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PEREIRA, Dafne Garcia. Otimizacdo da hidrélise enzimatica das proteinas do
okara e avaliacdo dos hidrolisados obtidos em diferentes graus de hidrolise.
2016. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A soja possui grande destaque para o mercado alimenticio devido ao seu alto valor
nutricional. Dentre 0s seus componentes, tem-se as isoflavonas, fosfolipidios,
vitaminas, fibras e as proteinas, com comprovada acdo benéfica para a saude
humana. Na elaboracdo do extrato aquoso de soja e do tofu, apds a etapa de
extracdo dos compostos solliveis em agua, ocorre a formacdo de um residuo
insolivel denominado okara. Este residuo possui quantidades substanciais de
proteinas, fibras e 6leo, sendo pouco aproveitado como alimento ou sub-utilizado
como racdo animal. Assim, ha um grande desperdicio de nutrientes, pois o okara
apresenta um grande potencial para ser utlizado. Uma alternativa para o
aproveitamento deste sub-produto seria a concentracéo e a hidrolise enzimatica das
proteinas para a obtencdo de hidrolisados proteicos. Estes sdo fragmentos
especificos de proteina de tamanhos variados, que possuem propriedades
antioxidantes e/ou antimicrobianas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
otimizar a hidrélise das proteinas concentradas do okara pela acdo combinada de
duas proteases comerciais, a endopeptidase Alcalase e a exopeptidase
Flavourzyme, e avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos hidrolisados
obtidos em diferentes graus de hidrélise. Primeiramente, as proteinas do okara
foram extraidas e concentradas por precipitacdo isoelétrica. Para a etapa de
otimizag&o da hidrolise enzimética, foi realizado um delineamento composto central
rotacional (DCCR), de modo a verificar o efeito da temperatura, pH, razéo
enzima:substrato e razdo Alcalase:Flavourzyme sobre o grau de hidrélise. Nas
condicbes otimas, foram obtidos hidrolisados em diferentes graus de hidrolise (GH,
6, 12, 18, 22 e 24%) e uma amostra controle ndo-hidrolisada GH 0%. A eletroforese
confirmou a hidrdlise proteica, pelo aparecimento de bandas difusas e menores que
26 kDa. Pelo perfil de aminoacidos totais, as amostras com GH 22 e 24%
apresentaram um bom escore de todos os aminoacidos essenciais. As amostras
hidrolisadas também apresentaram 2,3 e 2,7 vezes maior atividade na eliminagéo de
radicais ABTS e poder antioxidante na reducdo do ion férrico FRAP,
respectivamente, do que a proteina intacta. Entretanto, No entanto, todas as
amostras ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias E. coli, S.
aureus and Salmonella. Como conclusao, foi possivel otimizar a hidrélise enzimatica,
na qual a melhor condicdo para se obter maior GH foi temperatura de 40°C, razéo
enzima:substrato de 5%, pH 7,1 e razdo das enzimas Alcalase/Flavourzyme de
90/10 (%/%). No presente trabalho, foi possivel obter hidrolisados com elevada
atividade antioxidante, baixo peso molecular e boa qualidade nutricional na
composicdo total de aminoacidos. Assim, uma possivel aplicacdo desses
hidrolisados deve estar relacionada com a sua boa atividade antioxidante.

Palavras-chave: Clivagem proteica. Alcalase. Flavourzym. Atividade antioxidante.
FRAP.



PEREIRA, DAFNE GARCIA. Optimization of enzymatic hydrolysis of okara's
protein hydrolysates and evaluation of different degrees of hydrolysis. 2016. 89
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ABSTRACT

Soybean has significant importance on the food industry due to its high nutritional
value. Among its components, isoflavones, phospholipids, vitamins, fiber and protein
have beneficial effects on human health. During the preparation of the soymilk and
tofu, there is formation of an insoluble residue called okara. This residue has
substantial quantities of protein, fiber and oil with little use as food or under-utilized
as animal feed. Thus there is a significant waste of valuable nutrients, since the
okara has great potential for use. An alternative to the use of this by-product is the
concentration and enzymatic hydrolysis to obtain protein hydrolysates. These are
specific protein fragments of several sizes, which antioxidant and/or antimicrobial
properties. In this way, the objective of this work was to optimize the enzymatic
hydrolysis of protein concentrate of the okara by action of combination of two
commercial proteases: endopeptidase Alcalase and exopeptidase Flavourzyme, and
evaluate the antioxidant and antimicrobial activities of the hydrolysates with several
degrees of hydrolysis. First, proteins were extracted from okara and concentrated by
isoelectric precipitation. For the optimization of enzymatic hydrolysis process, a
central composite rotatable design (CCRD) was carried out in order to verify the
effect of temperature, pH, enzyme:substrate ratio and Alcalase:Flavourzyme ratio on
the degree of hydrolysis. Under the optimum conditions, five protein hydrolysates
with different degrees of hydrolysis (DH, 6, 12, 18, 22 and 24%) and non-hydrolyzed
control sample DH 0% were obtained and evaluated. The electrophoretic profiles
confirmed the protein hydrolysis, by the appearance of diffuse bands with molecular
weight lower than 26 kDa. For total amino acid profile, samples with DH 22 and 24%
had a good score of all essential amino acids. Hydrolyzed samples had 2.3 and 2.7-
fold higher ABTS radical scavenging activityand ferric reduction antioxidant power
FRAP, respectively, than the intact protein. However, all samples did not show
antimicrobial activity against bacteria E. coli, S. aureus and Salmonella. As
conclusion, the enzymatic hydrolysis of okara proteins was optimized in which the
best condition for greater DH was 40°C, enzyme:substrate ratio of 5% , pH of 7.1 and
Alcalase/Flavourzyme ratio of 90/10 (%/%). In the current work, protein hydrolysates
with high antioxidant activity, low molecular weight and good nutritional quality with
respect to total amino acid composition were obtained. Thus, a possible application
of these hydrolysates could be related to their good antioxidant activity.

Keywords: Protein cleavage. Alcalase. Flavourzyme. Antioxidant activity. FRAP.
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1.INTRODUGAO

Estudos recentes vém mostrando a importancia do suprimento de
novas matérias-primas para as industrias alimenticias, visando a producdo de
alimentos com alto valor nutricional e/ou funcionais. Desta forma, novos produtos a
partir de residuos industriais vém sendo desenvolvidos e utilizados em substituicdo a
outros ingredientes, por proporcionar ao setor agregacdo de valor ao produto,
aproveitamento de nutrientes e diminuicdo de gastos com o tratamento destes
residuos (BARBOSA et al. 2011).

A soja possui grande destaque para o mercado alimenticio devido ao
seu alto valor nutricional, pois, dentre os seus componentes, tem-se as isoflavonas,
fosfolipidios, vitaminas, fibras e proteinas, com comprovada acao benéfica para a
saude humana. O consumo de soja e de seus derivados contribui para uma melhoria
na qualidade de vida, por reduzir o colesterol e os riscos de doengas crdnicas
degenerativas e alguns tipos de cancer (BOWLES e DEMIATE, 2006). A soja
apresenta um bom perfil € uma boa qualidade nutricional, é rica em aminoacidos
variados, sendo deficiente em apenas dois aminoacidos sulfurados, a metionina e
cistina (TASHIMA e CARDELLO, 2003). Por isso, € importante o estudo de
alternativas para introduzir os beneficios da soja na alimentagdo humana, seja como
um ingrediente, aditivo, ou como componente de uma mistura em um sistema
alimentar em que a soja podera repassar seus beneficios.

O okara é um residuo do processamento do extrato de soja e do
tofu. Quantidades substanciais dos nutrientes da soja ficam retidas no okara, sendo,
até 20% das proteinas e 11% do 6leo presentes inicialmente nos graos de soja.
Também, ha uma quantidade significativa de residuo gerado, uma vez que, com 1 kg
de graos de soja, € possivel obter até 1,1 kg de okara umido (O'TOOLE, 1999).
Apesar de seu baixo valor de mercado, o okara tem alto valor nutritivo, por ser rico
em fibras (10-12%), lipidios (17%), carboidratos (25,2-30,0%) e proteinas (27-38%),
sendo estas com um otimo perfil de aminoacidos essenciais e alta digestibilidde in
vitro. Mesmo com todas essas qualidades nutricionais, na maioria das vezes o okara
€ sub-utiizado na formulacdo de ragdo animal (DANELUZ, 2009). Pesquisas

demonstram que sua elevada qualidade nutricional torna possivel sua aplicacdo na
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nutricdo humana, visando enriquecer a formulagdo de produtos alimenticios (CHAN;
MA,1999; SHIMIZU, 2002; BOWLES; DEMIATE, 2006).

A concentracdo de proteinas envolve varias operacdes unitarias,
como extracao, precipitacao isoelétrica ou de sais, termocoagulagao e ultra filtracao.
Devido as diversas etapas empregadas, € possivel que algumas proteinas do extrato
bruto sejam perdidas. Mesmo considerando essas perdas, 0s concentrados
proteicos possuem diversas aplicagbes na industria de alimentos (DAMODARAM,
2010). Além disso, a partir do concentrado proteico, pode-se realizar o processo de
hidrolise enzimatica das proteinas, que consiste na clivagem das ligacdes
peptidicas, liberando assim uma mistura de polipeptidios de pesos moleculares
variados, e com isso podem melhorar as propriedades funcionais dessas proteinas
(DAMODARAM, 2010).

Alguns estudos verificaram como a extragéo prévia das proteinas de
um sistema alimenticio favoreceu sua hidrélise. Sbroggio et al. (2016) e Figueiredo
(2015) estudaram o processo de hidrolise enzimatica com a protease Alcalase no
okara bruto e no concentrado proteico obtido dele, respectivamente. Valores
semelhantes no grau de hidrolise (GH) foram obtidos em ambos os trabalhos nas
mesmas condi¢gbes de temperatura e pH, sendo 35,5% para o concentrado proteico
e 33,6% para o okara bruto. Entretanto, para o concentrado proteico foi utilizada
uma menor concentragdo de enzima (5,0%) do que a usada na hidrdlise do okara
bruto (10%). Estes resultados demonstram que provavelmente tipo de matriz pode
influenciar na reagdo enzimatica. Como reportado por Preece et al. (2014),
quantidade significativa de proteinas do okara esta localizada no interior das células
vegetais, limitando o acesso da enzima. Desta forma, é preferivel previamente
realizar as etapas de extragao e concentracao das proteinas antes da hidrodlise.

O controle das condi¢gbes de hidrdlise enzimatica (temperatura, pH,
tempo e concentracdo de substrato) e a escolha adequada da enzima e sua
concentragdo, permitem a obtencdo de produtos com caracteristicas desejadas a
uma dada aplicacdo na formulagdo de alimentos. E importante conhecer quais
destes fatores sao criticos, umavez que a otimizacao dos parametros de processo
de hidrélise enzimatica € essencialpara o desenvolvimento de um processo 6timo e
econdbmico (ADLER-NISSEN, 1985). As enzimas proteoliticas podem ser

provenientes de diferentes fontes, como animal, vegetal e microbiana, sendo as



13

enzimas microbianas de maior interesse para a producédo de hidrolisados, uma vez
que os meétodos para a sua obtencdo ja estdo bem estabelecidos e em escala
industrial (CORREIA, 2013).

Os hidrolisados proteicos tém diversas aplicagcbes na industria de
alimentos. Podem ser usados em alimentos especiais para fins geriatricos e infantis,
por serem mais disponiveis biologicamente para serem absorvidos, ou em
suplementos e bebidas para alimentacdo esportiva. Também possuem melhores
propriedades funcionais como emulsificacdo e formacao de espumas se comparados
com a proteina intacta (DAMODARAM, 2010). Os hidrolisados também podem
exercer atividade antioxidante e antimicrobiana. Diferentes tipos de fontes proteicas
estdo sendo estudadas para a obtengdo de hidrolisados, como leite ovino
(CORREIA, 2013), soja (ZHANG et, al. 2010), carne de frango (KUROZAWA et al.
2008), dentre outras, porém, o potencial das proteinas do okara para a obtencao de

hidrolisados ainda n&o foi investigado.
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2.0BJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Otimizar a hidrdlise das proteinas extraidas e concentradas do okara
pela acao combinada de duas proteases comerciais, a endopeptidase Alcalase® e a
exopeptidase Flavourzyme®, e avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos

hidrolisados obtidos em diferentes graus de hidrdlise.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composicdo centesimal do okara seco e

desengordurado;

e Obter o concentrado proteico do okara e caracteriza-lo quanto a

composic¢ao centesimal e perfil de eletroforese das proteinas;

e Realizar um planejamento experimental para obter um modelo
matematico preditivo do grau de hidrélise em funcao da temperatura,
pH, razao enzima:substrato e razdo das enzimas

Alcalase:Favourzyme sobre o grau de hidrdlise;

e Otimizar a hidrélise enzimatica através da funcdo desejabilidade

para obtencdo de maior grau de hidrélise;

e Caracterizar quanto ao teor de umidade, proteinas e perfil de
eletroforese das proteinas dos hidrolisados com diferentes graus de

hidrolise;

e Avaliar os hidrolisados obtidos em diferentes graus de hidrolise
quanto a sua atividade antioxidante pelos métodos de FRAP e

ABTS, atividade antimicrobiana e conteldo de aminoacidos totais.
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3.REVISAO DE LITERATURA

3.1.SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma leguminosa conhecida e
cultivada pelos chineses ha cerca de cinco mil anos, sendo que nos Estados Unidos
comegou a ser cultivada apenas no século XX (CALLOU, 2009). Nas dultimas
décadas, a producdo de soja no mundo € uma das atividades econdmicas que mais
tem crescido. Tal fato se deve ao desenvolvimento e estruturacdo de um sdlido
mercado da soja no Brasil e internacionalmente, por ser uma importante fonte de
proteina vegetal e pela geracdo de novas tecnologias para a exploragado dos graos
(HIRAKURI; LAZZAROTO; 2011). Segundo dados da safra de 2014/2015, a
producao mundial de soja foi de 317.253 milhdes de toneladas. Os Estados Unidos
sdo o0s maiores produtores de soja em grdos, com uma producdo de 108.014
milhdes de toneladas e o Brasil segue em segundo lugar com uma producédo de
95.070 milhées de toneladas (EMBRAPA, 2016).

A composicdo quimica da soja apresenta componentes importantes
como proteinas, carboidratos, lipidios, minerais e vitaminas. Destacam-se as
proteinas da soja que, entre as do reino vegetal, ttm um melhor balanco de
aminoacidos essenciais, possuindo qualidade comparavel as proteinas de origem
animal (PEREIRA et al., 2009). A soja e os seus derivados vém sendo amplamente
estudados, uma vez que suas proteinas exercem acdo moduladora em
determinados mecanismos fisiolégicos, e devido as suas propriedades funcionais
desejadas pela industria de alimentos (CIABOTTI et al., 2006). No Brasil, o consumo
de graos de soja esta fortemente associado a essa manutengao da boa saude e a
reducdo do risco de doencas. Esse consumo é principalmente devido as isoflavonas,
por possuirem propriedades bioldgicas consideradas benéficas (FANTE et. al. 2011).
Desta forma, é altamente recomendavel a incluséo de soja, assim como também a
de seus derivados, na dieta (JUNIOR et al., 2006).

O valor comercial dos graos de soja pode ser determinado por seu
conteudo de proteinas e 6leo. Por exemplo, o farelo de soja pode ser classificado
em trés categorias de acordo com seu conteudo de proteina: HyPro (alto conteudo

de proteinas, >48%), normal (46%) e LowPro (baixo conteudo de proteinas,
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<43,5%). Para ser considerada como normal e HyPro, a soja deve conter acima de
41,5 e 43% de proteina nos graos, respectivamente, com base na matéria seca
(MORAES et. al. 2006).

3.1.1.PROTEINAS DA SOJA

A palavra proteina vem da palavra grega protos que significa “a
primeira” ou “a mais importante”. As proteinas sdo as macromoléculas mais
abundantes das células, ocorrem em diferentes pesos moleculares sendo desde
peptideos, que sao relativamente pequenos em peso molecular até polimeros que
podem possuir pesos moleculares na faixa de milhées Da. Toda proteina é formada
por uma diferente combinacdo ou sequéncia de aminoacidos ligados
covalentemente. Existem ao todo apenas 21 aminoacidos diferentes, que sao
formados por um grupo carboxila e um amino, ligados ao mesmo atomo de carbono.
O que os difere é a cadeia lateral, ou genericamente chamadas de grupo R, que
variam em estrutura, tamanho, carga elétrica e solubilidade em agua. O resultado
das diversas combinacdes de aminoacidos sdo produtos com atividades totalmente
diferentes como enzimas, horménios, anticorpos, transportadores, musculos, entre
outras (LEHNINGER, 1995).

A composicdo das proteinas da soja pode variar de acordo com
fatores genéticos, condi¢cbes climaticas, tipos de solo, entre outros. As proteinas
presentes nos graos se encontram armazenadas principalmente no corpo proteico
do cotilédone (MARTINEZ et al.,2011). Graos de variedades cultivadas de soja
contém aproximadamente 40% de proteina e 20% de 6leo em base seca. Glicinina e
B-conglicinina, lipoxigenases, inibidor de tripsina Kunitz, inibidores de protease de
baixo peso molecular, lecitina e urease sido as proteinas presentes em maior
quantidade nos graos de soja (MORAES et al. 2006).

Em dissolugcdo em agua com pH ligeiramente alcalino e posterior
ultra centrifugacado, as proteinas da soja sdo separadas em quatro fragdes, cujos
coeficientes de sedimentacao S (unidades Svedberg, a 20 °C em agua) séo 2, 7, 11
e 15S (BADLEY et al., 1975). A primeira fragéo 2S corresponde a 22% das proteinas
extraidas em agua e é composta principalmente pelos inibidores de tripsina. A

segunda fracdo de sedimentacdo é a fracdo 7S que corresponde a 37% das
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proteinas extraidas em agua e contém hemaglutininas, lipoxigenases, B-amilase e
globulinas 7S, também denominada de B-conglicinina. Esta fracdo é considerada
uma proteina glicosilada trimérica, contendo trés subunidades diferentes, a, a’ e 3,
com massa molar de 62, 65 e 47 kDa, respectivamente. A terceira fragdo é a 11S,
que sado 31% das proteinas extraidas em agua e é composta unicamente pela
globulina 11S ou glicinina, que é um hexadmero de mondmeros composto por
polipeptideos acidos e basicos de massas molares de 36 a 40 kDa e de 18-20 kDa,
respectivamente (RENKEMA et al., 2002; SINGH; MOHAMED, 2007). A quarta e
ultima fracdo é a 15S, correspondente a 11% das proteinas extraidas em agua, e
apresenta-se como dimero de glicinina estavel a forga ibnica superior a 0,5
M(WOLF, NELSEN; 1996).

Quando se considera a porcentagem de cada aminoacido na
proteina da soja e os diferentes teores de proteinas nas cultivares de graos de soja,
ha uma significativa diferenca na composi¢ado dos aminoacidos, como foi observado
por Moraes et al. (2006) ao estudar duas linhagens melhoradas de soja. Os autores
observaram que houve alteragdo na proporcado de todos os aminoacidos, exceto
para glicina, alanina, metionina, cisteinae tirosina. Considerando que metionina e
cisteina sdo aminoacidos limitantes na proteina da soja, os autores concluiram que
nao houve reducdo do valor nutricional em relacdo aesses aminoacidos nas

linhagens estudadas.

3.2. OKARA

O extrato de soja € considerado um dos derivados da soja mais
conhecidos. Obtido a partir da extragdo aquosa da soja, este produto € ideal para os
individuos que tenham intolerancia ou restricao a lactose e é também indicado em
dietas com ingestdo de colesterol reduzido. O okara, que € o subproduto do
processamento do extrato de soja, tem grande potencial para a utilizagcdo nos
alimentos. Porém, ainda é pouco utilizado nas industrias alimenticias. Durante a
produgéo do extrato de soja, somente 3 a 5% da matéria seca sao lixiviadas para o
extrato de soja, ou seja, aproximadamente 95% dos sdélidos do grao de soja
permanecem no okara. Com isto, pode-se afirmar que as maiores porcentagens de

nutrientes da soja apresentam-se no okara, sendo um indicativo do alto valor deste
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subproduto (PERUSSELLO, 2008). Além disso, Jackson et al. (2001) concluiram que
aproximadamente um terco do conteudo de isoflavonas da soja fica retido no
okara, apresentando desta forma um grande potencial para ser utilizado como
fonte deste nutrientes.

O okara tem baixo valor de mercado e alto valor nutritivo, por ser rico
em proteinas com o6timo perfil de aminoacidos essenciais e alta digestibilidade in
vitro. Mesmo com todas essas qualidades nutricionais, na maioria das vezes o okara
€ sub-utilizado na formulagado de ragao animal (DANELUZ, 2009). Segundo Larosa
et al. (2006), com o processamento de 1 kg do grao de soja, obtém-se de 6 a 9 litros
de extrato de soja e cerca de 700 g do subproduto okara seco. Ja Cantuaria et al.
(2008) cita em seu trabalho que, em média, cada 1 kg de soja em graos gera 0,6 kg
de okara seco.

Devido ao elevado conteudo de fibras e proteinas, o okara pode ser
aplicado em areas como na panificagdo na produgao de paes, biscoitos e bolos, e na
area de carnes, sendo uma alternativa saudavel e de baixo custo para aumentar o
rendimento dos alimentos e também a sua qualidade nutricional (LAROSA et al.,
2006). Yoshida et al (2014) testaram diferentes propor¢des de okara na produgao de
um biscoito tipo cookies. O okara também foi utilizado na producédo de paes do tipo
francés, paes de queijo e hamburgueres (BOWLES; DEMIATE, 2006; APLEVICZ,
DEMIATE, 2007; SANTOS; MIGUEL; LOBATO, 2010).

3.3. HIDROLISE ENZIMATICA PROTEICA

A hidrdlise de proteinas consiste na clivagem quimica ou enzimatica
de moléculas de proteinas em polipeptideos de tamanhos diversos e,
eventualmente, em aminodacidos livres. As hidrélises quimicas, acida ou alcalina,
possuem como desvantagens: o dificil controle durante o processo; os produtos
formados pela hidrélise sao inespecificos; e pode ocorrer a perda de valor
nutricional, por destruir aminoacidos como triptofano, lisina e treonina (CLEMENTE,
2000; ADLER-NISSEN, 1985). O procedimento mais utilizado para a hidrélise de
proteinas é o método enzimatico, na qual as enzimas proteoliticas podem ser
enddgenas ou exogenas, tendo um enorme campo de aplicacdo na geragao de

produtos de alto valor nutritivo e funcional (DIAZ, 2011). A hidrélise enzimatica é
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mais indicada que os métodos quimicos para a produgcdo de hidrolisados com
aplicagbes nutricionais. A adicdo de enzimas, ao invés de reagentes quimicos,
oferece muitas vantagens por permitir o controle do processo, melhorando assim as
propriedades do produto final. Além disso, o processo de hidrélise enzimatica é
eficiente e envolve condi¢des alcalinas moderadas que nao destroem as proteinas
(SCHMIDT, SALAS-MELLAD, 2009).

O controle das condi¢gdes durante a hidrdlise enzimatica, como
temperatura, pH, tempo, concentragdo de substrato e enzima, e a escolha adequada
da enzima sao fatores importantes a serem estudados para a obtencdo de
resultados desejaveis (ADLER-NISSEN, 1985). As proteases podem ter duas
principais atividades, sendo as endopeptidases, tais como a Tripsina, Quimotripsina,
Pepsina e Alcalase, e as exopeptidases, tais como a Carboxipeptidade,
Aminopeptidase, Dipeptidases, Tripeptidases e Flavourzyme. O que diferencia essas
enzimas é o seu sitio de agdo no substrato, sendo que as endopeptidases clivam as
ligacBes peptidicas que estdo mais distantes do grupo terminal das proteinas, e as
exopeptidases agem ao contrario, clivando ligacbes peptidicas que estdo mais
proximas dos grupamentos amino ou carboxi terminais das proteinas (RAO et al.,
1998).

A protease Alcalase € uma das enzimas mais utilizadas
comercialmente e é produzida por fermentagdo submersa do microrganismo Bacillus
licheniformise. Esta enzima é uma endopeptidase, que possui acao catalitica nas
regides internas das cadeias polipeptidicas. Dependendo da extensao da hidrdlise, a
tendéncia dessa enzima € produzir hidrolisados de menor peso molecular. Tal
enzima possui atividade entre pH 6,5 e 8,5 e uma temperatura 6tima entre 55 e
70°C. Ja a Flavourzyme contém ambas as atividades, mas predomina-se a atividade
de exoprotease, possuindo agao sobre as ligagbes peptidicas nas extremidades das
cadeias polipeptidicas, no N ou C terminal. Essa enzima produz hidrolisados com
alto peso molecular e também aminoacidos livres. E uma protease fungica
produzida pela fermentagdo submersa de uma linhagem selecionada de Aspergillus
oryzae que nao foi geneticamente modificado, atuando na hidrélise sob condicbes
neutras ou ligeiramente acidas. (SCHMIDT, SALAS-MELLAD, 2009; SILVA-LOPEZ,
2010; GILMARTIN, JERVIS, 2002).
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A extensao da hidrolise pode ser quantificada pelo grau de hidrdlise,
definido como sendo o numero de cadeias de hidrolisados ou de grupos a-amino
livres formados durante a clivagem das cadeias. O grau de hidrélise € a medida da
quebra da proteina e é a relacdo entre o numero de ligagdes peptidicas clivadas e o
numero total das ligacbes da proteina intacta. Existem varios métodos para
quantificar o grau de hidrdlise, tais como a medida de solubilidade em acido
tricloroacetico (TCA), determinagcdo do nitrogénio amino através da titulagdo com
formaldeido, reagdo com acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) e pH-statou método
de titulacdo de grupos a-amino liberados em pH e temperatura constantes, pois
quando uma ligagado peptidica é hidrolisada a pH superior a 6,5, o grupo carboxi
terminal formado contribui para o abaixamento do pH. O consumo de base (medido
por titulagado continua) necessario para manter o pH constante ao longo da reagao,
€ utilizado no calculo do grau de hidrolise (HOLANDA, 2004, ADLER-NISSEN,
1985).

Os hidrolisados proteicos podem ser definidos como proteinas que
tiveram suas cadeias rompidas e convertidas em fragmentos de tamanho variaveis.
Portanto, tanto os hidrolisados como as proteinas sdo formados por uma sequéncia
de aminoacidos unidos por ligacbes peptidicas. O tamanho molecular dos
hidrolisados €& variavel, iniciando a partir da unido de dois aminoacidos. A
diferenciacdo entre um hidrolisado e uma proteina ndo € bem definida. Pode ser
chamada de proteina aquela cadeia que contém pelo menos 50 aminoacidos
(DAMODARAM, 2010).

Os hidrolisados podem ser destinados a diferentes usos,
dependendo de suas caracteristicas e de seu peso molecular. Para obter produtos
com alto valor nutricional, os hidrolisados deverao possuir baixo peso molecular, por
ser mais disponivel para ser digerido pelo ser humano e com a menor quantidade de
aminoacidos livres possivel. Ja para melhorias na funcionalidade das proteinas, os
melhores resultados sao verificados em hidrolisados de maior peso molecular
(HOLANDA, 2004).
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3.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A oxidacdo em alimentos €& uma das principais causas de
deterioracdo, devido a producdo de sabores, cor ou odores desagradaveis. Além
disso, ha prejuizos nutricionais, como a degradacédo parcial de acidos graxos
essenciais e vitaminas; e, em niveis mais avancados, pode gerar produtos que
podem interagir com proteinas e causar a perda ou diminuir a absor¢ao destas. Por
isso, é importante o uso de antioxidantes, que sdo substancias capazes de inibir ou
retardar significativamente a oxidag&o. Existem antioxidantes naturais e sintéticos;
porém os sintéticos estdo associados a propriedades carcinogénicas e a outros
efeitos negativos. Desta forma, os antioxidantes naturais tém sido mais estudados e
valorizados para aplicagdo em produtos alimenticios (CORREIA, 2013).

Estudos sugerem que as proteinas dos alimentos podem ser uma
potencial fonte alimentar de antioxidantes naturais. Proteinas alimentares, tais como
as do leite e soja tém mostrado boa capacidade para eliminar radicais livres, reduzir
acao de metais de transicio e inibir a peroxidacao lipidica em alimentos. Diversos
trabalhos tém demonstrado que as proteinas da soja sdo uma importante fonte de
hidrolisados com agao antioxidante. Zhang et al. (2010) produziram hidrolisados
proteicos antioxidantes a partir de proteina de soja, com diferentes proteases
microbianas comerciais, e obtiveram bons resultados para testes de oxidacéo
lipidica de carne moida cozida com a aplicacdo dos hidrolisados.

No estudo de Saito et al. (2003) é relatado como a proteina
hidrolisada pode possuir maior atividade antioxidante quando comparada com a
proteina intacta.Nesse estudo, a digestdo enzimatica das proteinas da soja,
especificamente a B-conglicinina e glicinina, aumentou a atividade antioxidante,
provavelmente ao fato de os grupos R dos aminoacidos estarem mais ativos e
expostos apos a hidrdlise. Esses autores relataram também que os tri-peptideos
contendo residuos de triptofano ou tirosina na posicdo C-terminal apresentaram
elevada atividade antioxidante na eliminagao de radicais livres.

A atividade antioxidante dos aminoacidos esta relacionada com o
mecanismo de acdo dos mesmos. Aminoacidos acidos e basicos, tais como acido
glutdmico, acido aspartico, lisina, arginina e histidina, s&o principalmente agentes

qguelantes de ions metalicos. Ja aminoacidos que doam elétrons e/ou prétons ou que
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contenham grupamentos sulfidrilas, como a tirosina, triptofano, fenilalanina, histidina
e cisteinas, apresentam a capacidade de atuarem como sequestradores de radicais
livres (SAMARANAYAKA, LI-CHAN, 2011; SARMADI, ISMAIL, 2010; ELIAS,
MCCLEMENTS, DECKER, 2005).

3.5. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os hidrolisados proteicos podem possuir acao antimicrobiana, ou
trabalharem em sinergia entre si, para combater microrganismos especificos ou
ainda podem contribuir para a atividade antimicrobiana com outros tipos de
atividades biologicas (BARBOSA, 2008). A sintese de hidrolisados considerados
antimicrobianos, por diferentes organismos, consiste de uma estratégia de defesa
natural do proprio organismo. Atuam em baixas concentracbes e podem ser
recuperados para o emprego de ensaios em que a sua ag¢ao antimicrobiana contra
fungos e/ou bactérias podem ser avaliadas (BARBOSA, 2008).

Corréia (2013) conseguiu obter hidrolisados bioativos de caseinato
ovino que apresentaram boas atividades antioxidante, anti-hipertensiva e
antimicrobiana. O autor verificou que os hidrolisados apresentaram agédo contra
varios tipos de bactérias gram-positivas ou gram-negativas como Escherichia,
Salmonella, Staphylococcus, entre outras. A acado dos hidrolisados contra os
microrganismos pode ser devido a varios mecanismos. De modo geral, eles atuam
na membrana plasmatica através de ligacéo eletrostatica. Ao mesmo tempo, os
grupos hidrofébicos dos hidrolisados se ligam aos lipideos da membrana, alterando
a permeabilidade e/ou geragdo de energia, que pode até provocar a ruptura e
desintegracdo da célula. Ou também podem se transpor para o interior da célula dos
microrganismos e alterar os componentes intracelulares, interferindo nas fungdes
vitais para a célula (BENKERROUM, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS
41. MATERIAL

Para a realizagéo deste trabalho, o okara foi fornecido pela Cocamar
Cooperativa Agroindustrial (Maringa, PR, Brasil). As enzimas que foram utilizadas na
hidrélise enzimatica proteica foram a endoprotease Alcalase®2.4L FG oriunda de
Bacillus licheniformis, com atividade declarada de 2.4 AU-A/g, e a exoprotease
Flavourzyme® 1000L, oriunda de Aspergillus oryzae, com atividade declarada de
1000 LAPU/g (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca). Para a extracdo das proteinas
da farinha de okara desengordurada, foi utilizado o complexo multi-enzimatico
(composto por celulase, hemicelulase, xilanase e a B-glucanase) Viscozyme® da
Novozymes, oriunda de Aspergillus aculeatus, com atividade declarada 100 FBG/g

(Fungica Beta-Glucanase).
4.2.METODOS
4.2.1.Caracterizacédo do Okara

O okara foi desidratado em estufa com circulagcao de ar a 50 °C por
24h e moido em um moinho de facas para a obtengao da farinha de okara. A farinha
foi desengordurada com n-hexano (1:10, p/v) por 2 horas em uma mesa agitadora
orbital (modelo Ma-140, Marconi) a temperatura ambiente. Apds a filtracdo a
vacuo,a amostra foi armazenada em freezer domeéstico até o inicio dos
experimentos. A farinha de okara desengordurada foi caracterizada quanto a
composigao proximal (umidade, proteinas, cinzas, lipideos, fibras) segundo os

métodos descritos na AOAC (1997), e carboidratos calculados por diferenga.
4.2.2. Pré-tratamento, Extracdo e Concentracido das Proteinas do Okara
Previamente as etapas de extracdo e concentragcdo das proteinas do

okara, foi realizado um pré-tratamento da farinha de okara desengordurada com o

complexo de carboidrases Viscozyme® visando romper a parede celular do okara e
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aumentar a eficiéncia de extracao das proteinas (FIGUEIREDO, 2015). Para isso, 10
g de amostra foram misturados com 190 mL de solugdo tampao de citrato-fosfato pH
6,2.Apés as amostras atingirem 53°C, o complexo enzimatico de carboidrases
(4,0%) foi adicionado e mantido por 2 h sob agitagdo lenta (mesa agitadora orbital
Dubnoff com controle de temperatura, modeloT-53, Tecnal, Piracicaba, Brasil).

As proteinas do okara foram extraidas de acordo com a metodologia
descrita por Ma et al. (1997) com algumas modificagcdes. Apds o término do pré-
tratamento enzimatico, o pH foi ajustado para 9,0 com o auxilio de um pHmetro. A
mistura foi mantida sob agitacdo em uma mesa agitadora orbital Dubnoff por 30 min
a uma temperatura de 60°C e em seguida centrifugada a 14 204 xg por 30 min a 4°C
em uma centrifuga refrigerada (modelo 5804-R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha),
sendo obtidas duas fases: a precipitada (residuo), contendo proteina nao
solubilizada e outros componentes, e a sobrenadante, contendo a proteina
solubilizada. A proteina foi precipitada do sobrenadante pelo ajuste do pH para 4,5,
recuperada por centrifugacao a 14 204 xg por 30 min a 4°C e liofilizada (Liofilizador
Labconco). O concentrado proteico de okara foi caracterizado quanto a composigao
proximal em relagao ao conteudo de umidade, proteinas, cinzas, lipideos (AOAC,
1997)e carboidratos calculados por diferenca, e perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970).

4.2.3. Hidrdlise Enzimatica do Concentrado Proteico do Okara

A hidrolise enzimatica proteica foi realizada em um béquer
encamisado de 250 mL com sistema de agitagdo e aquecimento utilizando o método
pH-stat descrito por Adler-Nissen (1985). Para cada experimento de hidrdlise, foi
utilizado 1,5g de concentrado proteico liofilizado e 75 ml de agua destilada. A
mistura foi transferida para o béquerencamisado,sendo agitada por um agitador
magnético, aquecida por um banho termostatizado com sistema de circulacéo
externaa uma dada temperatura, e o pH ajustado com solugdo de NaOH 1N. Em
seguida, a enzima foi adicionada a mistura e areacao foi monitorada, titulando-se
manualmente e continuamente NaOH 0,1N , de modo a mantero pH constante
durante a reagao. O conteudo de base consumidofoi anotado em intervalos de 5 em

5 min na primeira hora, 10 min na segunda hora, 15 min para as duas horas
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seguintes e 30 min até que as variagdes do consumo da base foram insignificantes.
Os ensaios experimentais foram conduzidos em diferentes combinagdes de
temperaturas,razdo enzima:substrato, pH e a razdo da mistura das enzimas Alcalase

e a Flavourzyme conforme o planejamento experimental descrito a seguir.

4.2.3.1. Planejamento Experimental

O planejamento experimental foi utilizado para estudar os efeitos das
variaveis independentes temperatura T (°C), relagdo enzima:substrato E/S (%, g
enzima/100g proteina), pH e a razdo entre as enzimas Alcalase:FlavourzymeA/F
(%Alcalase/%Flavourzyme) na mistura enzimatica sobre o grau de hidrdlise dos
hidrolisados. Os intervalos das variaveis foram escolhidos com base nas faixas da
temperatura e pH nas quais as enzimas possuem maior atividade enzimatica de
acordo com o fabricante. A relagdo enzima:substrato foi escolhida baseada na
literatura (FIGUEIREDO, 2015). Para avaliar o efeito destas variaveis sobre o grau
de hidrdlise da reacgao, foi utilizado umdelineamento composto central rotacional
(DCCR), de 32 experimentos divididos em 3 blocos (Tabela 1).



26

Tabela 1 — Delineamento composto central rotacional para a hidrélise enzimatica das

proteinas do okara
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correspondem ao valor codificado. Valores entre parénteses correspondem aos valores reais.

Para a elaboracdo dos modelos, foi utilizado o software Statistica
10.0 (Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos
coeficientes dentro de um nivel de confianca de 90%, através de analises
estatisticas apropriadas. Apds a analise estatistica dos coeficientes, foi realizada
analise de variancia (ANOVA), que consiste na avaliagdo do coeficiente de
determinacgao (RZ) e do teste F, verificando se o modelo apresenta um ajuste
adequado dos dados experimentais.

Assim, com base no modelo, foi encontrada acondicao 6tima de
temperatura, razdo enzima:substrato, pH e relacdo entre as enzimas
(Alcalase/Flavourzyme). Nessa condigédo, os hidrolisados foram obtidos em cinco
diferentes GH (6, 12, 18, 22 e 24%) e com GH de 0%, referente ao concentrado
proteico sem sofrer hidrodlise proteica (amostra controle), que foi obtida nas mesmas
condicbes que as amostras anteriores, sem a adicdo das enzimas. A reacgao
enzimatica foi finalizada pela inativacdo da enzima por aquecimento a 90°C por 10
minutos, seguida de resfriamento a temperatura ambiente, as amostras foram
armazenadas em freezer a -22 °C até o momento das analises. Posteriormente, os
hidrolisados obtidos em cada um dos diferentes graus de hidrdlise foram avaliados

quanto as suas propriedades antioxidantes e antimicrobiana.
4.2.3.2. Grau de Hidrolise

O processo de hidrolise foi monitorado através da determinagédo do
grau de hidrélise, que pode ser obtido pelo método pH-stat ou método de titulagdo
de grupos a-amino liberados em pH e temperatura constantes. Segundo Adler-
Nissen (1985), para a maioria das proteinas, equivalentes de hidrolise (hiotal)
corresponde a 8 moles equiv/kg de proteina, estimado com base na composigédo de

aminoacidos:

V  xN
xl()():ﬁxl()ﬂ
Xax total
: (Ea. 1)

GH(%) =

total

Onde: h é o numero de ligacdes peptidicas (moles equiv/kg);

VNaonH € O volume da base consumida durante a hidrolise para manter o pH
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constante (ml);

Np € a normalidade da base;

MP é a massa de proteina (g, determinado em N x fator de Kjeldahl);
e a é o grau de dissociacéo.

Quando uma ligagéo peptidica é hidrolisada a pH superior a 6,5, o
grupo carboxi terminal formado contribui para o abaixamento do pH. O consumo de
base (medido por titulagdo continua), necessario para manter o pH constante ao
longo da reagéo, é utilizado no calculo do GH. Considerando que o pK médio dos
grupos amino seja constante, devera existir uma proporcionalidade entre a liberagao
de prétons (igual ao consumo de base) e a quantidade de ligagcdes peptidicas
clivadas. O fator de proporcionalidade € o grau de dissociacdo dos grupos a-amino
(a):

1

o=
1+ 1QPK-PH
(Eq. 2)

Onde: pH é constante e pK varia com a temperatura na qual a reagao € conduzida.
O valor de pK, de acordo com Steinhart & Beychok (1964
apud KRISTINSSON; RASCO, 2000), pode ser estimado através da equagao (3):

298 -T x 2400

pK=78+ o
xT (Eq. 3)

4.2.4. Avaliacédo do Hidrolisado Proteico Obtido na Condigao Otimizada

Os hidrolisados proteicos foram caracterizados quanto ao conteudo
de proteinas pelo metodo de Kjeldahl, umidade por estufa a 105°C até peso
constante (AOAC, 1997), eletroforese, atividades antioxidante e antimicrobiana, e
conteudo de aminoacidos. Visando avaliar o efeito de hidrdlise, tais analises também

foram realizadas para o concentrado proteico.
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4.2.4.1. Perfil Eletroforético

A determinacao do perfil eletroforético das proteinas concentradas
do okara foi feita de acordo com a metodologia de Laemmli (1970), utilizando gel tris-
HClI com 20% de acrilamida e gel de empilhamento de 4%. A amostra do
concentrado foi diluida em uma solugao tampéao contendo 0,5M Tris-HCI pH 6,8, 5%
de B-mercaptoetanol, de modo a obter uma concentracdo de proteina de 0,4%. A
amostra foi aquecida a 95 °C por 4 min. Apds, aliquotas de 10 uL de amostra foram
aplicadas no gel com 2% de SDS e 20% de glicerol. As analises foram realizadas em
um sistema Mini-protein Il (Electrophoresis Power Supply Loccus Biotecnologia, Sao
Paulo, Brasil), e o gel correu a 120 V. O perfil de massa molecular das proteinas foi
determinado utilizando-se o padrdo Precision Plus Protein (Bio-RadLaboratories,
Hercules, EUA).

Os perfis eletroforéticos dos hidrolisados proteicos com diferentes
valores de GH foram feitos de acordo com a metodologia de Schagger, Jagow
(1987). Utilizando gel de separagao Tris-Tricina com 10% de acrilamida e gel de
empilhamento de 4%. As amostra dos hidrolisados foram diluidas em uma solugéo
tampéao contendo 0,5M Tris-HCI pH 6,8, 5% de B-mercaptoetanol, de modo a obter
uma concentragao de proteina de 2% e foram aquecidas a 37°C por 15 min. Apos,
aliquotas de 10 pyL de cada amostra foram aplicadas no gel. As analises foram
realizadas em um sistema Mini-protein |l (Electrophoresis Power Supply Loccus
Bioltecnologia). O gel correu inicialmente a 30 V até todas as amostras entrarem no
gel de empilhamento, aumentando a voltagem a cada 15 min para 50 V, 100 V, 150
V e 190 V. Esta ultima foi mantida até que o marcador azul atingisse 1 cm da borda
inferior do gel, aumentando a voltagem para 240 V. A voltagem foi entdo aumentada
para 270 V quando o marcador azul atingiu 0,5 cm da borda inferior do gel e mantido
até o final. O perfil de massa molecular das proteinas foideterminado utilizando o

padrao de polipepitideos (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA).

4.2.4.2. Determinacgao da Atividade Antioxidante Utilizando o Radical ABTS

A capacidade antioxidante dos hidrolisados e do concentrado

proteico frente ao radical livre ABTS" foi realizada de acordo com Sanchez-Gonzales
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et al. (2005) com modificacdes. A solugdo ABTS foi preparada em meio aquoso. O
cation ABTS" foi produzido reagindo a solucéo estoque ABTS 7 mM com persulfato
de potassio 140 mM, e foi armazenado em frasco escuro e em temperatura ambiente
por 16 h antes do uso. A solucdo ABTSfoi diluida com tamp&o fosfato (pH 7,4) para
uma absorbancia de 0,700 em 730 nm. As amostras de concentrado e de hidrolisado
foram diluidas em 4 mL da solugdo ABTS-+, e as leituras de absorbancia a 730 nm
foram realizadas apds 6 min de reacdo. Solugcbes de etanol com concentragdes
conhecidas de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA) (1,25, 2,5, 4, 5, 7,5 e 10 yMol/L) foram usadas para
calibracdo.0O ensaio foi realizado em triplicata, e os resultados de capacidade
antioxidante foram expressos como UM de Trolox equivalente (TE) por grama de

amostra liquida.

4.2.4.3. Determinacao da Atividade Antioxidante Utilizando FRAP — Método de

Reducéao do Ferro

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método
FRAP, foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com algumas
modificagdes. Foram preparadas solugdes estoque de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-
striazine) 10 mM em HCI 40 mM, cloreto de ferro hexahidratado (FeCl3.6H20) 20 mM
e tampéao acetato (100 mM; pH 3,6). O reagente FRAP foi preparado no momento da
analise, misturando 25 mL de tamp&o acetato (100 mM; pH 3,6), 2,5 mL de solugéo
estoque de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine; 10mM) e 2,5 mL de solugao estoque de
FeCls.6H20 (20mM), exatamente nesta ordem. A solugdo foi incubada a 37°C
durante 30 min. Para a reacdo, foram adicionados 30 yL de amostra e 70 uL de
agua destilada a 900 pL de reagente FRAP recentemente preparado. Para o branco,
foram adicionados 900 pL de reagente FRAP em 100 pyL de agua destilada. A
reagcao ocorreu no escuro, mantendo a temperatura em 37 °C durante 30 min.
Terminado o tempo de reacgao, leituras de absorbancia foram feitas a 593 nm em um
espectrofotdbmetro UV-visivel. Os resultados foram correlacionados com uma curva
padrao de Trolox constituida com solu¢des de concentracdes variadas de 50 a 500
MM preparados a partir da solugdo padrao de Trolox (10mM). Todos os ensaios

foram realizados em ftriplicata, e os resultados de capacidade antioxidante foram
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expressos como UM de Trolox equivalente (TE) por grama de amostra liquida.
4.2.4.4. Conteudo de Aminoacidos totais

A composi¢cao de aminoacidos do hidrolisado proteico obtido nas
melhores condi¢bes foi determinada por digestdo em HCI 6 N/0,1% de fenol a 110
°C durante 20 h, de acordo com o método Pico-Tag descrito por White et al. (1986).
Apds hidrdlise acida, a derivatizagdo da amostra foi iniciada por adicdo de uma
solucao de etanol:agua: trietilamina: fenilisotiocianato (7:1:1:1, v/v), que foi misturada
com o auxilio de um misturador de vértice e deixou-se repousar a temperatura
ambiente durante 20 min. A identificacdo dos aminoacidos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) utilizando uma coluna LUNA C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA).A
qualidade nutricional dos hidrolisados foi avaliada pelo escore de aminoacido totais,
que compara os niveis de aminoacidos essenciais na amostra com o padréo de
proteinas, recomendado pela FAO / WHO (1991).

4.2.4.5. Determinacgao da atividade antimicrobiana por difusdo por cavidade em

agar

A atividade antimicrobiana do concentrado e dos hidrolisados
proteicos (GH 0, 6, 12, 18, 22 e 24%) foram determinadas pelo método de difusao
por cavidade em agar (MUFANDAEDZA et al., 2006) com algumas modificacoes. As
cepas bacterianas, de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Salmonella enteritidis (ATCC 13076) foram reativadas em caldo BHI
e incubados a 35 °C por 18 a 24 h. A concentracao de cada indculo foi padronizada
pelo ajuste da densidade Optica na escala 0,5 de Mc Farland (correspondente a
1,5.108 UFC.mL™"), em agua peptonada 0,1%. Uma aliquota de 100uL das
suspensdes foisemeada em &agar Mueller-Hinton com o auxilio de uma pipeta
automatica com a ponteira estéril e espalhadas até completa absor¢éo pelo meio
com o auxilo de uma alga de Drigalski. Foram feitos pogos de 8 mm, aos quais foram
adicionados 15 yl do caldo concentrado com 5% de proteinas de cada amostra. As

placas foram mantidas a 4 °C por 3 h para permitir a difusdo do caldo concentrado
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no meio de cultura antes do crescimento das cepas patogénicas, depois as placas
foram incubadas por 24 h a 37 °C. Para a determinagao da atividade antimicrobiana

das amostras, os halos de inibicado foram medidos com o auxilio de um paquimetro.
4.2.4.6. Analise estatistica

Para a elaboracao dos modelos, foi utilizado o software Statistica 10
(Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos coeficientes
dentro de um nivel de confianca de 90%, através de analises estatisticas
apropriadas. Apds a andlise estatistica dos coeficientes, foi realizada andlise de
variancia (ANOVA), que consiste na avaliagdo do coeficiente de determinagado (R?) e
do teste F, verificando se o modelo apresenta um ajuste adequado dos dados
experimentais. Os resultados das demais analises foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias de Tukey com 95% de

confianga, utilizando o mesmo software.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estao redigidos na forma de dois artigos

cientificos, conforme segue:

Artigo A

OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DAS PROTEINAS DO OKARA PELA
ACAO DA MISTURA DE ENZIMAS COM ESPECIFICIDADES DISTINTAS

Artigo B
AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DE

HIDROLISADOS PROTEICOS DO OKARA COM DIFERENTES GRAUS DE
HIDROLISE
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5.1. ARTIGO CIENTIFICO A: OTIMIZAGAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DAS
PROTEINAS DO OKARA PELA AGAO DA MISTURA DE ENZIMAS COM
ESPECIFICIDADES DISTINTAS

Dafne Garcia Pereira, Elza louko lda, Louise Emy Kurozawa

RESUMO

O okara € um residuo formado durante a producao do extrato de soja com alto teor
de proteinas com um elevado valor nutritivo. Apesar disso, € pouco utilizado na
alimentacdo humana e normalmente usado como ragdo animal. Devido ao baixo
valor de mercado, torna-se uma boa alternativa como fonte proteica para producao
de isolados, concentrados ou hidrolisados proteicos. O objetivo deste trabalho foi
otimizar a hidrdlise das proteinas extraidas e concentradas do okara pela agao
combinada de duas proteases com especificidades distintas, a endopeptidase
Alcalase® e a exopeptidase Flavourzyme®, e avaliar a atividade antioxidante e
antimicrobiana do hidrolisado obtido na melhor condicdo de processo. Como
resultado, o maior grau de hidrdlise foi de 22% e as condigbes o6timasforam
temperatura de 40°C, razdo enzima/substrato de 5%, pH 7,1 e razéo
Alcalase/Flavourzyme de 90/10 (%/%). A andlise de eletroforese confirmou a
hidrélise proteica, pelo aparecimento de bandas difusas e menores que 10 kDa. Pelo
perfil de aminoacidos totais, o hidrolisado apresentou um bom balanco de todos os
aminoacidos essenciais. Por fim, o processo de hidrélise favoreceu a atividade
antioxidante do hidrolisado, chegando a ser 2,3 vezes maior para o ABTS e 2,7
vezes no método de FRAP se comparados a proteina intacta. Entretanto, as
amostras nao apresentaram atividade antimicrobiana na concentragao testada.

Palavras chaves: Concentrado proteico; Clivagem proteica; Alcalase; Flavourzyme;
Capacidade antioxidante.

INTRODUGAO

A partir da produgado do extrato de soja, grandes quantidades de um
residuo denominado okara sao geradas. Apesar de ser considerado como um
residuo industrial, ele pode ser re-aproveitado como um subproduto e agregar valor
a um determinado produto final. A cada 1 kg de gréos de soja processado, € gerado
cerca de 1kg de okara umido (KHARE, JHA E GANDHI, 1995). Embora o okara seja
pouco utilizado na alimentacdo humana e normalmente usado como racdo animal,
ele tem alto teor de proteina (27 a 38g/100g) com alto valor nutritivo e ainda baixo
valor de mercado (SUREL, DISTICO, 2005). Tal fato o torna uma boa alternativa
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como fonte proteica para outros processos, tais como a producédo de isolados ou
concentrados proteicos.

A partir do concentrado proteico, pode-se realizar o processo de
hidrélise enzimatica das proteinas, que consiste na clivagem das ligac¢des
peptidicas, liberando assim uma mistura de polipeptidios de pesos moleculares
variados (DAMODARAM, 2010). O controle das condicbes de hidrélise enzimatica
(temperatura, pH, tempo e concentragdo de substrato) e a escolha adequada da
enzima, bem como a sua concentracdo, permitem a obtencdo de produtos com
caracteristicas desejadas a uma dada aplicagdo na formulacdo de alimentos. E
importante conhecer quais destes fatores séo criticos, uma vez que a otimizagao dos
parametros de processo de hidrolise enzimatica é essencial para o desenvolvimento
de um processo 6timo e econémico (ADLER-NISSEN, 1985).

A maioria dos estudos realiza a hidrolise enzimatica utilizando as
enzimas Alcalase e a Flavourzyme separadamente (BAMDAD, WU E CHEN, 2010;
SBROGGIO et. al. 2016) ou uma em sequéncia da outra, com o uso da Alcalase
seguida da aplicacdo da Flavourzyme (VIOQUE et al. 1999). Uma vez que néao
existem dados de temperatura e pH 6timos do uso da mistura das enzimas Alcalase
e Flavourzyme em diferentes proporgdes, encontrar uma condigcdo de processo em
que seja possivel utilizar as duas enzimas ao mesmo tempo, pode representar para
a industria uma economia no tempo do processo e no custo, pois entre as enzimas a
Flavorzyme é mais cara se comparada com a Alcalse (SIGMA ALDRICH, 2016). O
uso combinado de enzimas com diferentes especificidades e mecanismos de acao
pode ser aplicado visando melhorar as propriedades funcionais e biolégicas dos
hidrolisados proteicos. Diferentes proporgcdes destas enzimas para a hidrélise das
proteinas ira resultar em misturas de diferentes perfis de peptideos na qual cada um
pode contribuir para uma determinada fungdo (CASTRO e SATO, 2015).

Os hidrolisados podem exercer atividade antioxidante e antimicrobiana.
Diferentes tipos de fontes proteicas estdo sendo estudadas para a obtencao de
hidrolisados, como soja (ZHANG et, al. 2010) e carne de frango (KUROZAWA,
2008), porém, o potencial das proteinas do okara para a obtencédo de hidrolisados
ainda nao foi investigado e também n&o ha estudos sobre a combinagcdo de duas
enzimas com acoes cataliticas diferentes em um unico processo de hidrélise. Dessa

forma, o objetivo desse trabalho foi obter um modelo matematico preditivo das
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condi¢cbes otimas da hidrdlise das proteinas concentradas do okara pela agao
combinada de duas proteases comerciais, a endopeptidase Alcalase® e a
exopeptidase Flavourzyme®, e avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana do

hidrolisado obtido.

MATERIAL E METODOS

Material

Para a realizacao deste trabalho, o okara foi fornecido pela Cocamar
Cooperativa Agroindustrial (Maringa, PR, Brasil). As enzimas utilizadas na hidrélise
enzimatica proteica foram a endoprotease Alcalase® 2.4L FG oriunda de Bacillus
licheniformis, com atividade declarada de 2.4 AU-A/g e a exoprotease Flavourzyme®
1000L, oriunda de Aspergillus oryzae, com atividade declarada de 1000 LAPU/g
(Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca). Para o a extragcao das proteinas da farinha de
okara desengordurada, foi utilizado o complexo multi-enzimatico (celulase,
hemicelulase, xilanase e a B-glucanase) Viscozyme® da Novozymes, oriunda de
Aspergillus aculeatus, com atividade declarada 100 FBG/g (Fungica Beta-

Glucanase).
METODOS

Composicao centesimal do okara

O okara foi desidratado em estufa com circulagao de ar a 50 °C por
24 h e moido em um moinho de facas para a obtencao da farinha de okara. A farinha
foi desengordurada com n-hexano (1:10, p/v) por 2 horas em uma mesa agitadora
orbital (modelo Ma-140, Marconi) a temperatura ambiente, apds a filtracdo a vacuo,
a amostra foi armazenada em freezer doméstico até o inicio dos experimentos. A
farinha de okara desengordurada foi caracterizada quanto a composi¢ao centesimal
(umidade, proteinas, cinzas, lipideos, fibras) segundo os métodos descritos na

AOAC (1997), e carboidratos calculados por diferenca.
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Pré-tratamento, extragao e concentragcao das proteinas do okara

Previamente as etapas de extracdo e concentracdo das proteinas do
okara, foi realizado um pré-tratamento enzimatico da farinha de okara
desengordurada com o complexo de carboidrases Viscozyme® visando romper a
parede celular do okara e aumentar a eficiéncia de extragao das proteinas, segundo
o método descrito por (FIGUEIREDO, 2015). As proteinas do okara foram extraidas
de acordo com a metodologia descrita por Ma et al. (1997) com algumas
modificagdes que se baseia na extragao das proteinas (pH 9, 60 °C, 30 min) seguido
de precipitagdo isoelétrica das proteinas (pH 4,5) recuperada por centrifugacdo a
14.204 xg por 30 min a 4 °C e liofilizada (Liofilizador Labconco). O concentrado
proteico de okara foi caracterizado quanto a composicédo centesimal em relagdo ao
conteudo de umidade, proteinas, cinzas, lipideos (AOAC, 1997), carboidratos
calculados por diferenca, e perfil eletroforético em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
(LAEMMLLI, 1970).

Hidrélise enzimatica do concentrado proteico do okara

A hidrdlise foi realizada em um béquer encamisado de 250 mL com
sistema de agitagdo e aquecimento utilizando o método pH-stat descrito por Adler-
Nissen (1985). Para cada experimento de hidrdlise, foi utilizado 1,5 g de concentrado
proteico e 75 ml de &agua destilada. A mistura foi transferida para o béquer
encamisado, sendo agitada por um agitador magnético, aquecida por um banho
termostatizado com sistema de circulacdo externaa uma dada temperatura, e o pH
ajustado com solugado de NaOH 1N. Em seguida, a enzima foi adicionada a mistura e
areacao monitorada, titulando-se manualmente e continuamente NaOH 0,1N , de
modo a manter o pH constante durante a reacédo. O contetudo de base consumidofoi
anotado em intervalos de 5 em 5 min na primeira hora, 10 min na segunda hora, 15
min para as duas horas seguintes e 30 min até que as variagdes do consumo da
base foram insignificantes (FIGUEIREDO, 2015). Os ensaios experimentais foram
conduzidos em diferentes combinag¢des de temperaturas,razao enzima:substrato, pH
e a razao da mistura das enzimas Alcalase e a Flavourzyme.O processo de hidrolise

foi monitorado através da determinagdo do grau de hidrélise, que pode ser obtido
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pelo método pH-stat ou método de titulagdo de grupos a-amino liberados em pH e
temperatura constantes (ADLER-NISSEN,1985).

Planejamento experimental

O planejamento experimental foi utilizado para estudar os efeitos das
variaveis independentes temperatura (40, 47,5, 55, 62,5 e 70 °C) , relagao
enzima:substrato E/S (1, 2, 3, 4 e 5 %, g enzima/100g proteina), pH (6,5; 7,1; 7,75;
8,4 e 9,0) e a razdo entre as enzimas Alcalase:Flavourzyme (10/90, 30/70, 50/50,
70/30 e 90/10, %Alcalase/%Flavourzyme) na mistura enzimatica sobre o grau de
hidrélise dos hidrolisados. Para avaliar o efeito destas variaveis sobre o grau de
hidrdlise, foi utilizado um delineamento composto central rotacional (DCCR), de 32

experimentos divididos em 3 blocos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Delineamento composto central rotacional para a hidrolise enzimatica das
proteinas do okara, variaveis independentes reais e codificados e a fungéo resposta grau de
hidrélise (GH).

Ensaio Bloco T (°C) E/S (%) pH AJIF (%l%) GH(%)
1 1 -1 (47,5) -1 (2,0) -1(7,1) -1(30/70) 16,58
2 1 1(62,5) (2,0) -1(7,1) -1(30/70) 12,97
3 1 -1(47,5) (4,0) -1(7,1) -1(30/70) 18,11
4 1 1(62,5) (4,0) -1(7,1) -1(30/70) 14,11
5 1 -1 (47,5) (2,0) 1(8,4) -1(30/70) 19,74
6 1 1(62,5) (2,0) 1(8,4) -1(30/70) 18,34
7 1 -1 (47,5) 1(4,0) 1(8,4) -1(30/70) 23,49
8 1 1(62,5) (4,0) 1(8,4) -1(30/70) 19,06
9 1 -1 (47,5) (2,0) -1(7,1) 1 (70/30) 21,42
10 1 1(62,5) (2,0) -1(7,1) 1 (70/30) 16,69
11 1 -1 (47,5) (4,0) -1(7,1) 1 (70/30) 24,74
12 1 1(62,5) (4,0) -1(7,1) 1 (70/30) 18,79
13 1 -1 (47,5) -1 (2,0) 1(8,4) 1 (70/30) 20,37
14 1 1(62,5) -1 (2,0) 1(8,4) 1 (70/30) 19,79
15 1 -1 (47,5) 1(4,0) 1(8,4) 1 (70/30) 24,74
16 1 1(62,5) 1(4,0) 1(8,4) 1 (70/30) 21,36
17 1 0 (55) 0 (3,0) 0(7,75) 0 (50/50) 18,26
18 1 0 (55) 0 (3,0) 0(7,75) 0 (50/50) 19,18
19 2 -2 (40) 0(3,0) 0(7,75) 0 (50/50) 26,92
20 2 2 (70) 0 (3,0) 0(7,75) 0 (50/50) 12,91
21 2 0 (55) -2 (1,0) 0(7,75) 0 (50/50) 20,34
22 2 0 (55) 2 (5,0) 0(7,75) 0 (50/50) 21,79
23 2 0 (55) 0 (3,0) -2 (6,5) 0 (50/50) 15,80
24 2 0 (55) 0 (3,0) 2(9,0) 0 (50/50) 17,51
25 2 0 (55) 0 (3,0) 0(7,75) -2 (10/90) 15,94
26 2 0 (55) 0(3,0) 0(7,75) 2 (90/10) 20,87
27 2 0 (55) 0 (3,0) 0(7,75) 0 (50/50) 18,09
28 2 0 (55) 0 (3,0) 0(7,75) 0 (50/50) 18,51
29 3 -2 (40) 2 (5,0) 0(7,75) 2 (90/10) 23,41
30 3 -2 (40) 2 (5,0) -1(7,1) 2 (90/10) 24,16
31 3 -1 (47,5) 2 (5,0) -1(7,1) 2 (90/10) 22,39
32 3 -1 (47,5) 2 (5,0) 0(7,75) 2 (90/10) 20,76

T = temperatura, E/S = razdo enzima:substrato, A/F = razdo Alcalase:Flavourzyme As variaveis
correspondem ao valor codificado. Valores entre parénteses correspondem aos valores reais.
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Para a elaboragdo dos modelos, foi utilizado o software Statistica
10.0 (Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos
coeficientes dentro de um nivel de confianca de 90%, através de analises
estatisticas apropriadas. Apds a analise estatistica dos coeficientes, foi realizada
analise de variancia (ANOVA), que consiste na avaliagcdo do coeficiente de
determinacgao (R2) e do teste F, verificando se o modelo apresenta um ajuste
adequado dos dados experimentais.

Assim, com base no modelo, foi encontrada a condigao 6tima de
temperatura, razado enzima:substrato, pH e relacdo entre as enzimas
(Alcalase/Flavourzyme). A reacdo enzimatica foi finalizada pela inativagdo da
enzima por aquecimento a 90 °C por 10 min, seguida de resfriamento a temperatura
ambiente e congelamento em freezer a — 22 °C até o momento das analises. Os
hidrolisados protéicos foram caracterizados quanto ao conteudo de proteinas pelo
método de Kjeldahl, umidade por estufa a 105 °C até peso constante (AOAC, 1997),
eletroforese, atividades antioxidante e antimicrobiana, e conteludo de aminoacidos.
Visando avaliar o efeito da hidrdlise, tais analises também foram realizadas para o

concentrado proteico.
Avaliacao do hidrolisado proteico obtido na condi¢ao otimizada
Perfil eletroforético

A determinacao do perfil eletroforético das proteinas concentradas
do okara foi feita de acordo com a metodologia de Laemmli (1970), Utilizando gel
tris-HCI com 20% de acrilamida e gel de empilhamento de 4%. A amostra do
concentrado foi diluida em uma solucao tampao contendo 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 5%
de B-mercaptoetanol, de modo a obter uma concentracdo de proteina de 0,4%. A
amostra foi aquecida a 95 °C por 4 min. Apos, aliquotas de 10 uL de amostra foram
aplicadas no gel com 2% de SDS e 20% de glicerol. As analises foram realizadas em
um sistema Mini-protein Il (Electrophoresis Power Supply Loccus Biotecnologia, Sao
Paulo, Brasil), e o gel correu a 120 V. O perfil de massa molecular das proteinas foi
determinado utilizando-se o padrao Precision Plus Protein (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, EUA).
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Os perfis eletroforéticos do hidrolisado proteicofoi feito de acordo
com a metodologia de Schagger, Jagow (1987), utilizando gel de separacdo com
10% de acrilamida e de empilhamento com 4%. As amostra dos hidrolisados foram
diluidas em uma solugédo tampéo contendo 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 5% de -
mercaptoetanol, de modo a obter uma concentragao de proteina de 2% e foram
aquecidas a 37 °C por 15 min. Apds, aliquotas de 10 yuL de cada amostra foram
aplicadas no gel. As andlises foram realizadas em um sistema Mini-protein |l
(Electrophoresis Power Supply Loccus Bioltecnologia). O gel correu inicialmente a 30
V até todas as amostras entrarem no gel de empilhamento, aumentando a voltagem
a cada 15 min para 50 V, 100 V, 150 V e 190 V. Esta ultima foi mantida até que o
marcador azul atingisse 1 cm da borda inferior do gel, aumentando a voltagem para
240 V. A voltagem foi entdo aumentada para 270 V quando o marcador azul atingiu
0,5 cm da borda inferior do gel e mantido até o final. O perfil de massa molecular das
proteinas foi determinado utilizando o padrdao de polipepitideos (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, EUA.)

Determinacgao da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante do hidrolisado e do concentrado proteico
frente ao radical livre ABTS" foi realizada de acordo com Sanchez-Gonzales et al.
(2005) com modificagdes. A solugao ABTS foi preparada em meio aquoso. O cation
ABTS" foi produzido reagindo a solugdo estoque ABTS 7 mM com persulfato de
potassio 140 mM. A solugdo ABTS foi diluida com tampao fosfato (pH 7,4) para uma
absorbancia de 0,700 em 730 nm. As amostras de concentrado e de hidrolisado
foram diluidas em 4mL da solucido ABTS+, e as leituras de absorbancia a 730 nm
foram realizadas apds 6 min de reacdo. Solugcbes de etanol com concentragdes
conhecidas de trolox(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA) (1,25, a 10 yMol/L) foram usadas para calibragdo. O ensaio foi
realizado em ftriplicata, e os resultados de capacidade antioxidante foram expressos
como PM de Trolox equivalente (TE) por grama de amostra liquida.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método
FRAP, foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com algumas

modificagdes. O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, misturando
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25 mL de tampao acetato (100 mM; pH 3,6), 2,5 mL de solugédo estoque de TPTZ
(2,4,6-tripyridyl-s-triazine; 10mM) e 2,5 mL de solugdo estoque de FeCIl3.6H20
(20mM). Para a reacgao, foram adicionados 30 uL de amostra e 70 pyL de agua
destilada a 900 uL de reagente FRAP. Para o branco, foram adicionados 900 uL de
reagente FRAP em 100 uyL de agua destilada. A reagdo ocorreu no escuro,
mantendo a temperatura em 37°C durante 30 min. As leituras de absorbancia foram
feitas a 593 nm em um espectrofotdmetro UV-visivel. Os resultados foram
correlacionados com uma curva padrao de Trolox constituida com solugdes de
concentragdes variadas de 50 a 500 uM preparados a partir da solucdo padrao de
Trolox (10mM). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados de
capacidade antioxidante foram expressos como uM de Trolox equivalente (TE) por

grama de amostra liquida.

Conteudo de aminoacidos totais

A composi¢cao de aminoacidos do hidrolisado proteico obtido nas
melhores condi¢bes foi determinada por digestdo em HCI 6 N/0,1% de fenol a 110
°C durante 20 h, de acordo com o método Pico-Tag descrito por White et al. (1986).
Apos hidrolise acida, a derivatizacdo da amostra foi iniciada por adicdo de uma
solucao de etanol:agua: trietilamina: fenilisotiocianato (7:1:1:1, v/v), que foi misturada
com o auxilio de um misturador de vértice e deixou-se repousar a temperatura
ambiente durante 20 min. A identificacdo dos aminoacidos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) utilizando uma coluna LUNA C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA).A
qualidade nutricional do hidrolisado foi avaliada pelo escore de aminoacido totais,
que compara os niveis de aminoacidos essenciais na amostra com o padrao de
proteinas, recomendado pela FAO/WHO (1991).

Determinacgao da atividade antimicrobiana por difusao por cavidade em agar

A atividade antimicrobiana do concentrado e do hidrolisado foram
determinadas pelo método de difusdo por cavidade em agar (MUFANDAEDZA et al.,

2006) com algumas modificagdes. As cepas bacterianas, de Escherichia coli (ATCC
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25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella enteritidis (ATCC
13076) foram reativadas em caldo BHI. A concentragdo de cada indculo foi
padronizada pelo ajuste da densidade o6ptica na escala 0,5 de Mc Farland
(correspondente a 1,5.10% UFC.mL-1). Uma aliquota de 100uL das suspensdes foi
semeada em agar Mueller-Hinton. Foram feitos pogos de 8 mm aos quais foram
adicionados 15 pl do hidrolisado e do concentrado com 5% de proteinas. As placas
foram mantidas a 4°C por 3 h para permitir a difusdo do caldo concentrado no meio
de cultura antes do crescimento das cepas patogénicas, depois as placas foram
incubadas por 24 h a 37°C. Para a determinagao da atividade antimicrobiana das
amostras, os halos de inibicdo se formados serdo medidos com o auxilio de um

paquimetro.
Analise estatistica

Para a elaboragao dos modelos, foi utilizado o software Statistica 10
(Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos coeficientes
dentro de um nivel de confianca de 90%, através de analises estatisticas
apropriadas. Ap6s a analise estatistica dos coeficientes, foi realizada analise de
variancia (ANOVA), que consiste na avaliagdo do coeficiente de determinagado (R?) e
do teste F, verificando se o modelo apresenta um ajuste adequado dos dados
experimentais. Os resultados das demais analises foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias de Tukey com 95% de

confianga, utilizando o mesmo software.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Composicao centesimal do okara e do concentrado proteico.

O okara desengordurado apresentou elevados conteudos de fibras e
proteinas (Tabela 2), justificando sua utilizagdo como uma boa fonte para a
obtencdo de um concentrado proteico. Visando melhorar a extragao de proteinas,
devido ao alto teor de fibras no okara, faz-se relevante a utilizagdo do pré-tratamento

com o complexo multi-enzimatico de carboidrases, para romper as paredes celulares
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do okara. Em um estudo anterior, Figueiredo (2015) verificou um aumento de 17% e
28% no conteudo e na recuperagao de proteinas, respectivamente, no okara pré-

tratado com a enzima Viscozyme em comparacdo com a amostra controle.

Tabela 2 - Composigao centesimal do okara seco e desengordurado e concentrado proteico
liofilizado.

Composigao Okara desengordurado Concentrado proteico do
(g9/100g) * DP okara(g/100g) + DP
Umidade 9,41 £ 0,07 4,27 £ 0,17
Cinzas (bs) 4,95+0,02 2,40+0,04
Lipideos (bs) 0,91+0,13 0,64+0,32
Proteinas (bs) 33,75+0,35 77,19+0,98
Fibras (bs) 58,8314 ,44 Nd

Carboidratos* (bs) 1,56+0,37 19,77+1,05

* Calculado por diferenca; DP= desvio padrao; bs= base seca; Nd = Nao determinado.

O conteudo de lipideos do okara desengordurado deste trabalho foi
semelhante ao encontrado por Vishwanathan et al. (2011) para farinha de okara
desengordurada e descascada (0,9g9/100g), mas a composigao diferenciou-se no
restante dos componentes (cinzas 7,2 g/100g, proteinas 55 g/100g e carboidratos
36,7g/100g). Tais diferengcas podem ser explicadas pelo fato dos autores terem
utilizados soja descascada para a obtencdo do okara e ndo quantificarem
separadamente o conteudo de fibras que foi contabilizado junto com os carboidratos.
Ja se comparado aos resultados obtidos por Redondo-Cuenca et. al. (2008), com
excecgao do conteudo de lipideos (9,84 g/100g), pois neste estudo a farinha de okara
nao foi desengordurada, todos os resultados da composi¢céo centesimal (proteinas
28,52g/100g, fibras totais 55,48g/100g, cinzas 3,61g/100g e carboidratos
2,569/100g) foram semelhantes aos encontrados neste trabalho. As diferencas nos
valores de composigédo centesimal do okara dependem do método que foi utilizado
para a obtengdo do mesmo e a variedade de soja utilizada (MA et al., 1997; SUREL,;
COUPLET, 2005).

Apds o0s processos de pré-tratamento enzimatico, extragdo e
concentragado das proteinas do okara, foi possivel obter um concentrado proteico
com 77,19 g/100g de proteinas em base seca (Tabela 2). Rosset et al. (2012)

também realizaram um pré-tratamento enzimatico com celulases na farinha de soja
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desengordurada para a extracdo de proteinas, e como resultado estes autores
conseguiram um concentrado com 56,3% de proteinas, cujo valor é inferior ao

encontrado neste trabalho.

Cinética de Hidrolise enzimatica do concentrado proteico do okara

Analisando as curvas de cinética (Figura 1), que relacionam o grau
de hidrélise com o tempo de reacao, todos os experimentos de hidrélise tiveram o
mesmo padrao de comportamento. No inicio, houve uma alta taxa de reagao, onde
ocorreu uma quebra intensa das ligagbes peptidicas com aumento significativo do
grau de hidrolise (GH), entretanto, aproximadamente ap6s 100 min, a taxa de reacao
diminuiu com pequena alteracao no GH, até este ficar constante. Esse perfil também
foi encontrado para os processos de hidrélises de outras fontes de proteinas, tais
como amendoim (JAMDAR et al., 2010), proteina de arroz (LI et al.,2016) e proteina
de milho (JIN et al., 2016).

Esse comportamento pode ser explicado pela alta disponibilidade de
substrato no inicio da reacdo, que estdo sendo clivados rapidamente.
Posteriormente, ocorre uma reducao da velocidade da reacao. Tal fato pode ser
devido a uma possivel inibicdo das enzimas pelos produtos da prépria hidrélise
(GONZALEZ-TELLO et al. 1994; O'MEARA, MUNRO 1984; ADLER-NISSEN, 1985).
Demirhan et al. (2011) determinaram as velocidades iniciais de reacao de hidrdlise
enzimatica das proteinas de gergelim com e sem a adigdo de hidrolisados em
diferentes proporc¢des no inicio da reacdo. Como resultado, os autores verificaram
que o aumento da quantidade de hidrolisado adicionado diminuiu a velocidade
maxima de reagao. Os autores concluiram que o proprio hidrolisado, que é o produto
da reacdo enzimatica, possui um papel inibidor e que o tipo de inibicdo deles para a
Alcalase foi nao-competitivo.



52

Figura 1— Cinética das hidrdlises enzimaticas das proteinas do okara: (a) ensaios

fatoriais 1 a 8, referentes ao bloco1; (b) ensaios fatoriais 9 a 18, referentes ao bloco

1; (c) ensaios axiais 19 a28, referentes ao bloco 2; (d) ensaios 29 a 32, referentes ao

bloco 3.
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Otimizagao da hidrélise das proteinas concentradas do okara

Para a otimizacao da hidrélise das proteinas do okara, foi realizado
um delineamento composto central rotacional (DCCR), de 32 experimentos divididos
em 3 blocos, para avaliar o efeito das variaveis independentes temperatura (T),
razao enzima/substrato (E/S), pH e a razdo entre as enzimas Alcalase e
Flavourzyme (A/F) sobre o grau de hidrélise (GH) (Tabela 1). Como pode ser
observado, o GH variou entre 12,97 a 26,92%, correspondentes aos ensaios 2 e 19,
respectivamente.

Apds a exclusdao dos parametros nao-significativos, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA) (Tabela 3), utilizando o teste F. Foi possivel obter um
modelo matematico preditivo (regresséo significativa),uma vez que o coeficiente de
determinacgao R? foi de 0,89, explicando 89% da variacdo dos dados observados, € 0
F calculado (17,17) foi maior que o F tabelado (3,29). Desta forma, o modelo pode

ser considerado preditivo.
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Tabela 3 —Coeficientes das variaveis independentes sobre o grau de hidrélise (GH).

Fatores Coeficientes de regressao

Média 16,52

Bloco (3) -4,96
Temperatura (L) -2,32

Razao Enzima/Substrato (L) 0,89
Razao Enzima/Substrato (Q) 0,60
pH (L) 1,47

pH (Q) -0,49

Razao Alcalase/Flavourzyme (L) 1,47
Temperatura x pH 0,52

pH x Razao Alcalase/Flavourzyme -0,91
R2 0,89

F tabelado 3,29
F calculado 17,17

L= linear; Q= quadratico.

A partir do modelo matematico preditivo (Tabela 3), foram geradas
as superficies de resposta (Figura 2). Essas figuras expressam a interacdo entre
duas variaveis independentes, na qual as outras duas variaveis foram mantidas nos

pontos indicados pela desejabilidade (Figura 3).
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Figura 2 — Efeito da temperatura (T), razdo enzima:substrato (E/S), pH e razao

Alcalase:Flavourzyme(A/F) sobre o grau de hidrolise (GH)
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Ao avaliar os parametros que afetaram significativamente o GH ao
nivel de 90% de confianga, pode-se observar que houve efeito significativo do bloco
3, temperatura linear, razao E/S linear e quadratica, pH linear e quadratico, razao
A/F linear e as interacdes entre temperatura x pH e pH x razdo A/F sobre o GH.
Através da avaliagcdo dos coeficientes (Tabela 3), constatou-se que houve um efeito
negativo do bloco3, isso significa que o GH, diminuiu quando foi realizado as
analises do bloco 3 em comparagdo com os outros blocos. Um efeito negativo e
linear também foi observado para a temperatura, o que significa que o aumento da
temperatura causa uma redugao no grau de hidrélise. Tal comportamento pode ser
melhor visualizado nas Figuras 2 (a) e (b), onde as regides de maior grau de
hidrolise foram obtidas nas menores temperaturas, ou seja, a 40 °C, provavelmente
devido a desnaturagao térmica da estrutura da protease durante o longo periodo de

reacido enzimatica. Entretanto, a literatura indica que a temperatura o6tima das
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enzimas Alcalase e Flavourzyme sdo maiores, na faixa de 55-70 °C e 50 °C,
respectivamente (GILMARTIN, e JERVIS, 2002; HOA et. al. 2014).

Com relacédo ao efeito da razdo enzima/substrato sobre o GH,
analisando a Figura 2 (a) e (d), um aumento nessa variavel resultou em maiores
valores de GH, conforme era esperado. Segundo Lehninger (1995), a velocidade da
reacio enzimatica aumenta com a concentracdo de enzima, pois assim se mantém
saturada a concentracdo do substrato. Isso ocorre porque ao aumentar a
concentragcdo de enzima, ha um aumento na quantidade de sitios ativos disponiveis
para clivar as ligagdes peptidicas.

A Figura 2 (b) mostra que a regido com maximo GH esta entre os
valores de pH 7,1 e 9; porém, observando a Figura 2 (c), devido ao efeito da
interacdo entre pH e a razdo Alcalase/Flavourzyme (A/F), a regido de maximo GH
esta ao redor de pH 7,1. Esta interacdo pode ser explicada, pois este pH encontra-
se dentro da faixa 6tima para ambas as enzimas, na qual o pH 6timo da enzima
Alcalase esta entre 6,5 a 8,5, e para a enzima Flavourzyme as condi¢des 6timas séo
neutras ou ligeiramente acidas.

Utilizando a funcédo desejabilidade (Figura 3), foi otimizado o
processo de hidrélise enzimatica das proteinas do okara, indicado as regides para se
obter o maximo grau de hidrélise. Assim, a condicdo 6tima encontrada foi:
temperatura de 40°C, razado enzima/substrato de 5,0%, pH de 7,1 e razéo
Alcalase/Flavourzymede 90% / 10%. O modelo matematico (Tabela 3) prevé que,
nas condigbes otimizadas, o maximo grau de hidrélise é de GH 24,6%. Para
validacdo do modelo, um experimento foi realizado nesta condicdo 6tima e o
resultado foi de 22,4%, indicando um desvio relativo médio de 9,1%, que é
considerado aceitavel por se tratar de um bioprocesso envolvendo enzimas, e por

estar dentro do intervalo de confianga de 90% do modelo.
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Figura 3-Parametro de desejabilidade estimado na condi¢do de
maximo grau de hidroélise (GH).
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Vioque et al. (1999) estudaram a hidrdlise do isolado proteico de
colza, com o uso da Alcalase seguida da Flavourzyme na temperatura de 50°C, para
ambas as enzimas. Hoa et al. (2014) otimizaram a hidrdlise enzimatica de proteinas
da soja somente com a enzima Flavourzyme e como temperatura étima encontram
50°C. Em tais estudos, os valores 6timos encontrados para a temperatura foram
diferentes ao encontrado por este trabalho uma vez que foi usada a mistura das
duas enzimas, demonstrando a importadncia em obter as condi¢cdes 6timas da acéo
combinada destas enzimas em diferentes proporgdes.

O pH também é uma variavel muito importante sobre o GH, uma vez
que qualquer alteragdo em seu valor em uma reagao enzimatica pode afetar a
estabilidade da enzima, causando uma desnaturagao irreversivel em sua estrutura
conformacional, ocasionando uma perda consideravel da sua atividade (WHITAKER,
1994). Bamdad, Wu e Chen (2010) estudaram a hidrdlise enzimatica proteica de
cevada, com 3 diferentes enzimas (Alcalase, Flavourzyme e Pepsina), na qual os

valores de pH utilizados foram para a Alcalase pH 8 e Flavourzyme pH 7. Tal fato
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mostra que, mesmo em menor quantidade, apenas 10% da enzima Flavourzyme na
mistura de enzimas, alteraram significativamente a melhor condicdo de pH.

Sbroggio et al. (2016) estudaram a hidrélise enzimatica das
proteinas do okara, utilizando separadamente as enzimas Alcalase e Flavourzyme
numa razéo enzima:substrato de 10%. Esses autores obtiveram como resultado
maior GH utilizando Alcalase (GH 33,6%), comparando com a Flavourzyme (GH
5,8%) e os hidrolisados das duas enzimas apresentaram elevada atividade
antioxidante. Neste trabalho, apesar de usar uma mistura das duas enzimas, o
resultado foi semelhante, pois a melhor condi¢gao para obter maior GH foi com uma
maior proporgao de Alcalase (90%) na mistura das enzimas. Em outro estudo Vastag
et al. (2011) também observaram menor GH com a enzima Flavourzyme (37%) se
comparado com a Alcalse (53%) na hidrélise do isolado proteico obtido a partir do
residuo de sementes de abdbora. Esses autores atribuiram o menor GH a atividade
de exoprotease e ao aparecimento de bandas de alto peso molecular na eletroforese
dos hidrolisados com a Flavourzyme, indicando uma menor atividade proteolitica
dessa enzima se comparada a Alcalase. Pedroche et al.(2002) sugeriram que uma
pré-hidrolise da amostra com a Alcalase aumentaria o numero de sitios N-terminais
e favoreceria posteriormente a atividade da enzima Flavourzyme por ser uma
exoprotease. Como neste trabalho as duas enzimas foram utilizadas
simultaneamente no processo de hidrdlise, provavelmente dessa forma a Alcalase
liberou muitos sitios ativos para a Flavourzyme, podendo ter atingido a saturacéo
substratos para esta enzima.

A maioria dos trabalhos pesquisados utiliza as enzimas Alcalase e a
Flavourzyme separadamente (BAMDAD, WU E CHEN, 2010; SBROGGIO et. al.
2016) ou uma em sequéncia da outra, sendo primeiro aAlcalase e depois a
Flavourzyme (VIOQUE et al. 1999). Poucos trabalhos pesquisados também
utilizaram uma combinagéo dessas duas enzimas, Gilmartin e Jervis (2002), apesar
de terem hidrolisado uma proteina de origem animal, e ndo vegetal como a desse
trabalho, esses autores conseguiram um maior GH quando utilizaram as enzimas
juntas. Com os resultados desse trabalho é possivel verificar a importancia de um
modelo matematico preditivo para obter as condi¢des para utilizar as duas enzimas
ao mesmo tempo, e assim economizar tempo de processo. Castro e Sato (2015)

estudaram a acdo sinérgica de enzimas proteoliticas distintas (Alcalase e
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Flavourzyme) para a producdo de hidrolisados de proteina de soja isolada e
concluiram que o uso combinado de proteases com especificidades distintas podem
libertar os peptideos diferentes e, assim, aumentar o nimero de locais de clivagem
para as proteinas e gerar hidrolisados com altas atividades antioxidantes.

Uma vez que o uso combinado destas enzimas com especificidades
distintas podem resultar em perfis de peptideos com diferentes propriedades
funcionais e biologicas, torna-se interessante estudar diferentes graus de hidrdlise e
proporcoes A/F. Entretanto, uma vez que eram conhecidas somente as condi¢des
6timas de cada enzima (Alcalase e Flavourzyme), o modelo matematico preditivo
encontrado no presente trabalho permite calcular a temperatura e pH 6timos da

mistura em diferentes proporcdes A/F.

Caracterizacao do hidrolisado proteico obtido na condigao otimizada

O hidrolisado proteico do okara com GH 22% apresentou um teor de
11,86+1,75 g/100g de umidade e 71,12+1,26 g/100g sélidos de proteinas. Para a
caracterizacdo do hidrolisado, foram realizadas as analises de peso molecular das
proteinas por eletroforese, perfil de aminoacidos, atividades antioxidante pelos
métodos DPPH e FRAP e antimicrobiana. Para verificar o efeito da hidrdlise
enzimatica proteica, o concentrado proteico também foi avaliado quanto ao seu peso

molecular das proteinas por eletroforese, atividade antioxidante e antimicrobiana.

Perfil Eletroforético

Como pode ser observado na Figura 4, o concentrado proteico do
okara possui duas bandas mais evidentes: uma entre 25 e 37 kDa e a segunda entre
15 kDa e 20 kDa. Estas bandas provavelmente correspondem a fracdo 11S das
proteinas da soja, em que €& composta por glicinina, e possui duas principais
proteinas, que sao os polipeptidios acidos e basicos de aproximadamente 36 kDa e
20 kDa respectivamente. Possui também outras bandas menos definidas entre 75
kDa e 37 kDa, que podem ser pertencentes a fracdo 7S das proteinas da soja, que
tem como principais pesos moleculares 62, 65 e 47 kDa (RENKEMA et al., 2002;
SINGH; MOHAMED, 2007).
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Figura 4 — Eletroforese em gel de SDS-PAGE Tris-HCI para a
amostra de okara concentrado (Conc.) e em SDS-PAGE Tris-Tricina para a amostra
de hidrolisado com 22% de grau de hidrélise (GH).
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A eletroforese do hidrolisado na condigdo 6tima GH 22% teve como
resultado a presenga de uma banda difusa, provavelmente devido ao processo de
hidrélise, que foi capaz de clivar as proteinas presentes no concentrado em
peptideos com peso molecular inferior a 7 kDa. Ou seja, comparando a eletroforese
do concentrado proteico, pode-se observar o desaparecimento das bandas de maior
peso molecular no hidrolisado. O perfil eletroforético mostra que todas as proteinas
foram atacadas pelas enzimas, ndo restando proteinas intactas apds o processo, e
provavelmente este perfil de proteinas do hidrolisado esta mais relacionado com a
atividade enzimatica da enzima Alcalase, pois esta enzima é uma endopeptidase,
que possui acao catalitica nas regides internas das cadeias polipeptidicas e a
tendéncia dessa enzima é produzir hidrolisados de menor peso molecular
(GILMARTIN, JERVIS, 2002).
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Conteudo de Aminoacidos totais

A Tabela 4 mostra o perfil dos aminoacidos encontrados no
hidrolisado proteico do okara. O hidrolisado apresentou baixos teores dos
aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina). Os maiores teores de aminoacidos
encontrados na amostra foram de acido glutamico e aspartico. De acordo com Yuan
et al. (2009), os polipeptidios acidos e basicos isolados de glicinina, s&o ricos em
acido glutdmico e aspartico. Como pode ser confirmada na observagdo da
eletroforese (Figura 4), a amostra de concentrado protéico do okara apresentou duas

bandas mais evidentes que s&o correspondentes a glicinina.

Tabela 4 — Composigdo total de aminoacidos no hidrolisado proteico.

Aminoacidos Totais GH22% I:gﬁl%l(\)’;”:)?o(tl?r?;z ari?:ggiiﬂis
N&o essenciais g/100g de proteinas
Alanina 4,00+0,01
Arginina 7,09+0,01
Ac. Aspartico 12,10+0,01
Cisteina 1,66+0,16
Ac. Glutamico 20,54+0,01
Glicina 4,60£0,00
Prolina 5,21+0,00
Serina 5,28+0,01
Tirosina 4,01+0,01
Essenciais g/100g de proteinas
Histidina 2,4610,00 1,9 1,3
Isoleucina 4,94+0,00 2,8 1,8
Leucina 7,20+0,01 6,6 1.1
Lisina 5,46+0,04 5,8 0,9
Metionina 1,30%0,00 2,5 1,2
Fenilalanina 5,22+0,02 6,3° 1,5
Treonina 3,86+0,00 3,4 1,1
Triptofano Nd Nd Nd
Valina 5,06+0,01 3,5 1,4

"Referencia FAO/WHO (1991) Padrao de aminoacidos essenciais para a crianca de 2-5 anos.
’Metionina + Cisteina

® Fenilalanina + Tirosina

Nd = Nao determinado.



62

O escore de aminoacidos € a razao entre a quantidade de
aminoacidos essenciais que contém na amostra pela quantidade padrao
recomendada pela FAO/WHO (1991). Essa pontuacdo do escore de aminoacidos
essenciais € importante para avaliar a qualidade nutricional de uma amostra, uma
vez que o organismo humano nao consegue sintetiza-los em uma quantidade
adequada para a manutenc¢ao do equilibrio nitrogenado de um individuo (FRANCO,
2005). Uma vez que apenas o aminoacido lisina apresentou valor de 0,9, mesmo
sendo inferior, esse valor é proximo de 1 e por isso ainda pode ser considerado que
a amostra apresentou um bom perfil de aminoacidos essenciais € boa qualidade

nutricional.

Atividade antioxidante

Os valores de atividade antioxidante aumentaram significativamente
com a hidrélise enzimatica proteica (Tabela 6). Comparado a proteina intacta
presente no concentrado proteico, o0 processo de hidrolise aumentou
significativamente a atividade antioxidante nos hidrolisados, chegando a ser 2,3
vezes maior para o ABTS e 2,7 vezes no método de FRAP. Saito et al. (2003)
relataram o papel da hidrélise da proteina no aumento da atividade antioxidante .
Nesse estudo, houve a digestao enzimatica das proteinas da soja, especificamente
a B-conglicinina e glicinina, na qual foi encontrado um aumento da atividade
antioxidante apos a hidrdlise. Isto pode ser devido ao fato de os grupos R dos
aminoacidos estarem mais ativos e expostos apds a hidrélise, aumentando a
atividade antioxidante. Esses autores reportaram também que os tri-peptideos
contendo residuos de triptofano ou tirosina na posi¢gao C-terminal apresentaram forte
atividade antioxidante na eliminagao de radicais livres.

A capacidade antioxidante de proteinas de batata foi estudada por
Wang e Xiong (2005) que relacionaram com a presenga de peptideos de peso
molecular inferior a 6 kDa. Neste trabalho, o hidrolisado proteico também apresentou
proteinas de baixo peso molecular, sugerindo que a hidrélise foi relevante para o
aumento da atividade antioxidante, pois, quanto menor o tamanho dos peptideos

maior a atividade antioxidante devido a maior exposicdo dos radicais dos
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aminoacidos, que se tornam mais reativos e assim capazes de interferir no processo

oxidativo.

Tabela 5 — Atividade antioxidante do concentrado € hidrolisado proteico de okara (grau de
hidrélise 22%) pelos métodos de ABTS e FRAP.

ABTS FRAP
Amostras (mMTrolox/g de Hidrolisado) (mM Trolox/g de
Hidrolisado)
Concentrado 4,29 +0,2° 59,12 + 1,42°
GH 22% 10,09 + 0,10° 161,91 + 4,49°

*Médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam quais as amostras apresentam
diferenga significativa a 5% (p < 0.05).

As amostras de concentrado e hidrolisado proteicos possuiram
maior atividade antioxidante pelo método de FRAP, que se baseia na capacidade da
amostra em reduzir o ion férrico, do que no método de ABTS, que mede a atividade
de sequestro de radicais livres das amostras (KUSKOSKI et al., 2005). Sarmadi e
Ismail (2010) relacionaram a atividade antioxidante de hidrolisados com a
composi¢ao dos aminoacidos, sendo que os aminoacidos sulfurados possuem maior
atividade de sequestro de radicais livres. Como foi observado na Tabela4, o
hidrolisado proteico apresentou baixa concentragdo dos aminoacidos sulfurados
metionina e cistina, explicando a baixa capacidade em sequestrar o radical ABTS em
relacao a capacidade de reduzir o ion ferro.

Em comparagcdo com a amostra do concentrado proteico sem sofrer
hidrélise, essa atividade de sequestro de radicais livres do hidrolisado pode ser
considerada alta. Diversos estudos relacionaram alguns aminoacidos que possuem
a capacidade de doar elétrons e/ou protons ou que contenham grupamentos
sulfidrilas, como a tirosina, triptofano, fenilalanina, histidina e cisteinas, apresentam a
capacidade de atuarem como sequestradores de radicais livres (SAMARANAYAKA,
LI-CHAN, 2011; SARMADI, ISMAIL, 2010; ELIAS, ELIAS, MCCLEMENTS,
DECKER, 2005). Esses aminoacidos foram encontrados na amostra GH 22%, pela

analise do conteudo total de aminoacidos (Tabela 4).

Atividade Antimicrobiana

Sitohy, Mahgoub e Osman (2012) encontraram atividade

antimicrobiana comparavel ao antibioético penicilina para amostras de glicinina,
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importante proteina da soja. Porém, neste trabalho, o hidrolisado e o concentrado
proteico do okara ndo apresentaram capacidade antioxidante contra as cepas
estudadas no presente trabalho, como pode ser observado na Figura 5. Ou seja, as
espécies E. coli, S. aureus e Salmonella ndo foram susceptiveis a acao dos

concentrados e hidrolisados proteicos do okara a uma concentragéao de 5%.

Figura 5 — Resultado das placas com o teste da atividade antimicrobiana do

hidrolisado e concentrado proteicos do okara.As letras nas imagens se referem a

qual microorganimo/amostra que foram testados, sendo: (a) - E. coli/concentrado
proteico de okara (CONC); (b) -E. coli/Hidrolisado; (c) -S. aureus/CONC; (d) -
S.aureus/Hidrolisado (e)— Salmonella/ CONC; (f)— Salmonella/ Hidrolisado.

Conclusao

Com este trabalho, foi possivel obter um modelo matematico
preditivo do grau de hidrélise usando a mistura das enzimas Alcalase e Flavourzyme

eliminando uma etapa no processo de hidrdlise. A condigdo 6tima foi temperatura de
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40 °C, pH 7,1, razdo enzima substrato de 5% e 90% de Alcalase e 10% de
Flavourzyme na mistura das duas enzimas. Nessas condigdes, foi possivel obter um
produto hidrolisado com baixo peso molecular, alta atividade antioxidante e bom
escore de aminoacidos essenciais. Tais resultados sugerem uma possivel aplicagao
do hidrolisado proteico do okara como uma alternativa de antioxidante natural para
alimentos ao invés do uso de antioxidantes sintéticos. Porém, o hidrolisado nao
apresentou atividade antimicrobiana com 5% de proteinas contra as espécies E. coli,

Salmonella e S. aureus.
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5.2. ARTIGO CIENTIFICO B: AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E
ANTIMICROBIANA DE HIDROLISADOS PROTEICOS DO OKARA COM
DIFERENTES GRAUS DE HIDROLISE

AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DE
HIDROLISADOS PROTEICOS DO OKARA COM DIFERENTES GRAUS DE
HIDROLISE

Dafne Garcia Pereira , Ariana Justus , Elza louko Ida, Louise Emy Kurozawa

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do grau de hidrélise (GH 0, 6, 12, 18 e
24%) sobre a atividade antioxidante e antimicrobiana de hidrolisados proteicos de
okara obtidos pela acédo da mistura das enzimas Alcalase e Flavourzyme. As
amostras foram avaliadas quanto ao perfil eletroforético, atividade antioxidante
(FRAP e ABTS) e atividade antimicrobiana. Para a amostra com os melhores
resultados, também foi avaliado o seu conteudo de aminoacidos totais. Os
hidrolisados apresentaram pesos moleculares variados, diminuindo com o grau de
hidrélise, melhor atividade antioxidante para todas as amostras hidrolisadas em
comparacdo com a nao hidrolisada, e ainda verificou-se que a amostra com
maiorgrau de hidrdlise 24% apresentou significativamente maior atividade na
reducdo dosions férricos e também apresentou um bom balan¢co de aminioacidos
essenciais. Porém nenhuma amostra apresentou atividade antimicrobiana contra as
espécies E. Coli, Salmonella e S. Aureus com 5% de proteinas. Dessa forma, os
resultados sugerem que com maior grau de hidrélise pode ocorrer a liberagéo de
peptideos com elevada atividade antioxidante principalmente pela redugéo dos ions
ferricos que é responsavel por catalizar reagdes oxidativas em biomoléculas.

Palavras-chaves: Concentrado proteico; clivagem proteica; FRAP; ABTS;
Eletroforese.

INTRODUGAO

O okara, que é o subproduto do processamento do extrato de soja,
tem grande potencial para a utilizagcdo nos alimentos, apesar de ser pouco utilizado
nas industrias alimenticias. Quantidades substanciais dos nutrientes da soja ficam
retidas no okara, sendo, até 20% das proteinas e 11% do dleo presentes
inicialmente nos graos de soja. Também, ha uma quantidade significativa de residuo
gerado, uma vez que, com 1 kg de gréos de soja, é possivel obter até 1,1 kg de

okara umido (O'TOOLE, 1999). Por isso, é importante o estudo de alternativas para
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introduzir os beneficios da soja na alimentacdo humana, seja como um ingrediente,
aditivo, ou como componente de uma mistura em um sistema alimentar.

Devido ao seu elevado conteudo de proteinas, o okara pode ser
utiizado como fonte para obtencdo de hidrolisados proteicos. A partir de
concentrados proteicos, pode-se realizar o processo de hidrdlise enzimatica das
proteinas, que consiste na clivagem das ligagcdes peptidicas, liberando assim uma
mistura de polipeptidios de pesos moleculares variados (DAMODARAM, 2010). Os
hidrolisados proteicos tém diversas aplicacdes na industria de alimentos. Podem ser
usados em alimentos especiais para fins geriatricos e infantis, por serem mais
disponiveis biologicamente para serem absorvidos, ou em suplementos e bebidas
para alimentacao esportiva (DAMODARAM, 2010).

Os hidrolisados também podem exercer atividade antioxidante e
antimicrobiana, tais atividades podem estar relacionadas com a extensdo da
hidrolise. Wang e Xiong (2005) relataram que maiores valores de grau de hidrélise
(GH) resultam em maior atividade antioxidante de hidrolisados proteicos. Uma vez
que a atividade antioxidante pode estar relacionada com o conteudo de aminoacidos
presentes no interior das proteinas, ela é limitada pela estrutura terciaria das
proteinas. A hidrolise enzimatica ajuda a expor residuos de aminoacidos,
aumentando a atividade antioxidante com o GH (JAMDAR et al. 2010; KARAMAC, et
al. 2014; ELIAS et al. 2008). Os peptideos também estdo relacionados com a
atividade antimicrobiana, principalmente os de baixo e médio peso molecular, por
exemplo, proteinas altamente hidrofébicas com pesos moleculares entre 27 e 31
kDa isoladas de peixes foram associados com forte atividade antibacteriana (EBRAN
et al. 1999; SITOHY, MAHGOUB E OSMAN, 2012). De modo geral, estudos
apontam que os peptideos atuam principalmente na membrana plasmatica do
microrganismo. Os peptideos podem interagir com os lipideos da membrana,
resultando na alteracdo da permeabilidade dessa membrana, ou ainda os peptideos
de menores pesos moleculares podem se transpor para o citoplasma e agir sobre os
componentes. Ambos os mecanismos sao vitais para um microrganismo (GOBBETTI
et al.,, 2004; BENKERROUM, 2010). Dessa forma o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito do grau de hidrdlise sobre a atividade antioxidante e antimicrobiana
de hidrolisados proteicos de okara, obtidos pela acdo da mistura das enzimas

comerciais, a endopeptidase Alcalase® e a exopeptidase Flavourzyme®.
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MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Para a realizagéo deste trabalho, o okara foi fornecido pela Cocamar
Cooperativa Agroindustrial (Maringa, PR, Brasil). As enzimas que foram utilizadas na
hidrélise enzimatica proteica sdo a endoprotease Alcalase®2.4L FG oriunda de
Bacillus licheniformis, com atividade declarada de 2.4 AU-A/g e a exoprotease
Flavourzyme® 1000L, oriunda de Aspergillus oryzae, com atividade declarada de
1000 LAPU/g (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca). Para a extracdo das proteinas
da farinha de okara desengordurada, foi utilizado o complexo multi-enzimatico
(composto por celulase, hemicelulase, xilanase e a B-glucanase) Viscozyme® da
Novozymes, oriunda de Aspergillus aculeatus, com atividade declarada 100 FBG/g

(Fungica Beta-Glucanase).
METODOS
Caracterizagcao do okara

O okara foi desidratado em estufa com circulagéo de ar a 50°C por
24 h e moido em um moinho de facas para a obteng¢ao da farinha de okara. A farinha
foi desengordurada com n-hexano (1:10, p/v) por 2 h em uma mesa agitadora orbital
(modelo Ma-140, Marconi) a temperatura ambiente, filtrada a vacuo e armazenada
em freezer doméstico até o inicio dos experimentos. A farinha de okara
desengordurada foi caracterizada quanto a composigdo centesimal em base seca:
umidade 9,41+0,07 g/100g, proteinas 33,75+0,35 g/100g, cinzas 4,95+0,02 g/100g,
lipideos 0,91+0,13 g/100g, fibras 58,83t4,44 g/100g (AOAC,1997), e
carboidratos1,56+0,37 g/100g (calculados por diferenca).

Obtengao do Concentrado Proteico do Okara

Previamente as etapas de extracdo e concentracdo das proteinas do

okara, foi realizado um pré-tratamento enzimatico da farinha de okara
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desengordurada com o complexo de carboidrases Viscozyme® visando romper a
parede celular do okara e aumentar a eficiéncia de extragao das proteinas, segundo
o método descrito por (FIGUEIREDO, 2015). As proteinas do okara foram extraidas
de acordo com a metodologia descrita por Ma et al. (1997) com algumas
modificagdes que se baseia na extragado das proteinas (pH 9, 60°C, 30 min) seguido
de precipitagédo isoelétrica das proteinas (pH 4,5) recuperada por centrifugacado a
14.204xg por 30 min a 4°C e liofilizada (Liofilizador Labconco). O concentrado
proteico de okara apresentou a seguinte composigdo centesimal em base seca:
conteudo de umidade 4,27+0,17 g/100g, proteinas 77,19+0,98 g/100g, cinzas 2,40+0,04
g/100g, lipideos 0,64+0,32 g/100g (AOAC, 1997) carboidratos 19,77+1,05 g/100g

(calculados por diferenca).
Hidroélise Enzimatica do Concentrado Proteico do Okara

A hidrdlise foi realizada em um béquer encamisado de 250 mL com
sistema de agitacdo e aquecimento utilizando o método pH-stat descrito por Adler-
Nissen (1985). Para cada experimento de hidrdlise, foi utilizado 1,5 g de concentrado
proteico e 75 ml de &gua destilada. A mistura foi transferida para o
béquerencamisado,sendo agitada por um agitador magnético, aquecida por um
banho termostatizado com sistema de circulagdo externa a 40 °C, e o pH ajustado
com solugédo de NaOH 1N para 7,1. Em seguida, as enzimas (90% de Alcalase/10%
de Flavourzyme) foram adicionadas na razdo de 5% de enzima em relagao ao
substrato (Condigdes obtidas em trabalho anterior, dados ainda nao publicados) a
mistura foi monitorada, titulando-se manualmente e continuamente NaOH 0,1N , de
modo a manter o pH constante durante toda a reagcdo. O conteudo de base
consumido foi anotado em intervalos de 5 em 5 min na primeira hora, 10 min na
segunda hora, 15 min para as duas horas seguintes e 30 min até que as variacdes
do consumo da base foram insignificantes. O processo de hidrdlise foi monitorado
através da determinacéo do grau de hidrdlise, que foi obtido pelo método pH-stat ou
metodo de titulacdo de grupos a-amino liberados em pH e temperatura constantes.
(ADLER-NISSEN; 1985). Os ensaios experimentais foram conduzidos de modo a
obter amostras com diferentes graus de hidrdlise, (GH 6, 12, 18 e 24 %) e com GH

de 0%, referente ao concentrado proteico sem sofrer hidrdlise proteica (amostra
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controle). A reacdo enzimatica foi finalizada pela inativagdo da enzima por
aquecimento a 90°C por 10 min, seguida de resfriamento a temperatura ambiente.
Posteriormente, os hidrolisados obtidos em cada um dos diferentes graus de
hidrolise foram avaliados quanto as suas propriedades antioxidantes e

antimicrobiana.

Perfil Eletroforético

A determinacao do perfil eletroforético das proteinas concentradas
do okara foi feita de acordo com a metodologia de Laemmli (1970), utilizando gel tris-
HCI com 20% de acrilamida e gel de empilhamento de 4%.A amostra do
concentrado foi diluida em uma solu¢cao tampao contendo 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 5%
de B-mercaptoetanol, de modo a obter uma concentragdo de proteina de 0,4%. A
amostra foi aquecida a 95°C por 4 min. Apds, aliquotas de 10 uL de amostra foram
aplicadas no gel com 2% de SDS e 20% de glicerol. As analises foram realizadas em
um sistema Mini-protein Il (Electrophoresis Power Supply Loccus Biotecnologia, Sao
Paulo, Brasil), e o gel correu a 120 V. O perfil de massa molecular das proteinas foi
determinado utilizando-se o padrao Precision Plus Protein (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, EUA).

Os perfis eletroforéticos dos hidrolisados proteicos com diferentes
valores de GH foram feitos de acordo com a metodologia de Schagger, Jagow
(1987). Utilizando gel de separacao Tris-Tricina com 10% de acrilamida e gel de
empilhamento de 4%.As amostra dos hidrolisados foram diluidas em uma solugéo
tampao contendo 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 5% de B-mercaptoetanol, de modo a obter
uma concentracado de proteina de 2% e foram aquecidas a 37 °C por 15 min. Apds,
aliquotas de 10 pL de cada amostra foram aplicadas no gel. As analises foram
realizadas em um sistema Mini-protein |l (Electrophoresis Power Supply Loccus
Bioltecnologia). O gel correu inicialmente a 30V até todas as amostras entrarem no
gel de empilhamento, aumentando a voltagem a cada 15 min para 50 V, 100 V, 150
V e 190 V. Esta ultima foi mantida até que o marcador azul atingisse 1 cm da borda
inferior do gel, aumentando a voltagem para 240 V. A voltagem foi entdo aumentada
para 270V quando o marcador azul atingiu 0,5 cm da borda inferior do gel e mantido

até o final. O perfil de massa molecular das proteinas foi determinado utilizando o
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padrao de polipepitideos (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA).

Determinacgao da Atividade Antioxidante Utilizando o Radical ABTS

A capacidade antioxidante dos hidrolisados e do concentrado
proteico frente ao radical livre ABTS" foi realizada de acordo com Sanchez-Gonzales
et al. (2005) com modificagbes. A solugdo ABTS foi preparada em meio aquoso. O
céation ABTS" foi produzido reagindo a solugéo estoque ABTS 7 mM com persulfato
de potassio 140 mM. A solugdo ABTS™foi diluida com tampéo fosfato (pH 7,4) para
uma absorbancia de 0,700 em 730 nm. As amostras de concentrado e dos
hidrolisados foram diluidas em 4mL da solucdo ABTS’, e as leituras de absorbancia
a 730 nm foram realizadas apds 6 min de reacdo. Solucbes de etanol com
concentracbes conhecidas de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) (1,25 a 10 uMol/L) foram usadas para
calibracdo. O ensaio foi realizado em triplicata, e os resultados de capacidade
antioxidante foram expressos como uM de Trolox equivalente (TE) por grama de

amostra liquida.

Determinacdao da Atividade Antioxidante Utilizando FRAP - Método de

Reducgao do Ferro

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método
FRAP, foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com algumas
modificagdes. O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, misturando
25 mL de tampao acetato (100 mM; pH 3,6), 2,5 mL de solugédo estoque de TPTZ
(2,4,6-tripyridyl-s-triazine; 10 mM) e 2,5 mL de solugdo estoque de FeCl;.6H,0
(20mM). Para a reagao, foram adicionados 30 pyL de amostra e 70 pyL de agua
destilada a 900 uL de reagente FRAP. Para o branco, foram adicionados 900 uL de
reagente FRAP em 100 pyL de agua destilada. A reacdo ocorreu no escuro,
mantendo a temperatura em 37°C durante 30 min. As leituras de absorbancia foram
feitas a 593 nm em um espectrofotdbmetro UV-visivel. Os resultados foram
correlacionados com uma curva padrdo de Trolox constituida com solugbes de
concentragdes variadas de 50 a 500 uyM preparados a partir da solugdo padréo de

Trolox (10mM). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados de
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capacidade antioxidante foram expressos como uM de Trolox equivalente (TE) por

grama de amostraliquida.

Conteudo de Aminoacidos totais

A composicdo de aminoacidos do hidrolisado proteico obtido nas
melhores condi¢des foi determinada por digestdo em HCI 6 N/0,1% de fenol a 110
°C durante 20 h, de acordo com o método Pico-Tag descrito por White et al. (1986).
Apds hidrolise acida, a derivatizagdo da amostra foi iniciada por adicdo de uma
solucao de etanol:agua: trietilamina: fenilisotiocianato (7:1:1:1, v/v), que foi misturada
com o auxilio de um misturador de vértice e deixou-se repousar a temperatura
ambiente durante 20 min. A identificacdo dos aminoacidos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) utilizando uma coluna LUNA C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA).A
qualidade nutricional do hidrolisado foi avaliada pelo escore de aminoacido totais,
que compara os niveis de aminoacidos essenciais na amostra com o padréo de
proteinas, recomendado pela FAO / WHO (1991).

Determinacao da atividade antimicrobiana por difusao por cavidade em agar

A atividade antimicrobiana dos hidrolisados (GH 6, 12, 18 e 24%) e
da amostra controle n&o-hidrolisada (GH 0%) foram determinadas pelo método de
difusdo por cavidade em agar (MUFANDAEDZA et al., 2006) com algumas
modificagbes. As cepas bacterianas, de Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella enteritidis (ATCC 13076)foram
reativadas em caldo BHI. A concentracédo de cada indculo foi padronizada pelo
ajuste da densidade optica na escala 0,5 de Mc Farland (correspondente a 1,5.108
UFC.mL-1). Uma aliquota de 100 pL das suspensdes foi semeada em agar Mueller-
Hinton. Foram feitos pogos de 8 mm aos quais foram adicionados 15 pl do
hidrolisado e do concentrado com 5% de proteinas. As placas foram mantidas a 4°C
por 3 h para permitir a difusdo do caldo concentrado no meio de cultura antes do
crescimento das cepas patogénicas, depois as placas foram incubadas por 24 h a 37

°C. Para a determinagcao da atividade antimicrobiana das amostras, os halos de
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inibicdo se formados serdo medidos com o auxilio de um paquimetro.

Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o software Statistica 10
(Statsoft, Tulsa, EUA), para a analise de variancia (ANOVA), e teste de comparagao

de médias de Tukey com 95% de confianga.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Cinética de Hidrolise Enzimatica das proteinas do okara

O comportamento padrao da curva de uma reacao enzimatica
apresenta duas fases distintas. Inicialmente ha uma alta taxa de reagao, onde ocorre
uma quebra intensa de ligacbes peptidicas com elevado aumento no grau de
hidrélise, caracterizado pela alta disponibilidade de substrato no inicio da reacéo,
que estdo sendo clivados rapidamente. Apos um determinado tempo, numa segunda
fase da reagdo enzimatica, a taxa de reagado diminui, tendendo a ficar constante o
grau de hidrdlise. Tal reducdo da velocidade da reacdo pode ser devido a menor
disponibilidade de substrato para as enzimas. Também pode ser devido a uma
possivel inibicdo das enzimas pelos produtos da propria hidrélise e ou desnaturacao
das enzimas (GONZALEZ-TELLO et al.1994; O'MEARA e MUNRO 1984; ADLER-
NISSEN, 1985, KUROZAWA et. al. 2008).

A cinética de reacdo (Figura 1) mostrou um comportamento
nao esperado para o hidrolisado com GH 24% com uma pequena elevagdo no GH
(apds cerca de 400 min) pouco antes da estabilizagdo da reagéo, que ocorreu apos
8 horas de processo enzimatico. Bamdad, Wu e Chen (2011) também observaram
comportamento semelhante para hordeina de cevada hidrolisada com a enzima
Flavourzyme. Os autores atribuiram esse comportamento aos grupamentos
sulfidrilas caracteristicos da hordeina de cevada. Apesar de estar em menor
qguantidade na composicdo dos aminoacidos do hidrolisado (Tabela 3), a amostra
apresentou 1,48g/100g de proteinas de metionina e 1,60g9/100g de proteinas de

cisteina que sao aminoacidos sulfurados. Segundo Damodaram (2010), essa
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interacdo de pontes de dissulfetos ajuda na estabilidade e manutencao da forma
dobrada das proteinas em sua estrutura terciaria e provavelmente isso dificultou o
acesso da enzima aos sitios de ligagdo na etapa inicial da reacdo de hidrdlise. Tal
clivagem destes sitios ativos pode ter ocorrido somente apos 8 horas de processo,

indicado pelo aumento do GH.

Figura 1— Cinética da hidrélise enzimatica do hidrolisado com grau de hidrolise de
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Caracterizagao das amostras com diferentes graus de hidrélise

Os hidrolisados com diferentes valores de GH e a amostra controle
(GH 0%) liofilizados foram caracterizados quando ao teor de proteinas e umidade
(Tabela 1). Para verificar o efeito da hidrélise enzimatica proteica, os hidrolisados e a
amostra controle foram avaliados quanto ao peso molecular das proteinas por
eletroforese, atividade antioxidante, composi¢ao total de aminoacidos e atividade

antimicrobiana.
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Tabela 1- Teores de umidade e proteinas das amostras em diferentes graus de hidrolise
(GH).

Amostra Umidade (g/100g) Proteinas (g/100g) b.s*
GH 0% 9,5610,67° 73,61+0,49°

GH 6 % 9,05+0,06° 73,200,017
GH12 % 9,13+1,39° 70,20+2,56°
GH 18 % 10,3441,34° 73,63+1,87°
GH24% 9,39+40,28° 70,10+0,79°

*b.s = base seca. *Médiatdesvio padrdo. Letras diferentes indicam quas as amostras apresentam

diferenga significativa a 5% (p < 0.05).

Eletroforese

O perfil eletroforético da amostra com GH 0% apresentou apenas
duas bandas mais evidentes, que estdo com peso molecular médio pouco menores
que 20 kDa e 37 kDa. Algumas bandas mais fracas de tamanhos variados (Figura 2)
também podem ser observadas. A principal proteina da soja é a glicinina, que é
composta por polipeptidios acidos e basicos de aproximadamente 36-40 kDa e 18-
20 kDa, respectivamente (RENKEMA et al., 2002; SINGH; MOHAMED, 2007).
Provavelmente as duas bandas mais evidentes encontradas da eletroforese séo
correspondentes aos polipeptidios que formam a glicinina.

Para as amostras que foram hidrolisadas, foi possivel verificar o
aparecimento de bandas difusas resultado da clivagem das proteinas. Nas amostras
com menores GH (6 e 12%), ainda estdo presentes em grandes quantidades
proteinas com maiores pesos moleculares na faixa de 14,4 a 26,6 kDa, uma vez
que as bandas estdo extensas e escuras nessas amostras.Ja para as amostras com
maiores GH (18 e 24%), observa-se também o efeito do processo de hidrdlise das
proteinas, com bandas difusas de peso molecular inferior a 15 kDa e 7 kDa,
respectivamente (Figura 2). Esses resultados mostram que, quanto maior o GH das
amostras, menor foi o peso molecular das proteinas restantes no hidrolisado,
podendo até ter ocorrido a liberacdo de aminodacidos livres, que por terem pesos
moleculares bem menores, néo ficaram retidos no gel de eletroforese impedindo a
sua visualizacdo (MAHMOUD, 1994).
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Figura 2 — Eletroforese em gel de SDS-PAGE Tris-HCI para a
amostra com grau de hidrolise (GH) de 0%, e em SDS-PAGE Tris-Tricina para as
amostras com GH 6,12,18 e 24%.
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Hamada (2000) verificou que os hidrolisados proteicos do farelo de
arroz usando separadamente as enzimas Alcalase e Flavourzyme apresentaram
pesos moleculares de 10 a 90 kDa, respectivamente. O autor relatou que apenas
53% e 3,8% das proteinas hidrolisadas usando Flavouzyme e Alcalase,
respectivamente, ficaram com pesos moleculares entre 1 e 3 kDa. Comparando ao
presente trabalho, essa diferenga pode ser atribuida ao uso das enzimas separadas,
a origem das proteinas e ao baixo GH das amostras, onde esse autor conseguiu
7,5% para Alcalase e 8,8% para a Flavourzyme. Tironi e Anon (2010) obtiveram
hidrolisados protéicos de amaranto, em fragbes com diferentes pesos moleculares

sendo entre 10 e 0,25 kDa, que foram separados por cromatografia.
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Atividade antioxidante

Como pode ser observada na Tabela 2, a atividade antioxidante das
amostras aumentou significativamente com a hidrélise enzimatica para ambos os
métodos avaliados. A atividade antioxidante de sequestro do radical catidbnico ABTS
dobrou da amostra ndo-hidrolisada (GH 0%) para o hidrolisado com GH 6%;
entretanto, ao aumentar o GH das amostras (12,18 e 24%), néo houve diferenca
significativa. Ja para o método de FRAP, que analisa a capacidade da amostra
antioxidante em reduzir o ion férrico, aumentou significativamente entre a amostra
nao-hidrolisada (GH 0%) e os hidrolisados proteicos. Para as amostras com GH 6,
12 e 18%, houve diferenca significativa entre esses hidrolisados. Por outro lado, ao
elevar o GH para 24%, ocorreu um aumento na atividade antioxidante de cerca de
trés vezes maior em comparagdao a amostra controle (GH 0%). Saito et al. (2003)
afirmaram que a proteina hidrolisada possui maior atividade antioxidante se
comparada a proteina intacta, uma vez que os grupos R e C-terminais dos
aminoacidos ficam expostos apds a clivagem das proteinas p-conglicinina e glicinina
da soja, e em fungado do menor peso molecular das amostras apoés a hidrolise que foi
observado na eletroforese (Figura — 2) pode-se afirmar que houve exposi¢cao dos

grupos R e C-terminais dos aminoacidos dos hidrolisados.

Tabela 2— Atividade antioxidante pelos métodos de ABTS e FRAP.

ABTS FRAP
Amostras (mMTrolox/g de Hidrolisado (mM Trolox/g de
liquido) Hidrolisado liquido)
GH 0% 4,78 + 0,03 46,73 £ 0,47°
GH 6% 8,78 £+ 0,122 123,55 + 0,52°
GH 12% 8,96 + 0,412 127,76 £ 5,04°
GH 18% 8,85 + 0,252 124,84 + 4,51°
GH 24% 9,562 +0,21° 161,91 + 4,49°

*Médiatdesvio padrdo. Letras diferentes indicam quas as amostras apresentam diferenga significativa
a 5% (p <0.05).

Sbroggio et al. (2016) também obtiveram hidrolisados proteicos de
okara em diferentes graus de hidrélise, separadamente com as enzimas Alcalase e
Flauvorzyme, e obteve resultados semelhantes para as atividades antioxidantes de

ABTS e FRAP, que também aumentaram significativamente entre as amostras
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hidrolisadas e a amostra controle GH 0%, confirmando que os hidrolisados possuem
maior capacidade antioxidante se comparados com a proteina intacta.

As amostras apresentaram maior atividade antioxidante na redugao
dos ions férricos, se comparada com o método de ABTS que mede a atividade de
sequestro de radicais livres das amostras (KUSKOSKI et al., 2005). Segundo
Sarmadi e Ismail (2010), a composicdo de aminoacidos influencia na atividade
antioxidante de hidrolisados, sendo que os aminoacidos sulfurados sdo os que
possuem maior atividade de sequestro de radicais livres. De acordo com a Tabela 4
de composicdo de aminodacidos totais, verifica-se que o hidrolisado proteico do okara
€ deficiente em aminoacidos sulfurados. Tal fato pode explicar porque as amostras
apresentaram maior atividade antioxidante na reducéo dos ions férricos do que para

o sequestro de radical livre.

Conteudo total de aminoacidos

Estudos relacionam a atividade antioxidante com a presencga de
determinados aminoacidos. Para verificar essa relagao, foi realizada a analise do
conteudo total de aminoacidos (Tabela - 3) da amostra que apresentou maior
atividade antioxidante, ou seja, para a amostra com GH 24%.

A tabela 4 mostra o perfil dos aminoacidos encontrados no
hidrolisado com GH de 24%. Essa amostra apresentou baixos teores de metionina e
cisteina, que sdo aminoacidos sulfurados, enquanto que os maiores teores de
aminoacidos encontrados na amostra foram de acido glutamico e aspartico. Esses
resultados corroboram ao que foi observado na andlise de eletroforese, onde
encontrou-se bandas correspondentes aos polipeptidios acidos e basicos isolados
de glicinina, principal proteina encontrada no okara, sendo que, estudos realizados
por Yuan et al. (2009) relata que esses polipeptidios acidos e basicos sao ricos em

acido glutamico e aspartico.
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Aminoécidos Totais GH24% FAO/WHO (1991)' _score de
N&o essenciais g/100g de proteinas
Alanina 4,06+0,01
Arginina 6,44+0,03
Ac. Aspartico 12,20+0,08
Cisteina 1,60+0,09
Ac. Glutamico 20,48+0,11
Glicina 4,64+0,01
Prolina 5,36+0,01
Serina 5,40+0,02
Tirosina 4,03+0,01
Essenciais g/100g de proteinas
Histidina 2,48+0,01 1,9 1,3
Isoleucina 4,98+0,02 2,8 1,8
Leucina 7,13+0,04 6,6 1,1
Lisina 5,50+0,04 5,8 0,9
Metionina 1,48+0,06 2,52 1,2
Fenilalanina 5,33+0,07 6,3° 1,5
Treonina 3,91+0,01 3,4 1,2
Triptofano Nd Nd Nd
Valina 4,96+0,04 3,5 1,4

'Referencia FAO/WHO (1991) Padrao de aminoacidos essenciais para a crianga de 2-5 anos.

’Metionina + Cisteina
% Fenilalanina + Tirosina
Nd = Nao determinado.

Os aminoacidos sao divididos em essenciais e ndo essenciais,

sendo que o0s aminoacidos que sado essenciais devem ser ingeridos pela

alimentacgédo, pois o organismo humano ndo consegue sintetizar esses aminoacidos

(FRANCO, 2005). Por isso, é importante que amostra analisada tenha um adequado

balanco de aminoacidos essenciais. A qualidade nutricional de uma amostra proteica

pode ser avaliada pelo escore de aminoacidos, que compara 0s niveis de

aminodacidos essenciais na amostra com os de padrdo de proteina (g aminoacidos

da amostra/g aminoacidos do padrdo), recomendado pela FAO/WHO (1991). Ao

analisar a tabela 4, apesar da lisina apresentar o valor de escore abaixo de 1, o

hidrolisado ainda pode ser considerado como uma boa fonte de aminoacidos

essenciais.
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Atividade antimicrobiana

Todas as amostras testadas a 5% de proteinas n&o apresentaram
atividade antimicrobiana contra cepas de E. Coli, S. aureus e Salmonella. A Figura 3
ilustra esses resultados para o hidrolisado proteico com GH de 24%. Sitohy,
Mahgoub e Osman (2012) encontraram atividade antimicrobiana comparavel ao
antibiético penicilina para amostras de glicinina numa concentragado de 100 pg/mL.
Provavelmente, como nas amostras de hidrolisados neste trabalho a glicinina ndo foi
isolada para os ensaios de atividade antimicrobiana, n&o foi verificado essa

atividade.

Figura 3 — Resultado das placas com o teste da atividade antimicrobiana do

hidrolisado com GH 24%. As letras nas imagens se referem ao microorganimo,

sendo: (a) - E. coli (b) - S. aureus (c) — Salmonella.

CONCLUSAO

Com a avaliagdo dos hidrolisados proteicos em diferentes graus de
hidrélises, € possivel concluir que o grau de hidrolise € importante para a melhora da
atividade antioxidante, principalmente no método de redugao de ions férricos, assim
como também é importante conhecer os pesos moleculares e a composi¢do de
aminoacidos que estdo envolvidos nesses mecanismos. Apesar de todas amostras
mostrarem que possuem boa atividade na redugao do ion férrico, 0 aumento no grau

de hidrélise aumentou essa atividade, sendo o hidrolisado com GH 24%
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queapresentou melhorcapacidade de reducao de ions ferricos. Ja para a capacidade
de sequestro de radicais livres, uma hidrélise branda e mais rapida, atingindo
apenas GH 6% ja é suficiente para obter amostras com boa atividade nesse método.
Porém, nenhuma das amostras neste trabalho apresentou atividade antimicrobiana
contra as espécies E. Coli, S. aureus e Salmonella com 5% de proteinas. Assim,
uma possivel aplicacdo desses hidrolisados deve estar relacionada com a sua alta
atividade antioxidante, possivelmente como um ingrediente visando previnir a

oxidacao de um sistema alimentar.
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6. CONCLUSAO

Com este trabalho, foi possivel otimizar a hidrolise enzimatica das
proteinas do okara e verificar qual a melhor condigdo para se obter maior grau de
hidrdlise, utilizando duas enzimas com agdes cataliticas diferentes, que foi com a
temperatura de 40°C, pH 7,1, razdo enzima substrato de 5% e 90% de Alcalase e
10% de Flavourzyme na mistura das suas enzimas. Também foi possivel obter
amostras com elevada atividade antioxidante, principalmente com a capacidade de
reducdo do ion férrico, baixo peso molecuar, adequadaqualidade nutricional na
composicao total de aminoacidos essenciais e que o grau de hidrélise pode
influenciar nessas propriedades e melhorrar a atividade antioxidade para o método
de FRAP. Porém, nenhuma das amostras neste trabalho, apresentou atividade
antimicrobiana com 5% de proteinas. Assim, uma possivel aplicagdo desses

hidrolisados deve estar relacionada com a sua alta atividade antioxidante.





