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RESUMO

Existem evidéncias numerosas sobre o papel dos radicais livres em uma série de
condi¢des patoldgicas, incluindo envelhecimento, cancer, esclerose multipla, doengas
cardiovasculares. Hidrolisados protéicos de diferentes fontes tém sido estudados por seu
potencial antioxidante. A atuacdo antioxidante da proteina, na maioria das vezes,
encontra-se limitada devido a conformacao espacial, que concentra residuos capazes de
neutralizar radicais livres no interior da molécula, dificultando o acesso das espécies
reativas aos centros nucleofilicos. A hidrélise da proteina contribui para aumentar a
exposicao desses residuos de aminoacidos, aumentando sua atuagdo como antioxidante.
Compostos fendlicos podem estar presentes em hidrolisados proteicos de origem vegetal,
devido a sua associagdo com as proteinas. Métodos in vitro que simulam as condicdes
do trato gastrointestinal permitem estudar como a digestdo pode interferir na atividade
antioxidante de peptideos e compostos fenélicos. O presente trabalho tem como objetivos
obter hidrolisados proteicos com capacidade antioxidante a partir da farinha de linhaca e
avaliar o efeito da digestao in vitro pode interferir nessa atividade. A farinha de linhaga
marrom foi desengordurada, obtendo-se a farinha de linhaga marrom desengordurada
(FLMD). O concentrado proteico de linhaga (CPL) foi obtido a partir da FLMD por
extragdo alcalina e precipitacdo no ponto isoelétrico seguida de neutralizagdo. Para
obtencao dos hidrolisados proteicos (HPL), a partir do CPL, com Alcalase, foi realizado
um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22. As variaveis independentes
foram pH que variou entre 7,5 a 9,5 e relagcdo enzima: substrato (E:S) que variou de
1:150 a 1:30. As variaveis dependentes foram grau de hidrélise (GH), teor de substancias
redutoras do reagente de Folin-Ciocalteau e atividade antioxidante, determinada por
FRAP e ORAC. Teor de substancias redutoras e atividade antioxidante foram avaliados a
partir dos extratos aquosos e metandlico (metanol 70%). Os hidrolisados de maior
atividade antioxidante, a FLMD e o CPL foram submetidos a digestao in vitro, simulando
as condigbes da digestdo gastrintestinal. As amostras antes e apds a digestao in vitro
foram caracterizadas por eletroforese em sistema SDS-PAGE Tricina e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC- RP). O teor de substancias redutoras e
da atividade antioxidante das amostras FLMD, CPL e HPL foram avaliados antes e ap6s
a digestao in vitro. As condigbes étimas para obtencédo de HPL de maior GH (21,0%) séao
pH entre 7,5 e 8,0 e E:S entre 1:60 e 1:30, indicando que a faixa de pH 6timo da enzima
e a alta E:S favorecem maior hidrélise do CPL. Para obtengdo de HPL com maior teor de
substancias redutoras para os extratos aquoso (24 mg EAG/ g HPL) e metandlico (20 mg
EAG/ g HPL) as condi¢des étimas séo pH ~ 8,5 /E:S 1:30. Este resultado parece estar
relacionado a liberacdo de compostos fendlicos ligados a proteina e também de
peptideos durante a hidrélise. AglUcares e aminodcidos aromaticos presentes no
hidrolisado podem interferir na reacao e superestimar o teor de fendis dos HPL. A maior
atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP para o extrato aquoso (42 mg
SF/ g HPL) se da nas condigbes de pH ~ 9,5/E:S ~1:150 e para o extrato metanélico (40
mg SF/ g HPL) pH entre 8,5 e 9,0/E:S entre 1:90 a 1:150. Para o método de ORAC, as
condigdes 6timas para maior atividade antioxidante no extrato aquoso (300 umol TE/ g
HPL) sédo pH entre 7,5 a 9,5/E:S ~ 1:30 ou ~1:150 e para o extrato metandlico (330 umol
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TE/ g HPL) séo pH ~ 8,5/E:S entre 1:150 e 1:30. Os hidrolisados de maior atividade
antioxidante foram os obtidos em pH 8,5/E:S 1:90, e em pH 9,2/E:S 1:133 denominados
HPL 0 e HPL 3, respectivamente. Para a FLMD, CPL e os hidrolisados, ap6s a digestao
in vitro, observou-se que o teor de substancias redutoras totais aumentou (9 a 20 vezes)
para todas as amostras. O teor de substancias redutoras do CPL (~24 mg EAG/ ¢
amostra), em ambos os extratos, apds a digestdo in vitro se igualou ao teor dos
hidrolisados (~23 mg EAG/ g amostra). Este resultado sugere que tanto a hidrélise com
Alcalase quanto o processo digestério liberam compostos redutores, dentre eles fendlicos
da proteina de linhaca. A atividade antioxidante dos extratos de FLMD e CPL,
determinada por FRAP, também aumentou (de 3 a 10 vezes) ap6s a digestdo, mas nao
se igualou a atividade antioxidante dos hidrolisados (48 mg SF/g amostra). No entanto, o
CPL apresentou atividade antioxidante determinada por ORAC semelhante a dos
hidrolisados no extrato aquoso (~420,24 pmol TE/ g amostra) e 10 % maior que o
encontrado para os hidrolisados (~365 umol TE/ g amostra) no extrato metandlico. Ap6s
a digestao in vitro, os hidrolisados apresentaram a maior atividade antioxidante medida
por FRAP (50 mg SF/ g amostra), e o CPL, a maior atividade determinada pelo método
de ORAC (~430 umol TE/ g amostra). Estes resultados sugerem o processo digestorio é
tdo ou mais eficiente que a Alcalase em liberar os compostos com atividade redutora no
CPL. Uma vez que a metodologia de determinacdo da atividade antioxidante por ORAC
tem maior proximidade com o mecanismo de oxirredu¢gdo que ocorre in Vvivo, esses
resultados sugerem o uso do CPL como melhor produto protéico da linhaga com maior
potencial antioxidante para a formulagao de nutracéuticos e alimentos funcionais.

Palavras chave: hidrolisado proteico, digestdo in vitro, compostos fendlicos, ORAC,
FRAP



ABSTRACT

There are several evidences which indicate the role of free radicals on a series of
pathological conditions, including aging, cancer, multiple sclerosis and cardiovascular
disease. Hydrolysates from different sources have been studied because of their
antioxidant potential. The antioxidant activity of the protein, in most cases, is limited due to
their conformation, which concentrates residues capable of neutralize free radicals in the
molecule’s core, hampering the access of the reactive species to nucleophilic sites. The
protein hydrolysis contributes to increasing the exposure of these amino acid residues,
increasing their role as antioxidants. Phenolic compounds may also be present in
vegetable protein hydrolysates because of their association with proteins. /In vitro methods
that simulate the conditions of the gastrointestinal digestion are an important way to
evaluate how the digestion affects the antioxidant activity of phenolic compounds and
peptides. This study aims at obtaining hydrolysates with antioxidant capacity from defatted
flaxseed flour and evaluate the effect of the in vitro digestion on this activity. The brown
flaxseed flour was defatted, resulting in the brown defatted flaxseed meal (BDFM). The
flaxseed protein concentrate (FPC) was obtained from the BDFM by alkaline extraction
and precipitation at the isoelectric point followed by neutralization. To obtain the flaxseed
protein hydrolysates (FPL), using FPC and Alcalase, a central composite rotational design
(DCCR) was performed. The independent variables were pH ranging from 7.5 to 9.5 and
enzyme: substrate ratio (E: S) that ranged from 1:150 to 1:30. The dependent variables
were the degree of hydrolysis (DH), total phenolic content and antioxidant activity,
determined by FRAP and ORAC. Phenolic and antioxidant activity were evaluated from
the aqueous and methanol (70% methanol). The hydrolysates with the highest antioxidant
activity, the CPL FLMD were submitted to the in vitro digestion. The samples obtained
before and after the in vitro digestion were characterized by electrophoresis SDS-PAGE-
tricine and HPLC. The total phenolic content and antioxidant activity of FLMD, CPL and
HPL were evaluated before and after in vitro digestion. The optimum conditions to obtain
HPL with the highest GDH (21.0%) are pH (7.5-8) and E:S ratio (1:60-1:30), which
indicates that the Alcalase optimum pH and highest E:S ratio collaborates to highest
hydrolysis of CPL. To obtain HPL with higher content of Folin-Ciocalteau reducing
compounds content in aqueous (EAG 24 mg / g HPL) and methanol (20 mg EAG / g HPL)
extracts, the optimum conditions were pH ~ 8.5 / E: S 1:30. This result seems to be
related to the release of phenolic compounds bound to protein and also of peptides during
hydrolysis. The highest antioxidant activity determined by the FRAP method in the
aqueous extract (42 mg SF / g HPL) occurs under pH ~ 9.5/ E: S ~ 1:150 and the
methanol extract (40 mg SF /g HPL) pH 8.5-9.0 / E: S 1:90-1:150. For the ORAC method,
optimum conditions for increased antioxidant activity in aqueous extract (300 pumol TE / g
HPL) are pH 7.5-9.5/ E: S ~ 1:30 or 1:150 and the methanol extract (330 umol TE / g
HPL) are pH ~ 8.5 / E: S 1:30-1:150. The hydrolysates with the highest antioxidant
activities were obtained at pH 8.5/ E: S 1:90, and at pH 9.2 / E: S 1:133 denominated
HPL ) and HPL 3, respectively. For FLMD, CPL and hydrolysates, after in vitro digestion,
the content increased (9-20 times) for all samples. The Folin-Ciocalteau reducing capacity
of the CPL (EAG ~ 24 mg / g sample) in both extracts after in vitro digestion equaled the
content of hydrolysates (EAG ~ 23 mg / g sample). This result suggests that both
hydrolysis with Alcalase and the digestion process are able to release phenolic
compounds from the flaxseed products. The antioxidant activity of extracts of FLMD, CPL
determined by FRAP, also increased (from 3 to 10 times) after digestion, but did not
reached the antioxidant activity of hydrolysates (48 mg SF / g sample). However, when
the activity was determined by ORAC, the FPC showed value similar to the hydrolysates,
measured on the aqueous extract (~ 420.24 umol TE / g sample) and 10% higher than on
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the methanol extract (~ 365 umol TE / g sample). After in vitro digestion, hydrolysates
showed the highest antioxidant activity measured by FRAP (SF 50 mg / g sample), and
the FPC, the highest activity determined by ORAC method (~ 430 micromol TE / g
sample). These results suggest that digestive process are equally or more effective than
Alcalase in releasing peptides and phenolic compounds present in the FPC. Since the
methodology for determining the antioxidant activity by ORAC utilizes a biologically
relevant radical source, these results suggest the use of FPC as the best protein product
of flaxseed with potential antioxidant in the formulation of nutraceuticals and functional
foods.

Keywords: Hydrolysate, in vitro digestion, phenolic compounds, FRAP, ORAC
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Introdugéo

1- Introducao

Existem evidéncias numerosas sobre o papel dos radicais livres em uma série de
condicdes patoldgicas, incluindo envelhecimento, cancer, esclerose multipla, doengas
cardiovasculares (MARTINEZ-CAYUELA, 1995; CERIELLO & MOTZ, 2004; ROBERTS &
SINDHU, 2009). A fim de fortalecer o sistema de defesa antioxidante e reduzir os efeitos
deletérios que ambientes pré-oxidantes podem causar ao organismo, pesquisadores tém
concentrado esforgos para encontrar nos alimentos componentes que atuem como
redutores em meio bioldgico e auxiliem na prevencao e no retardo do desenvolvimento de
doengas cronicas (KRIS-ETHERTON, HECKER, BONANOME et al., 2002).

Diversas substancias encontradas nos alimentos possuem comprovada agéo
antioxidante (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009). Para serem consideradas como
tal, essas substancias tém que estar presentes em pequenas concentragées em relagao
ao substrato oxidavel e ser capazes de impedir ou retardar a oxidagao desse substrato
(HALLIWELL, AESCHBACH, LOLIGER et al., 1995). O B-caroteno (pré-vitamina A) e a
vitamina E (tocoferdis e tocotriendis, principalmente o a-tocoferol), a vitamina C (acido
ascorbico), os compostos fendlicos e mais recentemente as proteinas sdo exemplos de
compostos com atividades antioxidantes presentes nos alimentos. Além desses, o0s
micronutrientes selénio, zinco, cobre e manganés, presentes em frutas e vegetais
participam indiretamente do sistema de defesa antioxidante (LIMON-PACHECO &
GONSEBATT, 2009).

Dentre os compostos fendlicos, acidos fendlicos e flavondides se destacam por
apresentarem relevante capacidade antioxidante. Na célula vegetal, esses compostos
estdo em vacuolos celulares ou, na maioria das vezes, encontram-se ligados por meio de
uma ligacdo covalente a polimeros insolUveis como as proteinas e, por isso, necessitam
ser liberados por meio de tratamento térmico ou enzimatico, fermentacéo, radiagéo infra-
vermelho para melhor aproveitamento de sua atividade antioxidante (ROBBINS, 2003;
JEONG, KIM, KIM et al., 2004).

As proteinas dos alimentos, além do conhecido valor nutricional, também podem
atuar como antioxidantes (JENKINS, KENDALL, VIDGEN et al, 1999). A atividade
antioxidante de hidrolisados proteicos esta relacionada com a composicao e sequéncia
dos amino&cidos e com o tamanho e a estrutura tridimensional do peptideo (PENA-
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RAMOS, XIONG & ARTEAGA, 2004). O mecanismo de atuacdo antioxidante vai
depender da composicdo aminoacidica da proteina. Na maioria das vezes a capacidade
antioxidante dos aminoacidos no polipeptidio encontra-se diminuida devido a
conformacédo espacial que a proteina assume, que concentra residuos capazes de
neutralizar radicais livres no interior da molécula, dificultando o acesso das espécies
reativas aos centros nucleofilicos. A hidrélise da proteina provoca alteracdes na estrutura
tridimensional e contribui para aumentar a exposicdo desses residuos de aminoacidos,
aumentando sua atuagdo como quelantes, sequestradores de radical, redutores de
hidroperoxidos e aldeidos (ELIAS, KELLERBY & DECKER, 2008).

Métodos in vitro que simulam as condicdes do trato gastrintestinal, permitem
estudar como a digestdo pode interferir na atividade antioxidante de peptideos e
compostos fendlicos (BERMUDEZ-SOTO, TOMAS-BARBERAN & GARCIA-CONESA,
2007; SANNAVEERAPPA, WESTLUND, SANDBERG et al, 2007; YOU, ZHAO,
REGENSTEIN et al., 2010).

Para os compostos fendlicos, o processo de digestao in vitro, envolvendo a acao
das enzimas digestivas e dos sais biliares, pode promover a liberagdo tanto dos
compostos que estdo armazenados na célula vegetal como aqueles que estédo ligados a
outras substancias (SAURA-CALIXTO, SERRANO & GONI, 2007). Todavia, a maior
liberacdo de compostos antioxidantes por meio da digestdo in vitro nao indica,
necessariamente, que a agao antioxidante sera maior do que aquela encontrada nos
compostos que foram extraidos por solvente organico (JEONG, KIM, KIM et al., 2004;
SAURA-CALIXTO, SERRANO & GONI, 2007). A acdo das enzimas géastricas e
pancreaticas pode aumentar (SANNAVEERAPPA, WESTLUND, SANDBERG et al., 2007;
SAMARANAYAKA, KITTS & LI-CHAN, 2010) tanto como nao alterar (SAMARANAYAKA,
KITTS & LI-CHAN, 2010) ou reduzir a atividade antioxidante de proteinas e peptideos
(MOLLER, SCHOLZ-AHRENS, ROOS et al., 2008). Durante o processo digestério, os
peptideos sdo degradados pelas enzimas de forma a favorecer a formagao de peptideos
de menor massa molecular e maior atividade antioxidante ou promover a hidrolise de
peptideos em aminoacidos resultando na redugdo da atividade antioxidante
(SANNAVEERAPPA, WESTLUND, SANDBERG et al, 2007; MOLLER, SCHOLZ-
AHRENS, ROOS et al., 2008). Além disso, durante esse processo, proteinas e peptideos
sdo expostos a diversos agentes oxidantes provenientes do proprio alimento ou do
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processo digestério, que podem afetar a estabilidade e comprometer a capacidade dos
hidrolisados de atuarem como redutores (YOU, ZHAO, REGENSTEIN et al., 2010).

Desta forma, para o aproveitamento do potencial antioxidante que compostos
fendlicos e peptideos podem desempenhar no organismo é necessario que eles estejam
bioacessiveis e biodisponiveis (TEDESCHI, CLEMENT, ROUVET et al., 2009). Além da
bioacessibilidade e biodisponibilidade, deve-se considerar o fato de que compostos
antioxidantes de origem ndo proteica podem influenciar a atividade antioxidante de
peptideos (HUANG, MAJUMDER & WU, 2010). Huang et al. (2010) verificaram que a
presenca de cafeina, quercitina, vitamina C e catequina afetaram positivamente a
capacidade sequestradora de radicais livres do hidrolisado proteico da clara do ovo. Em
testes in vitro a interagcao entre a vitamina C e o hidrolisado da B-lactoglobulina foi tanto
positiva como negativa, conforme tamanho do peptideo resultante da hidrolise
(HERNANDEZ-LEDESMA, AMIGO, RECIO et al., 2007). Nao foram encontrados relatos
na literatura sobre os efeitos dos compostos fendlicos sobre a atividade antioxidante de
hidrolisado de proteina vegetal, no entanto, a presenca de proteina pode afetar a
atividade antioxidante dos compostos fendlicos. O estudo de Gahler et al., (2003) com
sopa de tomate mostrou que ha aumento no teor de compostos fendlicos livres com o
aumento da temperatura do tratamento térmico. Esse aumento foi atribuido pelos autores
a liberagéo de proteina na matriz do alimento, que estaria ligada aos compostos fendlicos,
impedindo-os de atuarem como antioxidantes.

A linhaga, semente oleaginosa proveniente da planta linho (Linum usitatissimum
L.), tem motivado diversas pesquisas que avaliam a sua agdo e ou de seus constituintes
sobre a redugédo do risco ou o controle de doengas. Foram demonstrados efeitos na
reducdo da glicose pos-prandial (CUNNANE, GANGULI, MENARD et al, 1993) e do
colesterol plasmatico em adultos jovens eutréficos (CUNNANE, HAMADEH, LIEDE et al.,
1995) e de LDL colesterol, na prevencédo de doenga cardiovascular e alguns tipos de
cancer, principalmente os de mama e de prostata em adultos com dislipidemia (JENKINS,
KENDALL, VIDGEN et al., 1999; DEMARK-WAHNEFRIED, POLASCIK, GEORGE et al.,
2008). A maioria das pesquisas sobre os beneficios da linhaga a saude tem focado
principalmente na acado do acido a-linolénico (ALA), das lignanas, dos compostos
fendlicos e das fibras sollveis, enquanto que as proteinas, presentes em quantidades
expressivas, sdo pouco estudadas (MARAMBE, SHAND & WANASUNDARA, 2008;
UDENIGWE, LU, HAN et al., 2009). Por meio de testes in vitro, Marambe et al. (2008)
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verificaram que a proteina de linhaga hidrolisada por Flavourzyme, um complexo de endo
e exopeptidases, apresentou atividade antihipertensiva e antioxidante, capaz de
sequestrar o radical hidroxila. No estudo de Udenigwe et al. (2009), no qual a proteina de
linhaca foi hidrolisada por sete proteases (Alcalase, pancreatina, pepsina, termolisina,
papaina, tripsina e ficina), foi observado que o hidrolisado possuia atividades
antinflamatéria e antioxidante, capaz de sequestrar radical hidroxila e superéxido. Nao
foram encontrados na literatura estudos que avaliam, in vitro ou in vivo, a influéncia das
enzimas do trato gastrintestinal na atividade antioxidante do hidrolisado proteico de
linhaca. Dessa forma, a simulacdo da digestdo gastrintestinal torna-se interessante por
fornecer informacdes iniciais de como o processo digestério pode interferir na bioatividade
dos produtos  proteicos obtidos a partr da farinha de linhaga.
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2- Objetivos

2.1- Objetivo Geral

Investigar a capacidade antioxidante dos compostos bioacessiveis da farinha,
concentrado e hidrolisados proteicos de linhaga.

2.2- Objetivos Especificos

- Estabelecer condicdes 6timas de hidrélise do concentrado proteico com Alcalase
para obtencao de hidrolisados com maior potencial antioxidante.

- Obter e caracterizar quimicamente a farinha de linhaga desengordurada (FLD),
concentrado proteico e os hidrolisados proteicos que apresentarem maior potencial
antioxidante antes e apos a digestao in vitro.
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3- Revisao Bibliografica

3.1- Radicais Livres e Antioxidantes

Existem evidéncias numerosas sobre o papel dos radicais livres em uma série de
condigdes patoldgicas, incluindo envelhecimento, cancer, esclerose multipla, doencas
cardiovasculares. (MARTINEZ-CAYUELA, 1995; CERIELLO & MOTZ, 2004; ROBERTS &
SINDHU, 2009; TARKO, DUDA-CHODAK & TUSZYNSKI, 2009). A fim de fortalecer o
sistema de defesa antioxidante e reduzir os efeitos deletérios que um ambiente pro-
oxidante pode causar ao organismo, pesquisadores tém concentrado esforcos para
encontrar nos alimentos componentes que atuem como redutores em meio biolégico e
auxiliem na prevengédo e no retardo do desenvolvimento de doengas crbnicas (KRIS-
ETHERTON, HECKER, BONANOME et al., 2002; ISSA, VOLATE & WARGOVICH, 2006;
0ZSOY, YILMAZ, KURT et al., 2009; OKARTER, LIU, SORRELLS et al., 2010).

Esses esforcos se justificam com base em estudos epidemiolégicos que tém
mostrado que o consumo regular de diferentes hortaligas, frutas, graos e cereais integrais
fornecem nutrientes e compostos bioativos que irdo aumentar a capacidade do sistema de
defesa antioxidante do organismo. Um dos principais mecanismos para que 0s compostos
bioativos presentes nos alimentos exercam efeito protetor € por meio da propriedade
antioxidante capaz de neutralizar os radicais livres responsaveis pelo aparecimento e
desenvolvimento de doencas cronicas (LIU, 2007; FRANZINI, ARDIGO, VALTUENA et al.,
2010).

Em sistemas biologicos, o oxigénio € uma molécula essencial ao metabolismo
celular, mas paradoxalmente, é também um potente agente téxico por gerar como
subprodutos os radicais livres, que provocam oxidacdo de biomoléculas e danos as
células (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009).

Os radicais livres sao espécies quimicas de vida curta e muito reativas
(MARTINEZ-CAYUELA, 1995), que contém um ou mais elétrons desemparelhados
(WICKENS, 2001). Dentre eles, destacam-se as espécies reativas do oxigénio (EROs),
que sdo formados a partir do metabolismo energético e do consumo de oxigénio
intracelular, por meio das reagbes da cadeia respiratoria que ocorrem na mitocondria.
Radical hidroxila, anion superoxido e peroxido de hidrogénio sdao exemplos de espécies
reativas bastante comuns em meio biolégico (WICKENS, 2001). Quando ocorre um
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desbalangco entre a producdo de radicais livres e a capacidade do organismo em
neutraliza-los, devido a um excesso de radicais produzidos ou por enfraquecimento do
sistema de defesa antioxidante, o organismo fica mais susceptivel a oxidacdo, o que
caracteriza um estado de estresse oxidativo (MARTINEZ-CAYUELA, 1995; LIMON-
PACHECO & GONSEBATT, 2009).

O sistema antioxidante tem a funcdo de proteger as macromoléculas, alvos
preferenciais dos radicais livres (HUANG, OU & PRIOR, 2005). Eles podem reagir com
acidos graxos insaturados da membrana provocando uma cascata de peroxidacao lipidica
que resulta na formacédo de malonadialdeido e outros hidroperéxidos, que sao espécies
reativas capazes de desencadear novas cascatas de oxidagcao. A oxidacao dos lipidios
faz com que se altere a fluidez, a elasticidade da membrana e a permeabilidade seletiva
da membrana, prejudicando o metabolismo celular (RAMARATHNAM, OSAWA, OCHI et
al., 1995; WICKENS, 2001). Nas proteinas, os radicais podem reagir nos residuos de
cisteina, tirosina e metionina, levando a formacédo de novas ligagdes inter e intra proteina
e de mais radicais livres (VALKO, RHODES, MONCOL et al., 2006). No DNA eles podem
reagir nos centros nucleofilicos dos nucleosideos resultando em mutagbes, anomalias
cromossOmicas que, se se acumularem no organismo, desencadeardo um processo
carcinogénico (ISSA, VOLATE & WARGOVICH, 2006).

Para neutralizar os radicais livres e reduzir o quadro de estresse oxidativo, o
organismo dispde de diversas substancias antioxidantes. Para serem consideradas como
tal, essas substancias tém que estar presentes em pequenas concentragdes em relagdo
ao substrato oxidavel e serem capazes de impedir ou retardar a oxidagao desse substrato
(HALLIWELL, AESCHBACH, LOLIGER et al., 1995).

O sistema de defesa antioxidante pode atuar por meio de quatro mecanismos. O
primeiro é através de reacgdes cataliticas com a participagdo de enzimas, antioxidantes
enddgenos, como a catalase, superoxido dismutase e peroxidase. Nessas reagoes,
selénio, zinco, cobre e manganés atuam como co-fatores enzimaticos. Um exemplo desse
mecanismo € a conversdao de peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua, com
participacao da catalase. O segundo mecanismo € através da ligacao de proteinas como
a transferrina e a ceruloplasmina aos ions ferrico e cuprico, respectivamente, que sao
ions pré-oxidantes. Essas reagdes enzimaticas contribuem para reducao da concentracao

de radicais livres e resultam na reducao das reagbes de iniciacdo e fazem parte do
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sistema de defesa antioxidante primario. O terceiro se refere a protecao realizada por heat
shock proteinas as macromoléculas em situagdes de estresse e o ultimo mecanismo € a
capacidade que as substancias antioxidantes, adquiridos pela alimentacdo, como as
vitaminas C e E (a tocoferol) tém de doar elétrons aos radicais, neutralizando-os (LIMON-
PACHECO & GONSEBATT, 2009). Esses antioxidantes interrompem a etapa de
propagacao da cascata de oxidacdo e por isso fazem parte do sistema de defesa
secundario (WICKENS, 2001; OU, HUANG, HAMPSCH-WOODILL et al., 2002).

Para expandir a capacidade de defesa do sistema antioxidante € necessario o
consumo de alimentos que contenham substancias com capacidade antioxidante, de
forma que uma dieta mista com vegetais, frutas, graos e cereais integrais possa fornecer
nutrientes e compostos bioativos que irdo atuar em conjunto com os antioxidantes
enzimdticos a fim de minimizar os efeitos deletérios provocados pelo estresse oxidativo
(VALTUENA, PELLEGRINI, FRANZINI et al., 2008).

3.2- Antioxidantes nos Alimentos

Diversas substancias encontradas nos alimentos possuem comprovada agao
antioxidante (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009). O B-caroteno (pro-vitamina A) e
a vitamina E (tocoferdis e tocotriendis, principalmente o a-tocoferol), os compostos
fendlicos e mais recentemente as proteinas sao exemplos de compostos com atividades
antioxidantes presentes nos alimentos. Além desses, os micronutrientes selénio, zinco,
cobre e manganés, presentes em frutas e vegetais participam indiretamente do sistema
de defesa antioxidante (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009).

A vitamina C atua sequestrando radicais livres em meio aquoso e participa da
regeneragao do a-tocoferol a partir do radical a-tocoferoxil. A vitamina E se destaca por
impedir a peroxidagéo lipidica e por sequestrar os radicais peroxil e a vitamina A por
sequestrar oxigénio singlet e o radical peroxil (DIPLOCK, CHARULEUX, CROZIER-WILLI
et al., 1998). Os sais minerais participam como cofatores de enzimas como a glutationa
peroxidase, enzima chave no sistema de defesa antioxidante enzimatico do organismo
(LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009).

Os compostos fendlicos, produtos do metabolismo secundario de vegetais,
abrangem um amplo grupo de substancias (acidos fendlicos, flavonéides e taninos) que
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apresentam em sua estrutura pelo menos um anel aromatico com um ou mais hidrogénios
substituidos por grupos hidroxila. A funcdo dessas substancias em plantas ndo é
totalmente conhecida, mas sabe-se que elas estdo envolvidas na sintese proteica, na
atividade enzimatica, na fotossintese, protecdo contra insetos e raios UV e, quando
presentes em partes comestiveis, sdo responsaveis pelas cores, caracteristicas
organolépticas e pelas propriedades antioxidantes (ROBBINS, 2003; BALASUNDRAM,
SUNDRAM & SAMMAN, 2006).

Dentre os compostos fendlicos, acidos fendlicos e flavondides se destacam por
apresentarem capacidade antioxidante relevante. Na célula vegetal, esses compostos
estdo em vacuolos celulares ou, na maioria das vezes, encontram-se ligados por meio de
uma ligagéo covalente a polimeros insollveis como as proteinas e, por isso, necessitam
ser liberados por meio de tratamento térmico ou enzimatico, fermentacgao, radiacéo infra-
vermelho para melhor aproveitamento de sua atividade antioxidante (ROBBINS, 2003;
JEONG, KIM, KIM et al., 2004).

Ha evidéncias na literatura de que aminoacidos, peptideos e proteinas
provenientes dos alimentos de origem vegetal e animal podem trazer beneficios a saude,
uma vez que atuam como imunomoduladores, anti-hipertensivos, antitrombdéticos,
antioxidantes, e interferem negativamente no desenvolvimento de osteoporose e
dislipidemias (KORHONEN & PIHLANTO, 2006; MOLLER, SCHOLZ-AHRENS, ROOS et
al., 2008). Esse enfoque nas propriedades funcionais da proteina tem gerado pesquisas
destacando a capacidade antioxidante que peptideos gerados a partir da hidrélise da
proteina de diferentes alimentos podem apresentar. Estudos com as proteinas do leite, da
soja, do trigo, do amaranto, e de ovos, tém mostradoo potencial antioxidante que
peptideos e aminoacidos podem apresentar, principalmente por meio de testes in vitro,
que avaliam diferentes mecanismos de capacidade antioxidante (CHEN, MURAMOTO,
YAMAUCHI et al., 1996; PENA-RAMOS, XIONG & ARTEAGA, 2004; OZSOY, YILMAZ,
KURT et al., 2009; HUANG, MAJUMDER & WU, 2010).

3.3- Proteinas e peptideos com acao antioxidante

A busca por antioxidantes naturais se deve principalmente ao risco potencial a
saude que os antioxidantes sintéticos podem oferecer (ZHU, CHEN, TANG et al., 2008;
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YOU, ZHAO, CUI et al., 2009). Diversas substancias naturais como extratos fendlicos de
plantas, tocoferol e catequinas, com comprovada agado antioxidante, sdo amplamente
utilizadas como forma de proteger o alimento da oxidagcdo e consequentemente da
alteragao de suas caracteristicas originais, e também como forma de agregar ao alimento
propriedades funcionais. Nesse contexto, a busca por novos componentes naturais com
possivel acdo antioxidante tem sido investigada, entre eles os peptideos e aminoacidos,
tanto de origem animal quanto vegetal (ZHU, CHEN, TANG et al., 2008).

Peptideos e aminoacidos antioxidantes sdo considerados substancias bioativas;
ou seja, sdo componentes presentes nos alimentos, capazes de interferir no metabolismo
ou em processos fisiolégicos do organismo causando um impacto positivo na saude do
individuo (MOLLER, SCHOLZ-AHRENS, ROOS et al., 2008). Os peptideos bioativos
podem atuar como antihipertensivos, antioxidantes, antitrombdéticos, anticarcinogénicos,
opidides e imunomoduladores (KITTS & WEILER, 20083; MOLLER, SCHOLZ-AHRENS,
ROOQS et al., 2008).

A modificagdo enzimatica pode ser utilizada para acentuar o potencial bioativo das
proteinas (ARCAN & YEMENICIOGLU, 2010). A hidrélise da proteina resulta na formagao
de aminoécidos e peptideos, com tamanhos variados, de 3 a 20 aminoacidos, chamados
de hidrolisado proteico. Essa hidrolise pode ocorrer, in vivo por agéo de enzimas do trato
digestivo e ou por enzimas da microbiota intestinal e in vitro por agéo de enzimas isoladas
de microrganismos (MOLLER, SCHOLZ-AHRENS, ROOS et al., 2008).

Os principais efeitos provocados pela hidrélise enzimética sdo a diminuicdo do
peso molecular, 0 aumento do numero de grupos ionizaveis e da exposi¢cao de residuos
predominantemente hidrofébicos ao meio externo. Diferentes peptideos podem ser
gerados de acordo com a especificidade da enzima, com as condigées do meio e o tempo
de reagdo, 0 que resulta em um produto que contém aminoacidos livres, peptideos de
baixa a alta massa molecular e proteinas ndo hidrolisadas. Além da liberagdo de
peptideos bioativos, a modificagdo enzimatica altera outras propriedades funcionais das
proteinas como a capacidade de formar géis, emulsdes e espumas (PANYAM & KILARA,
1996).

A modificagdo enzimatica pode ser quantificada por meio do célculo do grau de
hidrélise (GH), que mede a porcentagem de ligagdes peptidicas quebradas pela protease
durante a reagdo. Ele pode ser mensurado, dentre outras formas, por meio da medida do
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consumo de base necessaria para manter o pH constante durante a hidrélise (PANYAM &
KILARA, 1996).

Diversas enzimas podem ser utilizadas para obtencdo de hidrolisados proteicos,
como Neutrase, bromelina, papaina, Flavourzyme e Alcalase (MARAMBE, SHAND &
WANASUNDARA, 2008; UDENIGWE, LU, HAN et al., 2009; ORSINI DELGADO, TIRONI
& ANON, 2011). Essa Ultima é uma endopeptidase, do tipo serina protease, produzida
pelo Bacillus licheninformis e bastante utilizada devido a sua ampla especificidade e
grande capacidade hidrolitica para producdo de hidrolisados de proteinas de origem
vegetal. Ela atua quebrando, preferencialmente, a porcdo carbdxi terminal dos
aminoacidos glutamina, metionina, lisina, tirosina e glutamato (YANG, YANG, LI et al.,
2011).

Leite, iogurte, queijos, ovos, peixes (sardinha, salmao, atum), trigo, soja, e sorgo
sao alguns alimentos que se destacam como boas fontes de proteinas e peptideos
bioativos (CHEN, MURAMOTO, YAMAUCHI et al, 1996; PENA-RAMOS, XIONG &
ARTEAGA, 2004; MOLLER, SCHOLZ-AHRENS, ROOS et al., 2008). A maioria desses
polipeptideos bioativos ndo sao absorvidos pelo intestino e atuam diretamente no trato
gastrointestinal ou indiretamente através de receptores e vias de sinalizagao celular dos
enterécitos (MOLLER, SCHOLZ-AHRENS, ROOS et al., 2008).

Dentre as diversas fungdes que peptideos e aminoacidos bioativos podem exercer,
a capacidade antioxidante é uma das que tem sido amplamente estudada (LI, JIANG,
ZHANG et al., 2008; TANG, PENG, ZHEN et al., 2009; ARCAN & YEMENICIOGLU, 2010;
ORSINI DELGADO, TIRONI & ANON, 2011). A atividade antioxidante de hidrolisados
proteicos esta relacionada com a composicao e sequéncia dos aminoacidos e com o
tamanho e a estrutura tridimensional do peptideo (PENA-RAMOS, XIONG & ARTEAGA,
2004). O mecanismo de atuacdo antioxidante vai depender da composi¢cdo aminoacidica
da proteina. Na maioria das vezes, a capacidade antioxidante dos aminoacidos no
polipeptideo encontra-se limitada devido a conformagéo espacial que a proteina assume
que concentra residuos capazes de neutralizar radicais livres no cerne da molécula,
dificultando o acesso das espécies reativas aos centros nucleofilicos. A hidrolise da
proteina provoca alteragbes na estrutura tridimensional e contribui para aumentar a

exposicdo dos residuos de aminodacidos, aumentando a sua atuagdo como quelante,
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sequestrador de radical, redutor de hidroperéxidos e de aldeidos (ELIAS, KELLERBY &
DECKER, 2008).

A maior capacidade antioxidante dos peptideos em relacéo a proteina de origem e
aos aminoacidos deve-se a relacdo entre as propriedades quimicas, fisicas e na
composicao quimica do peptideo (ELIAS, KELLERBY & DECKER, 2008). As proteinas
que contém aminodacidos sulfurados, aromaticos e de carater basico apresentam elevado
potencial em doar prétons, assim como aquelas que tém aminoacidos basicos e acidos
possuem a habilidade de quelar metais responsaveis por desencadear o processo de
oxidacao lipidica (ARCAN & YEMENICIOGLU, 2010). Geralmente o maior potencial
antioxidante é observado nas proteinas e peptideos compostos predominantemente por
aminoacidos de carater hidrofébico (LI, JIANG, ZHANG et al., 2008).

Peptideos com residuos de His, Tyr, Met e Pro possuem poder de neutralizar
radicais livres (PENA—RAMOS, XIONG & ARTEAGA, 2004), a sequéncia Leu-Leu-Pro-His-
His apresenta grande capacidade antioxidante (CHEN, MURAMOTO, YAMAUCHI et al.,
1996) e a sequéncia Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu atua como seqliestrador de radicais livres e
supressor do anion superéxido (KITTS & WEILER, 2003). Peptideos que contém residuos
de His atuam como quelantes e sequestradores do radical hidroxil (KITTS & WEILER,
2003). Aminoécidos livres como Tyr, Met, His, Lys, Trp e Pro também podem exercer
atividade antioxidante (CHEN, MURAMOTO, YAMAUCHI et al., 1996). , porém o aumento
no grau de hidrélise da proteina resulta na diminuigao da atividade antioxidante, devido a
reducdo da massa molecular dos peptideos e aumento no numero de aminoacidos livres
(ELIAS, KELLERBY & DECKER, 2008).

A atividade antioxidante de hidrolisados proteicos é afetada pelas condicoes
operacionais de obtencdo do concentrado proteico; pelo tipo de protease utilizada e pelo
grau de hidrdlise escolhido (DONG, ZENG, WANG et al., 2008). Para diferentes proteinas,
o mesmo grau de hidrélise fornece uma composicao distinta de aminoacidos e peptideos
nos hidrolisados e, consequentemente, diferentes atividades antioxidantes (YOU, ZHAO,
CUlI et al., 2009). Isso permite que a atividade antioxidante do hidrolisado seja manipulada
conforme o desejado, a partir da determinagao prévia das condicoes de hidrélise (DONG,
ZENG, WANG et al., 2008).

Compostos antioxidantes de origem ndo proteica podem influenciar a atividade
antioxidante de peptideos, embora os resultados nao sejam conclusivos (HUANG,
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MAJUMDER & WU, 2010). Huang et al. (2010) verificaram que a presencga de cafeina,
quercitina, vitamina C e catequina exercem efeito sinérgico na capacidade sequestradora
de radicais livres do hidrolisado proteico da clara do ovo. Em testes in vitro a interacéao
entre a vitamina C e o hidrolisado da B-lactoglobulina foi tanto positiva como negativa,
conforme tamanho do peptideo resultante da hidrélise (HERNANDEZ-LEDESMA, AMIGO,
RECIO et al., 2007). No estudo de Gahler et al. (2003) foi observado um aumento no teor
de compostos fendlicos livres a medida que aumentava a temperatura do tratamento
térmico de sopa de tomate. A elevagao da temperatura tanto favoreceu o rompimento das
ligagbes que mantinham os compostos fendlicos associados as proteinas da matriz
alimentar, e provocou alteracbes na conformagdo espacial da proteina que também

contribuiram para a maior liberagao dos compostos fendlicos.

3.4- Outros compostos antioxidantes em hidrolisados proteicos de origem
vegetal

Compostos fendlicos sdo compostos amplamente distribuidos no reino vegetal,
podendo ser encontrados em frutas, hortalicas, graos, castanhas e sementes. Nos
alimentos, esses compostos podem atuar como antioxidantes e, no organismo, podem
apresentar efeito protetor contra o desenvolvimento de doengas crénicas nao
transmissiveis. Os polifendis incluem os flavondides (flavonas, flavondides, flavanas,
flavononas, isoflavonas, catequinas, chalconas, antocianinas e antocianidinas), acido
clorogénico, acidos fendlicos, cumarinas, lignanas e ligninas, taninos, tocoferdis e
tocotrienodis (NACZK & SHAHIDI, 2006; MEDINA, 2011).

Durante o processo de extragdo da fragédo proteica, os compostos fendlicos que se
encontram ligados as proteinas sao arrastados e, consequentemente, estarao presentes
no concentrado proteico. Na obtencdo de hidrolisados, esses compostos podem ser
liberados devido a agdo enzimética (ROBBINS, 2003; JEONG, KIM, KIM et al., 2004;
TANG, PENG, ZHEN et al., 2009) e, junto com os aminodcidos e peptideos formados,
contribuir para a atividade antioxidante do hidrolisado (TANG, PENG, ZHEN et al., 2009).

Tang et al (2009) estudaram a diferenca no teor de fendlicos totais na farinha e no
hidrolisado proteico de trigo sarraceno obtido com diferentes graus de hidrolise. Nesse
estudo, a ligagao entre fendlicos e proteinas influenciou a solubilidade e a susceptibilidade
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das proteinas a hidrélise. A ligacdo dos compostos fendlicos com as proteinas,
preferencialmente as albuminas, forma agregados de alta massa molecular reduzindo a
solubilidade em agua ao mesmo tempo em que expde sitios cataliticos que, na proteina
nativa, estariam voltados para o interior da molécula, favorecendo a acao de enzimas
hidroliticas. A presenga de polifendis associados as proteinas também interfere na
capacidade antioxidante do hidrolisado, uma vez que existe uma forte correlacdo que
pode ser encontrada entre a atividade antioxidante e teor de fendlicos totais do hidrolisado
(TANG, PENG, ZHEN et al., 2009).

3.5- Métodos in vitro para avaliar a capacidade redutora de compostos
antioxidantes

Diversos tipos de ensaios podem ser utilizados para estimar a atividade
antioxidante de produtos de origem vegetal ou animal (OU, HUANG, HAMPSCH-
WOODILL et al, 2002; THAIPONG, BOONPRAKOB, CROSBY et al, 2006;
MAGALHAES, SEGUNDO, REIS et al., 2008). Esses ensaios podem se basear em
reacao de transferéncia de elétrons (SET), como a capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) e o poder de reducdo do ion ferro (FRAP), ou em reagdo de
transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT) como o potencial de absorcao total de
radical (TRAP) e a capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC) (OU, HUANG,
HAMPSCH-WOODILL et al., 2002).

Nos métodos baseados na reagcdo SET, os antioxidantes interagem com as
espécies reativas sem a presenga de uma terceira molécula que competiria com o
antioxidante pela espécie oxidante (Equagdo 1). No caso do FRAP, a reagdo de
transferéncia do elétron ocorre entre o complexo ion férrico- 2,4,6-tripiridilhidrazina
[Fe**(TPTZ),] e o antioxidante (ArOH) (Equacdo 2). Nesse ensaio, a habilidade dos
antioxidantes em reduzir o complexo [Fe™*(TPTZ),] em meio &cido é calculada pela
medida da absorbancia a 595 nm, apos trinta minutos de repouso, a temperatura de 37 °C
(MAGALHAES, SEGUNDO, REIS et al., 2008).

M+ A-H > MY+ A-H (eq. 1)

Fe*}(TPTZ), + ArOH > Fe™*(TPTZ),+ ArOH" (eq. 2)
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Esse ensaio é simples, barato e oferece um indice de atividade antioxidante
confiavel, porém alguns aspectos devem ser respeitados. O primeiro € em relagdo ao
potencial redox da substancia antioxidante, que deve ser superior ao par Fe**/Fe*?, caso
contrario uma substancia que nao exerce atividade antioxidante pode atuar como redutora
gerando um resultado falso positivo. O outro é o fato de que nem todos os antioxidantes
reduzem os ions ferro em menos de trinta minutos, como é o caso dos acidos fenélicos
caféico, ferralico, quercitina e acido ascérbico, assim como antioxidantes com atividade
sequestradora de radical, como tidis e carotendides, ndo podem ser determinados. O
terceiro se refere ao baixo valor de pH, 3,7, que pode induzir a precipitacao de proteinas,
como a caseina do leite e tornar mais lenta a transferéncia de elétrons. Por ultimo, a
interferéncia da bilirrubina, que quando oxidada se transforma em biliverdina, composto
com alta absorbancia a 595 nm e de extratos coloridos de vegetais. Esse ensaio também
nao favorece a andlise de amostras bioldgicas, uma vez que seus mecanismos nao se
relacionam com os mecanismos fisiolégicos (OU, HUANG, HAMPSCH-WOODILL et al.,
2002; MAGALHAES, SEGUNDO, REIS et al., 2008).

Nos métodos baseados na reacao HAT, hd um radical iniciador responsavel por
gerar os radicais peroxil (ROO’); uma sonda, que representa uma biomolécula, alvo em
potencial para sofrer ataque do radical livre e a espécie antioxidante (Equacdes 3 e 4).
Nesses métodos, a capacidade antioxidante depende da taxa de reagéo entre o radical e
a espécie antioxidante bem como do radical com a sonda e da concentracdo entre o
composto antioxidante e a sonda (MAGALHAES, SEGUNDO, REIS et al., 2008).

ROO" + Ar-OH > ROOH + ArO’ (eq. 3)
ROO" + FI-H > ROOH + FI' (eq. 4)

No ORAC, a fluoresceina (Fl) é utilizada como sonda, e o 2,2’azobis (2-amidino-
propano) dihidroclorido (AAPH) como gerador de radicais ROO’. A redugdo na
fluorescéncia da fluoresceina € um indicativo do ataque do radical & sonda. Na presenca
de um antioxidante, ocorre a doagcdo de um atomo de hidrogénio para o radical peroxil,
transformando-se em hidroperéxido (ROOH) e num radical estavel (ArO’). Isso diminui a
taxa de reducado da fluorescéncia uma vez que o radical é, em parte, neutralizado pelo
antioxidante. O efeito protetor do antioxidante sobre a sonda pode ser mensurado através
do calculo da &rea abaixo da curva (AUC) de decaimento da fluorescéncia da fluoresceina

da amostra comparada com a curva sem a presenca de um antioxidante por um periodo
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superior a trinta minutos e os resultados séo expressos em uM de equivalente de Trolox.
Nesse ensaio, 0 decaimento da fluorescéncia se deve principalmente a concentracdo de
AAPH e nao da fluoresceina. O AAPH néao reage diretamente com a amostra, de forma
que o resultado obtido é a medida direta da capacidade da amostra em atuar como chain-
braking (OU, HUANG, HAMPSCH-WOODILL et al., 2002).

O ORAC é um dos métodos mais comuns para determinacdo da atividade de
sequestro do radical peroxil (MAGALHAES, SEGUNDO, REIS et al., 2008), muito utilizado
para avaliar a capacidade antioxidante do plasma, proteinas e antioxidantes extraidos de
plantas e alimentos (DAVALOS, GOMEZ-CORDOVES & BARTOLOME, 2004). No
entanto, esse ensaio ndo mede a atividade antioxidante total de um composto uma vez
que seu mecanismo permite somente a avaliagdo da neutralizagdo dos radicais peroxil. O
oxigénio singlet e outros radicais provenientes do oxigénio, como o radical hidroxil, que
possuem mecanismos de reagao distintos ao do peroxil, ndo podem ser mensurados por
esse ensaio (OU, HUANG, HAMPSCH-WOODILL et al., 2002).

3.6- Influéncia da digestao in vitro na atividade antioxidante de proteinas e
compostos fendlicos

A avaliagdo da capacidade antioxidante dos hidrolisados podem contribuir para o
uso desses compostos para desenvolvimento de alimentos funcionais e nutracéuticos
(TANG, PENG, ZHEN et al., 2009). No entanto, faltam estudos que comprovem a eficacia
dos hidrolisados proteicos in vivo (KORHONEN & PIHLANTO, 2006; MOLLER, SCHOLZ-
AHRENS, ROOQOS et al., 2008; YOU, ZHAO, REGENSTEIN et al., 2010).

Para que estes compostos apresentem capacidade antioxidante in vivo é
necessario que eles alcancem o seu sitio de agéo e, para isto, precisam ser digeridos,
liberados da matriz alimenticia, solubilizados e absorvidos (SOLER-RIVAS, RAMIREZ-
ANGUIANO, REGLERO et al.,, 2009). Dentro do trato gastrointestinal, os compostos
antioxidantes dos alimentos sdo expostos a diversos agentes oxidantes provenientes do
proprio alimento ou do processo digestorio, que podem afetar a estabilidade e
comprometer a capacidade dos componentes de atuarem como redutores (YOU, ZHAOQ,
REGENSTEIN et al, 2010). Além disso, durante esse processo, eles podem ser
degradados, podem ndo ser absorvidos ou podem estar em concentragdes inferiores a
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necessaria para provocar um efeito significativo (MOLLER, SCHOLZ-AHRENS, ROOS et
al., 2008).

A digestao é um processo fisioldgico que quebra os macronutrientes presentes nos
alimentos em moléculas passiveis de serem assimiladas pelos enterdcitos. A degradacgao
comeca pela boca com a quebra parcial dos polissacarideos pela pitialina presente na
saliva. No estébmago, o bolo alimentar € misturado ao suco gastrico onde ocorre
principalmente a quebra das proteinas em peptideos pela agdo da pepsina. O processo
digestério segue com a presenca do digerido gastrico no intestino delgado, na presenca
de suco pancreatico e sais biliares. Nessa etapa, ocorre a hidrolise de proteinas,
peptideos, oligossacarideos, acidos nucléicos e lipidios em subunidades capazes de
serem absorvidas pelo epitélio intestinal (SOLER-RIVAS, RAMIREZ-ANGUIANO,
REGLERO et al., 2009).

As condi¢cbes do trato gastrintestinal podem ser mimetizadas por métodos de
digestao in vitro. Esses métodos sao Uteis para se estudar como a dinamica do processo
digestério pode interferir na bioatividade dos peptideos. E possivel verificar se os
componentes dos alimentos podem reagir com o peptideo e também se as condi¢des de
cada parte do trato gastrointestinal, com diferentes valores de pH, e diferentes tipos e
concentracoes de enzimas e sais biliares influenciam na atividade antioxidante do mesmo
(MARTOS, CONTRERAS, MOLINA et al., 2010). Os métodos de digestao in vitro se
caracterizam por serem rapidos, seguros e sem restricdes éticas como acontece com o0s
métodos in vivo (SANNAVEERAPPA, WESTLUND, SANDBERG et al., 2007).

Por meio da simulagéo das condi¢des do trato gastrintestinal, é possivel avaliar
como a digestdo pode interferir na atividade de compostos antioxidantes (BERMUDEZ-
SOTO, TOMAS-BARBERAN & GARCIA-CONESA, 2007; SANNAVEERAPPA,
WESTLUND, SANDBERG et al., 2007; YOU, ZHAO, REGENSTEIN et al., 2010). A
digestao in vitro foi utilizada para avaliar a atua¢do antioxidante de compostos fendlicos e
flavononas da aronia, uma planta nativa da América do Norte (BERMUDEZ-SOTO,
TOMAS-BARBERAN & GARCIA-CONESA, 2007), de hidrolisados de proteinas do ovo
(MIGUEL, ALONSO, SALAICES et al., 2007; MARTOS, CONTRERAS, MOLINA et al.,
2010), e de diferentes espécies de pescado (SAMARANAYAKA, KITTS & LI-CHAN, 2010;
YOU, ZHAO, REGENSTEIN et al., 2010).
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Segundo Tagliazucchi et al. (2010), o trato gastrintestinal atua como um extrator
de compostos fendlicos, seja por trituragao liberando o conteddo de fendlicos presentes
dentro das células e dos que estao fracamente ligados a parede celular, seja pela acao de
enzimas em diferentes condicbes de pH, promovendo a liberacdo daqueles compostos
que estdo mais fortemente aderidos a parede das células. Nesse processo, a maior parte
dos polifendis presentes nos alimentos, principalmente os flavondides, sao liberados na
fase gastrica da digestdao (MANDALARI, TOMAINO, RICH et al., 2010; TAGLIAZUCCHI,
VERZELLONI, BERTOLINI et al., 2010; BOUAYED, HOFFMANN & BOHN, 2011). Na fase
intestinal, ocorre uma elevacao discreta no teor de fendis totais em relacéo ao liberado na
digestao gastrica, devido ao aumento no tempo de digestdo e pela acdo das enzimas
intestinais nos demais componentes da matriz alimentar facilitando a liberagdo dos
polifendis (BOUAYED, HOFFMANN & BOHN, 2011).

A bioatividade dos compostos fendlicos também sofre interferéncias ao longo da
digestao devido a presenca de radicais livres e as alteragdes de pH. O trato gastrintestinal
€ constantemente exposto a espécies reativas presentes no alimento, produzidos por
células do sistema imune ativadas por bactérias e toxinas provenientes do bolo alimentar
e aqueles resultantes da respiracdo celular. A presenca de compostos fendélicos na luz
intestinal pode contribuir para manutengao do epitélio ao reduzir os radicais livres por
meio da transferéncia de elétrons ou de atomos de hidrogénio. Essa atividade
antioxidante é mais intensa no intestino do que no estdmago, devido a desprotonacao do
grupo hidroxil dos anéis aromaticos provocada pela mudanga de pH de &cido para
levemente basico (BOUAYED, HOFFMANN & BOHN, 2011).

Em relagéo as proteinas e peptideos, a acdo das enzimas gastricas e pancreaticas
pode aumentar (SANNAVEERAPPA, WESTLUND, SANDBERG et al, 2007;
SAMARANAYAKA, KITTS & LI-CHAN, 2010) tanto como nao alterar (SAMARANAYAKA,
KITTS & LI-CHAN, 2010) ou reduzir sua capacidade antioxidante (MOLLER, SCHOLZ-
AHRENS, ROOS et al, 2008). Durante o processo digestorio, os peptideos séo
degradados pelas enzimas de forma a favorecer a formagdo de peptideos de menor
massa molecular e maior atividade antioxidante ou promover a hidrélise de peptideos em
aminoacidos resultando na redugcdo da atividade antioxidante (SANNAVEERAPPA,
WESTLUND, SANDBERG et al., 2007; MOLLER, SCHOLZ-AHRENS, ROOS et al., 2008).
Além disso, durante esse processo, proteinas e peptideos sdo expostos a diversos
agentes oxidantes provenientes do proprio alimento ou do processo digestorio, que
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podem afetar a estabilidade e comprometer a capacidade dos hidrolisados de atuarem
como redutores (YOU, ZHAO, CUI et al., 2009).

Estudo realizado por Orsini Delgado et al. (2011) envolvendo a bioatividade do
concentrado e hidrolisado proteico de amaranto apés a digestao in vitro mostrou que
ambos, concentrado e hidrolisado, apresentam atividade antioxidante antes e apés a
digestdo. Para o hidrolisado, a agdo das enzimas digestivas foi menor em relacdo ao
concentrado, no entanto essa diferenca ndo provocou a redugdo da atividade
antioxidante. Em estudo com concentrado proteico de gréo de bico, Arcan & Yemenicioglu
(2010) relataram que a hidrélise do concentrado com pepsina resultou num aumento da
solubilidade e na capacidade de sequestrar radical das proteinas, entretanto reduziu a
habilidade de quelar metais e a estabilidade de emulsdes e espumas formadas por essas
proteinas hidrolisadas.

A utilizagdo de hidrolisados proteicos ou peptideos como forma de melhorar a
capacidade antioxidante dos alimentos funcionais traz um beneficio a mais em relagéao a
outros alimentos que sao enriquecidos com substancias antioxidantes, uma vez que a
adicao de proteina ao alimento também significa melhorar seu valor nutricional (HUANG,
MAJUMDER & WU, 2010). Porém, é necessario desenvolver tecnologias que permitam
adicionar aos alimentos peptideos bioativos assegurando sua bioatividade por um periodo
pré-determinado e com seguranga. Os peptideos sdo moléculas de baixo massa
molecular, mais reativos que a proteina, e que, uma vez no alimento, tém maior chance
de reagir com carboidratos, lipidios e outras substancias presentes na matriz que
resultardao na perda parcial ou total da bioatividade. Além disso, eles também estédo
susceptiveis a sofrerem alteragcdes decorrentes das etapas de processamento que
poderao levar a formacao de produtos téxicos, cancerigenos ou alergénicos (KORHONEN
& PIHLANTO, 2006).

O estudo da influéncia da digestdo in vitro nos hidrolisados proteicos permite
prever como sera sua liberagdo in vivo e fazer inferéncias sobre qual seria a matriz
alimentar mais adequada para inseri-lo, bem como suas interagbes com demais nutrientes
presente no alimento e com as enzimas digestivas (TEDESCHI, CLEMENT, ROUVET et
al., 2009).Todavia, nao se pode afirmar que a liberacao dos peptideos bioativos da matriz
alimenticia no trato gastrintestinal seja garantia de que eles serdo absorvidos em sua

totalidade e que, por consequéncia, haveria 0 maximo de aproveitamento de seu poder
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antioxidante; da mesma forma, a liberacdo de compostos fendlicos por meio da digestao
in vitro ndo indica, necessariamente, que a acao antioxidante serd maior do que aquela
encontrada nos compostos que foram extraidos por solvente organico (JEONG, KIM, KIM
et al., 2004; SAURA-CALIXTO, SERRANO & GONI, 2007).

Desta forma, para o aproveitamento do potencial antioxidante que compostos
fendlicos e peptideos podem desempenhar no organismo é necessario que eles estejam
bioacessiveis e biodisponiveis (TEDESCHI, CLEMENT, ROUVET et al., 2009).

3.7- Linhaca

A linhaca é uma semente oleaginosa, proveniente da planta linho que tem sido
consumida ha cerca de cinco mil anos como um ingrediente alimentar ou nutracéutico em
razdo de suas propriedades medicinais (OOMAH, 2001). Seu nome cientifico, Linum
usitatissimum significa “muito atil”. Atualmente, ela tem despertado interesse por ser um
ingrediente multifuncional na formulagédo de alimentos e por seus beneficios a saude
(RABETAFIKA, VAN REMOORTEL, DANTHINE et al., 2011; SINGH, MRIDULA, REHAL
etal., 2011).

E cultivada principalmente em regides frias, como no nordeste do Canada,
principal produtor mundial, que em 2009/2010 produziu pouco mais de 930 mil toneladas
(CANADA, 2010) seguido por China, india, Estados Unidos e Etiépia (SINGH, MRIDULA,
REHAL et al., 2011). Os canadenses detém 80% do mercado da linhaga e seus principais
consumidores mundiais sdo Unido Européia, Estados Unidos, Japédo e Coréia do Sul
(MARAMBE, SHAND & WANASUNDARA, 2008; SINGH, MRIDULA, REHAL et al., 2011).
No Brasil, o cultivo de linhaca € feito no noroeste do Rio Grande do Sul (SOARES,
PACHECO, BRITO et al., 2009). A producéo € pequena, 21 toneladas por ano, enquanto
que na Argentina, maior produtor da América Latina, sdo produzidas cerca de 80
toneladas por ano (ALMEIDA, BOAVENTURA & GUZMAN-SILVA, 2009; SOARES,
PACHECO, BRITO et al., 2009).

As sementes de linhaga podem variar de coloracdo, de acordo com a quantidade
de pigmentos na casca e a forma de cultivo, apresentando-se nas cores marrom escura e
amarelo claro (MORRIS, 2007). A semente de cor marrom escura é rica em acido alfa
linolénico (ALA) e é a variedade mais produzida no Canada (MORRIS, 2007). A semente
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de linhaca de cor amarela pode ser de dois tipos, a variedade Omega, desenvolvida nos
Estados Unidos, que apresenta teores de acido graxo dmega 3 semelhante ao das
sementes de cor marrom e a variedade Solin, que apresenta baixos teores de ALA
(MORRIS, 2007).

A composicao da semente de linhaca é de aproximadamente 41% de lipideos,
20% de proteinas, 28% de fibra total, 7,7% de umidade e 3,4% de cinzas. Essa
composicao sofre variacbes de acordo com genética, meio ambiente, forma de
processamento da semente e método de andlise utilizado (MORRIS, 2007).

Quanto a composicao de lipidios, 75% deles se encontram no embrido e 30% na
casca e no endosperma da semente. A linhaga contém 5 a 6% de acido palmitico, 3 a 6%
de acido estearico, 19 a 29% de acido oléico, 14 a 18% de acido linoléico e 52% de acido
alfa linolénico (ALA) (SINGH, MRIDULA, REHAL et al., 2011). De acordo com Morris
(2007), a quantidade de acido alfa linolénico (6mega 3), e acido graxo linoléico (6mega 6),
corresponde a 57% e 16%, respectivamente, do teor de lipidios totais da linhaca
(MORRIS, 2007).

Na semente de linhaga a proteina encontra-se 56 a 70% nos cotilédones e os
outros 30% na casca e no endosperma (RABETAFIKA, VAN REMOORTEL, DANTHINE
et al., 2011). Os principais tipos de proteina que constituem a linhaca sdo a 11- 12S
globulina e a 1,6 - 2S albumina. A fragdo de alto peso molecular é representada pelas
globulinas composta por 5 subunidades de pesos moleculares 50,9; 35,3; 30,0; 24,6; e
14,4 kDa. Duas delas sao acidas (35,3; 30,0 kDa) e uma delas é basica (24,6 kDa). As
albuminas sé@o os principais componentes da fracdo de baixo peso molecular, composta
por uma cadeia de polipeptideo com peso molecular entre 16 e 18 kDa. Outros tipos de
proteinas que podem ser encontradas na linhaca sao as oleosinas, com peso molecular
entre 16 a 24 kDa, de carater lipofilico, encontrada entre os fosfolipidios; as proteinas
ligadoras ao cadmio e proteinas antifungicas (WANASUNDARA & SHAHIDI, 2003).

A composicdo aminoacidica é similar a da proteina de soja, que é considerada
uma das proteinas vegetais de melhor qualidade (WANASUNDARA & SHAHIDI, 2003;
MORRIS, 2007). A proteina de linhaga é uma excelente fonte de Arg, Gin e His, que tém
conhecido poder de fortalecer o sistema imune; também é rica em Cys e Met que
melhoram o sistema antioxidante do organismo, por meio da estabilizacdo do DNA
durante a diviséo celular, e contribuem para redugao do risco de certos tipos de cancer de
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colon (OOMAH, 2001). Os aminoacidos limitantes sao Lys, Thr e Tyr (WANASUNDARA &
SHAHIDI, 2003).

Em relagdo aos carboidratos, o teor de agucares simples e amido na semente é
inferior a 1% (MORRIS, 2007). A semente linhaga possui 28% de fibra dietética. A
proporcao entre fibra solivel (mucilagem) e insoltvel (celulose e lignina) varia entre 20:80
e 40:60.

A mucilagem € um conjunto de polissacarideos que, quando misturados a agua,
aumentam sua viscosidade e no organismo tem papel laxativo. Ela pode representar até
8% do peso da semente e sua hidrélise acida gera diversos polissacarideos como L-
galactose, D-xilose, L-arabinose, L-raminose e acido D-galacturénico (SINGH, MRIDULA,
REHAL et al., 2011).

Dentre os compostos fendlicos encontrados na linhaga, destacam-se no grupo das
lignanas o SECO-2 [2,3-di- (metdxi-4hidréxi-benzil) butano 1,4 diol] que é encontrado
conjugado a um diglicosideo SDG (secoisolariciresinol diglicosideo), o lariciresinol,
isolariciresinol, matairesinol (STRUIJS, VINCKEN, VERHOEF et al., 2007); no grupo dos
acidos fendlicos dos é&cidos fendlicos os acidos ferrdlico (10,9mg/g), o clorogénico (7,5
mg/g), € o galico (2,8 mg/g) e entre o grupos dos flavonéides a C-flavona e o O-glicosideo
(SINGH, MRIDULA, REHAL et al., 2011). Esses &cidos podem estar presentes nas
formas livre ou ligada, principalmente a um glicosideo (JOHNSSON, PEERLKAMP,
KAMAL-ELDIN et al., 2002). As lignanas sdo compostos polares e, por isso, podem se
solubilizar em agua, porém, por serem substancias organicas, se solubilizam melhor em
misturas de solventes organicos polares com agua (ZHANG, LI, WANG et al., 2007). De
acordo com estudos de otimizagcdo de Zhang et al. (2007) o melhor rendimento de
extracdo das lignanas da linhaca é em etanol a 70%. Quando ligados a um glicosideo, o
SDG, acido cumarico e acido ferulico, a liberagdo ocorre mais facilmente quando a linhaca
€ submetida a hidrdlise alcalina (JOHNSSON, PEERLKAMP, KAMAL-ELDIN et al., 2002).
Todos esses compostos se destacam pela sua capacidade antioxidante e consequente
efeito benéfico em doengas como diabetes, hipertensao aterosclerose e, além disso,
estdo positivamente relacionados com a prevencdo de cancer de mama e prostata
(STRUWS, VINCKEN, VERHOEF et al., 2007; CHETANA, SUDHA, BEGUM et al., 2010).

Em relagdo as vitaminas, a linhaga contém 0,88; 2,42; 9,2 e 0,24 de a, B, y e O
tocoferol, respectivamente, totalizando 12,74 mg de tocofer6is/100 g de semente (SINGH,
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MRIDULA, REHAL et al., 2011). O y tocoferol € um potente antioxidante que protege as
proteinas celulares e os lipidios da oxidagao, diminuindo a presséo arterial e os riscos do
desenvolvimento de alguns tipos de cancer, doencgas cardiovasculares e doencas
degenerativas como mal de Alzheimer (MORRIS, 2007).

O elevado teor de acido a-linolénico (ALA), de compostos fendlicos, de lignanas
(JENKINS, KENDALL, VIDGEN et al., 1999; OOMAH, 2001), e de fibra soltvel (JENKINS,
KENDALL, VIDGEN et al., 1999) na semente de linhaca tem motivado diversas pesquisas
que avaliam a acéo da linhaca e ou de seus constituintes sobre a reducdo do risco ou o
controle de doengas. Esses estudos tém demonstrado o efeito benéfico da linhaca na
reducdo da glicose pés-prandial (CUNNANE, GANGULI, MENARD et al, 1993), do
colesterol plasmatico (CUNNANE, HAMADEH, LIEDE et al., 1995) e de LDL colesterol; na
prevencdo de doenga cardiovascular e cancer (JENKINS, KENDALL, VIDGEN et al.,
1999), principalmente cancer de mama e de préstata (JENKINS, KENDALL, VIDGEN et
al., 1999; DEMARK-WAHNEFRIED, POLASCIK, GEORGE et al., 2008).

Mais recentemente, as proteinas, presentes em quantidades bastantes
expressivas, também comegaram a ser estudadas em relagdo as suas propriedades
tecnologicas e principalmente funcionais (RABETAFIKA, VAN REMOORTEL, DANTHINE
et al., 2011). Marambe et al., (2008) verificaram que a proteina de linhaga hidrolisada pela
Flavourzyme apresentou atividade antihipertensiva e antioxidante, capaz de sequestrar o
radical hidroxila. No estudo de Udenigwe et al., (2009), em que a proteina de linhaga foi
hidrolisada por sete enzimas (Alcalase, pancreatina, pepsina, termolisina, papaina,
tripsina e ficina), foi observado que o hidrolisado possuia atividades antinflamatéria e
antioxidante, capaz de sequestrar radical hidroxila e superoxido.

Especificamente para a proteina de linhaga, a acao anti-hipertensiva, antioxidante,
anti-inflamatdria e anticolesterolémicas devem ser estudadas considerando também o
efeito sinérgico da associacdo com as lignanas e fibras (RABETAFIKA, VAN
REMOORTEL, DANTHINE et al., 2011). No processo de obtengéo do isolado proteico por
extracdo alcalina e precipitacdo no ponto isoelétrico, a mucilagem e os compostos
fendlicos sdo extraidos junto com a proteina, interferindo no rendimento e grau de pureza
do isolado (WANASUNDARA & SHAHIDI, 2003).

As proteinas de linhaga influenciam a secregao de insulina e auxiliam na regulacao

da glicose sanguinea, e esses efeitos sdo exacerbados quando elas estdo associadas as
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mucilagens (WANASUNDARA & SHAHIDI, 2003; RABETAFIKA, VAN REMOORTEL,
DANTHINE et al, 2011). Sinergismo semelhante ocorre quando as proteinas estdo
ligadas aos compostos fendélicos por pontes de hidrogénio. Essa interacao potencializa o
efeito protetor contra o desenvolvimento de cancer e a agao antioxidante (RABETAFIKA,
VAN REMOORTEL, DANTHINE et al, 2011). A associagao particular da proteina de
linhaga com mucilagens e compostos fendlicos, se bem explorada pode abrir novas
perspectivas do uso da linhaga e de seus componentes nos alimentos (RABETAFIKA,
VAN REMOORTEL, DANTHINE et al., 2011).
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4- Material e Métodos

4.1- Material

A farinha de linhaca marrom parcialmente desengordurada (FLMPD) foi obtida da
empresa Cisbra, (Panambi, RS, Brasil). Essa farinha, conforme informacdo do
fornecedor, é destinada a fabricacao de produtos de panificacao.

Os reagentes Alcalase 2.4L, pepsina, pancreatina, sais biliares, Folin-Ciocalteau,
acido galico, trolox, TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), AAPH (2,2-azobis (2-
methylpropionamidine) dihydrochloride), dodecil sulfato de sédio (SDS) e tricina utilizados
foram adquiridos da Sigma (St Louis, EUA). A fluoresceina sodica foi adquirida da Synth
(Sao Paulo, Brasil). A acrilamida, bis-acrilamida e tris da Bio-Rad (Irvine, EUA). Metanol,
acido trifluoracético (TFA), acetonitrila, comassie brilliant blue G250 e hidroxido de sodio
foram adquiridos da Merck (Hohenbrunn, Alemanha).

4.2- Obtencao do concentrado proteico

A FLMPD foi desengordurada com hexano na proporgéo de 1:3 (m/v), revolvida
manualmente a cada 30 min, por 6 h a temperatura ambiente. Ap6s esse periodo, o
solvente em excesso foi retirado e novo volume de hexano igual ao inicial foi adicionado.
A mistura foi revolvida a cada 30 min por mais 6 horas, a temperatura ambiente, e 0
sobrenadante foi retirado e igual volume de hexano foi adicionado. Apds 12 horas, o
excesso de solvente foi retirado e a mistura filtrada. O material foi revolvido regularmente,
a temperatura ambiente, para garantir a evaporagdo completa do solvente, obtendo-se a
farinha de linhaga marrom desengordurada (FLMD).

Para obtengdo do concentrado proteico de linhaga (CPL), foi utilizada a
metodologia classica de obtengdo dos isolados proteicos: extracdo em meio alcalino,
precipitacdo das proteinas no pl e neutralizagdo (DEV & QUENSEL, 1989). A FLMD foi
dispersa em agua deionizada na razdo farinha:agua de 1:10, o pH foi ajustado para 9,0
utilizando 1 mol/L NaOH e a mistura foi agitada em homogeneizador (Fisaton, Sdo Paulo,
Brasil) a temperatura ambiente por 60 min e em seguida centrifugada a 16.274 x g/ 30
min em centrifuga modelo RC5C (Sorvall Instruments Dupont, Wilmington, EUA). O
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sobrenadante contendo a proteina extraida foi removido e igual volume de &gua
deionizada foi adicionado, o pH foi ajustado para 9,0 utilizando 1 mol/L NaOH e a mistura
foi agitada a temperatura ambiente por 60 min e centrifugada a 16.274 x g/ 30 min. O
sobrenadante foi misturado ao sobrenadante da primeira extracao.

Para definir o pH de precipitagdo, o ponto isoelétrico das proteinas extraidas em
pH 9,0 foi determinado por meio da andlise do potencial Zeta com a utilizagdo do
equipamento Zetasizer (Malvern, Worcestershire, RU). Para isso o0 sobrenandante foi
diluido em agua deionizada na proporcao 1:1. Foi feita uma varredura de pH a partir do
pH 7 até o pH 2,5. A andlise foi feita em duplicata. O valor de pH no qual a carga liquida
da proteina de linhaca € nula é 4,2 conforme a Figura 1.

. et sieaen e e sisaesisiamesaiiaiiaaaes
i . F)H 421 :
il : :

= IR LR R R I :.' .._.. ....................... _. ...........................
) :
E :

RS o R PR :. ............................
k5 l :
(o] .

o_ ID, ....................................................... R LI I SR IR
- :
ko 1 :
N :

o S R EEE-TCTTPITPREPRE

T m—
-3
20 i ' i ' i | ' i | i !
2 3 4 5 6 7 8

Figura 1. Andlise do potencial Zeta do extrato proteico de farinha de linhaga marrom
desengordurada (FLMD)

O sobrenandante das duas extragdes foi misturado e o pH ajustado a 4,2 pela
adicao de 1 mol/L HCI. A proteina precipitada foi separada por centrifugacéo, lavada trés
vezes com agua acidificada (pH 4,2), suspendida em um pequeno volume de agua
deionizada e o pH ajustado a 6,0 com 1 mol/L NaOH e em seguida foi liofilizada
(Liofilizador Edwards — super Modulyo, West Sussex, RU) e armazenada a -20 °C até ser
utilizada (Figura 2). O rendimento da extracao proteica foi determinado de acordo com a
equagao 5.

Rendimento (%) = (concentracdo de proteina no concentrado*massa do
concentrado)*100/(concentragdo de proteina na FLMD* massa de FLMD) (eq. 5)
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Figura 2. Fluxograma de obtencao do concentrado proteico de linhaga (CPL).
FLMD: Farinha de linhaga marrom desengordurada

4.3 — Obtencao dos hidrolisados

Para determinar as melhores condi¢des de obtencdo dos hidrolisados proteicos de
linhaca (HPL) com maior capacidade antioxidante, foram realizados experimentos fatoriais
do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) de 2 fatores, com 2niveis , 3
pontos centrais e 4 pontos axiais, totalizando 11 ensaios. Nesses ensaios, as variaveis
independentes (fatores) foram a relagdo enzima-substrato (E:S) que variou de 1:150 a
1:30, e o pH, que variou de 7,5 a 9,5 (Tabela 1). As varidveis dependentes foram o grau
de hidrolise (GH), o teor de substancias redutoras e a atividade antioxidante, determinada
pelos testes in vitro FRAP e ORAC descritos no item 4.8. Cada experimento foi realizado
em duplicata.
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Para a hidrolise do CPL foram fixadas as condicbes de temperatura (60 °C),

concentracao do substrato (5% m/v) e tempo de hidrélise (180 min). A escolha da

temperatura 6tima da enzima foi feita com base na ficha técnica da Alcalase. A

concentracao de substrato foi definida baseada em estudos com hidrolisados proteicos de
linhaca (MARAMBE, SHAND & WANASUNDARA, 2008; UDENIGWE, LU, HAN et al.,

2009) e em testes preliminares que mostraram que essa era a maior concentracdo que

permitia agitacdo satisfatéria da mistura de reagéo. A protease escolhida foi a Alcalase

por ser uma endopeptidase de ampla especificidade amplamente utilizada na producéao de
hidrolisados proteicos de origem vegetal (ZHU, ZHOU & QIAN, 2006).

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 2% com as variaveis independentes pH e relacdo
enzima: substrato, respectivamente, no modelo codificado e real

Valores Codificados

Valores Reais

Ensaios
pH E:S pH E:S
1 -1 -1 7,8 1:133
2 -1 1 7,8 1:48
3 1 -1 9,2 1:133
4 1 1 9,2 1:48
5 -1,41 0 7,5 1:90
6 1,41 0 9,5 1:90
7 0 -1,41 8,5 1:150
8 0 1,41 8,5 1:30
9 0 0 8,5 1:90
10 0 0 8,5 1:90
11 0 0 8,5 1:90

Para validagdo do modelo matematico obtido, foram realizados 4 ensaios, em

duplicata, em condicdes de pH e relagdo enzima substrato diferentes das determinadas

pela matriz do delineamento, escolhidas aleatoriamente (Tabela 2).

Tabela 2. Condicbes das varidaveis independentes pH e relagdo enzima: substrato,
respectivamente, no modelo codificado e real nos ensaios de validacdo

Valores Codificados

Valores Reais

Ensaios
pH E:S pH E:S
1 -0,705 0,705 8 1/060
2 -0,705 -0,705 8 1/120
3 0,705 -1,41 9 1/150
4 1,41 -1,41 9,5 1/150
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A reacgéao de hidrolise foi monitorada utilizando-se o método do pH-stat com uso de
titulador automatico modelo DL 50 Graphix (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Suica)
acoplado ao banho termostatizado (Marconi, Piracicaba, Brasil) com sistema de agitacéo.
A reacao foi interrompida por aquecimento a 90 °C por 10 min para a inativacao da

enzima. O grau de hidrélise (GH) foi definido pela equacao 6:
GH (%) = BNy(1/a)(1/MP)(1/hi) x 100 (eq. 6)

onde: B = consumo de base em mL; Ny, = normalidade da base; 1/a = média de grau de
dissociagéo do grupo a-NH,; MP = massa da proteina em g; hyt= nimero total de ligacoes
peptidicas no substrato proteico (7,8 mEq / g proteina) (ADLER-NISSEN, 1979).

Os hidrolisados obtidos (Figura 3) foram resfriados, congelados e liofilizados.

FLMPD
[

1 Desengordurar com hexano ]

FLD

)

Extragdao em pH 9; precipitacao em
pH 4,2 e neutralizagdo em pH 6,0

Hidrolise com Alcalase
(60 °C, 180 min, IPL 5%)

g S S S S S SR S
BRI )
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I %GH I Atividade Antioxidante Teor de substancias
redutoras
7
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A 4
HPL maior atividade
antioxidante

Figura 3. Fluxograma de obtencao da farinha de linhaga marrom desengordurada
(FLMD), concentrado proteico de linhaga (CPL) e hidrolisado proteico de linhaca (HPL) de
maior capacidade antioxidante, a partir da farinha de linhaga marrom parcialmente
desengordurada (FLMPD).
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4.4- Determinacao da Atividade Enzimatica da Alcalase

A atividade proteolitica das enzimas foi determinada utilizando solucdo 1,2%
caseina (m/v; Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) em tampéao fosfato (0,1 mol/L), pH 7,5 e
conduzida a 60°C por 10 min. A reacao foi interrompida pela adicdo de solucdo 30% de
acido tricloroacético (TCA), com concentragao final de 15% (m/v). O material foi filtrado
em filtro de papel comum e a absorbadncia do sobrenadante foi determinada em
Espectrofotometro UV-Vis (DU — 70 Beckman, Fullerton, CA, EUA) a 275 nm. Uma
unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar, em 1 min a proteina soluvel em TCA equivalente a 1 ug de tirosina (EMI et al.,,
1976).

Foi construida uma curva de calibracao (Figura 4) com L-Tirosina (Sigma Aldrich,
St Louis, EUA) com 10, 20, 30, 40 e 50 pug/mL de tirosina. As determinagdes foram feitas
em triplicata.
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Figura 4. Curva padréo de tirosina para determinagéo da atividade enzimatica da
Alcalase.
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4.5- Obtencao dos extratos

Para obtencdo do extrato aquoso, as amostras foram suspensas em agua
deionizada a 1% (m/v), agitadas em agitador magnético por 30 min, centrifugadas a
35.735 x g por 30 min, a 10° C em centrifuga RC5C (Sorvall Instruments Dupont,
Wilmington, EUA) e filtradas em filtro de papel comum. O volume final foi completado para

o volume inicial (10 mL) com agua deionizada e armazenados a - 20° C até sua utilizagao.

A escolha do metanol 70% para obtencao dos extratos foi feita apds experimentos
preliminares com extratos etandlicos e metanélicos com diferentes concentracées (70, 85,
100%) para determinacdo da melhor condicdo de extracdo de compostos fendlicos,

determinados conforme descrito no item 4.10.3.

As amostras (100 mg) foram dispersas em 10 mL de solugdo metandlica 70%,
colocadas em erlenmeyer, agitadas em banho termostatizado Dubinoff (Marconi,
Piracicaba, Brasil) a 60° C por 60 min. Os extratos foram centrifugados a 35.735 x g por
30 min a 10 °C em centrifuga modelo RC5C (Sorvall Instruments Dupont, Wilmington,
EUA) e filtrados em papel de filtro comum. O volume final foi completado para o volume
inicial (10 mL) com solugao metandlica 70% e foram armazenados a - 20° C até sua
utilizagéo.

4.6- Digestao in vitro

A FLMD, o CPL e os HPL com maior capacidade antioxidante foram submetidos a
digestao in vitro para avaliagdo deste processo na atividade antioxidante.

A digestao in vitro foi realizada conforme descrito por Martos et al., (2010) com
adaptagdes. Para simulagdo da digestdo gastrica, dispersdes aquosas (5,9 mg/mL de
proteina da amostra) de FLMD, CPL ou HPL de maior atividade antioxidante foram
adicionadas a uma solugao de 35 mmol/L NaCl, e o pH ajustado para 2 com 1mol/L HCI.
Essa mistura permaneceu em banho termostatizado a 37 °C por 15 min, sob agita¢cdo. Em
seguida, adicionou-se 5 mg/mL de pepsina (E:S 1:20 m/m) e o pH foi novamente ajustado
para 2 com 1mol/L HCI. A mistura permaneceu em banho termostatizado a 37 °C por 60
min, sob agitacao.
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Procedeu-se a simulacao da digestao intestinal ajustando-se o pH para 6,5 com 1
mol/L NaHCO; e adicionando 1 mol/L CaCl, e 9 mg/mL de sais biliares e essa mistura
permaneceu em banho termostatizado a 37 °C, por 15 min, sob agitacdo. Em seguida foi
adicionada pancreatina (10mg/mL, E:S 1:10 m/m) e 4 mL de agua deionizada. A mistura
foi levada ao banho termostatizado a 37 °C por 60 min, sob agitacdo. Para interromper a
reacdo, o digerido foi aguecido em banho termostatizado a 90 °C por 10 min, sob
agitacao, e centrifugado 11.000 x g por 15 min em centrifuga RC5C (Sorvall Instruments
Dupont, Wilmington, EUA), e o sobrenadante foi congelado. Ao final da digest&o intestinal,
as concentracdes eram: 4 mg/mL de proteina, 7,6 mmo/L de CaCl,, 0,07 mg/mL de sais
biliares, 0,1 mg/mL de pancreatina e 0,2 mg/mL de pepsina. O procedimento foi realizado

em triplicata para cada amostra.

4.7- Determinacao da atividade antioxidante
4.7.1- Ensaio de FRAP - Método de Reducao do Ferro

Este ensaio se baseia na medida direta da habilidade dos antioxidantes da
amostra em reduzirem, em meio &cido, o complexo Fe**fripiridiltriazina (TPTZ), para

formar Fe*2, de intensa cor azul e absorgdo maxima a 593 nm.

Em tubo de 2 mL, em ambiente escuro, uma aliquota de 30 puL do extrato da
amostra ou do padrao foi adicionado a 90 uL de agua e 900 uL do reagente FRAP (450
pL de 0,3 mol/L de tampéao acetato, pH 3,6; 225 uL de solugdo de 10 mmol TPTZ em 40
mmol HCI e 225 pL de solugédo de 20 mmol cloreto férrico) e a mistura foi agitada em
vértex. Uma aliquota de 200 pL foi transferida para uma microplaca. Apés 30 min de
incubacgdo a 37 °C a absorbancia foi medida a 595 nm em leitor de microplaca Synergy™
HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek®, Vermont, EUA). Para o branco, a amostra foi
substituida pelo solvente utilizado no extrato.

Para a determinagédo da atividade antioxidante das amostras foi construida uma
curva padrdao de sulfato ferroso (SF), nas concentragdes 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0
mmol/L.

Os resultados foram expressos mg SF/ g amostra. As determinac¢des foram feitas,
em trés repeticdes, em triplicatas.
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4.7.2- Ensaio de ORAC

O ensaio de ORAC (siga em inglés de capacidade de absor¢cdo de radicais
oxigénio) foi realizado seguindo a metodologia descrita por Ou et al., (2002) e adaptada
por Davalos et al., (2004).

Para o ensaio, foram adicionados 20 pL de extrato, 120 yL de fluoresceina sodica
em tampéo fosfato de potassio (pH 7,4) na concentragao final de 0,378 ug/mL (preparada
a partir de uma solugdo estoque de 3,87 mg/mL) e 60 uL de AAPH (2,2 -azobis (2-
metilpropionamidina) dihidrocloridrico) em agua (concentracao final de 108 mg/mL). Para
o branco, o extrato foi substituido por tampao fosfato de potassio. Como padrao foi
utilizado solugdes de Trolox em tampéao fosfato de potassio a 25, 50, 100, 300 e 500
umol/L. Apds a adicao de todos os reagentes na placa, foi feita a leitura da fluorescéncia,
a cada 1 min, por 80 min, a 37 °C, em leitor de microplaca Synergy™ HT Multi-Mode
Microplate Reader. Foram utilizados os seguintes filtros: excitacdo 485 nm e emissao 520

nm. As determinagdes foram feitas em trés repeticdes em triplicatas.

As leituras da fluorescéncia foram utilizadas no calculo da AUC (sigla em inglés
para area abaixo da curva), para as amostras, diferentes concentragées de Trolox e o
branco de acordo com a equacao 7. Os valores da AUC do padrao e das amostras foram
subtraidos do valor de AUC do branco. Os valores de AUC das amostras foram
substituidos na equacdo da reta obtida pela curva padrdo de Trolox e os valores
expressos em pumol Trolox equivalente (TE)/ g de amostra.

AUC =1 + foffy + foffs + fo/fy + f/f1 (eq. 7)

Onde:
f; = leitura da fluorescéncia no tempo 1
f, = leitura da fluorescéncia no tempo 2

f,= leitura da fluorescéncia no tempo 80 min
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4.8- Caracterizacao da FLMD, do CPL e do HPL
4.8.1- Composicao Centesimal

A FLMD, o CPL e os hidrolisados foram analisados quanto ao teor de proteina por
Kjeldahl (AOAC, 1997), de cinzas e umidade, por gravimetria (AOAC, 1997), de lipideos
pelo do método de Bligh & Dyer (1959) e de carboidratos, por diferenca. Na analise de
Kjedahl, para a conversao do nitrogénio total em proteina total, multiplicou-se o teor de
nitrogénio pelo fator de conversao 6,25 (UDENIGWE, LU, HAN et al, 2009). As

determinagdes foram realizadas em triplicata.

4.8.2 — Perfil Aminoacidico

A determinagéo de aminoacidos totais foi feita para a FLMD, CPL e nos HPL de

maior atividade antioxidante.

A composigdo aminoacidica foi determinada segundo metodologia descrita por
White, Hart e Kry (1986). A FLMD, o CPL e seus hidrolisados de maior atividade
antioxidante com Alcalase foram hidrolisados por 24 horas com 6 N HCI e posteriormente
separados por CLAE com reagéao pré-coluna com fenilisotiocianato e detectados a 254
nm, temperatura de 53 °C, sistema HPLC (Thermo Fisher Scientific Inc.). Foi utilizada
uma coluna para aminoacidos livres (Pico Tag Columm — For Free Amino acid analysis —
Part N° WATO010950), cromatégrafo Thermo Separation Products e detector Spectra
System UV 2000.

4.8.3 — Teor de substancias redutoras do reagente Folin-Ciocalteau

O teor de substancias redutoras do reagente de Folin-Ciocalteau foi determinado
conforme descrito por Medina (2011). Para a reagao, 450 uL de agua foram misturados a
50 pL de amostra ou padrao, seguidos da adicdo de 50 uL do reagente de Folin-
Ciocalteau. A mistura foi agitada em vértex e deixada em repouso por 5 min. Em seguida
foi adicionado 500 uL de 7,5% Na,COsz e 200 uL de agua. A mistura foi novamente agitada
em vértex e deixada em repouso por 90 min. A absorbéncia foi lida em 765 nm, em leitor
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de microplaca Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader. As determinacdes foram
feitas em trés repeticbes em triplicatas.

Para a determinacdo da concentracao de substancias redutoras nas amostras foi
construida uma curva padrao de acido galico, nas concentracdes de 50, 100, 200, 300,
400, 500, 600 pg/mL. O teor de substancias redutoras foi expresso em mg de
equivalentes de acido galico EAG/g de amostra.

4.8.4- Perfil eletroforético (SDS-PAGE Tricina) e Cromatografico

A caracterizagado quanto ao perfil eletroforético foi feita para FLMD, CPL E HPL de
maior atividade antioxidante e quanto ao cromatografico foi feita nos hidrolisados de maior
atividade antioxidante, antes e apds a digestao in vitro.

- SDS PAGE

Os perfis de distribuicdo de massa molecular da FLMD, extratos proteicos e CPL
foram determinados por eletroforese em gel de poliacrilamida em sistema SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970). Foram utilizados o gel de separagao (12% T e 4% C) e gel de
empilhamento (4% T e 2,67% C). As amostras foram diluidas em tampéao redutor (62,5
mmol Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 20% glicerol, 5% B-mercaptoetanol e 0,1% azul de
bromofenol), aquecidos a 90 °C por 10 min. Foram aplicadas aliquotas de 10 pL da
solugdo das amostras contendo 0,4% de proteina. Apos a corrida, o gel foi corado em
0,1% Comassie Blue G250 e descorado com varias lavagens e solugdo acido
acetico/metanol/agua (1:4:5).

- SDS PAGE-Tricina

Os perfis de distribuicdo de massa molecular da FLMD, CPL e HPL também foram
determinados em sistema SDS-PAGE-Tricina, realizado de acordo com o descrito por
Schager e Jagow (1987). Foram utilizados géis de poliacrilamida de diferentes
concentragdes: gel de separacao (14,6% T e 4% C), gel espagador (10% T e 3% C) e gel
de empilhamento (4% T e 3% C). As amostras foram diluidas em tampao redutor (Tris-HCI
0,5M, pH 6,8, 10%SDS, 10% glicerol, 5% p-mercaptoetanol e 0,1%, azul de bromofenol
aquecidos a 40°C por 30 min. Ap6s as corridas, os géis foram fixados por 1 hora em
solucdo metanol/acido acético/ agua (5:1:4) e corados por Comassie Brilliant Blue G250
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(0,04% em 10% de éacido acético). Posteriormente foram descorados em 10% de acido
acetico.

- Cromatografia Liquida de Fase Reversa (CLAE-FR)

Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com injetor
automatico e detector de absorbéancia de arranjo de diodos. A separacéo foi realizada em
coluna Agilent C18 Microsorb MV™ (250 mm x 4,6 mm DI), a 40 °C com fluxo de 1
mL/min. A fase moével foi composta de dois solventes. O solvente A, 0,04% acido
trifluoracético (TFA) em agua e o solvente B, 0,03% de TFA em acetonitrila. Os solventes
foram filtrados através de membrana 0,45 um e sonicados por 10 min em ultrason. As
amostras foram centrifugadas a 35.735 x g por 30 min, a 20° C em centrifuga modelo
RC5C (Sorvall Instruments Dupont, Wilmington, EUA), filtradas em papel de filtro comum
e em seguida em membrana 0,45 pum. Foi aplicado um sistema de gradiente iniciando
com 100% de solvente A, reduzindo para 30% em 40 min, e para 0% em 50 min. O
detector foi fixado em 214 nm. Para obtengdo e processamento das informagées, foi
utilizado o software Star Chromatography Workstation (todos da Agilent, 1200 Series
EUA).

4.9 — Analise Estatistica

Para analise do DCCR foi utilizado o software STATISTICA versao 7.0 (Stat Soft,
Tulsa, EUA). Devido a grande variabilidade inerente aos processos que envolvem
enzimas, foram considerados significativos os parametros com p-valor menor que 10% (p

< 0,10) para analise de efeitos e para calculo da analise de variancia (ANOVA).

Os resultados foram analisados no programa SPSS, na versdo 16.0. Foram
realizados testes paramétricos, pois os dados apresentaram distribuicdo normal para o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para verificar a diferengca entre o teor de
substancias redutoras e a atividade antioxidante dos extratos aquoso e metandlico de
FLMD, CPL e cada HPL foi feito Teste T de Student. Para verificar a diferenga entre o teor
de substancias redutoras e a atividade antioxidante antes e apos a digestao in vitro foi
feito o teste T pareado. Para verificar a diferenga no teor de substancias redutoras e na
atividade antioxidante de um mesmo extrato para FLMD, CPL e HPL foi feito ANOVA,
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post hoc Tukey. O valor de p foi fixado em 5% (p<0,05), com o intuito de obter uma
confiabilidade de 95% entre as comparacdes.

37



Resultados e Discussao

5- Resultados e Discussao

5.1- Obtencao e caracterizacao da farinha de linhaca marrom desengordurada
(FLMD) e do concentrado proteico de linhaca (CPL)

Para obtencdo do concentrado proteico de linhaca (CPL), a farinha de linhaca
marrom parcialmente desengordurada (FLMPD) foi previamente desengordurada com
hexano, obtendo a farinha de linhaga marrom desengordurada (FLMD) que apresentou
5,4% de lipidios totais, indicando que o desengorduramento foi parcial. A partir da FLMD
foi obtido o CPL. A composicado centesimal da FLMD e do CPL esta apresentada na
Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo centesimal da FLMD e do CPL

Composigao (%) FLMD CPL
Proteinas* 38,99 £+ 0,25 71,77 £+ 0,94
Lipidios 5,37 +1,74 4,08 +£0,13
Cinzas 4,00 £0,45 1,48 + 0,05
Umidade 9,30 £ 0,00 9,09 £ 0,00
Carboidratos™* 42,34 13,58
*N% x 6,25

** Calculado por diferenga
Média + desvio padrdo de 3 replicatas

Segundo Wanasundara & Shahidi (2003), o teor proteico da semente de linhaca
pode variar entre 20,9 a 48,1% (N% x 5,41). Essa variagado é devida ao clima da regiao
onde a semente foi produzida. Quanto menor a temperatura do local, maior sera o teor de
lipidios e menor sera o de proteina. As farinhas de linhaga desengorduradas devem
apresentar um teor minimo de 30% de proteina, valor consonante ao encontrado neste
estudo (WANASUNDARA & SHAHIDI, 2003). Ho et al. (2007) utilizando o método de
Bradford, encontraram 33,3% de proteina na farinha de linhaga parcialmente
desengordurada, 43,0% de carboidrato, 12,4% de lipidio, 5,5% de cinza e 5,8% de
umidade. A FLMD apresentou valores semelhantes para proteina (39,0%) e carboidratos
(42,3%), mas diferentes para lipideos (5,6%), cinzas (4,0%) e umidade (9,3%).

O teor de carboidratos da FLMD, 42,3%, coincide com o teor de fibras encontrado
por Rabetafika et al. (2011) para semente de linhaga desengordurada, sugerindo que,
possivelmente, os polissacarideos correspondem as fibras, principalmente mucilagens e

lignanas. Esses compostos podem apresentar propriedades antioxidantes, atuando na
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prevencdo de doencas como diabetes, obesidade e céancer (WANASUNDARA &
SHAHIDI, 2003).

No presente estudo, para obtencdo do CPL foi utilizado pH 9 para extracado
alcalina e pH 4,2 para precipitagdo obtendo-se um teor de proteina de 71,8% (N% x 6,25),
inferior ao reportado na literatura. De acordo com Wanasundara et al., (2003) o teor de
proteina no concentrado proteico de linhaca pode variar entre 78 a 93% (N% x 6,25) em
funcéo do pH utilizado nas etapas de extracdo (pH 8,5 a 10) e precipitacédo (pH 3,5 a 4,2).
Krause et al., (2002) obtiveram concentrado proteico com 89% (N% x 6,25) a partir da
farinha descascada e desengordurada, utilizando pH 8,5 e 4,0 para extracdo e
precipitacdo das proteinas, respectivamente. Essa diferenca pode ser devida ao
tratamento prévio realizado na farinha de linhaga antes da extragdo da proteina, para

eliminar lipidios e principalmente fibra soluvel ou pelo método de extragéo escolhido.

O rendimento da extragdo das proteinas foi de 45,3%. De acordo com artigo de
revisdo de Wanasundara & Shahidi (2003), aproximadamente 85% do total de proteinas
da linhagca pode ser extraido. Oomah et al. (1994) conseguiram um rendimento na
extracdo de 85% e Wanasundara & Shahidi (1996) de 78%. A diferenca entre esses
valores e o do presente estudo possivelmente deve-se ao tipo de extragdo. Oomah et al.,
(1994) e Wanasundara & Shahidi (1996) utilizaram 1M NaCl em pH entre 7 e 8, o0 que
aumenta a extragdo das globulinas, principal proteina existente na linhaga, pelo efeito
salting in. Segundo Wanasundara & Shahidi (2003), para aumentar o rendimento do
processo de obtengdo da proteina seria necessario realizar a demucilagem da semente,
antes de iniciar a extragédo. Isso pode ser feito mergulhando a semente da linhaga em
uma solucdo a 1% de &cido cloridrico, seguida de lavagem para remogao dos
polissacarideos.

Os perfis eletroforéticos da FLMD, do extrato proteico obtido em pH 9,0 e do CPL,
em sistemas SDS-PAGE e SDS-PAGE Tricina, ambos em condi¢6es redutoras (Figura 5),
foram obtidos para caracterizagdo e acompanhar as possiveis perdas durante o processo
de obten¢éo do concentrado.
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Figura 5. Eletroforeses SDS-PAGE da farinha de linhaca marrom desengordurada
(FLMD), extratos proteicos, farinha residual e concentrado proteico de linhaga (CPL). A)
SDS-PAGE em condi¢des redutoras dos extratos proteicos, da farinha residual da
extragdo e da FLMD. 1- Padr@es; 2- Extrato proteico obtido na primeira extracdo; 3-
extrato proteico obtido na segunda extracdo; 4- Residuo da FLMD apdés as duas
extracdes; 5- FLMD. B) SDS-PAGE em condi¢des redutoras. 1- Padrao; 2- CPL. C) SDS-
PAGE Tricina em condicdes redutoras. 1- Padrao; 2- FLMD; 3- CPL.

Os perfis eletroforéticos em sistema SDS-PAGE dos extratos, residuos e FLMD
sdo semelhantes, o que indica que o processo de extragdo nao resultou em perdas
qualitativas da proteina da FLMD para o extrato e nem para o concentrado. A analise dos
perfis (Figura 5 A) mostra 6 bandas principais de massas moleculares 51, 34, 31, 23, 21 e
13 kDa. Essas bandas, possivelmente, se referem a globulina, fragdo de alta massa
molecular, composta por 5 subunidades de massas moleculares 51, 35, 30, 24,6 e 14,4
kDa (WANASUNDARA & SHAHIDI, 2003).

Oomah & Mazza (1998) encontraram 4 principais bandas de massas moleculares
34, 25, 24 e 14 kDa e também fragbes com menor massa molecular. Chung et al. (2005)
encontraram trés bandas predominantes de massas moleculares 20, 23, 31 kDa e outras
9 com massas moleculares entre 9 e 17 kDa. Para melhor visualizacdo das bandas de
menor massa molecular a andlise do perfil eletroforético também foi realizada em sistema
SDS-PAGE Tricina (Figura 5 C). Observou-se que a banda de 23 kDa visualizada em gel
SDS-PAGE (Figura 5 A) possivelmente é formada por duas bandas, que podem ser
visualizadas na Figura 5 C com massas moleculares de 23 e 22 kDa. Também nesse gel
observou-se outras 4 bandas de massas moleculares entre 17 e 6 kDa. Essa fragdo de

proteinas de baixa massa molecular possivelmente corresponde as albuminas, fracao
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responsavel por 42% das proteinas contidas na semente, composta principalmente por
cadeias de polipeptidios de massa molecular entre 16 e 18 kDa (WANASUNDARA &
SHAHIDI, 2003).

5.2- Obtencao do Hidrolisado Proteico de Linhaca (HPL)

Foi realizado um estudo fatorial DCCR a fim de otimizar as condicdes de obtencgao
do HPL de maior atividade antioxidante. As variaveis independentes foram pH, variando
de 7,5 a 9,5, e E:S variando de 1:150 a 1:30. As variaveis dependentes foram o grau de
hidrélise, o teor de substancias redutoras e a atividade antioxidante determinada por
FRAP e ORAC.

A hidrélise enzimatica da proteina gera hidrolisados com propriedades funcionais
diferentes da matéria prima original. O conhecimento sobre as varidveis que interferem no
GH permite que ele seja manipulado para obter peptideos com propriedades distintas. Os
compostos fendlicos também foram estudados uma vez que eles se encontram

associados a proteina de linhaga e também apresentam atividade antioxidante.

5.2.1- Grau de Hidroélise

As curvas da reacgao de hidrolise enzimatica com Alcalase em fungdo do tempo,
nos diferentes ensaios do DCCR, estdao apresentadas na Figura 6. Em todas as
condicoes, a taxa de hidrélise é alta nos 30 minutos iniciais, reduz nos minutos seguintes
e tende a ficar constante nos 30 minutos finais. Esse perfil € semelhante a outros estudos
com hidrolisados proteicos com Alcalase (KONG & XIONG, 2006; DONG, ZENG, WANG
et al., 2008). Ap6s 180 min de reacdo nado houve aumento significativo no grau de
hidrélise.
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Figura 6. Curvas de hidrélise enzimatica do concentrado proteico de linhaga (CPL) com
Alcalase. As condicdes de cada ensaio estdo descritas na Tabela 4.

Os resultados de GH em funcao da variagao de pH e E:S realizados nas condi¢oes
do DCCR encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Matriz do DCCR e resposta para GH

Ensaios Valores Codificados Valores Reais GH%
pH E:S pH E:S
1 -1 -1 7,8 1:133 14,4
2 -1 1 7,8 1:48 19,3
3 1 -1 9,2 1:133 13,6
4 1 1 9,2 1:48 17,5
5 -1,41 0 7,5 1:90 17,3
6 1,41 0 9,5 1:90 12,7
7 0 -1,41 8,5 1:150 13,8
8 0 1,41 8,5 1:30 18,9
9 0 0 8,5 1:90 14,8
10 0 0 8,5 1:90 14,7
11 0 0 8,5 1:90 15,3

O Diagrama de Pareto (Figura 7) mostra o efeito das variaveis independentes no
GH. A variavel de maior impacto na resposta € a E:S linear, seguida pela variavel pH
linear e E:S quadratica. E:S, tanto linear quanto quadratica, influencia positivamente a
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resposta, o que indica que o aumento na grandeza dessa variavel também aumentara o
GH. O efeito negativo da variavel pH linear indica que o aumento dessa variavel
provocara uma reducao no grau de hidrélise. O efeito da interacéo entre pH e E:S e da

variavel pH quadrética ndo foram significativos.

7,37

Figura 7. Diagrama de Pareto para Grau de Hidrélise (%) em fungao do pH e da E:S. L:
linear. Q: quadratico. pH x E:S: Interagao entre pH e E:S.

O modelo de segunda ordem com as variaveis codificadas, incluindo os
parametros estatisticamente significativos (p < 0,10) esta apresentado na Equagao 8. A

andlise de variancia do modelo esta apresentada na Tabela 5.

% GH = 15,08 -1,11(pH) + 2,01(E:S) + 0,78(E:S)2 (eq. 8)

Tabela 5. ANOVA para a resposta Grau de Hidrolise (GH)

Fontede  Somados Grausde Quadrado Falculado Fresrico R2

Variagdo  Quadrados Liberdade Médio (10%) (3, 7;10%)

Regfssa 46,16 3 15,39

Residuos 3,35 7 0,48 32,17 3,07 933
Total 49,51 10 4,95

Os valores de R? (93,3%) e Feacuado (32,17) sugerem um bom ajuste do modelo
matematico (Tabela 5). As respostas obtidas com os ensaios de validacdo (%

GHexperimentat), quando comparadas as respostas previstas pela equagdo 8 (% GHprevisto)s
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apresentaram um erro relativo em torno de 10%, comprovando a validade do modelo para
descrever o processo (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados dos ensaios de validacao para a resposta Grau de Hidrolise (GH)

Ensaios Valores Codificados Valores Reais Rgspostas %GH _ Erro Relativo
pH E:S pH E:S Experimental Predito (%)
1 -0,705 0,705 8 1/060 18,3 17,7 3,22
2 -0,705 -0,705 8 1/120 16,1 14,8 7,63
3 0,705 -1,41 9 1/150 14,7 13,0 11,39
4 1,41 -1,41 9,5 1/150 13,4 12,2 8,41

A superficie de resposta (Figura 8) gerada a partir da equacdo 8 mostra que,
dentro da faixa de valores estudada, obteve-se GH variando de 12,0 a 21,0%. O menor
GH ¢é obtido em pH na faixa de pH entre 9,0 e 9,5 e com E:S entre 1:120 e 1:150 e 0
maior em pH entre 7,5 e 8,0 e E:S de 1:60 a 1:30. A faixa de pH 7 a 8 corresponde a faixa
6tima da Alcalase e, associada a E:S elevada, favorece maior hidrélise do concentrado.
Para outras proteinas de origem vegetal hidrolisadas com Alcalase foi encontrado 25% de
GH para gérmen de trigo (ZHU, ZHOU & QIAN, 2006), e 16% para o gluten (KONG &
XIONG, 2006), determinado pelo método do pH-stat. Marambe et al. (2008) que
produziram hidrolisados proteicos de linhaga utilizando Flavourzyme em diferentes
condicées de E:S (1,5 a 93,5) e tempo de hidrélise (0,7 a 23,3 h), obtiveram GH,
calculado pelo método OPA entre 12 e 71%, valor acima do encontrado neste estudo.
Essas diferengcas no GH obtido com a mesma proteina ocorrem devido a especificidade
da protease utilizada e pela diferenca do método escolhido para mensurar o GH (ZHU,
ZHOU & QIAN, 2006).
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Figura 8. Superficie de Resposta para Grau de Hidrélise (%GH) em fungéo do pH e da
relagdo enzima: substrato (E:S)

Na Figura 9 estao apresentadas as eletroforeses em sistema SDS-PAGE Tricina
em condigdes redutoras do CPL e dos hidrolisados produzidos nos 11 ensaios do DCCR.

SRR

Figura 9. Eletroforese em sistema SDS-PAGE Tricina do concentrado proteico de linhaga
(CPL) e dos hidrolisados dos 11 ensaios com Alcalase produzidos nas condi¢des
determinadas para o DCCR. P-Padrado; C- CPL; 1 a 11- hidrolisados correspondentes aos
ensaios 1 a 11 do DCCR.

A Alcalase hidrolisou as fracdes de massa molecular superior a 26 kDa,

correspondente as globulinas, visto que ndo se observa banda no inicio do gel de
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separacao dos hidrolisados. Também se observa nos perfis dos hidrolisados 1 a 11 o
desaparecimento das bandas de massas moleculares entre 21 e 10 kDa, presentes no
CPL. Nos perfis dos hidrolisados 2 e 8, se observa apenas uma banda difusa, de massa
molecular < 6 kDa, sugerindo que as condicdes utilizadas levaram a maior hidrélise e
formacao de peptideos de baixa massa molecular. Nos perfis dos hidrolisados 3 e 6 se
observa uma banda préximo a 26 kDa, trés bandas entre 9 e 6 kDa e outra inferior a 6
kDa. As bandas de massa moleculares ~26 kDa, possivelmente uma globulina, e
inferiores a 10 kDa, possivelmente albuminas, também sao visualizadas com maior
intensidade no perfil do CPL, o que indica que elas sdo parcialmente resistentes a
hidrélise com Alcalase. Os perfis dos hidrolisados obtidos na condi¢do do ponto central (9
a 11) sdo iguais uma vez que eles sdo realizados para verificar a repetibilidade do
processo. Esses perfis eletroforéticos condizem com os valores de GH dos hidrolisados
obtidos em cada ensaio (Tabela 5), uma vez que quanto maior o GH, maior a quebra da

proteina em peptideos de baixa massa molecular.

5.2.2- Teor de substéancias redutoras do reagente Folin- Ciocalteau

O reagente de reagente Folin-Ciocalteau ndo € especifico para compostos
fendlicos e reage com outras substancias como glicose, frutose, tirosina, fenilalanina,
triptofano, acido ascorbico e sulfitos (PRIOR, WU & SCHAICH, 2005) e por esta razdo os
resultados obtidos por esta analise ndao podem ser considerados como teor de fendlicos
totais. Desta forma, eles foram considerados como substancias redutoras do reagente
Folin-Ciocalteau. Destaca-se também que a andlise com este reagente foi proposta por
Huang et al. (2005) como uma medida da capacidade redutora total das amostras.

O teor de substancias redutoras dos extratos aquoso e metandlico dos diferentes
hidrolisados obtidos em cada ensaio do DCCR esta apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7. Teor de substancias redutoras dos extratos aquoso e metandlico dos
hidrolisados de linhaga obtidos nos ensaios 1 a 11 do DCCR

Valores Codificados

Valores Reais

Teor de substancias redutoras
(mg EAG/ g HPL)

Ensaios
oH E:S oH E:S Extrato Extra,tg

quoso Metandlico
1 -1 -1 7,8 1:133 23,47 + 0,907 19,61 + 1,51ID
2 -1 1 7,8 1:48 22.79 + 0,302 18,49 + 0,39°
3 1 -1 9,2 1:133 22.83 + 0,407 16,75 + 1,53°
4 1 1 9,2 1:48 23,59 + 0,932 18,47 + 0,29°
5 -1,41 0 7,5 1:90 23,99 + 2 442 17,64 + 0,40ID
6 1,41 0 9,5 1:90 20,68 + 1,002 16,55 + 0,73°
7 0 -1,41 8,5 1:150 24,72 + 0,812 18,98 + 0,65°
8 0 1,41 8,5 1:30 25,69 + 1,122 20,32 + 0,95°
9 0 0 8,5 1:90 2420 +1,13?2 19,52 + 1,85°
10 0 0 8,5 1:90 24.31 +1,632 20,04 + 0,722
11 0 0 8,5 1:90 23,82 + 0,867 18,90 + 0,332

EAG: Equivalente de Acido Galico

Valores com letras diferentes, numa mesma linha, diferem entre si, p < 0,05.

Media + desvio padrédo 3 replicatas, cada uma com 3 repetigdes.

Para o teor de substancias redutoras no extrato aquoso, a Unica variavel que
exerce impacto na resposta é a pH quadratica (Figura 10 A), sugerindo que aumento no
pH provoca reducao no teor de substancias redutoras dos extratos aquosos de HPL.

Nos extratos metandlicos (Figura 10 B), o pH linear e quadratico exerceram um
efeito negativo enquanto a interagédo entre pH e E:S exerceu efeito positivo sobre o teor
de substancias redutoras.

p=0,10

Figura 10. Diagrama de Pareto para teor de substancias redutoras em fungéo do pH e da
relacdo enzima: substrato para os hidrolisados produzidos nos 11 ensaios do DCCR. A:
Extrato aquoso. B: Extrato metandlico.
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Os modelos de segunda ordem com as variaveis codificadas, incluindo os
parametros estatisticamente significativos (p < 0,10) para teor de substancias redutoras
dos extratos aquoso e metandlico estdo apresentados nas Equacdées 9 e 10,
respectivamente. As analises de variancia dos modelos estao apresentadas na Tabela 8.

I:Text aquoso = 24:48 - 1115(pH)2 (eq 9)
FText metandlico = 19555 - 0:55(pH) - 1123 (pH)2 + 0571 (pH)(ES) (eq 10)

Tabela 8. ANOVA para a resposta teor de substancias redutoras nos extratos aquoso e
metandlico

Extrato Fonte de Somados Grausde Quadrado  Fecacuado  Fiesrico R2
Variacao Quadrados Liberdade Médio (10%)  (10%)
Regressao 8,24 1 8,24 9,02 3,36 50,0
Aquoso Residuos 8,22 9 0,91
Falta de ajuste 8,09 7 1,16 16,57 9,34
Erro puro 0,13 2 0,07
Total 16,46 10 1,65
Regressao 13,75 3 4,58
Metandlico Residuos 1,90 7 0,27 16,91 3,07 87,9
Total 15,65 10 1,56

Para o extrato aquoso, o valor de R? (50,0), Fcacuado (9,02) para regressao e
Feacuiado (16,57) para a falta de ajuste indicam que o modelo matematico obtido nao é
vélido. Para o extrato metandlico, os valores de R2 (87,9%) e Fcacuado (16,91) indicam bom
ajuste do modelo matematico (Tabela 8).

A analise da superficie de resposta permite afirmar que, dentro da faixa de valores
estudada, o maior teor de substancias redutoras no extrato metandlico, 20 mg EAG/ g
HPL, pode ser obtido na faixa de pH entre 7,5 a 9,5 e com E:S entre 1:60 e 1:30. O menor
teor, 15 mg EAG/ g HPL, pode ser obtido nas condi¢des extremas de pH (menor que 8,0 e
maior que 9,0) e de E:S menor que 1:120. Portanto, as condigdes 6timas para obtencao
de hidrolisados com maior teor de substancias redutoras no extrato metandlico séao pH
proximo a 8,5 e relagéo E:S 1:30.

O teor de substancias redutoras de todos os hidrolisados foi em média 20% maior
no extrato aquoso que no extrato metandlico, exceto os obtidos nos ensaios 10 e 11
(Tabela 7). Variagbes no teor de substancias redutoras ocorrem pela propriedade dos
solventes utilizados na obtencdo dos extratos (SUN & HO, 2005; NACZK & SHAHIDI,
2006) e também pela natureza dos compostos fendlicos e peptideos presentes nos
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hidrolisados. Michiels et al. (2012) mostraram que, para uma mesma amostra, o solvente
escolhido é responsavel por até 25% da variacao no teor de substancias redutoras nos
extratos. Os HPL contém peptideos, que sdo predominantemente hidrofilicos, e também
podem conter lignanas, principais compostos fendlicos da linhaca, que apesar de serem
extraidas preferencialmente em misturas de solventes orgénicos, também sdo sollveis
em agua. No extrato metandlico, possivelmente ha predominancia de compostos

fendlicos, em particular as lignanas, e peptideos de carater mais hidrofébico.
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Figura 11. Superficie de Resposta para teor de substancias redutoras dos hidrolisados

proteicos de linhaga (HPL) em funcdo do pH e da relacdo enzima: substrato no extrato
metandlico.

EAG: Equivalentes do Acido Gélico

O teor de substancias redutoras nos extratos aquoso e metandlico dos
hidrolisados obtidos nos ensaios ndo apresentou variacao expressiva, 20,68 a 25,69 e
16.55 a 20,32 mg EAG/g de amostra, respectivamente. Esta pequena variacao deve-se,
possivelmente, as condi¢cbes utilizadas na hidrélise que foram favoraveis a extragédo
destes compostos. Quanto mais intensa a hidrélise, maior a formagao de peptideos de
menor massa molecular, menor a superficie de contato da proteina disponivel para

interagir com os compostos fendlicos. O pH do meio também influencia a liberacdo de
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compostos fendlicos. Quanto mais alcalino, mais facilmente eles serdo liberados
(MADHUJITH & SHAHIDI, 2009).

5.2.3- Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos hidrolisados produzidos nas condicbes do DCCR,
avaliada nos extratos aquoso e metandlico, determinado pelos métodos FRAP e ORAC,
esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 9. Atividade Antioxidante determinada pelos métodos FRAP e ORAC dos extratos
aquoso e metandlico dos hidrolisados produzidos nas condicées do DCCR

Valores Valores FRAP ORAC
) Codificados Reais (mg SF/ g HPL) (umol TE/ g HPL)
Ensaios H Es H Es Extrato Extrato Extrato  Extrato Metandlico
P ’ P ) Aquoso Metanolico Aquoso
1 -1 -1 7,8 1:133 356+2,0" 33,0+1,7% 3359+27,1° 335,8 +32,1%
2 -1 1 7,8  1:48 33,7+22° 29,0+09° 331,7+26,6° 326,7 +32,8°
3 1 -1 92 1:133 41,7+25 356+0,3° 3300 +28,6 291,8 £6,1%
4 1 1 92 148 39,2+4,6° 34,7+0,8° 319,3+16,3% 314,3 £ 42,0°
5 -1,41 0 75 1:90 324+13 27,7+1,0° 251,4+88" 281,8 + 39,6%
6 1,41 0 95 1:90 41,1+3,7% 36,6+2,6° 271,8+27,4% 266,8 +10,8%
7 0 -1,41 85 1:150 375+1,00 386+1,7° 338,042,117 320,4 +24,6%
8 0 1,41 85 1:30 351+3,4" 36,2+1,9° 324,2+20,1% 291,2 +31,9°
9 0 0 85 1:90 37,6+3,1% 37,7+3,6° 291,4+19,8° 331,9+ 15,72
10 0 0 85 1:90 37,8+2,4* 385+0,6° 284,6+253% 353,5+12,7°
11 0 0 85 1:90 372+1,1* 38,0+0,3° 260,6+23,9° 347,1 £24,0°

TE: Equivalentes de Trolox. SF: Sulfato Ferroso

Media + desvio padréo 3 replicatas com 3 repeticées. Valores com letras iguais, na mesma linha, para o
mesmo método de atividade antioxidante, nao diferem entre si.

Na faixa de valores estudada, para atividade antioxidante do extrato aquoso
medida pelo método FRAP, o pH e E:S lineares exercem impacto sobre a resposta
(Figura 12 A). Para o extrato metandlico, as variaveis pH linear e quadratica e relagéo E:S
linear influenciam significativamente a atividade antioxidante (Figura 12 B).

Para a atividade antioxidante avaliada pelo método de ORAC, somente E:S
quadratica exerce impacto significativo na resposta, o que significa que um aumento
nessa variavel produzird HPL com maior atividade antioxidante no extrato aquoso (Figura
12 C). Para o extrato metandlico (Figura 12 D), reducéo no valor de pH resulta em HPL
com maior atividade antioxidante, uma vez que a Unica varidvel que influencia

significativamente a resposta é pH quadratica.
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Figura 12. Diagrama de Pareto para Atividade Antioxidante em funcao do pH e da relagdo
enzima: substrato para os hidrolisados produzidos nos 11 ensaios do DCCR. A: FRAP,

extrato aquoso. B: FRAP, extrato metandlico. C: ORAC, extrato aquoso. D: ORAC, extrato
metandlico.

Os modelos com as variaveis codificadas, incluindo o0s parametros
estatisticamente significativos (p < 0,10) para atividade antioxidante, determinada por
FRAP e ORAC, dos extratos aquoso e metandlico, estdo apresentados nas Equacdes 11

a 14, respectivamente.
FRAPext aquoso = 37,1 5 + 2,98 (pH) - 0,98 (E:S) (eq-1 1)

ORACext aquoso = 278,45 + 34,45(E:S)2 (eq. 13)
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ORACext metandlico = 332,47 - 24,51 (pH)2 (eq. 14)

As ANOVAs para atividade antioxidante, determinada para ambos os extratos,
pelo método FRAP estao apresentadas na Tabela 12. Os valores de R2 (96,8 e 89,7%) e
Feacuado (100,72 e 20,21) para os extratos aquoso e metandlico, respectivamente,
sugerem um bom ajuste do modelo matematico (Tabela 10).

Tabela 10. ANOVA para a resposta Atividade Antioxidante, determinada pelo método de
FRAP nos extratos aquoso e metandlico
Fonte de Soma dos Grausde Quadrado  Feacuado  Fiesrico

Extralo  \ariacio  Quadrados Liberdade  Médio  (10%)  (10%) (%)
Aquoso Regr,esséo 78,82 2 78,82
Residuos 3,13 8 0,39 100,72 3,11 96,8
Total 81,95 10 8,19
Regressao 124,96 3 41,65
Metandlico Residuos 14,43 7 2,06 20,21 3,07 89,7
Total 139,39 10 13,94

A ANOVA para atividade antioxidante determinada pelo método de ORAC no
extrato aquoso apresentou valores de Fcacuado (21,12) € R2 (70%) que sugerem um bom
ajuste do modelo. Para o extrato metandlico, a ANOVA néo foi validada por apresentar
um valor baixo valor de R? (47%)(Tabela 11).

Tabela 11. ANOVA para a resposta Atividade Antioxidante, determinada pelo método de
ORAC nos extratos aquoso e metandlico
Fonte de Somados Grausde Quadrado  Fgye  Fiesrico

2 (o,
Extrato Variagao Quadrados Liberdade Médio (10%)  (10%) Re (%)
Regresséao 7334,45 1 7334,45 21,12 3,36 70
Residuo 3125,15 9 347,24
Aquoso Falta de ajuste 2600,58 7 371,51 1,07 2,05
Erro puro 524,57 2 262,29
Total 10459,61 10 1045,96
Regresséao 3715,06 1 3715,06 7,93 3,36 47
Residuo 4214,62 9 468,29
Metandlico  Falta de ajuste 3967,27 7 566,75 4,58 9,35
Erro puro 247,35 2 123,68
Total 7929,68 10 792,97

Para os resultados dos ensaios de FRAP no extrato aquoso (Figura 13 A) a
superficie de resposta mostra que, sob as condi¢gdes estudadas, a melhor condigdo para
se obter hidrolisados proteicos de linhaga com maior atividade antioxidante (42 mg SF/ g
HPL) é quando a reacao se da em pH em torno de 9,5 e com E:S préximo de 1:150. Para
o extrato metandlico (Figura 13 B), a maior atividade antioxidante do hidrolisado (40 mg
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SF/ g HPL) é obtida quando a reacao se da em pH entre 8,5 e 9,0 e com E:S entre 1:90 a
1:150.

A superficie de resposta da atividade antioxidante determinada pelo método de
ORAC no extrato aquoso esta apresentada na Figura 14. Nas condi¢cdes estudadas, a
atividade antioxidante sera maxima (340 umol TE/ g HPL) para os hidrolisados obtidos
quando a reagao se da na faixa de pH de 7,5 a 9,5 e com E:S préximo de 1:30 ou de
1:150.

Para a escolha dos hidrolisados de maior atividade antioxidante foram
consideradas as condicdes que contemplassem, simultaneamente, a obtencdo de
hidrolisados com os valores mais altos de atividade antioxidante para os métodos FRAP e
ORAQC, tanto no extrato aquoso quanto no metandlico, determinadas neste estudo. Para
isso, as Figuras 13 e 14 foram analisadas e observou-se que os hidrolisados de maior
atividade antioxidante pelo método de FRAP serdo aqueles produzidos quando a reagao
se da em pH préoximo a 9,0 e com E:S préximo a 1:150 e para o método de ORAC quando
a reacao se da na faixa de pH de 7,5 a 9,5 e com E:S 1:150 ou 1:30. Assim, utilizando
valores dentro da faixa 6tima de pH e E:S para atividade antioxidante determinada por
FRAP e ORAC foram estabelecidas duas condicdes de obtencdo de hidrolisados com
maior atividade antioxidante. A primeira quando a reacao se da em pH 8,5 e E:S 1:90, que
corresponde ao ensaio do ponto central e por isso foi denominado de HPL 0. A segunda,
quando a reagao se da em pH 9 e E:S 1:133, que corresponde ao ensaio 3, e por isso foi
chamado de HPL 3.
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Figura 13. Superficie de Resposta para Atividade Antioxidante pelo método de FRAP em
funcdo do pH e da relagdo enzima: substrato (E:S). A: Extrato aquoso B: Extrato
metandlico. SF: Sulfato ferroso
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Os hidrolisados escolhidos HPL 0 e HPL 3 apresentaram 15 e 13% de GH,
respectivamente, e estdo entre os menores obtidos no presente estudo. Tang et al. (2009)
ao estudarem a atividade antioxidante de hidrolisados de proteina de trigo sarraceno com
Alcalase, também observaram que o hidrolisado de menor GH, 5%, foi 0 que apresentou
maior atividade antioxidante avaliada pelo método do DPPH.

Um dos fatores preponderante para atividade antioxidante de hidrolisados é a
composicao e sequéncia dos aminoacidos nos peptideos, mas o GH também deve ser
considerado, visto que pode indicar a formacdo de peptideos com diferentes massas
moleculares (CHEN, MURAMOTO, YAMAUCHI et al., 1996; LI, HAN & CHEN, 2008;
DRYAKOVA, PIHLANTO, MARNILA et al, 2010). Comparando-se as superficies de
resposta obtida para o GH (Figura 8) com as obtidas para a atividade antioxidante
(Figuras 13 e 14), verifica-se que nas condicdes com que se obteve maior GH (E:S
1:30/1:60 e pH 7,5/8,0), a atividade antioxidante foi menor. Apenas a atividade
antioxidante do extrato aquoso medida por ORAC foi beneficiada pelo aumento do GH. A
massa molecular dos peptideos interfere na capacidade de neutralizar radicais livres, pois
quanto maior o niumero de aminodacidos presentes na cadeia polipeptidica, maior o
namero de interagdes entre eles, dificultando o0 acesso das espécies reativas aos centros
nucleofilicos. Ao mesmo tempo, peptideos de baixa massa molecular e aminoacidos livres
nao apresentam elevada capacidade antioxidante, pois possuem solubilidade reduzida em
meio lipofilico e principalmente porque a atividade antioxidante do peptideo é produto do
efeito sinérgico da combinagcdo de aminoacidos com potencial antioxidante. Dentre os
residuos de aminoacidos com maior potencial antioxidante estdo aqueles que apresentam
em sua cadeia lateral um centro nucleofilico, como cisteina e metionina, que contém o
grupo tiol, como os aminodcidos triptofano, tirosina e fenilalanina que contém anel
aromatico ou como a histidina que contém o grupo imidazol (CHEN, MURAMOTO,
YAMAUCHI et al., 1996).

Além disso, por se tratar de hidrolisado proteico de origem vegetal, a atividade
antioxidante determinada pelo métodos de FRAP e ORAC também ¢é devida a presenca
de compostos fendlicos liberados durante a hidrélise. Comparando as superficies de
resposta do teor de substancias redutoras com as de atividade antioxidante (Figuras 11,
13 e 14), verifica-se que a regidao de maior liberagdo de compostos redutores coincide
apenas com a regiao de maior atividade antioxidante pelo método FRAP (Figura 13 B).
Isso sugere que, para a atividade antioxidante determinada pelos métodos de FRAP e
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ORAC no extrato aquoso (Figuras 13 A e 14), os compostos antioxidantes comportam-se
de forma diferente em relagdo aos compostos que estdo reduzindo. Em relacdo a
influéncia do GH na liberacao de compostos redutores, ao comparar-se as Figuras 8 e 11,
verifica-se que a regiao de maior GH (E:S 1:30/1:60 e pH 7,5/8,0) ndo se sobrepde com
as condicoes de maior liberagcdo de compostos redutores em extrato metandlico (E:S
1:150/1:120 e pH 8,0/9,0), o que sugere que o maior GH ndo tem relagdo direta com a
liberacdo de compostos com atividade redutora.

B 330
[ 300

Figura 14. Superficie de Resposta para Atividade Antioxidante pelo método de ORAC em
funcdo do pH e da relagdo enzima: substrato (E:S) no extrato aquoso. TE: Equivalente de
Trolox

O teor de substancias redutoras no extrato aquoso foi aproximadamente 20%
maior que no metandlico. No entanto, quando se compara os resultados dos extratos
aquoso e metandlico de um mesmo hidrolisado, verifica-se que pelo método de FRAP, a
capacidade foi igual, exceto para os ensaios 2, 3 e 5 (Tabela 10). Para a atividade
antioxidante avaliada por ORAC, apenas os extratos dos HPL obtido nos ensaios 10 e 11
foram diferentes entre si. Diferenca de polaridade dos solventes gera variagdes nos tipos
de compostos presentes em cada extrato, provocando uma diferenca de até 30% na
atividade antioxidante de extratos diferentes de uma mesma amostra (MICHIELS,
KEVERS, PINCEMAIL et al., 2012).
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O maior teor de substancias redutoras nos extratos aquosos que nos metandlicos
nao foi determinante para que apresentassem maior atividade antioxidante, o que esta em
concordancia com o estudo de Michiels, Kevers, Pincemail et al., (2012) com diferentes
extratos de maga.

5.3- Caracterizacao e efeito da digestao in vitro no teor de substancias redutoras e
na atividade antioxidante da FLMD, CPL e HPL 0 e HPL 3

A FLMD, o CPL e os hidrolisados HPL 0 e HPL 3 foram submetidos a digestao in
vitro para estudar as possiveis influéncias que o processo digestorio pode exercer sobre o
teor de substancias redutoras e da atividade antioxidante dos produtos de linhaga.
Durante a digestao, a atividade antioxidante apresentada por eles podera aumentar, nao
alterar ou reduzir. Além disso, proteinas, peptideos e compostos fendlicos sdo expostos a
diversos agentes oxidantes provenientes do préprio alimento ou do processo digestorio,
que podem afetar a estabilidade e comprometer a capacidade dos alimentos de atuarem
como redutores. Dessa forma, o estudo da digestao in vitro dos alimentos pode contribuir

com informagdes que permitem inferir como serda o comportamento deles in vivo.

5.3.1 — Perfil aminoacidico, eletroforético e cromatografico

Considerando a importancia da composicdo aminoacidica para atividade
antioxidante, foi determinado o perfil de aminoacidos totais para a FLMD, CPL, HPL 0 e
HPL 3, apresentado na Tabela 12.

A analise do perfil aminoacidico da FLMD e do CPL mostra que a proteina de
linhaga contém predominantemente &cido aspartico (+ asparagina), acido glutamico (+
glutamina) e arginina e minoritariamentecisteina, histidina, lisina, metionina e tirosina.
Composicao semelhante foi obtida por Wanasundara & Shahidi (2003). A elevada
quantidade de aminoacidos de cadeia ramificada, valina, leucina e isoleucina, em relagao
a quantidade de aminoacidos aromaticos aliada a baixa relagao lisina/arginina confere a
proteina de linhaga propriedades imunoldgicas, anti-cancer e anti colesterolémicas
(RABETAFIKA, VAN REMOORTEL, DANTHINE et al., 2011).
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Tabela 12. Composicdo aminoacidica da FLMD e do

CPL (g aminoacido/100g de

proteina)
Aminoacidos FLMD* cpPL* HPL 0* HPL 3*

Ac. Aspartico (+ asparagina) 8,70+0,33 11,03+0,03 9,42+1,24 11,50 + 0,56
Ac. Glutamico (+ glutamina) 21,08+0,17 20,70+0,24 19,87+0,24 21,01 £0,22
Alanina 5,35 £ 0,01 4,91 £ 0,03 5,03 + 0,06 4,96 + 0,13
Arginina 13,28 +0,10 12,17+0,04 12,68+0,37 12,19+0,23

Cistina 0,79 + 0,01 0,80 + 0,05 0,78 £ 0,08 0,55 + 0,06
Fenilalanina 494 +0,02 5,64 +0,06 5,90 + 0,25 5,54 + 0,22

Glicina 6,51 +£0,00 5,59 +0,06 3,73+ 0,36 5,62 + 0,21

Histidina 2,11 +£0,08 2,11 £0,04 2,28 £ 0,06 2,18 £ 0,06
Isoleucina 5,82+0,14  5,12+0,06 5,39 + 0,22 4,99 + 0,03

Leucina 5,24 +0,26 5,88 +0,08 5,97 £ 0,17 5,95+0,13

Lisina 4,03+0,02 3,38+0,08 3,31 £ 0,08 3,22+0,18

Metionina 1,15+ 0,04 1,76 £ 0,06 1,77 £0,08 1,66 £ 0,10

Prolina 3,31 £0,06 3,98 +0,04 4,03+0,18 4,21 +0,12

Serina 5,32+0,16 4,90 + 0,04 4,73 £0,19 491+0,12

Tirosina 2,57+0,03 2,64 +0,04 2,86 + 0,05 2,55+ 0,04

Treonina 433+0,07 3,65+0,12 3,97 £ 0,07 3,63 + 0,04

Valina 5,44 £0,02 5,74 +0,03 6,01 £ 0,15 5,33+0,13

Total 99,99 100,00 99,99 100,00

* Média + desvio padrdo de 3 determinagdes

A Alcalase hidrolisa preferencialmente o lado carb6xi das ligagdes peptidicas dos
aminoacidos glutamato, glutamina, metionina, leucina, tirosina e lisina (YANG, YANG, LI
et al., 2011). Essa especificidade faz da linhaga um bom substrato para esta protease,
uma vez que ela apresenta em sua composi¢ao um alto teor de acido glutamico, além de
metionina, leucina, tirosina e lisina.

Os hidrolisados HPL 0 e HPL 3 contém principalmente &cido aspartico (+
asparagina), acido glutamico (+ glutamina), arginina, e os hidrofébicos, alanina, leucina,
isoleucina e valina. A presenca de elevado teor de aminoacidos hidrofébicos favorece a
solubilidade dos peptideos em lipideos, inibindo a peroxidagao lipidica e preservando a
integridade das membranas celulares (RAJAPAKSE, MENDIS, BYUN et al., 2005; GAO,
CAO & LI, 2010). A presencga de Leu, Val, Ala nos peptideos pode favorecer a capacidade
de sequestrar radical livre, assim como daqueles que contém residuos de His podem
apresentar forte atividade antioxidante devido a decomposi¢do dos grupos imidazol (GAO,
CAO & LI, 2010). A arginina, por ser um aminodcido de carater basico, confere ao
peptideo capacidade de doar prétons e quelar metais (ARCAN & YEMENICIOGLU, 2010).

As modificagbes causadas pelo processo de digestdo in vitro foram
acompanhadas por eletroforese em sistema SDS-PAGE Tricina e andlise cromatogréfica

das amostras.
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O perfil eletroforético das amostras esta apresentado na Figura 15. Nos perfis das
amostras FLMD e CPL observam-se vérias bandas com massas moleculares > 6 kDa.
Apés a digestao dessas amostras, as bandas de massa molecular > 14 kDa desaparecem
e apenas duas bandas, de massas moleculares entre 14 e 6 kDa, permanecem. No peffil
eletroforético do digerido do HPL 0 observa-se uma banda difusa de aproximadamente 6
kDa, que também é visualizada no perfil dessa amostra antes da digestdo. A permanéncia
de bandas nos perfis dos digeridos sugere que essas fragdes sao total ou parcialmente
resistentes a hidrolise com pepsina e pancreatina. Diferentemente do ocorrido nas
amostras anteriores, no perfil do HPL 3 a regido de coloracdo intensa, entre 14 e 6 kDa,
desaparece ap6s a digestdo, indicando que a acdo das enzimas digestivas foram
eficientes na formacao de peptideos de massa molecular inferior a 6 kDa.
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Figura 15. Eletroforese SDS-PAGE Tricina das amostras Farinha de linhaga marrom
desengordurada (FLMD), Concentrado proteico de linhaga (CPL) e Hidrolisado proteico de
linhaca (HPL) de maior atividade antioxidante antes e apds a digestdo. Amostras: A-
Padrao; 1- FLMD, 2- CPL, 3-HPL 0, 4- HPL 3 antes da digestao in vitro; 5- controle
digestao; 6- FLMD, 7- CPL, 8- HPL 0, 9- HPL 3 apds a digestao in vitro.

Os perfis cromatogréaficos dos hidrolisados HPL 0 e HPL 3 antes da digestéo séo
semelhantes (Figura 16), com a maioria dos picos eluindo entre 10 a 30 min. Os principais
picos do cromatograma do HPL 0 tém tempos de elui¢cdo 13, 16, 17, 18 e 24 min e do
HPL 3, os 5 principais eluem em 12, 15, 16, 17 e 24 min. O tempo de eluicdo dos
componentes da amostra depende da polaridade da fase movel, que diminui a medida
que o tempo de corrida aumenta. Dessa forma, nos HPL 0 e 3 predominam peptideos de
média hidrofobicidade.
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Figura 16. Perfil cromatografico dos hidrolisados proteicos de linhaca (HPL) de maior

atividade antioxidante, antes e apés a digestdo. A- HPL 0. B- HPL 3.

Controle: processo digestério realizado sem amostra
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Os cromatogramas dos HPL 0 e 3 ap6s a digestdo intestinal também sao
semelhantes. Diferentemente do perfil cromatografico das amostras antes da digestao in
vitro, ha um namero maior de picos que se concentram entre os tempos de eluicao 5 e 20
min. Essa mudanca de perfil sugere que apés a digestdao os peptideos foram hidrolisados
em outros de menores massas moleculares, aumentando sua solubilidade em solventes
hidrofilicos.

5.3.2- Teor de substancias redutoras do reagente Folin-Ciocalteau

O teor de substancias redutoras das amostras FLMD, CPL, HPL 0 e HPL 3, nos
extratos aquoso e metandlico, antes e apos a digestao, estédo apresentados na Tabela 13.
Antes da digestao, a FLMD apresentou 1,38 e 0,68 mg EAG/ g amostra no extrato aquoso
e metandlico, respectivamente. O valor encontrado para o extrato metandlico foi inferior a
2,7 e 3,25 mg EAG/ g de farinha de linhaga integral relatado por Medina (2011) ap6s
extragoes de 24 e 48h respectivamente. Em extrato metandlico 80%, Velioglu et al. (1998)
encontraram 4,73 mg EAG/ g de semente de linhaca. Essa diferengca no teor de
substancias redutoras pode ser justificada pela perda de parte dos compostos fendlicos
durante o processo de desengorduramento da farinha. Siger et al., (2008) encontrou 1,14
mg de equivalentes de acido caféico / 100 g de 6leo de linhaga, reportando presenca de
acido ferulico e vanilico e Herchi et al., (2011) de lignanas.

O teor de substancias redutoras no CPL determinado nos extratos aquoso e
metandlico foi, respectivamente, 2 e 3 vezes maior que na FLMD (p < 0,05). Essa
diferenca pode ser atribuida a ocorréncia de compostos fendlicos ligados a proteina
vegetal. Possivelmente no processo de obtencdo do concentrado a separacdo dos
fendlicos das proteinas ndo ocorreu de forma que esses compostos estdo mais
concentrados no CPL que na FLMD. Gamel et al., (2006) observaram esse mesmo
comportamento em relagdo a farinha de amaranto e seu concentrado proteico e Tang et

al., (2009) para o trigo sarraceno e seu isolado proteico.

Em relagéo aos hidrolisados HPL 0 e HPL 3, o teor de substancias redutoras € 8
vezes maior que o encontrado nos extratos do CPL (p < 0,05). Isso sugere que a hidrélise
do CPL com Alcalase é eficiente na liberacdo ndo s6 de peptideos, mas também de
compostos fendlicos que estdo associados a proteina de linhacga.
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Apés a digestao, o teor de substancias redutoras da FLMD no extrato aquoso
aumentou 9 vezes e no extrato metandlico ficou 17 vezes maior (p < 0,05). Isso sugere
que as enzimas do processo digestério liberaram peptideos, compostos fendlicos e
acucares, compostos reativos com o reagente de Folin-Ciocalteau. O mesmo
comportamento foi observado para o CPL, para o qual foi observado aumento em 20
vezes no teor de substancias redutoras (p < 0,05) em ambos os extratos apés a digestao.

Em relacéo aos hidrolisados, o processo digestério provocou aumento de 30% (p <
0,05) apenas no teor de substancias redutoras do extrato metandlico do HPL 3.
Possivelmente os peptideos presentes nesse hidrolisado, que tem menor GH,
apresentaram mais sitios para as enzimas pepsina e a pancreatina que o HPL O,
favorecendo a formacdo de novos peptideos, exposicdo de aminodcidos aromaticos e
liberagdo de compostos fendlicos. Segundo Tang et al., (2009), com aumento do GH de
proteinas vegetais pode provocar o rompimento do complexo proteina-polifenol e,
concomitantemente, promover a liberacdo de peptideos de baixa massa molecular e

compostos fendlicos.

Apds a digestao in vitro, o teor de substéncias redutoras do CPL se igualou ao dos
hidrolisados (p < 0,05). Este resultado mostra que tanto a Alcalase quanto o processo
digestorio sdo capazes de liberar compostos com atividade redutora, principalmente
fendlicos, da proteina de linhaga.

Tabela 13. Teor de substancias redutoras das amostras FLMD, CPL, HPL 0 e HPL 3
antes e apés a digestao in vitro

Teor de substancias redutoras (mg EAG / g amostra)

Antes da digestao Apos a digestao
Amostras Extrato
Extrato Aquoso . Extrato Aquoso  Extrato Metandlico
Metandlico

FLMD 138+0,14%A  068+0,05% 10,37 +058° 12,21 + 0,729
CPL 266+028%%  219+010°% 2474 +187°8 24,66 + 2,08%8
HPLO 2411+026°C 1949+057°C 24,06 +0,32%° 21,47 +0,76°®
HPL 3

2283 +0,40*° 16,75+ 0,53°° 23,51 + 0,58%B 21,27 + 00,9298

EAG: Equivalentes de Acido Galico. FLMD: Farinha de linhaga marrom desengordurada. CPL: Concentrado
proteico de linhaga. HPL: Hidrolisado proteico de linhaga.

Letras diferentes, na mesma linha, para o mesmo extrato, diferem entre si (p < 0,05).

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).

Média + desvio padrao de 3 replicatas com 3 repeticdes

62



Resultados e Discussao

5.3.3- Atividade antioxidante

A atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP e ORAC, antes e ap6s
a digestdo das amostras FLMD, CPL e os hidrolisados HPL 0 e HPL 3 estdo
apresentadas nas Tabelas 14 e 15.

Antes da digestdo a FLMD apresentou capacidade de reduzir o ion férrico e
sequestrar o radical peroxil. A capacidade antioxidante contra o radical peroxil da FMLD
nos extratos aquoso e metandlico foi de 40,87 e 26,97 umol TE/ g FLMD. Esse valor é
similar ao relatado para o grdo de soja, 54,09 umol TE/ g, inferior ao encontrado para
lentilha 72,82 umol TE/ g e superior ao encontrado para semente de amendoim 31,66
umol TE/ g (U.S. DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2010).

Tabela 14. Atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP das amostras
FLMD, CPL, HPL 0 e HPL 3 antes e apéds a digestéo in vitro
FRAP (mg SF / g amostra)

Antes da digestao Apds a digestao
Amostras Extrato
Extrato Aquoso . Extrato Aquoso  Extrato Metandlico
Metandlico

FLMD 587 +0,15°A  3.87+030°  18,10+079°* 3057 +2.27%A
CPL 12.97 +0,34*®  1053+035°® 3110+194°® 3479 +1,65%8
HPL O 3752 +030°C 38,05+039°C 47.05+1,06°C 4832 +163°C
HPL 3

41,65+254*° 3556+0,28°° 48,10 +2,20*° 48,86 + 0,15%°

SE: Sulfato Ferroso. FLMD: Farinha de linhaga marrom desengordurada. CPL: Concentrado proteico de
linhaca. HPL: Hidrolisado proteico de linhaga.

Letras mindsculas diferentes, na mesma linha, para o mesmo extrato, diferem entre si (p < 0,05).

Letras mailsculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).

Média + desvio padrao de 3 replicatas com 3 repeticdes

A capacidade do CPL em neutralizar os radicais livres, determinada pelo méetodo
de FRAP, é 2 vezes maior no extrato aquoso e 3 vezes maior no extrato metandlico, que
nos mesmos extratos de FLMD. A capacidade de sequestrar radical peroxil do extrato
metandlico do CPL é 1 vez maior que a do mesmo extrato da FLMD. Essa diferenca
possivelmente se deve a maior concentragado de proteinas e compostos fendlicos no CPL,
que s&o as principais substancias com potencial antioxidante presentes na linhaga
(WANASUNDARA & SHAHIDI, 2003).
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Tabela 15. Atividade antioxidantes determinada pelo método de ORAC das amostras
FLMD, CPL, HPL 0 e HPL 3 antes e ap6s a digestao in vitro
ORAC (umol TE / g amostra)

Antes da digestao Apos a digestao

Amostras Extraio

Extrato Aquoso . Extrato Aquoso Extrato Metandlico

Metandlico

FLMD 4087 +130*  26,97+357°% 188,39 +2343%" 27936 + 6,72
CPL 64,57 +9,93%A 60,55 + 14,278 421,24 + 49.20°*® 436,84 + 7,988
HPL O 300,09+ 21 18°8 32552 +31,67°C 48512+38.07°% 39113 +17,11%C
HPL 3

330,01 +28,61*°  29182+6,13°° 51510+1923°® 365,98 + 18,56
TE: Equivalente de Trolox. FLMD: Farinha de linhaga marrom desengordurada. CPL: Concentrado proteico de
linhaca. HPL: Hidrolisado proteico de linhaga.

Letras diferentes, na mesma linha, para o mesmo extrato, diferem entre si (p < 0,05).

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).

Média * desvio padrdo de 3 replicatas com 3 repetigoes

O aumento na atividade antioxidante dos hidrolisados foi de até 4 vezes quando
avaliada pelo método de FRAP e até 6 vezes pelo método de ORAC, que a atividade
antioxidante apresentada do CPL (p < 0,05). Esse resultado evidencia que a hidrélise das
proteinas pela Alcalase leva a produgdo de hidrolisado com capacidade antioxidante
maior que a encontrada na matéria prima original. Esse comportamento também foi
observado por Tironi et al,, (2010) que relataram que o isolado proteico de amaranto
apresentou capacidade de sequestro do radical ABTS™ inferior ao seu hidrolisado e por
Jamdar et al., (2010) que observaram maior capacidade de quelar metais e poder redutor
para os hidrolisados de amendoim do que para o seu concentrado proteico.

A capacidade antioxidante do HPL 3, determinada pelos método de FRAP, foi 10%
maior que a encontrada para o HPL 0 em ambos os extratos (p < 0,05). Para 0 método de
ORAC, a capacidade do HPL 3 foi 10% maior no extrato aquoso e 12% menor no extrato
metandlico em relacdo ao HPL 0. A capacidade antioxidante dos hidrolisados HPL 0 e
HPL 3, determinada pelo método de ORAC em ambos os extratos, foi de ~300 umol TE/
g HPL. Roblet et al, (2012) encontraram valor superior (~ 700 umol TE/ g) para
hidrolisados proteicos de soja com peptideos de massa molecular > 10 kDa. Essa
diferenca pode ser atribuida a composicdo e sequéncia aminoacidica distintas das
proteinas de soja e linhaga, bem como a presenca de diferentes compostos fendlicos que
podem estar associados a elas.

Apés a digestao, houve aumento na atividade antioxidante da FLMD avaliada tanto
pelo método de FRAP como ORAC de 4 vezes no extrato aquoso e 10 vezes no extrato
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metandlico. Para o CPL, o aumento foi de 3 vezes para ambos os extratos para atividade
medida pelo FRAP e 8 vezes para ambos os extratos para a atividade medida pelo por
ORAC. Comportamento similar foi observado por Huang et al., (2010) que reportaram que
a ovotransferrina apresentou aumento de 8 vezes na capacidade de sequestro do radical
peroxil apds a digestao in vitro.

Em relacdo aos hidrolisados, houve aumento (p < 0,05) em torno de 40% na
atividade antioxidante medida por FRAP e ORAC para ambos os extratos, exceto para o
extrato aquoso do HPL 3 avaliado pelo método de FRAP. Orsini Delgado et al., (2011)
também observaram aumento na atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de
amaranto com Alcalase apos a digestao, pelos métodos de ABTS* e ORAC.

O aumento na atividade antioxidante das amostras apés a digestdo, determinada
por FRAP e ORAC, foi mais expressivo nas amostras FLMD e CPL. Este resultado deve-
se a liberacdo de peptideos e compostos fendlicos pelas enzimas digestivas, que foi mais
intenso nas amostras nao previamente hidrolisadas. Uma possivel explicagdo para menor
efeito da acdo das enzimas digestivas sobre os hidrolisados se deve a ampla
especificidade da Alcalase que pode ter atuado sobre os sitios de agao especificos da
pepsina e pancreatina (ORSINI DELGADO, TIRONI & ANON, 2011), liberando os
compostos fendlicos e formando peptideos de baixa massa molecular com atividade

antioxidante.

Dentre todas as amostras digeridas, os hidrolisados apresentaram a maior
atividade antioxidante medida por FRAP (50 mg SF/ g amostra), seguida do CPL, que foi
10% inferior. Para o método de ORAC, o CPL apresentou a maior atividade (~430 pmol
TE/ g amostra), 30% superior aos hidrolisados. Considerando que a metodologia de
determinagdo da atividade antioxidante por ORAC tem maior similaridade com o
mecanismo de oxirreducdo que ocorre in vivo (MAGALHAES, SEGUNDO, REIS et al.,
2008), esses resultados sugerem o uso do CPL como melhor produto protéico da linhaca
com potencial antioxidante na formulagdo de nutracéuticos e alimentos funcionais.
Também é possivel inferir que as enzimas digestivas séo t4o ou mais eficientes que a
Alcalase na producéo de peptideos com potencial antioxidante e liberacdo de compostos

fendlicos.
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6- Conclusoes

No processo de obtencédo do hidrolisado protéico com Alcalase a variavel pH influi
negativamente e a E:S positivamente no GH, o que significa que com valores de pH
variando de 7,5 a 9,5 e E:S variando de 1:150 a 1:30, o GH sera maior quanto menor o
valor de pH e maior a E:S.

Os hidrolisados proteicos apresentaram, em ambos os extratos, maior teor de
compostos redutores determinados pelo reagente de Folin-Ciocalteau em relacdo ao
concentrado e a farinha. Folin-Ciocalteau. Os hidrolisados com maior atividade
antioxidante, avaliada nos extratos aquoso e metandlico, determinada pelos métodos de
FRAP e ORAC, sao os obtidos nas condi¢des de pH 8,5/E:S 1:90 e pH 9,2/E:S 1:133 e

menores valores de grau de hidrélise.

A farinha e o concentrado protéico apresentaram atividade antioxidante,
determinada pelo método de FRAP e ORAC, em ambos os extratos, porém menor que a
dos hidrolisados. Isso que mostra que a hidrélise da proteina pela Alcalase potencializa
sua atividade antioxidante. A digestao in vitro resultou no aumento do teor de substancias
redutoras nos extratos aquoso e metandlico da farinha, concentrado protéico e dos
hidrolisados. Ap6s a digestao in vitro, o teor destes compostos nos extratos do
concentrado foi semelhante nos dos hidrolisados, indicando que o processo digestorio foi
mais eficaz que a Alcalase para liberagao de substancias antioxidantes.

Dentre todas as amostras digeridas, os hidrolisados apresentaram a maior
atividade antioxidante medida por FRAP e o CPL, a maior atividade determinada pelo
método de ORAC. Uma vez que a metodologia de determinagao da atividade antioxidante
por ORAC tem maior proximidade com o mecanismo de oxirredugcao que ocorre in Vvivo,
esses resultados sugerem o uso do CPL como o melhor subproduto protéico da linhaga

com potencial antioxidante na formulagao de nutracéuticos e alimentos funcionais.
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ANEXO - DETERMINACAO DO EXTRATO HIDROFOBICO

Durante os processos de extracdo da proteina e obtencdo do hidrolisado, parte
dos compostos fenélicos presentes na linhaca podem ser arrastados junto com a proteina
ou liberados devido a acdo enzimatica da Alcalase durante a obtencdo do hidrolisado
(WANASUNDARA & SHAHIDI, 2003). Como tanto os peptideos formados como os
compostos fendlicos tem potencial atividade antioxidante, julgamos importante avaliar
tanto os compostos hidrofilicos como os hidrofébicos. Para definigdo dos solventes a
serem utilizados para avaliacdo da atividade antioxidante, foi realizado um experimento
preliminar para definicdo dos solventes a serem utilizadoos para avaliagdo da atividade
antioxidante. Para isto foram avaliados extratos aquoso, etandlicos e metandlicos em

diferentes concentracdes.

Para obtencao do extrato aquoso, a FLMD foi suspensa em agua deionizada a 1%
(m/v), agitadas em agitador magnético por 30 min, centrifugadas a 35.735 x g por 30 min,
a 10° C em centrifuga modelo RC5C (Sorvall Instruments Dupont, Wilmington, EUA) e
filtradas em filtro de papel comum. O volume final foi completado para o volume inicial (10
mL) com agua deionizada e foram e armazenados a - 20° C até sua utilizagao.

Foram feitas solucdes etandlicas e metandlicas nas concentragdes de 70, 85 e
100% para obtencao dos diferentes extratos alcodlicos. A FLMD foi dispersa em solugao
alcoodlica, colocadas em erlenmeyer, agitadas em banho termostatizado Dubinoff
(Marconi, Piracicaba, Brasil) a 60° C por 60 min. Os extratos foram centrifugados a 35.735
x g por 30 min a 10 °C em centrifuga modelo RC5C (Sorvall Instruments Dupont,
Wilmington, EUA) e filtrados em papel de filtro comum. O volume final foi completado para
o volume inicial (10 mL) com solu¢do alcodlica e foram armazenados a - 20° C até sua

utilizagéo.

O teor de substancias redutoras foi determinado utilizando-se o reagente de Folin-
Ciocalteau, conforme descrito por Medina et al., (2011). Para a determinacao, 450 pL de
agua foram misturados a 50 puL de amostra ou padréo, seguidos da adicao de 50 uL do
reagente de Folin-Ciocalteau. A mistura foi agitada em vértex e deixada em repouso por 5
min. Em seguida foi adicionado 500 uL de 7,5% Na,COs; e 200 pL de dgua. A mistura foi
novamente agitada em vértex e deixada em repouso por 90 min. A absorbancia foi lida em
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765 nm, em leitor de microplaca Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader. As

determinagdes foram feitas em trés repeticdes em triplicatas.

Para a determinacdo da concentracao de substancias redutoras nas amostras foi
construida uma curva padrao de acido galico, nas concentragdes de 50 a 600 pug/mL. O
teor de substancias redutoras foi expresso em mg de equivalentes de acido galico EAG/g
de amostra.

O teor de proteina foi determinado por Bradford (1976). Uma solucao de 500mL do
reagente de Bradford foi preparado dissolvendo-se 50 mg de Comassie Blue G250 em 50
mL de solucao etanélica 95%, seguido da adicao de 50 mL de acido fosférico 85% e agua
deionizada para completar o volume. O reagente foi filtrado em filtro de papel comum.
Para a analise, 5 mL de reagente de Bradford foi misturado a 0,1 mL de extrato, a mistura
agitada em voértex e apds 5 minutos foi feita leitura de absorbancia a 595 nm em
Espectrofotometro UV-Vis (DU — 70 Beckman, Fullerton, CA, EUA).

Foi construida uma curva de calibracdo com albumina de soro bovino (Sigma
Aldrich, St Louis, EUA) com 20 a 100 pg/mL. As determinagdes foram feitas em triplicata.

Os resultados da extracao de compostos fendlicos e teor de proteina por Bradford
(1976) dos extratos hidrofébicos em diferentes concentragbes e da agua estédo
apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Teor de proteina por Bradford e teor de substéncias redutoras da FLMD em
diferentes extratos

Extratos Média de proteina no extrato EAG/ g de FLMD
(mg/mL)* (mg)*
Metandlico 70% 0,25 +0,13° 0,99 +0,1°
Metandlico 85% 0,25 +0,12° 0,99 +0,2°
Metanélico 100 % 0,22 +0,0° 0,66 + 0,02
Aquoso 22,76 £ 0,3° 3,21+ 0,4 °
Etanélico 70% 0,28 +0,1° 0,69 +0,12
Etandlico 85% 0,24 +0,0%° 0,70 +0,0°
Etanélico 100% 0,25 +0,12° 0,62 +0,12

*Teste estatistico paramétrico Anova, post hoc Tukey, p < 0,05. Extratos com mesma
letra, na mesma coluna, nao diferem entre si.

FLMD: Farinha de linhaga marrom desengordurada

EAG: Equivalentes de Acido Galico.
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Os solventes hidrofobicos escolhidos para teste foram o etanol e o metanol,
considerando os estudos com as lignanas, principais compostos fendlicos da linhacga. Elas
foram extraidas em diferentes solventes como etanol (ZHANG, LI, WANG et al., 2007),
metanol (POPOVA, HALL & KUBATOVA, 2009; HERCHI, SAWALHA, ARRAEZ-ROMAN
et al., 2011) ou combinacdo de solventes, como 1,4-dioxano/etanol (JOHNSSON,
PEERLKAMP, KAMAL-ELDIN et al., 2002). Como solvente hidrofilico foi escolhido a agua.

Tendo em vista que o extrato alcoodlico é utilizado para analise dos compostos
fendlicos (MICHIELS, KEVERS, PINCEMAIL et al., 2012), o melhor solvente é aquele que
apresentar, ao mesmo tempo, 0 maior teor de substéancias redutoras e o menor teor de
proteinas. A menor concentracao de proteinas foi encontrada no metandlico 100%, mas a
maior quantidade de substancias redutoras estd nos extratos metandlico 70 e 85%. Os
extratos etandlicos foram descartados, pois apesar de apresentarem teor de proteina
semelhante aos dos extratos metandlicos, indicando que a extracdo de substancias
redutoras, principalmente compostos fendlicos foi menos eficiente. Dessa forma, o
solvente escolhido para as andlises de capacidade redutora e atividade antioxidante foi o
metandlico 70%. De acordo com Gorinstein et al., (2007) o uso de um solvente mais polar
como o metanol pode melhorar a extragcdo de compostos fendlicos e permitir uma

avaliacao mais fidedigna do potencial antioxidante.

O extrato aquoso apresentou teor de proteinas maior que os extratos alcodlicos,
evidenciando a maior afinidade da proteina por solventes de carater hidrofilico. Isso
possivelmente justifica o elevado teor de substancias redutoras nesse extrato quando
comparado aos demais, uma vez que 0s aminoacidos aromaticos também sao capazes
de reduzir o reagente Folin-Ciocalteau (MEDINA, 2011).
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