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RESUMO

PRADO, DANIELLE MARIA FERNANDES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde — GO, fevereiro de 2017. Hidrdlise enzimatica de proteinas isoladas de graos
para producdo de peptideos bioativos in vitro. Orientadora: Drd. Mariana Buranelo
Egea. Coorientadores: Dr. Jeferson Aparecido Moreto e Dr. Ailton Cesar Lemes.

Durante a Gltima década, muitos peptideos bioativos foram descobertos a partir da
hidrélise enzimatica de diferentes proteinas alimentares. Esses peptideos, ao serem
libertados apds a hidrdlise enzimatica, possuem propriedades biofuncionais, com
potencial nutracéutico para aplicacGes alimenticias e farmacéuticas. Tais peptideos
podem  apresentar  efeitos  anti-hipertensivo,  antioxidante,  antiobesidade,
imunomodulador, antidiabético, hipocolesterolémico e anticancer. O objetivo deste
trabalho foi obter peptideos bioativos através da hidrdlise enzimética das proteinas dos
grdos de milho, sorgo, girassol e farelo de girassol. Para isso, inicialmente foi avaliada a
composicdo proximal de cada grdo, milho, sorgo, girassol e do farelo de girassol,
determinando-se o teor de umidade, cinzas, lipideos e proteinas. Foram avaliados
diferentes métodos de extracdo de proteinas para os graos e farelo no intuito de obter a
maior quantidade de proteinas possivel em cada grdo. Posteriormente, determinou-se a
atividade antioxidante dos extratos proteicos pelos métodos de ABTS, DPPH e FRAP.
Apos andlise de rendimento proteico e atividade antioxidante, foram escolhidos os
extratos proteicos oriundos das amostras de girassol para a realizacdo da hidrolise
enzimatica. A hidrdlise enzimatica foi realizada a partir do uso de enzimas proteoliticas
(Neutrase e Flavourzyme) em tempo, temperatura e pH otimizados com o farelo de

girassol. Por fim, foi determinado a atividade antioxidante por meio dos métodos ABTS
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e DPPH para os hidrolisados com as enzimas proteoliticas. O farelo de girassol foi a
amostra que apresentou o maior teor de proteinas (27,8 g/ 100 g), seguido dos gréos de
girassol (15,12 g/100g), sorgo (9,87 g/100g) e milho (6,6 g/100g). Os métodos mais
eficazes, que resultaram em maior extracdo proteica e atividade antioxidante, foram os
métodos em que se utilizou NHsHCOs (5mM, pH 8,0) e 0 método de extracdo com
H>0/C>Hs0 (2:3), ambos associados com tratamento térmico. O maior teor de proteinas
extraidas foi de 797,9, 303,8 e 11296,5 g/g e a maior atividade antioxidante de 34417,5,
9732,6 e 47473,1 ug de equivalente trolox.g de amostra™ para os grios de girassol
desengordurados por soxhlet, Bligh & dyer e o farelo de girassol, respectivamente,
quando comparados aos grdos de milho e sorgo. Em relacdo a hidrolise enzimatica, o
farelo de girassol foi o substrato em que ocorreu 0 maior grau de hidrélise, 11,06%,
quando se utilizou a enzima Neutrase, seguido da enzima Flavourzyme com grau de
hidrélise de 5,43%. A hidrélise enzimatica aplicada sobre os extratos proteicos resultou
em aumento da captura de radicais ABTS com 32868,94 g de equivalente trolox.g de
amostra™ utilizando-se a enzima Neutrase e 33924,39 ug de equivalente trolox.g de
amostra para a enzima Flavourzyme. Ja em relagdo ao método de determinacéo de
atividade antioxidante, foi verificado decréscimo da captura de radicais, com valores de
693,90 ug de equivalente trolox.g de amostra™® para a enzima Neutrase e 340,24 pg de
equivalente trolox.g de amostra® para a enzima Flavourzyme. Os extratos proteicos,
assim como os hidrolisados obtidos, apresentaram elevada atividade antioxidante,

demonstrando grande potencial como alternativa aos antioxidantes sintéticos.

Palavras-chave: Extracdo proteica. Atividade antioxidante. Enzimas proteoliticas.
Biofuncional.
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ABSTRACT

PRADO, DANIELLE MARIA FERNANDES DO PRADO. Instituto Federal Goiano -
Campus Rio Verde - GO, February 2017. Enzymatic hydrolysis of proteins isolated
from grains for the production of bioactive peptides in vitro. Advisor: Dr.2 Mariana

Buranelo Egea. Co-advisors Dr. Jéferson Aparecido Moreto and Dr. Ailton Cesar Lemes.

During the last decade, many bioactive peptides have been discovered from the enzymatic
hydrolysis of different food proteins. These peptides, when released after enzymatic
hydrolysis, have biofunctional properties with nutraceutical potential for food and
pharmaceutical applications. Such peptides may exhibit antihypertensive, anti-oxidant,
anti-obesity, immunomodulatory, antidiabetic, hypocholesterolemic and anticancer
effects. The aim of this work was to obtain bioactive peptides through the enzymatic
hydrolysis of the proteins of corn, sorghum, sunflower and sunflower meal. For this, the
proximal composition of each grain as well as corn, sorghum, sunflower and sunflower
meal was evaluated, determining the moisture content, ashes, lipids and proteins.
Different methods of protein extraction for grains and meal were carried out in order to
obtain the largest amount of proteins possible in each grain. Subsequently, the antioxidant
activity of the protein extracts was determined by the ABTS, DPPH and FRAP methods.
After the analysis of protein efficiency and antioxidant activity, the protein extracts from
the sunflower samples were selected for enzymatic hydrolysis. The enzymatic hydrolysis
was performed using proteolytic enzymes (Neutrase and Flavourzyme) in time,
temperature and pH optimized with sunflower meal. Finally, the antioxidant activity was
determined by the ABTS and DPPH methods for hydrolysates with the proteolytic
enzymes. The sunflower meal was the sample with the highest protein content (27.8 g /
100 g), followed by sunflower (15.12 g / 100 g), sorghum (9.87 g / 100 g) and corn (6.6

g / 100g). The most effective methods, which resulted in higher protein extraction and
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antioxidant activity, were the NHsHCO3 (5mM, pH 8.0) and H2O / CoHeO (2: 3)
extraction methods, both associated with heat treatment. The highest protein content was
797.9, 303.8 and 11296.5 ug / g and higher antioxidant activity of 34417.5, 9732.6 and
47473.1 pug trolox.g equivalent of sample™ for the grains of sunflower defatted by soxhlet,
Bligh & dyer and sunflower meal, respectively, when compared to corn and sorghum
grains. In relation to the enzymatic hydrolysis, sunflower meal was the substrate where
the highest hydrolysis degree occurred, 11.06%, when the enzyme Neutrase was used,
followed by the enzyme Flavourzyme with hydrolysis degree of 5.43%. The enzymatic
hydrolysis applied on the protein extracts resulted in an increase in the capture of ABTS
radicals with 32868.94 ug of trolox.g equivalent of sample™ using the enzyme Neutrase
and 33924.39 pg of trolox.g equivalent of sample? for the enzyme Flavourzyme.
Regarding the method of determining antioxidant activity was observed a decrease of the
capture radicals, with values of 693.90 ug equivalent trolox.g”? sample for Neutrase
enzyme and 340.24 ug equivalent trolox.g of sample™ for the enzyme Flavourzyme. The
protein extracts, as well as the hydrolysates obtained, presented high antioxidant activity,

showing great potential as an alternative to synthetic antioxidants.

Key words: Protein extraction. Antioxidant activity. Proteolytic enzymes. Biofunctional.



1. INTRODUCAO

1.1 Gréos: girassol, milho e sorgo
1.1.1 Origem e historia

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma dicotiledénea anual da familia
Asteraceae, originaria do continente americano, tendo como centro de origem o México.
Adapta-se a diferentes condi¢cdes ambientais, podendo ser cultivado desde o Rio Grande
do Sul até o hemisfério Norte, no estado de Roraima (CASTRO, FARIAS, 2005). No
Brasil, somente a partir da década de 1990, deu-se importancia ao cultivo do girassol,
principalmente no Centro-Oeste, destacando-se os estados de Goias e Mato Grosso do
Sul pela extracdo do 6leo e producdo de biodiesel (DALL AGNOL et al., 2005; NEVES,
2007).

O milho (Zea mays L.) é uma monocotileddnea anual da familia Poaceae
originaria no México e Guatemala (FEPAGRO, 1998). O milho passou a ser apenas fonte
alimentar para os seres humanos e, atualmente, possui grande importancia em outras
formas de utilizagdo, que vao desde a animal até a industria de alta tecnologia, como a
producdo de filmes e embalagens biodegradaveis (PAES, 2006).

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é uma monocotiledénea da mesma
familia do milho (Poaceae) originaria da Africa e em parte da Asia. Embora sua cultura
seja antiga, sua expansao sé se deu no final do século XIX, e no Brasil, iniciou a partir da
década de 1970. E muito utilizado na alimentacdo humana, alimentacdo animal e
producdo de biocombustivel (QUEIROZ et al., 2011; BRITO, 2015).



1.1.2 Composicdo quimica

A distribui¢do dos componentes quimicos das sementes se divide entre umidade
e matéria seca, a qual é dividida em matéria organica e inorganica. Na matéria organica,
encontram-se os lipideos, proteinas, carboidratos e outros componentes; e na fracdo
inorganica as cinzas (ALVES, 2010).

Assim como todos os demais alimentos possuem sua caracteristica na
composicdo quimica, os grdos de girassol, milho e sorgo também possuem sua
particularidade devido a regido cultivada. Essa particularidade de cultivo remete a
diferentes composi¢fes quimicas dos grdos pelos fatores de composicdo do solo,
temperatura, clima e umidade, dentre outros aspectos. Dessa forma, pode-se destacar 0s
componentes quimicos dos grdos de girassol, milho e sorgo na Tabela 1, em que se
verifica que o girassol apresenta teores de proteina e lipideos muito superiores aos graos
de milho e sorgo, que, por sua vez, apresentam destacadamente elevados teores de

carboidratos.

Tabela 1: Composi¢do quimica dos grdos de girassol, milho e sorgo.

Teores (g/100g)
. Milho Sorgo
Componentes (O’BGRII'E;SOZIO()% (CAPOBIANGO, (BARCIgLOS,

’ 2006) 2012)
Cinzas 4,0 0,5 1,2
Umidade 4.7 11,0 14,0
Lipideos 47,3 1,9 34
Proteinas 24,0 6,1 9,8
Carboidratos 19,9 80,4 79,0

Além disso, pode-se verificar que o grdo de sorgo apresenta composi¢do quimica
semelhante a do milho, sendo que, as tecnologias de processamento para a obtencdo de
produtos alimenticios desses cereais sdo aplicaveis ao sorgo com a finalidade de explorar
seu potencial como matéria-prima para a elaboracdo de diversos produtos, incluindo
produtos sem glaten destinados a portadores de doenca celiaca (SOUZA et al., 2009).

Segundo Bruzzetti (1999), o girassol apresenta acidos graxos poli-insaturados
que favorece o aumento das proteinas de alta densidade (HDL), a reducéo do colesterol



plasmaético e a reducdo das proteinas de baixa densidade (LDL e VLDL), contribuindo
para a prevencao de arteriosclerose e dos problemas cardiovasculares.

Os gréos de girassol possuem em sua principal composicao o acido clorogénico,
composto fendlico, que possui func¢des nutricionais e atividades farmacologicas quando
atuadas como antioxidante, podendo também atuar como antidiabetes, anti-hipertensivo
e propriedades quimio-preventiva, em producdo de composicOes de protecdo solar
(KACHRIMANIDOU et al., 2015) e propriedades antifungicas (NAVARRO et al.,
2012). Além disso, o farelo de girassol € utilizado principalmente na alimentacdo de
ruminantes, mas suas propriedades nutricionais, sensoriais e funcionais também o torna
um alimento humano com excelente fonte proteica e compostos antioxidantes
(SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al., 2011).

1.1.3 Producéo e importancia econémica

A producdo agricola no Brasil tem se estendido ao longo dos anos, com
crescimento de 0,7% quando comparada com a safra 2014/2015, que equivale a 397,1 mil
hectares. Dentre as grandes regides, o volume da producdo de cereais, leguminosas e
oleaginosas apresentou a seguinte distribui¢do: Centro-Oeste, 88,4 milhdes de toneladas;
Sul, 75,2 milhdes de toneladas; Sudeste, 20,2 milhdes de toneladas; Nordeste, 19,6
milhGes de toneladas e Norte, 7,3 milhdes de toneladas (LSPA, 2016). Na Figura 1, pode-
se observar a participacdo das grandes regifes e unidades da federacdo na producdo de
cereais, leguminosas e oleaginosas no periodo referente a janeiro de 2016.

Na Figura 2, é possivel verificar a grande influéncia da Regido Centro Oeste na
economia brasileira em relacdo aos graos de girassol, milho e sorgo, representando 42,0%

na participacao ativa da producao de graos no pais.
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Figura 1: Participacéo das grandes regides e unidades da federacéo na producao de
cereais, leguminosas e oleaginosas no periodo de janeiro de 2016 (LSPA, 2016).
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Figura 2: Mapa de producgéo agricola no Brasil referente aos gréos de girassol, milho e
sorgo (LSPA, 2016).

Apesar da cultura de girassol ser menor comparando com a do milho e sorgo, ela
estd se estendendo gradativamente, principalmente em funcdo de suas caracteristicas
favoraveis e adaptaveis ao clima tropical do Brasil. Possuindo maior tolerancia a seca,
quando comparada ao milho e/ou o sorgo, baixa incidéncia de pragas e doencas, além de

contribuir com a rotacdo e sucessdo as culturas subsequentes (EMBRAPA, 2016).



1.2 Residuos industriais do girassol e utilizacdo do subproduto

As oleaginosas sdo amplamente utilizadas para aplicagdes alimentares como na
producdo de Oleos de mesa de alta qualidade e a producdo artesanal de 6leo virgem
(AGUIAR, 2001). Ja na aplicacdo ndo alimentares sdo utilizadas para a producédo de
energia, como no caso do biodiesel (UGOLINI et al., 2014).

Na industria, as oleaginosas, ao passarem pelo processo de extracdo de 6leo (por
processo de prensagem e/ou solvente organico), produzem grande quantidade de

subprodutos, que sdo denominados de torta e farelo, respectivamente (Figura 3).

‘ Sementes de girassol ‘

|
Oleo Farelo Oleo Torta

Figura 3: Fluxograma dos processos de extracdo do 6leo e obtencdo da torta e farelo de
girassol adaptado de SOUSA, 2008.

O procedimento de prensagem do gréo de girassol consegue transformar em 6leo
cerca de 25 a 33% do peso inicial das sementes (KARTIKA et al., 2006). J& na extracao
por solventes organicos, o rendimento do oOleo extraido médio para as sementes de
girassol é de 41,26% (CARRAO-PANIZZI e MANDARINO, 2005).

Os residuos resultantes da extracdo do 6leo de girassol, sendo para alimentacdo
ou biodiesel, sdo subprodutos nutritivos e valiosos com elevados conteudos de proteinas
que variam de 40% a 50% nos graos desengordurados dependendo do tipo de extragédo
(GONZALEZ-PEREZ e VEREIJKEN, 2007). Além dos elevados teores de proteinas, 0s
residuos provenientes da extracdo do 6leo sdo ricos em compostos fenolicos que sdo
responsaveis por 1-4% da massa total, sendo o acido clorogénico o componente

predominante. O acido clorogénico € um potente antioxidante e faz com que ocorra o



escurecimento da torta devido a acdo da enzima polifenoloxidase, reduzindo assim a
qualidade nutricional da proteina (SOUZA, 2013).

Devido ao seu potencial nutricional, o subproduto da extracéo do 6leo de girassol
¢ utilizado na racdo animal, especialmente para ruminantes e peixes
(RAMACHANDRAN et al., 2007) e também como ingrediente funcional, como aditivos
em alimentos fortificados e como antioxidante natural para alimentos (WEISZ et al.,
2009).

1.3 Extracdo de proteinas
1.3.1 Proteinas

As proteinas sdo as moléculas mais abundantes e com maior diversidade de
funcBes nos sistemas vivos e desempenham um papel central nos sistemas bioldgicos.
Além de funcionarem como enzimas, as proteinas também funcionam como componentes
estruturais das células e dos organismos complexos (DAMODARAN et al., 2010).

Todas as proteinas sdo essencialmente compostas dos mesmos 20 aminoacidos
primarios, mas algumas nao contém todos os 20 aminoacidos. As diferencas de estruturas
e funcdo dos milhares de proteina surgem a partir do fato de que os aminoacidos sdo
ligados entre si por meio de ligagdes amida (HARVEY, FERRIER, 2012).

Esses aminoacidos se diferem na natureza quimica do grupo R da cadeia lateral
(Figura 4). Suas propriedades fisico quimicas, como carga liquida, solubilidade,
reatividade quimica e potencial de ligacdo com hidrogénio, sdo dependentes da natureza
quimica do grupo R.



Figura 4: Estrutura geral do aminocido.

O atomo de carbono a de todos os aminoacidos € assimétrico, ou seja, possuem
quatro grupos ligados ao carbono que séo diferentes. Mas, ha exce¢do para 0 aminoacido
glicina que possui dois grupos iguais ligados ao carbono a. A Tabela 2 mostra os
amino&cidos primarios ocorrentes em proteinas, no entanto, existem os aminoacidos
derivados dos aminoacidos primarios provenientes de ligacGes cruzadas ou derivados
simples de aminoéacidos especificos, como € o caso da cisteina.

Além dos 20 aminoacidos, tem-se a selenocisteina que é derivado da serina,
contendo selénio ao invés de enxofre. Portanto, as proteinas sdo comumente formadas
por aminodacidos e ligados entre si por ligacdes peptidicas. Em uma ligacdo peptidica, o
residuo de um amino&cido na extremidade com um grupo a-amino é chamado de residuo
aminoterminal ou N-terminal e o residuo da outra extremidade, o qual possui 0 grupo
carboxil livre € denominado residuo carboxilterminal ou C-terminal (NELSON e COX,
2011).



Tabela 2: Estrutura e cddigos dos aminoacidos (Adaptado de HARVEY, FERRIER,

2012).
Classificacao Estrutura Nome Cadigos
H H ..
Glicina Gl
HQNXCOOH y
CH3 )
Alanina Ala
H,N” ~COOH
I Valina Val
H,N” ~COOH
Alifaticos
\/( Leucina Leu
H,N~ ~COOH
j\/ Isoleucina lle
H,N~ ~COOH
@l Prolina Pro
N COOH
H
p Fenilalanina Phe
H,N~ ~COOH
OH
Aroméaticos (© Tirosina Tyr
H.N” ~COOH |
H
N
E\:@ Triptofano Trp
H,N" ~COOH
NH
K Lisina Lys
H,N~ “COOH
HoN._NH,
Basicos I .
H Arginina Arg
H,N~ ~COOH
HN T
\NH - - - -
Histidina His

H,N” “COOH




0
K‘\OH Acido aspartico Asp
P HoN~ ~COOH
Acidos
(0] OH
E/ Acido glutamico Glu
H,N” ~COOH
0
rLNH? Asparagina Asn
H:N~ ~COOH
Amida
0 NH.
Glutamina GIn
HN” ~COOH
OH A
/[ Serina Ser
HoN~ “COOH
Hidroxilados
OH .
I Treonina Thr
HN" ~COOH
SH - Ve
Cisteina Cys
HN" ~COOH
Sulfurados i
f Metionina Met
HzN" ~COOH

A sequéncia linear dos aminoacidos ligados contém a informacao necessaria
para formar uma molécula proteica com estrutura tridimensional Gnica. Dessa forma, a
proteina possui quatro estruturas que contribuem para a sua conformacéo nativa funcional
que determina a funcdo bioldgica, como a catalise, protecdo, regulacdo, transducéo de
sinal, armazenamento, estrutural e transporte (Figura 5) (HARVEY, FERRIER, 2012).

Além das caracteristicas estruturais dos aminoacidos, as propriedades fisico-
quimicas sdo extremamente importantes para uma compreensao das propriedades

funcionais.

As propriedades fisico-quimica dos aminoacidos podem ser: dpticas, acidobasicas
e hidrofobicidade. Os aminoacidos, com excecao da glicina, sdo oticamente ativos, isto

é, eles giram o plano da luz polarizada. As moléculas oticamente ativas sdo assimétricas,
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ou seja, elas ndo sdo sobreponiveis a suas imagens especulares. Como o &tomo de carbono
alfa dos aminoécidos sdo assimétricos possuem a propriedade de quiralidade, sendo
caracteristica das substancias que possuem atomos de carbono tetraédrico (VOET et al.,
2008).
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Figura 5: Estrutura conformacional das proteinas (Adaptado de USP, 2017).

Os a-aminodcidos tem dois ou, para aqueles com cadeias laterais ionizaveis, trés
grupos acido-base. De acordo com a curva de titulacdo da glicina, 0 aminoacido mais
simples, os valores baixos de pH, os grupos acido-base estdo totalmente protonados, de
modo que a forma catidnica predomina ("HsNCH2COOH). Ao longo da titulagdo com
uma base forte tal como NaOH, a glicina perde dois protons, como se fosse um acido
poliprotico. Em pH 2,35, as concentragdes na forma catidnica e zwitterionica sdo iguais;
de maneira similar em pH 9,78, as concentragdes da forma zwitteridnica e aniénica sdo
iguais. Em solucdo aquosa, a forma completa neutra (HoNCH.COOH) esta presente
somente em quantidades muito pequenas. Portanto, o pH no qual uma molécula nédo

conduz corrente elétrica € conhecido como seu ponto isoelétrico (VOET et al., 2008).
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As cadeias laterais alifaticas dos aminoacidos (especialmente Leu, lle, Val, Phe
e Trp) apresentam caracteristicas hidrofobicas e tendem a agrupar no interior das
proteinas. Na formacéo das proteinas, um contetdo significativo de cadeias laterais de
aminoacidos hidrofobicos sdo aglomerados em seu interior, formando um nucleo
hidrofébico da proteina. Assim, facilitando as ligacGes de hidrogénio e interagdes ibnicas
de cada grupo polar e dando estabilidade da conformacdo das proteinas (NELSON e
COX, 2011).

1.3.2 Extracdo quimica de proteinas

Uma variedade de métodos tem sido utilizado para extrair proteinas, alguns
métodos foram desenvolvidos com base no tipo de solvente e procedimentos realizados,
sendo utilizando tratamento térmico ou ndo (MAHATMANTO et al., 2014).

Segundo Mahatmanto et al. (2014), a extracdo usando solventes aprético polar
fraco, como o diclorometano, tem a capacidade de ligar moléculas hidrofébicas, tais como
lipidios. Em compensacdo os solventes protico polar forte, como o metanol, solubiliza
peptideos com polaridade média a baixa. Esses solventes foram usados para extrair
ciclopeptideos em Hybanthus australianos (SIMONSES et al., 2005).

O solvente acetonitrila, sendo miscivel com a 4gua, serve como um solvente para
extrair peptideos de média polaridade. Enquanto isso, a molécula de agua atrai peptideos
mais polares. O &cido férmico funciona como modificador de pH solubilizando peptideos
mas desnatura e precipita as proteinas maiores. Esses solventes foram utilizados para
extrair ciclopeptideos a partir das sementes e folhas de Viola hederacea (TRABI, CRAIK,
2004).

Assim, também acontece com o acetato de sddio juntamente com acetona, que
precipitam as proteinas maiores. Este método foi usado na descoberta de nd de cistina de
sementes de Momordica. cochinchinensis (HERNANDEZ, et al., 2000; CHAN et al.,
2009). Juntamente com o tratamento térmico, o bicarbonato de amodnio serve como
tampdo de extracdo e precipita proteinas termolabeis. O aquecimento também promove
liberacdo de compostos bioativos favorecendo peptideos estiveis. Os solventes e
tratamento térmico foram utilizados para descoberta de peptideos de no de cistina a partir
das sementes de Momordica charantia (HAMATO et al., 1995) e ciclopeptideos das
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raizes, nddulos, caules, folhas, flores e sementes de Clitoria ternatea (NGUYEN et al.,
2011).

Segundo Oseguera-Toledo (2011), o método de precipitacdo de proteinas com
hidroxido de sddio e acido cloridrico solubiliza e precipita as proteinas devido mudanga
de pH. Esse método foi utilizado para extracdo de proteinas de grdos como o Phaseolus
vulgaris L. e Sorghum bicolor L. (WU et al., 2016).

1.4 Hidrélise enzimatica

Segundo Adler-Nissen (1986), as proteinas podem sofrer hidrolise, sendo
catalisada por &cidos, bases ou enzimas e, dessa maneira obter aminoécidos livres e
pequenos peptideos com posicbes pré-definidas que sdo desejaveis no ponto de vista
nutricional. Através de clivagem de ligacdes peptidicas, a hidrolise enzimatica pode
diminuir a massa molecular, aumentando a reatividade e melhorando as propriedades
funcionais das proteinas (SOARES, 2013).

De acordo com Ordonez et al. (2005), a propriedade funcional € definida como
toda propriedade ndo nutricional que influi no comportamento durante o processamento,
estocagem e preparacdo, controla sua conveniéncia como ingrediente alimentar e
influéncia na aceitabilidade e no consumo final do produto. Dessa forma, a hidrélise
enzimatica € um processo importante, pois tem sido utilizado para melhorar propriedades
fisicas, quimicas e funcionais dos alimentos, sem prejudicar seu valor nutritivo,
melhorando as caracteristicas de absorcdo das proteinas, além de reunir propriedades
osméticas equilibrados, hipoalergénicos e apresentar sabor aceitdvel (PACHECO et al.,
2005).

O processo de hidroélise pode ser catalisado por acidos, bases ou enzimas (SILVA
et al., 2009). O tratamento acido e alcalino oferecem diversas desvantagens, seja por
consequéncia de reacOes adversas, pela severidade das condi¢fes operacionais ou pela
composicado final (MIRANDA, 2012). Dessa maneira, a forma mais comumente utilizada
para producdo de peptideos bioativos in vitro é através de hidrélise enzimatica de
moléculas de proteina (KORHONEN; PIHLANTO, 2006).

As enzimas constituem um grupo de macromoléculas necessario para inimeros
eventos bioldgicos. Além disso, sdo Uteis em muitos processos industriais, sobretudo nas

areas de biotecnologia industrial, ambiental e de alimentos (PASTORE, 2010). Sédo
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catalisadores muito potentes e eficazes compostas por aminoécidos, unidos por ligagdo
peptidica, que aceleram uma reagdo quimica, até tornd-la instantdnea ou quase
instantanea, ao diminuir a energia de ativacdo. Como catalisadores as enzimas atuam em
pequena quantidade e se recuperam indefinidamente. Nao levam a cabo reac6es que sejam
energeticamente desfavoraveis, ndo modificam o sentido dos equilibrios quimicos, mas
aceleram sua realizagdo (KIELING, 2002).

O uso de enzimas diferentes na hidrdlise de proteinas resulta na formacéo de uma
mistura de peptideos com diversos graus de hidrolise e consequentemente diferentes
atividades antioxidantes (SARMADI; ISMAIL, 2010).

E através do processo de clivagem das ligacBes peptidicas que se originam
peptideos de diferentes tamanhos e aminoéacidos livres, denominadas de hidrolise proteica
(ADLER-NISSEN, 1981), mas também os grupos de enzimas hidrolisam ligacGes ésteres
(-COOR), tiol-ésteres (-COSR) e amidas (-NH.) (WHITAKER, 1994). A Figura 6,
demonstra 0 mecanismo da serina protease. A triade é uma estrutura coordenada que
consiste de trés aminodcidos: histidina, aspartato e serina, em que cada aminoacido
desempenha uma tarefa especifica no processo de catalise. A cadeia lateral da Ser (-CHa-
OH) é ativada por uma catélise basica mediada por Asp e His através de interacfes por
ligacdo hidrogénio (numeracéo dos residuos referente a serina protease do HCV). A Ser
do sitio ativo (nucleodfilo ativado) ataca, entdo, a ligacdo amidica do substrato
polipeptidico, formando um intermediario oxianion tetraédrico. Este intermediario se
rompe pela eficiente transferéncia de proton da His para formar uma amina e um
intermediario acil-enzima. A liberacdo da por¢do N-terminal e a introducdo de uma
molécula de H20 levam ao ataque da carboxila do substrato, formando o fragmento C-
terminal do substrato e regenerando a enzima.

Segundo Biasutti (2006), as enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a
quebra das ligacdes peptidicas em proteinas. Sdo enzimas da classe 3, as hidrolases, e
subclasse 3.4, as peptideohidrolases ou peptidases. Estas enzimas constituem grande
familia, dividida em endopeptidases ou proteinases e exopeptidases, de acordo com a
posicdo da ligagdo peptidica a ser clivada na cadeia peptidica. As exopeptidases atuam
somente nos finais das cadeias polipeptidicas. Com base em seu sitio de acao, regido N
ou C terminal, sdo classificadas como amino ou carboxipeptidases, respectivamente. As
endopeptidases atuam preferencialmente nas regifes internas da cadeia polipeptidica,
entre as regides N e C terminal sendo que a presenca de grupos amino ou carboxila livres

tem um efeito negativo na atividade da enzima. Estas enzimas sdo divididas em quatro
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subgrupos de acordo com seu mecanismo catalitico: serina proteases, aspartico proteases
cisteina proteases e metaloproteases (RAO et al., 1998)
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1.5 Peptideos bioativos

Peptideos bioativos sdo considerados fragmentos de proteinas especificas que
sdo inativos no interior da sequéncia da proteina. Depois de serem libertados por hidrélise
enzimatica, podem exercer varias funcdes fisioldgicas. Estes peptideos contém cerca de
2-20 amino&cidos e apresentam massas moleculares menores que 6000 Da (SUN et al.,
2004).

Com base nas suas propriedades estruturais e sua composicao de aminoacidos e
sequéncias, estes peptideos podem desempenhar varios papeéis, como antimicrobiano
(BAMDAD et al., 2015), antioxidante (POWER et al., 2013), antitrombético (SHIMIZU
et al., 2008), hipocolesterolémico (TONG et al., 2012), anti-hipertensivo (JIA et al.,
2010), além de atuar em doencas cardiovasculares, diabetes, doencas neuroldgicas e até
mesmo Alzheimer (STADTMAN, 2006).

Os polipeptideos, peptideos e aminoacidos tanto de origem animal quanto
vegetal, obtidos por hidrélise de proteinas, tém sido cada vez mais aplicados na
agricultura, ndo apenas como fonte de azoto organico, mas também como uma ferramenta
sustentavel e renovavel para melhor a qualidade do solo e aquisi¢do de nitrogénio nas
plantas, contribuindo na reducdo da aplicacdo de fertilizantes quimicos (SCHIAVON,
2008). Além disso, esses peptideos podem agir como bioestimulantes quando aplicados
em plantas para fornecer beneficios potenciais para crescimento, desenvolvimento e/ou
resposta ao estresse (UGOLINI, 2015).

Dessa maneira, 0 uso de antioxidantes sintéticos como o hidroxitolueno butilado
(BHT), hidroxianisole butilado (BHA), gaiato de propilo (GP) e terc-butil-hidroquinona
(TBHQ) foi restringido por causa dos seus efeitos toxicos potenciais sobre os seres
humanos. Por outro lado, os peptideos bioativos sdo considerados antioxidantes naturais
e tém atraido grande interesse pela sua seguranga e propriedades de distribuicdo ampla
(ZHANG et al., 2009; BRANDELLI et al., 2015)

Devido aos efeitos toxicos que o0s antioxidantes sintéticos podem causar nos
seres humanos, estudos sobre hidrélise enzimatica de grdos na obtengéo de peptideos com
bioatividade tém sido investigados. Atualmente, estudos relatam as atividades
antioxidantes dos hidrolisados de origem vegetal, como a soja (PARK et al., 2010),
canola (ALASHI et al., 2014), farinha do gluten de milho (LIU et al., 2010), girassol
(CEVALLOS-CASALS e CISNEROS-ZEVALLOS, 2010; SZYDLOWSKA-
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CZERNIAK et al., 2011), milho (JIN et al., 2016), sorgo (WU et al., 2016), feijdo
(OSEGUERA-TOLEDO et al., 2011) e arroz (PIU et al., 2014).

Segundo Yu et al. (2011), as proteinas do milho tém a capacidade potencial de
facilitar o metabolismo do alcool, ativando alcool desidrogenase (ADH) levando a
diminuicdo da concentragdo de alcool no sangue. A proteina do gréo de sorgo hidrolisado,
a quimotripsina, é conhecida pela atividade inibidora da Enzima Conversora
Angiotensina (ACE) levando a diminuicdo da pressao sanguinea (CHEN et al., 2013;
PUCHALSKA et al., 2014).

Bitzer et al. (2017) verificou que concentrados de proteinas da soja exerceu
efeitos antioxidantes e citoprotetores in vitro e moderou a gravidade da inflamagéo do
colon e a perda da funcdo de barreira intestinal in vivo.

A proteina do farelo de arroz é uma fonte de peptideos bioativos com potencial
atividade antioxidante e inibidoras da Enzima Conversora Angiotensina (ACE) (WANG
et al., 2017) e também exibem atividades anti-hipertensivos e antiobesidade (SARMADI
e ISMAIL, 2010). Segundo Garcia-Mora et al. (2015), a proteina do feijdo também exibe
atividades antioxidante e anti-inflamatorias e inibidoras de ACE.

O principal composto fendlico presente nas sementes de girassol é o acido
clorogénico, possuindo funcgdes nutricionais (melhoria da resisténcia do corpo contra
doencas) e atividade bioldgica, agindo como antioxidantes (KACHRIMANIDOU et al.,
2015). Possui também propriedade antidiabetes, anti-hipertensivas e quimio-preventiva
(ZHAO et al., 2012).

Percebe-se a importancia dos peptideos bioativos na saide humana, por isso, ha
um grande interesse em estudos abordando obtencdo de peptideos bioativos em gréos,
cereais e leguminosas. Sendo um estudo promissor na area nutricional e farmacoldgica,
obtendo peptideos bioativos de grdos que normalmente sdo utilizados na alimentagéo

animal.

1.6 Aplicacdo tecnoldgica dos peptideos bioativos

Atualmente, os peptideos com atividade bioldgica tém sido utilizados em varios
produtos, podendo ser aplicado diretamente no corpo ou ingerido. O colageno pode ser
ingerido ou aplicado no corpo, sendo comercializado na forma de capsulas ou como
fluido. Em Maxxi 30+ da RACCO Life Colageno®, os ativos atuam melhorando a

capacidade do organismo em absorver 0s nutrientes quando ingeridos, e reflete
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diretamente na aparéncia da pele, cabelos e unhas. Em outra forma de colageno, tem-se o
Peptideos Bioativos de Colageno do VERISOL® que promovem o aumento da sintese de
colageno tipo | e proteoglicanos, envolvidos na formacdo e sustentacdo das fibras
elasticas dérmicas, diminuindo assim a flacidez e melhorando a hidratacdo e suavidade
da pele.

A linha da Eudora® Rejuvenesce os fios, shampoo, condicionador, leave-in e
toénico, possuem aditivos e peptideos que recupera a juventude dos cabelos e proporciona
aumento da espessura dos fios, trazendo forca, brilho e reducdo da queda.

Pepto Protein AGE® é um suplemento proteico hidrolisado composto e derivado
da caseina, fornecendo uma elevada concentracao de di e tri-peptideos que sdo absorvidos
pelo organismo rapidamente, promovendo a otimizacao da sintese muscular, melhora da
recuperacdo e do desempenho fisico.

O GHRP-2 PRALMORELIN® ¢ um polipeptideo, possui como caracteristica
principal e fungdo maior, 0 aumento na massa muscular magra e diminui¢do da gordura
corporal, aumento no corpo da energia, a forca e resisténcia, crescimento de tecido 6sseo,
funcdo antienvelhecimento e melhora nas condi¢des das articulaces.

Imuno-PG ® contém peptideos de glutamina que melhora o sistema imunoldgico,
auxilia no funcionamento do intestino, é fonte de energia para o cérebro, ajuda na
recuperacdo do glicogénio muscular e evita perda muscular.

HydroPeptide® é um gel de limpeza facial que contém &cido lactico, extrato de
maca e enriquecido com peptideos para aumentar a producdo de colageno e reduzir o
aparecimento de rugas.

ProMyoBlend® contém proteina miofibrilar hidrolisada de carne bovina,
peptideos de proteina de carne, albumina de bife e peptideos de colageno) garante uma
proteina 350 vezes mais concentrada do que um bife, extremamente biodisponivel e de
facil digestibilidade.

Além de produtos consumidos pelos seres humanos, as proteinas hidrolisadas
tambeém se encontra em racdo para animais. Neste caso, o produto Ra¢do Royal Canin
Feline Hypoallergenic® sdo proteinas hidrolisadas de soja, constituida por peptideos de
reduzido peso molecular, é extremamente digestivel e possui um potencial alergénico
reduzido. Dentre esses produtos, ha outros disponiveis em outras marcas. Mas, ainda é
restrito sua utilizacdo com outros hidrolisados proteicos. Dessa forma, se faz necessario
aplicacdo de novos produtos utilizando outros tipos de proteinas hidrolisadas com

potencial antioxidante.



18

1.7 Peptideos com atividade antioxidante

A oxidacado é um processo vital em todos 0s organismos vivos, resultando na
producdo de radicais livres (O2, OH, H202) que surgem naturalmente durante o
metabolismo e durante a respiracdo em organismos aerébicos, sendo subprodutos de
reacfes normais como a degradacdo de lipideos, estresse e processos inflamatdrios. A
producao de radicais livres ou “Espécies Reativas de Oxigénio” (ERO) em excesso pode
causar modificacdes ou degradacdo progressiva de compostos bioquimicos celulares,
incluindo DNA, proteinas, lipidios e carboidratos. Alem da producdo metabodlica que é
iniciada em parte pela reducdo do O,, uma multiplicidade de agressores, como drogas,
citocinas e fatores ambientais (radiacdo solar ultravioleta, radiacGes ionizantes e fumaca
do cigarro) pode levar a producdo de ERRO intracelular. Esses danos cumulativos
induzidos por ERRO podem levar & perda funcional das células ou morte celular,
ocasionado diversos tipos de doenga e envelhecimento precoce (OLIVEIRA, 2011).

Os radicais livres gerados pela oxidacdo desempenham papel critico em
distarbios relacionados a saude e podem implicar em doencas cardiacas, acidente vascular
cerebral, arteriosclerose, diabetes e céancer, além do desenvolvimento de doencas
neuroldgicas, tais como a doenca de Alzheimer (STADTMAN et al., 2006). Em
alimentos, as reacdes oxidativas levam a deterioracdo dos atributos de qualidade, como
sabor, aroma, cor e textura (ZHONG et al., 2012).

Nos Ultimos anos os peptideos com atividade antioxidante tém atraido atencéao
em relacdo a outros compostos antioxidantes. Esta vantagem esta relacionada a sua facil
absorcdo e alta atividade antioxidante e, além disso, por apresentarem uma estrutura
simples, estavel em diferentes condicdes e por ndo desencadearem imunorreacdes
perigosas (XIE et al., 2008).

Para ser considerado um antioxidante e poder ser utilizado, 0 composto deve ser
capaz de retardar ou impedir 0s processos oxidativos de doacdo de elétrons com
consequentes estabilizacdo dos radicais livres-moléculas extremamente instaveis (Figura
7), ter eficacia em baixas concentracOes, auséncia de efeitos indesejaveis na cor, odor,
sabor e em outras caracteristicas dos alimentos, ser de facil aplicacdo, estabilidade nas
condicGes de processo e armazenamento, e ndo podem ser toxicos (MIELNIK, AABY E
SKREDE, 2003).
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ROO" + AH — ROOH + A’
R"+ AH — RH + A

Em que: ROO" e R’ sdo radicais livres; AH é antioxidante com um atomo de
hidrogénio ativo e A" é radical inerte (FRANKEL, 1980).

O efeito antioxidante dos peptideos esta relacionado, provavelmente, a uma
doacdo de elétrons as moléculas propensas a sofrer o processo de oxidacgdo. Desta forma,
tendem a converté-las em produtos mais estaveis, evitando a producdo de compostos
indesejaveis nos produtos e prolongando o periodo de armazenamento dos mesmos,
principalmente por sua capacidade de sequestrar radicais livres (TONG et al., 2000). Uma
vez demonstrado sua atividade, resisténcia a digestdo e absorcdo in vivo poderiam ser
utilizados na elaboracdo de alimentos funcionais, para a prevencdo de distintas
enfermidade e reduzir o dano oxidativo em produtos alimenticios, aumentando sua vida
atil (VIOQUE et al., 2000).

Os métodos que determinam a atividade antioxidante séo classificados em dois
grandes grupos, 0 primeiro se baseia na captura de radicais livres e o segundo na
determinacéo da oxidacdo de uma molécula alvo.

Segundo Lu et al. (2010), a oxidacdo das proteinas por radicais livres leva a
formagdo de grupos carbonila que podem ser detectados pela reacdo com 2,4-
dinitrofenihidrazina (DPPH). E um radical de nitrogénio organico, estavel, de cor violeta,
que possui absorcdo na faixa de 515-520 nm ocorrendo decréscimo da absorbancia

durante a reagdo (figura 7).
a0 a0
N- NH

ON NO, + A-

ON NO, + AH
NO, NO,
DPPH - DPPHH

Figura 7: Estabilizacdo do radical DPPH (HUANG, 2005).

Outro método utilizado para atividade antioxidante, é através da captura do
radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) que pode ser

gerado através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica (Figura 8). Este
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método, pode medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica
(KUSKOSKI et al., 2005). Baseia-se na estabilidade dos antioxidantes em capturar o
cation ABTS"", provocando o decréscimo na absorbancia. O radical apresenta uma cor
azul esverdeado e possui uma absor¢do maxima em 645, 734 e 815 nm. Com a adi¢éo de
um antioxidante, ocorre a reducéo do ABTS™" a ABTS promovendo a perda da coloracéo
do meio reacional (SUCUPIRA et al., 2012).

ABTS

H3C~
HO;3S N
3 s, NX
>—N S SO;H

N

LCH3

-ei H +e-

ABTS

H3C-‘

N
HO;S S ,N=< m
.}=N S SO;H + ABTS”
N
LCH3

Figura 8: Esquema de formacéo do radical ABTS (GARCIA-LEIS et al., 2016) .

Pulido et al. (2000) descreve o0 método FRAP (Poder Antioxidante de Reducéo
do Ferro) como uma alternativa desenvolvida para determinar a reducdo do ferro em
fluidos bioldgicos e solugdes aquosas de compostos puros. Neste método, o complexo
férrico-tripiridiltriazina (Fe'' — TPZ) ¢ reduzido ao complexo ferroso (Fe!' — TPZ), na
presenca de um antioxidante e em condic¢des acidas (figura 9). O complexo formado por
esta reacdo possui uma coloracdo azul intensa, com absor¢cdo maxima a 593 nm
(SUCUPIRA et al., 2012).

Embora tenha grande importancia, a literatura apresenta poucos dados sobre a
extracdo e hidrolise enzimética das proteinas dos grdos de milho, sorgo e farelo e grdo de

girassol para a producgéo de peptideos com atividade antioxidante.
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De acordo com o exposto acima e considerando a importancia da aplicagao
dos peptideos, bem como a necessidade do desenvolvimento de processos de obtencéo

destes compostos, desenvolveu-se a presente proposta.

/
+ ant|OX|dante
N /

N
| N |
= 2
\ £ A Fe (||)
_~Fe(lll)
N~ |N \‘\N/ ] eletron
S S l )\O
= =

Figura 9: Reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe*
(PULIDO et al., 2000).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Investigar diferentes métodos de extracdo proteica e a hidrolise enzimética das
proteinas dos grdos de milho e sorgo, farelo e gréos de girassol para a producéo

de peptideos com propriedades antioxidantes;

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a composicao centesimal dos graos de milho, sorgo e do farelo e grdo

de girassol em relacdo ao teor de umidade, cinzas, proteinas, lipideos;

e Extrair as proteinas dos gréos e farelo por diferentes métodos quimicos e analisa-

los em relagédo ao rendimento de extracéo;

e Verificar a aplicagdo das enzimas neutrase e flavourzyme na hidrolise enzimatica

das proteinas extraidas do farelo de girassol para obtencéo de peptideos bioativos;

e Verificar a atividade antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP dos

extratos proteicos antes e apés a hidrélise enzimatica;
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RESUMO

As proteinas vém sendo cada vez mais estudadas, pois possuem propriedades benéficas a
salde humana, podendo ser utilizadas na area alimenticia e farmacéutica. Uma das
propriedades das proteinas é a capacidade de evitar a oxidacdo de biomoléculas no
processo mediado por radicais livres no corpo humano e em alimentos, denominadas
proteinas com acdo antioxidantes. O objetivo deste trabalho foi determinar a composicao
centesimal, extrair proteinas utilizando cincos diferentes meétodos para cada amostra
(gréos de milho, sorgo, girassol e farelo de girassol), determinar a atividade antioxidante
das fracdes proteicas através dos métodos ABTS, DPPH e FRAP e realizar a hidrélise
enzimatica do farelo de girassol com enzimas proteoliticas (Neutrase e Flavourzyme). O
farelo de girassol foi a amostra que apresentou o maior teor de proteinas (27,8 g/ 100 g),
seguido dos grdos de girassol (15,12 g/100g), sorgo (9,87 g/100g) e milho (6,6 g/100g).
Os métodos mais eficazes, que resultaram em maior extracdo proteica e atividade
antioxidante, foram os métodos em que se utilizou NHsHCO3 (5mM, pH 8,0) e 0 método
de extracdo com H>O/C2HsO (2:3), ambos associados ao tratamento térmico. O maior
teor de proteinas extraidas foi de 797,9, 303,8 e 11296,5 pg/g e a maior atividade
antioxidante de 34417,5, 9732,6 e 47473,1 pg de equivalente trolox.g de amostra?, sendo
verificadas nos graos de girassol desengordurados por soxhlet e por Bligh & dyer, e farelo
de girassol, respectivamente. Em relacéo a hidrolise enzimatica, o farelo de girassol foi o
substrato que apresentou estatisticamente o maior grau de hidrélise, 11,06%, quando se
utilizou a enzima Neutrase, seguido pela enzima Flavourzyme com 5,43%.

A hidrolise enzimatica realizada sobre os extratos proteicos resultou em aumento da
captura de radicais ABTS com 32868,94 pg de equivalente trolox.g de amostra™

utilizando-se a enzima Neutrase e 33924,39 pg de equivalente trolox.g de amostra™® para
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a enzima Flavourzyme. J& em relacdo ao método de determinacdo de atividade
antioxidante, foi verificado decréscimo da captura de radicais, com valores de 693,90 ug
de equivalente trolox.g de amostra™* para a enzima Neutrase e 340,24 ug de equivalente
trolox.g de amostra® para a enzima Flavourzyme. Os extratos proteicos, assim como 0s
hidrolisados obtidos, apresentaram elevada atividade antioxidante, demonstrando grande

potencial como alternativa aos antioxidantes sintéticos.

Palavras-chave: Métodos de extracdo. Rendimento proteico. Ensaio de eliminacdo de

radical. Enzimas proteoliticas.
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ABSTRACT

Proteins have been increasingly studied, since they have beneficial properties to human
health, being able to be used in the alimentary and pharmaceutical area. One of the
properties of proteins is the ability to prevent the oxidation of biomolecules in the process
mediated by free radicals in the human body and in food, called proteins with antioxidant
action. The aim of this work was to determine the centesimal composition, to extract
proteins using five different methods for each sample (corn, sorghum, sunflower and
sunflower meal), to determine the antioxidant activity of the protein fractions through the
ABTS, DPPH and FRAP methods and to perform the enzymatic hydrolysis of sunflower
meal with proteolytic enzymes (Neutrase and Flavourzyme). The sunflower meal was the
sample with the highest protein content (27.8 g / 100 g), followed by sunflower (15.12 g
/ 100 g), sorghum (9.87 g / 100 g) and corn (6.6 g / 100g). The most efficient methods,
which resulted in higher protein extraction and antioxidant activity, were the NH4sHCO3
(5mM, pH 8.0) and H20 / C2HeO (2:3) extraction methods, both methods were associated
with the heat treatment. The highest protein content was 797.9, 303.8 and 11296.5 ug/ g
and the highest antioxidant activity of 34417.5,9732.6 and 47473.1 ug trolox.g equivalent
of sample™, being verified in sunflower grains defatted by soxhlet and by Bligh & dyer,
and sunflower meal, respectively. In relation to the enzymatic hydrolysis, the sunflower
meal was the substrate that presented the highest degree of hydrolysis statistically
(11.06%) when we used Neutrase enzyme, followed by the Flavourzyme enzyme with
5.43%. The enzymatic hydrolysis performed on the protein extracts resulted in an increase
in the capture of ABTS radicals with 32868.94 ug of trolox.g equivalent of sample™ using
the Neutrase enzyme and 33924.39 ug of trolox.g equivalent of sample? for the
Flavourzyme enzyme. Regarding the method of determining antioxidant activity was
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observed a decrease of the capture radicals, with values of 693.90 ug equivalent trolox.g"
! sample for Neutrase enzyme and 340.24 ug equivalent trolox.g of sample™ for the
enzyme Flavourzyme. The protein extracts, as well as the hydrolysates obtained,
presented high antioxidant activity, showing great potential as an alternative to synthetic

antioxidants.

Key words: Extraction methods. Protein efficiency. Scarvenging assay radical.
Proteolytic enzymes.
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2.1 Introducéo

Nos ultimos anos, os isolados proteicos com propriedades antioxidantes
oriundos de plantas e animais vém sendo obtidos para combater radicais livres, inativar
quelantes de metais pro-oxidativos (SHEN et al., 2010), quebrar a reacdo em cadeia auto-
oxidativo e/ou reduzir concentracOes localizadas de O> (ASIMI et al., 2013). Além das
proteinas antioxidantes serem obtidas de fontes naturais (vegetais e animais), elas
possuem baixo peso molecular, facil absorcdo e pouco ou nenhum efeito colateral ao
corpo humano (SARMADI e ISMAIL, 2010), e torna importante seu estudo, uma vez que
antioxidantes sintéticos podem causar efeitos toxicos no organismo (QIAN et al., 2008).

Os antioxidantes sintéticos, tais como butil hidroxil toluene (BHT) e butil
hidroxilanisol (BHA) tém sido amplamente utilizados em sistemas alimentares e
bioldgicos para captar radicais livres, porém tém potenciais riscos para a saude humana
(BARLOW e SCHLATTER, 2010), estando relacionados a carcinogénese (SUJA et al.,
2004).

Os problemas com os antioxidantes sintéticos tém sido grande preocupacao,
pelas consequéncias ao corpo humano, por isso, 0s estudos dos antioxidantes de fontes
naturais vém aumentando gradativamente, tornando-os substitutos eficientes dos
antioxidantes sintéticos. Os antioxidantes naturais (flavonoides e acidos fendlicos,
taninos, vitamina C e E) tém diversas propriedades biologicas, tais como anti-
inflamatdrios, anticancerigenos e antiateroscleréticos. Além disso, estdo relacionados a
reducdo da incidéncia de doencas coronarias e contribuem para a manutencdo e equilibrio
da microbiota intestinal (OROIAN e ESCRICHE, 2015).

A procura por antioxidantes naturais também se estendeu para proteinas e

peptideos de origem animal e vegetal, como proteinas de soja, milho, trigo, girassol,
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proteinas lacteas e albumina do ovo (XUE et al., 2009; ZHANG et al., 2010;
GONZALEZ-PEREZ e VEREIJKEN, 2007).

A investigacao de diferentes métodos para extracdo de proteinas € importante,
pois os solventes utilizados para extragdo variam de acordo com suas propriedades
(polaridade, pH e salinidade) e condigdes (com ou sem tratamento térmico), podendo
assim, avaliar sua eficiéncia em diferentes amostras (MAHATMANTO et al., 2014).

Além disso, faz-se necessario o uso de diferentes métodos para avaliar a
capacidade antioxidante de extratos ou compostos, pois nas moléculas existem diversos
tipos de radicais e diferentes sitios de acdo. Dificilmente um Unico método é capaz de
representar de forma segura e precisa a atividade antioxidante de um determinado
composto (SMET et al., 2008). As amostras contendo os compostos fenolicos possuem
propriedades potencialmente antioxidantes pela presenca de um anel aromatico na sua
estrutura quimica. Acredita-se que esses compostos podem estabilizar espécies reativas
que possuem elétrons ndo emparelhados, atuando como sequestradores de radicais livres
(FARDET et al., 2008).

As proteinas isoladas de grdos provenientes na regido Centro-Oeste (milho,
sorgo e girassol) possuem significante teor de proteinas, e torna interessante o estudo de
isolamento de proteinas através de diferentes métodos de extracdo proteica. Ademais, 0
uso do coproduto provenientes da extracdo lipidica dos grdos de girassol se torna
imprescindivel por agregar valor a eles em uma gama de utilizacdo, além de somente
serem utilizados na alimentagdo animal.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi determinar a composigdo proximal, extrair
proteinas a partir de cincos diferentes métodos para cada amostra (grdos de milho, sorgo,
girassol e farelo de girassol), determinar a atividade antioxidante das fracdes proteicas
através dos métodos ABTS, DPPH e FRAP e realizar a hidrolise com enzimas

proteoliticas (Neutrase e Flavourzyme) para o farelo de girassol.

2.2 Material e Métodos

A determinacéo da composicdo proximal, extracéo proteica das diferentes amostras,
assim como a determinacdo da atividade antioxidante por diferentes métodos (ABTS,
DPPH e FRAP) e hidrélise enzimatica foram realizadas conforme esquema apresentado

na Figura 1, visando a obtencdo de peptideos com atividade antioxidante.
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Figura 1: Esquema genérico aplicado para obtencao dos peptideos com atividade
antioxidante.

2.2.1 Materiais

Os grédos de milho, sorgo, girassol e farelo de girassol foram doados pelas
empresas locais situadas no municipio de Rio Verde, Goias. Todos os reagentes utilizados
foram de grau analitico. Os grdos e farelo foram triturados em moinho de facas e
homogeneizado até granulometria < 0,250 mm (60 mesh) e armazenados em embalagens
apropriadas a 4°C para posterior uso.

As enzimas proteoliticas utilizadas na hidrdlise enziméatica foram Neutrase e
Flavourzyme. A neutrase 0.8L é um metalprotease de Bacillus amyloliquefaciens que
hidrolisa aleatoriamente ligacGes peptidicas internas e também facilita a sintese
enzimatica de oligopéptidos pela reacdo protedlise reversa com metal zinco como
cocatalisador, com atividade de 0,8 AU/g. Uma Unidade Anson (AU) equivale a um
miliequivalente de tirosina liberada da hidrélise de hemoglobina por minuto. A
Flavourzyme 1000L® é uma exopeptidase de Aspergillus oryzae, com atividade de 1
LAPU/g. Uma LAPU (Unidade Leucina Aminopeptidase) € a quantidade de enzima que

hidrolisa 1 pmol de leucina-p-nitroanilida por minuto.
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2.2.2 Composicdo quimica

A composi¢do quimica dos grdos (girassol, milho e sorgo) e farelo (girassol)
foram determinados segundo os métodos descritos na AOAC (1990). A umidade foi
determinada pelo método de secagem em estufa ventilada (modelo da estufa) a 105 °C
até 0 peso constante; as cinzas, por incineracdo em mufla a 550 °C; os lipideos, por
extracdo de éter de petréleo em Soxhlet (modelo); as proteinas foram determinadas pelo
método de Kjeldahl e os carboidratos, por diferenca (100 — (umidade + cinzas + proteinas
+ lipideos)). O fator de conversdo de nitrogénio quantificado em proteina foi de 6,25 para

0 sorgo e milho, e 5,30 para o girassol.

2.2.3 Desengorduramento dos gréos de girassol

Os gréos de girassol triturados foram desengordurados utilizando os métodos de
Bligh & Dyer ( frio) utilizando mistura de cloroférmio, metanol e 4gua; e Soxhlet (quente)
utilizando éter de petroleo. Se faz necessario o desengorduramento dos grdos como forma
de incrementar a extracdo de proteinas - uma vez que tal matéria-prima apresenta
conteddo de lipideos superior a 57,79/100g — sendo os produtos obtidos apds a extracao,

girassol desengordurado, utilizados nas etapas de extracdo proteica.

2.2.4 Meétodos de extracao proteica

Para a extracao de proteinas dos grdos (milho, sorgo e girassol) e farelo (girassol)
foram utilizados 5 métodos, seguindo metodologias de MAHATMANTO et al. (2014) e
OSEGUERA-TOLEDO et al. (2011) com modifica¢des. Para padronizacdo dos métodos,
fixou-se a quantidade de amostra em relacdo aos solventes utilizados. No final de cada
extracdo proteica, o material foi armazenado a -18°C em tubos falcon devidamente

identificados para posterior utilizacéo.

2.2.4.1 Meétodo 1: Extracdo Diclorometano/Metanol — CH,CI,/CH;0H
(1:1)

Foi adicionado 5 mL da combinacdo de solvente Diclorometano/Metanol na

proporcao 1:1 por g de grdos triturados (granulometria < 0,250 mm). A mistura foi agitada
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em Vortex em velocidade maxima durante 1 hora a 25°C e centrifugada (4.000 x Q)
durante 20 min a 25°C. O sobrenadantes, contendo o extrato proteico, foi recolhido e
transferido para tubo Falcon de 15 mL, sendo a mistura de solventes evaporada em banho
a 50°C em capela de exaustdo. Em seguida, foi reconstituido o volume inicial,

adicionando-se agua destilada no mesmo volume do solvente evaporado.

2.2.4.2 Meétodo 2: Extracdo com Acetato de Sodio — NaC,Hs0, (20mM,
pH 5,0)

Foi adicionado 5 mL de Acetato de Sodio - NaOAc (20mM, pH 5,0) por g de
grdos triturados (granulometria < 0,250 mm). A mistura foi agitada em Vortex em
velocidade maxima durante 1 hora a 4°C. Em seguida, foi centrifugado (4.000 x Q)
durante 20 min a 25°C. O sobrenadante, contendo o extrato proteico, foi recolhido e
transferido para Tubo Falcon de 15 mL, e foi adicionado 1 mL de acetona refrigerada. A
mistura foi agitada em Vartex durante 5 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
tubo Falcon de 15 mL e a acetona evaporada em banho a 50°C em capela de exaustao.
Posteriormente, foi reconstituido o volume inicial, adicionando-se &gua destilada no

mesmo volume do solvente evaporado.

2.2.4.3 Metodo 3: Extracdo com Bicarbonato de Amonia/tratamento
térmico - NH;HCO3 (5mM, pH 8,0)

Foi adicionado 5 mL de solvente por g de gréos triturados (granulometria < 0,250
mm). A mistura foi agitada em Vortex em velocidade méxima durante 1 hora a 25°C e
em seguida, centrifugado (4.000 x g) & 25°C durante 20 min. O sobrenadante, contendo o
extrato proteico, foi recolhido e transferido para tubo Falcon de 15 mL. Em seguida, foi
incubado a 100°C por 5 min, centrifugado (4.000 x g) a 25°C durante 20 min e recolhido
0 sobrenadante. O volume inicial foi reconstituido, adicionando-se agua destilada no

mesmo volume do solvente evaporado.

2.2.4.4 Método 4: Extracdo com Agua/etanol (2:3)/tratamento térmico —
H,O/C,HsOH

Foi adicionado 3 mL de etanol por g de gréos triturados (granulometria < 0,250

mm). A mistura foi agitada em Vortex brevemente para homogeneiza¢do. Em seguida,
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foi adicionado 2 mL de &gua destilada, sendo a mistura agitada em Vortex e incubado a
100°C durante 5 min. Posteriormente, a mistura foi centrifugada (4.000 x g) a 25°C
durante 20 min, sendo o sobrenadante recolhido. O volume inicial foi reconstituido,

adicionando-se agua destilada no mesmo volume do solvente evaporado.

2.2.4.5 Meétodo 5: Extracdo alcalina e precipitacdo acida — NaOH (mol.L
1) e HCI (mol.L?)

Foi adicionado 5 mL de &gua destilada por g de gréos triturados (granulometria
< 0,250 mm). O pH da mistura foi ajustado para 8,0 com NaOH 0,2 M e a extragéo
realizada pela agitacdo em mesa agitadora Shaker durante 1 h a 35°C. A mistura foi
centrifugada (4.000 x g) durante 20 min a 25°C, sendo o sobrenadante coletado e
armazenado. O precipitado foi extraido novamente em condi¢cfes idénticas e ambas as
extraces foram combinadas. Em seguida, o pH foi ajustado para 4,3 com &cido cloridrico
diluido, e o precipitado recolhido por centrifugacéo (4.000 x g) durante 20 min a 25°C. O
pH foi ajustado para 8,0 com NaOH 0,2 M, para solubilizacdo das proteinas, seguido por
uma segunda precipitacdo em pH 4,3, e o sobrenadante foi descartado. O precipitado,

contendo o extrato proteico, foi ressuspendido em agua destilada.

2.2.5 Dosagem da proteina e peptideos

Para determinacdo de proteina e peptideos nas amostras foi utilizado o método
Lowry et al. (1951), onde 0,5 mL da amostra foi adicionado a 5 mL da mistura reativa
contendo carbonato de sédio anidro, hidréxido de sodio, sulfato de cobre e tartarato de
sodio. Apos o periodo de 10 min foi adicionado o reagente de Folin-Ciocalteau diluido
1:5, e apo6s periodo de 30 min a absorbancia da solucdo foi verificada em
espectrofotdbmetro em 750 nm. A concentracdo de proteinas foi determinada através de
curva de calibracéo de dez pontos, em concentracdo de 40 a 400 pg de albumina de soro

bovino.

2.2.6 Determinacdo da Atividade Antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos e hidrolisados proteicos

foi realizada atraves dos métodos baseados no sequestro de radicais livres (ABTS e
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DPPH) e na redugdo do ion férrico (FRAP). A capacidade antioxidante dos trés métodos
foi calculada utilizando curva padrdo de Trolox conhecida (Apéndice B) e suas
respectivas porcentagens de inibicdo. Os resultados foram expressos em uM de Trolox

equivalente por grama de amostra (umol TE.g™ de amostra).

2.2.6.1 Método ABTS

A capacidade antioxidante equivalente ao Trolox foi estimada de acordo com
procedimento proposto por Kuskoski et al. (2004). O radical ABTS™" foi preparado a
partir da reacédo de 7 mM de solucdo aquosa de ABTS com 145 mM de persulfato de
potéssio, e a mistura foi mantida em repouso a temperatura ambiente por 12-16 horas, na
auséncia de luz. Em seguida, a solucdo de ABTS foi diluida com etanol para obter uma
absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm. Aliquotas de 30 pL das amostras foram adicionadas
a 3 mL da solugdo diluida de ABTS, e as absorbancias da mistura foram registradas ao

final de seis minutos.

2.2.6.2 Método DPPH

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1picril-hidrazila)
foi determinada conforme proposto por Brand-Williams et al. (1995), com modificacgdes.
Aliguotas de 0,1 mL dos extratos foram adicionadas a 3,9 mL de solucdo metandlica de
DPPH (25 mg/L), e mantidas a temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 120 min. A
absorbancia das amostras foram determinadas a 515 nm, em espectrofotometro
UV/Visivel.

2.2.6.3 Método FRAP

O ensaio da capacidade de reducgéo do ion férrico foi conduzido de acordo com técnica
descrita por Pulido et al. (2000), com modificacfes. O reagente FRAP foi obtido a partir
da mistura de tampdo acetato (0,3 M, pH 3,6), solucdo de TPTZ (10 mM) e solucédo de
cloreto férrico (20 mM), em uma propor¢do de 100:10:10. Aliquotas de 90 uL das
amostras foram misturadas com 270 pL de agua e 2,7 mL do reagente FRAP, e a
absorbancia da mistura foi medida em 595 nm, apés incubagéo a 37°C por 30 minutos.
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2.2.7 Obtencao de hidrolisados proteicos

A hidrolise enzimética foi realizada pelas enzimas Neutrase e Flavourzyme
sobre o substrato farelo de girassol na proporc¢do 5:100 (enzima:substrato). Para tal, 100
mL de extrato proteico do farelo de girassol, em pH 7,0 foi incubado a 50°C, sendo
posteriormente adicionado a enzima na propor¢do adequada, dando inicio a reacdo. O
grau de hidrolise foi verificado nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos, pela retirada de
aliquotas de 2 mL, as quais eram adicionadas de 500 uL de HCI 0,1N para interrupcéo da
reacao de hidrolise. Em seguida, as aliquotas foram centrifugadas a 13.000xg, 25°C por
15 minutos. O sobrenadante, contendo os peptideos resultantes da hidrolise, foram
congelados para anélise posterior da sua atividade antioxidante (CONTRERAS et al,
2011).

2.2.8 Determinacgéo da concentracdo proteica e Grau de hidrélise (%)

Para determinacdo da concentracdo de proteina e peptideos nas amostras foi
utilizado o método de Lowry et al. (1951). Meio mililitro da amostra foi acrescido de 5
mL da mistura reativa contendo carbonato de sédio anidro, hidréxido de sodio, sulfato de
cobre e tartarato de so6dio. Apds periodo de 10 minutos foi adicionado reagente de Folin-
Ciocalteau diluido 1:3, e ap6s periodo de 30 minutos a absorbancia da solucéo foi avaliada
a 660 nm. O resultado foi quantificado com base em uma curva padrdo de albumina de
soro bovino.

O grau da hidrdlise (GH) foi calculado segundo a metodologia descrita por
Zhong et al. (2007), levando-se em consideragdo a concentracdo de proteinas
hidrossoltveis (aminoacidos e peptideos) no sobrenadante final e a concentracdo de

proteinas hidrossollveis no substrato inicial da reacdo, conforme Equacdo 1.

teor de peptideo

grau de hidrélise = 100 @

teor de proteina

2.2.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
para detectar diferencas significativas entre os tratamentos. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Composicdo quimica

Os dados referentes a composicao quimica dos graos de milho (Zea mays L.) e
sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), graos e farelo de girasol (Helianthus annuus L.) séo
apresentados na Tabela 1, e pode-se destacar o elevado teor de proteinas encontrado no
farelo de girassol (27,8 g/100g), seguido do gréo de girassol (15,12 g/100g), sorgo (9,87
0/100g) e milho (6,62 g/100g), tornando-os 6timos substratos para obtencdo de peptideos

com atividade antioxidante.

Tabela 1: Média e desvio padrdo da composicdo proximal dos graos de milho, sorgo e
girassol e farelo de girassol.

Co(r;/qggg;mtes Milho Sorgo Girassol @irggsgf
Umidade 8,87+0,22 8,23+0,11 1,08+0,03 7,38+0,03
Cinzas 0,96+0,02 1,15+0,03 2,44+0,01 5,00+0,01
Proteinas 6,62+0,35 9,87+0,85 15,12+0,36 27,80+0,73
Lipideos 4,45+0,11 4,32+0,11 57,70+0,23 2,32+0,09
Carboidratos 79,01+0,42 76,41+0,96 23,64+0,23 57,47+0,57
Valor calérico
(kcal/g) 382,93+1,34 384,05+0,75 674,41+1,20 362,04+0,32

Sabe-se que fatores como o tipo e as condi¢des edafoclimaticas, a variedade
genética e o processamento agroindustrial podem influenciar a composicdo quimica e,
consequentemente, o valor de energia metabolizavel dos subprodutos de origem vegetal
(FERNANDES et al., 2013).

De acordo com Castro et al. (2009), o milho apresenta 9,23% de umidade, 8,05%
de proteinas, 5,69% de lipideos, 1,15% de cinzas e 63,30% de carboidratos. Para Paes
(2006), o milho apresenta 4% de lipideos e 9,5% de proteinas. Sendo que para Portas et
al. (2001), as proteinas apresentam teor de 9% e 8,5% para Fialho et al. (2002). Segundo
TACO (2011) e Carellos (2003), as proteinas no milho apresentam teores de 7,2% e
8,60%, respectivamente. Observa-se que os valores apresentados na tabela possuem uma
pequena diferenca em relagéo ao teor de lipideos, cinzas e umidade. No entanto, para as
proteinas ha maior variacdo, com diferenca de até 30%, e pode ser relacionado a
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influéncia do nitrogénio dos grdos em relacdo as condigdes de cultivo, umidade do solo,
nitrogénio do solo, entre outros fatores (FIALHO et al., 2002).

A composicdo quimica dos grdos de sorgo € semelhante ao dos gréos de milho
e, também, varia de acordo com o genotipo. Em média, apresenta em sua composi¢do
79% de carboidratos, 14% de umidade, 3,37% de lipideos, 1,15% de cinzas, 1,4% de fibra
bruta e 9,8% de proteinas (BARCELOS, 2012). Assim, como os teores do milho, os grdos
de sorgo também possuem diferencas de valores, de acordo com cada referéncia. Para
Mehmood et al. (2008), os teores de lipideos podem variar de 5-8,4%, entretanto, USD
(2010) encontrou 3% de lipideos e 11,3% de proteinas. Enquanto para Fialho et al. (2002),
o valor encontrado para proteinas é 9,8%, e se assemelha aos resultados experimentais do
trabalho (9,8%).

Outro fator que define o valor proteico do alimento é determinado pela sua
composicdo em aminoécidos essenciais, em que 0 aproveitamento bioldgico dos
aminoacidos (disponibilidade) depende também da digestibilidade da proteina (NAVES
et al., 2004). Em relacdo aos grdos de milho, os aminoécidos essenciais que possuem
baixo teor sdo lisina e triptofano. Para os gréos de sorgo, os aminoacidos deficientes sdo
arginina, lisina, glicina, tirosina e metionina. Esse desequilibrio de aminoécidos pode
ocasionar efeitos negativos ao aproveitamento da proteina (QUEIROZ et al., 2011).

Para os grdos de girassol, em sua composi¢do quimica, os teores de proteinas e
lipideos possuem uma variacdo em relacdo aos dados obtidos no trabalho, quando
comparados aos valores de referéncia. Para Carrdo-Panizzi e Mandarino (2005) os teores
de proteinas e lipideos apresentam 24% e 47,5%, para Nimet (2009) 27% e 41,3% e para
Oliveira et al. (2007) apresentam 16,7% e 38,2%, e, ainda, para Fernandes (3013) tem-se
24,6% e 46,5%, respectivamente. Para teor de umidade e cinzas tem-se 4,8% e 4%
(CARRAO-PANIZZI e MANDARINO, 2005), 5,9% e 4% (NIMET, 2009), 6,4% 2,8%
(OLIVEIRA et al., 2007), respectivamente.

De acordo com Oliveira et al. (2007), o farelo de girassol possui 9,8% de
umidade, 4,6% de cinzas, 31,4% de proteinas e 1,1% de lipideos. Os teores de proteinas
e lipideos podem ser encontrados em maior variedade percentual, como 50% e 3,1%
(PINTO e FONTANA (2001)), 28,1% e 2,9% (TAVERNARI et al., 2010), 30,2% e 1,8%
(ROSTAGNO et al., 2011), respectivamente. Essa variagao de valores dos componentes
quimicos do grdo e farelo de girassol se d& pelas condi¢des edafoclimaticas, tipo,

variedade genética e também pelo processamento agroindustrial. Esses fatores podem
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influenciar a composicéo quimica e, consequentemente, o valor de energia metabolizével

dos subprodutos de origem vegetal

2.3.2 Anélise e comparagéo entre as extracdes proteicas

As amostras de grdos de girassol foram primeiramente desengoraduradas por
dois métodos: Soxhet, método a quente e Bligh & dyer, método a frio. Foi necessario o
desengorduramento para conseguir melhor extracdo de proteinas dos grdos de girassol.
Dessa maneira, além de compararmos a melhor extracéo proteicas dos graos, é possivel
também comparar a extracdo de proteinas entre métodos diferentes de extracdo lipidica
dos gréos de girassol.

As amostras de grdos de milho, sorgo e os grdos e farelo de girassol
desengordurados foram utilizados como matéria-prima para a extracdo proteica a partir
da utilizacéo de cinco diferentes métodos de extracdo combinando mistura de solvente e
tratamentos térmicos especificos.

Na Figura 2, é possivel verificar a eficiéncia da extracdo proteica para cada
amostra. O sorgo foi a matéria-prima que foi possivel obter a maior extracao proteica,
quando utilizado o método 1, cerca 206 ug/g. No método de extracdo 2, foi possivel
extrair aproximadamente 227 ug/g de proteinas e 11296 ug/g na extracao 3 utilizando o
farelo de girassol como matéria-prima. Na extracdo 4, novamente, o farelo de girassol foi
a amostra em que se obteve o maior contetido de proteinas extraidas, cerca de 1360 ug/g.
No método de extracdo 5, os grdos de girassol desengordurado pelo método de Soxhlet
(quente) foi que se evidenciou a maior extragéo proteica, com aproximadamente 130 ug/g.

A polaridade de cada um dos solventes utilizados contribui para a extracdo
proteica das amostras de milho, sorgo e girassol. Isso se deve, também, a polaridade dos
residuos de aminoacidos que constituem as proteinas, uma vez que cada grdo possui uma
proteina especifica (maior quantidade dentro do grupo de proteinas de cada gréo) que
interage com mais facilidade com determinados solventes e, consequentemente, faz com
gue essa seja extraida (MAHATMANTO et al., 2014).

Para as amostras de milho, o método 4 foi 0 mais eficiente, com aumento de 97%
do teor de proteinas extraidas, quando comparado ao método 5. Tal extracdo pode ser
relacionada a presenca da zeina, proteina marjoritaria do grdo de milho. A zeina é
constituida de 17 aminoéacidos, sendo a maior porcentagem destes apolares. Segundo

ARGOS et al. (1982), os aminoacidos apolares estdo organizados em estrutura circular,
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unidos através de trés segmentos polares, repetidas em nove hélices sequenciais (Up) e
antiparalelas (Dn) em superficie plana molecular, formando um empilhamento dessas
hélices por interacdes de residuos de glutamina, parte polar nas extremidades da cadeia.
Dessa maneira, os melhores solventes para interagir com a zeina sdo alcoois alifaticos
apos reducdo das ligacoes dissulfetos (ANDERSON e LAMSL, 2011; FORATO et al.,
2000) o que justifica a eficiéncia do método 4 (4gua e etanol) para a extracao das proteinas
do grao de milho.

O método 4 foi o0 mais eficiente para extracdo de proteinas nas amostras de sorgo,
cerca de 96% a mais que o método 2. Assim como o milho, as principais proteinas do
gréo de sorgo sdo as prolaminas, classificadas de acordo com sua estrutura, solubilidade
e peso molecular em a-kafirina (23-27kDa), B-kafirina (16-20kDa) e y-kafirinas. As a-
kafirinas representam 80% de proteina do grdo e sdo hidrofobicas (ESPINOSA-
RAMIREZ e SERNA-SALDIVAR, 2016). Por serem da mesma familia, sequéncias de
aminoacidos podem ser semelhantes, porém, a quantidade de repeti¢cdes de a-hélice de
diferenciam (SOUZA et al., 2015). Desta forma, a presenca de aminoacidos polares e
apolares ao longo da formacdo das proteinas de sorgo faz com que haja interacdo com
solvente etanol e agua, facilitando a extracéo das proteinas.

Ao realizar a compara¢do da extracdo de proteinas das trés amostras de grdos de
girassol (método industrial, Soxhlet e Bligh & Dyer), percebe-se que o farelo de girassol
(método industrial) possui uma quantidade superior de proteinas extraidas a partir do
método 3, quando comparado aos graos desengordurados. A diferenca no teor de
proteinas extraidas entre tais amostras pode chegar a 11000 ug/g, aproximadamente. Essa
diferenca pode estar relacionada aos distintos métodos de extracdo lipidica aplicado as
amostras, uma vez que o farelo de girassol, método industrial, passa por dois processos
distintos: uma etapa quimica, em que se utiliza hexano, e uma etapa mecanico, realizada
através do uso de prensa. Ja as demais amostras de gréos sdo desengorduradas pelo
método de Soxhlet em que se utiliza o éter de petrdleo e, ainda pelo método de Bligh &
Dyer, com aplicacdo de uma mistura de cloroférmio, metanol e gua.

Para o farelo de girassol, 0 método 3 foi o mais eficiente, extraindo a maior
quantidade de proteinas entre todos os ensaios. Para as amostras de girassol
desengorduradas pelos metodos de Soxhlet, 0 método 4 foi o que obteve a maior extragdo
de proteinas, enquanto o método 3 foi 0 mais eficiente para as amostras desengorduradas

pelo método de Bligh & Dyer.
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Figura 2: Comparacdo estatistica do Rendimento das extracdes proteicas em diferentes
métodos para as amostras: (A) Milho, (B) Sorgo, (C) Girassol Soxhlet, (D) Girassol Bligh
dyer e (E) Farelo de Girassol. Letras diferentes representam resultados significativamente
diferentes (p<0,05)

Como mencionado anteriormente, varios fatores podem contribuir para que

ocorra diferencas entre extracOes realizadas a partir de uma mesma amostra, porém

submetidas a métodos diferentes de extracdo de lipideos. Entre esses fatores pode-se

mencionar o tipo de solvente e também solventes residuais do processo de extragdo

lipidica que interagem com os solventes na fase da extragdo proteica. Outro ponto
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importante é a ocorréncia de competicdo entre os solventes da extragdo proteica. No
método 3, verifica-se este tipo de competicdo em que o NH4" protona o hidrogénio da
proteina, tornando assim um dos métodos mais eficientes em extrair proteinas.

Além disso, as proteinas de girassol, caracterizadas por um nivel moderado de
albuminas (17-60%), glutelinas (11-17%), prolaminas (1-4%) e um alto nivel de
globulinas (55-60%) (CARRAO-PANIZZI e MANDARINO, 1994) podem, durante o
processo de extrusdo (operacdo mecanica para obtencdo do farelo) e, dependendo das
condicdes, sofrer alteracfes estruturais, e resulta em maior exposicdo de mais sitios
hidrofilicos, permitindo maior absorcao e ligacdo de &gua (BHATTACHARYA, 1986) e,
também, sitios ndo polares (KINSELLA, 1976) que interagem com solventes apolares.
Os efeitos térmicos e mecanicos da extrusdo podem ainda ter ocasionado a desnaturacédo
parcial das proteinas e, assim, as moléculas se tornaram mais “abertas”, resultando no
aumento da solubilidade, da hidrofobicidade de superficie e da flexibilidade da molécula.
(DAMODARAN, 1994).

De fato, os métodos 3 e 4 foram os mais eficientes em quantidade de proteinas
extraidas, e pode estar relacionado com o tratamento térmico, que resultou em maior
exposicdo dos sitios hidrofilicos e hidrofdbicos das proteinas. Além disso, o tratamento
térmico também ocasiona mudancas na estrutura da proteina, podendo passar da forma o-
helicoidal para B-laminar (EMMAMBUX e TAYLOR, 2009), facilitando a interacéo
solvente e aminodacidos (polares e/ou apolares) da estrutura das proteinas.

Segundo Branlard e Bancel (2007), as proteinas contidas em sementes tém
solubilidade diferentes, que necessitam de alguns solventes especificos para sua extracao.
Observa-se que os métodos 1 e 5 ndo foram eficientes para a extracdo das amostras dos
grédos, isso pode estar ligado a natureza hidrofilica das proteinas e a baixa polaridade do
solvente a ser utilizado (MAHATMANTO et al., 2014).

2.3.3 Atividade antioxidante dos extratos proteicos

As atividades antioxidantes determinadas dos extratos proteicos obtidos a partir
dos cinco metodos de extracédo e realizadas atraves dos metodos ABTS, DPPH e FRAP
foram expressas como valor de atividade antioxidante total equivalente ao Trolox
(TEAC), que se define como a concentragdo de trolox que apresenta 0 mesmo percentual

de inibi¢do que uma concentracdo de 1mM do composto de referéncia.
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Figura 3: Comparagdo estatistica do valor TEAC pelo método ABTS para as amostras:
(A) Milho, (B) Sorgo, (C) Girassol Soxhlet, (D) Girassol Bligh dyer e (E) Farelo de
Girassol para os diferentes métodos de extracdo proteica, valores expressos em UM de
TROLOX.g! de amostra. Letras diferentes representam resultados significativamente
diferentes (p<0,05).

Na Figura 3, é possivel verificar através do ensaio ABTS™ as amostras que
apresentaram a maior atividade antioxidante para cada método de extracdo proteica. E

possivel observar que 0s extratos proteicos obtidos a partir das amostras de girassol
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(farelo e grdos desengordurados) utilizando os métodos de extragdo 1, 2, 3 e 4,
apresentaram a maior atividade antioxidante. Os valores obtidos demonstraram que os
antioxidantes presentes nas amostras de girassol reagiram de forma significativa (p<0,05)
no sequestro de radicais ABTS*. Ja para o extrato obtido a partir do método de extracéo
proteina nimero 5, ndo foi verificado atividade antioxidante para nenhuma das amostras
testadas.

Comparando-se a atividade antioxidante dos grdos de milho e sorgo entre o0s
diferentes métodos de extracdo proteica, pode-se verificar que o método 3 foi o que
resultou em um extrato proteico com maior capacidade de reagir, de forma significativa
(p<0,05), no sequestro de radicais ABTS™, apresentando atividade antioxidante de
2050,61 pg e 2639,50 g de equivalente trolox.g de amostra. Segundo Paraginski
(2015), o milho possui uma atividade antioxidante que pode variar de acordo com a
temperatura, e se verificou a variacdo de 504, 41 — 695,02 ug de equivalente trolox.g de
amostra®, enquanto para o sorgo, segundo Ragaee et al (2006), foi encontrado valor de
51,7 ug de equivalente trolox.g de amostra™®. Sabe-se que os dados para as amostras de
milho e sorgo relatadas pelos autores sdo da farinha do grdo e nao da proteina isolada
como realizada no trabalho.

Utilizando-se o método de ABTS, os extratos proteicos obtidos a partir do
método de extracdo 3 para as amostras de girassol (farelo e grdos desengordurados)
apresentaram maior capacidade para realizar o sequestro do radical ABTS™, apresentando
valores de 26364,35 g de equivalente trolox.g de amostra™? para o farelo de girassol,
30008,85 g de equivalente trolox.g de amostra™® (girassol apos Soxhlet) e 6239,16 pg de
equivalente trolox.g de amostra (girassol apés Bligh & Dyer). Os extratos proteicos
oriundos a partir do método de extracdo 4, foram os que apresentaram o segundo maior
valor de sequestro do radical ABTS, com valores de 17311,73 ug de equivalente trolox.g
de amostra™® para o farelo de girassol, 15516,29 pg de equivalente trolox.g de amostra
(girassol apds extracdo por Soxhlet) e 6014,73 pg de equivalente trolox.g de amostra
(girassol apos extracdo por Bligh & Dyer).

A Figura 4 apresenta a capacidade dos extratos proteicos, obtidos através dos
diferentes métodos de extracdo, em sequestrar os radicais DPPH. O principio para
determinacédo da atividade antioxidante por este método se baseia na reacdo do radical
livre DPPH com o antioxidante, convertendo a sua forma reduzida. Durante a reagao é
possivel observar a descoloragdo da cor violeta até a cor amarela. A mudanca de coloragdo

indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre. Assim como 0 método
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ABTS, o método DPPH € baseado na captura do radical hidroxila (método desoxirribose),
captura do radical organico (RUFINO et al., 2007).
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Figura 4: Comparacao estatistica do valor TEAC pelo método DPPH para as amostras:
(A) Milho, (B) Sorgo, (C) Girassol Soxhlet, (D) Girassol Bligh dyer e (E) Farelo de
Girassol para os diferentes métodos de extracdo proteica, valores expressos em UM de
TROLOX.g? de amostra. Letras diferentes representam resultados significativamente
diferentes (p<0,05).
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O extrato proteico obtido a partir da utilizacdo do método de extragdo 5 para as
amostras de milho e sorgo apresentou a maior capacidade de sequestro de radicais DPPH,
com valores de 63,29 pg de equivalente trolox.g de amostra™* e 75,95 ug de equivalente
trolox.g de amostra™, respectivamente. Ja para as amostras obtidas apds a extracio
proteica do girassol (farelo e graos desengordurados — Soxhlet e Bligh & Dyer) utilizando
0 método 4 foi o que resultou em um extrato com a maior eficiéncia em capturar os
radicais DPPH'", com valores de 3053,52, 2992,55 e 343,53 ug de equivalente trolox.g de
amostra™, respectivamente.

A utilizacdo do método 3 de extracdo proteica ndo resultou em extrato proteico
com componentes com propriedades antioxidantes para todas as amostras avaliadas, uma
vez que ndo houve interacdo com o radical DPPH.

Os extratos proteicos obtidos foram, ainda, avaliados pelo método FRAP, que
estima o poder antioxidante através da reducdo do ion férrico, e é baseado no mecanismo
de transferéncia de elétrons, e permite avaliar a capacidade dos antioxidantes em reduzir
o complexo ferritripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina] a
ferroso-tripiridiltriazina (Fe?*-TPTZ), em pH &cido. Essa reducio pode ser visualizada
através da mudanca de cor, de amarelo para azul escuro (RUFINO et al., 2006).

A Figura 5 mostra a atividade antioxidante determinada pelo método FRAP para
as amostras de milho, sorgo e girassol em suas diferentes extracfes proteicas.

E possivel observar que o método 4 permitiu a extracio de proteinas e peptideos
que apresentam maior capacidade em reduzir o ion férrico, com valores de 2591,80,
4953,80, 47473,15, 34417,59 e 9732,69 pg de equivalente trolox.g de amostra™ para o
milho, sorgo, farelo de girassol, girassol desengordurado por Soxhlet e girassol
desengordurado por Bligh & Dyer, respectivamente.

Em contrapartida, 0 método 5, comparado aos outros métodos, ndo resultou em
extrato proteico com atividade antioxidante para a amostra de girassol desengordurada
pelo método Bligh & Dyer.

A eficiéncia da extracdo proteica, com consequente presenga de composto com
propriedade antioxidante, requer cuidado especial com vérios fatores que podem
influenciar sua viabilidade e aplicacdo, tais como: preparo de amostras (desidratacao,
liofilizacdo, congelamento, moagem e/ou peneiramento, tamanho das particulas) e
condigdes de extracdo (polaridade do solvente, tempo de extragéo, temperatura, pH, razéo
solvente/soluto) (JUNTACHOTE e BERGHOFER, 2005; CACACE e MAZZ, 2003).
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Figura 5: Comparacéo estatistica do valor TEAC pelo método FRAP para as amostras:
(A) Milho, (B) Sorgo, (C) Girassol Soxhlet, (D) Girassol Bligh dyer e (E) Farelo de
Girassol para os diferentes métodos de extracdo proteica, valores expressos em UM de
TROLOX.g? de amostra. Letras diferentes representam resultados significativamente
diferentes (p<0,05).

Para a realizacao da hidrolise enzimatica foi escolhido a amostra que apresentou
as seguintes caracteristicas: maior quantidade de proteinas na sua composi¢do quimica,

facilidade e custo-beneficio do método de extragdo proteica, maior atividade antioxidante
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e facil procedimento de isolar proteinas em meio aquoso para aplicagdo tecnoldgica, livre

de reagentes quimicos.

2.3.4. Obtencéo dos hidrolisados proteicos do farelo do girassol

O extrato proteico oriundo do farelo de girassol foi hidrolisado utilizando as
enzimas Neutrase e Flavourzyme nas seguinte condi¢des: pH 7,0, 50°C (UGOLINI et al.,
2015), relacdo enzima:substrato de 5:100 (KOU et al., 2013). Ao final dos 120 minutos
de hidrolise enzimética foi verificado aumento na concentracdo de peptideos
(hidrolisados proteicos).

O maior grau de hidroélise do farelo de girassol, 11,06%, foi alcancado utilizando
a enzima Neutrase, seguido da enzima Flavourzyme com grau de hidrélise de 5,43%
(Figura 6).

Diversos trabalhos na literatura relatam a hidrolise de diferentes proteinas para
obtencdo de hidrolisados proteicos. Para as proteinas do arroz foi verificado ao final do
processo um grau de hidrélise de 12,56% utilizando a enzima Neutrase (ZHAO et al.,
2012) e 20,0% também para proteina do arroz utilizando a enzima Neutrase (ZHANG et
al., 2009). Para a enzima Flavourzyme foi alcancado um GH de 3,64% para proteina do
milho (JIN et al., 2016), 2,95% para proteina do arroz (Zhao et al., 2012) e 4,84% para
proteina de carcacas de frango (OLIVEIRA et al., 2015).

Grau de hidrélise (%)

Neutrase Flavourzyme
Enzimas proteoliticas

Figura 6: Comparacdo estatistica do Grau de hidrolise (%) para as proteases Neutrase e
Flavourzyme.
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E possivel verificar que a concentracido de hidrolisados proteicos aumenta de
forma continua durante os 120 minutos da hidrolise enzimatica (Figura 7). Comparando-
se as duas proteases, a Neutrase foi a enzima que apresentou a maior atividade catalitica
em relacdo a Flavourzyme, verificada pelo maior GH e maior concentracdo de
hidrolisados proteicos durante a reacdo. Além disso, a melhor atuacdo da Neutrase pode
indicar que tal enzima apresenta maior afinidade para realizar a clivagem das ligacoes
peptidicas conditas no extrato proteico.

Outro fato determinante pode estar relacionado a regido em que as enzimas
conseguem atuar de maneira mais efetiva, a enzima Flavourzyme é uma exopeptidase que
cliva as proteinas no N-terminal, enquanto a enzima Neutrase € uma metalprotease,
clivando o interior das proteinas com o metal cobre. Sendo assim, é possivel dizer que a
especificidade das enzimas contribuiu para maior ou menor grau de hidrdlise.

Maior eficiéncia do processo de hidrélise pode ser alcangada, futuramente, a
partir da combinacéo de diferentes proteases, e pode resultar em aumento significativo da
quantidade de proteinas hidrolisadas. Tal procedimento ja foi proposto por Ambigaipalan
et al. (2015) para proteinas de semente de tamaras, Carrasco-Castilla et al. (2012) para
proteinas de feijdo, Liu et al. (2015) para proteina do gluten do milho.

—— Neutrase ---B-- Flavourzyme
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Figura 7: Hidrdlise enzimatica nos tempos de 0, 30, 60 e 120 com proteases Neutrase e
Flavourzyme.
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2.3.5. Atividade antioxidante do hidrolisado

A atividade antioxidante dos vegetais inclui varios mecanismos multifuncionais.
Uma forma til de visualizar as interacfes entre varios antioxidantes é levar em conta a
eliminacdo de radicais livres através da captura por antioxidantes. Podendo ser avaliado
na captura de radicais ABTS na presenca de atomos de hidrogénio e radical DPPH na
captura de elétrons ou atomos de hidrogénio. Os métodos ABTS e DPPH baseiam-se no
processo de descoloracdo, assim, quanto maior a captura de radicais e doacdo de atomos
de hidrogénio e elétrons, maior sera a descoloracdo da amostra (SUCUPIRA et al., 2012).

A Figura 8 apresenta a capacidade de eliminagédo dos radicais ABTS e DPPH
durante o processo de hidrolise das proteinas do farelo de girassol realizada pelas enzimas
Neutrase e Flavourzyme. Foi verificado que os hidrolisados com atividade antioxidante
obtidos a partir da utilizacdo da enzima Neutrase ndo aumentaram de forma significativa
até aos 90 min de reagdo, uma vez que se mantiveram estatisticamente iguais. J& para 0s
hidrolisados obtidos no tempo de 120 minutos de hidrdlise pode-se verificar que o
hidrolisado foi capaz de eliminar de forma mais eficiente o radical ABTS (33924,38 pumol
TE.g! de amostra).

A atuacgdo da enzima Flavourzyme sobre o extrato proteico obtido do farelo de
girassol ndo resultou em aumento da atividade antioxidante durante todo o processo de

hidrdlise, atingindo valor maximo de 32868,93 pmol TE.g! de amostra.

J& para o método DPPH, foi verificado inicialmente, no tempo de 30 minutos,
aumento da atividade antioxidante (340,24 umol TE.g! de amostra) dos hidrolisados
obtidos por acdo da enzima Neutrase. No entanto, a partir deste ponto ocorreu a
diminuicéo significativa (123,92 umol TE.g* de amostra) da capacidade de eliminacéo
de radicais, relacionada a diminuicéo da atividade antioxidante, que é associado, por sua
vez, pela hidrolise de tais compostos pela propria enzima proteolitica.

Em relagéo aos hidrolisados obtidos pela acdo da Flavourzyme sobre o extrato
proteico, é possivel verificar que houve decréscimo da atividade antioxidante durante os
60 minutos de reacdo, no entanto, a partir deste ponto ocorreu aumento até os 120
minutos, atingindo 693,90 pmol TE.g* de amostra.
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Ao comparar pelo método ABTS a atividade antioxidante do extrato proteico
obtido apds a extracdo de proteinas do farelo de girassol e os hidrolisados obtidos
enzimaticamente, percebe-se aumento de 19,8% da atividade antioxidante nos
hidrolisados obtidos a partir do uso da enzima Neutrase e 22,3% dos obtidos a partir da
enzima Flavourzyme. Em contrapartida, tem-se a diminuicdo da atividade antioxidante
verificada pelo método DPPH, podendo chegar 89% para os hidrolisados com a enzima

Neutrase e 78% com a enzima Flavourzyme.
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Figura 8: Comparacdo estatistica dos métodos ABTS e DPPH para os hidrolisados
durante 120 minutos. (A) ABTS da Neutrase, (B) DPPH da Neutrase, (C) ABTS da
Flavourzyme e (D) DPPH da Flavourzyme.

Esse perfil de decréscimo de atividade antioxidante nos hidrolisados proteicos
também foi encontrada por Jiménez-Escrig et al. (2010) para proteinas de okara, e fi
verificado que peptideos de maior peso molecular possui maior atividade antioxidante.
Resultados semelhantes também podem ser verificados em trabalho relacionados as
proteinas de soja (MOURE et al., 2006), do peixe-gato (THEODORE et al., 2008) e
proteina de colza (HE et al., 2013).
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2.4 Conclusédo

A partir da composigdo centesimal foi verificado elevado teor de proteinas para
0 gréo e farelo de girassol, com valores de 15,12% e 27,80%, seguidos pelas amostras
sorgo com 9,87% e milho 6,62%, 0 que as tornam excelentes matérias-primas para
extracdo proteica de compostos com atividade bioativa.

Entre os métodos de extracdo proteica avaliados o método 4 utilizando
Agua/etanol (2:3)/tratamento térmico foi 0 que resultou em maior teor de proteinas
extraidas para as amostras de graos de milho, sorgo e girassol e farelo de girassol com
142,23 ug/g., 223,63 ug/g, 797,96 ug/g, 297,67 ug/g e 11296,56 ug/g, respectivamente.

O método 3 resultou em extratos proteicos com maior atividade antioxidante
pelo método ABTS com 2050,61 pumol TE.g! de amostra (milho), 2639,5 umol TE.g™*
de amostra (sorgo), 26364,35 pmol TE.g™* de amostra (farelo de girassol), 30008,85 pmol
TE.g! de amostra (girassol Soxhlet) e 6239,16 umol TE.g de amostra (girassol Bligh &
dyer).

Os extratos proteico obtidos pelo método de extracdo 4 foi o que apresentou
maior atividade antioxidante pelo método DPPH para as amostras de girassol —Soxhlet
(2992,55 umol TE.g! de amostra), girassol — Bligh & dyer (343,53 umol TE.g? de
amostra) e farelo de girassol (3053,52 pmol TE.g*! de amostra). O método 4, também
apresentou para o método FRAP com 2591,80 umol TE.g* de amostra (milho), 4953,80
umol TE.g? de amostra (sorgo), 47473,15 umol TE.g* de amostra (farelo de girassol),
34417,59 umol TE.g* de amostra (girassol Soxhlet) e 9732,70 umol TE.g* de amostra
(girassol Bligh & dyer).

A utilizacdo das enzimas Neutrase e Flavourzyme para hidrélise do extrato
proteico obtido do farelo de girassol resultou em grau de hidrolise de 11,06% e 5,43%,
respectivamente. As proteinas hidrolisadas pelas enzimas Neutrase e Flarvourzyme
resultaram aumento da atividade antioxidante determinada pelo método ABTS durante o
processo de hidrolise, comparando-se ao extrato proteico antes da hidrélise enzimatica.

Os extratos e hidrolisados proteicos apresentaram elevada atividade

antioxidante, e sugere sua utilizacdo em substituicdo a antioxidantes sintéticos.
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sequenciamento dos aminoacidos que compdem esses peptideos por técnicas adequadas.
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APENDICE A - CURVA PADRAO DE ALBUMINA DE SORO
BOVINO
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Figura 1: Curva padréo de Albumina de Soro Bovino.



APENDICE B - CURVA PADRAO DE TROLOX: ABTS, DPPH E
FRAP
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Figura 2: Curva padréo de Trolox para ABTS.
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Figura 3: Curva padrdo de Trolox para DPPH.
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APENDICE C - MEDIAS E DESVIO PADRAO DO RENDIMENTOS

DAS EXTRACOS PROTEICAS

Métodos de Milho _ Sorgo _ Farelo Girassol _ Girassol Soxhle.t Girassol Bligh dy.er
extracio  Média PPV media DESVIO pregia  DESVIO gy DESVIO g, Desvio
Padrao Padrao Padrao Padréo Padréo

1 20,18 0,09 206,67 0,14 94,22 0,03 124,05 0,05 80,69 0,04

2 15,65 0,01 7,89 0,02 227,41 0,05 162,26 0,00 58,27 0,01

3 133,16 0,01 173,59 0,05 11296,57 0,03 457,88 0,01 303,90 0,02

4 142,24 0,11 223,63 0,03 1360,60 0,02 797,97 0,01 297,68 0,01

5 3,97 0,06 36,56 0,03 50,72 0,05 130,60 0,10 0,78 0,01
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APENDICE D — MEDIAS E DESVIO PADRAO DAS ATIVIDADES
ANTIOXIDANTES (ABTS, DPPH E FRAP) DOS EXTRATOS

PROTEICOS
Métodos . Desvio Desvio Farelode Desvio Girassol Desvio Glrgssol Desvio
de - Milho Padrao So Padrao Girassol Padrdao Soxhlet Padrdo Bligh Padrao
extragdo dyer
ABTS 1 53,39 0,02 830,61 0,02 2964,56 0,01 7119,72 0,04 509194 0,03
2 529,50 0,01 648,50 0,00 9653,00 0,03 7311,67 0,00 2729,00 0,04
3 205061 0,02 263950 0,01 2636435 0,01 3000885 0,01 6239,17 0,04
4 1682,28 0,05 2166,72 0,01 17311,74 0,04  15516,29 0,01 6014,74 0,01
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Métodos . Desvio Desvio Farelode Desvio Girassol Desvio G'r‘?SSOl Desvio
de - Milho Padrao Sorgo Padrdo Girassol Padrdo Soxhlet Padréo Bligh Padrao
extragdo dyer
DPPH 1 52,12 0,01 17,78 0,02 191,65 0,01 107,20 0,01 260,65 0,00
2 19,37 0,04 7,68 0,01 208,75 0,01 330,25 0,00 235,16 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 17,72 0,03 18,89 0,03 3053,52 0,00 2992,55 0,00 343,53 0,01
5 63,30 0,00 75,95 0,08 8,01 0,00 599,82 0,00 11,75 0,00
Meétodos . Desvio Desvio Farelode Desvio Girassol Desvio GII’&}SSO| Desvio
de - Milho Padrao Padrao Girassol Padrdo Soxhlet Padrdo Bligh Padrao
extracéo dyer
FRAP 1 639,07 0,04 1489,80 0,02 5446,39 0,06 7989,91 0,08 1026,70 0,04
2 431,69 0,02 585,94 0,02 15488,36 0,05 1489512 0,04 262967 0,01
3 142580 0,02 2239,80 0,02 8494,96 0,03 20274,10 0,03 181522 0,03
4 2591,80 0,02  4953,80 0,03  47473,15 0,04  34417,59 0,01 9732,70 0,01
5 16,62 0,01 221,80 0,02 686,31 0,03 1784,51 0,03 0,00 0,00




APENDICE E - MEDIAS E DESVIO PADRAO DAS ATIVIDADES
ANTIOXIDANTES (ABTS e DPPH) DOS HIDROLISADOS
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Neutrase Flavourzyme
ABTS Tempo (min) 0 30 60 120 0 30 60 120
Média 0,42 0,43 0,42 0,39 0,41 0,40 0,40 0,40
Desvio Padrdo 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,02
Neutrase Flavourzyme
DPPH Tempo (min) 0 30 60 120 0 30 60 120
Média 0,12 0,13 0,12 0,11 0,15 0,14 0,14 0,14
Desvio Padrdao 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




