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RESUMO
Ingredientes proteicos vegetais tem sido utilizado por suas alegacdes de saude e
sustentabilidade. No entanto, apesar do aumento de consumo, ainda faltam estudos sobre
como esses ingredientes afetam a microbiota intestinal. Compreender essa relagao € crucial,
pois a microbiota desempenha um papel vital na saude geral. Este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito prebiotico do digerido de caseinato de calcio (CC), isolado proteico de soro
(IPS), concentrado proteico de ervilha (CPE) e isolado proteico de soja (IPSO) no
crescimento de microrganismos probidticos apds a digestdo gastrointestinal simulada in vitro.
Dispersdes proteicas com uma concentragdo de 10% foram feitas em agua Milli-Q e
submetidas a digestdo gastrointestinal in vitro conforme protocolo INFOGEST com
modificacdes. Apos a digestdo, as amostras foram centrifugadas (4000xg por 30 minutos a
4°C) e o sobrenadante ultrafiltrado (corte de 3 kDa) e o digerido avaliado como fonte
prebiotica para o crescimento de culturas puras de Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus casei € Lacticaseibacillus rhamnosus. As culturas
foram inoculadas (2 % v/v) em caldo MRS suplementado (controle 1), caldo MRS
suplementado com 2% do branco da digestdo, caldo MRS suplementado mais 2% de fruto-
oligossacarideo (controle 2) ou com 2% de digerido de cada fonte proteica obtidos apos
digestdo. O crescimento dos microrganismos foi avaliado por turbidimetria a 660nm (OD660)
e por contagem padrdo em placas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36 e 48 horas, com os
resultados expressos em log unidade formadora de col6nia por mL (log UFC/mL). Houve
interacdo significativa tanto no tempo de incubag¢do como nos tratamentos utilizados como
fonte prebidtica. Para o meio de cultura contendo os digeridos de proteinas lacteas os valores
encontrados foram significativamente superiores quando comparado ao meio suplementado
com FOS. Para o meio contendo os digeridos de proteinas vegetais (CPE e IPSO), os valores
foram inferiores estatisticamente quando comparadas as proteinas lacteas e ao FOS, entretanto
sao superiores quando comparados aos controles (MRS padrio) para todos os
microrganismos. Em termos gerais, as atividades antioxidantes dos digeridos vegetais (CPE e
IPSO) foram superiores pelos métodos de DPPH, FRAP e ORAC em relacdo aos digeridos
lacteos. Desta forma e possivel concluir que as proteinas lacteas apresentam resultados
superiores no crescimento de probioticos, entretanto estudos futuros sdo necessarios para
investigar os impactos das proteinas vegetais na composicdo e na fun¢cdo da microbiota

intestinal.

Palavras-chave: Probidticos; Digestdo gastrointestinal; hidrolisados proteicos.



ABSTRACT
Plant-based protein ingredients have been used due to their health and sustainability claims. However,
despite increased consumption, there is still a lack of studies on how these ingredients affect the gut
microbiota. Understanding this relationship is crucial, as the microbiota plays a vital role in overall
health. This study aimed to evaluate the prebiotic effect of digested calcium caseinate (CC), whey
protein isolate (WPI), pea protein concentrate (PPC), and soy protein isolate (SPI) on the growth of
probiotic microorganisms following in vitro simulated gastrointestinal digestion. Protein dispersions at
a 10% concentration were prepared in Milli-Q water and subjected to in vitro gastrointestinal digestion
following the INFOGEST protocol with modifications. After digestion, the samples were centrifuged
(4000xg for 30 minutes at 4°C), and the supernatant was ultrafiltered (3 kDa cut-off). The digests were
then evaluated as a prebiotic source for the growth of pure cultures of Bifidobacterium animalis subsp.
lactis, Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus casei, and Lacticaseibacillus rhamnosus. The
cultures were inoculated (2% v/v) in MRS broth supplemented with either no additives (control 1), 2%
digestion blank, 2% fructooligosaccharide (control 2), or 2% of each protein digest obtained post-
digestion. Microbial growth was evaluated by turbidimetry at 660 nm (OD660) and by standard plate
counting at 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, and 48 hours, with results expressed as log colony-forming units
per mL (log CFU/mL). There was a significant interaction between incubation time and the type of
treatment used as the prebiotic source. For media containing dairy protein digests, the values were
significantly higher compared to the medium supplemented with FOS. For media containing plant
protein digests (PPC and SPI), the values were statistically lower than those for dairy proteins and
FOS, yet higher than the controls (standard MRS) for all microorganisms tested. Overall, the
antioxidant activities of the plant digests (PPC and SPI) were higher, as measured by DPPH, FRAP,
and ORAC assays, compared to the dairy digests. Thus, it can be concluded that dairy proteins yield
superior results for probiotic growth; however, further studies are necessary to investigate the impact

of plant proteins on the composition and function of the gut microbiota.

Keywords: Probiotics; Gastrointestinal digestion; Protein hydrolysates.
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1. INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, o mundo tem sido palco de mudangas em relacdo ao
crescimento populacional e as escolhas alimentares. O aumento da populacdo e as crescentes
preocupacdes com a sustentabilidade t€ém impulsionado uma notével preferéncia pela proteina
vegetal em detrimento da proteina animal (WRI, 2019; ONU, 2019; Onwezen et al., 2021).
Essa transicao alimentar, fundamentada em questdes ambientais e nutricionais, tem provocado
uma reavaliacao das fontes proteicas consumidas pela sociedade, onde a proteina vegetal tem
se destacado como uma opgao, tanto para atender as necessidades nutricionais da populacao
crescente quanto para reduzir o impacto ambiental da produ¢do de alimentos (Neacsu, Mcbey,
& Johnstone, 2017; Willet et al., 2019; Pyett et al., 2019; Onwezen, et al., 2021).

No entanto, ¢ importante reconhecer que existem diferencas notaveis entre as proteinas
vegetais e animais em termos de composi¢do aminoacidica e estrutura, o que pode impactar
sua digestibilidade, biodisponibilidade de nutrientes e efeitos sobre a microbiota humana. As
proteinas lacteas sao consideradas uma fonte rica e completa de todos os nove aminoacidos
essenciais, presentes em propor¢des adequadas, os quais nao podem ser sintetizados pelo
organismo humano e, portanto, devem ser obtidos por meio da dieta. As proteinas do soro
apresentam a maioria dos aminodcidos essenciais em quantidades acima da recomendagao,
com excec¢do dos aminodcidos aromaticos (fenilalanina, tirosina), que ndo estdo em excesso,
mas atendem as recomendagdes para todas as faixas etarias (Sgarbieri, 2017; Deeth et al,,
2019). As proteinas vegetais, por outro lado, podem ser deficientes em determinados
aminoacidos essenciais, como lisina, metionina e triptofano, sendo que a obtengdo de um
perfil mais completo de aminoécidos pode exigir a combinagao de diferentes fontes proteicas,
por exemplo, feijao e arroz, ou lentilhas e quinoa (Omosebi et al., 2018; Bessada et al., 2019).

No que diz respeito a estrutura, as caseinas, que representam 80% das proteinas totais
do leite, estdo arranjadas em nanocluster de fosfato de calcio na forma de micela, enquanto as
proteinas vegetais apresentam estrutura globular, com cadeias polipeptidicas que se dobram
para formar estrutura compacta (Farrell et al., 2004; Day, 2013; Walstra et al., 2006). Nao s6
pela diferenga de estrutura, como também pela presenca de fatores antinutricionais, como por
exemplos inibidores de protease, as proteinas vegetais também tendem a ser mais dificeis de
digerir do que proteinas de origem animal (Nasrabadi et al., 2021).

O projeto Microbioma Humano (Human Microbiome Project — HMP), criado em 2008

pelo National Institutes of Health (NIH), representou um grande avango na caracterizagao da
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microbiota intestinal humana e é crescente o nimero de evidéncias cientificas que relacionam
a dieta a microbiota humana. Para além da sua densidade nutricional, proteinas de forma
geral, e proteinas lacteas em particular, tém sido consideradas importantes fontes de peptideos
bioativos (Korhonen, 2009). Desta forma, a composicao da microbiota pode ser impactada
pelo tipo de proteina consumida, e diferentes fontes de proteinas podem modular de forma
distinta a diversidade e atividade dos microrganismos presentes no intestino (Gorissen et al.,
2018). Estudo realizado por Ding e Li (2021) reportou que os hidrolisados da proteina do soro
do leite foram distribuidos no citoplasma de bactérias lacteas, sugerindo que esses
hidrolisados podem ser absorvidos por bactérias através de sua membrana celular. Bottari et
al., (2017) observaram que diferentes cepas de lactobacilos e bifidobactérias utilizaram
peptideos com 2 a 5 residuos de aminoacidos derivados de digestdo in vitro do queijo
Parmeggiano Reggiano como fonte de nitrogénio para seu desenvolvimento. Isto sugeri a
importancia dos hidrolisados de proteinas e dos peptideos resultantes da digestdo como
potencial fonte de nutrientes para as bactérias probioticas.

A literatura reporta que varias proteinas de origem animal como proteinas do peixe
llisha elongata (Liu et al., 2022), hidrolisado de ovo (Zhang et al,, 2020) e hidrolisado de
proteina de residuo de processamento de aves, podem promover o crescimento de bactérias
laticas e bifidobactérias (Lazzi et al., 2013; Li et al., 2021). Quando voltamos nossa atengao
para o uso de hidrolisados proteicos vegetais por microrganismos probidticos, poucos sao 0s
trabalhos encontrados na literatura. Contudo, Zhdo et al., (2022) e Zhang et al., (2022)
demonstraram que os hidrolisados de proteina de feijdo e proteina de soja digeridas sdo
promissores para compreensdo de como esses microrganismos se desenvolvem utilizando
ingredientes proteicos alternativos como substrato.

A disponibilidade de informacdes e dados sobre a digestibilidade de fontes proteicas
vegetais e sua influéncia sobre a microbiota intestinal humana ¢ limitada na literatura atual e
ainda ndo esta completamente compreendida. No entanto, ¢ amplamente reconhecida
cientificamente a forte associag¢do entre alimentagao, satide e doenga em funcao da microbiota
intestinal humana, uma vez que a dieta desempenha papel fundamental na composi¢do e
funcdo da microbiota intestinal, e essa relacdo influéncia significativamente o estado de
saude, metabolismo e sistema imunoldgico do hospedeiro (Van Vliet, Burd, 2015; Gorissen et
al., 2018; S4, Moreno, & Carciofi, 2020). Essa area de estudo ainda se encontra em ascensao,
e poucos sdao os trabalhos encontrados sobre o tema, sendo relevante entender como
ingredientes proteicos vegetais podem impactar os microrganismos probioticos. Neste

contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial dos digeridos obtidos apo6s digestao
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gastrointestinal simulada de ingredientes proteicos em favorecer o crescimento de

microrganismos probioticos especificos, bem como sua atividade antioxidante.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Proteinas do leite e proteinas vegetais

Do ponto de vista de estrutura, que se refere a sua conformacao natural, as proteinas
apresentam estrutura primaria, secunddaria, terciaria e quaterndria. Apesar de sua
complexidade estrutural, elas podem ser divididas em dois grandes grupos: i) proteinas
estruturais, que estdo entre os principais constituintes dos tecidos como por exemplo o
colageno e queratina e ii) proteinas com atividade biologica sendo um exemplo deste grupo as
enzimas, proteinas de transporte ¢ de reserva, hormonios, estruturas contrateis e proteinas com
atividade imunologica (Bessada et al., 2019).

As proteinas desempenham um papel fundamental como macronutrientes e seu
consumo garante ao corpo humano os elementos necessarios para as vias de biossintese,
especialmente para a sintese de proteinas. As proteinas dietéticas fornecem aminoacidos
essenciais e aminoacidos sinalizadores, como a leucina, que desempenham um papel crucial
na regulagdo do metabolismo e no estimulo ao anabolismo (Hoehnel et al., 2022). Além disso,
elas estdo encarregadas de diversos atributos fisico-quimicos e sensoriais nos alimentos,
podendo ter fungdes como ingredientes e contribuir para a manutengdo da saide (Shahidi -
Zhong, 2008).

O leite contém aproximadamente 3,5% de proteinas, as quais podem ser divididas em
dois principais grupos: as caseinas, que sdo a fragdo que precipita apos a acidificagdo do leite
a pH 4,6, e as proteinas do soro, que permanecem soliveis nessas mesmas condigdes. As
caseinas representam cerca de 80% das proteinas do leite, enquanto as proteinas do soro
correspondem a aproximadamente 20% do total de proteinas presentes no leite (Farrell et al.,
2004; Walstra et al., 2006). A funcao natural das proteinas do leite ¢ disponibilizar aos jovens
mamiferos os aminoacidos requeridos e necessdrios para o desenvolvimento e expansao
muscular e de outros tecidos, bem como proteinas biologicamente ativas, como, por exemplo,
imunoglobulinas, proteinas ligantes de vitaminas e de metais e hormonios proteicos (Walstra
et al.,, 2006). As caseinas apresentam uma estrutura de micela de fosfato de calcio coloidal
sendo formada pela associacdo de subunidades de caseina, que incluem as fragdes asi-
caseina, asy- caseina, f-caseina e x-caseina que sdo constituidas por 199, 207, 209 e 169

residuos de aminodcidos respectivamente (Walstra et al., 2006; Goft, 2009; Dalgleish, 2011).
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Em fung¢do de sua composi¢ao de aminodcidos a micela de caseina ¢ negativamente carregada
e com atividade anfipatica, por ter por¢des hidrofilicas e hidrofébicas. A estrutura das suas
moléculas expde os residuos hidrofobicos, o que resulta em uma forte associacao entre as
caseinas, tornando-as insoluveis em agua. A estabilidade da micela de caseina no leite ¢
proporcionada pela repulsdo eletrostatica, repulsdo estérica (causada pela presenga da x-
caseina na superficie da micela formando os “cabelos da caseina”) e forma¢ao de uma camada
de hidratagao (Dalgleish et al., 2012; Day et al., 2017; Goulding, 2020). As proteinas do soro
sao globulares e principalmente constituidas por regides hidrofobicas. Quando essas regides
se dobram, elas adquirem uma conformacdo que promove sua solubilidade. As proteinas do
soro do leite bovino sdo constituidas principalmente por a-lactalbumina e S-lactoglobulina,
sendo esta ultima a mais amplamente disponivel, representando cerca de 80% das proteinas
do soro. Além disso, estdo presentes imunoglobulinas, lisozima e lactoferrina, bem como
algumas outras proteinas com fungdes particulares, presentes em menor quantidade
(Goulding; Fox; Mahony, 2020).

Caseinas e proteinas do soro apresentam um valor nutritivo significativo. As caseinas
sdo proteinas de alta qualidade nutricional, pois contém todos os aminoacidos essenciais
necessarios para o crescimento e desenvolvimento dos tecidos do corpo. Elas sao
particularmente ricas em aminoacidos como leucina, isoleucina, valina, lisina e fenilalanina
(Smyth et al., 2004; Silva et al., 2019). As proteinas do soro apresentam a maioria dos
aminodacidos essenciais, com exce¢cdo dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina),
que ndo estdo presentes em excesso, mas estdo disponiveis em quantidades suficientes para
atender as recomendagdes nutricionais de todas as faixas etarias. Dentre outras agdes e
beneficios citados na literatura para peptideos liberados da estrutura das proteinas lacteas
podemos mencionar a disponibilizagdo de energia para o organismo, reparacdo celular,
atividade antimicrobiana, imunomoduladora e anti-hipertensiva (Sgarbieri, 2017; Goulding;
Fox; Mahony, 2020).

As proteinas de origem vegetal, como as de leguminosas (feijdo, ervilha, lentilha,
soja), oleaginosas (améndoas, castanhas, sementes de girassol) e cereais (trigo, arroz, milho)
apresentam em sua maioria estrutura globular, que se assemelha mais a uma esfera ou a um
elipsoide (Day, 2013). As proteinas vegetais sdo classificadas em quatro grupos com base em
sua solubilidade em diferentes meios de dissolucdo, conhecidos como as fragcdes de Osborne.
Ap0s extracdes sequenciais utilizando agua, solugdo salina diluida, etanol 70% e solugdo
alcalina, foram obtidas quatro fracdes proteicas distintas: albumina, que é soluvel em agua;

globulina, que ¢ soluvel em solugdes salinas; prolaminas, soluveis em etanol; e glutelinas,
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soliveis em solugdes alcalinas. Nas leguminosas, as fragdes proteicas presentes que
representam a maior quantidade sdo principalmente albuminas e globulinas (Daniels et al.,
1997; Neves et al., 2006).

As proteinas estao distribuidas em diferentes localidades na estrutura do vegetal, como
por exemplo nas sementes, folhas, frutos, raizes, rizomas, tubérculos, entre outras partes
(Bildanova et al., 2013). A disponibilidade e o perfil de aminoacidos variam dependendo da
fonte proteica vegetal. Muitos estudos relatam que as proteinas vegetais tém uma qualidade
proteica inferior as proteinas animais, tal fato esta associado a auséncia de aminoacidos
indispensaveis no perfil proteico desses vegetais (Chardigny & Walrand, 2016; Herreman et
al., 2020; Mariotti, 2017; Weindl et al., 2020).

Enquanto as proteinas provenientes de animais fornecem os aminoacidos essenciais
(histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano, valina)
sendo frequentemente consideradas "completas", as proteinas vegetais, como as encontradas
em leguminosas, sementes e outros vegetais, podem ter deficiéncia ou quantidades baixas de
aminoacidos sulfurados essenciais especificos, especialmente triptofano e treonina. No
entanto, quando consumidas juntamente com alimentos que possuem niveis elevados de
aminoacidos sulfurados (como cereais) e triptofano, as leguminosas fornecem uma
combinagdo equilibrada de aminodcidos essenciais. Além de conterem aminoacidos
essenciais, a qualidade nutricional das proteinas também depende de sua digestibilidade e da
capacidade de atender as necessidades especificas do organismo em relagdo aos aminoécidos.
Por esse motivo, as proteinas vegetais, embora sejam importantes para a nutricdo, siao
geralmente consideradas de qualidade inferior as proteinas animais, pois podem apresentar
deficiéncia em um ou mais aminoacidos essenciais € menor digestibilidade. Contudo, ao
combinar diferentes fontes vegetais e aplicar técnicas que aumentam a digestibilidade, como
cozimento ou fermentacdo, ¢ possivel suprir as necessidades nutricionais de forma eficaz
(Boye, Zare & Pletch, 2010; Gilbert et al., 2011; Omosebi et al., 2018; Bessada et al., 2019).

Além disso, as proteinas vegetais podem conter em sua composi¢cdo aos chamados
fatores antinutricionais, que sdo compostos produzidos pelas plantas como uma forma de
protecdo biologica. Esses fatores antinutricionais sdo caracterizados por reduzir a
digestibilidade das proteinas e por apresentar atributos sensoriais indesejaveis. No entanto,
estudos tém sido realizados para modificar as proteinas vegetais e t€ém obtido sucesso na
formag¢ao de ingredientes multifuncionais. Essas modificagdes, que podem ser por métodos
quimicos, fisicos ou bioldgicos, t€m como objetivo modular e/ou alterar as propriedades

fisico-quimicas das proteinas vegetais, eliminando assim as limitacdes causadas pelos fatores



19

antinutricionais. Esses ensaios tém se mostrado promissores ao permitir a criagdo de
ingredientes vegetais com propriedades tecnologicas aprimoradas e sem os efeitos negativos
dos fatores antinutricionais. Isso ¢ importante para a industria alimenticia, pois possibilita o
desenvolvimento de alimentos mais nutritivos, saborosos ¢ com melhor aceitacdo pelos
consumidores (Nasrabadi et al., 2021; Mudgil et al., 2020).

Dentre os ingredientes proteicos vegetais, podemos citar as proteinas presentes nas
leguminosas, soja (Glycine max (L.) Merrill) e ervilha (Pisum sativum L.), que sao fontes
ricas em proteicas, além de carboidratos, fibras alimentares, vitaminas do complexo B e
minerais. No que diz respeito ao perfil de aminoacidos, as leguminosas possuem abundancia
de lisina, um aminoacido que ¢ limitado nos cereais, porém apresentam mais baixas de
metionina, cisteina e triptofano (Bessada et al., 2019; S4 et al., 2020).

A soja ¢ considerada uma planta de cultura anual pertencente a familia das
leguminosas, cuja origem ¢ associada ao continente asiatico, especialmente a regido do rio
Yangtzé, na China. A variedade cultivada atualmente ¢ o resultado de um longo processo de
aprimoramento genético realizado ao longo do tempo, partindo de gendtipos ancestrais
distintos dos que sdo utilizados nos dias de hoje (Barbosa et al.,, 2019). O Brasil ¢ um dos
maiores produtores de soja do mundo, com destaque para estados da regido Centro-Oeste, Sul
e mais recentemente a regido Norte. O Mato Grosso lidera a producao nacional, representando
cerca de 26% da safra total, seguido pelo Parand e Rio Grande do Sul, que contribuem com
aproximadamente 15% e 14%, respectivamente (Dos Reis et al., 2024). Outros estados como
Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Bahia também se destacam, consolidando o pais
como um dos principais exportadores globais. Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), a produgdo brasileira na safra 2023/2024 foi estimada em 154
milhdes de toneladas, refor¢ando a importancia estratégica da soja para a economia nacional
(CONAB, 2024).

O isolado de proteina de soja (IPS) € uma das principais proteinas vegetais, com um
teor proteico superior a 90% e contendo todos os aminoacidos essenciais, sendo considerada
uma fonte de proteina de alta qualidade. Além disso, ¢ rico em isoflavonas, compostos
fitoestrogénios que conferem diversos beneficios a saude humana, incluindo a prevencao de
cancer, promocao da saude cardiovascular, controle da osteoporose e redugdo dos sintomas da
menopausa (Barbosa et al., 2006; Li et al., 2025).

A ervilha ¢ uma planta anual encontrada em regides de clima temperado sendo
produzidas localmente na Noruega, Canad4, Russia e Estados Unidos podendo servir como

uma alternativa sustentdvel a soja, garantindo a reducdo das pegadas ambientais negativas
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associadas a produgdo de alimentos. Isso se deve a sua menor demanda hidrica, maior
versatilidade em solos e climas e menor uso de agroquimicos em sua producdo (Ferawati et
al., 2021). A produgdo no Brasil estd concentrada estados de Minas Gerais, Rio Grande do
Sul, Goias e Distrito Federal, sendo a area destinada a produgcdo muito pequena com pouca
representatividade no mercado e insuficiente para suprir a demanda nacional. Em 2019, o pais
importou 30,5 mil toneladas de ervilha, originarias principalmente da Argentina, Canada,
Estados Unidos ¢ Nova Zelandia (CONAB, 2020; Lambrecht et al., 2023). As ervilhas
possuem uma quantidade significativa de proteina, que varia de 18% a 35% em base seca.
Além disso, elas contém entre 35% e 55% de amido e 4% a 7% de fibra (Oliveira et al.,
2011). A quantidade de lisina presente na ervilha faz com que seja um bom complemento na
alimentagdo no ponto de vista nutricional uma vez que lisina esta relacionada a um melhor
desempenho na sintese de proteinas, no crescimento, na reposi¢do de tecidos (Filgueira,
2000). Vale ressaltar que as proteinas da ervilha possuem os aminodcidos essenciais
isoleucina, leucina, fenilalanina, treonina, triptofano, valina e arginina em uma propor¢ao
adequada, sendo a falta de metionina o aminodcido limitante (Boye et al., 2010; Tulbek et al.,
2017).

O desenvolvimento de novos produtos analogos a carne acelerou significativamente
nos ultimos anos, destacando-se as alternativas mais promissoras baseadas em proteinas de
fontes vegetais, como soja e ervilha. Paralelamente, o mercado de substitutos de laticinios
também apresentou uma expansdo notavel. Esses substitutos, modificados a partir de
proteinas vegetais, sdo elevados com a alegacdo de qualidade equivalente a custos mais
baixos, enquanto atendem as prioridades globais, como a redu¢do das emissdes de gases de
efeito estufa e as limitagdes do desmatamento (Nychas et al., 2021; Kumar et al., 2022).

Os principais produtos derivados da proteina de soja incluem a farinha de soja, o
concentrado de proteina de soja, o isolado de proteina de soja, além das proteinas de soja
texturizadas e hidrolisadas. A proteina de soja texturizada desempenha um papel crucial ao
substituir parcial ou totalmente as proteinas de origem animal em diversos produtos
alimenticios, sendo amplamente utilizada como fonte proteica em alternativas vegetarianas a
carne. A farinha, o concentrado e o isolado de proteina de soja e seus produtos texturizados
sd0, em sua maioria, utilizados como ingredientes em alimentos processados, devido as suas
propriedades funcionais, como a capacidade de retencdo de 4gua e gordura, emulsificagao,
formac¢ao de espuma e gelificagdo. Além disso, a proteina de soja ¢ uma importante fonte de

proteina em formulas infantis. A bebida a base de soja, por sua vez, ¢ utilizado como
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substituto do leite de vaca, especialmente por veganos e individuos com alergia a proteina do
leite (Chyang et al., 2021; Cornet et al., 2021).

A ervilha tem se destacado como uma importante fonte de proteina comercial,
amplamente explorada devido a sua capacidade de crescimento em diversas regioes ao redor
do mundo e a facilidade de remocdao da casca. Comercialmente, a proteina de ervilha ¢
oferecida em trés formas principais: farinha, concentrada e isolada. As proteinas de ervilha
encontram uma ampla gama de aplicagcdes em produtos alimenticios, incluindo produtos de
panificacdo, barras de lanche nutritivas, massas, bebidas, foérmulas infantis, além de
substitutos de carne e frutos do mar (D’alessio et al., 2024). O uso crescente da proteina de
ervilha deve-se, em parte, as suas excelentes propriedades funcionais, como a capacidade de
ligacdo em agua, emulsificacdo, gelificagdo, além de sua textura e valores nutricionais
(Sandberg, 2011; Lam et al.,, 2018). Em produtos carneos, sua aplicacdo tem sido
principalmente em hamburgueres e salsichas. O concentrado de proteina de ervilha também ¢é
utilizado na producdo de substitutos do leite em p6 para a industria de panificacdo e
sobremesas e em patés (Sandberg, 2011). Apesar das vantagens apontadas por diversos
autores em relagdo a exploragdo de vegetais e leguminosas como fontes proteicas, ainda se
exige um grande esfor¢o, na selecdo das fontes mais adequadas, ou na implementagdo de
tecnologias de producdo e processamento otimizadas para melhorar as suas propriedades
reologicas e sensoriais. No entanto, em termos de aceitabilidade pelos consumidores, podera
ser necessario reduzir ou até mesmo eliminar sabores indesejaveis, como por exemplo, o
conhecido sabor de “feijao” que ¢ geralmente associado as leguminosas (Bessada et al.,

2019).

2.2. Digestibilidade Gastrointestinal

A digestdo gastrointestinal e seu impacto na microbiota intestinal, na saide e nas
doencas ¢ atualmente um tema de interesse dos cientistas e processadores de alimentos, bem
como dos consumidores em geral, que estdo cada vez mais atentos e preocupados com sua
alimentagdo. E um processo que envolve tanto aspectos fisicos quanto quimicos, nos quais 0s
alimentos sdao degradados e decompostos por meio de agcdes mecanicas e de diversas enzimas,
liberando nutrientes que sdo absorvidos e utilizados pelo nosso organismo. Os processos de
desintegracdo dos alimentos ocorrem majoritariamente na boca € no estbmago, enquanto os
processos enzimaticos e absor¢do ocorrem majoritariamente na fase intestinal da digestao
(Guerra et al., 2012). Compostos ndo absorvidos no intestino delgado sdo transportados para o

intestino grosso, onde componentes nao digeridos sdo fermentados pela microbiota colonica
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(Boland, 2016; Chernoff, 2015). No caso das proteinas, elas sdo hidrolisadas a uma ampla
variedade de peptideos e aminoacidos, sendo essencial compreender como as proteinas
presentes nos alimentos sao digeridas, pois isso afeta seu valor nutricional e, adicionalmente,
os produtos resultantes da degradacao das proteinas podem ter relevancia fisiologica (Santos-
Hernéndez et al., 2020). Desta forma, protocolos harmonizados de digestao in vitro como o
INFOGEST, que ¢ uma rede de cooperagdo internacional com objetivo de consolidar
condig¢des de digestdo in vitro de alimentos através de um modelo consensual, sdo uteis para
prever a digestibilidade e avaliar as mudancas estruturais das proteinas em condig¢des
simuladas que se assemelham as condigdes fisioldgicas (Bohn et al., 2018). O primeiro
protocolo INFOGEST foi publicado em 2014 (Minekus et al., 2014) e cinco anos depois, foi
publicada uma atualizacdo desse protocolo, o INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al., 2019). Mais
recentemente, 0 mesmo grupo publicou uma adaptacdo do protocolo para avaliacdo de
digestao de idosos (Menard et al., 2023).

O primeiro protocolo INFOGEST (Minekus et al., 2014) buscava padronizar as
condi¢des de digestdo para simular o processo digestivo humano saudavel. Ele fornece
diretrizes detalhadas para as etapas oral, gastrica e intestinal, incluindo volumes de enzimas,
tempos de incubacdao e pH. Contudo, com o avanco da pesquisa, houve a necessidade de
aprimorar a representacao de aspectos especificos da digestdo. Entdo, o segundo protocolo, o
INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al., 2019) introduziu varias modificagdes importantes. Dentre as
modificacdes temos uma melhor especificacdo de enzimas: ajustes na concentracdo e
atividade das enzimas pancreaticas e pepsina para maior realismo fisiologico. Maior
flexibilidade no pH: recomendou um controle mais refinado do pH em cada fase,
especialmente na fase intestinal. Inclusdo de inibidores de proteases. Revisdo dos parametros
fisico-quimicos: ajustes nos pardmetros de bile, para refletir melhor a sua concentragdo em
condi¢des fisiologicas. Essas modificagdes foram fundamentais para melhorar a
reprodutibilidade dos resultados e permitir aplicagdes mais diversas, como estudos com
diferentes matrizes alimentares.

O protocolo INFOGEST 2.0 é composto por trés fases sequenciais que simulam o
processo de digestdo: fase oral, fase gastrica e fase intestinal. Cada uma dessas fases utiliza
fluidos especificos, cuidadosamente formulados para reproduzir a composi¢do quimica e
enzimatica de cada etapa do sistema digestivo.

Na fase oral utiliza-se o fluido salivar simulado (SSF), composto por KCIl (15,1
mmol/L), KH:PO. (3,7 mmol/L), NaHCO; (13,6 mmol/L), MgCl. (0, 15 mmol/L),
(NH4)2CO3 (0,06 mmol/L) e CaCl; (0,3 mmol/L). Esse fluido ¢ ajustado para um pH neutro
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(cerca de 7,0) e o tempo de incubagao ¢ curto, geralmente de 2 minutos, representando a acao
da saliva na digestao inicial.

Na fase gastrica utiliza-se o fluido gastrico simulado (SGF), composto por KCI (6,9
mmol/L), KH2PO4 (0,9 mmol/L), NaHCOs (25 mmol/L), NaCl (47 ,2 mmol/L), MgCl: (0,1
mmol/L), (NH4).COs (0,5 mmol/L) e CaCl. (0,3 mmol/L). O fluido gastrico simula as
condi¢des do estdmago durante a digestdo, incluindo a presenga de acido cloridrico (HCl), o
que mant¢ém o pH 4&cido (cerca de 3,0). O tempo de incubagdo dessa fase ¢ de
aproximadamente 2 horas.

Na fase intestinal utiliza-se o fluido intestinal simulado (SIF), composto por KCI (6,8
mmol/L), KH2POs (0,8 mmol/L), NaHCOs (85 mmol/L), NaCl (38,4 mmol/L), MgCI2 (0,33
mmol/L) e CaCl2 (0,3 mmol/L). O fluido ¢ ajustado para um pH neutro (cerca de 7,0),
refletindo as condic¢des do intestino. O tempo de incubacdo dessa fase ¢ de aproximadamente
2 horas.

A adaptacao do protocolo para a avaliagdo de digestdo de idosos tornam o protocolo
mais representativo nas condigdes fisioldgicas dessa populacdo, permitindo a avaliacdo mais
precisa dos processos digestivos e da biodisponibilidade de nutrientes em individuos idosos,
representando um passo a frente ao abordar as particularidades da digestdo em idosos
(Menard et al., 2023).

Uma das principais diferengas estd na composi¢do dos fluidos digestivos. Na fase
oral, o protocolo para idosos considera a reducdo do fluxo salivar, refletindo a menor
producdo de enzimas, como a amilase salivar. Ja na fase gastrica, o fluido gastrico simulado
(SGF) para idosos apresenta menor concentragao de acido cloridrico (HCl), resultando em um
pH menos 4cido (em torno de 3.7), comparado ao pH de 3,0 utilizado no protocolo de adultos.

O fluido intestinal simulado (SIF) no protocolo para idosos € ajustado para considerar
a menor coordenacdo de bicarbonato, enzimas pancredticas e sais biliares, caracteristicas
comuns em individuos mais velhos. Além disso, o tempo de incubag¢do ¢ um fator que se
altera no protocolo para idosos, especialmente na fase gastrica que leva em torno de 3,
enquanto o protocolo para adultos utiliza tempo padrao de 2 horas. Outra diferenga relevante é
a concentracdo das enzimas digestivas. A concentragdo de enzimas utilizadas no protocolo
para adultos sofre uma reducdo no protocolo para idosos, para simular a menor atividade
enzimatica frequentemente observada com o envelhecimento.

A disponibilidade de dados sobre a digestibilidade de proteinas individuais ainda ¢
limitada, e a avaliagdo tedrica da sua disponibilidade enfrenta diversos desafios

metodologicos. A Food and Agriculture Organization propds que essa lacuna de dados
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poderia representar uma oportunidade significativa para aprimorar a avaliacdo da qualidade
das proteinas (FAO, 2013). No entanto, até que esses dados estejam disponiveis, o coeficiente
de digestibilidade aparente (CDA), comumente conhecido e chamado de digestibilidade fecal
da proteina ¢ amplamente utilizada como um indicador indireto da biodisponibilidade dos
aminodcidos individuais (Mariotti, 2017). Atualmente, ainda existe uma escassez de dados na
literatura que possam aprimorar e aprofundar nossa compreensao das diferencas entre as
proteinas de origem vegetal e animal no processo digestivo (Rutherfurd et al., 2015).

Segundo Moughan e Stevens (2012) para que as proteinas sejam eficientemente
utilizadas como fontes de aminoacidos pelo organismo, ¢ necessario que elas sejam digeridas
no intestino, sendo liberadas como aminodacidos livres. Uma fonte de proteina que possui essa
capacidade ¢ classificada como uma fonte de proteina de facil digestdo. No entanto, ha
evidéncias na literatura que indicam que hé diferencas na digestibilidade entre as diferentes
fontes de proteina e suas origens (Mathai et al., 2017; Bailey-Stein, 2020). Em geral, a
maioria das fontes de proteina animal, incluindo o leite, é caracterizada por alta
digestibilidade (Bailey-Stein, 2020; Hodgkinson et al., 2018; Mathai et al., 2017), enquanto
algumas fontes de proteina vegetal tém digestibilidade muito menor (Chalupa-Krebzdak et al.,
2018; Wolfe, et al., 2018; Huppertz et al., 2021).

As proteinas do leite bovino tém uma das maiores digestibilidades dentre a proteinas
alimentares, atingindo aproximadamente 95%. Os valores de digestibilidade das caseinas e
proteinas do soro variam de 94% a 97%, respectivamente. Ao longo da digestdo, a caseina
passa por mudancas em sua conformacdo devido a agdo das enzimas digestivas a qual sdo
expostas. Entretanto, sua hidrolise resulta em uma liberacao lenta de aminoacidos no plasma
apo6s a alimentacgdo, levando cerca de sete horas para ser completamente absorvida. Por esse
motivo, ela ¢ frequentemente chamada de proteina de absorcao lenta (Almeida et al.; 2013;
Dupont et al., 2020). Por outro lado, as proteinas do soro sdo digeridas mais rapidamente do
que as caseinas, resultando em uma liberacdo mais rapida de aminoacidos na corrente
sanguinea (“fast protein”). Devido a sua répida digestdo e perfil de aminoacidos, as proteinas
do soro do leite sdo frequentemente consumidas apos o exercicio para fornecer aminoacidos
rapidamente para a recuperagdo muscular (Tipton et al., 2007; Costa et al., 2021).

Segundo Berrazaga et al. (2019), proteinas de origem vegetais geralmente apresentam
menor qualidade proteica ou um padrdo proteico inferior quando comparado as proteinas
animais. Isso pode ser atribuido, em parte, & menor digestibilidade das proteinas vegetais, que
muitas vezes ¢ inferior a das proteinas animais. Compostos antinutricionais, como fitados e

inibidores de tripsina, que ocorrem naturalmente em muitas plantas, reduzem
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substancialmente a digestibilidade da proteina quando presente no alimento ingerido. No
entanto, tanto o conteudo dos compostos antinutricionais quanto a digestibilidade da proteina
dependem da matriz alimentar, da estrutura do alimento e das técnicas de processamento
aplicadas (Mariotti et al., 2017; Hoehnel et al.,2022).

Em um estudo que comparou a digestibilidade das proteinas de soja e das proteinas do
leite, a digestibilidade média foi de 94% para a soja, com aminodcidos individuais na faixa de
89% - 97%, enquanto para o leite o valor médio foi de 96%, e os valores variaram de 92% a
99% em relacdo a digestibilidade de aminoacidos individuais (Gaudichon et al., 2002).
Recentemente, foi observado que isolados de ervilha e lentilha submetidos a digestao
apresentaram niveis de nitrogénio solivel comparaveis as das proteinas do leite, de acordo
com o protocolo INFOGEST (Santos-Hernandez et al., 2020). A lentilha e o grao-de-bico sdo
amplamente incluidos nas dietas mediterraneas e apresentam uma combinagdo balanceada de
aminodcidos essenciais, além de demonstrarem uma digestibilidade adequada da proteina em
estudos in vitro (Sanchez-Vioque et al., 1999).

Foram identificados diversos elementos que podem influenciar a digestibilidade das
proteinas, tais como a presenca de compostos biologicamente ativos, o processamento térmico
e a propria estrutura quimica da proteina. Esses fatores influenciam a facilidade de hidrélise
da proteina, podendo resultar em maior ou menor disponibilidade de aminoécidos para
absor¢do pelo organismo (Hernandez et al., 1984; Liu, 1995).

Durante o processo de digestdo gastrointestinal as proteinas sofrem um processo de
hidrolise, onde fracdes especificas de proteinas, com sequéncia de aminoacidos sao liberados
e acabam promovendo um efeito benéfico em diversas fungdes bioldgicas, podendo
desempenhar papéis como antioxidantes, antidiabéticos, anti-hipertensivos e antimicrobianos,
sendo chamados de peptideos bioativos (Castro & Sato, 2015; Nongonierma & Fitzgerald,
2017). Diversos estudos demonstram que os hidrolisados de proteinas de diferentes origens, e
principalmente do leite, podem atuar como fatores de crescimento para microrganismos
benéficos no intestino conhecidos como probidticos (Poch & Bezkorovainy, 1991; Ibrahim &
Bezkorovainy, 1994; Liepke et al., 2002; Oda et al., 2013; Meli et al., 2013, 2014; Bottari et
al., 2017).

2.3. Probidticos e seus efeitos benéficos na satide gastrointestinal

Em condi¢des normais, o intestino ¢ colonizado por diferentes espécies de bactérias,

principalmente anaerdbicas, destacando-se os géneros bacteroides, Bifidobacterium,
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Eubacterium, Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus, Ruminococcus e Fusobacterium
(Lee et al., 1999; Paixdo & Castro, 2016). A microbiota intestinal desempenha um papel
crucial no desenvolvimento de diversas reagdes bioquimicas essenciais que ocorrem em seu
ambiente natural. Além disso, uma microbiota equilibrada atua como uma barreira protetora,
dificultando a colonizacdo do intestino por microrganismos potencialmente patogénicos. No
entanto, quando ocorre um desequilibrio na microbiota (disbiose), a propor¢do de
microrganismos ambientais patogénicos aumenta, favorecendo o surgimento de infec¢des
bacterianas (Ziemer & Gibson, 1998).

O intestino humano ¢ um ecossistema complexo, onde ocorre uma extensa interagao
entre nutrientes, microbiota e células hospedeiras (Butel, 2014; Azad et al., 2018).Durante
muito tempo, as relagdes entre esses microrganismos € as células hospedeiras foram
consideradas predominantemente patogénicas, devido a invasdo de toxinas na mucosa
intestinal, sua translocacdo, disseminagdo e consequente causa de transmissdo sistémica.
Atualmente, varios estudos relataram interacdes benéficas entre a microbiota comensal € o
corpo humano e indicaram que a microbiota atua como um parceiro real. Dentre os beneficios
listados na literatura, bactérias probidticas estdo associadas a diminui¢ao da sensibilidade ou
intolerancia a lactose, inibicdo de microrganismos prejudiciais, prevengdo de episddios de
diarreia, diminui¢cdo dos indices de colesterol, fortalecimento da resposta imune e protecdo
contra o desenvolvimento de cancer no colon (Saarela et al., 2002; Sanders, 2003; Azar et al.,
2018).

Desta forma, ¢ possivel afirmar que os microrganismos probidticos exercem uma
influéncia positiva sobre a microbiota intestinal humana por meio de mecanismos como a
competicdo com microrganismos indesejaveis no nosso intestino € agdes imunologicas
(Puupponen-Pimiid et al., 2002). Estudos mostram que varios probidticos podem modular
diferentes aspectos da fisiologia digestiva, incluindo a imunidade da mucosa e a
permeabilidade intestinal (Fioramonti, Theodorou, Bueno, 2003). Além disso, a interagdo das
bactérias probidticas com os receptores localizados na superficie dos enterdcitos desencadeia
reacdes em cascata que estimulam a producao de citocinas (Kaur, Chopra, Saini, 2002).

O termo "probiotico" tem origem grega e significa "para a vida". Em 1954, Ferdinand
Vergin utilizou o termo "probidtico" em seu artigo intitulado "Anti-und Probiotika", no qual
estudou diversos microrganismos para identificar bactérias tteis e determinar os efeitos
prejudiciais de agentes antibacterianos e antibidticos na microbiota intestinal (VERGIN,
1994). Mais tarde, em 1965, Lilly e Stillwell introduziram o termo "probidtico" para

descrever microrganismos benéficos que estimulam o crescimento de outros microrganismos.
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Ao longo do tempo e com a realizacao de ensaios clinicos em diferentes modelos humanos e
animais, a definicdo de probidtico passou por alteragdes. Atualmente a defini¢do aceita tanto
nacionalmente regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Resolugao RDC
n® 241/2018) como internacionalmente, ¢ a de microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades corretas, fornece beneficios a saide do hospedeiro (FAO,
2001; Sanders, 2003).

Azar et al., (2018) afirmam que apesar do uso de espécies probidticas ha bastante
tempo para promover a saude humana, o campo da pesquisa sobre probidticos continua a
evoluir, novas descobertas estdo sendo feitas e novas cepas de probidticos estdo sendo
encontradas por meio de pesquisas continuas. Atualmente, a maioria dos produtos probidticos
¢ formulada com bactérias pertencentes ao género de Bifidobacterium e Lactobacillus e outras
bactérias 4cido lacticas, como Lactococcus e Streptococcus. Diferentes espécies de
microrganismos probidticos vem ganhando espaco em pesquisas ¢ desenvolvimento de
produtos com apelo funcional devido a resultados promissores. Estes incluem Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus casei, e Lacticaseibacillus
rhamnosus, na qual as propriedades probiodticas t€ém sido amplamente investigadas na
prevencao de doengas tanto em seres humanos quanto em animais. Essas espécies probioticas
tém a capacidade de modificar a populacdo de microrganismos na microbiota intestinal e
regular o funcionamento do ecossistema presente nesse ambiente (He & Shi, 2017).

A microbiota intestinal tem a capacidade de fermentar alguns carboidratos ndo
digeriveis, que, quando apresentam efeitos benéficos a saide do hospedeiro, sdo classificados
como prebidticos. Os prebidticos sdo atualmente considerados ingredientes fermentéaveis
seletivos, capazes de promover mudangas especificas na composicdo e atividade da
microbiota intestinal, com o objetivo de fornecer beneficios ao organismo hospedeiro
(Roberfroid, 2007; Wang, 2009). Na industria de alimentos em todo o mundo, os prebioticos
mais comumente utilizados na fabricagdo de produtos sdo os FOS (fruto-oligossacarideos),
inulina, IMO (isomalto-oligossacarideos), GOS (glico-oligossacarideos) e os TOS
(transgalacto-oligossacarideos). Entre essas opg¢des, a inulina e os FOS sdo os mais
amplamente utilizados (Siro et al., 2008; Saad et al., 2011).

Pesquisas evidenciam que hidrolisados de proteinas de varias fontes, especialmente as
do leite, tém a capacidade de atuar como fatores de crescimento de microrganismos benéficos
como lactobacilos e bifidobactérias (Poch-Bezkorovainy, 1991; Ibrahim-Bezkorovainy, 1994;
Liepke et al., 2002; Oda et al., 2013; MELI et al., 2013, 2014;). Botari et al. (2017)

observaram que a maioria das bifidobactérias e lactobacilos cresceram mais abundantemente
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em digeridos de queijo maturado do que na peptona de controle e exibiu preferéncias de
peptideos especificos entre cepas e as espécies. Para as bifidobactérias, as preferéncias de
peptideos foram muito diversas, mas um nucleo de 10 peptideos com 4 ou 5 residuos foi
consumido por todas as cepas, enquanto os lactobacilos se comportaram de forma mais
homogénea e consumiram quase apenas os mesmos 6 peptideos, principalmente dipeptideos.
Este estudo demonstrou que os peptideos derivados da digestdo gastrointestinal simulada de
queijo maturado sustentaram o crescimento da maioria dos lactobacilos e bifidobactérias.

Estudo realizado por Codezo & Norato (2016) demonstrou que os que os produtos
derivados da caseina e as proteinas/peptideos liberados apos a digestdo in vitro, modulam a
composi¢do da microbiota de camundongos, melhorando a abundancia de Bifidobactérias,
Enterobacteriaceae, Enterococcus em camundongos obesos fazendo com que as fezes se
assemelhem a de camundongos magros. Ding & Li (2021) avaliaram o hidrolisado de proteina
de soro de leite no crescimento de L. acidophilus JCI e observaram um efeito promotor no
crescimento do microrganismo, tendo uma fase lag encurtada fazendo com que o
microrganismo atingisse mais rapidamente a fase crescimento microbiano (log).

Ao voltarmos nosso olhar para as bases de dados em busca de estudos que utilizam
hidrolisados de proteinas vegetais no crescimento de probidticos, torna-se evidente a
existéncia de uma lacuna cientifica ainda pouco explorada. Esse cenario ganha relevancia
diante do crescente protagonismo de ingredientes proteicos vegetais, que tém conquistado
cada vez mais espago nas prateleiras do mercado. Um estudo realizado por Altaf et al.,
(2006), onde o meio cultura foi adicionado de farinha de lentilha e avaliada como uma fonte
alternativa e econdmica de nitrogénio para substituir peptona e extrato de levedura no meio de
fermentagdo obteve resultados satisfatorios. Segundo o autor, sua rica composicido em
proteinas e nutrientes essenciais mostrou ser eficiente no suporte ao crescimento de
Lactobacillus amilophilus GV6 e na producdo de 4cido L-lactico.

Outro estudo desenvolvido por Thakur et al., (2019), explorou a influéncia o licor
obtido pela maceracdo de milhos provenientes de residuos agroindustriais no crescimento de
microrganismos probidticos. Os resultados obtidos mostram que esses residuos, ricos em
carboidratos e proteinas, fornecem nutrientes essenciais para o metabolismo do Lactobacillus
casei, promovendo sua maior atividade fermentativa e a producao de acido latico.

Estudos e informagdes que buscam compreender o impacto da digestdo de proteinas
vegetais no crescimento e na atividade de microrganismos probioticos ainda sdo limitados na

literatura atual. Essa lacuna ressalta a importincia de aprofundar pesquisas sobre a interacao



29

entre os produtos gerados na digestdo dessas proteinas e o desenvolvimento da microbiota

benéfica, considerando seu papel essencial na saude intestinal e sistémica.
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3. MATERIAL E METODOS

O objetivo e o esquema geral do trabalho sdo apresentados na Figura 1.
Resumidamente, diferentes fontes proteicas (caseinato de calcio, isolado proteico de soro,
concentrado proteico de ervilha e isolado proteico de soja) foram submetidos a digestdao
gastrointestinal in vitro utilizando sistema estatico. Os digeridos obtidos ao final da digestao
foram adicionados ao meio de cultura para avaliar seu potencial em favorecer o crescimento
de microrganismos probidticos especificos (Bifidobacterium animalis subsp. lactis-BLC1,
Lactobacillus  helveticus 1LH-B02, Lacticaseibacillus casei-01 e Lacticaseibacillus
rhamnosus). O crescimento dos diferentes microrganismos nos meios de crescimento
adicionados dos digeridos obtidos ao final da digestdo simulada foi avaliado ap6s 0, 3, 6, 9,
12, 18, 24, 36 e 48 horas de incubacdo através da contagem padrdo em placas e da densidade

oOtica a 660 nm. O experimento completo foi realizado em triplicata
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OBJETIVO

v Avaliar o potencial dos hidrolisados obtidos
apos digestio gastrointestinal simulada de
ingredientes  proteicos  em  favorecer o
crescimento de microrganismos probidticos
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¢ 48 horas de incubagdo atrawés da contagem padrdo em placas ¢ da densidade dtica a 660 nm

Figura 1. Esquema geral do trabalho
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3.1. Matérias-primas e sua caracterizacio

As fontes proteicas utilizadas foram o caseinato de célcio (Alibra Ingredientes Ltda,
Marechal Candido Rodon, PR), isolado proteico de soro de leite (Sooro Renner, Techno Park,
Campinas - SP), isolado proteico de soja (Profam 646, Archer Daniels Midland Company,
Av. Roque Petroni Jr.— Sdo Paulo - SP) e concentrado proteico de ervilha, (Vitessence™
Pulse CT 3602, Ingredion, Mogi Guagu, SP).

As matérias-primas foram caracterizadas quanto ao conteudo de sodlidos totais,
gordura, proteina, cinzas e carboidratos. O contetido de solidos totais foi determinado através
da secagem em estufa a 105°C até peso constante (AOAC, 2006; método 990.19). O teor de
gordura do caseinato de calcio e do isolado proteico de soro foi determinado
gravimétricamente por Mojonnier (AOAC, 2006; método 989.05) apds extragdo com éter de
petroleo e éter etilico. O teor de gordura das fontes de origem vegetal determinado
gravimétricamente pelo método de Bligh-Dyer com extragdo a frio utilizando cloroférmio,
metanol e agua (Bligh-Dyer, 1959). O teor de nitrogénio total (NT) foi determinado pelo
método de semi-micro Kjeldahl. Apds digestdo da amostra em acido sulfurico (H2SOs), foi
realizada a destilagdo em presenca de hidroxido de sddio (NaOH) e titulagdo com solucao de
acido cloridrico (AOAC, 2006; método 991.20). O teor de proteina foi calculado
multiplicando-se o NT pelo fator de conversao que varia de acordo com a fonte proteica: 6,38
para o caseinato de célcio e isolado proteico de soro, 5,5 para soja € 5,36 para ervilha (Labba
et al., 2021; Da Silva et al., 2021). O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em forno
mufla a 550°C (AOAC, 2006; método 945.46). O teor de carboidrato foi calculado por
diferenca entre o teor de solidos totais € os demais constituintes solidos das respectivas
matérias-primas.

3.2. Simulagio in vitro da digestao gastrointestinal

A simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal foi realizada utilizando o modelo
estatico de acordo com protocolo INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al., 2019) com modificagdes.
Esse protocolo consiste em trés fases sequenciais: fase oral, fase gastrica e fase intestinal. As
atividades enzimaticas e solucdes eletroliticas foram devidamente medidas e preparadas antes
do inicio do experimento (Brodkorb et al., 2019). Os experimentos de digestdo simulada

foram realizados em triplicata.



33

3.2.1. Fase oral

As dispersdes de proteina (10%) foram preparadas em 10 mL de agua Milli-Q e
agitadas em vortex por 3 minutos. Em seguida, apds avaliacdo do pH, foram submetidas a
digestdo gastrointestinal in vitro conforme protocolo INFOGEST, com modificacdes.

Um volume 5 mL das dispersdes proteicas foram misturados a 4 mL de fluido salivar
simulado (KCI 15,1 mmol/L, KH,PO4 3,7 mmol/L, NaHCO3 13,6 mmol/L, MgCl, 0,15
mmol/L, (NH4),CO3 0,06 mmol/L), 25 uL de CaCl> 0,3 mol/L e 975 uL de agua ultrapura,
homogeneizados manualmente e incubados em estufa de demanda bioldgica de oxigénio
(BOD) sob agitagao com auxilio de um agitador rotativo para tubos Falcon (Figura 2) a 37°C,
pH 7,0 por 2 minutos (Figura 2). Um branco analitico foi conduzido seguindo exatamente o

mesmo protocolo substituindo as solugdes de proteina por agua ultrapura.

Figura 2. Agitador rotativo para tubos Falcon (Criemaq C-385).
Fonte: Arquivo pessoal.

3.2.2. Fase Gastrica
Em seguida, foi adicionado 8 mL de fluido géstrico simulado (KCl 6,9 mmol/L,
KH>PO4 0,9 mmol/L, NaHCO3 25 mmol/L, NaCl 47,2 mmol/L, MgCl, 0,1 mmol/L,
(NH4)2CO3 0,5 mmol/L) e o pH foi ajustado para 3,0 com HCI 3M. Em seguida, foram
adicionados 5 pL de CaCl; 0,3 mol/L e pepsina (2000 U/mL). O volume foi ajustado com
agua ultrapura para atingir 10 mL de fluidos adicionados durante a fase gastrica e a solucdo
foi incubada em estufa BOD sob agitacdo com auxilio de um agitador rotativo a 37°C por 2

horas.

3.2.3. Fase Intestinal
Concluida a fase gastrica, foram adicionados ao quimo 8 mL de fluido intestinal

simulado (KCI 6,8 mmol/L, KH>PO4 0,8 mmol/L, NaHCO3; 85 mmol/L, NaCl 38,4 mmol/L,
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MgCl> 0,33 mmol/L) e o pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 5M. Em seguida, adicionou-se
3 mL de solugdo de bile em concentracdo para atingir 10 mM na fase intestinal, 0,04 mL de
CaClz 0,3 mol/L e 5 mL de suspensao de pancreatina em concentragao para atingir 100 U/mL
na fase intestinal. O volume foi ajustado para 20 mL de fluidos com dgua ultrapura durante a
fase intestinal e a solu¢do foi novamente incubada em uma estufa BOD sob agitagdo, a 37°C

por 2 horas

3.2.4. Tratamento de amostra apés a digestao

Ao final da fase intestinal todo o conteudo foi recuperado e adicionado 4 mL de
solugdo de Bowman-Birk (BBI), inibidor de protease com atividade antiquimotripsina e
antitripsina, para inativagdo da atividade enzimadtica, e foram refrigerados em banho de gelo.
Posteriormente centrifugado (4000 g por 10 minutos a 4°C) e o sobrenadante foi ultrafiltrado
em filtro centrifugo com peso molecular de corte de 3 kDa (Merck Millipore, Cork, Irlanda).
Em seguida, o ultrafiltrado foi esterilizado a frio com o auxilio de filtros de seringas estéreis
de 0,22 pm (Cod-SLGVR33RS - Millex 33mm PVDF), acondicionados em tubos eppendorf
estéreis e congelados até momento do uso. Os digeridos foram adicionados ao meio de cultura
para avaliar seu potencial em favorecer o crescimento de culturas puras de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus casei e Lacticaseibacillus

rhamnosus.

3.3. Ativacao das cepas probidticas e esterilizacdo dos meios de cultura

Cepas comerciais liofilizadas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis- BLCI,
(SACCO srl- C213990A), Lactobacillus helveticus LH-B02 (Chr. Hansen, Hoersholm,
Dinamarca), Lacticaseibacillus casei- 01 (Chr. Hansen, Valinhos, SP, Brasil) e
Lacticaseibacillus rhamnosus (Chr. Hansen, Valinhos, SP, Brasil), foram ativadas em caldo
Man Rogosa e Sharpe (MRS) suplementados com 0,5 g/L de cloridrato de cisteina e 0,1 g/L
de tioglicolato de sddio, por duas vezes consecutivas a 37 + 1°C/24h em estufa BOD (Figura
1) (Zhang, et al., 2023). A esterilizagdo do caldo MRS suplementado foi realizada a 121°C
por 15 min em autoclave horizontal (Ortosintese Industria e Comercio Ltda., Modelo-AC

127).
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3.4. Avaliaciao do efeito dos digeridos proteicos obtidos apos digestao gastrointestinal

in vitro no crescimento de microrganismos probioticos

Apos a ativacao, 10 pL do caldo com as cepas ativadas de cada microrganismo foram
inoculadas em 5 mL de diferentes meios de cultura: caldo MRS suplementado (Controle 1),
caldo MRS suplementado adicionado de 2% do prebidtico fruto-oligossacarideo (FOS)
(Controle 2), caldo MRS suplementado com 2% do digerido obtidos apds digestdo e de
branco analitico da digestdo, caseinato de calcio, isolado proteico de soro, concentrado
proteico ervilha, isolado proteico de soja apds simulacdo in vitro da digestao gastrointestinal
(Figura 1), que foram incubados a 37°C/24 h.

O crescimento de microrganismos pode ser acompanhado de diferentes formas, sendo
mais comuns sdo a densidade otica (DO) e a contagem total em placa (UFC/mL). A densidade
otica fornece uma medida indireta e continua da turbidez, sem distin¢ao entre células vivas e
mortas, enquanto a contagem de UFC/mL oferece uma medida direta das células vidveis.
Neste trabalho, o crescimento dos microrganismos foi acompanhado por turbidimetria a 660
nm (DO660) conforme descrito por Yu, et al. (2016), com modificagdes, utilizando
espectrofotometro UV-Visivel (Orion AquaMate 8000) e por contagem padrdo em placas,
utilizando o método de plaqueamento em gotas (Figura 3). As placas foram incubadas a 37°C
em jarras de anaerobiose. O plaqueamento realizado em triplicata e os resultados foram
expressos em Log UFC/mL (Vinderola; Reinheimer, 1999). Em ambos os casos, o
crescimento dos microrganismos foi avaliado apds 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36 e 48 horas de

incubacao.

Figura 3. Contagem padrao em placas, utilizando o método de plaqueamento em gotas (Drop
plate) dos microrganismos probidticos.
Fonte: Arquivo pessoal.
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3.5. Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante da dispersdo proteica e dos digeridos obtidos apds a
digestdo e previamente tratados foi avaliada por meio de trés métodos: capacidade de
sequestro de radicais livres (DPPH), poder antioxidante redutor de ferro (FRAP) e capacidade
de absor¢cdo de radicais de oxigénio (ORAC). Os resultados foram expressos em mg

equivalente de Trolox (TE) por mL de amostra.

3.5.1. DPPH (Free radical scavenging capacity)

A capacidade de sequestro de radicais livres das dispersdes proteicas e dos digeridos
ultrafiltrados foi determinada pelo método descrito por Brand-Williams et al. (1995) com
modificacdo. O radical DPPH foi dissolvido em metanol na concentragdo de 60 uM, e a
solugdo devidamente homogeneizada e armazenada em frascos escuros, sendo utilizada
exclusivamente no dia da analise. Para o ensaio, que ocorreu em triplicata, aliquotas de 100
puL de amostra (dispersdes proteicas 10% e digeridos ultrafiltrados) foram acondicionados em
frascos contendo 3,9 mL da solu¢do de DPPH (60 uM) e homogeneizadas. Apos 60 minutos
de reagdo em ambiente escuro a temperatura ambiente, a capacidade sequestrante foi
determinada espectrofotometricamente em um leitor de microplacas FLUOstar Optima (BMG
LABTECH, Ortenberg, Alemanha) a 515 nm. Como branco analitico foi utilizado o metanol e
a curva padrao foi construida utilizando Trolox com concentra¢des variando de 0,01 a 0,25

mg/mL.

3.5.2. FRAP (Ferric reducing antioxidante power)

A capacidade antioxidante por FRAP das dispersdes (10%) e dos digeridos
ultrafiltrados foi determinada em triplicata, pelo método descrito por Benzie e Strain (1996),
com modificagdes. Primeiramente, foi preparada a solugdo FRAP, utilizando 20 mL de
tampao de acetato (0,3 M, pH 3,6), 2 mL de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (10 mM) e
2 mL de cloreto férrico (FeCls) (20 mM). Em seguida, 25 pL do extrato diluido e 175 pL da
solucdo FRAP foram adicionadas a microplaca transparente de 96 pogos que foram mantidos
em ambiente escuro a 37 °C/30 minutos. Em seguida, a absorbancia foi medida a 595 nm em
um leitor de microplacas FLUOstar Optima (BMG LABTECH, Ortenberg, Alemanha). A
curva de calibracdo foi feita com diferentes diluicdbes de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) em concentragdes de 0,01 a 0,06 mg/mL.

3.5.3. ORAC (Oxigen radical absorbance capacity)
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A capacidade antioxidante por ORAC das dispersdes proteicas (10%) e dos digeridos
ultrafiltrados foram determinados em quadruplicata, pelo método descrito por Davalos et al.
(2004), com modificagdes. Inicialmente, 25 puL da amostra e 150 puL de fluoresceina diluidas
em tampao fosfato (pH 7,4) foi adicionado em microplaca de 96 pogos com fundo preto. Em
seguida, a microplaca foi colocada no leitor de microplacas FLUOstar Optima (BMG
LABTECH, Ortenberg, Alemanha) por 15 minutos a 37 °C. Posteriormente, adicionaram-se
25 uL de 2,2'-azobis (2-metilpropanamida) di-hidrocloreto (AAPH) (0,108 g/mL) e a
fluorescéncia foi medida a cada 1 minuto, durante um total de 101 minutos. O leitor de
microplacas foi ajustado para filtros de fluorescéncia, com comprimento de onda de excitagdo
de 485 nm ¢ emissdo de 520 nm. A curva de calibragdo foi feita com diferentes diluigdes de
acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) e tampao fosfato (pH = 7,4)

em concentragdes de 5 a 25 pg/mL.
3.6. Delineamento experimental e analise dos dados

O delineamento experimental utilizado para avaliar o crescimento e viabilidade foi um
esquema fatorial 7x9, em blocos completamente casualizados com trés repeti¢des. O efeito
dos tratamentos (7 niveis de variagdo: caseinato de calcio, isolado proteico de soro, ervilha,
soja e branco da digestao, MRS e FOS), do tempo de incubagdo (9 niveis de variagdo: 0, 3, 6,
9, 12, 18, 24, 36 e 48 horas), bem como a interagdo desses fatores sobre o crescimento pela
mediante a densidade Otica e a viabilidade por contagem padrdao em placas dos
microrganismos  Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Lactobacillus helveticus,
Lacticaseibacillus casei e Lacticaseibacillus rhamnosus, que foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) utilizando o teste de Tukey considerando o nivel de significancia de 5%.

Os dados da atividade antioxidante foram avaliados por analise de variancia, sendo as
médias avaliadas pelo Teste de Tukey a 5%. Todos os dados foram tratados utilizando o

software Statistica 12.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.  Caracterizacio das fontes proteicas
A composicao centesimal das fontes proteicas utilizada esta apresentada no Quadro 1.

Quadro 1. Composicao centesimal do caseinato de calcio, isolado proteico do soro,
concentrado proteico de ervilha e isolado proteico de soja.

Fontes proteicas
Determinagd C trad
© ermrlr'lac;oes Caseinato de | Isolado proteico once'n rado Isolado proteico
Analiticas o proteico de :
Célcio de soro ) de soja
ervilha

Sélidos totais (%) 97.07 £0.7 97.70 £ 0.03 91.57 £0.06 95.05+£0.1
Proteina (%) 91.20+04 87.69 +£0.1 64.97 £0.3 78.67 £0.7
Gordura (%) 0.94 +0.02 0.69 +0.01 8.75+0.04 4.36+0.05
Cinzas (%) 3.87+0.03 2.65+0.02 5.01+£0.03 3.73+£0.05
Carboidrato* (%) 1.04 6.67 12.83 8.29

*Calculado por diferencga entre o teor de solidos totais e os demais constituinte.

O teor de proteinas das fontes utilizadas variou de 91,20 a 64,97%, sendo que o
caseinato de calcio apresentou o maior teor € o concentrado proteico de ervilha o menor teor
de proteinas. Observa-se no Quadro 1 que os demais constituintes também apresentam

diferenca nos seus teores.

4.2  Crescimento e viabilidade dos probioticos suplementados com diferentes

hidrolisados

As Figuras 4 e 5 apresentam as curvas de crescimento de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (A), Lacticaseibacillus casei (B), Lacticaseibacillus rhamnosus (C) e
Lactobacillus helveticus (D) nos diferentes meios de cultivo durante 48 horas de incubacao,
avaliado por densidade oOptica (OD) a 660 nm e contagem total em placas (UFC/mL),
respectivamente. As curvas de crescimento de todos os microrganismos nos diferentes meios
de cultivos evidenciam um comportamento classico, com fase lag, log e estacionaria. Quando
avaliado por densidade otica (Figura 4), todos os microrganismos, exceto o Lactobacillus
helveticus, sugerem uma transi¢do da fase lag para a fase log apds 6 h de incubacao. Esse
tempo ¢ de 9 h para o Lactobacillus helveticus. Quando avaliados pela contagem da UFC/mL

(Figura 5) todos os microrganismos iniciam o crescimento ap6és 3 h de incubacdo.
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Independente do comportamento, as curvas de crescimento sugerem que fase estacionaria
para todos os microrganismos nos diferentes meios de cultivo foi alcangada apos 24 horas de

incubacao em ambas as formas de avaliar o crescimento.
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Figura 4. Curva de crescimento avaliada por densidade o6tica a 660 nm do Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (A), Lacticaseibacillus casei (B), Lacticaseibacillus rhamnosus (C) e
Lactobacillus helveticus (D) em diferentes meios de cultivo.
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Figura 5. Curva de crescimento avaliada contagem total em placas (UFC/mL) do Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (A), Lacticaseibacillus casei (B), Lacticaseibacillus rhamnosus (C) e
Lactobacillus helveticus (D) em diferentes meios de cultivo.

O efeito dos tratamentos, do tempo de incubacdo, bem como da interacdo desses
fatores sobre o crescimento (Densidade Otica 660 nm) e a contagem total de células viaveis
(Log UFC/mL) dos microrganismos probiodticos sdo apresentados nos Quadros 2 e 3,
respectivamente.

Quadro 2. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para avaliar o efeito dos tratamentos,

tempo de incubacdo, bem como a interacdo desses fatores sobre o crescimento dos
microrganismos probioticos.

Grau d Densidade o6tica (660 nm)
ra
Fatores ] 1 ae Bifidobacterium | Lacticaseibacillus | Lacticaseibacillus | Lactobacillus
Liberdade L . .
animalis casei rhamnosus helveticus

Tratamentos* < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Tempo** 8 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
T

rafamentox | g <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tempo

*Tratamentos: Hidrolisados obtidos apos digestdo simulada de caseinato de calcio, isolado proteico de soro,
concentrado proteico de ervilha, isolado proteico de soja.
**Tempo de incubagdo (0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36 e 48 horas)
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Quadro 3. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para avaliar o efeito dos tratamentos,
tempo de incubacdo, bem como a interacdo desses fatores sobre a viabilidade dos
microrganismos probioticos.

Grau de Log UFC/mL
Fatores Liberdade Bifidobacterium | Lacticaseibacillus | Lacticaseibacillus | Lactobacillus
animalis casei rhamnosus helveticus
Tratamentos* 6 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tempo** 8 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tratamento x| g <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tempo

*Tratamentos: Hidrolisados obtidos apos digestdo simulada de caseinato de calcio, isolado proteico de soro,
concentrado proteico de ervilha, isolado proteico de soja.
**Tempo de incubacio (0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36 e 48 horas)

Observa-se nas Tabelas 2 e 3 que os tratamentos, o tempo de incubagdo ¢ a interacao
entre os dois fatores influenciaram significativamente o crescimento dos microrganismos
probidticos. Os graficos completos do efeito da interagdo entre os tratamentos e o tempo de
incubagdo para cada microrganismo, avaliados através da densidade 6tica (DO) e a contagem
de UFC/mL sdo apresentados no Anexo 1. Considerando que a avaliagdo por contagem de
UFC/mL ¢ uma medida direta e confidvel das células viaveis, e que a fase estacionaria para
todos os microrganismos, nos diferentes meios de cultivos, possivelmente foi alcangada apos
24 horas de incubagdo, optou-se por apresentar e discutir os resultados do efeito da interagdo
entre os tratamentos e o tempo de incubagdo utilizando a contagem de UFC/mL apods 18 h de

incubacdo (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da interagdo entre os tratamentos ¢ o tempo de incubacdo na contagem de
UFC/mL de Bifidobacterium animalis subsp. lactis (A), Lacticaseibacillus casei (B),
Lacticaseibacillus rhamnosus (C) e Lactobacillus helveticus (D).

Inicialmente, observa-se na Figura 6 que existe diferenca significativa na contagem de
todos os microrganismos entre 18 e 24 h de incubagdo para todos os meios de cultivos
avaliados. Além disso, pode-se observar que entre 24 ¢ 48 h ndo houve mais crescimento
significativo de nenhum microrganismo, indicando, conforme sugeridos nas Figuras 4 e 5,
que ap6s 24 horas se alcangou a fase estaciondria, que ¢ caracterizada pelo equilibrio entre
divisdo celular e mortalidade das células bacterianas que ocorre devido ao consumo de
nutrientes ou actimulo de metabodlitos téxicos (Alterthum & Racz, 2008). Reducao
significativa na contagem de Lacticaseibacillus rhamnosus no meio adicionado de digerido
obtido apos digestdo de IPS e de Lacticaseibacillus casei no meio adicionado de FOS e de
digerido obtido apos digestao de CPE foi observada apos 48 h.

Observa-se que todos os microrganismos apresentam crescimento significativamente

maior quando cultivados nos meios adicionados de digeridos de proteinas lacteas (CC e IPS)
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do que no meio adicionado de FOS e nos meios adicionados de digeridos obtidos apos
digestao de proteinas vegetais (CPE e IPSO).

Por outro, de forma geral, os microrganismos apresentam crescimento
significativamente menor quando cultivados nos meios adicionados de digeridos obtidos apds
digestdo de proteinas vegetais (CPE e IPSO) do que no meio adicionado de FOS, com
excecdo do Lactobacillus helveticus, cujo crescimento ndo diferiu significativamente do meio
contendo FOS.

Embora os digeridos obtidos das proteinas vegetais (CPE e IPSO) apresentarem um
crescimento significativamente menor em comparacao aos digeridos obtidos apds a digestao
de proteinas lacteas (CC e IPS) e ao FOS, com exce¢do do Lactobacillus helveticus no meio
de cultivo contendo CPE, os resultados observados para as proteinas vegetais foram
significativamente superiores a0 meio MRS suplementado (controle). Indicando que os
digeridos vegetais favorecem o crescimento microbiano, ainda que de forma menos
significativa que os digeridos de proteinas lacteas. Sugerindo que os nutrientes presentes
nesses meios sdo menos biodisponiveis ou que os microrganismos apresentam menor aptidao
para utilizar os compostos disponiveis.

Vale ressaltar que a preferéncia dos microrganismos por digeridos obtidos de proteinas
lacteas em comparacdo ao digeridos obtidos apos digestdo de proteinas vegetais neste
trabalho, pode estar relacionada a razao pela qual as cepas utilizadas serem culturas lacteas
comerciais utilizadas para produtos lacteos. As proteinas vegetais possuem estruturas
especificas e podem conter fatores antinutricionais que dificultam a ag¢do dos microrganismos.
Por exemplo, inibidores de proteases, amplamente distribuidos no reino vegetal, sdo proteinas
capazes de inibir atividades enzimdticas essenciais, como a tripsina € a quimotripsina,
podendo interferir na digestdo e na absorcdo de nutrientes e, como consequéncia, na
disponibilidade desses compostos para utilizagdo dos microrganismos (Samtiya et al., 2020).
Além disso, esses fatores antinutricionais atuam como mecanismos de defesa das plantas
contra fungos, bactérias, insetos e animais, o que podem dificultar a agdo de microrganismos
(Liener, 1976; Gorglic et al., 2020; Ajomiwe et al., 2024).

Uma outra hipotese ¢ que o maior estimulo do crescimento dos microrganismos pelos
digeridos lacteos pode estar relacionado ao perfil de aminoacidos das proteinas lacteas, que
podem atender de forma mais adequada as demandas metabolicas dos microrganismos
avaliados, que sdo culturas adaptadas as matrizes lacteas. Em contraste, as proteinas vegetais,
que embora sejam alternativas viaveis, apresentam limitacdes devido a presenca de fatores

antinutricionais € a composicao de aminoacidos menos balanceados, o que pode comprometer
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a eficiéncia do metabolismo bacteriano (Gorgiig et al., 2020). Assim, a composicdo especifica
de aminodcidos nas proteinas lacteas parece favorecer um desenvolvimento mais eficiente dos
microrganismos.

Yu, et al. (2016) apresentou resultados que sugerem um impacto positivo do extrato de
peptideos do soro do leite no crescimento de probidticos e na modulagdo da microbiota
intestinal em ratos. Os peptideos derivados do soro mostraram-se altamente eficazes como
substratos para o crescimento de microrganismos probidticos, como Lactobacillus e
Bifidobacterium, promovendo maior viabilidade e atividade metabdlica em comparagdo a
outros suplementos. Além disso, o estudo destacou que esses peptideos influenciam
positivamente a composi¢ao da microbiota intestinal, favorecendo a abundancia de bactérias
benéficas e contribuindo para o equilibrio do microbioma. Esses achados reforgam o potencial
das proteinas lacteas hidrolisadas como ingredientes funcionais em formulagdes alimentares

voltadas a saude intestinal.

4.3 Capacidade Antioxidante

A determinagdo da capacidade antioxidante em alimentos ¢ uma ferramenta
importante para estimar a presenga de compostos bioativos com potencial de neutralizar
radicais livres. Esses compostos podem contribuir para a prote¢do do organismo contra o
estresse oxidativo, um fator relacionado ao desenvolvimento de diversas doengas cronicas.
Essa avaliacdo ¢ frequentemente realizada por métodos in vitro como DPPH, ABTS, FRAP e
ORAC, que medem a eficiéncia dos antioxidantes em diferentes condigdes. A capacidade
antioxidante esta diretamente relacionada a qualidade nutricional dos alimentos e ao potencial
de prevencdo de doengas cronicas, sendo influenciada pela presenca de compostos fendlicos,
vitaminas, carotenoides e outros bioativos. Esses dados sdo fundamentais no quando se pensa
no desenvolvimento de alimentos funcionais e no estudo de sua estabilidade durante o
processamento e armazenamento (Ferrari, 2010).

Os valores observados para o método DPPH (Figura 7) indicam que o hidrolisado
obtido apds a digestdo de CPE apresentou a maior atividade antioxidante (2,00 mg TE/mL),
enquanto o hidrolisado obtido apds a digestdo de CC demonstrou o menor valor (0,93 mg
TE/mL). Esses resultados sugerem que a composicdo de aminoacidos e peptideos do CPE
pode conferir maior capacidade de neutralizar radicais livres como hidroxila e superdxido
neste sistema. De acordo com Gorgiic et al. (2020), proteinas vegetais hidrolisadas,
especialmente derivadas de leguminosas, apresentam atividade antioxidante mais pronunciada

em comparagao as proteinas animais. et al.,
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No método FRAP, que avalia a capacidade de redugdo de ferro, observou-se que o
digerido obtido ap6s a digestdo de IPSO apresentou a maior atividade antioxidante (2,18 mg
TE/mL), seguido pelo CPE (1,82 mg TE/mL). Novamente, o digerido obtido apos a digestao
de CC exibiu o menor valor (0,97 mg TE/mL). Essa tendéncia pode ser atribuida a presenca
compostos fenodlicos nas proteinas vegetais, sdo conhecidos por seu potencial antioxidante,
como reportado por Pan et al., (2020), que destacaram a superioridade de proteinas vegetais
hidrolisadas em sistemas de reducao.

No método ORAC, o digerido obtido apds a digestao de IPSO obteve o maior valor
(137,0 mg TE/mL), seguido pelo digerido obtido apos a digestdo de CPE (128,7 mg TE/mL).
O digerido obtido apo6s a digestdo de CC e IPS apresentaram valores significativamente
menores, sendo 75,0 e 64,6 mg TE/mL, respectivamente. O método ORAC, por sua
capacidade de medir a protegdo contra radicais peroxila, parece destacar a superioridade
antioxidante das proteinas vegetais.

Em termos gerais, os resultados indicam que os digeridos obtidos ap6s a digestao de
proteinas vegetais (CPE e IPSO) possuem maior atividade antioxidante em todos os métodos
analisados, destacando o potencial funcional desses ingredientes na formula¢do de alimentos
com propriedades antioxidantes. Isso esta alinhado com a tendéncia de explorar proteinas
vegetais como fontes de compostos bioativos, dada a crescente demanda por produtos

alimenticios sustentaveis e saudaveis.
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Figura 7. Capacidade antioxidante nos digeridos proteicos obtidos apds a digestdo pelos
métodos de DPPH, FRAP e ORAC.
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Figura 8. Capacidade antioxidante na solu¢do de 10 % de proteina antes da digestdo
gastrointestinal pelos métodos de DPPH, FRAP ¢ ORAC.

Hidrolisados de proteinas de soja e ervilha tém sido amplamente reportados como
fontes de atividade antioxidante (Chen et al., 2018; Pena-Ramos & Xiong, 2002; Beerman et
al., 2009). A hidrolise enziméatica ¢ um processo chave para esse efeito, pois reduz a massa
molecular dos hidrolisados, aumenta o numero de grupos ionizdveis e expde grupos
hidrofébicos, o que contribui significativamente para a atividade antioxidante (Jung et al.,
2005).

Os compostos fendlicos, amplamente reconhecidos como antioxidantes naturais,
desempenham um papel essencial na prote¢do contra doengas, incluindo o cancer e diversas
condi¢des inflamatdrias. Duefias et al., (2004) confirmaram a presenca de compostos
fenolicos no tegumento e no cotilédone das ervilhas. Adicionalmente, o estudo de Troszynska
& Ciska (2002) comparou a composi¢do fendlica e a atividade antioxidante de ervilhas
brancas e coloridas. Esses autores relataram que os compostos fenolicos estavam presentes
tanto na forma livre quanto na forma esterificada, mas as concentragdes mais elevadas foram

encontradas em variedades coloridas.
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Entre os compostos fendlicos, os taninos se destacam por sua elevada atividade
antioxidante (Hagerman et al., 1998). Esses estudos oferecem suporte a hipotese de que a
maior atividade antioxidante observada em proteinas vegetais esta diretamente relacionada a

presenca de compostos fenolicos e a sua composicao especifica.

5 CONCLUSOES

Digeridos obtidos apds a digestdio de proteinas lacteas (CC e IPS) foram
significativamente superiores como fonte prebiotica em meios enriquecidos destacando a
superioridade das proteinas lacteas na promogao do desenvolvimento das cepas probioticas.
Sugerindo que elas fornecam nutrientes mais biodisponiveis para os microrganismos,
enquanto os digeridos de proteinas vegetais apresentam limitagdes, possivelmente devido a
presenga de fatores antinutricionais e menor disponibilidade de aminoécidos essenciais.

Os digeridos obtidos apds a digestdo de proteinas vegetais (CPE e IPSO) favorecem o
crescimento microbiano quando comparado ao meio controle, embora de forma menos
significativa em comparagao aos hidrolisados de proteinas lacteas.

Atualmente, hd uma crescente investigagdo por ingredientes proteicos vegetais que
sejam fonte de compostos bioativos e apresentem atividade antioxidante. No presente
trabalho, verificamos que os digeridos de proteinas vegetais (CPE e IPSO) demonstram maior
atividade antioxidante em todos os métodos avaliados, evidenciando o potencial funcional
desses ingredientes na elaboracdo de alimentos com propriedades antioxidantes que busca
explorar proteinas vegetais como fontes de compostos bioativos, atendendo a crescente
demanda por produtos alimenticios mais sustentaveis e saudaveis.

Entretanto, sdo necessarios estudos futuros para aprofundar a compreensdo dos

impactos das proteinas vegetais na composic¢ao e na funcionalidade da microbiota intestinal.
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Anexo 1
Os graficos completos do efeito da interagdo entre os tratamentos e o tempo de avaliados através da
densidade otica (DO) e a contagem de UFC/mL de Bifidobacterium animalis subsp. lactis (A),

Lacticaseibacillus casei (B), Lacticaseibacillus rhamnosus (C) e Lactobacillus helveticus (D) sao

apresentados a seguir:
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Letras minusculas indicam diferenga significativa a 5% entre os tratamentos para o0 mesmo periodo.
Letras maiusculas indicam diferenca significativa a 5% entre periodos para 0 mesmo tratamento
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Letras mintsculas indicam diferenga significativa a 5% entre os tratamentos para o mesmo periodo.
Letras maiusculas indicam diferenca significativa a 5% entre periodos para o mesmo tratamento
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Letras mintsculas indicam diferenca significativa a 5% entre os tratamentos para o mesmo periodo.
Letras maiusculas indicam diferenca significativa a 5% entre periodos para o mesmo tratamento
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