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Vocé pode ter defeitos, viver ansioso e ficar
irritado algumas vezes, mas ndo se esqueca de que
sua vida é a maior empresa do mundo

E vocé pode evitar que ela va a faléncia.

Ha muitas pessoas que precisam, admiram e torcem
POr Vocé.

Gostaria que vocé sempre se lembrasse de que ser
feliz ndo é ter um céu sem tempestade,

caminhos sem acidentes, trabalhos sem fadigas,
relacionamentos sem desilusoes.

Ser feliz é encontrar for¢a no perddo, esperanca
nas batalhas, seguran¢a no palco do medo, amor
nos desencontros.

Ndo é apenas comemorar o sucesso, mas aprender
li¢oes nos fracassos.

Ser feliz ¢ reconhecer que vale a pena viver,
apesar de todos os desafios, incompreensoes e
periodos de crise.

Ser feliz ¢ deixar de ser vitima dos problemas e
se tornar um autor da propria historia.

E agradecer a Deus a cada manhd pelo milagre da
vida.

Jamais desista de si mesmo.

Jamais desista das pessoas que vocé ama.
Jamais desista de ser feliz, pois a vida é um
obstaculo imperdivel, ainda que se apresentem
dezenas de fatores a demonstrarem o contrario.

"Pedras no caminho? Guarde todas, um dia

construira um castelo...”

Fernando Pessoa
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RESUMO

O amaranto vem se destacando como uma excelente fonte alternativa ou complementar de
proteinas alimentares devido a sua composi¢ao balanceada em aminoacidos essenciais. A
cultura do amaranto (Amaranthus cruentus BR Alegria) vem sendo introduzida no Brasil
por sua 6tima qualidade nutricional, alto teor de proteinas e melhor valor bioldgico que a de
cereais, e funcional, além de caracteristicas agrondmicas de adaptabilidade. Apesar de o
amaranto ter sido bem caracterizado quimicamente e apresentar componentes relacionados
a diferentes atividades bioquimicas com potencial fisioldgico, pouco se conhece sobre seu
potencial funcional. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade inibidora da
enzima conversora da angiotensina (ECA) e a capacidade ligante de acidos biliares (AB) da
farinha desengordurada de amaranto e seus produtos. Farinha integral foi obtida pela
moagem do grao de Amaranthus cruentus (variedade BR Alegria) e tratada com hexano
para obtengdo da farinha desengordura (FDA), utilizada para a produgdo do concentrado
protéico de amaranto (CPA). Para obtengdao de hidrolisados protéicos, CPA, sem e¢ com
tratamento térmico prévio (90°C/ 30 minutos), foi hidrolisado com a enzima Alcalase, até
atingir 12% de grau de hidrélise (GH). As farinhas e seus produtos derivados foram
caracterizados quanto a composicdo e perfis eletroforético e cromatografico de suas
proteinas. A digestdo in vitro das proteinas também foi avaliada e o material digerido
utilizado para avaliagdo da atividade inibidora da ECA. A farinha integral de amaranto e
seus derivados apresentaram composi¢do semelhante a encontrada na literatura. O
tratamento térmico prévio do CPA ndo alterou o padrdo de atividade das enzimas utilizadas,
pois o perfil eletroforético e cromatografico (fase reversa e exclusdo molecular) mostraram-
se semelhantes. Todos os hidrolisados protéicos e digeridos apresentaram capacidade de
inibir a ECA in vitro. No entanto, os digeridos do CPA sem e com tratamento térmico
prévio (DCPAst e DCPALtt respectivamente) apresentaram menor atividade inibidora da
ECA (ICsyp de 0,439 mg proteina/mL e 0,475 mg proteina/mL respectivamente) que os
hidrolisados com Alcalase tanto antes (HPAst e HPAtt) como apods a digestdo in vitro
(DHPAst e DHPAtt) que apresentaram ICsy 0,118 a 0,176 mg de proteina/mL. Estes
resultados sugerem que, in vivo, a ingestao da proteina de amaranto intacta pode apresentar

menor atividade inibidora da ECA quando comparada a ingestdo da proteina previamente
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hidrolisada com Alcalase. A digestdo in vitro nao alterou a atividade inibitéria da ECA dos
hidrolisados, sugerindo que os peptideos inibidores da ECA liberados pela agdo da Alcalase
foram resistentes a hidrolise gastrintestinal. A capacidade ligante de acidos biliares dos
produtos de amaranto (FDA, CPA, HPAst e residuo alcalino — RA - obtido da extracao do
CPA) e da colestiramina (utilizada como controle positivo), foi diferente em fungdo do
acido biliar estudado (acidos colico, taurocolico, glicocdlico e deoxicolico). A
colestiramina apresentou a maior atividade ligante para todos os AB testados, diferindo-se
de todas as amostras (p<0,05). O RA, mais rico em fibras (8,6%), apresentou a menor
atividade ligante para os AB testados, com exce¢do do acido glicocolico, que os demais
produtos. A FDA apresentou atividade ligante intermedidria para todos os AB, porém
semelhante a do CPA com o acido deoxicélico e do HPAst com o 4cido taurocolico, que
apresentaram as maiores atividades. A FDA e CPA apresentaram capacidade ligante de
acidos biliares secundarios toxicos a mucosa intestinal. A partir dos resultados obtidos nao
foi possivel afirmar se foram as proteinas, as fibras ou eventualmente outro componente
ndo avaliado, o principal responsavel por esta atividade. Com a comprovacao das
atividades inibidora da ECA e ligante de acidos biliares in vitro, sugere-se a realizagdo de
estudos in vivo, sendo o experimento in vivo um método mais confidvel para avaliar a

atividade bioldgica das proteinas de amaranto e demais componentes.

Palavras-chave: Amaranto, Hidrolisados protéicos, digestio enzimdtica, Enzima

conversora de angiotensina, atividade ligante de acidos biliares
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ABSTRACT

Amaranth has been highlighted as an excellent alternative or complementary source of food
protein due to its balanced amino acid composition. The culture of amaranth has been
introduced into Brazil on account of its optimum nutritional (high protein content and better
biological quality than that of cereal protein) and functional quality, apart from its
agricultural characteristics and adaptability. Although amaranth has been well characterised
chemically and present components related to different biochemical activities with
physiological potential, little is known about its functional potential. The objective of the
present work was to evaluate the inhibitory activity of the angiotensin converting enzyme
(ACE) and the capacity to bind with the bile acids (BA) of defatted amaranth flour and its
products. Whole flour was obtained by grinding the Amaranthus cruentus grain (BR
Alegria variety), and treating with hexane to obtain the defatted flour (ADF), used to
produce the amaranth protein concentrate (APC). To obtain the protein hydrolysates, APC,
with and without prior heat treatment (90°C/ 30 minutes), was hydrolysed using the enzyme
Alcalase to a 12% degree of hydrolysis (DH). The flours and their derived products were
characterised with respect to the electrophoretic and chromatographic compositions and
profiles of their proteins. The in vitro digestibility of the proteins was also evaluated and
the digested material used to determine the ACE inhibitory activity. The whole amaranth
flour and its derivatives presented a composition similar to that found in the literature, and
the prior heat treatment of the APC did not alter the activity pattern of the enzymes used,
since the electrophoretic and chromatographic profiles (reverse phase and molecular
exclusion) were shown to be similar. All the protein hydrolysates, before and after
digestion, showed in vitro ACE inhibitory capacity. However, the digested APC, with or
without prior heat treatment (DAPCnt and DAPCht, respectively) presented less ACE
inhibitory activity (ICso of 0,439 mg protein/mL and 0,475 mg protein/mL, respectively)
than the Alcalase hydrolysates both before (APHnt and APHtt) and after in vitro digestion
(DAPHnt and DAPHLtt), which presented ICsy values of from 0,118 to 0,176 mg
protein/mL. These results suggest that, in vivo, the ingestion of intact amaranth protein
could present less ACE inhibitory activity than when ingesting protein previously

hydrolysed with Alcalase. In vitro digestion did not change the ACE inhibitory activity of
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the hydrolysates, suggesting that the ACE inhibitory peptides liberated by the action of
Alcalase were resistant to gastro-intestinal hydrolysis. The bile acid binding capacity of the
amaranth products (ADF, APC, APHnt and the alkaline residue — AR — obtained from the
extraction of APC) and of cholestyramine (used as the positive control), varied as a
function of the bile acid studied (cholic, taurocholic, glycocholic and deoxycholic acids).
The cholestyramine showed greater binding activity with all the BAs tested, differing from
all the samples (p<0,05). The fibre-rich (8,6%) AR presented the least binding activity with
all the BAs tested, as compared to the other products, with the exception of with
glycocholic acid. The ADF presented intermediate binding activity with all the BAs, which
was nevertheless similar to that of APC with glycocholic acid and of APHnt with
taurocholic acid, which presented the highest activities. The ADF and APC presented
binding capacity with the secondary bile acids toxic to the intestinal mucous membrane.
From the results obtained, it was not possible to affirm if it was the proteins, fibres or even
some other non-evaluated component, that was responsible for this activity. Having proven
the ACE inhibitory and bile acid binding activities in vitro, it is important to also carry out
in vivo studies, since the in vivo experiment is a more reliable method to evaluate the

biological activity of the amaranth proteins and their other components.

Keywords: Amaranth, Protein hydrolysates, enzymatic digestion, Angiotensin-converting

enzyme, binding bile acids capacity
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Introducdo

1. INTRODUCAO

Numerosos trabalhos de investigacdo cientifica tém sido realizados com o objetivo
de esclarecer os beneficios a satde dos mais diversos tipos de nutrientes e alimentos
funcionais. Isso fortalece a potencialidade da nutri¢do preventiva que atrai cada vez mais os
consumidores preocupados em melhorar seu estado de satde através da alimentacgdo

(BELLO, 1995).

O amaranto vem se destacando como uma excelente fonte alternativa ou
complementar de proteinas alimentares devido a sua composicdo balanceada em
aminoacidos essenciais, sendo rico em aminoacidos sulfurados (CASTELLANI,
MARTINEZ ¢ ANON, 2000) e em lisina, que ¢ o aminoacido limitante em outros cereais
(BECKER et al, 1981; BREENE, 1991; KIM, KIM e SHIN, 2006a; MARTIROSYAN,
MIROSHNICHENKO e KULAKOVA, 2007).

O amaranto apresenta também altas concentracdes de tocoferdis, tocotriendis,
esqualenos, fibras e compostos fendlicos que podem estar relacionados as atividades
antioxidante, hipocolesterolemiante e anticarcinogénica (LEHMANN, 1996). O teor de
lipideos nesses graos varia de 6 a 10% dos quais 75% sao insaturados, sendo rico em acido
linoléico (50%), essencial para a nutricdo humana (TEUTONICO e KNORR, 1985;
MARTIROSYAN, MIROSHNICHENKO ¢ KULAKOVA, 2007).

Apesar do amaranto ter sido bem caracterizado quimicamente e apresentar
componentes relacionados a diferentes atividades bioquimicas com potencial fisiologico,
pouco se conhece sobre seu potencial funcional. Até o0 momento, foram publicados estudos
sobre sua utilizagdo como adjunto terapéutico em dietas para diabéticos (KIM et al, 2006b)
e individuos susceptiveis a hipercolesterolemia (PLATE e AREAS, 2002; ESCUDERO et
al, 2004), pacientes portadores de doenga celiaca por ndo causar reagdes alérgicas na

mucosa intestinal (GUERRA-MATIAS e AREAS, 2005), além de sua capacidade de atuar
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como antioxidante (DANZ ¢ LUPTON, 1992; GRAJETA, 1999; PLATE ¢ AREAS, 2002;
CZERWINSKI et al, 2004; KIM et al, 2006b; CHITINDINGU et al, 2007).

A atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina relacionada a fracao
protéica, ainda ndo foi estudada para o amaranto, embora este apresente caracteristicas
moleculares semelhantes as da soja (MARTINEZ, CASTELLANI e ANON, 1997), em
cujos hidrolisados protéicos esta atividade ja foi comprovada (WU e DING, 2001).

Dessa forma, pesquisas sao necessarias para avaliar a atividade ligante de acidos
biliares, bem como estudar a atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina, até
hoje inexplorada, j4 que o amaranto apresenta em sua composi¢do componentes

relacionados a estas atividades.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar, in vitro, as atividades ligante de acidos biliares e inibidora da enzima
conversora de angiotensina da farinha desengordurada de amaranto e de alguns de seus

produtos.

2.2. Especificos

e Obter e caracterizar a farinha integral de amaranto e seus produtos derivados:
farinha desengordurada de amaranto, concentrado protéico, hidrolisado protéico
e residuo alcalino obtido a partir do processo de obtengcdo do concentrado
protéico de amaranto

e Avaliar o efeito do tratamento térmico nas caracteristicas fisico-quimicas das
proteinas de amaranto

e Avaliar o efeito dos hidrolisados protéicos de amaranto na inibi¢do da ECA in
vitro

e Avaliar a capacidade ligante de acidos biliares da farinha desengordurada de

amaranto e produtos
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Amaranto

O amaranto ¢ um grao que tem sido cultivado e incluido na dieta dos Incas por
séculos. Os Maias foram provavelmente os primeiros a utilizarem o amaranto como cultura
produtiva, e os Incas e os Astecas adotaram esta cultura posteriormente. Atualmente, o
cultivo de amaranto reapareceu ndao somente no México e América Central, mas também
em territorios andinos da América do Sul assim como em alguns paises asiaticos, europeus
e africanos, encontrando-se mais de 60 espécies do género Amaranthus no mundo

(BREENE, 1991; ESCUDERO et al, 2004).

Embora o Brasil possua terras e clima adequados para o plantio desta cultura, o
amaranto ainda nao tem sido produzido ou consumido no pais. Trabalhos brasileiros de
pesquisa e desenvolvimento resultaram no langcamento de uma variedade de valor
agrondmico adaptada ao solo do Cerrado brasileiro (MARCILIO et al, 2003). Na Embrapa
Cerrados hd um projeto para introducdo do amaranto como cultivo secundario em regides

de plantio de soja (MENDONCA, 2006).

Devido as suas caracteristicas e propriedades semelhantes as dos cereais, €
considerado como um pseudocereal. Trés espécies do género Amaranthus sdo utilizadas
para alimentagdo humana: A. caudatus, A. cruentus e A. hypochondriacus (BREENE, 1991;
SEGURA-NIETO et al, 1992). O amaranto ¢ uma das poucas plantas cultivadas cujas
folhas sdo utilizadas como vegetais ¢ os grios como cereais (CHAVEZ-JAUREGUI,
SILVA e AREAS, 2000; GUERRA-MATIAS e AREAS, 2005), sendo utilizado tanto na
nutricdo humana quanto na animal (MARTIROSYAN, MIROSHNICHENKO e
KULAKOVA, 2007).
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As folhas e os graos apresentam alta qualidade nutricional, sendo as folhas ricas em
carotenoides, vitamina C, ferro e proteinas, e os graos, ricos em energia e proteinas de boa

qualidade nutricional. (BERGANZA et al, 2003).

As sementes de amaranto sdo pequenas ¢ lenticulares com didmetro e peso médios
de 1al,5mme0,6a 1,2 mgrespectivamente (SEGURA-NIETO et al, 1992). Possuem em
média 13 a 18% de proteina (SEGURA-NIETO et al, 1992; FIDANTSI e DOXASTAKIS,
2001; ESCUDERO et al, 2004), 50 a 60% de amido (BREENE, 1991; TOSI et al, 2001;
ESCUDERO et al, 2004), 5 a 9% de lipideos (BREENE, 1991; TOSI et al, 2001;
MARTIROSY AN, MIROSHNICHENKO ¢ KULAKOVA, 2007), 7% de fibra dietética e
altas concentracdes de célcio, fosforo, ferro, potassio, zinco, vitamina E, vitamina A, &cido

ascorbico e vitaminas do complexo B (TOSI et al, 2001).

Uma das caracteristicas mais importantes do grao de amaranto ¢ seu alto teor de
proteinas de estocagem e melhor balanco de aminoacidos essenciais do que cereais e
leguminosas, sendo semelhante ao da caseina (SEGURA-NIETO et al, 1992; SILVA-
SANCHEZ et al, 2004). O teor de proteinas do amaranto ¢ em média superior, aos
encontrados em cereais como trigo (13,5-14,5%), milho (10,6-13,8%), cevada (10-14,9%)
e aveia (12,4-12,9%) (GORINSTEIN et al, 2001).

Utilizando técnicas de fracionamento anatdmico e de moagem controlada do A.
cruentus, Betschart et al (1981) verificaram que ap6s sucessivos fracionamentos houve uma
concentracdo dos nutrientes na casca ¢ germe da semente (Figura 1) quando comparados a
semente integral. A semente integral era composta por 18,5% de proteina, 7,4% de lipideos,
3,3% de fibra e 3,2% de cinzas. Entretanto, a casca e o germe apos os fracionamentos
apresentaram a seguinte composi¢do: 42,0% de proteina, 19,2% de lipideos, 7,7% de fibra e
7,0% de cinzas. O perisperma possuia basicamente amido na forma de amilopectina com

7,7% de proteina, 2,3% de lipideos, 0,9% de fibra e 1,2% de cinzas.
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Figura 1. Semente de Amaranthus cruentus em corte transversal e longitudinal

Fonte: Betschart et al, 1981

As proteinas do amaranto sdo relativamente ricas em lisina, aminoéacido limitante
em cereais, triptofano e aminodcidos sulfurados (SEGURA-NIETO et al, 1992;
ESCUDERO et al, 2004), porém sao limitantes em leucina e isoleucina (SEGURA-NIETO
et al, 1992). Escudero et al (2004) estudando graos de A. cruentus verificaram um alto
conteido de lisina tanto na farinha quanto no concentrado protéico de amaranto. O
concentrado protéico ndo apresentou nenhum aminoécido limitante, sendo os aminoacidos
limitantes na farinha a treonina, leucina e a valina. Os cereais sdo geralmente pobres em
lisina, sendo que o milho também ¢ pobre em triptofano, e o arroz e o trigo em treonina. O
alto teor de aminodacidos sulfurados do amaranto o torna um bom complemento para as
leguminosas que tém estes aminoacidos como limitantes (BRESSANI, 1989 apud

MENDONCA, 2006).

Entre as principais fragcdes protéicas do grao de amaranto estdo as albuminas,
globulinas e glutelinas (MARTINEZ, CASTELLANI e ANON, 1997; SCILINGO et al,
2002). Ha controvérsias acerca de qual a principal fragdo protéica da semente, podendo esta
variar de acordo com os métodos de extracdo empregados. Segundo Silva-Sanchez et al

(2004), a albumina ¢ a principal fracdo protéica nos graos de amaranto, cerca de 50,0%,
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seguida pelas fragdes glutelina e globulina com 31,0% e 16,0% respectivamente, e as
prolaminas, com 0,9 a 2,0%. Resultados proximos ao de Silva-Sanchez et al (2004) foram
relatados por Avanza e Andn (2007), sendo a albumina representada por 49,0-65,0%, as
globulinas por 22,0-42,0% e as glutelinas por 14,0-18,0%. Fidantsi e Doxastakis (2001)
reportaram a glutelina como a principal fragdo protéica (44,4%) seguida pelas albuminas

(20,7%), globulinas (19,2%) e prolaminas (2,2%).

Bressani e Garcia-Vela (1990), avaliando as trés espécies mais difundidas do
amaranto (4. caudatus, A. hypochondriacus e A. cruentus), verificaram que a globulina ¢ a
principal fracdo protéica, representando 44,2% do total, seguida da glutelina (21,8%),
albumina (8,9%) e prolamina (8,4%). No entanto se a ordem de extragdo for invertida,
sendo a agua o primeiro solvente, ao invés da solucdo de cloreto de sodio, a fracdo
albumina passa a ser em média 20,0% das proteinas, as glutelinas (30,9%) enquanto que a
globulina passa a ser 19,0% e as prolaminas (0,9%). Em outro trabalho, Correa, Jokl e
Carlsson (1986a) encontraram a seguinte distribuicdo: 65,0% de albumina, 17,0% de
globulina, 11,0% de prolamina e 7,0% de glutelina utilizando uma técnica de

fracionamento mais complexa.

Tanto para o amaranto como para a soja, as albuminas e as globulinas sdo as
principais proteinas de estocagem (MARTINEZ, CASTELLANI e ANON, 1997). As
globulinas mais importantes do amaranto sdo as 11S, globulina P e pequena quantidade de
globulina 7S (CASTELLANI, MARTINEZ ¢ ANON, 2000; AVANZA e ANON, 2007). A
globulina 11S (amarantina) apresenta caracteristicas moleculares semelhantes as globulinas
de leguminosas como a soja (MARTINEZ, CASTELLANI ¢ ANON, 1997). A fragdo
gliadina do trigo, uma prolamina, ¢ a responsavel pelas reagdes alérgicas relacionadas a
doenca celiaca. Este componente ndo ¢ encontrado no amaranto, o que o faz apropriado
para dietas que devem ser isentas de gliten (GORINSTEIN et al, 2001). As proteinas de
amaranto podem ser incluidas na alimentagdo humana como farinha, concentrados e/ou
isolados protéicos por apresentarem propriedades estruturais relacionadas as proteinas e

propriedades nutricionais adequadas (AVANZA e ANON, 2007).
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O amaranto, além das proteinas de alto valor bioldgico, apresenta também altas
concentragdes de tocoferdis, tocotriendis, esqualenos, fibras e compostos fenodlicos que
podem estar relacionados as atividades antioxidante, hipocolesterolemiante e

anticarcinogénica (LEHMANN, PUTNAM e QURESHI, 1994; LEHMANN, 1996).

O teor de 6leo do amaranto, entre 1,9 a 8,7%, varia conforme espécie e gendtipo. E
um teor elevado se comparado aos cereais, mas bastante inferior ao das leguminosas (24,0-
48,0%) (HE e CORKE, 2003). Os acidos graxos presentes em maior quantidade no
amaranto sao linoléico (47,0%), oléico (26,0%) e palmitico (19,0%). O 4&cido graxo
essencial linoléico estd presente na proporcao de 1,4% dos acidos graxos totais (BERGER

et al, 2003).

Lehmann, Putnam e Qureshi (1994) reportaram que graos de amaranto (4. cruentus
L. e A. hypochondriacus L.) contém B e y-tocotriendis em concentracdes superiores as
encontradas em cereais. A atividade antioxidante dos tocoferdis e tocotrienois ¢ decorrente
principalmente da sua habilidade em doar hidrogénios fenolicos para radicais livres. Estes
compostos sdo reconhecidos por serem efetivos na inibicdo da oxidagdo lipidica em
alimentos e sistemas biologicos, aumentando a vida de prateleira dos alimentos, bem como

garantindo seu valor nutricional (KAMAL-EDIN e APPELQVIST, 1996).

O esqualeno (2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosaexaeno) ¢ um
lipideo ndo saponificavel que atua como precursor biossintético de todos os esterdides de
plantas e animais. Apresenta importantes efeitos benéficos a satide, como reducao do risco
de varios tipos de cancer e reducdo dos niveis de colesterol sérico. A maioria dos 6leos
vegetais contém quantidades muito pequenas de esqualeno. O 6leo de amaranto apresenta
quantidades maiores (2,4 a 8,0%) que outros oleos vegetais comuns como o 6leo de oliva

(0,45 a 0,54%), germe de trigo e farelo de arroz (0,1 a 0,7%) (HE e CORKE, 2003).

Berger et al (2003) relataram que 9,3% da fracdo lipidica do amaranto é composta

por insaponificaveis, sendo que 6,8% correspondem ao esqualeno. Além disso, 2,7% da
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gordura sdo compostas por fitoesterdis. As quantidades de tocoferois e tocotriendis foram

consideradas minimas.

Entre os alimentos integrais, os cereais apresentam alto teor de fibras insoliveis e
baixo de fibras soluveis, enquanto as frutas apresentam maior teor de fibras soluveis. As
leguminosas e os cereais (aveia e cevada) apresentam quantidades semelhantes de fibras
soluveis e insoltveis (HUGHES, 1991). O amaranto ¢ considerado uma excelente fonte de
fibras insoluveis, composta principalmente por celulose e lignina, com teores superiores aos

encontrados em cereais (SAUNDERS e BECKER, 1984).

Tosi et al (2001), estudando as fibras dietéticas do grao de A. cruentus, encontraram
teor de fibra total de 14,2% (8,1% fibras insoluveis e 6,1% fibras soluveis), que ¢
modificado apos diferentes moagens do grao. Escudero ef al (2004) reportaram um teor de
9,8% de fibra alimentar total para farinha de A. cruentus, sendo 4,3% fibras soltveis e 5,5%
fibras insoluveis. J4 Marcilio ef a/ (2003) encontraram 3,6% e 3,1% de fibra alimentar nas
farinhas integral e refinada, respectivamente, obtidas do A. cruentus brasileiro produzido na
Embrapa-Cerrados. Correa, Jokl e Carlsson (1986b) estudaram espécies diferentes de
amaranto provenientes de Porto Rico, Califéornia e Brasil, encontrando nas espécies

brasileiras o maior teor de fibras alimentares (2,6 a 2,9%).

3.2. Atividades bioquimicas com potencial fisiologico

Em principio, todo alimento desempenha o papel de nutrir o organismo, fornecer
energia e contribuir para a prevencdo de doencas carenciais pelo fato de fornecer elementos
necessarios para o crescimento, desenvolvimento e manutengdo das atividades vitais. No
entanto, estd cada vez mais acentuada a procura por alimentos, que de modo especifico,

oferecam beneficios a satde dos consumidores (BELLO, 1995).

Sgarbieri e Pacheco (1999) definiram como alimentos funcionais fisiologicos

aqueles produtos que desempenham fung¢des que vao além das fung¢des nutricionais
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conhecidas, por conter substancias que atuam no organismo modulando fungdes
bioquimicas e/ou fisioldgicas. Por isso, tem crescido o interesse por parte das industrias em
incorporar as dietas ingredientes que contenham substancias capazes de oferecer beneficios

a saude (BELLO, 1995).

Existem numerosos trabalhos de investigacdo cientifica com o objetivo de esclarecer
os beneficios a saide dos mais diversos nutrientes e alimentos. Isso fortalece a teoria da
potencialidade da nutri¢do preventiva que atrai cada vez mais os consumidores preocupados
em melhorar seu estado de saude através da alimentacao (BELLO, 1995). Algumas
propriedades como a atividade ligante de acidos biliares e inibidora da enzima conversora

da angiotensina tém sido intensamente estudadas em diversas fontes alimentares.

3.2.1. Atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina

Além de suprir aminodcidos e energia, que sdo essenciais para o crescimento €
manuten¢do do organismo, as proteinas alimentares representam importante fonte de
peptideos biologicamente ativos, que podem desempenhar funcdes diversas, como

moduladores de varios processos corporais (MEISEL, 1997; LI et al., 2004).

Estudos recentes mostram um grande numero de hidrolisados ou peptideos
derivados de varias fontes protéicas, com eficiéncia comprovada in vitro e/ou in vivo, entre
elas: proteinas do leite (SEPPO et al, 2002), do pescado (FUJITA, YOKOYAMA e
YOSHIKAWA, 2000) e da soja (WU e DING, 2002). Proteinas de origem animal
(especialmente proteinas do leite), vegetal e bacteriana, possuem atividades opioide,
antitrombotica, antihipertensiva, imunomoduladora, antibacteriana e carreadoras de
minerais (SMACCHI e GOBBETI, 2000; VERMEIRSSEN, VAN CAMP ¢
VERSTRAETE, 2004).

10
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Esses peptideos estdo inativos quando fazem parte da cadeia protéica, porém,
tornam-se ativos quando liberados pela protedlise enzimatica in vivo ou in vitro, por
exemplo, durante a digestdo gastrintestinal ou processamento enzimatico industrial

(SMACCHI e GOBBETI, 2000; WU e DING, 2002; LI et al, 2004).

E crescente o interesse no desenvolvimento de alimentos contendo peptideos
funcionais, por parte de indistrias farmacéuticas e de alimentos, em virtude do valor que
podem alcangar. Desde 1998, Meisel ja indicava que os caseinofosfopeptideos e os
peptideos antihipertensivos seriam os favoritos para o desenvolvimento de alimentos

funcionais (MEISEL, 1998 apud COSTA, 2004).

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) ¢ o problema cronico de satide mais comum
e sério por levar ao risco de complicacdes cardiovasculares, incluindo doenga coronariana,
doenga arterial periférica, ataque cardiaco e faléncia renal (WU e DING, 2001; KAPEL et
al, 2006; LO, FARNWOTH e LI-CHAN, 2006). Compromete orgdos importantes do
organismo sendo considerada um grande problema de saude publica (WU e DING, 2001;

KAPEL et al, 2006; CASTRO, MONCAU e MARCOPITO, 2007).

O tratamento da hipertensdo ¢ efetivo na redugdo deste risco (WU e DING, 2001). O
conhecimento acerca dos beneficios da reducdo da pressdo arterial (PA), através de
medidas que envolvam modificagdes no estilo de vida e no uso de medicamentos, tem
crescido muito a partir das informacdes advindas de ensaios clinicos controlados (POZZAN
et al, 2003). Cerca de 90% dos quadros de hipertensdo sdo conhecidos como hipertensao
essencial cujas causas ndo sdo atribuidas a fatores conhecidos ou doengas (WU e DING,

2001).

A HAS ¢ a mais importante dentre as causas controlaveis de mortalidade
cardiovascular precoce em todo o mundo, especialmente dos acidentes vasculares

periféricos (LESSA et al, 2006). Com prevaléncia elevada e conhecida hd varias décadas

11
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nos paises industrializados, ultimamente vem se tornando um grande problema em alguns
paises em desenvolvimento (VERMEIRSSEN, VAN CAMP e VERSTRAETE, 2004;
LESSA et al, 2006).

E atualmente um problema mundial de propor¢des epidémicas, estando presente em
22,0 a 68,0% de toda a populacdo adulta mundial (FUCHS, CASTRO e FUCHS, 2004).
No periodo de 1960-2000, nos Estados Unidos, houve queda da prevaléncia da hipertensao
de 42,0% para 24,0%, porém entre 1999-2000 a prevaléncia voltou a elevar-se cerca de
8,3%, o que equivale a um aumento preocupante de 30,0% no ntmero absoluto de

hipertensos na populagdo americana (LESSA et al, 2006).

No Brasil, na ultima década, foram realizados diversos inquéritos em amostras
representativas da populagdo, que indicaram variagdes na prevaléncia de hipertensao
arterial entre 22,0 e 44,0% da populacao (FUCHS, CASTRO e FUCHS, 2004). Em um
estudo transversal de base populacional realizado em Pelotas — RS, encontrou-se
prevaléncia de HAS de 19,8% (pressao arterial sistolica maior ou igual a 160 mmHg e/ou
pressao arterial diastélica maior ou igual a 95 mmHg; ou uso de anti-hipertensivos). Na Ilha
do Governador — RJ, com o mesmo critério de diagnostico, a prevaléncia foi de 24,9% e em
Porto Alegre — RS, a prevaléncia de HAS foi de 29,8%. Em outras cidades brasileiras, a
prevaléncia ultrapassa os 30% (SPARRENBERGER, MOREIRA e CANEPPELE, 2004).

O grande reflexo da HAS no pais aparece: a) nas estatisticas de mortalidade, com a
doenca cerebrovascular ocupando a primeira causa de morte; b) nas estatisticas de
hospitalizagdo por doencas cardiovasculares pagas pelo Sistema Unico de Satde no pais e
c) nas elevadas taxas de hospitalizagdo por urgéncias pela propria HAS ou suas

complicacdes, além dos demais custos sociais (LESSA et al, 2006).

12
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A partir de importantes evidéncias epidemioldgicas, o Joint National Committee on
Prevention, Detection, Evaluation and Treatment on High Blood Pressure (JCN-VII)
propos nova classificagdo para a pressdo arterial com algumas diferencas em relagdo as
diretrizes brasileiras de hipertensdao (2002) e o Guidelines da European Society of
Cardiology (Tabela 1). A meta, com o tratamento da HAS, ¢ atingir uma pressao arterial <
140/90 mmHg. Metas menores (< 130/80 mmHg) sdo recomendadas para os diabéticos e

em presenga de doencga renal (POZZAN et al, 2003).

Tabela 1. Valores propostos para a classificagdo da pressdo arterial

Diretrizes Brasileiras (2002) Joint National Committee on Prevention,
Detection, Evaluation and Treatment on High
Blood Pressure (2003)

Classificagdo PAS (mmHg)' PAD (mmHg)® |Classificacgio PAS' (mmHg) PAD (mmHg)”

Otima <120 <80 Normal <120 <80

Normal <130 <85 Pré-hipertenso 120-139 80-89

Normal limitrofe 130 -139 85-89 HA Estagio 1 140 -149 90-99

HA Estagio 1 140 -159 90-99 HA Estagio 2 > 160 > 100

HA Estagio 2 160 -179 100-109

HA Estagio 3 > 180 >110

T ~ . SVET
Pressdo arterial sistOlica

2 ~ . . ,qe
Pressdo arterial diastolica

Fonte: Pozzan et al, 2003

Apesar dos esforgos para diagnosticar e tratar a hipertensao, de 35,0 a 83,0% dos
portadores de hipertensdo desconhecem sua condicdo e de 75,0 a 92,0% daqueles em
tratamento nao mantém a hipertensdao controlada (FUCHS, CASTRO e FUCHS, 2004;
CASTRO, MONCAU e MARCOPITO, 2007).

A pressao arterial (PA) € regulada por varios mecanismos inter-relacionados. Entre
eles, sdo encontrados o sistema nervoso, especificamente com a funcdo adrenérgica e

catecolaminas, o sistema renina-angiotensina com a fungdo excretora dos rins, incluindo o

13
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transporte do sddio e 4dgua e outras fungdes mediadas por mecanismos hormonais e de

equilibrio hidroeletrolitico (GUYTON e HALL, 2001).

O sistema renina-angiotensina ¢ um importante regulador da pressdo sanguinea,
tendo a enzima conversora de angiotensina (ECA) um importante papel neste mecanismo
regulador, além de atuar na regulacao do balango sal/agua (WU e DING, 2001). A renina ¢
uma enzima sintetizada e armazenada sob a forma inativa nas células justaglomerulares dos
rins. Quando a PA cai, ocorre a liberagdo da renina para a corrente sanguinea, resultando
em quebra de seu substrato natural, o angiotensinogénio, e a liberacdo da angiotensina |
(decapeptideo). Apds a formagdo desse peptideo, dois de seus aminodcidos sdo removidos
para formar a angiotensina II. Essa reacdo ¢ catalisada pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), presente no endotélio dos vasos pulmonares. A angiotensina II ¢ um
hormonio vasoconstritor que contribui para o aumento da resisténcia periférica e também
atua sobre as glandulas supra-renais estimulando a secrecdo de aldosterona que aumenta a
reabsorcao de sal e 4gua pelos tubulos renais e excre¢do de potassio (GUYTON e HALL,
2001). O mecanismo de controle da pressdo arterial pelo sistema renina-angiotensina esta

esquematizado na Figura 2.
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Decréscimo da Pressio Arterial

|

Renina (rins)

. . . .
Angiotensinogénio —> Angiotensina I

,/ECA (pulmio)

Angiotensina I1 \

Liberacao de aldosterona Vasoconstrigao
Retencdo de sodio e 4gua T Resisténcia arterial periférica

N e

Aumento da Pressao Arterial

Figura 2. Mecanismo de controle da pressdo arterial pelo sistema renina-angiotensina

Fonte: Guyton e Hall, 2001

A ECA ¢ uma peptidase glicoprotéica pertencente a classe das zinco proteases, que
necessita de zinco e cloro para sua ativacdo. Catalisa a clivagem do dipeptideo
histidileucina a partir do substrato angiotensina [ (decapeptideo), em um potente
vasoconstritor, a angiotensina II (octapeptideo) que causa a constricdo de vasos sanguineos
e favorece a regulacdo da pressdo sanguinea (MULLALY, MEISEL e FITZGERALD,
1997; TAKANO, 1998; PIHLANTO-LEPPALA et al, 2000; BYUN e KIM, 2001;
PIHLANTO-LEPPALA, 2001; VAN DER VEN et al, 2002; LEENA et al 2003;
VERMEIRSSEN, VAN CAMP ¢ VERSTRAETE, 2004; WALSH et al, 2004), além de
contribuir para inativacao da bradicinina a qual tem acdo depressora (MULLALY, MEISEL
e FITZGERALD, 1997, PIHLANTO-LEPPALA et al, 2000; BYUN e KIM, 2001;
PIHLANTO-LEPPALA, 2001; LI et al, 2004; VERMEIRSSEN, VAN CAMP e
VERSTRAETE, 2004; LO, FARNWOTH e LI-CHAN, 2006).
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Muitas drogas sintéticas tém sido desenvolvidas com intuito de inibir a atividade da
ECA e promover a reducdo da pressdo sanguinea em pacientes hipertensos (VAN
ELSWIJK et al., 2003). Os inibidores da ECA comercialmente disponiveis mais conhecidos
sdo o captopril, enalapril, lisinopril e o ramipril. Entretanto, a utilizagdo de drogas sintéticas
pode acarretar efeitos colaterais como tosse, distirbios dermatoldgicos, rash cutaneo e
angioedema (MARCZAK et al, 2003; VERMEIRSSEN, VAN CAMP ¢ VERSTRAETE,
2004; LI et al, 2006).

Compostos inibidores da ECA sdo largamente distribuidos na natureza e tém sido
encontrados em diversas plantas medicinais e alimentos (VAN ELSWIJK et al, 2003).
Estes sdo menos potentes que os inibidores sintéticos, porém apresentam a vantagem de nao
causarem efeitos colaterais (MARCZAK et al, 2003; VERMEIRSSEN, VAN CAMP e
VERSTRAETE, 2004), além de proporcionarem menor custo nos cuidados com a satde
(VERMEIRSSEN, VAN CAMP ¢ VERSTRAETE, 2004). Alguns peptideos com atividade
inibidora da ECA tém sido isolados de diferentes fontes alimentares. Foram primeiramente
descritos por Oshima, Shimabukuro e Nagasawa (1979) que os isolaram a partir de um
hidrolisado de gelatina com colagenase. Desde entdo, o interesse nesta area levou
pesquisadores a buscarem peptideos anti-hipertensivos a partir de diversas proteinas
alimentares: hidrolisados de pescado (FUJITA et al., 1995), soja (WU e DING, 2002;
GIBBS et al, 2004), gelatina (BYUN e KIM, 2001; KIM et al, 2001), grao de bico (YUST
et al, 2003), canola (MARCZAK et al, 2003), alho (SUERSUNA, 1998), espinafre (YANG
et al, 2003; YANG et al, 2004) e principalmente proteinas do leite, como caseina
(MAENO, YAMAMOTO e TAKANO, 1996) e proteinas do soro (NURMINEN et al,
2000; HERNANDEZ-LEDESMA, 2002).

Em geral, os peptideos utilizados para determinar a atividade da ECA apresentam
seqiiéncia semelhante a porc¢ao final do substrato natural desta enzima, a angiotensina I, e
tem sua por¢do N-terminal bloqueada (CONROY e LAI 1978 apud COSTA, 2004). O
substrato sintético mais usado ¢ o hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL). As técnicas que
empregam este componente consistem em sua clivagem pela ECA com a liberagdo do acido

hiparico e do dipeptideo histidil-leucina (his-leu), como mostra a Figura 3. Assim, a
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atividade da enzima pode ser determinada pela formacdo do dipeptideo ou do &cido

hipurico.

0 o

@C—Gly — His —Leu —» C—Gly + His——Leu

HHL Histidil-leucina

Figura 3. Formacao do acido hiptirico pela ECA a partir do substrato Hipuril-histidil-leucina

Peptideos com atividade inibidora da ECA contém triptofano, fenilalanina, tirosina
ou prolina na sua cadeia C-terminal e aminodacidos alifaticos na N-terminal (LI et al, 2004;
LI et al, 2005). A ECA ¢ conhecida por apresentar pequena afinidade por substratos ou
inibidores competitivos com aminodcidos dicarboxilicos na cadeia C-terminal (ex. Glu) (LI
et al, 2004). Parece preferir substratos ou inibidores competitivos contendo residuos de
aminoacidos hidrofobicos (aromaticos ou de cadeia ramificada) nas trés ultimas posi¢oes
C-terminais (VERMEIRSEN, VAN CAMP e VERSTRAETE, 2004). De acordo com
Mullally, Meisel e Fitzgerald (1997), a liberacao de peptideos com atividade bioldgica nao
depende apenas da fonte protéica, a enzima utilizada ¢ também um fator determinante,
assim como alteragdes na estrutura nativa sofridas pela proteina (MULLALY, MEISEL e

FITZGERALD, 1997 apud COSTA, GONTIJO e NETTO, 2007).

Algumas proteases como a Alcalase e a Neutrase tém sido utilizadas na obteng¢ao de
peptideos com capacidade inibidora da ECA. A Alcalase ¢ uma protease alcalina, de baixa
especificidade, capaz de liberar peptideos com aminoacidos hidrofobicos na cadeia C-
terminal. E uma enzima de uso industrial, com vantagens em relacdo ao custo para sua
producdo quando comparada a outras enzimas como pepsina, tripsina, quimotripsina,
papaina e termolisina, que também té€m sido utilizadas para preparagdo de peptideos

inibidores da ECA a partir de proteinas alimentares (LI et al, 2005).
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Costa et al (2005) pesquisaram o efeito do concentrado protéico do soro de leite
hidrolisado com a enzima Alcalase na atividade inibitéria da ECA, na regulagdo da pressao
arterial e na funcdo renal de ratos espontanemante hipertensos (SHR). O hidrolisado
produzido apresentou moderada atividade inibitoria da ECA in vitro (ICsy 0,68 mg/mL) e
promoveu redugdo significativa de 28,09 mmHg da pressdo arterial dos ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), apoés seis horas da inje¢do intraperitoneal. Este
hidrolisado também induziu reducdo na filtragdo glomerular dos animais, possivelmente
devido ao efeito vasodilatador e desencadeou a atuagcdo de mecanismos auto-reguladores de
conservagdo de ions e fluidos corporais, evidenciados pelo aumento na reabsor¢ao do sédio

(COSTA et al, 2005).

Yust et al (2003) hidrolisaram a principal proteina de estocagem do grao de bico, a
legumina, com a enzima Alcalase e obtiveram valor ICsy 0,18 mg proteina/mL. Li et al
(2005) hidrolisaram isolados protéicos de feijdo com Neutrase e Alcalase em diferentes
tempos de hidrolise e verificaram que os hidrolisados obtidos por acdo da Alcalase apds 2
horas de hidrélise apresentaram maior atividade inibidora da ECA, valor 1Csy 0,64 mg

proteina/mL quando comparados aos hidrolisados obtidos com Neutrase.

Yoshie-Stark et al (2004) relataram atividade inibidora da ECA em farinha de
tremoco desengordurada e isolados protéicos obtidos em condigdes acidas e neutras apds a
digestdo in vitro com pepsina e pancreatina com valores de ICsy 0,29 mg/mL, 0,21 mg/mL e
0,33 mg/mL respectivamente, sendo que o tremogo foi melhor inibidor da ECA que o

isolado protéico de soja apos digestdo in vitro.

Em outro estudo, Yoshie-Stark et al (2006) relataram a atividade inibidora da ECA
de concentrados protéicos de duas variedades de sementes de canola. Os resultados
mostraram que a ECA ndo foi inibida pelas proteinas ndo hidrolisadas enquanto os
hidrolisados com pepsina mostraram as maiores atividades inibidoras da ECA, sendo que o
hidrolisado de uma das variedades de canola apresentou atividade inibidora da ECA maior

que a do captopril, utilizado como referéncia.
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Para desempenhar o efeito antihipertensivo, o peptideo precisa ser resistente a
hidrélise pelas enzimas do trato gastrintestinal, ser absorvido e atingir a ECA que esta
localizada em diferentes tecidos, principalmente no plasma e no pulmao (MEISEL, 1998).
A digestao das proteinas inicia-se no estomago pela agdo da pepsina em pH &cido. No
intestino delgado, os polipeptideos sdo clivados pelas proteases pancreaticas (tripsina,
quimotripsina, elastase e carboxipeptidases A e B) em um pH mais alcalino, dando origem
a uma mistura de oligopeptideos e aminoacidos livres (VERMEIRSSEN, VAN CAMP ¢
VERSTRAETE, 2004; ROUFIK, GAUTHIER e TURGEON, 2006). Os aminoacidos livres
sdo absorvidos para dentro dos enterocitos, através da membrana intestinal. Ja os
oligopeptideos sao hidrolisados pela acdo de peptidases localizadas nas bordas em escova

da membrana intestinal (VERMEIRSSEN, VAN CAMP e VERSTRAETE, 2004).

Para exercer sua atividade funcional, os peptideos devem atingir a corrente
sanguinea na sua forma ativa ap6s a administracdo oral (VERMEIRSSEN et al, 2003;
ROUFIK, GAUTHIER e TURGEON, 2006). Segundo Vermeirssen, Van Camp e
Verstraete (2004), inimeras barreiras no corpo humano, tais como a absor¢ao intestinal e a
degradacao pelas peptidases séricas podem ativar ou inativar peptideos, interferindo na
biodisponibilidade dos peptideos bioativos. Peptideos contendo prolina e hidroxiprolina sao
geralmente resistentes a degradacdo pelas enzimas digestivas. Tripeptideos contendo na
por¢ao C-terminal prolina-prolina sdo reportados como sendo resistentes as peptidases
prolina especificas (VERMEIRSSEN, VAN CAMP e VERSTRAETE, 2004). A
metodologia de digestdo in vitro tem sido utilizada para avaliagdo da resisténcia de
peptideos bioativos a acdo das enzimas gastrintestinais (VERMEIRSSEN et al, 2003;
VERMEIRSSEN, VAN CAMP ¢ VERSTRAETE, 2004).

Matsui, Li e Osajima (1999) verificaram atividade inibitoria da ECA de hidrolisados
protéicos do gérmen de trigo e do peptideo isoleucina-valina-tirosina isolado a partir deste
hidrolisado, digeridos com pepsina, tripsina, quimotripsina separadamente e em
combinagdo. A atividade inibitéria da ECA do hidrolisado do gérmen de trigo aumentou
para 27,0% apds a digestdo com as enzimas combinadas, indicando que alguns peptideos

podem ser ativados por agdo destas enzimas, em especial a tripsina. O valor ICsy do
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peptideo isoleucina-valina-tirosina ndo foi alterado durante a digestdo in vitro, indicando
ser resistente a digestdo gastrintestinal in vitro (MATSUIL LI e OSAJIMA, 1999 apud
VERMEIRSSEN, VAN CAMP e VERSTRAETE, 2004).

Wu e Ding (2002) avaliaram a atividade inibidora da ECA e a resisténcia as enzimas
gastrintestinais de hidrolisados protéicos da soja e fragcdes obtidas por ultrafiltracdo. A
fracdo de menor peso molecular (< 5 kDa) apresentou maior atividade inibidora da ECA
(ICsp 0,065 mg proteina/mL) quando comparada ao hidrolisado protéico (ICsy 0,34 mg
proteina/mL). Esta fracdo foi submetida a digestdo pelas enzimas gastrintestinais e nao

sofreu alteracdo da sua atividade apos a digestdo in vitro.

Miguel et al (2006), ao contrdrio, ao simularem a digestdo gastrintestinal de
peptideos com atividade inibidora da ECA derivados da ovoalbumina, observaram
susceptibilidade dos peptideos as enzimas gastrintestinais, com redu¢do da atividade
inibidora da ECA apoés digestdo. Costa, Gontijo e Netto (2007) relataram que a hidrolise
pelas enzimas do trato gastrintestinal pode resultar tanto na degradacdo de peptideos com
atividade inibidora da ECA quanto na formagdo de novos peptideos com atividade

antihipertensiva.

3.2.2. Atividade ligante de acidos biliares

As doengas cardiovasculares sdo hoje as maiores causas de mortalidade no mundo.
Diversos estudos ja foram realizados demonstrando que existem varios fatores diretamente
relacionados a elevada incidéncia de eventos cardiovasculares, principalmente o tabagismo,
a hipertensao arterial, a dieta incorreta, a dislipidemia e o diabetes mellitus (MOREIRA et
al, 2006; MARTIROSYAN, MIROSHNICHENKO e KULAKOVA, 2007). Dentre os
diversos fatores de risco para as doencas cardiovasculares, a dislipidemia vem surgindo

como um dos mais importantes (BAUNWALD, 1997 apud MOREIRA et al, 2006).
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Nos EUA, as doengas cardiovasculares (DCV) responderam por 38,5% de todas as
mortes em 2001. Os dados brasileiros revelaram que as DCV excederam outras causas de

obito, e em 1998, foram responsaveis por 27,0% das mortes (FRANCA e ALVES, 2006).

A dislipidemia ¢ um quadro patoldgico caracterizado pelos niveis elevados de
colesterol sérico total (CT) e de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c), reducdo dos
niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) e aumento de triacilglicerois (TG)
(FRANCA e ALVES, 2006; MOREIRA et al, 2006). A HDL-c por ndo possuir a
apoliproteina B100 nao ¢ reconhecida pelos tecidos, sendo responsavel pelo transporte
reverso de colesterol, que leva principalmente o colesterol dos tecidos para o figado, e
dessa forma ajuda a proteger o individuo contra o desenvolvimento da aterosclerose (DE

BIASE et al, 2007).

O colesterol ¢ um importante constituinte de tecidos vivos em virtude de sua
participagdo como componente das membranas bioldgicas e como precursor de
colecalciferol, hormonios esterdides e acidos biliares (MACARULLA et al, 2001). Grande
parte do colesterol circulante ¢ sintetizada no proprio organismo a partir de acidos graxos,
sendo que aproximadamente 1/3 ¢ proveniente da dieta (STIPANUK, 2000 apud
MENDONCA, 2006).

O controle da concentracdo sérica do colesterol ocorre principalmente através da
regulacdo da captacao das LDLs, que sdo proteinas transportadoras do colesterol endogeno.
O aumento da quantidade de LDL-c, bem como o aumento na quantidade de colesterol que
carregam, representa igualmente um quadro de risco para a génese da aterosclerose
(DIETSCHY, 1997 apud MENDONCA, 2006). Nos ultimos anos, varias evidéncias
experimentais tém mostrado que a modificagdo oxidativa da LDL e de outras lipoproteinas
¢ uma etapa crucial na patogénese da aterosclerose (ESTERBAUER, 1992 apud
MENDONCA, 2006).
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As mais recentes recomendacdes do National Cholesterol Education Program
(NCEP-2002) sobre as modificagdes da dieta tornaram-se ainda mais exigentes que as
anteriormente adotadas (NCEP 1987), sendo adotada a ingestdo maxima de 7% das calorias
na forma de 4cidos graxos saturados (anteriormente era de 10%) e de menos de 200 mg de
colesterol (anteriormente era de 300 mg). Além disso, passa a recomendar o consumo de
fibra alimentar soluvel (10-25 g/dia) e de fitoesterois (2 mg/dia) como agentes redutores de
LDL-c, principal alvo da terapia redutora de riscos cardiovasculares (NCEP, 2002 apud
MENDONCA, 2006).

Exercicios, ingestdo reduzida de acidos graxos saturados, maior ingestdo de fibra
dietética (B-glucanas de farelo de aveia ou componentes de fibras soliiveis) e ingestdo
restrita de alimentos com alto conteudo de colesterol sdo recomendados para a reducao dos

niveis de colesterol sanguineo (YOSHIE-STARK e WASCHE, 2004).

As fibras dietéticas representam um grande grupo de substincias que ndo sdo
hidrolisadas pelas enzimas do trato gastrintestinal humano. Possuem diversos efeitos
preventivos e nutricionais no trato intestinal, dependendo da sua estrutura e peso molecular,
assim como solubilidade e propriedades fisico-quimicas. As principais fontes de fibras na

nutricdo humana sdo cereais, frutas e vegetais (DONGWSKI, 2007).

Fibras soluveis, como as B-glucanas, pectina e goma guar, sdo fermentadas pela
microflora no intestino grosso, € o proprionato, um dos produtos de fermentacdo, pode
inibir a sintese de colesterol no figado (CHOI et al, 1998) e auxiliar na protecao da mucosa
colonica (DRZIKOVA et al, 2001). As fibras soltveis podem também afetar o metabolismo
lipidico no figado e tecidos periféricos por modificagdes na secrecdo de hormoénios

gastrintestinais, insulina e glucagon (CHOI et al, 1998).

As fibras insoluveis como a celulose e a fibra do farelo de trigo, por outro lado, ndo
sdo redutoras do colesterol sérico, mas atuam como diluidores in vivo de substincias

potencialmente carcinogénicas (DANZ e LUPTON, 1992; ESCUDERO et al, 2004). Danz
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e Lupton (1992) observaram a atividade do amaranto nos niveis lipidicos e fisiologia do
colon de ratos e sugeriram que hd uma combinag¢do dos efeitos positivos das fibras
insoluveis no colon com a propriedade hipocolesterolemiante das fibras soluveis, ambas as

fibras presentes no amaranto.

A ligacdo dos acidos biliares pelas fibras dietéticas, principalmente as solveis, € o
conseqiiente aumento da sua excre¢do fecal, tém sido considerados como um possivel
mecanismo da redugdo do colesterol plasmatico. Os 4cidos biliares sdo acidos esterdides
sintetizados no figado a partir do colesterol necessarios para a digestdo dos lipideos no
intestino delgado. Apds conjugacdo com glicina ou taurina, eles sdo secretados no duodeno,
ativamente reabsorvidos no ileo terminal e entdo transportados para o figado via circulacio
enterohepatica por diferentes mecanismos (KAHLON e SHAO, 2004; KAHLON, SMITH e
SHAO, 2005; DONGWSKI, 2007; KAHLON, CHAPMAN e SMITH, 2007a).

Além destas fungdes vitais, alguns acidos biliares, denominados acidos biliares
secundarios (deoxicoélico e litocolico), estdo envolvidos no aumento do risco para cancer
colorretal (KAHLON, CHAPMAN e SMITH, 2007a; KAHLON, CHAPMAN e SMITH,
2007b). Um dos possiveis mecanismos dos acidos biliares fecais na génese deste tipo de
cancer seria por acidificacdo do cdlon favorecendo maior solubilidade destes acidos

secundarios que sdo toxicos a mucosa intestinal (LITTLE et al, 2002).

Diversas fibras dietéticas sdo capazes de interagir com 4cidos biliares no intestino
delgado resultando em menor reabsor¢do, favorecendo maior excre¢do. O pool de acidos
biliares do organismo ¢ limitado, quando nao ocorre reabsor¢do, ha o estimulo a conversao
do colesterol plasmatico e hepatico em dacidos biliares adicionais (KAHLON e
WOODRUFF, 2002; KAHLON e SHAO, 2004; KAHLON, SMITH e SHAO, 2005;
DONGWSKI, 2007, KAHLON e SMITH, 2007a; KAHLON, CHAPMAN e SMITH,
2007a; KAHLON, CHAPMAN e SMITH, 2007b). Este é provavelmente um dos principais
mecanismos hipocolesterolémicos que ocorrem principalmente em humanos e animais

hipercolesterolémicos (DONGWSKI, 2007).
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Em experimentos realizados por Grajeta (1997), ratos alimentados com dietas
contendo farinhas de amaranto integral e desengordurada apresentaram significativa
redugdo da concentracdo de colesterol no sangue e no figado. Segundo o autor, o efeito
hipocolesterolemiante foi devido a fracao solavel das fibras dietéticas presente nas farinhas,
em decorréncia da sua maior concentragdo quando comparado ao teor de tocotriendis

presentes no 6leo de amaranto (GRAJETA, 1997 apud GRAJETA, 1999).

No amaranto, além das fibras, existem outros componentes que podem estar
relacionados a este efeito hipocolesterolemiante, porém com mecanismos de acdo diferentes
das fibras dietéticas. Acredita-se que tocoferdis, tocotriendis e esqualenos reduzem o
colesterol sérico por inibicdo da 3-hidroximetilglutaril coenzima A (HMG CoA) redutase
que ¢ uma enzima chave na regulagdo da biossintese do colesterol (DANZ ¢ LUPTON,
1992). Qureshi, Lehmann e Peterson (1996) também sugeriram a presenca de um potente

inibidor da HMG CoA redutase no amaranto, além de 8 isdmeros da vitamina E.

Lehmann, Putnam e Qureshi (1994) identificaram em graos de amaranto altas
concentracoes de B e 7y tocotriendis e a-tocoferol, compostos que além de estarem
envolvidos na regulacio do metabolismo de colesterol, apresentam atividade
anticarcinogénica e antioxidante in vitro. Lehmann (1996) relataram que a
hipocolesterolemia estaria associada a algum componente soliivel na fragdo lipidica do

amaranto, sugerindo serem os tocotrienois e o esqualeno.

Chatuverdi, Sarojini e Devi (1993) atribuiram o efeito hipocolesterolemiante do
amaranto ao esqualeno, precursor do colesterol (CHATUVERDI, SAROJINI e DEVI, 1993
apud PLATE e AREAS, 2002). Shin et al (2003) reportaram que o 6leo de amaranto e o
esqualeno isolado a partir do 6leo de amaranto exibiram um efeito redutor de colesterol em
ratos hipercolesterolémicos, sendo o mecanismo sugerido excrecdo de colesterol e acidos

biliares nas fezes (SHIN et al, 2003 apud KIM, KIM e SHIN, 2006a).
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Berger et al (2003), estudando o efeito dos flocos e dos 6leos bruto, refinado e
insaponificavel de amaranto em hamsters, relataram que houve diminui¢do do colesterol
total em 10% quando alimentados com os flocos de amaranto e ndo houve diferenca
significativa no teor de LDL-c em todos os tratamentos em relagdo ao controle. Neste
trabalho, Berger et al (2003) ndo confirmaram a hipotese que os flocos de amaranto,
incluindo suas proteinas, amido, Oleo e componentes fisico-quimicos sejam

hipocolesterolemiantes.

A acdo das proteinas alimentares no metabolismo de colesterol em humanos e
inimeros modelos animais ¢ bem conhecida (SIRTORI et al, 1995). Proteinas de origem
animal como a caseina, sdo mais colesterolémicas e aterogénicas que proteinas vegetais,
como o isolado protéico de soja. A caseina pode exercer seu efeito hipercolesterolémico por
mecanismos que incluem aumento da absor¢do de colesterol e reducdo do seu turnover

(SARWAR e RATNAYAKE, 2000).

Diferencas na composi¢do aminoacidica e/ou estrutura molecular de proteinas
alimentares podem ser parcialmente responsaveis pelo efeito significativo das proteinas
dietéticas no metabolismo de colesterol € no metabolismo de dcidos graxos essenciais em
ratos (SARWAR e RATNAYAKE, 2000). Sirtori ef al (1995) sugeriram que as globulinas
de soja, especialmente a 7S podem exercer efeito redutor do colesterol em humanos e
animais. Potter (1995) prop0s que componentes ndo protéicos da soja como saponinas,
fibras, acido fitico e isoflavonas, podem afetar diretamente ou indiretamente o metabolismo

de colesterol (POTTER, 1995 apud SARWAR e RATNAYAKE, 2000).

Carroll e Kurowska (1995) e Sugano, Ishiwaki e Nakashime (1984) atribuiram o
efeito redutor sobre o colesterol & composi¢do aminoacidica das proteinas alimentares.
Giroux, Kurowska e Carroll (1999) sugeriram que os aminoacidos lisina, leucina, glicina,
isoleucina, fenilalanina, triptofano e treonina s3o os responsaveis por um efeito
hipercolesterolémico moderado, enquanto a combinagdo de lisina+metionina ¢ relacionada

a um efeito hipercolesterolémico elevado. Esses resultados ajudam a explicar porque as
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proteinas animais sdo mais hipercolesterolémicas que as proteinas vegetais. As proteinas
animais apresentam teores de lisina e metionina mais elevados, enquanto as proteinas
vegetais apresentam teores mais elevados de arginina, que se acredita ter um efeito

hipocolesterolémico.

Sugano, Ishiwaki e Nakashime (1984) verificaram a partir de dietas livres de
colesterol contendo diferentes proteinas alimentares (leite, peixe, ovo, soja, arroz e
amendoim) o efeito hipocolesterolémico das proteinas vegetais quando comparadas as
proteinas animais. Houve uma correlagdao negativa entre o nivel de colesterol plasmatico e a
razdo arginina/lisina das proteinas dietéticas, sugerindo ser este o mecanismo na

determinagdo dos niveis de colesterol plasmatico.

Sarwar e Ratnayake (2000) verificaram o efeito da suplementa¢do de aminoacidos
na caseina e gelatina (considerando as diferencas nos perfis aminoacidicos entre as duas
fontes) nos parametros dos lipideos séricos (colesterol total, HDL-c e composic¢do de acidos
graxos). As concentragdes de colesterol total e HDL-c foram significativamente maiores
nos ratos alimentados com dieta de caseina ndo suplementada quando comparado aos ratos
alimentados com dieta de gelatina ndo suplementada. A suplementacdo da caseina com
glicina ou glicinatarginina (aminodcidos presentes em grande quantidade na gelatina)
reduziu significativamente as concentragdes plasmadticas de colesterol total. Porém, a
suplementagdo da gelatina com éacido glutdmico, metionina, fenilalanina ou tirosina ou uma
mistura destes quatro aminoacidos ndo tiveram nenhum efeito no colesterol total

plasmatico.

A ligagdo de 4cidos biliares por proteinas também tem sido relatada na literatura,
sendo que a proteina da soja tem mostrado poder redutor do colesterol total e LDL-c em
animais de laboratdrio e humanos hipercolesterolémicos. Os mecanismos propostos de acao
incluem a reducdo da absor¢do de colesterol ou acidos biliares e modificacdes no
metabolismo hepatico de colesterol e lipoproteinas (KAHLON e WOODRUFF, 2002;
HIGAKI et al, 2006).
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Maior excre¢do de acidos biliares e reducdo do conteido de colesterol hepatico
foram observadas em hamsters alimentados com proteinas de soja do que com caseina
(KAHLON e WOODRUFF, 2002). Alguns peptideos obtidos a partir da digestdo in vitro
da proteina de soja tém atividade ligante de acidos biliares e estimula a excre¢ao fecal de

esteroides (HIGAKI et al, 2006).

Nagata, Ishiwaki e Sugano (1982) mostraram que a proteina de soja aumentou a
excrecao fecal de colesterol como conseqiiéncia da reducdo de sua absorcdo intestinal.
Outros estudos tém sugerido que a proteina de soja aumenta a saturacdo de colesterol na
bile pelo aumento da secrecdo biliar de colesterol (NAGATA, ISHIWAKI e SUGANO,
1982 apud MACARULLA et al, 2001).

Sugano et al (1988) avaliaram o efeito redutor de colesterol em modelo animal e em
humanos voluntarios das fragdes de baixo (FBP) e alto peso molecular (FAP) de
hidrolisados protéicos de soja obtidos in vitro com proteases microbianas. Os autores
verificaram que a FAP resultou na maior excre¢do de esterdides e conseqiientemente maior
efeito redutor do colesterol sérico quando comparado as proteinas do isolado protéico de

soja nativo (SUGANO et al, 1988 apud HIGAKI et al, 2006).

A ligacdo de 4acidos biliares in vitro ¢ utilizada como medida do potencial
hipocolesterolemiante de um produto por ser este 0 mecanismo de acdo das fibras dietéticas
e proteinas. E uma metodologia mais barata e mais ripida do que a realizagio de

experimentos in vivo (CAMIRE, ZHAO e VIOLETTE, 1993).

Kahlon e Woodruff (2002) relataram a ligacdo de acidos biliares in vitro com
proteinas de soja, feijao variedade pinto, feijdo preto e gliten de trigo. As proteinas dos
feijoes apresentaram maior capacidade de se ligar aos acidos biliares (23,0-30,0%) que as da

soja (17,0%) e o gluten de trigo (12,0%).
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Yoshie-Stark e Wiasche (2004) relataram que a farinha desengordurada de tremogo e
seus digeridos protéicos apresentaram maior capacidade de ligagdo de acidos biliares que a
farinha de soja desengordurada e seus digeridos. O isolado protéico soluvel em acido de
tremogo mostrou capacidade de ligar acidos biliares superior a colestiramina, sugerindo que
este isolado pode ter uma aplicagdo potencial como agente redutor de colesterol em

pacientes hipercolesterolémicos.

Kahlon, Smith e Shao (2005) verificaram a capacidade ligante de acidos biliares por
diversas variedades de feijoes: Phaseolus vulgaris, Vigna mungo, Cicer arietinum e
Phaseolus aconitifolins. Os pesquisadores utilizaram a colestiramina (resina aniOnica
ligadora de acidos biliares) como controle positivo e a celulose (fibra ndo ligadora de 4cidos
biliares) como controle negativo. Todas as amostras apresentaram capacidade ligante de
acidos biliares, porém inferior a apresentada pela colestiramina. A capacidade de ligagao
das amostras variou de 2,5 a 6,7 %. O “bengal gram” apresentou a maior capacidade ligante
de 4cidos biliares diferindo-se estatisticamente das demais amostras. A celulose ligou
apenas 1,5% da mistura de acidos biliares, capacidade inferior a encontrada para as amostras

analisadas.

Em outro estudo, Kahlon e Shao (2004) observaram a ligagcdo de acidos biliares da
soja, feijao preto, grao de bico e feijdo lima. A soja apresentou baixa capacidade ligante de
acidos biliares (1,9%), sendo semelhante a encontrada para a celulose (1,5%). A maior
capacidade ligante de acidos biliares foi verificada pelo grao de bico (10,0%) quando

comparado as outras amostras.

Kahlon e Smith (2007b) relataram a ligacdo de 4cidos biliares por diversas frutas,
blueberries, macas, ameixa seca, ameixa, cerejas, morangos e cranberries. As blueberries
foram as que apresentaram maior capacidade ligante de acidos biliares (7,0%) e as macas a
menor capacidade ligante (1,0%) quando comparados as outras amostras (KAHLON e
SMITH, 2007b apud KAHLON e SMITH, 2007a). A atividade ligante de 4cidos biliares

destas frutas pode estar relacionada ao seu conteudo de fitonutrientes (flavondides,
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catequinas, polifendis, etc...), fracdes hidrofobicas ndo digeridas e/ou metabdlitos anidnicos

ou catidnicos produzidos durante o processo digestivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material

Para a realizacdo deste trabalho, utilizou-se graos de amaranto (Amaranthus
cruentus variedade BR Alegria) obtidos de produtores do municipio de Ituporanga, estado
de Santa Catarina. As enzimas utilizadas para digestao in vitro do CPA e seus hidrolisados
foram: pepsina da mucosa de estdbmago de suino (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
EUA, cod. P-7012, lote: 120K7654) e pancreatina suina (Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, EUA, cod. P-1625, lote: 41K1271). A Alcalase 2.4L utilizada para a hidrolise foi

gentilmente fornecida pela empresa Novozymes (Araucéria — PR, Brasil).

Para a determinacdo da atividade inibidora da ECA, foram utilizados: enzima
conversora da angiotensina (ECA) de pulmao de coelho (Sigma Chemical Co, St. Louis
MO, EUA, cod. A6778, lote 084K1430) e substrato sintético da ECA, hipuril-histidil-
leucina (HHL) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA, c6d. H1635, lote 062K 1092).

Para a atividade ligante de &cidos biliares foram utilizados: &cido colico (cod.
C1129, lote 055K0016), acido deoxicolico (cod. D2510, lote 065K0042), acido glicocdlico
(co6d. G2878, lote 124K5327), 4acido taurocolico (cod. T4009, lote 026K5313),
colestiramina resina (c6d. C4650, lote 074K0094) adquiridos da Sigma Chemical Co
(St.Louis, MO, EUA) e o Kit colorimétrico para analise de acidos biliares Diazyme DZ092-
A (Califérnia, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico ou

cromatografico.
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4.2. Métodos

4.2.1. Obtencio e caracterizacio das farinhas, concentrado e hidrolisado protéico de

amaranto

A farinha integral de amaranto (FIA) foi obtida por moagem do grao em moinho de
facas (modelo MA630, Marconi, Piracicaba-SP, Brasil), com controle de temperatura (16 £
3°C). A farinha com granulometria < 250 um foi desengordurada com hexano (1:3 p/v) por
24 h a temperatura ambiente e centrifugada (1500 x g/20 min/4°C) para remocdo do
solvente, permanecendo a temperatura ambiente até sua completa evaporacdo. O
concentrado protéico de amaranto (CPA) foi obtido a partir da farinha desengordurada de

amaranto (FDA) (Figura 4), segundo a metodologia descrita por Martinez e Aiidn (1996).
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FDA

Dispersao de FDA (1:10)

NaOH 2N

Ajuste pH 9,0

Centrifugagio 9000 xg /20min/4°C

Sobrenadante

HCL2N [y | Precipitagio pH 4,5

Residuo

Solugéo (1:3)

Centrifugagdo 9000 xg / 20min/4°C

/ Sobrenadante

Centrifugagdo 9000 xg /20min/4°C

Ressuspensdo agua deionizada 3x (1:4, 1:4, 1:6)

Centrifugagio 9000 xg /20°/4°C

Neutralizagdo

Liofilizagao

CPA

Sobrenadante

\4

Descarte

Ressuspensdo agua
deionizada (1:3)

Neutralizagdo

Liofilizagao

Figura 4. Fluxograma da obtencdo do concentrado protéico de amaranto (FDA - farinha
desengordurada de amaranto, CPA — concentrado protéico de amaranto, RA — residuo alcalino).

Umidade, cinzas e nitrogénio total da farinha e produtos foram determinados de

acordo com a AOAC (1995) e o teor de proteina foi calculado multiplicando-se o teor de

nitrogénio pelo fator de conversdo 5,85 (SCILINGO et al, 2002). Lipideos totais foram
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determinados pelo método de Bligh e Dyer (1959) e as fibras dietéticas determinadas pelo
método enzimico-gravimétrico (AOAC, 1995). As determinagdes foram realizadas em

triplicata.

As condicdes de reagdo para obtencao dos hidrolisados protéicos de amaranto
(HPA) com a enzima Alcalase foram: relacdo E:S (1:50, p/p), pH 8,0 e 60°C para as
suspensdes de CPA, com 10% de amostra (p/v). A hidrolise foi realizada sem e com
tratamento térmico prévio da dispersao de CPA, realizado a 90°C/30 min. A enzima
Alcalase foi adicionada apds a dispersdo ter alcangado as condigdes estabelecidas para a
reacdo. A reac¢do foi monitorada por pH-stat, utilizando o titulador automatico Metler
Toledo modelo DL 25 (Schwerzenbach, Switzerland) e o pH foi mantido constante por
adicao continua de NaOH IN. O grau de hidrolise (GH) foi calculado de acordo com Adler-
Nissen (1986). Ao atingir 12% de grau de hidrélise (GH), a reacao foi interrompida por
aquecimento a 90°C por 10 min, centrifugada (1500 x g/10 min/21°C) e o sobrenadante,

contendo a proteina hidrolisada, foi congelado e liofilizado.

O método pH-stat foi utilizado para determinacdo do GH por ter elevado valor
pratico no acompanhamento do processo para a realizacdo de hidrolise controlada sem
necessidade de retirada de aliquotas durante a reagdo. A desvantagem desse método € que a
titulagdo de NaOH para controle do pH, promove um aumento no teor do residuo mineral
da amostra pela adicdo de sodio (MUTILANGI, PANYAM e KILARA, 1995 apud
COSTA, 2004). Apos a obten¢do dos hidrolisados, foi determinado o grau de hidrolise pelo
método do 4cido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) para todos os produtos, a fim de
possibilitar a comparagdo entre os hidrolisados e os digeridos (concentrados e hidrolisados

protéicos obtidos ap6s digestdo in vitro) obtidos por métodos diferentes.
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4.2.1.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil de peso molecular da FDA, CPAst, CPAtt, RA e hidrolisados protéicos
(HPAst e HPAtt) foi determinado por eletroforese utilizando gel de poliacrilamida em
sistema SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). Nesse sistema, utilizam-se dois géis com
concentragdes diferentes de acrilamida, sendo: gel de separacdo (12% T e 4% C) e gel de
empilhamento (4% T e 2,67% C). A FDA, CPA, RA e hidrolisados protéicos foram
diluidos em tampao redutor (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 20%, -
mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,1%), aquecidos a 90°C por 30 minutos. Foram
aplicadas aliquotas de 10 pL da solucdo da FDA, CPAst, CPAtt, RA e hidrolisados
protéicos contendo 0,4% de proteina. O padrao utilizado foi o de alto peso molecular (14 a
97 kDa, Biorad, c6d. 161-0304). Apds a corrida, o gel foi corado em Comassie Blue G-250
0,1% e descorado por meio de varias lavagens em solugcdo acido acético/metanol/agua

(1:4:5).

4.2.2. Digestao in vitro das proteinas de amaranto

A resisténcia do concentrado protéico e de seus hidrolisados a agdo das proteases
gastricas foi avaliada de acordo com procedimento descrito por Vermeirssen et al (2003).
Dispersoes aquosas de CPAst e CPAtt e hidrolisados com Alcalase (10% de amostra p/v)
sem e com tratamento térmico prévio do CPA, foram ajustadas a pH 2,5 com HCI 2 N, para
a digestao com a pepsina (E:S 1:100 p/p), a 37°C durante 2 horas. Em seguida, a solucao foi
neutralizada pela adigdo de NaOH 2 N para digestdo com a pancreatina (E:S 1:50 p/p), a
37°C durante 4 horas (Figura 5). A reacao foi interrompida por aquecimento a 90°C por 10
min e centrifugada (1500 x g/10 min/21°C). Os sobrenadantes, contendo o material

digerido, foram congelados e liofilizados.
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CPAst/ HPAst/
CPATtt HPATtt

N

Hidrolise gastrica

v Pepsina (HCI 2N, pH 2,5, 2 hs - 37°C)

Produtos da digestao péptica

v Pancreatina (NaOH 2N, pH 7,0, 4 hs - 37°C)

Produtos da digestdo pancreatica

Inativagao a 90°C/10 min (centrifugagdo 1500 xg/ 10
in/21°C)

DCPAst/ DHPAst/
DCPATtt DHPA(tt

Figura 5. Fluxograma da digestdo in vitro das proteinas de amaranto

Os hidrolisados protéicos e digeridos foram codificados da seguinte forma:
hidrolisado de CPA, sem tratamento térmico prévio, com Alcalase (HPAst); digerido do
CPA sem tratamento térmico prévio (DCPAst); digerido do HPAst (DHPAst); hidrolisado
de CPA, com tratamento térmico prévio, com Alcalase (HPAtt); digerido do CPA com

tratamento térmico prévio (DCPALtt); digerido do HPAtt (DHPALt).

Nitrogénio total foi determinado por micro-Kjeldahl, segundo a AOAC (1995). Para
o calculo da proteina dos hidrolisados protéicos e digeridos, foi utilizado o fator de

conversdo 5,85 (SCILINGO et al, 2002).
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4.2.2.1. Grau de hidrolise

O GH dos hidrolisados protéicos e dos digeridos foi determinado pelo método do
TNBS (ADLER-NISSEN, 1979). Este método fundamenta-se na reagdo colorimétrica do
acido trinitrobenzenosulfénico com os grupos a-amino terminais das proteinas e peptideos

formados durante a reacao de hidrolise.

O GH foi calculado utilizando a seguinte expressao:

mMolLeu
=%

GH 100

tot

onde:
mMolLeu = grupamentos aminicos livres, calculados a partir da curva padrao de leucina
her= numero de equivalentes de pontes peptidicas por unidade de massa protéica, cujo valor

¢ de 8,12 mmol/g de proteina para o amaranto.

O valor do Atot foi obtido a partir da andlise da composi¢ao aminoacidica do CPA
(g aminoacido/100 g proteina) somando-se todos os aminodcidos constituintes em

mmol/100g de proteina. O triptofano ndo foi considerado para este célculo.

4.2.2.2. Composi¢cio aminoacidica

A composi¢do aminoacidica, exceto o triptofano, foi determinada segundo
metodologia descrita por White, Hart e Kry (1986). A FDA, o CPA e os hidrolisados com
Alcalase sem e com tratamento térmico (HPAst e HPAtt) foram hidrolisados por 24 horas
com acido cloridrico 6N e posteriormente separados por CLAE-FR com reacao pré-coluna

com fenilisotiocianato e detectados a 254 nm. Utilizou-se uma coluna Luna C18 (25 cm x
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4,6 mm, 5 pm), série 357152-28, cromatografo Thermo Separation Products e detector
Spectra System UV 2000. O escore quimico (EQ) foi calculado através do quociente da
concentracdo de cada um dos aminoacidos essenciais da proteina teste pela concentragdo do
mesmo aminodcido da proteina usada como referéncia (padrao FAO/85) de acordo com a

equagdo abaixo:

gdeaa /100 g de proteina teste
EQ = - =
gdeaa /100 g de proteina padrdo

4.2.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE Tricina)

O perfil de peso molecular dos hidrolisados protéicos e digeridos foi determinado
por eletroforese utilizando gel de poliacrilamida em sistema SDS-PAGE-Tricina
(SCHAGER e JAGOW, 1987). Nesse sistema, utilizam-se trés géis com diferentes
concentragdes de acrilamida, sendo: gel de separacao (14,6% T e 4% C), gel espacador
(10% T e 3% C) e gel de empilhamento (4% T e 3% C). Os hidrolisados protéicos e
digeridos foram diluidos em tampao redutor (Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, SDS 10%, glicerol
10%, B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,1%), aquecidos a 40°C por 30 minutos.
Foram aplicadas aliquotas de 20 pL da solucdo de cada hidrolisado contendo 0,4% de
proteina. O padrdao utilizado foi o de baixo peso molecular, entre 6,5 e 26,6 kDa
(Pharmacia, c6d. 80-1129-83). Apos as corridas, os géis foram inicialmente fixados por 1
hora em solugdo metanol/acido acético/dgua (5:1:4) e corados por 48 horas em Comassie
Blue G250 (0,04% de Comassie em acido acético 10%). Posteriormente foram descorados

em acido acético 10%.
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4.2.2.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia — fase reversa (CLAE-FR)

Os perfis cromatograficos das amostras (CPA, hidrolisados protéicos e digeridos)
foram determinados por CLAE-FR, segundo Smyth e FitzGerald (1998) com algumas
modificagdes. Utilizou-se uma coluna Varian C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 um), série 072269-9,
equilibrada com 100% do solvente A (4cido trifluoroacético 0,1% - TFA em éagua, v/v). As
amostras foram eluidas com gradiente linear: 80% do solvente A e 20% do solvente B
(acetonitrila/TFA 0,1%, 60:40, v/v) até 15 minutos, e posteriormente 100% do solvente B

em 50 minutos. Aos 60 minutos a coluna foi reequilibrada as condi¢des iniciais.

As corridas foram conduzidas a 35°C em cromatografo Varian (bomba modelo 9012
- série 04824 e detector UV modelo 9050 - série 02570, Califérnia — EUA), com fluxo de 1
mL/min e a absorvancia monitorada a 214nm. O volume de injecdo foi 20 puL e a
concentracdo foi 0,5% de proteina. Todas as amostras foram previamente filtradas em
membranas de acetato de celulose 0,22 um (hidrolisados protéicos e digeridos) e 0,45 um
(CPA). Para fins de analise, os cromatogramas dos hidrolisados e digeridos protéicos foram
divididos em duas regides: (I) baixa hidrofobicidade: peptideos que eluiram até¢ 15 minutos
com um gradiente da solucdo B até 20% e (II) alta hidrofobicidade, com gradiente da

solucao B até 100%.

4.2.2.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia — exclusdo molecular (CLAE-EM)

O peso molecular aparente das proteinas nas amostras foi determinado por CLAE-
EM, segundo Kalapathy, Hettiarachchym e Rhee (1997) com algumas adapta¢des. Utilizou-
se um cromatografo Varian (bomba modelo 9012 — série 04824 e detector UV modelo 9050
— série 02570, California-EUA), e uma coluna BioSep-SEC-S 2000 Phenomenex (300 x 7,8
mm) série 333734-50. As amostras foram eluidas com tampao fosfato de sodio 0,05M
(NaCl 0,15M, pH 6,8) a 30°C, com fluxo de 0,4 mL/min e a absorvancia monitorada a

280nm. O volume de injecao foi de 20 uL e a concentragdo foi 0,5% de proteina (p/v). As
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amostras foram previamente filtradas em membranas de acetato de celulose 0,22 pum

(hidrolisados protéicos e digeridos) e 0,45 um (CPA).

Os pesos moleculares aparentes correspondentes aos picos eluidos foram estimados
a partir de uma curva de calibragao construida com pesos moleculares padrdes da Bio-Rad:
tiroglobulina bovina (670 kDa), gama globulina bovina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa),
mioglobulina (17 kDa) e vitamina B-12 (1,35 kDa). Os resultados obtidos pela analise por
CLAE-EM sao baseados na solubilidade (%) dos hidrolisados protéicos e digeridos em

tampao fosfato 0,05M, pH 6.8 utilizado como veiculo de dilui¢ao e fase movel.

4.2.3 Determinacio da atividade inibidora da ECA

A atividade inibitoria da ECA dos hidrolisados protéicos e digeridos foi
determinada por eletroforese capilar de acordo com o método de Shihabi (1999) com
modificagdes (COSTA, NETTO e SILVA, 2003), sendo as andlises realizadas em
duplicata. A atividade foi expressa como valor ICsyp, que corresponde a quantidade de
inibidor necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica. A determinacdo do valor ICs
foi feita pela incubacdo do volume de 50 pL dos hidrolisados protéicos e digeridos em
varias concentragdes, com 100 pL da ECA e 100 uL do HHL. Ap6s 30 min, a enzima foi

inativada pela adicdo de 100 pL de acetonitrila.

Ap0s filtracdo dos produtos em membrana de acetato de celulose 0,22 um, o acido
hipurico (AH), o produto da reagdo, foi separado e quantificado por eletroforese capilar em
aparelho HP-3DCE (Agilent, Waldbronn, Germany), equipado com capilar de silica
fundida (40 cm X 50 um de d.i.). Como fase movel, utilizou-se tampao borato de s6dio 50
mM, pH 9,3 e fluxo de corrente do catodo para o dnodo. A tensdo de corrida foi mantida a
10 kV. Os analitos foram detectados a 228 nm com detector de arranjo de diodos (DAD) e

as areas dos picos foram integradas pelo software HP-3DCE.
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Entre as analises, o capilar foi lavado com solug¢do de hidréxido de soédio 1N e dgua,
e em seguida recondicionado com tampao de corrida. O valor ICsy de cada hidrolisado foi
determinado por analise de regressao do inverso da area do acido hipurico liberado na
reacdo (4drea integrada no eletroforegrama), em funcdo da concentragdo do hidrolisado

protéico e/ou digerido incubado na reagdo (mg de proteina/mL).

4.2.4. Determinac¢ao da atividade ligante de acidos biliares

A atividade ligante de 4acidos biliares da farinha desengordurada de amaranto,
residuo alcalino, concentrado protéico e hidrolisado protéico de amaranto sem tratamento
térmico prévio do CPA, foi determinada segundo a metodologia descrita por Camire e
Dougherty (2003) e Mashige et a/ (1981) com modificagdes. O principio do método se

baseia em reagdes enzimaticas demonstradas abaixo:

Acidos biliares 30- hidroxi + NAD **"P  Acidos 3-oxo-biliares + NADH

NADH + NBT _P#forase - NAD + Formazan

Os acidos biliares sdo conjugados primeiramente a 4acidos 3-oxo-biliares em uma
reacdo catalisada pela enzima 3 o-hidroxisteroide-desidrogenase (3a-HSD). Nesta reacao
de oxidacdao, uma quantidade equimolar de NAD ¢ reduzida a NADH. Na continuacao, o
NADH ¢ oxidado a NAD produzindo-se a redugdo simultanea do NBT a formazan pela
acdo catalitica da diaforase. O formazan apresenta um maximo de absorvancia a 540 nm. A
intensidade da cor produzida ¢ diretamente proporcional & concentragdo dos 4cidos biliares

na amostra.

Para cada acido biliar (colico, taurocodlico, deoxicodlico e glicocdlico) foi feita
diariamente uma curva padrio utilizando-se o Kit Diazyme (DZ092A) nas concentragdes
de 0 a 200 pM. Utilizou-se inicialmente uma solu¢do-mae de 200 uM de cada acido biliar

diluidos em uma solu¢do de 0,9% NaCl e posteriormente foram realizadas as dilui¢cdes
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necessarias para obtengdo das concentragdes de 50, 100 e 150 uM. As andlises foram

realizadas em triplicata.

Para a reacdo colorimétrica adicionou-se 30 pL de cada padrao e 225 pL do
reagente contendo NAD, NBT e Diaforase que foram incubados por 4 min a 37°C,
adicionou-se 45 puL da 3o HSD e incubou-se por 5 min a 37°C. Para paralisar a reacio
adicionou-se 40 pL de 4cido fosforico 1,33 M e a leitura a 540 nm foi realizada

imediatamente em espectrofotometro Beckamn DU-70.

Para avaliacao da propriedade ligante das amostras, seguiu-se o protocolo sugerido
por Camire e Dougherty (2003) conforme demonstrado na Figura 6. As analises foram

realizadas em duplicata.
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Pesar 100 mg de amostra em duplicata (FDA, CPA, HPA, RA,
Colestiramina) em tubos plasticos de centrifuga de 50 mL

A 4

Adicionar 1 mL. de HCL 0,01 N, incubar por 1 hora a 37°C em
um banho-maria com agitagao

A 4

Acertar o pH das amostras para 7,0 com NaOH 0,1 N

\ 4

Adicionar 4 mL de uma solugao de acido biliar 31,25 umol/mL e
5 mL de uma solu¢do de pancreatina (10 mg/mL)

A 4

Incubar por 1 hora a 37°C em um banho-maria com agitagio

\ 4

Centrifugar a 26890 x g/ 10 min/ 20°C

A 4

Remover o sobrenadante utilizando uma pipeta de Pasteur e
transferi-lo para outra seqiiéncia de tubos

A 4

Adicionar 5 mL de NaCl 0,9% nos tubos de centrifuga com o
residuo remanescente

A 4

Centrifugar a 26890 x g/ 10 min/ 20°C

A 4

Remover o sobrenadante para a segunda bateria de tubos

A 4

Retirar 200 pL do sobrenadante e completar em balao
volumétrico de 10 mL com NaCL 0,9%

A 4

Retirar 30 pL do sobrenadante e prosseguir a reacao
colorimétrica

Figura 6. Fluxograma da atividade ligante de 4cidos biliares
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Para as amostras, assim como para as dilui¢des da curva padrao foram feitas leituras
do reagente branco, contendo a amostra e os reagentes colorimétricos, porém com
paralisagdao da reacdo antes da incubacao a 37°C por adi¢ao do acido fosforico 1,33M. A
atividade foi expressa como porcentagem de ligacao de acidos biliares, subtraindo-se a

absorvancia obtida da leitura do branco das amostras e curva padrao.

4.2.5. Analise estatistica

Os resultados das andlises fisico-quimicas foram apresentados como média + desvio
padrao. Os dados obtidos pela analise da atividade inbidora da ECA e atividade ligante de
acidos biliares foram submetidos a analise de varidncia ANOVA e teste de Tukey para
confronto entre as médias. O software Statistica for Windows (1995) (Tulsa, OK) foi

utilizado no intervalo de confianga de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao e caracterizacao das farinhas, concentrado e hidrolisados protéico de

amaranto

O teor de proteinas, lipideos, cinzas, umidade e fibras das farinhas integral (FIA) e
desengordurada (FDA), concentrado protéico (CPA) e residuo alcalino da extracdo (RA)
estdo apresentados na Tabela 2. A composicdo centesimal do CPA apresentada refere-se a
uma Unica extracdo. Nas demais extragdes realizadas, determinou-se apenas o teor de
proteinas para avaliar a variabilidade do processo de obten¢do do CPA, com teor médio de

proteinas 61,7% + 4,27.

O teor de proteinas da FIA foi 13,2% e o da FDA 14,8%, valor abaixo do reportado
por Marcilio et al (2003) para a mesma variedade, 16,2% de proteina na farinha integral,
mas utilizando fator de conversdo 6,25. Para outras variedades de A. cruentus, Escudero et
al (2004) reportaram 16,6% de proteina enquanto Becker et al (1981) encontraram de 15,3
a 18,2% de proteina, ambos utilizando fator de conversdo 5,85. O teor de proteina nas
farinhas pode variar em funcdo do tipo de moagem e classificagdo da farinha, pois ha maior
concentracdo dos nutrientes na casca e germe da semente quando comparados ao grao
(BETSCHART et al, 1981). O grao ¢ composto por 18,5% de proteina, 7,4% de lipideos,
3,3% de fibra e 3,2% de cinzas, enquanto a casca e o germe apresentam 42,0% de proteina,
19,2% de lipideos, 7,7% de fibra e 7,0% de cinzas. O perisperma possui basicamente amido
na forma de amilopectina com 7,7% de proteina, 2,3% de lipideos, 0,9% de fibra e 1,2% de

cinzas (BETSCHART et al, 1981).

O teor de proteinas do CPA, 58,3%, ¢ maior do que o obtido por Escudero et al
(2004), 52,6%, utilizando a farinha integral para a obtencdo do CPA e condi¢des pH 11 na
fase de extracdo. Scilingo et al (2002), utilizando metodologia semelhante a do presente
estudo, diferindo apenas no pH de precipitacao isoelétrica (pH 5,0), obtiveram CPA com

teor de proteinas 40,0% superior ao do obtido no presente trabalho. Salcedo-Chavez et al
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(2002), também utilizando A. cruentus e condi¢des semelhantes de processo, diferindo na
velocidade de centrifugacdo e maior tempo na etapa de precipitagao isoelétrica, obtiveram

concentrado protéico com maior teor de proteinas, 83,4% (N x 5,85).

Teores de proteinas em concentrados e isolados protéicos podem variar com as
condicdes de obtengdo. Valores mais elevados de pH na etapa de extracdo, em geral,
resultam no aumento da porcentagem final de proteina no concentrado protéico. No
entanto, o pH de extracdo muito alto pode provocar algumas reagdes quimicas como:
hidrolise da ligacdo peptidica, destruigdo de alguns aminoacidos, cross-linking e
racemizagdo de residuos de aminoacidos de L-aminodcidos para D-aminodcidos, que nao

sdo absorvidos pelos humanos (HAYASHI e KAMEDA, 1980).

Embora o teor protéico do RA seja baixo, 7,0%, ¢ a fracdo mais abundante,
compreendendo cerca de 50,0% em peso da farinha utilizada para a obtengcdao do CPA, desta
forma cerca de 23,3% da proteina total estdo presentes nesta fracdo. Reis e Netto (2006)
reportaram perda de 50,0% de proteina em relagdo a quantidade protéica inicial na farinha.
A presenca de proteina neste residuo pode resultar da interacao natural das fibras, lipideos e

amido com a proteina, o que dificulta sua remog¢ao (REIS e NETTO, 2006).
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Tabela 2. Composi¢@o centesimal da farinha integral de amaranto (FIA), farinha desengordurada de
amaranto (FDA), concentrado protéico (CPA) e residuo alcalino (RA)

Composicao (%) FIA FDA CPA RA
Proteinas 13,2+0,3 14,8+0,2 58,3+0,2 7,0+0,5
Lipideos 7,4+0,2 3,9+0,1 9,7+0,2 1,8+0,1
Cinzas 5,5+0,2 5,0+0,2 3,3+0,0 3,8+0,1
Umidade 12,5+0,0 13+0,1 3,9+0,2 6,2+0,1
FAT * ND 6,1+0,1 2,14£0,2 8,6+0,3
FAI** ND 5,0+0,0 1,8+0,0 7,7+0,1
FAS #xx* ND 1,1+0,2 0,3+0,1 0,9+0,2

* FAT — Fibra alimentar total

** FAI — Fibra alimentar insoluvel
*** FAS — Fibra alimentar soltvel
ND — ndo determinado

O teor de lipideos da FIA, 7,4%, ¢ semelhante ao reportado por Marcilio et al
(2003), para A. cruentus variedade japonica (Embrapa — Brasil). Escudero et al (2004)
reportaram 8,8% de lipideos para a farinha integral de A. cruentus proveniente da
Argentina. O tratamento com hexano levou ao desengorduramento parcial da farinha, com

redugdo de 52,7% do teor inicial.

O teor de lipideos no CPA apresentou-se elevado, 9,7%, indicando que os lipideos
presentes na FDA foram arrastados no processo de obtencdo do concentrado. Mendonga
(2006), também obteve isolado protéico com teor de lipideos maior do que o da farinha,
7,7% e 2,0% respectivamente. Escudero et al (2004) obtiveram CPA com 5,9% de lipideos
utilizando farinha integral como matéria prima. Estes autores, no entanto, utilizaram éter de
petrdleo para a extragdo e determinacdo do teor de lipideos, enquanto no presente trabalho
foi utilizado cloroférmio e metanol, o que pode ter influenciado no tipo e quantidade de

lipideos extraidos.

Observou-se um discreto aumento no teor de umidade da FDA (13,4%) quando

comparada a FIA (12,5%), sendo este resultado semelhante ao relatado por outros autores,
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entre 10,3 e 13,7% (MARCfLIO et al, 2003; ESCUDERO et al, 2004). O teor de cinzas da
FIA (5,5%) e FDA (5,0%) foram superiores aos encontrados na literatura, 1,7 a 3,8%
(BECKER et al, 1981; MARCILIO et al, 2003; ESCUDERO et al, 2004). Para o CPA, os
valores de umidade e cinzas (3,9% e 3,3% respectivamente) foram semelhantes ao
encontrado por Escudero et al, 2004, (3,1% e 3,7% respectivamente), embora a forma de
obtencdo do CPA tenha sido diferente pela utilizagdo de maior pH de solubilizagdo por

Escudero et al (2004).

Observou-se maior concentracao da fibra alimentar total (FAT) e insoltvel (FAI) no
RA que na FDA e CPA. A fibra alimentar soluvel (FAS) foi a de menor concentracdo em
todas as amostras (0,3 a 1,1%). O CPA apresentou o menor teor de FAS, pela maior
solubilidade destas fibras em agua, que foram perdidas durante o processo de obtengdo do
concentrado, ficando parte da FAS retida no RA. Escudero et a/ (2004) reportaram teor
semelhante de FAI na farinha ao encontrado neste trabalho (5,5% e 5,0% respectivamente),
entretanto o valor de FAI e FAS no CPA reportado por estes autores (20,9% e 12,9%
respectivamente) foi significativamente maior ao teor encontrado no presente trabalho
(1,8% e 0,3% respectivamente). Outros pesquisadores como Tosi et al (2001), estudando as
fibras dietéticas do grdo de A. cruentus encontraram teor de fibra total de 14,2% (8,1%
fibras insoluveis e 6,1% fibras soluveis), sendo esse teor modificado apods diferentes
moagens do grao. Becker ef al (1981), para diferentes variedades de 4. cruentus, relataram

teor de FAT de 3,2% a 5,8%, resultados proximos aos relatados neste trabalho.

5.1.1. Hidrolisados protéicos de amaranto

Segundo Henn & Netto (1998) e Costa, Gontijo e Netto (2007), proteinas com
diferentes graus de desnatura¢do, mesmo com igual GH e produzidos com iguais condigdes
de hidrolise, podem liberar diferentes peptideos. Os hidrolisados protéicos foram obtidos a
partir do CPA sem tratamento térmico (CPAst) e com tratamento térmico prévio (CPAtt),
utilizando-se a enzima Alcalase. Esperava-se, entdo, que com o tratamento realizado

(90°C/30 min), as proteinas estivessem parcialmente desnaturadas, favorecendo o acesso da
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Alcalase aos sitios de sua especificidade, fato este ndo observado apds o tratamento

térmico.

Os CPA com e sem tratamento térmico prévio apresentaram curvas de hidrolise
semelhantes, bem como o GH atingido apdés 100 min de hidrélise, 16,5% e 16,6%
respectivamente (Figura 7). Estes resultados sugerem que a reagdo de hidrdlise com
Alcalase ndo teve seu padrdo alterado em funcdo do tratamento térmico prévio. Segundo
Scilingo et al (2002), desnaturacdo parcial das proteinas de amaranto ocorre apds 10
minutos a 90°C. O padrao de hidrdlise das proteinas do amaranto com outras enzimas,
curcubita e papaina, também ndo foi alterado em funcao do tratamento térmico (SCILINGO
et al, 2002). Costa, Gontijo e Netto (2007), ao contrario, verificaram que a desnaturagdo
parcial das proteinas de soro de leite facilitou a atividade da Alcalase, possivelmente em
decorréncia da alteragdo na estrutura protéica, que favorece a exposicdo de grupos

hidrofébicos expondo sitios da especificidade desta enzima.
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Figura 7. Curva de hidrolise do HPAst e HPAtt em pH-stat com titulagdo de NaOH

Para a obtencao dos hidrolisados utilizados no estudo, HPAst e HPALtt, a reacao de
hidrolise foi interrompida quando se atingiu 12% de GH. Os teores de proteinas destes

hidrolisados foram 65,7 e 58,1%, respectivamente. O menor teor de proteinas do HPA(tt
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pode ser explicado pela menor solubilidade de parte das proteinas apos o tratamento

térmico prévio e pela sua precipitacdo na etapa de centrifugagdo apds hidrdlise.

5.1.2. Caracterizacao eletroforética das proteinas (SDS-PAGE)

Os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE) da FDA, CPAst, CPAtt, RA e dos
hidrolisados (HPAst e HPAtt) estdo apresentados na Figura 8. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os perfis eletroforéticos do CPAst e CPAtt. FDA e CPA
apresentaram perfis semelhantes (Figura 8A), com presenc¢a de bandas bem definidas com
pesos moleculares acima de 20 kDa. As bandas localizadas na regido de 20 e 43 kDa
correspondem as globulinas 7S e 11S. Marcone (1999), estudando os perfis eletroforéticos
em condi¢des redutoras das globulinas 7S e 11S purificadas obtidas de graos de
A.hypochondriacus, encontraram bandas bem definidas entre 30 e 43 kDa para as
globulinas 7S e entre 20 e 43 kDa para as globulinas 11S. Martinez, Castellani e Afén
(1997) reportaram bandas com pesos moleculares entre 20 - 21,7 kDa, 31 — 33,1 kDa e 71
— 78 kDa para a globulina 11S do amaranto, que se mostrou semelhante a globulina 7S da

soja.

Gamel et al (2005) reportaram pesos moleculares para as glutelinas e prolaminas
que sdo as fragdes protéicas em menor propor¢do nas proteinas de amaranto. Para as
glutelinas reportaram pesos moleculares entre 48-67 kDa e 35-38 kDa, sendo as fragdes
observadas na Figura 8A entre 43-67 kDa no CPAst, CPAtt e FDA sugestivas de glutelinas,

apresentando-se mais concentradas nos CPA.

No perfil do CPAst e CPAtt nota-se a presenga de bandas mais bem definidas de
pesos moleculares entre 30 e 43 kDa e 20 e 30 kDa quando comparado a FDA. Entretanto, a
FDA apresentou bandas bem definidas de pesos moleculares <14 kDa ndo observadas no
CPA, porém presentes no RA. Segundo Fidantsi e Doxastakis (2001), isolados protéicos

obtidos por precipitagdo isoelétrica contém principalmente globulinas e menor concentragao
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de albuminas. Martinez e Afion (1996) relataram que por precipitagdo em pH 6 e 7 obtém-se

maior concentragdo de albuminas 2 e em pH menor que 5, globulinas e albumina 1.

kDa 1 2 3

94
kDa
67
94
43
67
30
43

30 20
20 14

14

A B

Figura 8. Eletroforese SDS-PAGE da FDA, CPAst, CPAtt, RA e hidrolisados protéicos. A) Coluna
1 — padroes; coluna 2 — CPALtt; coluna 3 — CPAst; coluna 4 — FDA; coluna 5 — RA; coluna 6 -
padrdes. B) Coluna 1- padrdes; coluna 2 — HPAst; coluna 3 — HPA(tt

Os hidrolisados HPAst e HPAtt apresentaram perfis eletroforéticos semelhantes
(Figura 8B). As bandas de pesos moleculares entre 30 e 67 kDa foram totalmente
hidrolisadas, sugerindo que as glutelinas sdo mais susceptiveis a a¢do da Alcalase que as
globulinas. Entre 20 e 30 kDa nota-se algumas bandas no HPAst, sendo estas mais ténues
no HPAtt, sugerindo que o tratamento térmico pode ter facilitado a acdo da Alcalase nestas
fragdes. Scilingo et al (2002), estudando o perfil eletroforético de isolados protéicos de
amaranto sem e com tratamento térmico prévio hidrolisados com curcubita e papaina, ndo
observaram diferencgas significativas entre os tratamentos. As fragdes com PM entre 45 ¢ 67
kDa foram totalmente hidrolisadas por ambas enzimas, entretanto a de 30 kDa nao sofreu

acdo da curcubita, mas foi hidrolisada pela papaina.
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5.1.3. Composi¢cao aminoacidica

O perfil de aminodcidos das proteinas de amaranto na farinha desengordurada,
concentrado protéico e hidrolisados protéicos com Alcalase sem e com tratamento térmico
prévio, bem como o escore quimico estdo apresentados na Tabela 3. Em relacdo a FDA, o
CPA apresentou maior proporcdo relativa de alguns aminodcidos, principalmente acido
aspartico (31,5%), glicina (67,3%), arginina (24,7%) e leucina (40,4%) e menor de histidina
(16,0%). Entretanto os hidrolisados protéicos (HPAst e HPAtt) apresentaram menor
propor¢ao relativa de todos os aminodcidos quando comparados ao CPA nativo,
principalmente, serina (47,7 e 50,8% respectivamente), glicina (59,8 e 63,4%), lisina (50,9
e 56,4%) e histidina (54,8 e 59,5% respectivamente). A partir dos dados apresentados pode-
se inferir que o tratamento térmico prévio, contribuiu para a redugdo no teor de todos os
aminoacidos entre 3,8 a 14,8%, quando comparado ao HPAst, sendo a metionina+cisteina,
arginina, acido glutamico e lisina, os aminoacidos que apresentaram maior perda decorrente

do tratamento térmico prévio (14,8; 13,6; 12,5 e 11,1% respectivamente).
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Tabela 3. Composi¢do aminoacidica da farinha desengordurada, concentrado protéico e
hidrolisados protéicos de 4. cruentus (g de aminoacido/100 g proteina)

Aminoicido FDA EQ* CPA EQ HPAst EQ HPAtt EQ Padrao

FAO

(1985)
Ac. Aspartico 7,3 9,6 5,7 5,2
Treonina 3,0 0,9 4,1 1,2 2,5 0,8 2,3 0,7 3,4
Serina 6,1 6,5 3.4 3,2
Ac. 16,0 17,6 10,4 9,1
Glutamico
Glicina 49 8,2 3,3 3,0
Alanina 3,8 4.5 2,6 2,5
Valina 4.0 1,1 5,1 1,5 3,1 0,9 2,8 0,8 3,5
Metionina + 2,8 1,1 32 1,3 2,7 1,1 2,3 0,9 2,5
Cisteina
Isoleucina 3,8 1,3 5,0 1,8 2.9 1,0 2,6 0,9 2,8
Leucina 5,2 0,8 7,3 1,1 4.5 0,7 4.1 0,6 6,6
Fenilalanina 6,8 1,1 9,6 1,5 5,8 0,9 5,4 0,8 6,3
+ Tirosina
Lisina 5,0 0,9 5,5 0,9 2,7 0,5 2,4 0,4 5,8
Histidina 5,0 2,7 4.2 2,2 1,9 1,0 1,7 0,9 1,9
Arginina 8,5 10,6 6,6 5,7
Prolina 3,3 4.8 3,0 2,7
Triptofano ND ND ND ND 1,1

* EQ — escore quimico

Escudero et al (2004) reportaram para a farinha integral de amaranto maior teor de
leucina (10,4%), lisina (38,2%) e metionina+cisteina (22,3%), que as obtidas no presente
trabalho para a farinha desengordurada. A composicdo aminoacidica pode variar com o
processo de obtencdo da farinha. Marcilio et a/ (2003) relataram diferencas significativas
entre a composicdo aminoacidica da farinha integral e da refinada do A. cruentus
proveniente da Embrapa — Cerrados. Apos o processo de refinamento, os autores relataram
redugdo no teor de aminoacidos entre 39,6 a 67,2 %, sendo a histidina e 4acido glutamico os
aminécidos que apresentaram maior perda decorrente do processo de refinamento (67,2 e

50,0% respectivamente).

Gorinstein et al (2001) reportaram para farinha de A. hypochondriacus maiores

teores de valina (37,0%), metionina+cisteina (17,6%), isoleucina (37,3%), leucina (51,0%)
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e fenilalanina+tirosina (24,8%), quando comparado ao encontrado para a FDA no presente

trabalho.

Para o concentrado protéico, Escudero et al (2004) reportaram maior teor de leucina
(12,5%), lisina (22,9%) e serina (7,4%), sendo os teores dos demais aminoécidos inferiores
ao deste trabalho. Diferencas no processo de obtencdo do CPA podem levar a extragdo de
diferentes fracdes protéicas e consequentemente diferencas no perfil aminoacidico. As
albuminas sdo ricas em aminoacidos sulfurados, as globulinas em lisina e valina, enquanto
as prolaminas sdo ricas em leucina, treonina e lisina e as glutelinas ricas em isoleucina,
tirosina e fenilalanina (SEGURA-NIETO et al, 1992). Pela andlise andlise do perfil
eletroforético, pode-se observar maior propor¢ao relativa de globulinas e glutelinas no CPA,
o que pode justificar o maior teor de lisina, valina, isoleucina, tirosina e fenilalanina quando

comparado a FDA.

O escore quimico, calculado utilizando como referéncia as recomendagdes para
aminodacidos essenciais da FAO (1985), indicou que, para a FDA, a treonina, leucina e
lisina foram os aminoacidos limitantes (0,9; 0,8 e 0,9 respectivamente), enquanto que para
o CPA, somente a lisina foi limitante (0,9). Escudero ef al (2004) encontraram resultados
semelhantes ao obtido para a FDA, mas tendo a valina e ndo a lisina como aminoacido
limitante enquanto para o concentrado protéico nenhum aminoacido apareceu como
limitante. Para o HPAst além da lisina (0,5), ja limitante no CPA nativo, a treonina (0,8),
valina (0,9), leucina (0,7) e fenilalanina+ttirosina (0,9) também apareceram como
aminodcidos limitantes. Entretanto para o HPAtt todos os aminodcidos essenciais foram
limitantes, sendo a lisina e a leucina os que apresentaram menor escore quimico (0,4 e 0,6

respectivamente).

Tanto a FDA quanto o CPA e HPAst sdo ricos em aminoacidos sulfurados (2,8; 3,2
e 2,7 g/100 g de proteina, respectivamente) quando comparados a cereais como aveia (2,0
g/100 g de proteina) e trigo (2,5 g/100 g de proteina), apresentando teores semelhantes ao
arroz (3,4 g/100 g de proteina) e milho (3,1 g/100 g de proteina) (SGARBIERI, 1996).
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Gorinstein et al (2001), reportaram menor teor de sulfurados na soja que no amaranto (0,7 e
3,4% respectivamente). Entretanto, Becker ef a/ (1981), Breene (1991), Kim, Kim e Shin
(2006a) e Martirosyan, Miroshnickenko e Kulakova (2007) relataram que as proteinas de
amaranto sao ricas em lisina (aminoacido limitante em cereais). Embora os teores de lisina
no amaranto sejam superiores aos encontrados pela grande maioria dos cereais (arroz — 3,2
g/100 g de proteina, trigo — 2,7 g/100 g de proteina, aveia — 3,6 g/100 g de proteina, milho —
2,3 g/100 g de proteina), no presente trabalho este aminoacido foi considerado como
limitante para todos os produtos avaliados (FDA, CPA, HPAst e HPAtt). A presenga destes
aminoacidos seria de interesse visto que uma caracteristica desejavel nos alimentos de

origem vegetal é a de possuir altos teores de lisina e metionina (MARCILIO et al, 2003).

5.2. Digestao in vitro das proteinas de amaranto

A digestao in vitro tem sido utilizada para avaliagdo da resisténcia de peptideos,
especialmente os que apresentam atividade antihipertensiva, a a¢do das enzimas
gastrintestinais (VERMEIRSSEN et al, 2003; VERMEIRSSEN, VAN CAMP e
VERSTRAETE, 2004). Segundo Vermeirssen, Van Camp e Verstraete (2004), barreiras no
corpo humano, tais como a absor¢do intestinal e a degradacdo pelas peptidases séricas
podem ativar ou inativar peptideos bioativos, em especial aqueles com atividade
antihipertensiva. Isto ¢ de importancia fisioldgica porque apds a administragdo oral, estes
peptideos devem atingir a corrente sanguinea na sua forma ativa para exercer sua atividade
funcional (VERMEIRSSEN et al, 2003; ROUFIK, GAUTHIER e TURGEON, 2006).
Tendo-se em vista que o objetivo do presente trabalho foi estudar as atividades inibidora da
ECA e ligante de acidos biliares das farinhas, concentrados e hidrolisados protéicos do
amaranto, estudou-se, nesta etapa do trabalho, o comportamento dos diversos produtos

frente a digestao in vitro.

Na Tabela 4 estdao apresentados o teor de proteina e GH dos CPAst, CPAtt, HPAst e

HPALtt antes e apds a digestdo com as enzimas gastrintestinais. Os hidrolisados protéicos e
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digeridos foram obtidos a partir de concentrados protéicos produzidos em trés extragdes

diferentes no decorrer do trabalho, com teor de proteinas 61,6 = 5,35.

Tabela 4. Grau de Hidrolise (GH) por TNBS dos CPA, HPAst e HPALtt antes e apds a digestao com
as enzimas gastrintestinais

Amostras Teor de proteina (%) GH por TNBS (%)
antes da apos a digestao antes da apos a digestao
digestdo com com digestdo com com

pep*+panc**  pep*+panc**  pep*+panc** = pep*+panc**

CPAst 67,6 +£0,5 489+0,2 - 26,2 £0,7
CPAtt 60,3 +0,7 499+0,2 e 27,7+0,5
HPAst 65,7+ 0,4 55,8+ 1,0 16,6 £ 1,2 28,2+0,3
HPA(tt 58,1+0,9 52,1+0,5 16,5+0,1 27,4+£0,0

* pep — pepsina
** panc — pancreatina

Os teores de proteina tanto do CPA como dos hidrolisados determinados apds a
digestdo com as enzimas gastrintestinais foram inferiores aos obtidos antes da digestdo in
vitro. Esta reducdo no teor de proteina das amostras deve-se a diluicao causada pela adicao
de HCI e NaOH para ajuste do pH no processo de digestdo in vitro. Pacheco, Amaya-
Farfan e Sgarbieri (2002) também reportaram diminui¢do do teor protéico apos hidrolise
enzimatica. De maneira geral, a digestdo com as enzimas gastrintestinais foi efetiva,
resultando em aumento do GH, indicando que houve hidrolise e peptideos menores e/ou
aminoacidos livres foram liberados. Os digeridos do CPA e de seus hidrolisados

apresentaram GH semelhantes.

Os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE-Tricina) do CPA, hidrolisados protéicos e
digeridos estdo apresentados na Figura 9. O perfil do CPAst (coluna 2) € caracterizado pela

presenca de bandas bem definidas com pesos moleculares > 17 kDa, enquanto nos

hidrolisados HPAst (coluna 3) e HPAtt (coluna 6) as bandas de PM > 26,6 kDa
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desapareceram, indicando a completa hidrolise destas fragdes, ocorrendo a formacgao de
duas bandas definidas com pesos moleculares entre 17 e 26,6 kDa. O HPAtt apresentou
bandas com pesos moleculares na faixa de 17 a 26,6 kDa mais ténues que o HPAst,
sugerindo que o tratamento térmico prévio facilitou a hidrdlise destas fragdes protéicas pela
Alcalase. Ambos os hidrolisados com Alcalase, HPAst e HPAtt, apresentaram peptideos

com peso molecular na faixa de 6,5 kDa (colunas 3 ¢ 6).

kDa

26
17

14

Figura 9. Eletroforese SDS-PAGE Tricina dos CPA, hidrolisados e digeridos protéicos de
amaranto. Coluna 1 — padroes; coluna 2 — CPAst; coluna 3 — HPAst; coluna 4 — DCPAst; coluna 5 —
DHPAst; coluna 6 — HPALtt; coluna 7 — DCPACtt; coluna 8 — DHPALt.

As fragdes dos concentrados e dos hidrolisados com Alcalase de PM > 14,2 kDa
foram totalmente digeridas pela pepsina e pancreatina. Os digeridos dos concentrados
(DCPAst e DCPALt, colunas 4 e 7 respectivamente) apresentaram peptideos com PM < 6,5
kDa, ndo havendo indicagcdes de diferencas devido ao tratamento térmico prévio. Os
digeridos dos hidrolisados (DHPAst e DHPAtt, colunas 5 e 8 respectivamente),
apresentaram uma banda ténue e dispersa na regido de PM < 6,5 kDa. Os digeridos das
proteinas intactas ou previamente hidrolisadas com Alcalase, embora com o mesmo GH,
apresentaram perfis eletroforéticos diferentes, indicando a formacdo de peptideos com

caracteristicas diversas.

Megias et al (2004) observaram, pelo perfil eletroforético, que as proteinas de

girassol com PM > 16,9 kDa foram completamente hidrolisadas por acdo da pepsina,

56



Resultados e Discussdo

enquanto as fragdes de PM na faixa de 7,6 a 10,7 kDa foram resistentes a agdo da pepsina.
Entretanto, apds a digestdo com a pancreatina houve desaparecimento destas bandas
anteriormente resistentes obtendo-se perfil com bandas de baixo peso molecular,

semelhante ao observado no presente trabalho para as proteinas de amaranto.

Os cromatogramas dos concentrados, hidrolisados protéicos e os seus digeridos,
obtidos por cromatografia de exclusdo molecular, estdo apresentados na Figura 10. No
cromatograma do CPAst (Figura 10A), observa-se a presenca de picos com peso molecular
aparente entre 158 e 670 kDa, e grande concentracdo de picos entre 1,35 e 17 kDa
enquanto que no cromatograma do CPAtt (Figura 10B) ndo foram observados picos de alto
peso molecular. Estas fragdes, devido ao tratamento térmico prévio, formaram agregados
insoluveis no tampao utilizado, ndo sendo mais detectadas. No CPAst, assim como foi

observado para o CPALtt, ha grande prevaléncia de picos de 1,35 a 17 kDa.

Nos cromatogramas dos hidrolisados e digeridos (Figura 10C-H) foi observado
aumento dos picos de peso molecular < 1,35 kDa em relagdo ao observado para os CPA e
o desaparecimento dos picos de alto peso molecular, indicando a eficiéncia da hidrdlise e
digestdo realizadas. Os perfis dos DCPAst e DCPAtt (Figuras 10E-F) e dos hidrolisados
apos a digestdo in vitro, DHPAst e DHPAtt (Figuras 10G-H), foram semelhantes com
picos de peso molecular < 1,35 kDa mais bem resolvidos quando comparados aos
hidrolisados antes da digestdo, observando-se a presen¢a de um pequeno pico no DHPAst e

DHPAtt com aproximadamente 1,35 kDa.
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Figura 10. Cromatografia de exclusdo molecular (CLAE-EM) do CPAst (A), CPAtt (B), HPAst
(C), HPAtt (D), DCPAst (E), DCPAtt (F), DHPAst (G), DHPALtt (H).

58



Resultados e Discussdo

Os perfis cromatograficos mostrados sdo apenas do material solivel no tampao
fosfato (0,05M, pH 6,8) utilizado como eluente. A solubilidade (%) dos diversos produtos
estudados neste tampao foi diferente: 26,1 + 0,7 para o CPAst, 35,5 = 0,6 para o CPAtt,
75,8 £ 0,8 para o HPAst, 75,3 = 0,9 para o HPAtt, 79,1 = 0,6 para o DCPAst, 81,0 + 0,9
para o DCPAtt, 79,1 + 0,5 para o DHPAst e 80,0 = 0,8 para o DHPAtt. A baixa
solubilidade do CPAst indica que houve formacao de agregados insoluveis, o que alterou o

seu perfil cromatografico, que ¢ apenas da fracao soluvel no eluente.

Os perfis obtidos por cromatografia de fase reversa (CLAE-FR) do CPAst, CPALtt,
hidrolisados protéicos e digeridos estdo apresentados na Figura 11. O CPAst (Figura 11A)
apresentou picos na regido I e um pico de maior intensidade, eluido aos 40 minutos, na
regido II, mais hidrofobica. Ja o CPAtt (Figura 11B), apresentou perfil diferente do CPAst
na regido I (mais hidrofilica), com menor nimero de picos, e na regido Il apresentou um
pico de maior intensidade, eluido aos 35 minutos. Os hidrolisados e os digeridos (Figuras
11C-H) apresentaram iniimeros picos com tempo de elui¢do entre 15 e 30 minutos (regido

1), caracteristicos da hidrolise enzimatica.
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Figura 11. Perfil cromatografico (CLAE-FR) do CPAst (A), CPAtt (B), HPAst (C), HPAtt (D),
DCPAst (E), DCPAtt (F), DHPAst (G), DHPAtt (H).
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Todos os digeridos (Figura 11C-H) apresentaram picos mais bem resolvidos na
regido II que os observados para os hidrolisados com Alcalase e novos picos eluidos aos 5 e
10 minutos, estes ultimos produzidos por agdo das enzimas gastrintestinais (pepsina e
pancreatina). Os perfis dos digeridos dos concentrados sem e com tratamento térmico,
mostraram poucas diferencas, corroborando com os resultados anteriores que indicaram que
o tratamento térmico teve pouca influéncia no acesso das enzimas as proteinas, em
decorréncia de um tratamento térmico nao efetivo ou uma desnaturagao parcial, insuficiente
para alterar a estrutura protéica o que facilitaria o acesso da enzima aos seus sitios de

especificidade.

O perfil cromatografico de fase reversa dos hidrolisados e digeridos mostrou
diferencas nas caracteristicas dos peptideos liberados pelas diferentes enzimas utilizadas.
Os hidrolisados HPAst e HPAtt (Figuras 11C-D) apresentaram maior concentragdo de picos
na regido II, mais hidrofobica, quando comparado tanto aos seus digeridos (DHPAst e
DHPALtt) como aos digeridos dos concentrados (DCPAst e DCPALtt). Observa-se nos perfis
dos DCPAst e DCPAtt um pico de menor intensidade eluido entre 23 e 25 minutos, quando
comparado aos hidrolisados e seus digeridos que apresentaram um pico de maior
intensidade eluido ao redor de 20 minutos, o que sugere que a hidrélise prévia com a

Alcalase modifica o padrdo da digestdo das proteinas de amaranto.

A partir dos resultados apresentados, verifica-se que tanto as proteinas intactas
como as hidrolisadas com Alcalase sofreram acdo das enzimas gastrintestinais. Os
digeridos do CPA apresentaram perfis eletroforéticos e cromatograficos (CLAE-EM)
diferentes, com presenca de peptideos de baixo peso molecular comparado aos hidrolisados
com Alcalase, confirmado pela presenga de novos picos na regido mais hidrofilica

observados na CLAE-FR.
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5.3. Atividade inibidora da ECA in vitro

A Figura 12 apresenta os eletroforegramas dos produtos da reagdo entre a ECA e
seu substrato sintético HHL sem inibi¢do (Figura 12A), onde se observa a formac¢do do
produto da reacdo, o acido hipurico (AH). Na reacdo que houve a adi¢do de um dos
hidrolisados em diversas concentragoes, neste caso o HPAst, verificou-se reducdo da area
do produto da reacdo (Figuras 12B-D), que foi proporcional a concentragdo do hidrolisado
adicionado a reacdo. A quantidade de acido hipurico detectada reduziu com o aumento da

concentracdo do hidrolisado, indicando a inibigao da ECA pelo hidrolisado em estudo.
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Figura 12. Eletroforegrama da reagdo entre a ECA e HHL sem inibi¢ao (A) e com inibigdo parcial
induzida pela adi¢do do HPAst nas concentragdes de 0,05 mg de proteina/mL (B), 0,5 mg de
proteina/mL (C) e 1,0 mg de proteina/mL (D).

O valor ICs, foi determinado por anélise de regressdao do logaritmo da concentracao
do &cido hiptrico liberado na reacdo (drea integrada no eletroforegrama) em funcao da

concentra¢do do hidrolisado adicionado a reacao (Figura 13).
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Figura 13. Regressdo do logaritmo da area do 4cido hipurico em fungdo da concentracdo do
hidrolisado HPAst. Os resultados correspondem & média dos valores obtidos em duplicata.

Os valores de ICsy dos hidrolisados protéicos de amaranto e de seus digeridos estao
apresentados na Figura 14. Os hidrolisados protéicos e os digeridos apresentaram
capacidade de inibir a ECA. A atividade inibidora da ECA do CPA nao digerido apresentou
valor de ICso de 12 mg de proteina/mL, indicando que as proteinas intactas de amaranto nao

apresentam atividade.

Os DCPAst e DCPALtt apresentaram menor atividade inibidora da ECA (ICsy de
0,439 mg proteina/mL e 0,475 mg proteina/mL respectivamente) que os hidrolisados com
Alcalase tanto antes como apos a digestdo gastrintestinal. Estes resultados podem ser um
indicativo que, in vivo, a ingestao da proteina de amaranto intacta pode apresentar menor

atividade inibidora da ECA quando comparada a ingestdo da proteina previamente

hidrolisada pela Alcalase.
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Figura 14. Valores de ICs, obtidos para o concentrado protéico de amaranto sem e com tratamento
térmico prévio submetido a hidrolise com Alcalase (HPAst e HPALtt), digestdo in vitro (DCPAst e
DCPALtt) e hidrolisado com alcalase apos digestdo in vitro (DHPAst e DHPALtt). Letras iguais
indicam mesmo nivel de significancia e letras diferentes indicam diferenca estatistica p< 0,05.

Digeridos in vitro de proteinas de outras fontes apresentaram maior atividade
inibidora da ECA que os da proteina de amaranto. Vermeirssen et al/ (2003) encontraram
valores de ICsp 0,076 mg/mL e 0,048 mg/mL para proteinas de ervilha e soro de leite,
respectivamente, apds digestdo in vitro. Yang et al (2004) relataram atividade
antihipertensiva de proteinas de folhas de espinafre digeridas e verificaram capacidade
inibidora da ECA, com valores 1Csy 0,056 ¢ 0,120 mg/mL para as proteinas digeridas por

pepsina e pepsina-pancreatina, respectivamente.

Valores semelhantes aos encontrados para as proteinas de amaranto foram
reportados para isolados protéicos de outras fontes. Lo e Li-Chan (2005) reportaram para
1solados protéicos de soja digeridos com pepsina e pancreatina ICsyp 0,28 mg/ mL, apos 3
horas de digestdo. Yoshie-Stark er al (2004) relataram atividade inibidora da ECA em
farinha de tremogo desengordurada e isolados protéicos obtidos em condigdes acidas e
neutras apos a digestdo in vitro com pepsina e pancreatina, valores de 1Csp 0,29 mg/mL,
0,21 mg/mL e 0,33 mg/mL respectivamente, sendo que o tremoco foi melhor inibidor da
ECA que o isolado protéico de soja apos digestao in vitro. Em outro estudo, Yoshie-Stark

et al (2006) verificaram que o isolado protéico de canola apds digestdo com pepsina
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apresentou valor 1Csp 0,23 mg/mL, semelhante ao encontrado por Marczak et al (2003) para

proteinas de canola, também digeridas com pepsina.

Os hidrolisados protéicos de amaranto, HPAst e HPAtt, obtidos sem e com
tratamento térmico prévio do CPA, apresentaram ICsy, semelhantes (p>0,05) 0,176 mg
proteina/mL e 0,138 mg proteina/mL, respectivamente. Estes resultados, em conjunto com
a caracterizagdo dos hidrolisados por eletroforese e CLAE, sugerem que o tratamento

térmico prévio a hidrdlise ndo afetou o padrao de peptideos liberados.

A atividade inibidora da ECA dos hidrolisados HPAst e HPAtt foi semelhante a de
hidrolisados de diferentes fontes obtidas com a mesma enzima. Yust et a/ (2003) reportou
ICs0 de 0,18 mg proteina/mL para hidrolisado de legumina, principal proteina do grao de
bico. Pedroche et al (2002), também estudando proteinas hidrolisadas de grao-de-bico,
relataram que a maior atividade inibidora da ECA foi obtida por acdo da Alcalase quando
comparado aos hidrolisados obtidos por acdo da Flavourzyme. O hidrolisado com maior
atividade inibidora foi caracterizado por CLAE-FR e posteriormente isolados quatro
peptideos com atividade inibidora da ECA, com valores ICsy 0,108 mg proteina/mL, ICs
0,103 mg proteina/mL, ICsy 0,117 mg proteina/mL e ICsy 0,105 mg proteina/mL. Os
valores ICsg relatados para os peptideos isolados do hidrolisado de grao de bico, foram
semelhantes aos obtidos para os hidrolisados de amaranto com Alcalase, sem qualquer tipo

de fracionamento.

A escolha da enzima adequada ¢ um passo fundamental para a obtencdo de
peptideos com atividade inibidora da ECA. De acordo com Wu e Ding (2002), os inibidores
preferenciais da ECA sdo os peptideos que contém aminoacidos dicarboxilicos na posicdo
N-terminal além de residuos de aminoacidos com cadeia ramificada, como a valina e
1soleucina. Segundo Yust et al (2003), ¢ desejavel que no lado C-terminal dos peptideos
estejam presentes os residuos de aminoacidos hidrofobicos, triptofano, tirosina, fenilalanina
e prolina. De acordo com Mullally, Meisel e FitzGerald (1997), dados relacionados a

estrutura e a atividade sugerem que a carga positiva ou o grupo guanidino na por¢ao C-
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terminal também contribua substancialmente para a poténcia ECA-inibitéria de varios

peptideos.

A Alcalase, protease alcalina capaz de liberar peptideos com aminoacidos
hidrofobicos na cadeia C-terminal, vem sendo utilizada por grande parte dos pesquisadores
na obtencdo de hidrolisados protéicos com atividade inibidora da ECA (LI et al, 2005). E
uma enzima de uso industrial, de baixa especificidade, que cliva preferencialmente os
residuos hidrofobicos C-terminais e tem a vantagem de apresentar um baixo custo em
relacdo a outras enzimas como pepsina, tripsina, quimotripsina, papaina e termolisina que
tém sido utilizadas para preparacdo de peptideos inibidores da ECA a partir de proteinas

alimentares (LI et al, 2005).

Li et al (2005) verificaram que os hidrolisados obtidos por agdao da Alcalase
apresentaram maior atividade inibidora da ECA, valor ICsy 0,64 mg proteina/mL quando
comparados aos hidrolisados obtidos com Neutrase. Chiang et al/ (2006) hidrolisaram
isolado protéico de soja utilizando cinco enzimas proteoliticas, Alcalase, Flavourzyme,
tripsina, quimotripsina e pepsina. Os resultados indicaram que os hidrolisados com
Alcalase apresentaram maior atividade inibidora da ECA (0,668 mg de proteina/mL). As
fracdes de PM < 1 e 10 kDa apresentaram valores de I1Csy semelhantes, 0,080 e 0,078 mg de
proteina/mL respectivamente. A fracdo de 30 kDa apresentou atividade inibidora
semelhante a encontrada no presente trabalho (ICsy 0,129 mg de proteina/mL), cujo perfil

de proteinas apresentou PM < 26,6 kDa.

Os hidrolisados protéicos com Alcalase sem e com tratamento térmico do CPA e
seus digeridos, apresentaram as mais altas atividades inibitorias da ECA (ICso de 0,118 a
0,176 mg de proteina/mL). A digestdo in vitro ndo alterou a atividade inibitoria da ECA dos
hidrolisados, sugerindo que os peptideos inibidores da ECA liberados pela acdo da Alcalase
foram resistentes a hidrolise gastrintestinal. Os digeridos do CPA (DCPAst e DCPALtt) e

hidrolisados (DHPAst e DHPAtt) mostraram pequenas diferencas nos cromatogramas
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(CLAE-FR e CLAE-EM), sugerindo que os produtos apos a digestdo in vitro foram

diferentes, o que poderia explicar em parte as diferentes atividades inibitdrias.

A resisténcia a acao das enzimas gastrintestinais apresentada pelos hidrolisados apds
a digestao in vitro, ¢ de grande importancia, visto que para a utilizagdo do hidrolisado ou
peptideo como alimento funcional, ndo ¢ suficiente que este seja um potente inibidor da
ECA. Para desempenhar o efeito antihipertensivo, o peptideo precisa ser resistente a
hidrdlise pelas enzimas do trato gastrintestinal, ser absorvido e atingir a ECA que esté

localizada em diferentes tecidos, principalmente no plasma e no pulmao (MEISEL, 1998).

Assim como no presente trabalho, outros autores reportaram que a atividade
inibidora da ECA de hidrolisados protéicos obtidos com proteases microbianas permanece
inalterada apds a digestdo in vitro. A fracdo de menor peso molecular (< 5 kDa) de
hidrolisado protéico de soja com Alcalase apresentou ICsy 0,065 mg/mL e ndo sofreu

alteracdo da sua atividade apos a digestao in vitro (WU e DING, 2002).

Cha e Park (2005) verificaram que a atividade inibidora da ECA de hidrolisados de
isolados protéicos de soja com a protease SS103, antes e apds digestdo in vitro com pepsina
e pancreatina apresentou ICsy 0,047 mg de proteina/mL e 0,051 mg de proteina/mL,
respectivamente, sendo os peptideos liberados por acdo da protease SS103 resistentes a
acdo das enzimas gastrintestinais. Li ef a/ (2006) observaram discreto aumento da atividade
inibitoria da ECA apos a digestdo in vitro de hidrolisados de feijdo obtidos por agdo da
Alcalase, de 0,64 mg de proteina/mL para 0,56 mg de proteina/mL, 0,48 mg de
proteina/mL e 0,51 mg de proteina/mL apos digestdo in vitro com pepsina, pancreatina e

pepsina+pancreatina respectivamente.

Miguel et al (2006), ao contrario, ao simularem a digestdo gastrintestinal de
peptideos com atividade inibidora da ECA derivados da ovoalbumina com pepsina e
corolase PP, observaram redugdo da atividade inibidora da ECA apos digestdo. Segundo

Costa, Gontijo e Netto (2007), a hidrélise pelas enzimas do trato gastrintestinal pode
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resultar tanto na degradacdo de peptideos com atividade inibidora da ECA quanto na

formacao de novos peptideos com atividade antihipertensiva.

Faria (2006), estudando a atividade inibidora da ECA de diferentes hidrolisados
comerciais (caseina, soro de leite, gluten de trigo e soja), observaram que a digestao in vitro
com pepsina e pancreatina praticamente ndo alterou a atividade inibitéria da ECA dos
hidrolisados do gluten de trigo (ICsp 0,61 e 0,64 mg proteina/mL antes e apds a digestdo
respectivamente) e soro de leite WES0BG (ICs( 0,15 € 0,16 mg de proteina/mL antes e apos
a digestao respectivamente). Em hidrolisados de caseina (Hyprol 8502) e soro de leite
(Hyprol 3301) houve uma discreta reducdo na atividade inibidora da ECA apos a digestao
in vitro, sendo estes hidrolisados os de menor peso molecular, segundo alguns autores os
mais ativos. Os peptideos inibidores da ECA podem ter sido degradados apods a simulacao

da digestao in vitro.

As proteinas do amaranto apresentaram potencial para producdo de hidrolisados
com capacidade de inibir a enzima conversora da angiotensina, particularmente quando
previamente hidrolisado com Alcalase, podendo ser indicativo da sua capacidade de inibir a

ECA in vivo.

5.4. Atividade ligante de acidos biliares

A ligacdo de 4acidos biliares in vitro ¢ utilizada como medida do potencial
hipocolesterolemiante de alimentos por ser este 0 mecanismo de agdo das fibras dietéticas e
proteinas. E uma metodologia mais barata e mais rapida do que a realizagio de
experimentos in vivo (CAMIRE, ZHAO e VIOLETTE, 1993). A analise da atividade
ligante da FDA, CPA, RA e HPAst foi realizada com quatro acidos biliares (AB): acidos
colico, taurocolico, deoxicolico e glicocolico, separadamente. O HPAtt ndo foi avaliado
pois, de acordo com as analises de caracterizacdo por eletroforese SDS-PAGE e CLAE, os

hidrolisados obtidos com tratamento térmico prévio do CPA nao diferiram do HPAst.

68



Resultados e Discussdo
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As curvas padrio para todos os AB estudados apresentaram-se bastante
semelhantes, conforme apresentado na Figura 15.
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Figura 15. Curva padrdo dos 4cidos biliares (umol/L): 4cido deoxicolico (A), acido colico (B),

acido glicocdlico (C) e acido taurocolico (D). Os resultados correspondem a média dos valores
obtidos em triplicata.

Os resultados da atividade ligante de AB estdo apresentados na Figura 16. A

propriedade ligante dos produtos de amaranto e da colestiramina, utilizada como controle

positivo, foi diferente em fun¢do do 4cido biliar estudado, fato também reportado por

Yoshie-Stark e Wasche (2004) para isolados e hidrolisados protéicos de tremoco e de soja.
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A colestiramina apresentou a maior atividade ligante para todos os AB testados,

diferindo-se de todas as amostras (p<0,05). A maior atividade ligante da colestiramina foi

com o acido glicocoélico (78,2%), fato também reportado por Camire e Dougherty (2003).

Yoshie-Stark e Wasche (2004), ao contrario, observaram baixa capacidade ligante dos

acidos glicocolico e taurocdlico pela colestiramina (25,0% e 25,7% respectivamente).
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Figura 16. Ligagao dos acidos glicocolico (A), deoxicolico (B), colico (C) e taurocolico (D) pela
colestiramina (Col), RA, CPA, HPA e FDA. Letras diferentes indicam diferenca significativa

(p<0,05).

A ligacao dos 4cidos biliares pelas fibras dietéticas, principalmente as soluveis, € o

conseqiiente aumento da sua excrecdo fecal, tém sido considerados como um possivel

mecanismo da reducdo do colesterol plasmatico (GRAJETA, 1997 apud GRAJETA, 1999;
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KAHLON e SHAO, 2004; KAHLON, SMITH e SHAO, 2005; KAHLON, CHAPMAN e
SMITH, 2007a; DONGWSKI, 2007). O RA, que ¢ o produto mais rico em fibras (8,6%),
no entanto, apresentou menor atividade que os demais produtos, porém sem diferencga
estatistica em relagdo ao HPAst para o acido deoxicoélico e a FDA, em relagdao ao cdlico.
Em relacdo ao acido glicocdlico, ndo houve diferenca de atividade entre os diversos
produtos estudados (p>0,05). Destaca-se, no entanto, que as comparagdes sofreram com a
maior variabilidade dos resultados obtidos com o RA para todos os acidos, devido,

possivelmente, a alguma heterogeneidade da amostra.

A FDA, com o maior teor de fibras soluveis (1,1%), apresentou a maior atividade
ligante com os 4cidos taurocdlico e deoxicolico. Entretanto, a capacidade de ligagdo do
HPAst e CPA, que t€ém menor teor de FAS que a FDA, ndo diferiu significativamente da
FDA (p>0,05), sugerindo que outros componentes presentes também podem ser
responsaveis pela capacidade ligante de 4cidos biliares. Estes resultados estdo em
desacordo com Grajeta 1997 (apud GRAJETA, 1999), que atribuiu a fragdo soluvel das
fibras dietéticas presente nas farinhas de amaranto integral e desengordurada a significativa
redugdo da concentracdo de colesterol no sangue e no figado de ratos, em decorréncia da
sua maior concentracdo quando comparado ao teor de tocotriendis e tocoferdis presentes no

oleo de amaranto.

Camire e Dougherty (2003) estudaram a capacidade ligante de AB das fibras de trés
tipos de uva passa e farelo de trigo. O farelo de trigo apresentou menor capacidade ligante
para todos os AB que as uvas passa, exceto para o deoxicoélico, devido, segundo os autores,
ao seu maior teor de FAI, pois a ligagdo dos acidos biliares ocorre principalmente pelas
fibras dietéticas soluveis. A uva passa com maior teor de FAS (1,8%) apresentou a maior
capacidade ligante para os acidos glicocdlico e taurocdlico. Resultado semelhante a este foi
observado para a FDA com maior teor de FAS e maior capacidade ligante para os acidos

deoxicolico e taurocolico.
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A ligagdo de acidos biliares por proteinas também tem sido relatada na literatura, os
mecanismos propostos de a¢do incluem a redugdo da absorcdo de colesterol ou de acidos
biliares. Alguns autores relatam que as proteinas também sdao capazes de modificar o
metabolismo hepatico de colesterol e lipoproteinas (KAHLON ¢ WOODRUFF, 2002;
HIGAKI et al, 2006).

O HPAst, dentre os produtos estudados, apresentou o maior teor de proteinas
(65,7%), seguido pelo CPA (58,3%), FDA (13,2%) ¢ RA (7,0%). A atividade ligante da
FDA foi intermediaria para todos os AB testados, porém sem diferenca significativa da
atividade do CPA com o acido deoxicédlico e do HPAst com o 4cido taurocoélico, que
apresentaram as maiores atividades. O HPAst apresentou maior atividade ligante com
acidos taurocolico e colico, embora semelhantes a FDA e CPA, respectivamente. A partir
dos resultados obtidos ndo pode-se afirmar que a proteina € o principal componente
responsavel por esta atividade, visto que a FDA embora com menor teor de proteinas

comparado ao HPAst, apresentou capacidade ligante semelhante para o acido taurocolico.

A capacidade ligante apresentada pelo CPA e HPAst (17,0-26,4%) foi inferior ao
reportado por Yoshie-Stark e Wasche (2004) para isolado protéico de tremoco extraido em
condicdes 4cidas e seus digeridos para todos os AB testados (40,9 — 68,0%), porém
semelhante a de isolados e digeridos de proteina da soja para os acidos deoxicdlico e colico,

mas superior para os acidos glicocoélico e taurocolico.

O HPAst, com excegdo para o acido deoxicolico, apresentou maior atividade ligante
que o CPA, embora apenas significativa em relacdo ao acido taurocolico. A principal
diferenca entre estes dois produtos ¢ a hidrolise das proteinas com a Alcalase, sugerindo
que a hidrolise prévia a digestdo pode liberar peptideos com maior capacidade ligante de
acidos biliares, especificamente o taurocolico. Como, diferentemente das fibras, as
proteinas alimentares nao sdo resistentes a digestdo gastrintestinal, a capacidade ligante de

AB da FDA, CPA e HPAst pode estar relacionada também a liberacdo de peptideos pela
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atividade enzimatica da pancretina. Higaki et al (2006) verificaram que peptideos liberados

na digestdo in vitro da proteina de soja estimularam a excregdo fecal de esterdides.

Kahlon e Woodruff (2002) reportaram maior excrecao de acidos biliares e reducao
do conteudo de colesterol hepatico em hamsters alimentados com proteinas de soja quando
comparado aos animais alimentados com caseina. Os resultados encontrados por Kahlon e
Woodruff (2002), corroboram com os reportados por Carroll e Kurowska (1995) e Sugano,
Ishiwaki e Nakashime (1984) que atribuiram efeito redutor do colesterol & composicao
aminoacidica das proteinas alimentares. Giroux, Kurowska e Carroll (1999) verificaram
que as proteinas de origem animal apresentam teores mais elevados de lisina e metionina,
aminodcidos responsaveis por um efeito hipercolesterolémico elevado, enquanto as
proteinas vegetais, que apresentam teores mais elevados de arginina, credita-se efeito
hipocolesterolémico. Tanto a FDA quanto o CPA tém alto teor de arginina, 8,6 ¢ 10,6
g/100 g de proteina, respectivamente (Tabela 3), o que pode explicar, ao menos em parte,
sua capacidade ligante com a maioria dos AB testados e possivelmente um efeito

hipocolesterolemiante in vivo.

Alta concentragdo de acidos biliares secundarios, deoxicolico e litocolico, podem
causar inflamacdo intestinal (YOSHIE-STARK e¢ WASCHE, 2004) e acredita-se estarem
envolvidos no aumento do risco para cancer colorretal (KAHLON, CHAPMAN e SMITH,
2007a; KAHLON, CHAPMAN e SMITH, 2007b). Seria de grande interesse que o amaranto
e os diversos produtos ja estudados quanto a capacidade ligante de acidos biliares,
apresentassem maior capacidade ligante para os acidos biliares secundarios, a fim de evitar

0 acometimento da mucosa intestinal.

Considerando-se o AB secundario estudado, o acido deoxicdlico, observa-se que a
FDA e CPA apresentaram as maiores atividade ligantes (19,9 e 22,5% respectivamente)
diferindo-se estatisticamente do RA que ligou apenas 10,3% deste 4cido. Yoshie-Stark e
Wische (2004) relataram para o isolado protéico de tremoco extraido em condi¢cdes neutras

(isolado protéico insoluvel em 4cido) e seus digeridos, assim como o isolado e digeridos de
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soja, capacidade ligante de 4acido deoxicdlico (12,8 — 19,5% e 12,6 e 15% respectivamente)

semelhante ao encontrado para a FDA e CPA.

Capacidade ligante de acidos biliares secundarios (acido deoxicolico) inferiores ao
apresentado neste trabalho pelos produtos de amaranto foi reportada por alguns autores.
Story e Krichevsky (1976) reportaram para a alfafa (10,4%) valores proximos ao
encontrado para o RA, assim como Camire e Dougherty (2003) para a uva passa natural e
em calda (5,0-10,0%). Para o farelo de trigo (CAMIRE e DOUGHERTY, 2003) e para a
batata (CAMIRE, ZHAO e VIOLETTE, 1993) foram reportados valores proximos ao
encontrado para o HPAst e FDA, sendo 15,0% para o farelo de trigo e 10,6 — 18,9% para a
batata.

Devido a dificuldade em se estabelecer quais os componentes estdo realmente
envolvidos na atividade ligante de acidos biliares, diversos trabalhos relatam que a
atividade ligante de AB pode estar relacionada ao contetido de fitonutrientes (flavonoides,
catequinas, polifenois, etc...), fracdes hidrofobicas nao digeridas e/ou metabolitos anidnicos
ou cationicos produzidos durante o processo digestivo. Neste contexto, Kahlon, Smith e
Shao (2005) verificaram a capacidade ligante de acidos biliares por farinhas de diversas
variedades de feijado Phaseolus vulgaris, Vigna mungo, Cicer arietinum e P. aconitifolins,
utilizando uma mistura de 4cidos biliares. Os pesquisadores utilizaram a colestiramina
como controle positivo e a celulose (fibra nao ligadora de 4cidos biliares) como controle
negativo. Todas as variedades de feijao apresentaram capacidade ligante de acidos biliares,
porém inferior & apresentada pela colestiramina. A capacidade de ligacdo das amostras
variou de 2,5 a 6,7 %. Vigna mungo apresentou a maior capacidade ligante de acidos
biliares diferindo-se estatisticamente das demais amostras. A celulose ligou apenas 1,5% da
mistura de acidos biliares, capacidade inferior a encontrada para as todas as amostras
analisadas. Kahlon e Shao (2004) reportaram para a soja baixa capacidade ligante de acidos
biliares (1,9%), semelhante & encontrada para a celulose (1,5%). A maior capacidade
ligante de 4cidos biliares foi verificada pelo grdo de bico (10,0%) quando comparado a

outras leguminosas.
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Os resultados apresentados demonstram que os produtos de amaranto apresentaram
capacidade ligante de acidos biliares, incluindo 4cidos biliares secundarios toxicos & mucosa
intestinal. No entanto, ndo foi possivel, a partir dos resultados obtidos, afirmar se foram as
proteinas, as fibras ou eventualmente outro componente ndo avaliado, ou mesmo a

combinag¢do destes componentes, o principal responséavel por esta atividade.
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6. CONCLUSAO

O tratamento térmico prévio realizado no concentrado protéico ndo alterou o padrao
de agdo das enzimas utilizadas no presente trabalho, como a pepsina e pancreatina
utilizadas na avaliacdo da digestdo in vitro, evidenciado pelos perfis cromatograficos
semelhantes dos digeridos. Entretanto, a hidrolise com a Alcalase, modificou o padrao da
digestdo das proteinas de amaranto, produzindo digeridos diferentes daquele obtido sem
acdo da Alcalase, conforme evidenciado por pequenas diferencas nos perfis

cromatograficos (CLAE-FR e CLAE-EM).

Os hidrolisados protéicos com Alcalase bem como seus digeridos e os digeridos do
CPA apresentaram atividade inibidora da ECA. No entanto, os hidrolisados protéicos com
Alcalase antes e apos a digestdo in vitro apresentaram as maiores atividades inibidoras,
sugerindo que a Alcalase libera peptideos com atividade inibidora da ECA, que ndo ¢
afetada pela digestdo com as enzimas gastrintestinais. Os resultados sugerem que, in vivo,
a ingestdo da proteina de amaranto intacta pode apresentar menor atividade inibidora da

ECA quando comparada a ingestdo da proteina previamente hidrolisada com Alcalase.

Os produtos de amaranto apresentaram capacidade ligante de acidos biliares,
incluindo acidos biliares secundarios toxicos a mucosa intestinal. No entanto, ndo foi
possivel, a partir dos resultados obtidos, afirmar se foram as proteinas, as fibras ou
eventualmente outro componente nao avaliado, ou mesmo a combinagdo destes

componentes, o responsavel por esta atividade.

Com a comprovacao das atividades inibidora da ECA e ligante de acidos biliares in
vitro, sugere-se a realizacdo de estudos in vivo, sendo o experimento in vivo um método
mais confidvel para avaliar a atividade bioldgica das proteinas de amaranto e demais

componentes.
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Embora o amaranto ainda seja pouco comercializado em alguns paises, no Brasil, a
producdo de amaranto ¢ promissora. A Embrapa-Cerrados tem trabalhado no
desenvolvimento e propagacdo desta cultura, que pode ser uma alternativa para a
agricultura de regides sujeitas a seca. O presente trabalho fornecera subsidios que poderao
levar a ampliacdo da utilizagdo do amaranto como ingrediente funcional, incentivando e

agregando valor a esta cultura, ainda incipiente no Brasil.
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