin-Aldosterone
System (RAAS) stands up due to its action for BP elevating through blood vessel
constriction and sodium reabsorption, which makes it as the main target for drug
treatment, mainly by Angiotensin | Converting Enzyme (ACE) activity inhibition.
Having captopril as the first developed drug for this action mechanism, ACE inhibitors
prevent the conversion of angiotensin | to angiotensin Il, and stop reactions cascade
which would lead to a blood pressure elevation. Beyond traditional treatments, it's
possible to find, in the popular medicine, recommendation for different plants
consumption in order to control BP. Many studies make correlation between this anti-
hypertensive activity to total phenolic content, mainly flavonoids, found in those
plants. This project searched to develop processes for phenolic extracts production
from industrial byproducts of red grapes and peanut skin, as well as to evaluate their
potential for ACE activity inhibition, as a mechanism to potential reduction of BP. It
was prepared six extracts for each sample, being three extraction methods (water,
ethanoic in 1h incubation time, and ethanoic in 5h incubation time), with one control
extract and one enzymatic processed extract for each method. For characterization
were used Folin-Ciocalteu, Dowd, and differential pH methods, for total phenolic, total
flavonoid, and monomeric anthocyanins contents, respectively. For antioxidant
capacity were used DPPH, ORAC, and FRAP methods. For anti-hypertensive
potential was used capacity ACE inhibition determination method. Total phenolic
content fluctuated between 17.6 and 54.1 mg GAE/g for the red grape extracts, and
between 81.1 and 234.6 mg GAE/g for the peanut skin extracts. Better results were
found for alcoholic extraction. Ethanoic extracts in 5h incubation time were chosen to
continue the tests. Values found for antioxidant capacity by ORAC method were
between 607+21.2 and 1844+78.4 mg TE/g, with bigger values for peanut skins
extracts. Values for ACE inhibition were 16.45% and 37.86% for red grape extracts
(100 pg/mL), and 47.52% and 39.95% for peanut skin extracts (50 pg/mL).
Enzymatic treatment presented a reduction of total phenolic content and antioxidant
capacity on peanut skin extracts, and didn’t show alteration for these parameters on

red grape extracts. In other hand, bioprocessed red grape extract showed double



capacity for ACE inhibition, compared to its control. Found results indicate it's viable
to use these byproducts for obtaining bioactive compounds with antioxidant capacity

and anti-hypertensive potential.

Key-words: Red grape pomace; peanut skin; phenolic compounds;

enzymatic biotransformation; Angiotensin | Converting Enzyme; hypertension.



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 14
2 R o 112 1= g i = N Yo R 14
2.2 MECANISMOS DO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA (SRAA). 16
2.3 T RATAMENTOS .. ettt ettt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e eeenen 18
2.4 COMPOSTOS FENOLICOS E SEU POTENCIAL DE ACAONO SRAA........cceveenneen 20
2.5 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO FONTE DE COMPOSTOS BIOATIVOS ........ 26

B OB UIET IV O S .. e 34
I R O 1N =y Ve W e = = E T 34
3.2 OBUIETIVOS ESPECIFICOS ...vutetuiee ettt ettt e e e e e e e e e e e eeenees 34

4 MATERIAL E METODOS ....ooooeeeeeee ettt ettt 35
4.1 FLUXOGRAMA DAS ATIVIDADES ...eutuieeteee e e e e et e e e e e e e e e e e eeeenees 35
A o N = N =X TR 35
4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS «.u ettt ettt ettt et e et e e e e e e e e e reeenaes 36
4.3.1 RESIAUOS A UV ... it 36
4.3.2 Pele de amendOim.. ..o 36
4.3.3 ObtenGao dOS EXLratOS .......uuiiieeeeeieieeiiiee e e 36

A4 ENZIMAS . ...t ettt 38
4.4.1 Atividade de CeIUIASE........oe e 38
4.4.2 Atividade de PECHNASE ..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeaaaaes 40
4.4.3 Atividade de B-gliCOSIdase.........ccoovvviiiiiiiiiie e 41
4.4.4 Teor de proteinas sollveis totais nos extratos enzimaticos ............ 42

4.5 CARACTERIZAGAO DOS EXTRATOS ..uuiiuineeeeneeetneeeetneessuneeesneessnnaessnneesnnneees 43
4.5.1 Determinacao de fendlicos totaiS. ..........uuuuuruurrmumrmrirniiiiiiiiiiiieennnannns 43
4.5.2 Determinacdo de flavonoides totais.............cccoevvevviieiieei e, 43
4.5.3 Determinacao de antocianinas MONOMErICAS...........uuvurermvrrmnnennnnnnns 44

4.6 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS .......ccvvvennnes 45
4.6.1 Capacidade de sequestro do radical DPPH ...........cccoooeeeiiiiiiiiinnnnnn. 45
4.6.2 Capacidade de absorcao de radicais de OXigénio .............c.c..cuvvueenn. 46
4.6.3 Poder antioxidante de reducgdo férrica..........ccccceeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeenne 47

4.7 AVALIACAO DO POTENCIAL PARA INIBICAODAECA........co i 47
4.8 ANALISES ESTATISTICAS nitieitninie ettt et ettt et ettt et ettt et raenreens 48

5 RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt 49
5.1 ATIVIDADE DAS ENZIMAS E RENDIMENTO DOS EXTRATOS OBTIDOS ......vveneen.. 49
5.2 TEOR DE FENOLICOS NOS EXTRATOS .t ettt teaeeeeeaeeeeeaeeneeaeeeseaeeneenenenen 50
5.2.1 Teor de flavonoides e antocianinasS moNOMEriCas .....c...covceveuveennen.. 53

5.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE ...vtente ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eea e eneeneenen 54
5.4 POTENCIAL PARAINIBICAO DA ECA. ..., 58

B CONGCLUSAO ..ottt e e 60
7 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS . ..o, 61

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 62



11

1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a hipertensdo é uma
doenca caracterizada pela pressdo arterial (PA) elevada a valores iguais ou
superiores a 140mmHg para a pressao sistolica ou 90mmHg para diastolica
(140/90mmHg), valores que foram estabelecidos com base em varios estudos
epidemiologicos (OGEDEGBE; PICKERING, 2011; WHO, 2015). Em 2015, cerca de
22% da populacdo mundial era afetada pela pressao arterial elevada, e no Brasil,
esse numero estava em aproximadamente 23%. A taxa populacional afetada pela
doenca tem reduzido (em 1975, 28% da populacdo mundial era hipertensa), todavia,
estima-se que mais de um bilhdo de pessoas ainda sofram da doenca mundialmente
(WHO, 2015).

A hipertensdo arterial acarreta em maior esforco cardiaco para
distribuicdo do sangue, sendo fator de risco para ocorréncia de diversas doencas
cardiovasculares, dentre elas o infarto e acidentes vasculares cerebrais; além de
afetar outros o6rgdos como olhos e rins. Esses fatores de risco colocam a
hipertensdo como um dos grandes problemas atuais em saude publica, sendo
estimado, no ultimo relatério publicado, que cerca de nove milh6es de mortes
ocorram anualmente por complicacdes da doenca (OGEDEGBE; PICKERING, 2011,
WHO, 2013).

Fatores comportamentais como uma dieta equilibrada e a préatica de
exercicio fisico, entre outros, sdo importantes para o controle da doenca. Porém, na
maioria das vezes, € necessaria a intervencdo medicamentosa. Conforme
Ogedegbe e Pickering (2011), o tratamento adequado da doenca pode reduzir
significativamente suas complicacdes.

Dentre os diversos mecanismos de controle da presséo arterial em casos
de hipotensdo, o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) se destaca
como um dos mais importantes, pois atua principalmente na liberacdo de
vasoconstritores e reabsor¢cdo de sodio e agua, provocando aumento na pressao
sanguinea. Por esse motivo, esse sistema € o principal alvo para tratamento
medicamentoso da hipertensdo arterial, com medicamentos que atuam na inibicdo
de enzimas e receptores essenciais na cascata de atividades do sistema, dentre
eles, a inibicdo da Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA). O primeiro

medicamento desenvolvido para essa finalidade foi o captopril, um potente inibidor
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da ECA, que interrompe a cascata de reacdes desse sistema (SANTOS; FERREIRA,
PINHEIRO, 2006; VICTOR; KAPLAN, 2010).

Além do tratamento medicamentoso, € possivel encontrar na medicina
popular a recomendacdo para utilizacdo de diversas plantas com a finalidade de
controle da pressdo sanguinea (CARIBE; CAMPOS, 1997, DUKE, 1987; WHO,
1999).

Estudos publicados nos ultimos anos tém investigado a correlagcédo entre a
acdo anti-hipertensiva de diversas plantas, a presenca de compostos fendlicos
nessas e seu potencial para modulagdo do SRAA. A principal acdo correlacionada é
pela inibicdo da ECA, tendo apresentado correlacdo positiva entre o teor de
fendlicos, dentre eles os flavonoides, e o potencial para inibicdo da enzima (HUNG;
LING; CHANG; HSU et al., 2017). Estudo publicado por Irondi et al. (2016) sugere
qgue, para os flavonoides, essa atividade pode ser atribuida a partes especificas de
suas estruturas.

Anualmente sdo geradas toneladas de residuos agroindustriais oriundos
do processamento de alimentos, o que configura um problema as indUstrias quanto
ao tratamento e descarte adequados desses, considerando seu impacto ambiental
(AKYOL; RICIPUTI; CAPANOGLU; CABONI et al, 2016; DOSHI; ADSULE;
BANERJEE; OULKAR, 2015). Por outro lado, ha um crescente interesse na
utilizacdo de compostos naturais como ingredientes funcionais em alimentos com o
intuito de melhorar o perfil tecnoldégico ou nutricional desses. Isso levou ao
desenvolvimento de diversos estudos que buscaram identificar e avaliar a viabilidade
da utilizacdo de diferentes residuos agroindustriais para extracdo de compostos de
interesse nutricional ou tecnoldgico. A utilizacdo desses residuos para obtencéo de
compostos com potencial como aditivos e ingredientes em alimentos se apresenta
como uma opcao para reduzir o impacto ambiental dessa atividade, agregando
ainda valor a esses residuos e aumentando o lucro da atividade industrial (AKYOL;
RICIPUTI; CAPANOGLU; CABONI et al.,, 2016; AMBIGAIPALAN; DE CAMARGO;
SHAHIDI, 2016; CAMARGO; REGITANO-D’ARCE; BIASOTO; SHAHIDI, 2014;
DOSHI; ADSULE; BANERJEE; OULKAR, 2015; TANG; HE; SUN; LI et al., 2019;
VALDEZ-MORALES; ESPINOSA-ALONSO; ESPINOZA-TORRES; DELGADO-
VARGAS et al., 2014).

Este trabalho teve por objetivo estudar diferentes métodos para obtencéo

de extratos do bagaco de uva tinta e da pele de amendoim, oriundos da atividade
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industrial, sua capacidade antioxidante e o seu potencial para inibicdo da atividade
da ECA em estudo in vitro. A escolha dos residuos considerou as caracteristicas de
extratos obtidos desses residuos, bem como o aumento no teor de fenolicos totais
em extratos desse tipo apés a biotransformacdo enzimatica, conforme publicado por
Avila et al. (2018) e Martins et al. (2017; 2016).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hipertensao

O sangue é distribuido pelo coracdo ao restante do corpo através dos
vasos sanguineos e a pressao exercida pelo sangue nas paredes desses vasos a
cada batida do coracdo é denominada pressdo sanguinea. Essa pressdo €
mensurada em milimetros de mercario (mmHg) e é expressa em dois valores: 0
maior valor representa a pressao arterial sistélica (quando ha contracdo do musculo
cardiaco) e o0 menor a pressao arterial diastolica (relaxamento do muasculo). Para
adultos os valores de pressao arterial considerados normais sao de 120 mmHg para
a pressao sistélica e 80 mmHg para a pressao diastdlica (WHO, 2013). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS - World Health Organization, WHO, em inglés)
indica que o quadro de hipertensédo é caracterizado pela pressao arterial sistélica
igual ou superior a 140 mmHg, ou diastdlica igual ou superior a 90 mmHg (140/90
mmHg), sendo este o valor para os quais foram estabelecidos, por meio de estudos
clinicos controlados, os beneficios dos tratamentos farmacolégicos (VICTOR,;
KAPLAN, 2010; WHO, 2015). JA a American Heart Association (AHA) apresenta
uma proposta de classificacdo da pressdo arterial em cinco niveis, conforme a
Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo da pressédo sanguinea conforme a American Heart Association.

Categoria Presséo sistdlica (mmHg) elou Pressédo diast6lica (mmHg)
Normal <120 e <80
Elevada 120 -129 e <80
Hipertensédo estagio 1 130 -139 ou 80 - 89
Hipertenséo estégio 2 >140 ou >90
Crise hipertensiva >180 elou >120

Fonte: (AHA, 2021)

Assim, o0 quadro de hipertensdo na definicdo da OMS, ja é considerado
hipertensdo de estagio 2 pela AHA. A base para definicdo dos parametros de
caracterizagdo da hipertensdo é estabelecida em varios estudos epidemioldgicos,
que apresentaram que a distribuicdo da pressdo arterial € continua, embora haja
desvios nas curvas padrdo. Assim, a hipertensdo é uma doenga mais quantitativa

que qualitativa e pode ser classificada de diferentes formas, tendo dois indicadores
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principais: a severidade (quao acima do valor estabelecido de PA) e a causa
principal (primaria ou secundaria). Dessa forma, para pacientes com a manifestacéo
da doenca sem a possibilidade de identificacdo de causa Unica e reversibilidade da
elevacdo de PA, utiliza-se o termo “hipertensao primaria”, isso representa entre 90-
95% dos casos diagnosticados. J4 para os casos onde é possivel melhor
identificagdo de um provavel mecanismo (entre 5-10% dos casos), denomina-se
“hipertensdo secundaria ou identificavel”, tendo estudos que indiquem como
principais causas as doencas renais cronicas e apneia do sono (OGEDEGBE;
PICKERING, 2011; VICTOR; KAPLAN, 2010).

Fatores comportamentais e socioecondmicos, tais como: condi¢cédo
nutricional, qualidade de vida, consumo de tabaco e alcool, obesidade, falta de
atividade fisica, entre outros, tém importante contribuicdo na elevacao do risco de
manifestacdo da doenca. Todavia, fatores como idade, sexo, etnia e genéticos
também devem ser considerados. Dados da OMS demonstram que a incidéncia &
maior em homens que em mulheres; e jA houve identificacdo de 14 genes
causadores de formas hereditarias da doenca, embora o fator genético corresponda
a uma pequena fracdo das ocorréncias dessa (KRIEGER; PEREIRA, 2006; VICTOR,;
KAPLAN, 2010; WHO, 2015).

Conforme dados da OMS, a pressao arterial elevada afetava, em 2015,
aproximadamente 22% da populacdo mundial, sendo a maior incidéncia encontrada
em paises de baixa renda, chegando a 33% no Niger, contra 11% na Coreia do Sul.
No Brasil, a incidéncia da doenca reduziu de aproximadamente 34% para 23% da
populacdo entre 1975 e 2015, uma reducdo de 11%, contra uma reducdo de
aproximadamente 6% mundialmente e 12% nas Américas. E possivel notar que a
taxa populacional afetada pela doenca tem reduzido ao longo dos anos, todavia,
estima-se que mais de um bilhdo de pessoas ainda sofram da doenca mundialmente
(WHO, 2015).

A hipertensdo é um dos grandes problemas de saude publica, uma vez
que, quanto maior a pressao sanguinea apresentada, maior o esforco cardiaco para
a distribuicdo do sangue, assim, a pressao arterial descontrolada é um fator de risco
para a ocorréncia de diversas doencas cardiovasculares, tais como: ataque ou
parada cardiacos e derrame cerebral, além de doengcas em outros 6rgados, como
olhos e rins, podendo causar cegueira e doencas renais crénicas. Mundialmente,

sado estimadas aproximadamente nove milhdes de mortes anuais por complicacdes
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provocadas pela ocorréncia da hipertensdo, cabendo ressaltar que a doenca
representa ao menos 51% das mortes devidas ao derrame cerebral e 41% das
devidas a doencas cardiacas (OGEDEGBE; PICKERING, 2011; WHO, 2013).

2.2 Mecanismos do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
(SRAA)

Conforme Santos et al. (2006), o Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (SRAA) é um dos mais importantes mecanismos para regulacao das
funcBes cardiovasculares e renais, sendo ativado principalmente em episodios de
hipovolemia e hipotenséo. Durantes esses episédios, o sistema € ativado e promove
a reabsorcdo de sodio e agua pelos rins, além da liberacdo de vaso constritor
(Angiotensina 1), elevando a pressao arterial a niveis normais. A desregulacdo do
SRAA por fatores genéticos ou ambientais pode levar a uma elevagédo continua e
desregulada da pressédo arterial (VICTOR; KAPLAN, 2010). Os principais
componentes do sistema sdo: renina, angiotensinogénio, enzima conversora de
angiotensina-I (ECA), angiotensinas (principalmente | e Il), os receptores de
angiotensina Il tipo 1 (AT1) e 2 (AT2) e a aldosterona. Uma esquematizacdo do
SRAA é apresentada na Figura 1.

Figura 1 — Cascata de reacdes do SRAA.

Angiotensinogénio
Renina
= ERO. )
I Inflamacio, Reabs_or;ao de
ARE entre outros sodio
( Eca
Angll ’ AT1 — > Aldosterona

A acdo da renina promove a liberacdo da angiotensina | do angiotensinogénio. A angiotensina
| € convertida em angiotensina Il pela acdo da Enzima Conversora de Angiotensina I. A resposta
biologica se da pela interagdo da angiotensina Il com seus receptores, promovendo vasoconstricao e
secrecao de aldosterona, que atuard nos rins para reabsorcdo de sédio e agua, culminando na
elevacdo da pressdo arterial. Angl e Angll: angiotensina | e Il. ECA: enzima conversora de
angiotensina |. AT1: receptor de angiotensina Il tipo 1. ERO: Espécie reativa de oxigénio. Adaptada
de Victor e Kaplan (2010).
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O angiotensinogénio é uma a-2-globulina plasmatica de aproximadamente
57 kDa que tem em sua porcdo N-terminal os peptideos angiotensinérgicos e é
secretada, principalmente, pelo figado. A renina € uma aspartil-protease codificada
de forma inativa como pré-renina com 401 aminoacidos (aas) e produzida nos rins.
Depois de ativada, é responsavel pela clivagem do angiotensinogénio para formacgéo
da angiotensina | (Angl), que € um decapeptideo sem atividade biologica. A Angl
sera convertida em angiotensina Il (Angll), um octapeptideo responsavel por
desencadear as respostas biologicas do SRRA. Essa conversao de Angl em Angll é
feita pela Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA), que pode ocorrer em dois
tipos, a depender do promotor da sintese. A ECA testicular, com 732 aas e apenas o
C-dominio, é encontrada apenas nos testiculos, e a ECA somética, com 1306 aas e
dois dominios, € amplamente distribuida pelo corpo. Os dominios da ECA contém
um centro ativo no qual ha um atomo de zinco ligado a dois residuos de histidina e
um de glutamato, atuando como cofator. A nomenclatura N-dominio e C-dominio é
utilizada para identificar a posicao destes na cadeia, a depender de sua proximidade
da porcdo N ou C-terminal (SANTOS; FERREIRA; PINHEIRO, 2006; SCHMIDT,
2011; VICTOR; KAPLAN, 2010).

O estimulo para a sinalizacdo quimica que desencadeara as acdes de
Angll no organismo dependera de sua interacdo com 0s respectivos receptores;
dentre esses, o principal € o receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1), acoplado a
proteina G. Essa interacdo ativara diversos processos celulares que colaboram para
a ocorréncia da hipertensao e aceleram as lesées em érgaos alvos por essa doencga,
incluindo inflamagé&o vascular, vasoconstricdo, remodelamento vascular e cardiaco,
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e producdo de aldosterona. A
aldosterona, por sua vez, aumenta a reabsorcdo de soédio e agua, contribuindo para
0 aumento da pressao arterial. Assim, € principalmente pela interacéo entre Angll e
AT1 que o SRAA influencia o controle da PA, mas deve ser levado em consideragéo
também a acdo da ECA na degradacdo da bradicinina, um potente vasodilatador
(SANTOS; FERREIRA; PINHEIRO, 2006; SCHMIDT, 2011; VICTOR; KAPLAN,
2010).

Outro mecanismo para elevacdo de pressao arterial é 0 estresse
oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo de EROs e a
capacidade do corpo em neutraliza-las. O estresse oxidativo pode provocar

inflamacéo vascular, a oxidacdo de vasodilatadores e 0 aumento na liberacdo de
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ECA, podendo ser correlacionado com a hipertensdo arterial e a arteriosclerose
(AHMAD; YUAN YUAN; NAWAZ; ZE et al.,, 2017; SINHA; DABLA, 2015; SITI;
KAMISAH; KAMSIAH, 2015)

2.3 Tratamentos

Ogedegbe e Pickering (2011) afirmaram que o tratamento adequado da
hipertensao pode reduzir entre 35-40% a taxa de ocorréncia de derrames e entre 20-
25% a taxa de doencas coronarianas. Estimam ainda que, em um periodo de 10
anos, a reducao da PA em 12 mmHg por meio de medicamentos anti-hipertensivos
em pacientes no primeiro estagio da doenca (PA entre 140/90 e 159/99 mmHg) ir4
prevenir uma morte a cada 11 pacientes, demonstrando a importancia do
diagndstico precoce e tratamento da doenca.

Além das mudancas comportamentais, como uma dieta equilibrada, baixa
ingestdo de sal, ndo fumar, baixo consumo de alcool e prética de atividades fisicas,
na maioria das vezes é necessaria a intervencdo medicamentosa para controlar a
hipertensédo. Esses medicamentos atuam de diferentes formas no organismo, como
por exemplo, promovendo a reducdo de sal e fluidos no corpo, reducdo dos
batimentos cardiacos ou o relaxamento e dilatagdo dos vasos sanguineos. Devido a
sua importancia no controle da pressao arterial, os principais medicamentos anti-
hipertensivos envolvem a inibicdo de atividades do SRAA, podendo ter como
mecanismos 0 bloqueio da liberacdo da renina ou a inibicdo de sua atividade
(impedindo a formagéao da angiotensina 1), inibicdo da ECA ou bloqueio do principal
receptor de angiotensina Il (AT1), sendo que os dois Ultimos mecanismos sdo 0s
mais utilizados clinicamente (VICTOR; KAPLAN, 2010; WHO, 2013).

Conforme Victor e Kaplan (2010), o primeiro inibidor de ECA sintetizado
foi o captopril. Esse tipo de medicamento atua impedindo a conversdo de Angl em
Angll pela ECA, interrompendo a sequéncia do Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (uma vez que Angl € um peptideo biologicamente inativo), inibindo a
acdo endogena de Angll como vasoconstritor e sinalizador para a sintese e
liberacdo da aldosterona. Cabe ainda destacar que a inibicdo de ECA reduz a
degradacédo da bradicinina, dessa forma, esse tipo de inibidor atua na reducéo da
liberacdo de um horménio vasoconstritor a0 mesmo tempo em que proporciona a

manuten¢do do nivel circulante de um vasodilatador. Os autores ainda destacaram
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gque esses medicamentos apresentam vantagens especiais a pacientes com
insuficiéncia cardiaca, isquemia coronariana e nefropatia, uma vez que possuem
pouco efeito sobre a frequéncia e o débito cardiacos ou sobre o volume extracelular.

Os blogueadores dos receptores AT1 atuam como antagonistas da Angll
nesses receptores, interrompendo também a sequéncia do SRAA. Esses
medicamentos atuam de forma mais completa no bloqueio do mecanismo, uma vez
gue a concentracao de Angll circulante € maior, 0 que reduz sua producéo e inibe
também a acdo da Angll produzida por mecanismos independentes da ECA.
Todavia, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os dois tipos de
medicamentos, embora os bloqueadores de AT1 ndo apresentem os efeitos
colaterais dos inibidores de ECA, sendo usualmente prescritos a pacientes
intolerantes a esses (VICTOR; KAPLAN, 2010).

Além dos medicamentos tradicionais, € comum, na medicina popular, a
utilizacado de plantas no controle de diversas doencas, incluindo a hipertensdo. As
plantas representaram a Unica fonte de compostos de acdo farmacoldgica durante
séculos, sendo a origem da descoberta de diversos medicamentos e, mesmo na
farmacologia moderna, representam a origem de cerca de 25% dos agentes
terapéuticos prescritos nos paises desenvolvidos e mais de 40% das novas drogas
desenvolvidas tém envolvimento de produtos naturais. Ainda nos tempos modernos,
€ grande a utilizacdo de chas e extratos padronizados de plantas consideradas
medicinais, incluindo alimentos, um mercado que movimenta milhdes de délares ao
ano (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

Em livros como o CRC Handbook of Medicinal Herbs, dentre outros da
area de medicina popular e plantas medicinais, podem ser encontradas
recomendacdes para utilizacdo de ervas e alimentos no controle da presséao arterial.
Caribé e Campos (1997) sugerem o consumo de 3 a 4 dentes de alho (Allium
sativum) por dia; ou uma xicara de suco de espinafre (Spinacea oleracea) ou um
copo de suco de pera (Pyrus communis) trés vezes ao dia; ou ainda cha por
decoccédo de folhas verde da oliveira (Olea europea) ou pitangueira (Stenocalyx
pitanga) duas a quatro vezes ao dia. WHO (1999) afirma haver dados clinicos da
efetividade na utilizacdo do alho ou seu extrato, bem como de po da raiz de rauvolfia
(Rauwolfia serpentina, planta indiana), no tratamento da hipertensdo média; traz

também a indicacdo, na medicina popular, ainda que sem dados clinicos, da
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utilizacao da raiz da Flor-de-baldo (Platycodon grandiflorum, planta chinesa) ou seu
extrato, no tratamento da doencga.

Duke (1987) apresentou a utilizacdo de diversas ervas para o
tratamento dos mais variados tipos de doenca na medicina popular, dentre elas, a
utilizacdo de Milefélio (Achillea millefolium), Salsdo (Apium graveolens), Estragdo
(Artemisia dracunculus), Espinheiro-alvar (Crataegus oxyacantha), Arruda (Ruta
graveolens), Pervinca (Vinca Minor), Visco (Viscum album), entre outras plantas, no
controle da presséo arterial; embora o autor tenha atribuido a atividade hipotensora
dessas plantas principalmente aos alcaloides nelas presentes, ha destaque também
aos flavonoides, especialmente a rutina.

A revisdo realizada por Ajebli e Eddouks (2020) avaliou estudos com
ensaios in vivo, in vitro e clinicos publicados entre 2008 e 2018 que buscavam
identificar a capacidade anti-hipertensiva de extratos derivados de plantas
medicinais. Os autores destacaram que diferentes extratos ou moléculas isoladas de
46 plantas apresentaram potencial anti-hipertensivo; dentre esses, as familias
Ateraceae, Apiaceae e Rosaceae estdo entre as mais estudadas no periodo em
analise, enquanto algumas espécies como alho, salsdo, ginseng e cominho preto
estdo entre as mais utilizadas para obtencao de derivados com o intuito de utilizagéo
para essa finalidade.

De fato, diversos trabalhos publicados nos ultimos anos estudaram a
possibilidade de atividade anti-hipertensiva de polifenéis, obtidos de diferentes
plantas, através de acdo no sistema renina-angiotensina-aldosterona, com
apresentacao de resultados positivos, porém, ainda ndo temos o uso comercial
sistematizado e acessivel de nenhum desses produtos pela populacdo em gera
provavelmente por se tratarem de fontes exoticas, com baixa disponibilidade e baixo
potencial de exploracdo comercial.

2.4 Compostos fendlicos e seu potencial de acdo no SRAA

Compostos fendlicos séo produtos secundarios do metabolismo das
plantas, cuja presenca foi constatada em diversos tipos de alimentos, e sao
guimicamente caracterizados pela presenca de um ou mais anéis aromaticos,
contendo um ou mais grupo hidroxila ligado a esse. Esses compostos s&o

classificados conforme a quantidade e posi¢cdo de anéis aromaticos e hidroxilas que
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compdem sua estrutura, bem como o tipo de ligagdo entre esses anéis (Figura 2).
Presentes principalmente na forma glicosilada (ligados a glicose ou ramnose) e em
diferentes concentracdes, dependendo do tipo, clima de cultivo e grau de maturacéo,
esses compostos tém grande influéncia na cor e no sabor dos alimentos. Sao
amplamente conhecidos, principalmente, por seu potencial antioxidante, atividade
que depende da quantidade e posicdo de suas hidroxilas e do pH do meio
(ANDRES-LACUEVA; MEDINA-RAMON; LLORACH; URPI-SARDA et al., 2010;
BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).

Dentre a grande classe dos polifendis, se destacam os flavonoides, por
estarem amplamente presentes em alimentos de origem vegetal, uma vez que
podem ser sintetizadom por quase todos os tecidos de plantas, com ocorréncia
natural de ao menos duas mil moléculas dessa classe, sendo considerados
componentes importantes na dieta humana. S&o classificados em seis diferentes
subgrupos, conforme suas caracteristicas quimicas: flavanona, flavona, flavanol
(flavan-3-ol), flavonol, antocianina e isoflavona (Figura 3) (ANDRES-LACUEVA;
MEDINA-RAMON; LLORACH; URPI-SARDA et al., 2010; HO; RAFI; GHAI, 2010).

Figura 2 — Classificagdo dos compostos fendlicos conforme a estrutura quimica.
R R
R R

OH OH

Acidos hidroxibenzdicos Acidos hedroxicindmicos

Chalconas Estibenos

Adaptado de Belitz et al. (2009).
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Diversos estudos avaliaram e indicaram potenciais beneficios do
consumo desses compostos a saude humana, tais como acdo anticarcinogénica,
antioxidante, anti-inflamatoria, cardioprotetora, entre outras. A Tabela 2 apresenta
alguns flavonoides, suas principais fontes alimentares e seus potenciais beneficios a

saude.

Figura 3 — Estrutura quimica geral de flavonoides e principais classes.
R-

Flavonoides Flavanonas Flavonas

Adaptado de Andrés-Lacueva et al. (2010).

Tabela 2 — Citagdes das principais fontes alimentares e beneficios a saude atribuidos aos
flavonoides.

Flavonoides (subgrupo) Fonte alimentar Potenciais beneficios a salde

Catequinas (Flavanol): Ché-da-india (Camellia Anticarcinogénico
Epigalocatequina-3-galato  sinensis) e cacau

Epigaloctequina

Epicatequina-3-galato

Epicatequina

Quercetina (Flavonol) Uva, chés, cebola, maga, Antioxidante, anti-inflamatério,
vegetais folhosos e protecdo vascular/ doencas
alcaparra. cardiovasculares e reducéo das

lipoproteinas de baixa densidade
(LDL).
Genisteina (Isoflavona) Principalmente soja e em Acao antiestrogénica com

menores concentracdes em  potencial anticarcinogénico
feijdes e favas

Proantocianidinas Canela, sorgo, nozes, Cardioprotecao
feijdes, cacaus e vinho.

(ANDRES-LACUEVA; MEDINA-RAMON; LLORACH; URPI-SARDA et al., 2010; HO;
RAFI; GHAI, 2010)
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O potencial que alguns flavonoides apresentam para inibicdo de
determinadas enzimas despertou o interesse no estudo de seu potencial de acéo na
regulacdo da pressao arterial, principalmente por modulacdo do SRAA através da
inibicdo de ECA, um efeito similar aos medicamentos comercializados para controle
da doenca. Esse interesse é motivado principalmente pela concentracdo desses
compostos em chas popularmente utilizados para essa finalidade.

Trabalhos publicados nos ultimos anos tiveram por objetivo avaliar ervas
e alimentos que, popularmente, sdo utilizados para controle da pressao arterial,
buscando elucidar a forma de acdo desses no organismo, partindo da hipotese de
que teriam acao sobre o SRAA, principalmente na inibicdo da ECA. Para tanto, em
sua maioria, as pesquisas avaliaram o potencial de inibicAo da enzima e a
composicdo dos extratos dessas plantas, em experimentos in vitro e in vivo. Nos
ensaios in vitro, a maioria dos trabalhos avaliou o potencial de inibicdo da enzima
por meio do valor de concentracdo no qual ocorre 50% de inibicdo da atividade
enzimatica (ICso), obtido através da equacéo da curva de inibicdo dose-dependente.
Nos estudos in vivo, foi avaliada a capacidade desses extratos em reduzir a pressao
arterial em ratos, sob condi¢des controladas.

Estudo realizado por Sharifi et al. (2013) avaliou o potencial de inibicdo da
ECA por extratos metandlicos de 50 plantas medicinais iranianas tradicionalmente
utilizadas no tratamento da hipertensdo, com intuito de identificacdo de plantas com
potencial para serem utilizadas como fonte para isolamento de inibidores da enzima.
Dentre estes, seis extratos apresentaram potencial de inibicdo acima de 50% na
concentracdo de 330 pg/mL, com destaque para o extrato de Quercus infectoria
(93,9%), Barberis integérrima (88,2%) e Onopordum acanthium (80,2%).

Estudo in vivo realizado por Mugabo e Raji (2013), observou que o extrato
aguoso da Asystasia gangetica (Coromandel) apresentou efeito sobre a presséo
sanguinea (PA) e a frequéncia cardiaca (FC) em ratos espontaneamente
hipertensivos (SHR), inclusive reduzindo o efeito da administracao venosa de Angl e
Angll junto com o extrato. Conforme Agunloye e Oboh (2018), o processo de
extracdo também tém grande influéncia no teor de fendlicos e flavonoides no extrato,
bem como sobre sua atividade para inibicdo da ECA. Neste estudo, encontraram
que, dentre os métodos testados, o0 processo de extracdo aguosa por imersédo

apresentou maior teor desses compostos e maior atividade inibitéria.
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Sultana et al. (2020) avaliaram a atividade de extratos aquosos de 9
vegetais de Bangladesh contra cinco diferentes enzimas (lipase pancreética, a-
glicosidase, a-amilase, renina e ECA). Os melhores resultados para inibi¢do in vitro
da ECA variaram entre 76% para a abdbora d’agua e 66% para o quiabo de metro,
para concentragdo do extrato em 1 mg/mL. Dentre os 9 extratos testados, os de
berinjela e espinafre indiano apresentaram maior potencial inibitorio, considerando a
atividade sobre as 5 enzimas do estudo.

Observando-se os resultados obtidos em diversos estudos, é possivel
inferir que a concentragdo de fenodlicos, em especial flavonoides, nos extratos deva
ser determinante na acao inibitoria desses sobre a ECA. Estudo publicado por Hung
et al. (2017) correlacionou o potencial para inibicdo da ECA, apresentado por extrato
alcodlico da Siegesbeckia orientais (erva-de-sdo-mocamobola), e a concentracao
total de fendlicos e de flavonoides, obtendo valores de 0,983 e 0,926,
respectivamente, demonstrando forte correlagdo entre o teor dessas classes de
compostos e a capacidade para inibicdo da enzima.

Ramos et al. (2019) estudaram a composicdo fendlica em extratos da
casca de diferentes espécies salgueiro (Salix spp) e sua atividade antioxidante, anti-
hipertensiva e antibacteriana. Os resultados obtidos apontaram uma maior atividade
antioxidante e de inibicdo da ECA nos extratos com maior concentragéo de fendlicos
totais, com destaque para a espécie Salix atrocineream Brot., que apresentou
inibicdo de 84% para ECA na concentracéo de 0,615 mg/mL.

Irondi et al. (2016) avaliaram o extrato metandlico de folhas da goiabeira e
seu potencial na inibicdo das enzimas envolvidas na prevaléncia de gota e
hipertensédo (xantina oxidase e ECA), bem como a concentracdo de flavonoides e
acidos fendlicos nesse. O valor de ICso encontrado para ECA (21,06 pg/mL) foi
atribuido, principalmente, a afinidade de ligacdo da quercetina (presente na ordem
de 5,11 mg/g) a enzima, com energia de ligacdo de -8,5 kcal/mol, destacando ainda
gue parte da estrutura dos flavonoides, como o grupo catecol no anel B ou cetona na
posicdo C4, podem ser responsaveis por essa inibigao.

Shafaei et al. (2016) comparam o potencial de diferentes extratos de Cha
de Java para inibicdo da enzima, analisando a concentracdo de quatro diferentes
fendlicos (acido rosmarinico, simensetina, eupatorina e 3’-hidroxi-5,6,7,4’-
tetrametoxiflavona) e simulando em software a interagdo molecular desses com o

sitio ativo da enzima. O extrato com maior potencial de inibicédo (alcodlico, ICso= 45,8
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pug/mL) apresentou maior concentracdo dos fendlicos analisados, dentre esses, em
simulagdo, o 4cido rosmarinico e a eupatorina apresentaram maior afinidade pelo
sitio ativo da enzima, com energias de ligacao de -17 e -29kJ/mol, respectivamente.

Além dos extratos de plantas medicinais, ha também diversos estudos
que avaliaram o potencial de inibicAio da ECA por extratos de alimentos que,
popularmente, apresentam atividade anti-hipertensiva. Em avaliacdo da acao de
extratos de diferentes partes de graviola sobre enzimas chaves na ocorréncia de
hipertensédo (ECA) e diabetes mellitus tipo 2 (a-amilase e a-glicosidase), o extrato do
pericarpo apresentou maior potencial para inibicdo de ECA (ICs=0,03 mg/mL) e
maior teor de fendlicos totais e de flavonoides (ADEFEGHA; OYELEYE; OBOH,
2015).

Estudos realizados por Oboh e colaboradores estudaram a atividade de
inibicdo das enzimas a-amilase, a-glicosidase e ECA por extratos de sementes de
cacau, de alho e de cebola (branca e roxa). Para ECA, o extrato aquoso de
sementes de cacau apresentou inibicdo dose-dependente, com ICso= 674 pg/mL
(OBOH; ADEMOSUN; ADEMILUYI; OMOJOKUN et al., 2014). Enquanto que, para
0s extratos aquosos de alho e cebolas branca e roxa, foram encontrados valores de
ICso= 590, 660 e 960 pg/mL, respectivamente; sendo que o extrato de alho
apresentou maior teor de fendlicos totais e de flavonoides (OBOH; ADEMILUYI;
AGUNLOYE; ADEMOSUN et al., 2018).

Estudo da atividade hipertensiva de diferentes extratos de maca estrela
(Chrysophyllum cainito L.) foi realizado in vitro, in vivo e ex vivo, com concentracfes
fixadas em 50 pg/mL em equivalente de acido galico (GAE). Para inibicdo de ECA in
vitro, a fragdo com acetato de etila do extrato alcodlico apresentou menor ICso (34,26
Hg GAE/mL), resultado que se confirmou nos ensaios ex vivo, por meio da contragao
(com cloreto de potassio) e relaxamento (com extrato) de pedacos de aorta toracica
de ratos, e in vivo em ratos Wistar com hipertenséo induzida por solucéo de cloreto
de sédio, com reversdo da PA aos niveis do grupo controle (normotensos) (MAO; Ql;
HAO; LIU et al., 2015).

De forma generalizada, o conteudo de fendlicos totais, especialmente
flavonoides, tem uma relacéo positiva com o potencial dos extratos para inibicdo da
ECA, todavia, alguns estudos indicam que o tipo e estrutura desses fendlicos

também sdo preponderantes.
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Estudo que avaliou a acdo dos extratos aguosos de diferentes espécies
do género Solanum (dentre eles jil6 e jurubeba) sobre enzimas ligadas a hipertensao
e diabetes mellitus tipo 2 apontou que somente o conteudo total de fendlicos ndo
determina o potencial de inibicdo para ECA. Dentre as espécies estudadas, o extrato
de jurubeba (Solanum torvum) apresentou maior inibicdo da ECA (ICso= 106 pg/mL),
mesmo nao possuindo o maior teor de fendlicos totais e de flavonoides. Por sua vez,
a andlise da composicdo desse extrato por cromatografia liquida de alta eficiéncia
ligada a detector de arranjo de diodo (HPLC-DAD) apresentou maior concentracao
de fendlicos de interesse, como o acido gélico, a rutina e a isoquercitrina,
demonstrando que, além da quantidade, a qualidade dos fendlicos presentes deve
ser considerada (NWANNA; IBUKUN; OBOH; ADEMOSUN et al., 2014).

2.5 Residuos agroindustriais como fonte de compostos

bioativos

Residuos de frutas e legumes, tais como cascas e sementes, oriundos do
processamento de alimentos, como, por exemplo, a producdo de sucos, vinhos ou
alimentos congelados, sdo considerados residuos agroindustriais. Anualmente, sao
geradas toneladas desses residuos, configurando um problema as inddstrias quanto
ao tratamento e descarte adequados para amenizar seu impacto ambiental (AKYOL,;
RICIPUTI; CAPANOGLU; CABONI et al.,, 2016; DOSHI; ADSULE; BANERJEE;
OULKAR, 2015).

Grande parte desses residuos é utilizada na composi¢cado de racdo animal.
Por outro lado, considerando o crescente interesse na utilizacdo de compostos
naturais como ingredientes funcionais em alimentos com o intuito de aumentar o
perfil tecnolégico ou nutricional desses, diversos estudos ja publicados buscaram
identificar e avaliar a viabilidade da utilizacdo de diferentes residuos para extracéo
de compostos de interesse nutricional ou tecnolégico como compostos fendlicos,
alcaloides, pectina, entre outros. A utilizagcdo dos residuos agroindustriais para
obtencdo de compostos de interesse para utilizacdo como aditivos em cosméticos
ou na industria de alimentos se apresenta como uma das melhores opc¢bes para
reduzir o impacto ambiental dessa atividade, agregando ainda valor a esses
residuos e aumentando o lucro da atividade industrial (AKYOL; RICIPUTI;
CAPANOGLU; CABONI et al., 2016; AMBIGAIPALAN; DE CAMARGO; SHAHIDI,
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2016; CAMARGO; REGITANO-D’ARCE; BIASOTO; SHAHIDI, 2014; DOSHI;
ADSULE; BANERJEE; OULKAR, 2015; TANG; HE; SUN; LI et al., 2019; VALDEZ-
MORALES; ESPINOSA-ALONSO; ESPINOZA-TORRES; DELGADO-VARGAS et
al., 2014).

Diferentes processos podem ser utilizados para extracdo dos compostos
de interesse presentes nesses residuos, dentre eles, héa os bioprocessos.

O processo de biotransformacédo € caracterizado pela acdo de células,
micro-organismos ou enzimas isoladas que provocam alteracbes nas estruturas
quimicas com intuito de influenciar beneficamente a biodisponibilidade e/ou
bioatividade de compostos de interesse em plantas (LOPES; DE QUEIROS; DE
AVILA; MONTEIRO et al., 2017).

Dentre os métodos de biotransformacgéo, o tratamento enzimatico é de
grande interesse, pois pode aumentar a extracdo de compostos em plantas,
rompendo as paredes celulares da matriz e liberando os compostos ligados a ela,
bem como aumentar as propriedades biolégicas desses, por meio de modificacdo
estrutural, aumentando a absorcdo ou atividade biolégica (RUVIARO; BARBOSA;
MACEDO, 2018).

Diferentes enzimas séo utilizadas na industria alimenticia para aumentar o
rendimento da producao ou melhorar as propriedades tecnoldgicas e nutricionais de
alimentos. Como exemplo, pode-se citar a utilizacdo de enzimas como a celulase, a
pectinase e a B-glicosidase na industria de bebidas com o intuito de aumentar a
producéo e qualidade dos produtos (UZUNER; CEKMECELIOGLU; KUDDUS, 2019).

Celulase (EC 3.2.1.4) é um conjunto de enzimas utilizado na catélise da
hidrolise de ligacdes (1-4)-B-glicosideas na celulose. Essas enzimas podem ser
produzidas por bactérias e fungos, principalmente do género Aspergillus. Na
industria de alimentos é utilizada principalmente na clarificacdo e maceracdo para
obtencdo de sucos e néctares de frutas. Pectinase (EC 3.2.1.15) € uma classe de
enzimas que atuam na hidrélise de ligacbes a-1-4 entre acidos galacturdnicos e
podem ter diferentes aplicacdes, conforme sua especificidade. E utilizada na
industria de alimentos principalmente na producéo de sucos (clarificacdo, maceracao
e extragcdo) e sdo obtidas principalmente de bactérias do género Bacillus. Presentes
em todos os tipos de organismos, as B-glicosidases (EC 3.2.1.21) sdo enzimas que
atuam na hidrolise de residuos B-D-glicosideos de terminais ndo redutores, liberando

B-D-glicose, convertendo oligossacarideos em monossacarideos. Na industria
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vinicola, € utilizada para melhorar o perfil aroméatico em vinhos (MCDONALD;
BOYCE; TIPTON, 2009; UZUNER; CEKMECELIOGLU; KUDDUS, 2019).

O interesse na recuperacdo dos compostos bioativos presentes em
residuos de plantas oriundos de processamento industrial levou aos estudos da
utilizacdo do tratamento enzimatico para tal propoésito. Esse tratamento é um
processo alternativo para promover maior extracdo e transformacdo desses
compostos em residuos agroindustriais, apresentando-se ainda como uma
ferramenta para reduzir o impacto ambiental e aumentar o valor agregado desses
(CHAMORRO; VIVEROS; ALVAREZ; VEGA et al.,, 2012; RUVIARO; BARBOSA;
MACEDO, 2018).

Dentre os compostos bioativos de interesse presentes nesses residuos,
destacam-se os fendlicos. Naturalmente, os polifendis sdo apresentados em sua
forma glicosilada, éster ou polimeros, o que dificulta sua absor¢cdo e metabolismo,
assim, suas formas agliconas apresentam maiores beneficios a saude humana
(AVILA; QUEIROS; LOPES; BARIN et al., 2018; LOPES; DE QUEIROS; DE AVILA;
MONTEIRO et al., 2017). Dessa forma, diversos estudos tém demonstrado o0s
beneficios da realizacdo de tratamentos enziméticos para obtencdo de extratos
fenolicos com maior potencial bioldgico.

O tratamento enzimatico do suco de laranja mostrou-se capaz de alterar o
perfil fendlico do produto, principalmente ao apresentar as formas agliconas da
naringina e hesperidina, aumentando significativamente seu potencial antioxidante e
efeito antiproliferativo sobre determinadas linhagens de células de carcinoma
(FERREIRA; MACEDO; RIBEIRO; MACEDO, 2013).

Estudo realizado por Ruviaro et al. (2020) investigou a extracdo e
biotransformacao de fendlicos do bagaco de laranja oriundo da producéo de suco da
extracdo de pectina, assistidas pelas enzimas pectinase, celulase, tanase e [3-
glicosidase de forma individual ou combinada. Os resultados demonstraram
aumento no teor de flavonoides na forma aglicona e variaram conforme a
combinagdo, tipo e concentracao das enzimas. Foi observado ainda um aumento da
capacidade antioxidante e do potencial para inibicdo da ECA para os extratos com
tratamento enzimatico. O melhor resultado foi observado para o extrato obtido do
residuo submetido ao processo de extracdo da pectina. Os dados obtidos indicam
que o processo pode ser aplicado e ajustado para aumentar a obtencédo de

compostos bioativos desses residuos, aumentando sua utilizagéo.
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Chamorro et al. (2012) também avaliaram o efeito do tratamento
enzimatico (carboidrases com atividades celulitica e pectinolitica e tanase) sobre a
atividade antioxidante e solubilizacdo de acUcares em extratos de semente e bagaco
de uva. O tratamento com tanase aumentou o teor total de fendlicos (41%), acido
gélico (6x), epicatequina (22%) e procianidina B2 (42%) no extrato da semente,
sendo observado o aumento da atividade antioxidante, com um efeito ainda maior
guando utilizadas tanase e pectinase combinadas.

Estudo realizado por Avila et al. (2018) observou aumento no potencial
estrogénico de extrato hidrossolivel de soja apds o tratamento com tanase,
atribuindo esse efeito ao aumento na concentragdo de isoflanonas na forma
aglicona, o que aumentou sua biodisponibilidade. Foi constatada ainda a presenca
de um metabdlito bioativo da daidzeina, o equol (7-hidréxi-3-(4-hidroxifenil)-
cromano), apontando a possibilidade de utilizacdo da biotransformacédo em extrato
de soja com intuito de aplicagdo como um nutracéutico na melhora de sintomas da
menopausa.

O efeito do tratamento com as enzimas pectinase, tanase e -glicosidase
no pericarpo de lichia foi estudado por Kessy et al. (2018) e apresentou como
resultado um aumento de 2,6 vezes no teor total de fendlicos e um aumento de 28%
do potencial antioxidante, bem como um aumento de inibicio da ECA, em
comparagao com o extrato controle.

Além do tratamento enzimatico, a biotransformacdo pode ser feita
também pelo processo fermentativo. Yeon et al. (2019) avaliaram o efeito da
fermentacdo com Bacillus licheniformis sobre extrato aquoso de pimenta
cheongyang picante. Os resultados apresentaram um aumento no total fendlico, na
capacidade antioxidante e no potencial para inibicdo da ECA para o extrato
submetido a fermentacao.

Baseado nos dados encontrados na literatura, este estudo se propés a
avaliar a capacidade antioxidante e o potencial para inibicdo da ECA para extratos
do bagaco de uva e da pele de amendoim, bem como as mudangas nessas
propriedades quando a extracdo é assistida pelas enzimas celulase, pectinase e -
glicosidase comerciais. Esse dois residuos foram escolhidos por sua abundéncia e
disponibilidade, mas também considerando principalmente o fato de se
apresentarem como fontes em comum de alguns compostos bioativos de interesse,
como os flavondis e o resveratrol (ARYA; SALVE; CHAUHAN, 2016; MA; KERR;
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SWANSON; HARGROVE et al., 2014; MONTEALEGRE; PECES; VOZMEDIANO;
GASCUENA et al., 2006; ROCKENBACH; GONZAGA; RIZELIO; GONCALVES et
al., 2011). A proposta de utilizagéo de enzimas comerciais é possibilitar, em caso de
resultados significativos, a aplicacdo do método de extracdo em maior escala.

A vinicultura € uma das maiores culturas de frutas no mundo, sendo as
uvas consumidas in natura ou utilizadas na producéo de vinhos, sucos, geleias, 6leo
(das sementes), entre outros produtos. Segundo dados da Organizacdo das Nacdes
Unidas para Alimentacéo e Agricultura (FAO), a producdo mundial de uvas em 2019
foi de mais de 77 milhdes de toneladas, com um valor pouco abaixo de 1,5 milh&o
toneladas no Brasil. Em 2014, foram produzidas mais de 50 milhdes de toneladas da
fruta, sendo que cerca de 75% foi destinada a vinificacdo. Dos residuos gerados
nesse processo, 0 bagaco corresponde a maior parte, variando entre 20 e 30% do
peso original de frutas frescas, a depender do processo de vinificacdo empregado
(BERES; COSTA; CABEZUDO; DA SILVA-JAMES et al., 2017; FAO, 2019).

A industria vinicola produz anualmente milhares de toneladas de bagaco
de uva, composto principalmente de pele, semente, residuo de polpa e hastes da
fruta. Historicamente, esse residuo tem sido utilizado como fertilizante, racdo animal
ou producdo de &cido citrico, etanol, metanol e xantana. Todavia, h&a relatos de
problemas na utilizagdo do bagaco de uva como fertilizante, devido a possivel
influéncia dos compostos fendlicos nas propriedades de germinag¢do, ou como ragao
animal devido a sua resisténcia a digestao. Estudos indicaram que o bagaco de uva
possui alto teor de fibras dietéticas (associadas a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares, entre outras), 6leos poli-insaturados e, principalmente, compostos
fendlicos, despertando o interesse no potencial de utilizacdo desse residuo na
obtencdo de produtos com alto valor agregado. Dentre esses, os extratos fendlicos
(ricos principalmente em antocianinas e flavondis), que podem ser utilizados como
aditivo em alimentos funcionais ou suplementacdo, devido ao seu potencial
antioxidante. Um melhor aproveitamento desse residuo pode, além de beneficiar
economicamente a industria vinicola, reduzir o impacto ambiental de seu acumulo,
evitando a poluicdo do solo e agua (BERES; COSTA; CABEZUDO; DA SILVA-
JAMES et al., 2017; DENG; PENNER; ZHAO, 2011; KAMMERER; CLAUS; CARLE;
SCHIEBER, 2004; MARTINS; ROBERTO; BLUMBERG; CHEN et al., 2016).

Beres et al. (2017) classificaram esse residuo de duas formas, a

depender do objetivo de aplicacdo: bagaco sem sementes e somente as sementes.



31

O bagaco sem sementes (polpa residual, pele e hastes) corresponde entre 48 e 62%
do bagaco de uva e pode ser empregado como fonte de fibras dietéticas solaveis e
insolUveis, enquanto que as sementes correspondem entre 38 e 52% do bagaco e
sdo comumente empregadas na extracdo de Oleo essencial, rico em acidos graxos
poli-insaturados. A extracdo de compostos fendlicos pode utilizar ambas as partes
do bagaco, sendo que, conforme estudo realizado por Maier et al. (2009), as
sementes podem ser utilizadas para extracao dos fendlicos mesmo apos o0 processo
de extracdo do Oleo essencial, processo esse que nao alterou significativamente o
teor desses compostos nas sementes no estudo realizado.

Martins et al. (2016) avaliaram extratos fendlicos de bagacos de uvas
tintas, brancas e mista (tintas e brancas) oriundos da producao de vinho nos estados
de Sao Paulo e Rio Grande do Sul, bem como seu potencial antioxidante. Dentre os
extratos estudados, o de uva tinta apresentou maior contetudo de fendlicos totais,
com destaque para catequina e procianidina B2, e maior atividade antioxidante.
Outro estudo de Martins et al. (2017) avaliou o potencial antioxidante e a acdo anti-
inflamatoria de extrato de bagaco de uva tinta oriundo da producdo de vinho na
cidade de Valinhos/SP, que apresentou efeito anti-inflamatdrio em cultura de células
Caco-2. Em ambos os estudos foi avaliado ainda o efeito do tratamento com a
enzima tanase sobre o teor de fendlicos e 0s respectivos potenciais dos extratos,
tendo como resultado o aumento de ambos.

Diante dos fatos observados, sabendo do alto teor de fendlicos totais dos
residuos de uva, torna-se interessante investigar o potencial que um extrato rico em
fendlicos apresenta para inibicdo da ECA. Lembrando que a inibicdo dessa enzima
nao tem relacdo apenas com a quantidade de fendlicos, mas que os estudos
indicam haver compostos mais ativos nessa inibicdo do que outros, dentre os
fendlicos. Eriz et al. (2011) avaliaram a inibicdo da ECA por proantocianidinas
isoladas de sementes e peles de uvas pretas chilenas (Vitis vinifera) colhidas em
diferentes regifes do pais, correlacionando a atividade com a concentracdo e tipo
desses flavonoides presentes no extrato. Os dados de inibicdo levaram a
consideracdo de que as diferengas estruturais tém mais influéncia na inibicdo da
enzima que as concentragdes das proantocianidinas, uma vez que 0s extratos das
sementes apresentaram menor atividade inibitéria que os extratos das peles, apesar
de possuir maior concentracéo de flavonoides. Os autores atribuiram esse resultado

ao numero de hidroxilas disponiveis, a maior ocorréncia de epigalocatequinas e ao
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grau médio de polimerizacdo das proantocianidinas presentes nesse extrato. Essa
consideracdo quanto a disponibilidade de hidroxilas e ao grau polimerizagdo na
atividade dos fendlicos pode indicar que o processo de biotransformacédo dos
fendlicos nos extratos de residuos de uva pode ser um processo muito promissor na
obtencéo de extratos mais bioativos na hipertensao arterial.

O amendoim (Arachis hypogaea) é uma das leguminosas mais utilizadas
no mundo, principalmente para a producdo do 6leo, mas também para producao de
manteiga de amendoim, aperitivos, sobremesas, aditivos em alimentos, entre outros.
Além do dleo, rico em &cidos graxos poli-insaturados, essa leguminosa contém
outros compostos de interesse bioldgico, tais como proteinas, fibras, compostos
fendlicos, vitaminas e minerais. (ARYA; SALVE; CHAUHAN, 2016; LEWIS; HARRIS;
SANDERS; WHITE et al., 2013).

O consumo dessa leguminosa varia ao redor do mundo, devido,
principalmente, a diversidade de produtos que podem ser obtidos. H& estudos que
correlacionam seu consumo a beneficios a saude, como reducdo do risco de
doencas cardiovasculares e de cancer de célon (ARYA; SALVE; CHAUHAN, 2016).

Em 2019, a produgdo mundial de amendoim, com a casca, foi de
aproximadamente 50 milhdes de toneladas, sendo a China a maior produtora,
correspondendo a cerca de 30% desse total, enquanto a producao brasileira foi de
aproximadamente 600 mil toneladas (FAO, 2019).

Enquanto os graos de amendoim tém alto valor no mercado, sua pele é
um subproduto de baixo valor, utilizada principalmente na composicao de racgéo
animal ou como combustivel para caldeiras. Todavia, estudos indicam que esse
residuo contem concentracbes importantes de compostos fendlicos e outros
fitoquimicos que podem proporcionar beneficios a saude, com potencial para
utilizagdo como ingrediente funcional em alimentos. A utilizacdo do extrato da pele
de amendoim como ingrediente alimenticio pode colaborar economicamente com a
industria de amendoim, agregando valor e aumentando a qualidade nutricional dos
produtos (CHRISTMAN; DEAN; BUENO ALMEIDA; WEISSBURG, 2018; OLDONI;
MELO; MASSARIOLI; MORENO et al., 2016). Estudo realizado por Ma et al. (2014)
demonstrou que a adicdo da pele do amendoim aumentou significativamente o
conteudo de fibras e compostos fendlicos na manteiga de amendoim.

Segundo Christman et al. (2018), a pele do amendoim corresponde a

aproximadamente 2,5% da massa da semente. Em um de seus estudos, os autores
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encontraram um total fendlico variando entre 90 e 160 mg equivalentes de &cido
gélico (GAE) por grama de extrato, dependendo da forma de extracdo, sendo que 0s
flavonoides foram os mais abundantes. Esse estudo avaliou a viabilidade de adicdo
do extrato da pele de amendoim em coberturas de amendoim de dois sabores,
encontrando valores de fendlicos totais e capacidade antioxidante superiores para
0s produtos com a adigéo do extrato.

Outro estudo realizado pelo mesmo grupo avaliou a capacidade de
extratos da pele de amendoim em atenuar a resposta hiperglicémica in vivo e in
vitro. Os resultados apesentaram um efeito protetivo contra inducédo de morte celular
por hiperglicemia em células de carcinoma hepatico humano (HepG2) e reducéo da
resposta glicEmica em humanos, demonstrando um possivel efeito antidiabético
para esse extrato (CHRISTMAN; DEAN; ALLEN; GODINEZ et al., 2019).

Lewis et al. (2013) avaliaram, in vitro, o potencial anti-inflamatorio de
extratos de amendoim obtidos com solu¢cdes de etanol ou acetona (50%), tendo
como marcadores a reducdo da expressdo da Ciclooxigenase-2 e dos niveis de
prostaglandina E2 e Oxido nitrico. Ambos os extratos avaliados apresentaram
reducao significativa dos marcadores inflamatorios avaliados.

Em levantamento bibliografico realizado em dezembro de 2021, n&o
foram encontrados estudos que avaliassem o potencial anti-hipertensivo para
extratos fendélicos de amendoim ou de sua pele, in vivo ou in vitro, ou sobre o efeito
da biotransformacéo enzimética no perfil de compostos fendlicos extraidos dessa

matriz.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliacdo de diferentes processos de obtencdo de extratos ricos em
fendlicos a partir de residuos da agroindustria (bagaco de uvas e pele de
amendoim), e o0 potencial desses extratos em ensaios in vitro de capacidade
antioxidante, e de inibicdo da ECA, como parametros de avaliagcdo do potencial do

extrato no tratamento auxiliar da hipertenséo arterial.

3.2 Objetivos especificos

» Obter e tratar os residuos de uvas oriundos da vinificacdo e da pele de
amendoim oriunda da industria de alimentos;

» Obtencdo dos extratos ricos em fendlicos a partir dos residuos por meio
de diferentes meios de extracdo auxiliada por enzimas comerciais e em
solucbdes aquosas ou etanoicas;

» Caracterizar os extratos produzidos quanto ao teor de fendlicos totais,
teor de flavonoides totais, antocianinas totais e capacidade antioxidante
por métodos in vitro;

» Avaliar o potencial dos extratos na modulagcdo da atividade da enzima
conversora de angiotensina | em ensaio in vitro, como indicio do potencial
desses extratos para uso em alimentos funcionais de co-tratamento de

hipertenséo arterial.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma das atividades

Figura 4: Fluxograma das atividades do projeto
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UT: Extrato de uva tinta, UE: Extrato de uva tinta biotransformado, PA: Extrato da pele
de amendoim e PE: Extrato da pele de amendoim biotransformado.

4.2 Reagentes

Acido gélico, quercetina, trolox, fluoresceina, Azul de Coomassie Brilhante
G-250, 2,2’azobis(1-metilpropionamidina)dihidrocloreto  (AAPH), tripiridiltriazina
(TPTZ), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), p-nitrofenil-B-glicosideo  (N7006),
naringinase de Penicillium decumbers (N1385), hipuril-L-histidil-L-leucina (H1635),
ECA de pulméo de coelho (A6778), HEPES sddico (H7006) e acido galacturénico,
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Reagente de Folin-Ciocalteu,
fosfato de sodio monobasico e dibasico, carbonato de sodio, acido formico, acido
3,5-dinitrosalicilico, adquiridos da Dindmica Quimica Contemporanea (Diadema, SP,

Brasil). Enzimas Celluclast® 1.5 L e Pectinex® Ultra SP-L (Novozymes®) doadas
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por LNF Latino América (Bento Gongalves, RS, Brasil). Todos os demais reagentes

foram de grau analitico.

4.3 Preparo das amostras
4.3.1 Residuos da uva

Residuos de vinificacdo de uva tinta (Maximo IAC 138-22), constituidos
de cascas e sementes que foram submetidos a processo fermentativo com
microbiota natural dos frutos, variedade hibrida de uvas Syrah (75%) e Seibel (25%),
provenientes do Rio Grande do Sul, coletados durante periodo de produc¢éo (Janeiro
a Marco) do ano de 2013. Os residuos foram liofilizados, moidos até sua
transformacdo em pod, envazados em embalagem vedadas e armazenados a -80°C

até o momento de preparo do extrato.

4.3.2 Pele de amendoim

Foram utilizadas amostras de pele de amendoim provenientes da
empresa Ampendupa (Tupa - SP), recebidas em dezembro de 2018. As amostras
foram trituradas em processador, envasadas em embalagens vedadas e

armazenado a -18°C até o momento de preparo do extrato.

4.3.3 Obtencao dos extratos

Os extratos de residuos de uvas e de pele de amendoim foram
preparados seguindo um mesmo protocolo, adaptado de Martins et al. (2016) e Xu et
al. (2014).

A Figura 5 apresenta o fluxograma dos processos de extracdo, com 0S
respectivos extratos obtidos.

Para a producéo do extrato biotransformado, foi preparada uma solugéo
de 100U de celulase, 10U de pectinase e 25U de B-glicosidase em 10mL de tampé&o
acetato 0,1M (pH 5,0). ApGs aclimatar a solucdo de enzimas por 10 minutos a 50°C,
foi adicionado 1g da amostra (residuo seco e triturado) e levado ao banho tipo

Dubnoff (Tecnal TE-053, Brasil) com agitacdo a 130 rpm por 1 ou 5h a 50°C.
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Figura 5: Fluxograma dos processos de extragéo e extratos obtidos.
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Extratos - UT: uva tinta, UE: uva tinta biotransformado, PA: pele de amendoim, PE: pele
de amendoim biotransformado; a (aquoso): UTa, UEa, PAa e PEa; el (etandlico em 1h): UTel, UEel,
PAel e PEel; e5 (etandlico em 5h): UTe5, UEe5, PAe5 e PEe5.

Para os extratos aquosos as solu¢des foram mantidas nessas condi¢des
por 1h e a reacdo foi interrompida em banho de gelo por 15 minutos, em seguidas
forem centrifugadas (Centrifuga Megafuge 16R, Thermo Scientific, EUA) a 5.500 rpm
por 15 minutos e filtradas a vacuo. Essas amostras foram nomeadas UTa e UEa
(extrato do bagaco de uva tinta controle e biotransformado, respectivamente) e PAa

e PEa (extrato da pele de amendoim controle e biotransformado, respectivamente).
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Para os extratos etandlicos, a reacdo foi paralisada com a adicdo de
10mL de etanol absoluto. A mistura foi entdo levada novamente ao banho com
agitacdo a 130 rpm por mais 50 minutos. Posteriormente, desligado o aguecimento,
foram levados por mais 10 minutos ao banho de ultrassom (Unique USC-1800A,
Brasil). As amostras foram entéo centrifugadas (Centrifuga Megafuge 16R, Thermo
Scientific, EUA) a 5.500 rpm por 15 minutos, seguido por filtracdo a vacuo.

Os extratos etandlicos foram levados ao rotaevaporador (Bichi W240,
Suica) a 50°C até reducédo do volume a 50% do inicial, garantindo a evaporacéo do
etanol, sobrando apenas o tampado. Desse processo sairam as amostras: UEel,
UEe5, PEel e PEe5, sendo os numeros o indicativo do tempo de incubacdo antes
da adicdo do etanol.

Para fins de controle, os extratos fendlicos ndo submetidos a
biotransformacao foram preparados da mesma forma descrita acima, sem a adicao
das enzimas. Desse processo foram obtidas as amostras: UTel, UTe5, PAel e
PAe5.

Todos os extratos foram congelados em ultrafreezer a -20°C, liofilizadas
em liofilizador de bancada (Liotop L101, Liobras, Brasil) a -40°C por 48 horas e
armazenadas a -20°C até a utilizacao.

Para calcular a massa de extrato obtido, o recipiente foi pesado vazio e
apos a liofilizacdo, obtendo-se a massa diferencial. O rendimento foi calculado

dividindo se a massa do extrato pela massa de amostra utilizada.

4.4 Enzimas

Para obtencao dos extratos biotransformado, foram utilizadas as enzimas
comerciais Celluclast® 1.5 L (celulase) e Pectinex® Ultra SP-L (pectinase) da marca
Novozymes, com atividade expressa em U/mL do produto, e naringinase de
Penicillum decumbers da marca Sigma-Aldrich, com atividade de B-glicosidase

expressa em U/g do produto.

4.4.1 Atividade de celulase

A determinacao da atividade enzimatica da Celluclast® 1.5 L foi realizada
pelo método DNS conforme proposto por Wood e Garcia-Campayo (1990), com

modificacdes. O método baseia-se na reacdo entre um composto redutor, como a
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glicose ou o &cido galacturénico, e o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), que é reduzido
ao composto 3-amino-5-nitrosalicilico, alterando a coloragdo de amarela para
avermelhado. A alteracdo da coloracéo é utilizada para medir a liberacdo de glicose
com a degradacéo da celulose, possibilitando mensurar a atividade enzimatica.

Para determinacdo da atividade enzimatica, 0,45mL de solugdo de
carboximetilcelulase (CMC) 1% em tampao citrato 5mM (pH 4,8) foi adicionada em
tubos de ensaio e ambientada a 40°C por 10 minutos em banho termostatizado
(Tecnal TE-056-MAG, Brasil). Ap6s aclimatar, 0,0bmL da solucdo de extrato
enzimatico foi adicionado, seguido por incubagdo em banho a 40°C por 60 minutos,
com agitacdes leves e periddicas. Apos o periodo de incubacgédo, 0,5mL do reagente
DNS foi adicionado e feita homogeneizacdo em vortex, seguido por aquecimento em
banho a 100°C por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram levados ao banho de gelo
e 4mL de agua destilada foram adicionados. Foram utilizadas diluigBes entre 1:500 a
1:9000 do extrato enzimético em tampao citrato.

Para construcédo da curva de calibracdo 0,5mL de solucdo de glicose em
tampdo de reacdo, na concentracdo entre 0,56 e 5,6 ymol/mL, foi adicionado em
tubos de ensaio e seguidas as etapas descritas acima, a partir da adicdo do DNS.

A leitura foi realizada em cumprimento de onda de 540nm, em placa
transparente de 96 pocos em leitor de placas (KHB ST-360, China).

Os calculos da atividade enzimatica foram realizados utilizando-se as
absorbancias liquidas, descontando o branco de cada amostra. Para obtencdo dos
brancos das amostras a adicdo do DNS e do extrato enzimatico foi invertida.
Enquanto que para o branco da curva de calibracdo a solugédo de glicose foi
substituida por tampéo.

A atividade enzimética foi calculada em unidade por mililitro de extrato
enzimatico (U/mL), considerando 1U de atividade a capacidade de liberagcdo de 1
pmol de glicose por minuto de reagdo, utilizando a Equacéo 1 (abaixo).

U/mL= glicose (umol/mL) (1)
tx VxI[d]

Onde, U/mL é a unidade enzimatica por mL de extrato, t € o tempo de
reagcdo em minutos, V € o volume de solugdo enzimatica em mL e [d] é a diluicdo da

solucdo enzimética.
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4.4.2 Atividade de pectinase

A determinacdo da atividade enzimatica da Pectinex® Ultra SP-L foi
realizada pelo método DNS conforme proposto por Couri (1993), com modificacdes.
A alteracdo da coloracéo foi utilizada para medir a liberacdo de acido galacturénico
com a hidrolise da pectina, possibilitando mensurar a atividade enzimética.

Para o ensaio, 2mL de solucao de acido poligalacturdnico (pectina) 0,25%
em tampdao acetato 20mM (pH 5) foi adicionada em tubos de ensaio e ambientada a
40°C por 10 minutos em banho termostatizado (Tecnal TE-056-MAG, Brasil). Apos
aclimatar, 0,05mL da solugdo de extrato enzimatico foi adicionado, seguido por
incubacdo em banho a 40°C por 30 minutos, com agitacdes leves e perioddicas. Apos
o periodo de incubacdo, 0,05mL das misturas foi transferida para outro tubo
contendo 0,5mL do reagente DNS, seguido pela adicdo de 0,45mL de agua e
homogeneizacdo em vértex, e levado para aquecimento em banho a 100°C por 5
minutos. Em seguida, os tubos foram levados ao banho de gelo e 4 mL de agua
destilada foram adicionados. Diluicbes entre 1:500 a 1:9000 do extrato enzimatico
em tampao acetato foram utilizadas.

Para construcdo da curva de calibracdo 0,05 mL de solucdo de acido
galacturdnico em tampao da reacao, na concentracéo entre 0,450 e 5,6 pmol/mL, foi
adicionado em tubos de ensaio e seguidas as etapas descritas acima, a partir da
adicdo em DNS.

A leitura foi realizada em cumprimento de onda de 540nm, em placa
transparente de 96 pocos em leitor de placas (KHB ST-360, China).

Os célculos da atividade enzimética foram realizados utilizando-se as
absorbancias liquidas, descontando o branco de cada amostra. Para obtencédo dos
brancos das amostras a aliquota de 0,05mL foi transferida diretamente para o tubo
com DNS, sem passar pela incubacdo. Enquanto que para o branco da curva de
calibracdo a solugéo de acido galacturénico foi substituida pelo tampao.

A atividade enziméatica foi calculada em unidade por mililitro de extrato
enzimatico (U/mL), considerando 1U de atividade a capacidade de liberacdo de
1pmol de acido galacturénico por minuto de reagéo, utilizando a Equacgao 2 (abaixo).

U/mL= acido galacturénico (umol/mL) )
tx Vx[d]
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Onde, U/mL é a unidade enzimatica por mL de extrato, t € o tempo de
reacdo em minutos, V € o volume de solugdo enzimatica em mL e [d] é a diluicdo da

solucéo enzimatica.

4.4.3 Atividade de B3-glicosidase

A determinacgdo da atividade enziméatica de B-glicosidase em naringinase
de Penicillium decumbers da marca Sigma-Aldrich foi realizada conforme Matsuura,
Sasaki e Murao (1995), adaptado por Avila et al. (2018). O método baseia-se na
clivagem do substrato p-nitrofenil-B-glicosideo, promovendo a liberacdo do p-
nitrofenol, com absorbancia em 410nm.

Para o ensaio, 0,3 mL da solucdo de p-nitrofenil-B-glicosideo 5mM em
tampéo acetato 0,1M (pH 5) foi adicionado em micro tubos de plastico e aclimatado
a 40°C em banho por 10 minutos, seguido pela adicdo de 0,3mL da solugéo
enzimatica e incubacao por 30 minutos a 40°C. A reacéo foi interrompida pela adi¢cao
de 0,3mL de carbonato de sodio 0,5M. Foram utilizadas solu¢cbes da enzima entre
0,1 e 0,01 mg/mL, em tampédo acetato. Para controle da amostra, a solucdo de
substrato foi substituida por tamp&o acetato.

Para construgdo da curva padrdo foram adicionados em micro tubos
0,3mL tampéo acetato, 0,3 mL de solugdo de p-nitrofenol (nas concentracdes entre
0,009 e 0,216 pmol/mL) e 0,3 mL de carbonato de sodio 0,5M.

A leitura foi realizada em cumprimento de onda de 410nm, em placa
transparente de 96 pocos em leitor de placas (KHB ST-360, China).

Os célculos da atividade enzimética foram realizados utilizando-se as
absorbancias liquidas, descontando o branco de cada amostra. Para obtencdo dos
brancos das amostras e da curva de calibracdo a solucdo enzimética e a solucéo do
padrdo, respectivamente, foram substituidas por tampéo acetato.

A atividade enzimética foi calculada em unidade por grama do produto
(U/g), considerando 1U de atividade a capacidade de liberacdo de 1umol de acido
galacturdnico por minuto de reacao, utilizando a Equacéo 3 (abaixo).

U/mg= p-nitrofenol (umol/mL) 3)
txVxJe]
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Onde, U/mg é a unidade enzimética por mg do produto, t € o tempo de
reagdo em minutos, V é o volume de solugdo enzimatica em mL e [e] é a

concentracdo da solucdo enzimatica, em mg/mL.

4.4.4  Teor de proteinas sollveis totais nos extratos enzimaticos

A determinacao do teor total de proteinas nos produtos Celluclast® 1.5 L,
Pectinex® Ultra SP-L e naringinase de Penicillium decumbers foi feita conforme o
método proposto por Bradford (1976), com adaptacdes. O método é baseado na
formacao de um complexo da proteina com o reagente Azul de Coomassie Brilhante
G-250, conferindo coloracdo azul a solucdo. A intensidade da coloracdo € utilizada
para calcular o teor de proteina, tendo como padrdo a albumina de soro bovino
(BSA). O reagente de Bradford foi preparado em baldo volumétrico de 100 mL,
dissolvendo-se 10 mg do reagente Azul de Coomassie Brilhante G-250 em 5 mL de
etanol 95% e adicionando 10 mL de acido fosférico 85%, seguido da adi¢cdo de agua
destilada até completar o volume. A solucado foi filtrada e armazenada em frasco
protegido da luz.

Para o ensaio, 20 pyL da solugdo enzimatica e 180 yL do reagente de
Bradford foram adicionados em placa transparente de 96 pocgos, seguido por
incubacdo por 10 minutos no escuro. Para 0s extratos enzimaticos de celulase e
pectinase foi utilizada uma solucdo de 1% e para a naringinase uma solucédo de 0,2
mg/mL.

A curva padréo foi construida substituindo a amostra por solu¢cdo de BSA
em concentracbes entre 0,010 e 0,3 mg/mL e para obtencdo do branco a
substituicéo foi por agua destilada.

A leitura foi realizada em 595nm em fluorimetro (FLUOstar Optima, BMG
Labtech, Alemanha). Para o célculo do teor de proteinas foi considerada
absorbancia liquida, descontado o branco. O resultado foi expresso em miligramas
de proteina por mililitro de produto (mg/mL) para a celulase e pectinase e por grama
para a naringinase (mg/g).

Os valores foram utilizados para calculo da atividade especifica das
enzimas em unidade de atividade por mg de proteina (U/mg proteina).
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4.5 Caracterizacao dos extratos

A caracterizacdo dos extratos se deu pela determinacdo dos teores de
fendlicos totais e de classes especificas de fendlicos, sendo esses: flavonoides

totais e antocianinas monomeéricas. Os ensaios foram feitos em triplicata.

45.1 Determinacédo de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado conforme descrito por Singleton
e Rossi (1965) pelo método Folin-Ciocalteu, com adaptacdes. Em uma placa
transparente de 96 pocos foram adicionados 15uL de solucdo dos extratos, 240 pL
de 4gua destilada e 15 yL do reagente de Folin-Ciocalteu, deixando em repouso por
3 minutos. Em seguida, foi adicionado 30 pL de solucéo de carbonato de sédio 10%
e deixados em local escuro a temperatura ambiente por 2 horas. Apés esse tempo, a
absorbancia foi medida a 760nm em leitor de placas (KHB ST-360, China).

Para os extratos de uva tinta foram utilizadas solu¢gdes nas concentracdes
entre 0,5 e 5mg/mL, enquanto que para os extratos de pele de amendoim as
concentracdes variaram entre 0,375 e 3 mg/mL.

Para construcdo da curva padrao a amostra foi substituida por solugéo de
acido galico nas concentracbes entre 16 e 300 ug/mL e o branco foi preparado
substituindo a amostra por agua destilada.

Os resultados foram calculados pela absorbancia por meio da curva de
calibracdo com o padrdo e expressos em miligramas equivalentes de acido galico

por grama de extrato liofilizado (mg GAE/qg).

45.2 Determinacédo de flavonoides totais

A determinacédo do teor de flavonoides totais foi realizada pelo método
Dowd, que consiste na formacdo de um complexo do ion de aluminio com os
flavonoides, de cor amarela. O ensaio foi realizado conforme Meda et al. (2005),
com adaptacdes propostas por Oboh et al. (2018). Em uma placa transparente de 96
pocos foram adicionados 20pL da solugao dos extratos em metanol 10%, 15 pL de
solucédo de acetato de sédio 1M, 15uL de solucdo de cloreto de aluminio 10% em
metanol 10% e 250 pL de agua destilada. A incubacao foi realizada em temperatura
ambiente por 30 minutos, em seguida, a absorbancia foi medida a 405nm em leitor

de placas (KHB ST-360, China). Foram utilizadas solucbes dos extratos nas
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concentragbes de 10 e 30mg/mL. O branco da amostra foi obtido substituindo a
solucéo de cloreto de aluminio por metanol 10%.

Para construcdo da curva padrdo a amostra foi substituida por solugcéo de
guercetina em metanol, nas concentracfes entre 15 e 375 ug/mL, e o branco foi
preparado substituindo o padréao por solucao de metanol 10%.

O teor de flavonoides foi calculado utilizando a absorbancia liquida,
descontado o branco, e o0 resultado expresso em miligramas equivalentes de

guercetina por grama de extrato liofilizado (mg QUE/Q).

4.5.3 Determinagdo de antocianinas monoméricas

O teor de antocianinas monomeéricas foi determinado pelo método de pH
diferencial, conforme proposto por Giusti e Wrolstad (2001), que consiste em um
método colorimétrico baseado na diferengca de cor das antocianinas em pH1
(colorido) e pH 4,5 (incolor).

Solucdes iniciais na concentracdo de 25 mg/mL foram preparadas em
agua. A solucédo obtida foi diluida na proporcdo 1:10 em tampdo de cloreto de
potéassio 0,025M com acido cloridrico (pH 1) e em tampédo acetato de sédio 0,4M
com &acido cloridrico (pH 4,5) e incubada por 15 minutos em temperatura ambiente e
no escuro. A leitura da absorbancia foi realizada em 510 e 700nm em
espectrofotometro (UV-5100, Metash, China), sendo a absorbancia em 700nm
utilizada para correcao de turbidez na amostra. As antocianinas monomeéricas foram
quantificadas considerando a diferengca entre a absorbéncia no pH 1 e pH 4
(Equacéo 4).

Abav= (Abs10 — Ab700)pH1 — (Absio — Ab700)pH 4,5 4)

Onde Abawm é a absorbancia das antocianinas monomeéricas e Absio/Ab7oo
sao as absorbancias nos respectivos cumprimentos de onda.

Os resultados foram expressos em mg equivalentes de cianidina-3-
glicosideo (C3G) por grama de extrato liofilizado (mg C3G/g) e calculados conforme
a Equacédo 5, considerando a massa e absortividade molares dessa antocianina,
sendo esses 449,2 g/mol e 26900 L/cm.mol (510nm), respectivamente.

AM (mg/L) = Abam X MM x FD x 1000
exl

(5)
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Onde AM é a concentracdo de antocianinas monoméricas, Abau € a
absorbancia obtida na Equacdo 4, MM é a massa molar da C3G, FD é o fator de
diluicho da amostra e € € a absortividade molar da C3G. A equacao considerou o

caminho 6tico de 1 centimetro.

4.6 Determinacgado da capacidade antioxidante dos extratos

A capacidade antioxidante dos extratos foi medida por ensaios de
atividade de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), capacidade de
absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) e poder antioxidante de reducédo férrica
(FRAP). Os ensaios foram feitos em triplicata.

4.6.1 Capacidade de sequestro do radical DPPH

A andlise da reducédo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) pelos
compostos antioxidantes presentes nos extratos obtidos foi conduzida conforme
proposto por Peschel et al. (2006), com adaptacbes de Macedo et al. (2011). O
método € baseado na medida da capacidade antioxidante de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), com reducao a
hidrazina, podendo ser identificado pela mudanca da coloracdo de violeta a amarelo
palido.

Para o ensaio, 50uL de solucdo da amostra em metanol 70% e 150uL de
radical DPPH 0,2 mM em metanol foram adicionados em microplacas transparentes
de 96 pocos. Para os extratos de uva tinta a concentracdo variou entre 60 e 500
Mg/mL, j& para os extratos de pele de amendoim a concentracao foi entre 9 e 75
Mg/mL. Para obter a absorbancia do branco das amostras a solucdo de DPPH foi
substituida pela solucdo de metanol 70%.

A curva de calibragédo foi obtida utilizando solugdo de Trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), preparadas em metanol 70% nas
concentracbes de 3,8 a 76ug/mL. Para branco foi utilizada somente a solucdo de
metanol 70% e para o controle o padréo foi substituido por metanol 70%.

A leitura foi realizada em fluorimetro (FLUOstar Optima, BMG Labtech,
Alemanha), em comprimento de onda de 520nm. A alteragdo da absorbancia foi

acompanhada por 75 minutos e comparada ao branco.
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A atividade redutora foi calculada utilizando a absorbancia liquida,
descontados o0s brancos, e atividade antioxidante expressa em miligrama

equivalente de Trolox por grama de extrato liofilizado (mg TE/q).

4.6.2 Capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método ORAC é
baseada na capacidade de evitar a oxidacdo por radicais peroxil resultantes da
reacdo de AAPH ((2,2’-azobis-(2-amidinopropano))-dihidrocloreto) com oxigénio
atmosférico, que reage com a fluoresceina, formando um composto né&o
fluorescente. O ensaio foi realizado conforme método descrito por Ou et al. (2002),
Davalos et al. (2004) e Macedo et al. (2011).

Para o ensaio, 120uL de fluoresceina 70nM e 20uL de solucdo da
amostra foram adicionados em uma microplaca preta de fundo transparente, sendo
adicionado 60uL de AAPH 12 mM imediatamente antes do inicio da leitura. Todas as
solucBes foram preparadas em tampao de fosfato de potassio 7,5mM (pH 7,4), no
dia da analise e mantidas protegidas da luz. As concentracfes para os extratos de
uva tinta variaram entre 0,5 e 2,0 mg/mL, enquanto que para os extratos de pele de
amendoim ficaram entre 0,25 e 1,0 mg/mL.

A curva padrao foi obtida substituindo-se a amostra por solucao de Trolox
em concentracdes entre 0,95 e 950 pg/mL. Foram preparados ainda o controle, com
substituicdo da amostra por tamp&o, o branco do tamp&o e o branco da fluoresceina.

A fluorescéncia foi medida imediatamente apés a adicdo do AAPH, em
fluorimetro (FLUOstar Optima, BMG Labtech, Alemanha), utilizando filtros de
excitacdo de 485nm e de emissédo de 520nm, a 37°C e com nova medida a cada 75
segundos, durante 98 minutos e 45 segundos (80 ciclos).

Para construcdo da curva padrdo e célculo da capacidade antioxidante
das amostras, foram consideradas as médias da area liquida sob a curva (AUC),
descontada a fluorescéncia do controle, para cada concentracdo do padrdo e da
amostra. A atividade antioxidante foi expressa em miligramas de Trolox equivalente

por grama de extrato liofilizado (mg TE/g).
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4.6.3 Poder antioxidante de reducdo férrica

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método FRAP baseia-se
na medida direta da habilidade dos antioxidantes presentes no extrato para reduzir,
em meio acido, o complexo Fe3*/tripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe?* e foi
realizada conforme Benzie e Strain (1996), com modificagbes. O reagente FRAP foi
preparado com 2,5mL de tampéo acetato 0,3M (pH 3,6), 250uL de solucdo de TPTZ
(tripiridiltriazina) 210mM em HCI 40mM e 250uL de solucéo de cloreto férrico 20mM.

O ensaio foi realizado em microplaca transparente de 96 pocos. Foram
adicionados 36pL da amostra seguido de 270uL do reagente FRAP. A preparacéo
das amostras e reagentes foi realizada em ambiente escuro, bem como a montagem
da placa. A leitura da absorbancia foi realizada em fluorimetro (FLUOstar Optima,
BMG Labtech, Alemanha) a 595nm, com leitura em 7 ciclos de 88 segundos, durante
10 minutos de reacdo. Para os extratos de uva tinta foram utilizadas concentracoes
entre 30 e 250 pg/mL, ja para os extratos de pele de amendoim as concentracfes
ficaram entre 15 e 125 pg/mL.

A curva de calibracéo foi construida com Trolox, nas concentracdes entre
1,5 e 100 pg/mL. Para obtencdo do branco, a solucao do padrao foi substituida por
agua destilada. O potencial antioxidante foi expresso em miligrama equivalente de
Trolox por grama de extrato liofilizado (mg TE/gQ).

4.7 Avaliacdo do potencial parainibicdo da ECA

Este ensaio é baseado na hidrélise do N-hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL)
pela ECA, com formacao do acido hipurico (AH), e foi realizado conforme Cushman
e Cheung (1971), com modificacBes propostas por Sigma-Aldrich (1998). Em tubos
de ensaio, 50uL de solucdo da amostra foi incubado com 50uL de solucdo de ECA
(25mU/mL) a 37°C por 10 minutos e a reagdo enzimatica foi iniciada pela adi¢céo de
150pL do substrato (HHL 4,15mM em tamp&o HEPES 50mM com 0,3M de cloreto
de sodio, pH 8,3). Apos incubacdo por 30 minutos a 37°C em banho termostatizado
(SolidSteel SSD-5L, Brasil), com controle rigoroso de temperatura e leve agitacao
periodica, a reacao foi interrompida pela adicdo de 500uL de HCI 1M. Para extracao
do AH foi adicionado 1,5mL de acetado de etila, levado ao vértex por 1 minuto e
deixado em repouso por 5 minutos. Foram coletados 800uL da camada de acetado

de etila e levados para evaporagao a 100°C em banho (Tecnal TE-056-MAG, Brasil)
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na capela. O residuo foi entdo reconstituido em 1mL de agua destilada e a
absorbancia medida em espectrofotdometro (UV-5100, Metash, China) a 228nm.

Para o controle negativo (100% de atividade enzimatica), o extrato foi
substituido por agua destilada. Para cada amostra e controle foi preparado o branco
com a inativacdo da enzima com &cido cloridrico antes da adi¢cdo do substrato. O
controle positivo foi realizado com captopril, uma droga comercial anti-hipertensiva
por inibicdo da ECA.

A capacidade de inibicdo da ECA foi expressa em porcentagem (%IECA)
e calculada conforme a Equacéo 6.

%IECA= (Acn — Aam) x 100 ©6)
AcN

Onde, Acn € a absorbancia do controle negativo e Aam é a absorbancia da
amostra. O branco foi usado para corregcdo da leitura para cada amostra, sendo

utilizada a absorbéancia liquida na férmula acima.

4.8 Analises estatisticas

Todas as medidas foram feitas em triplicata e os resultados expressos
como média + desvio padrao. A diferenca estatistica entre grupos foi analisadas pela
analise de variancia (ANOVA) e a comparacao post hoc foi feita pelo teste de Tukey.
A correlacdo entre a concentracdo de fendlicos e a atividade antioxidante foi
analisada usando o teste de correlacdo de Pearson. Diferencas foram consideradas
significantes quando maior ou igual a 5% (p<0,05). As andlises estatisticas foram
realizadas no software jamovi versao 1.6.23 (JAMOVI, 2021).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Atividade das enzimas e rendimento dos extratos obtidos

O ensaio para determinacdo do teor total de proteinas nos extratos
enzimaticos apresentaram resultados de 42,57+1,80 e 26,58+1,17 mg proteina/mL
do produto para Celluclast® e Pectinex®, respectivamente, e 117,91+19,53 mg
proteina/g de naringinase. Os valores obtidos para atividade do produto (U/mL ou Q)

e atividade especifica (U/mg proteina) estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Atividade enzimatica obtida, expressas por mililitro ou grama do produto e por mg
de proteina.

Atividade Celulase Pectinase B-glicosidase
U/mL ou g produto 1972,10 2435,15 267,30
U/mg proteina 46,32 91,60 2,27

Foram utilizados 10 gramas de amostra para obtencdo de cada um dos
extratos e os valores de rendimento para cada extrato estdo apresentados na Tabela
4.

Tabela 4: Rendimento dos extratos nos diferentes processos de extracdo, em gramas.

Extrato AQuoso Etanélico (1h) Etanélico (5h)
uT 2,090 3,787 2,451
UE 3,211 4,828 4,031
PA 1,312 2,670 2,030
PE 2,203 3,900 3,042

Ndmero entre parénteses indica o tempo de incubagéo antes da adi¢do do etanol. UT:
uva tinta, UE: uva tinta com biotransformacgéo, PA: pele de amendoim e PE: pele de amendoim com
biotransformacéo.

Os rendimentos variaram entre 20,90% e 48,28% para os extratos do
bagaco de uva tinta. Para os extratos da pele de amendoim os valores ficaram entre
13,12% e 39,0%. Sendo que, na comparacdo entre 0s mesmos métodos, 0s extratos
de uva tinta apresentaram maior rendimento de extragdo nos processos testados. O
método que apresentou menor rendimento foi a extracdo aquosa comum, enquanto
gue o maior valor foi obtido na extragdo com enzimas no tempo total de 1 hora
seguido de extragdo com etanol.

Em todos os casos, o rendimento foi maior com a utilizagdo das enzimas.
Para os extratos do bagaco de uva tinta, a utilizacdo do conjunto de enzimas
aumentou o rendimento do extrato em até 64,47% (UEe5), enquanto que para 0s

extratos da pele de amendoim esse aumento foi de até 67,91% (PEa). Esses valores
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apontam para viabilidade da utilizagdo das enzimas para aumentar o rendimento na
producéo dos extratos. E provavel que o aumento de rendimento pode ser atribuido
principalmente a atividade das enzimas celulase e pectinase. A celulase atua na
catélise da hidrélise da celulose, enquanto a pectinase catalisa a hidrolise da
pectina, a combinacdo dessas enzimas no processo de extracdo pode propiciar
maior liberagdo dos compostos ligados a matriz, aumentando a extragdo. O maior
rendimento encontrado para o extrato do bagaco de uva tinta pode ser associado a
complexidade da matriz, que contem cascas, sementes e hastes da fruta, além de
um maior teor de pectina.

Todavia, apenas o aumento do rendimento da extragdo nao justificaria a
utilizacdo dessas enzimas. Espera-se que o tratamento enzimatico apresente maior
liberacdo dos compostos fendlicos da matriz, aumentando a concentracdo dos
compostos bioativos nos extratos obtidos. A auséncia do aumento na extracdo de
compostos fendlicos representaria maior extracdo de compostos que ndo sdo de

interesse a esse estudo, como lipideos e carboidratos.

52 Teor de fen6licos nos extratos

A determinacdo de fendlicos totais foi feita para todos os 12 extratos

obtidos e os valores estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Teor de fendlicos totais nos diferentes métodos de extragdo, em mg GAE/g
extrato.

Extrato Aquoso Etanélico (1h) Etanélico (5h)
uT 17,6+0,7 @1 47,9+2,3 (&2) 51,6+0,9 @2
UE 20,4+0,9 @3) 52,8+1,4 ¢4 54,1+2,1 @4
PA 81,145,0 (9 101,2+4,9 (.6) 234,6+£17,3 (07
PE 51,4+4,7 @8) 129,3+6,1 (.9) 175,3+7,1 (.9

Valores expressos em média + desvio padrdo. Valores com a mesma letra e mesma
coluna ou mesmo nimero e mesma linha ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05).
UT: uva tinta, UE: uva tinta com biotransformacédo, PA: pele de amendoim e PE: pele de amendoim
com biotransformacéo.

O teor de fendlicos totais nos extratos de uva tinta variou entre 17,6 a
54,1 mg GAE/g, sendo o menor valor encontrado para o0 extrato agquoso sem
biotransformagé@o e o maior para o extrato alcodlico biotransformado com o maior
tempo de extracdo. Para os extratos da pele de amendoim, os valores obtidos
variaram entre 51,4 a 234,6 mg GAE/g, sendo 0 menor valor para o extrato aquoso
biotransformado (PEa) e o maior para o extrato etandlico sem biotransformacéo e no

maior tempo de extracdo (PAe5)
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Para ambas as amostras, o método de extracdo aquosa apresentou
menor capacidade de extragcdo dos compostos fenolicos da matriz. Apesar do
aumento no rendimento dos extratos, o tratamento enzimatico ndo se mostrou
eficiente para aumentar o teor de fendlicos nesses. Para os extratos aquosos do
bagaco de uva tinta ndo houve diferenca estatistica entre o valor obtido para o
extrato controle e o biotransformado, enquanto que, para 0s extratos da pele de
amendoim, o valor foi menor no extrato biotransformado.

Os valores encontrados para os extratos aquosos de uva foram similares
aos encontrados por Xu et al. (2014) para mesmo tempo de reacédo
(aproximadamente 20 mg GAE/qg).

O método de extracdo com etanol se mostrou mais eficaz para
recuperacdo de fendlicos presentes na matriz. O valor encontrado nos extratos
alcodlicos do bagaco de uva foi até 93% superior ao encontrado no extrato aquoso,
demonstrando a eficiéncia do solvente na extracdo. Enquanto que, para os extratos
da pele de amendoim, o teor de fendlicos totais foi até 140% superior no extrato
etandlico. Nessa etapa deve ser considerada ainda a utlizacdo do banho de
ultrassom, que néo esteve presente na extragado aquosa e que pode representar um
aumento do rendimento. Embora n&o houve diferenca significativa entre o0s
diferentes tempos de extracao alcoodlica para os extratos do bagaco de uva e o
extrato biotransformado da pele de amendoim, para o extrato controle da pele de
amendoim o valor encontrado foi cerca de duas vezes superior no tempo de reagao
de 5 horas.

Quanto a biotransformacéo, foi observada diferenca significativa com os
valores encontrados nos extratos controles apenas para o extrato biotransformado
da pele de amendoim, que apresentou um valor aproximadamente 25% menor.

Os valores obtidos para os extratos etandlicos de uva tinta ficaram
préximos aos obtidos por Martins et al. (2016) para a extracdo em bagaco de uva
tinta, tanto sem enzimas, como com a utilizagdo de celulase e pectinase, com
metanol como solvente (50,9 e 51,8 mg GAE/g, respectivamente).

Christman et al. (2018) reportaram que o teor de fendlicos totais para
extratos da pele de amendoim encontrados na literatura varia entre 90 e 160 mg/g, a
depender da forma de extracdo. Os valores encontrados para os extratos etandélicos

de pele de amendoim sem biotransformacao ficaram proximos ao reportado por
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Lewis et al. (2013) — 51,8 mg GAE/g de amostra — para extratos da pele de
amendoim com extracdo em etanol 90%.

Os valores apresentados na Tabela 5 séo referentes ao teor de fendlicos
totais por grama de extrato liofilizado. E possivel correlacionar ainda o teor de
fendlicos totais com o rendimento obtido para os extratos e obter a quantidade total
de fendlicos extraidos por grama de residuo, sendo esses: 12,647 (UTeb),
21,807(UEeb), 47,623 (PAe5) e 53,326 (PEe5) mg GAE/g de amostra. Diante disso,
€ possivel verificar que a quantidade de fendlicos extraidos com as enzimas foi 72%
maior para o extrato do bagaco de uva tinta e 12% maior para o extrato da pele de
amendoim, quando comparados com o respectivo extrato controle. O menor teor de
fendlicos totais nos extratos pode ser atribuido principalmente a acdo das enzimas
pectinase e celulase, cuja atividade pode propiciar a liberacdo de compostos
fendlicos e, simultaneamente, a liberacdo de outros compostos da matriz, como
macromoléculas de carboidratos e lipideos, diluindo assim a concentracdo de
fendlicos nos extratos liofilizados.

Em estudos realizados anteriormente em nosso grupo de pesquisa, como
0 publicado por Martins et al. (2017), foi observado que o tratamento utilizando
tanase produzida no laboratério apresentou resultados positivos para o aumento do
teor de fendlicos em extrato do bagaco de uva tinta (39%), tornando-a mais eficaz
para a obtencdo de extratos com maior teor de fendlicos que as enzimas comerciais
utilizadas neste trabalho. Esse resultado pode ser atribuido a forma de acédo dessa
enzima, que atua principalmente em ligacdes éster ou terminais em taninos e
galatos de catequinas, promovendo maior liberacdo de fendlicos sem aumentar a
liberacdo de outros compostos da matriz.

Considerando os valores apresentados e a correlacdo anteriormente
discutida entre o teor de fendlicos totais e o potencial para inibicdo da ECA, optou-se
pela utilizacdo dos extratos etandlicos com tempo de reacdo de cinco horas (UTeb5,
UEe5, PAe5 e PEe5) para os demais testes deste trabalho. A escolha destes
extratos foi motivada pelo maior valor de fendlicos totais, embora sem diferenca
significativa dos extratos com reacdo de uma hora para a maioria das amostras.
Considerando ainda o melhor resultado para a amostra PAe5 nesse tempo de

reacao.
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521 Teor de flavonoides e antocianinas monoméricas

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos para o teor de flavonoides totais

e de antocianinas monomeéricas.

Tabela 6: Teor de Flavonoides totais (mg QUE/g extrato) e de Antocianinas monomeéricas (mg
C3G/g extrato) nos extratos obtidos com extracédo alcodlica com tempo de reacao de 5 horas.

Extrato Flavonoides totais Antocianinas monoméricas
UTeb5 2,58+0,132 3,74+0,15d
UEe5 1,86+0,13P 0,42+0,02¢
PAe5 4,59+0,32¢ -
PEe5 2,60+0,102b -

Valores expressos em média + desvio padrdo. Valores com a mesma letra e mesma
coluna ndo possuem diferenga significativa (p<0,05). UTe5: uva tinta, UEe5: uva tinta com
biotransformacéo, PAe5: pele de amendoim e PEe5: pele de amendoim com biotransformacéo.

Conforme esperado, considerando o teor de fendlicos totais, o maior valor
para o teor de flavonoides foi encontrado no extrato PAe5 (77% maior que o valor
encontrado para UTe5). Em ambas as amostras 0s extratos biotransformados
apresentaram menor teor de flavonoides, 27% e 43% para UEe5 e PEe5,
respectivamente. Entretanto, apesar de ser empregado na literatura para
quantificacdo e flavonoides totais, o0 método proposto possui certas limitacdes.
Marcucci et al. (2021) destaca que métodos desse tipo sdo mais eficientes para
comparacao entre amostras que para quantificacdo exata da concentracdo dos
compostos, sendo nesse caso mais recomendado métodos analiticos mais
complexos. Os autores destacam ainda que a utilizagcdo da quercetina como padrao
€ mais bem aplicada para amostras com maior teor de flavonoides na forma
aglicona, enquanto que a utilizacdo da rutina, recomendada pela farmacopeia alema,
€ mais adequada para flavonoides glicosilados. Isso condiz com o relatado por
Dowd (1959), que afirma bons resultados encontrados para determinacdo de
quercetina aglicona em alimentos.

As limitacBes encontradas para o método de determinacao de flavonoides
totais empregado podem justificar a divergéncia entre o valor obtido para esse e 0
valor para antocianinas totais, que foi superior.

Quanto ao teor de antocianinas monoméricas, sO foi detectado nos
extratos de uva tinta, sendo que o valor encontrado para o extrato biotransformado
foi pouco mais de 10% do valor encontrado no extrato comum, o que pode indicar
uma possivel degradacdo desses compostos durante o tratamento enzimatico.

Kammerer et al. (2005), atribuiram essa degradacdo a hidrolise de glicosideo ou
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desesterificagdo de antocianinas aciladas, embora a degradagdo encontrada no
referido trabalho tenha sido menor que a encontrada no presente.

O valor encontrado para o extrato UTe5 foi superior aos valores
reportados por Deng, Penner e Zhao (2011), que variou entre 0,29 e 1,42 mg M3G/g
(equivalentes em malvidina-3-glicose) e dentro da faixa de valores reportados por
Rockenbach et al. (2011), que variou entre 2,89 e 9,34 mg C3R/g (equivalente em

cianidina-3-rutinosideo), ambos para amostras de uvas tintas.

5.3 Capacidade antioxidante

A tabela 7 apresenta os valores obtidos nos diferentes métodos utilizados

para determinar a capacidade antioxidante dos extratos selecionados.

Tabela 7: Capacidade antioxidante encontrada nos extratos obtidos com extracdo alcodlica
com tempo de reacdo de 5 horas, pelos diferentes métodos. Valores expressos em mg TE/g extrato.

Extrato DPPH ORAC FRAP

UTeb5 161+10,62 607+21,2° 126+10,8¢
UEe5 175+15,62 649+1,27¢ 121+8,72¢
PAe5 871+22,9° 1844+78,44 550+23,5f
PEeS5 725+60,9° 1469+89,2¢ 432+19,49

Valores expressos em média + desvio padrdo. Valores com a mesma letra e mesma
coluna ndo apresentam diferenga significativa entre si (p<0,05). UTe5: uva tinta, UEe5: uva tinta com
biotransformacéo, PAe5: pele de amendoim e PEe5: pele de amendoim com biotransformacéo.

Para a capacidade antioxidante pelo método DPPH, o maior valor obtido
foi de 871 mg TE/g (PAe5) e o menor foi de 161 mg TE/g (UTe5). Os valores
encontrados para os extratos de uva tinta (161 e 175 mg TE/g) foram inferiores aos
valores encontrados por Martins et al. (2017), que variaram entre 846,67 e 1328,81
mg TE/g para o extrato sem e com a utilizacdo de tanase, respectivamente. Os
valores encontrados para os extratos da pele do amendoim (725 e 871 mg TE/Q)
foram superiores aos reportados por Kim et al. (2021), que avaliaram o teor de
fendlicos totais e capacidade antioxidante de extratos obtidos de diferentes espécies
da leguminosa e encontraram valores maximos entre 178,8 e 228,9 mg TE/g para os
diferentes métodos de extracéo utilizados.

Os valores obtidos para a capacidade antioxidante pelo método ORAC
variaram entre 607 (UTe5) e 1844 (PAe5) mg TE/g, sem diferenca significativa entre
os valores obtidos para os extratos comuns e 0s respectivos extratos enzimaticos.
Para os extratos do bagaco de uva tinta os valores encontrados (607 e 649 mg TE/Q)

foram superiores ao encontrado por Martins et al. (2017) para o extrato sem
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biotransformacgéo (333,76 mg TE/g), porém inferiores ao valor obtido para o extrato
biotransformado com a enzima tanase (1049,9 mg TE/g). Rasines-Perea et al.
(2018) encontraram valores entre 407 e 518 mg TE/g para os extratos obtidos do
bagaco de diferentes uvas tintas com etanol 70%. Ja para os extratos da pele do
amendoim, os valores obtidos (1469 e 1844 mg TE/g de extrato), quando expressos
em miligrama por grama de amostra (446 e 424 mg TE/g de amostra,
respectivamente), ficam préximos ao reportado por Lewis et al. (2013) (458 mg TE/g
amostra).

O método FRAP apresentou valores de capacidade antioxidante entre
121 e 550 mg TE/g, correspondente aos extratos UEe5 e PAe5, respectivamente.
Para os extratos do bagaco de uva ndo houve diferenca significativa entre os valores
encontrados no extrato controle e no biotransformado, enquanto que para o0s
extratos da pele de amendoim houve diferenga, com um menor valor para o extrato
biotransformado. Os valores obtidos para os extratos de uva tinta (121 e 126 mg
TE/g) foram inferiores aos reportados por Martins et al. (2017), que foram de
aproximadamente 267,5 e 298,8 mg TE/g para o extrato controle e 0 extrato tratado
com a enzima tanase, respectivamente.

Conforme Figura 6, o teste de correlacdo de Pearson apresentou
correlacao positiva e significativa entre o teor de fendlicos totais e os valores para
capacidade antioxidantes para todos os métodos (DPPH: r= 0,994, p<0,01; ORAC:
r=1,000, p<0,001; FRAP: r=0,999, p<0,05).

A alta correlacdo encontrada indica que o método de extracdo empregado
para as amostras se mostra eficaz na extracdo de fendlicos com alta capacidade
antioxidante frente a radicais de natureza diversa e utilizando métodos de sequestro

diferentes.
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Figura 6: Correlagdo entre o teor de fendlicos totais e a capacidade antioxidante pelo método
de Pearson.
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A alta capacidade antioxidante pode ainda contribuir beneficamente no
auxilio do controle da hipertensao arterial por meio da reducéo das espécies reativas
de oxigénio (EROSs) circulantes.

EROs sédo geradas de diferentes formas no organismo, como a respiracao
celular, acdo de enzimas, ou produtos de cascatas de reacfes como o SRAA. O
estresse oxidativo é o desbalanco entre a producdo desses compostos e a
capacidade do corpo em neutraliza-los, levando ao aumento de EROs no organismo.
Ha indicios de correlacdo entre o estado de estresse oxidativo e a hipertenséo
arterial e arteriosclerose, dentre eles a reducdo da biodisponibilidade de
vasodilatadores, inflamacgdo vascular e aumento na liberagdo da ECA (AHMAD;
YUAN YUAN; NAWAZ; ZE et al.,, 2017; SINHA; DABLA, 2015; SITI; KAMISAH;
KAMSIAH, 2015).

Siti, Kamisah e Kamsiah (2015) afirma que estudos maiores para o
tratamento clinico com antioxidantes ndo apresentaram resultados significativos para
a prevencdo de doencas cardiovasculares. Todavia, os autores destacam que 0
efeito antioxidante e anti-inflamatério encontrado em medicamentos anti-
hipertensivos e estatinas podem motivar maiores estudos na utilizacdo de
compostos antioxidantes no suporte ao tratamento dessas doencas.

Estudo realizado por da Costa et al. (2012) encontrou efeito anti-
hipertensivo para o extrato fendlico de Euterpe oleracea Mart. em ratos. Um dos
mecanismos de acao indicado pelos autores € o efeito antioxidante do extrato. Ja
Ahmad et al. (2017) sugere que o possivel efeito anti-hipertensivo dos polifenois

pode ser atribuido a sua acdo como quelante de metais, a sua capacidade de
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sequestro de radicais livres ou ao estimulo de enzimas enddgenas de acao
antioxidantes.

De forma geral, os extratos da pele de amendoim apresentaram
resultados muito superiores aos obtidos pra os extratos de uva tinta para a
capacidade antioxidante, conforme o esperado, considerando o maior teor de
fenolicos totais. Para os ensaios de DPPH e ORAC néo foi encontrada diferenca
significativa entre 0s extratos comuns e seus respectivos extratos biotransformados,
para ambas as amostras. Enquanto que para o ensaio pelo método FRAP houve
diferenca significativa entre os extratos da pele de amendoim, com menor valor
apresentado pelo extrato biotransformado (PEe5).

Os resultados apresentados indicam que a utilizacdo das enzimas
comerciais ndo se mostrou eficiente para obtencdo de extratos com maior
concentracdo de compostos fendlicos, que apresentem maior atividade antioxidante.
Resultados diferentes foram encontrados por Christofoletti (2021) e Martins et al.
(2017; 2016), que obtiveram extratos do bagaco de uva tinta biotransformados por
tanase produzida no laboratério e reportaram aumento do teor de fendlicos totais e
capacidade antioxidante. O objetivo da substituicAo da tanase produzida no
laboratério por enzimas comerciais para obtencdo dos extratos biotransformados foi
possibilitar a producéo desses em escala maior, porém essas nao apresentaram 0s
mesmos beneficios no que diz respeito ao aumento do teor de fendlicos totais e

capacidade antioxidante para os residuos avaliados.
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54 Potencial para inibicdo da ECA

Para realizagdo do ensaio de inibicho da enzima conversora de
angiotensina | foram utilizadas solucdes de 100 ug/mL para os extratos do bagaco
de uva tinta e 50 pg/mL para os extratos da pele de amendoim, os resultados estédo
apresentados na Figura 7. Optou-se pela utilizagdo de concentracdes diferentes
para os extratos considerando-se o teor de fendlicos totais encontrado nesses e 0s
estudos anteriormente citados que correlacionam esse teor a capacidade na inibicdo
da ECA.

Figura 7: Valores percentuais relativos de inibicdo da atividade da ECA pelos extratos
alcodlicos com tempo de reacdo e 5 horas e pelo captopril.
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O maior valor para %IECA foi obtido com o extrato PAe5 (47,52%),
seguido por PEe5 (39,95%), UEe5 (37,86%) e UTe5 (16,45%), indicando um
possivel potencial anti-hipertensivo para os extratos avaliados. Para o controle
positivo, foi utilizada solugcdo de captopril na concentracdo de 50 ng/mL, e obtido
inibicdo de 63,45% da atividade enzimatica.

O valor de inibicdo encontrado para UEe5 foi superior a 2 vezes o
encontrado para UTe5, sugerindo que, embora o processo de biotransformacao
enzimatica néo tenha apresentado diferenca significativa no teor de fendlicos totais e
potencial antioxidante dos extratos, houve alteragédo na capacidade de interacdo dos
compostos do extrato biotransformado e a ECA. Para o extrato de amendoim, essa

alteracdo também pode ser observada, embora em menor propor¢éo, considerando
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que o teor de fendlicos totais em PEe5 é cerca de 25% menor que em PAe5,
engquanto que a diferenca de %IECA entre esses extratos foi de 15%.

Isso indica que o potencial para inibicdo da ECA néo esta correlacionado
apenas com a quantidade de fendlicos, mas também com sua disponibilidade para
interacdo com a enzima, e condiz com o que foi encontrado por Eriz et al. (2011). Os
autores estudaram o potencial para inibicdo da ECA de proantocianidinas extraidas
de pele e semente de uva preta chilena, tendo como resultado uma maior inibicéo
para o extrato da casca da uva, embora o extrato da semente apresentasse maior
concentracdo do composto. Esse resultado foi atribuido a maior quantidade de
grupos hidroxilas, a maior ocorréncia de epigalocatequinas e ao menor grau de
polimerizacao das proantocianidinas encontrados no extrato da casca.

Resultado similar foi encontrado por Nwanna et al. (2014) em estudo
realizado para identificar o potencial de inibicdo da enzima por extratos de diferentes
frutos da espécie Solanun aethiopium, encontrando maior inibicdo para o extrato de
jurubeba, que apresentou o menor teor de fendlicos totais. Esse resultado foi
atribuido a quantidade maior de determinados tipos de fendlicos presentes no
extrato, em relacdo aos demais.

Para o captopril, os valores de inibigdo encontrados na literatura sao
variaveis. Xie e Zhang (2012) relataram inibicdo de 50% da atividade de ECA (ICso)
na concentracdo de 15,16 ng/mL para essa droga, enquanto que o valor de ICso

encontrado por Mao et al. (2015) foi de 11,69 ng/mL.
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6 CONCLUSAO

O processo de extracdo enzimatica ndo apresentou diferenca significativa
no teor de fendlicos totais entre os extratos do bagaco de uva e um teor menor no
extrato biotransformado de amendoim, em comparagao ao respectivo controle. I1sso
pode ser atribuido & acdo das enzimas no aumento da extracdo de outros
compostos presentes na matriz, diluindo a concentracdo de fendlicos totais nos
extratos.

A extracdo com etanol na concentracdo final de 50% se mostrou mais
adequada para obtencdo de compostos bioativos nessas matrizes.

Entre as duas fontes estudadas, a pele de amendoim apresentou
resultados superiores aos obtidos para o bagaco de uva, demonstrando seu
potencial como fonte de compostos para uso como ingredientes funcionais.

Os extratos apresentaram correlacdo positiva entre o teor de fendlicos
totais e a atividade antioxidante, indicando que as amostras podem ser consideradas
boas fontes de compostos fendlicos com alta capacidade antioxidante.

Para o potencial de inibicdo da enzima conversora de angiotensina |, 0s
extratos de amendoim apresentaram melhores resultados. O extrato do bagaco de
uva tinta biotransformado (UEe5) apresentou inibicdo da ECA superior ao extrato
controle, na mesma concentragao.

Os resultados de inibicio da ECA apontam que o teor de fendlicos
presentes nos extratos tem relacdo direta com essa atividade, porém, também
indicam que os tipos e a disponibilidade desses compostos influenciam
positivamente na inibicao.

Os resultados encontrados apontam para a viabilidade de utilizacdo dos
residuos industriais oriundos da vinificacdo e da producéo de produtos de amendoim
para obtencdo de compostos bioativos de interesse, melhorando o aproveitamento e
agregando valor aos subprodutos dessas atividades. A biotransformacdo enzimatica
se mostrou mais eficaz para o aumento do potencial de inibicdo da ECA pelo extrato
de uva tinta, cujo extrato biotransformado apresentou o dobro dessa atividade, em
relacdo ao controle.

Dentre os extratos obtidos e avaliados neste trabalho, o extrato etanolico
da pele de amendoim sem a utilizagdo de enzimas e com tempo de reacdo de 5h

(PAeb) apresentou os melhores resultados em todos os ensaios realizados.
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7 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Estudo de melhorias do processo de extracdo enzimatica utilizado pode
ser realizado, conforme proposto por Kammerer et al. (2005), que utilizaram o
tratamento enzimatico na segunda etapa da extracdo sequencial, de forma a extrair
parte dos fendlicos antes da adi¢cdo das enzimas, e obtiveram melhores resultados
NO processo.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser realizada
para identificacdo do perfil fendlico em cada um dos extratos e identificar as
alteracdes provocadas pelo tratamento enzimatico que podem explicar a alteracéo
do potencial de inibicdo da ECA pelo extrato biotransformado do bagaco de uva.

Adicionalmente, os resultados encontrados podem ser utilizados como
base para a realizacdo de mais estudos do potencial anti-hipertensivo dos extratos
do bagaco de uva tinta e pele de amendoim. Dentre eles, a identificagéo do ICso para
esses extratos e a realizacdo de ensaios ex vivo e in vivo, conforme proposto por
Mao et al. (2015).
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