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INTRODUCAO:

Fontes alternativas de proteinas, incluindo vegetais, insetos € micro-organismos, fazem parte
do escopo de diferentes pilares e objetivos da seguranca e da sustentabilidade alimentar. As
leguminosas, como o feijao e a lentilha, t€m sido consideradas alimentos funcionais ricos em
proteinas e compostos bioativos'2. Essas proteinas, quando hidrolisadas, podem gerar peptideos com
atividades antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobianas e anti-hipertensivas, fungdes estas nao
desempenhadas pela protefna nativa>.

Tao importante quanto estudar as alteragdes promovidas pelo tratamento enzimadtico sobre as
proteinas, é entender como as operacdes unitdrias na indudstria de alimentos podem afetar as
propriedades intrinsecas dos hidrolisados proteicos. Além do tradicional processamento térmico,
tecnologias emergentes de esterilizacdo comercial como a alta pressdo e o ultrassom vém sendo
exploradas por causarem menores alteragdes sensoriais e nutricionais e atuarem de forma eficiente na
conservagao dos alimentos. Tratamentos prévios com essas tecnologias vém sendo relatados como
uma eficiente estratégia para aumentar a extensdo da hidrdlise e a liberacdo de peptideos bioativos>.
No entanto, os efeitos desses processos sobre as propriedades bioativas de hidrolisados proteicos
ainda € pouco relatado na literatura. Como uma forma de entender os efeitos de diferentes tecnologias
sobre as propriedades bioldgicas de hidrolisados proteicos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
como processos envolvendo tratamento térmico, ultrassom e microfluidizagdo afetam a atividade

antioxidante de hidrolisados proteicos de feijdo carioca e lentilha.
METODOLOGIA:

As amostras de feijao carioca (Phaseolus vulgaris) e lentilha (Lens culinaris) foram adquiridas
no mercado local da cidade de Campinas (Sdo Paulo, Brasil). As proteinas foram extraidas e os
concentrados proteicos obtidos foram utilizados como substratos para hidrélise enzimatica e demais
processamentos. As proteases comerciais utilizadas na hidrélise foram a Flavourzyme® 500L de

Aspergillus oryzae e Alcalase® 2.4L de Bacillus licheniformis (Sigma Aldrich).
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Os produtos obtidos a partir do feijao e da lentilha foram avaliados sob duas perspectivas: 1)
aplicacdo dos processos tecnoldgicos (tratamento térmico a 75°C e em ebulicdo, ultrassom e
microfluidizacdo) como pré-tratamentos (anterior a hidrdlise enzimatica) e 2) aplica¢ao dos processos
tecnoldgicos (tratamento térmico a 75°C e em ebulicdo, ultrassom e microfluidizagdo) como pos-

tratamentos (posterior a hidrélise enzimadtica). A Figura 1 mostra o esquema simplificado das etapas

do projeto.
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Figura 1. Esquema simplificado das etapas envolvidas no projeto.

As atividades antioxidantes dos concentrados e hidrolisados proteicos dos substratos,
submetidos ou nao aos tratamentos, foram determinadas a partir do esquema presente na Figura 2. Os
resultados obtidos foram analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) seguida do

teste de Tukey, realizado com auxilio do software Minitab® 19 de Minitab Inc. (Pensilvania, EUA).

* ABTS (Al-Duais et al., 2009)

20 pL da amostra 6 min, temperatura Leitura em microplacas
220 puL do radical ABTS J ambiente, auséncia de luz a 734 nm
e
* DPPH (Al-Duais et al., 2009)
66 pL da amostra 45 min, temperatura Leitura em microplacas
134 pL do radical DPPH J ambiente, auséncia de luz a517 nm =
-
* FRAP (Benezie & Strain, 1996)
25 pL da amostra . ° Leitura em microplacas
30 , 37 °C
175 il do radical FRAP i a 595 nm

Figura 2. Determinagdo das propriedades antioxidantes dos concentrados e hidrolisados proteicos de feijdo e lentilha.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos para as atividades antioxidantes dos concentrados e hidrolisados
proteicos de feijao carioca e de lentilha submetidos aos diferentes processos tecnoldgicos estdo
representados, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2. As avaliagdes das amostras submetidas a hidrélise
enzimdtica e aos diferentes processos permitiram verificar tanto o efeito isolado da hidrdlise
enzimdtica nas amostras tratadas e ndo tratadas quanto o efeito dos processamentos sobre as

propriedades antioxidantes dos concentrados e dos hidrolisados proteicos.
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Tabela 1. Propriedades antioxidantes mensuradas pelos métodos Tabela 2. Propriedades antioxidantes mensuradas pelos métodos
ABTS, DPPH e FRAP para as amostras de feijao submetidas a ABTS, DPPH e FRAP para as amostras de lentilha submetidas a

hidrdlise enzimatica e aos diferentes processos tecnoldgicos. hidrdlise enzimatica e aos diferentes processos tecnoldgicos.
Propriedades antioxidantes (umol TE/g) Propriedades antioxidantes (umol TE/g)

Amostras ABTS DPPH FRAP Amostras ABTS DPPH FRAP
Proteina concentrada 39,77 +3,78 ** 13,17+ 1,27° 0,67 +£0,40° Proteina concentrada 38,50 + 1,45 14,14 £ 1,03 0,75 +0,30 "
Proteina hidrolisada 9497 £0,21* 16,01 £1,06 * 8,14£027* Proteina hidrolisada 109,31 £1,52° 29,61 £4,05* 3,63+0,38*

Ultrassom Ultrassom
Controle 39,82+0,41° 11,13£137° 2,18£0,56"° Controle 38,85 +4,01° 5,16 0,24 ¢ 1,63 +0,08°
Pré-tratamento 99,83 +£2,90° 24,52+2.85"° 7.22+£0,64° Pré-tratamento 101,20 +£4,29° 2335+285* 5,76 £0,57*
Pés-tratamento 102,97 £5,75 22,22+£284% 8,28+1,22¢ Pés-tratamento 115,59 +3,35% 18,96 + 0,83 ® 520£0,02¢
Tratamento térmico a 75°C Tratamento térmico a 75°C
Controle 5729+ 1,10° 13,67+0,75° 448 £0,49° Controle 4341+£251°¢ 12,97 £ 1,22° 1,23+0,43°
Pré-tratamento 98,81 +1,92° 2432+1,80% 8,68 £0,64 ¢ Pré-tratamento 101,91 £5,54 19,80+ 0,19 * 2,30 +047°
Pés-tratamento 99,60 + 1,55 22,66+ 1,77 7,06 £0,91° Pés-tratamento 87,73 £1,50° 20,65+0,90* 7,22£0,68°
Tratamento térmico em ebulicio Tratamento térmico em ebuliciio
Controle 38,23 £5,14° 12,72+ 0,93 " 6,89 £0,33 Controle 46,90 +£5,57° 12,23+£0,72° 1,70+£0,33 ¢
Pré-tratamento 92,18+7,12*° 19,03 £3,05 ¢ 6,28 £0,34° Pré-tratamento 118,71 £1,17° 22,83+0,73* 544 +046°
Pés-tratamento 91,25 +3,52* 19,85 +2,66 * 7,56 +£0,55° Pos-tratamento 114,53 £5,66 23,01 +1,62° 8,16 1,05
Microfluidizagio Microfluidizacéo
Controle 50,35+£2,31°¢ 13,22+0,85°¢ 3,80 +1,44° Controle 39,27+337°¢ 1489 +1,82°¢ 1,12£0,19¢
Pré-tratamento 108,68 +4,23* 27,19 £2,35* 6,82+041° Pré-tratamento 104,95 +1,38* 40,30+ 1,98 * 5,76 £0,03 °
Pés-tratamento 100,25 £ 1,47° 20,60 +2,36 " 5.91+0,96°° Pés-tratamento 84,70 £2,97° 33,85+£0,33° 8,86+0,07*

*Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os resultados na coluna para as amostras dentro de um
mesmo tratamento.

De forma geral, a hidrdlise acarretou em aumentos de atividade antioxidante nos trés métodos
avaliados, tanto na presencga quanto na auséncia dos tratamentos tecnolégicos. Os aumentos atingiram
valores maximos de 158% (ABTS), 105% (DPPH) e 279% (FRAP) para as amostras de proteina de
feijao submetidas ao pods-tratamento com ultrassom (ABTS e FRAP) e pré-tratamento com
microfluidizacdo (DPPH), em comparacdo com os seus respectivos controles (Tabela 1). Para a
proteina de lentilha, os aumentos atingiram 197% (ABTS), 170% (DPPH) e 690% (FRAP) para as
amostras submetidas ao pds-tratamento com ultrassom (ABTS), pré-tratamento por microfluidizacao
(DPPH) e pos-tratamento por microfluidizacdo (FRAP), respectivamente, em comparagdo com oS
seus respectivos controles (Tabela 2).

O aumento da bioatividade relacionado a hidrélise enziméatica pode ser explicado pela acdo
de proteases especificas que atuam na estrutura priméria das proteinas por meio da clivagem das
ligacdes peptidicas e, assim, liberam pequenos peptideos com potencial antioxidante®. Ademais, ja
foi relatado na literatura o potencial das enzimas em aprimorar a extracdo de compostos fendlicos
complexados com as proteinas da matriz vegetal que, quando livres, sdo capazes de neutralizar
reagdes oxidativas®,

Os efeitos dos diferentes processos tecnoldgicos nos hidrolisados proteicos de feijao e lentilha
por meio da comparagdo entre as proteinas hidrolisadas sem tratamento e as amostras tratadas antes
e apos a hidrdlise enzimatica estao representados na Figura 3.

A aplicagdo de ultrassom promoveu aumento da bioatividade das amostras de feijao em 53%
antes e 39% ap6s a hidrélise para o método DPPH, e das amostras de lentilha em 59% e 43%, no pré

e no pos-tratamento, respectivamente, para o método FRAP.
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Figura 3. Atividade antioxidante das amostras hidrolisadas de feijao (coluna esquerda) e lentilha (coluna direita) submetidas aos
diferentes processos tecnoldgicos, determinada pelas metodologias: A — ABTS; B — DPPH; e C — FRAP. Letras iguais indicam que ndo
houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as amostras agrupadas no mesmo tratamento tecnoldgico.

O tratamento a 75°C elevou a atividade antioxidante dos hidrolisados de feijao em 52% e
42%, respectivamente, no pré e pos-tratamento para o método DPPH, 4% em ambos os tratamentos
para o método ABTS e 99% para a lentilha no pds-tratamento para o método FRAP. A ebuli¢dao
aumentou em 9% a bioatividade das proteinas de lentilha no pré-tratamento para o método ABTS,
50% no pré-tratamento e 125% no pds-tratamento quando a atividade foi avaliada pelo método FRAP.
A microfluidizacdo elevou essa propriedade em 14% (ABTS) e 70% (DPPH) no pré-tratamento do
feijao e em 36% na lentilha pré-tratada (DPPH). De forma geral, os pré-tratamentos demonstraram
ser uma eficiente estratégia para elevagdo da bioatividade, uma vez que alteram a estrutura da proteina
e permitiram a obteng¢io de peptideos®’”. Quando comparado os concentrados proteicos tratados e
ndo tratados (Figura 5), a microfluidiza¢do (ABTS), o tratamento a 75°C (ABTS) e a ebulicdo (FRAP)
foram os processos mais adequados para elevagdo da atividade antioxidante nos concentrados de

feijao, e a ebulicdo (ABTS e FRAP) e o ultrassom (FRAP) nos concentrados de lentilha.
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Figura 4. Atividade antioxidante relativa dos concentrados proteicos de feijao (esquerda) e lentilha (direita) submetidos aos diferentes
processos tecnoldgicos. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) entre as atividades antioxidantes das
amostras dentro do mesmo método de medida.

CONCLUSOES:

Os resultados sugerem que a aplica¢do da hidrélise enzimética é um processo efetivo para
elevacdo da atividade antioxidante nos trés métodos avaliados, tanto na presenca quanto na auséncia
dos tratamentos tecnolégicos. Os resultados demonstraram que a aplicacao de ultrassom, tratamentos
térmicos e microfluidizacdo foram eficientes para promover o aumento da bioatividade nos
concentrados (sem hidrélise) e nos hidrolisados proteicos de feijao e lentilha, recebendo destaque

quando aplicados como pré-tratamentos.
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