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RESUMO

A busca por ingredientes que tragam beneficios a satde ¢ refor¢ada pelo consumidor que esta
sinalizando uma demanda por alimentos mais saudaveis. Nesta perspectiva, ha um interesse
na aplicacdo de antioxidantes proveniente de fontes naturais devido ao uso limitado dos
sintéticos utilizados pela industria alimenticia. Os peptideos bioativos da microalga Spirulina
representam uma alternativa de ingredientes a serem incorporados, tornando possivel o
consumo de alimentos processados com maior valor nutritivo, além da funcionalidade. Neste
trabalho objetivou-se a utilizacdo de peptideos bioativos da Spirulina sp. no desenvolvimento
de alimentos. Para tal, foi conduzido um processo de hidrdlise enzimatica com posterior
separa¢ao em sistema de ultrafiltragdo com membrana de 4 kDa. A matéria-prima Spirulina
sp., o hidrolisado proteico e os peptideos isolados foram avaliados quanto a estabilidade
térmica pelas andlises de Calorimetria Diferencial de Varredura e Termogavimetria e
capacidade antioxidante pelos métodos de ABTS, poder redutor e atividade quelante. Estes
mesmos produtos foram adicionados em um alimento tipo snack de milho, em que foram
avaliadas caracteristicas como textura, cor e capacidade antioxidante, comparando com o
controle (sem adicdo). O processo de hidrdlise enzimatica gerou peptideos com atividade
antioxidante, sendo esta atividade maior em relacdo a matéria-prima integral, apresentando
perfis diferentes de capacidade antioxidante para as fracdes obtidas. Ainda, os resultados de
estabilidade térmica demonstraram que o processo de hidrolise aumentou a estabilidade da
Spirulina, evidenciando na fragdo < 4 kDa a temperatura até 141°C. Esta mesma fracdo
demonstrou menor perda de massa durante o processo térmico (38%). Os snacks produzidos
apresentaram alta fraturabilidade e dureza quando adicionados da fragdo menor que 4 kDa.. A
adi¢do do hidrolisado e das fragdes peptidicas ficaram proximas da coloragdo amarela do
controle. Por fim, os shacks adicionados da fragdao < 4 kDa apresentaram maior poder de
inibicdo de radicais livres utilizando etanol como solvente de extragdo e os snacks
adicionados da fracdo > 4 kDa tiveram maior capacidade em doar elétrons e reduzir espécies
oxidativas para o mesmo solvente. Os resultados deste estudo demonstram que peptideos
com atividade antioxidante foram produzidos durante a hidrélise da microalga Spirulina sp. e
sua bioatividade ¢ melhor alcancada quando na forma de peptideos isolados, os quais podem
ser utilizados como antioxidantes naturais na industria de alimentos.

Palavras-chave: biopeptideos, Spirulina, snacks.






ABSTRACT

The search for ingredients that bring health benefits is reinforced by the consumer who is
signaling a demand for healthier foods. In this perspective, there is an interest in the
application of antioxidants from natural sources due to the damages caused by the excessive
consumption of the synthetics used by the food industry. The bioactive peptides of Spirulina
microalgae represent an alternative of ingredients to be incorporated, making possible the
consumption of processed foods with greater nutritive value, besides the functionality. In this
work the objective was to use bioactive peptides of Spirulina sp. in food development. For
this, an enzymatic hydrolysis process was carried out with subsequent separation in a 4 kDa
membrane ultrafiltration system. The raw material Spirulina sp., Protein hydrolyzate and
isolated peptides were evaluated for thermal stability by Differential Scanning Calorimetry
and Thermogavimetry analyzes and antioxidant capacity by ABTS, reducing power and
chelating activity. These same products were added in a corn snack type food, in which
characteristics such as texture, color and antioxidant capacity were evaluated, comparing with
the control (without addition). The enzymatic hydrolysis process generated peptides with
antioxidant activity, being this activity greater in relation to the raw material, presenting
different profiles of antioxidant capacity for the fractions obtained. Moreover, the thermal
stability results showed that the hydrolysis process increased the stability of Spirulina,
showing in the fraction <4 kDa the temperature up to 141 ° C. This same fraction showed
lower mass loss during the thermal process (38%). The snacks produced presented high
fracturability and hardness when added with the fraction smaller than 4 kDa. The addition of
the hydrolyzate and the peptide fractions were close to the yellow coloration of the control.
Finally, the added snacks with fraction < 4 kDa presented greater free radical inhibition using
ethanol as extraction solvent and the snacks added with fraction > 4 kDa had greater capacity
to donate electrons and reduce oxidative species for the same solvent. The results of this study
demonstrate that peptides with antioxidant activity were produced during the hydrolysis of
Spirulina sp. and their bioactivity is best achieved when in the form of isolated peptides,
which can be used as natural antioxidants in the food industry.

Keywords: biopeptides, Spirulina, snacks.
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1 INTRODUCAO

Os novos apelos nutricionais estdo gerando necessidades que impulsionam o setor
alimenticio para o desenvolvimento de produtos que denotem mais saude para o consumidor.
Nessa perspectiva, os ingredientes funcionais oferecem beneficios adicionais as suas fungdes
nutricionais basicas (GRANATO et al. 2010), e o desenvolvimento de alimentos com estes
ingredientes implica na incorporagdo de compostos bioativos com efeitos fisiologicos
positivos. A proteina alimentar tem sido estudada ndo somente em relagdo ao seu papel
nutricional ja conhecido, mas como fonte de peptideos os quais sdo inativos em sua estrutura
primaria (LI-CHAN, 2015).

Os peptideos podem ser liberados, através de hidrdlise enzimatica in vitro, in vivo ou a
combinacdo dos dois (HEBERT et al., 2010) e apresentam funcdes bioldgicas especificas, tais
como a¢ao antimicrobiana (MCCANN et al., 2006), antioxidante (NIMALARATNE et al.,
2015), anti-hipertensiva (JIA et al., 2010).

Os antioxidantes sdo utilizados na prevencao ou inibi¢do da oxidacdo dos alimentos e
no estresse oxidativo decorrente de varios fatores, no entanto a industria de alimentos tem
sido questionada quanto a utilizacdo de antioxidantes sintéticos, como o BHA, BHT e seu uso
vém sendo limitado devido aos potenciais riscos para a saude, tais como danos nas moléculas
de proteina e/ou DNA, toxicidade e efeitos secundarios (BOUGATEF et al., 2010; WANG et
al., 2012). Consequentemente, hd um interesse em antioxidantes proveniente de fontes
naturais, especificamente os peptideos bioativos, os quais se destacam pela sua conformagado
estrutural simples podendo gerar maior estabilidade e apresentar propriedades funcionais
como emulsificagdo e formagdo de espuma, vantagens estas que se destacam frente a outros
antioxidantes naturais (XIE, et al., 2008).

Os peptideos provenientes de isolados proteicos e seus hidrolisados de origem animal
sdo os mais amplamente estudados, incluindo proteinas da carne, leite e ovo (ARIHARA et
al., 2001; NARVA et al., 2004; NIMALARATNE et al.,, 2015), porém, estas fontes
necessitam obter sua proteina isolada para obtencgao e isolamento dos peptideos.

As microalgas sdo fontes de compostos funcionais, sendo utilizadas para melhorar o
valor nutritivo dos alimentos devido a sua riqueza de compostos com atividades bioldgicas
(GOUVEIA et al., 2010). Dentre as cianobactérias, a Spirulina desempenha um importante

papel devido ao seu elevado valor nutricional relacionado ao seu contetido de nutrientes
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essenciais, tais como vitaminas, minerais, acidos graxos poli-insaturados (DE OLIVEIRA et
al., 2013), além de ser reconhecida como alimento pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — Anvisa. Em relagdo ao teor proteico, possui cerca de 50-70% de proteina, sendo
composta por aminodcidos ndo essenciais (alanina, arginina, acido aspartico, cistina, acido
glutamico, glicina, histidina, prolina, serina e tirosina) e essenciais (isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina e valina) (AMBROSI et al. 2008).

Estudos realizados mostram o desenvolvimento de produtos utilizando a microalga
Spirulina em iogurtes (PEREZ et al., 2007), massas (PAGNUSSAT et al., 2014), biscoitos
(COSTA et al., 2016). Além disso, suas condi¢des de cultivo podem ser modificadas
conforme o produto final desejado (maior teor de proteinas, carboidratos ou lipidios),
demonstrando seu potencial em diferentes areas de aplicacdo: alimentos, fArmacos, produgdo
de biocombustiveis a exemplo do bioetanol, biodiesel; estando empregada ao conceito de uma
biorrefinaria. Na qual, a biomassa integral pode ser convertida em diferentes produtos, através
de tecnologias de baixo impacto ambiental, aplicadas em conjunto.

As pesquisas com microalgas evoluiram e novas tecnologias foram desenvolvidas para
converter e utilizar produtos derivados desta matéria-prima. Essas tecnologias permitem o
isolamento de substancias com propriedades bioativas a exemplo da producdo de peptideos
bioativos através da hidrolise enzimatica (NGO et al., 2011), e a incorporacdo destes
ingredientes ¢ uma das formas de maior protecao a satde, tornando possivel o consumo de
alimentos processados com maior valor nutritivo, além da funcionalidade.

Alguns estudos vém apresentando adi¢do de hidrolisados proteicos em alimentos
extrusados (SEGURA-CAMPOS et al., 2014; JEYAKUMARI et al., 2016). No entanto, até o
momento ndo ha relatos de adigdo de peptideos da Spirulina em alimentos. Assim, o objetivo
geral deste trabalho ¢ a utilizagdo de peptideos bioativos da Spirulina sp. no desenvolvimento
de alimentos.

Os objetivos especificos sao:

a) Produzir hidrolisado proteico da biomassa da Spirulina sp.;

b) Separar os peptideos através do processo de ultrafiltracdo e analisar a capacidade

antioxidante das fragdes obtidas;

¢) Avaliar a estabilidade térmica dos produtos obtidos;

d) Submeter os peptideos < 4 kDa a variaveis do processamento de alimentos;

e) Produzir um alimento tipo snack adicionado de Spirulina, hidrolisado ¢ dos

peptideos isolados e caracterizar quanto a capacidade antioxidante e caracteristicas

tecnologicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O USO DA Spirulina sp. COMO ALIMENTO

As cianobactérias sdo reconhecidas como fontes de compostos biologicamente ativos € podem
ser empregadas para diversas finalidades: pigmentos, antioxidantes, enzimas, farmacos,
alimentos, entre outros. Dentre as cianobactérias, a Spirulina desempenha um importante
papel devido ao seu elevado valor nutricional relacionado ao conteido de nutrientes
essenciais, tais como: proteinas, vitaminas, minerais, acidos graxos poli-insaturados (DE
OLIVEIRA et al., 2013), além de ser reconhecida como alimento pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — Anvisa. Seu teor de proteinas ¢ superior a qualquer outra fonte
alimentar, e apresenta um indice balanceado de aminoacidos essenciais e ndo essenciais,
sendo um alimento de alto valor biolégico (AMBROSI et al., 2008).

As vitaminas presentes na Spirulina sdo a vitamina A, na forma de betacaroteno;
vitamina C; vitaminas do grupo B (particularmente a vitamina B12); o 4cido f6lico e vitamina
E. A microalga também contém varios pigmentos, tais como [-caroteno, ficocianina,
clorofila, responsaveis pela acdo antioxidante com efeitos significativos na eliminagdo de
radicais livres (CHU et al., 2010; ESTRADA et al., 2001).

Em diversos estudos tém-se investigado o uso da biomassa proveniente do cultivo de
microalgas com finalidade alimenticia. Em alguns paises, como Franc¢a, Estados Unidos,
México, China e Tailandia, a incorporacdo dessa biomassa ¢ utilizada comercialmente em
produtos (DERNER et al., 2006).

No Brasil, pesquisas tém-se demonstrado o uso da Spirulina em alimentos, oferecendo
diferentes motivos para sua incorporagdo; como o aumento do valor nutricional do produto,
maior digestibilidade, poder antioxidante. Em um estudo realizado por Pagnussatt et al.
(2014) com adigdo de Spirulina e farinha de aveia na massa seca, demonstraram que a
microalga proporcionou um aumento no teor de proteina de 20% em comparacdo a massa sem
a adicdo da mesma.

Paes sem gluten incorporados de 3% da Spirulina, também apresentaram maior teor
proteico e melhor composicdo de aminodcidos em relagdo ao controle, sem microalga

(FIGUEIRA et al., 2011).
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Em outro estudo, avaliou-se a incorporagdo da biomassa de Spirulina em biscoitos,
apresentando uma maior digestibilidade (86,9%) que o sem adi¢do na concentra¢do de 1,0 %
(MORALS et al., 2006).

Outra caracteristica importante ¢ o fato de sua parede celular ser composta de
mucopolissacarideos e agucares simples, o que a diferencia de outras algas que possuem
celulose em sua parede celular, permitindo a facil digestdao (BELAY, 2012), tornando-se um

alimento para pessoas de todas as idades.

2.2 RADICAIS LIVRES, ESTRESSE OXIDATIVO E OXIDACAO EM ALIMENTOS

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados (R"),
os quais podem ser altamente instaveis e ativos decorrentes de reacdes quimicas com outras
moléculas. Sao produtos do metabolismo celular, liberados durante o processo de reducdo do
oxigénio necessario para conversao dos nutrientes adquiridos da alimentagdo em energia
(VALKO et al., 2007). Derivam de trés elementos: oxigé€nio, nitrogénio e enxofre, criando,
assim, espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS) e espécies
reativas de enxofre (RSS). Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo representadas por
moléculas de radicais livres e ndo livres, tais como peroxido de hidrogénio (H,0,),
superoxido (O, ), oxigénio singlet (1/2 O,), e o radical hidroxila (OH") (HALLIWELL et al.,
2004).

Em condi¢des normais das células, nos orgdos e tecidos do corpo humano ha um
equilibrio entre a liberagdo de radicais livres e sua neutralizacdo pelos sistemas antioxidantes
no organismo. Porém, decorrente de fatores como alimentacdo e estilo de vida, o sistema
endogeno deixa de proteger o corpo e esse equilibrio deixa de existir, resultando em uma
condicdo de estresse oxidativo, gerando metabolitos especificos derivados da oxidagdo de
lipideos, proteinas e acidos nucléicos, os quais sdo prejudiciais as células do organismo
humano (MARTELLI et al., 2014; HALLIWELL et al., 2004).

O estresse oxidativo inicia a instabilidade entre a quantidade de espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio e a capacidade do organismo em estabiliza-las pela defesa de sistemas
antioxidantes (PERSSON, 2014). Este processo pode danificar as células, promover a
oxidagdo proteica, ocorrendo perda da funcionalidade das proteinas e induzir a peroxidagao
lipidica, formando os hidroperéxidos os quais causam alteragdes na estrutura e na func¢do das

membranas celulares (LOPACZYNSKI, 2001).
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Em sistemas alimentares a oxidagao do produto pode ocorrer durante o processamento,
transporte ¢ armazenamento, levando a deterioragdao das substancias e nutrientes presentes no
alimento (SARMADI; ISMAIL, 2010). Além disso, resulta em rango e/ou perda do valor
nutricional, cor, sabor, textura, afetando a seguran¢a de produtos alimenticios. (KOU et al.,
2013).

A evidéncia de que as proteinas e lipidios sdo suscetiveis a oxidagdo sugere que o0s
radicais livres podem afetar negativamente essas macromoléculas. No entanto, a capacidade
dos radicais livres interagirem com proteinas em alimentos proporciona o desenvolvimento de
novos antioxidantes ja que as proteinas podem ser utilizadas para inibir as reagdes oxidativas,
protegendo os 4cidos graxos instaveis (ELIAS et al., 2008).

A utilizagdo de hidrolisados a partir de isolados proteicos do leite, gema de ovo, soro
de leite e soja, vém sendo investigadas na inibicdo da oxidagdo em modelos de sistemas
alimenticios (DIAZ et al, 2005, SAKANAKA et al., 2006; PENA-RAMOS et al., 2003),
obtendo resultados satisfatorios com quantidades em torno de 2 mg. mL™ de hidrolisado na
inibicdo da peroxidagdo lipidica. Fragdes peptidicas provenientes da proteina de farelo de
arroz foram adicionadas em suco de laranja em um estudo realizado por Khairallah et al.
(2015). Avaliou-se a estabilidade e qualidade do suco através de andlises fisico-quimicas (pH,
cor, conteudo de acido ascorbico), ndo observando nenhuma diferenga significativa entre o
controle e a fracdo peptidica incorporada no suco de laranja, ap6s 42 dias de armazenamento

Porém, ainda pouco se sabe sobre o comportamento dos peptideos a respeito do poder

antioxidante em alimentos.

2.2.1 Métodos para determinagdo da capacidade antioxidante

Ensaios de avaliagdo in vitro estdo disponiveis para fornecer informag¢des importantes
sobre o potencial antioxidante.

Os métodos utilizados na quantificacao da atividade antioxidante envolvem reagdes de
espécies de oxigénio reativo com alguns reagentes e o complexo formado ¢ analisado
utilizando um espectrofotdometro (OROIAN; ESCRICHE, 2015). Os resultados sdo expressos
com base em curva padrao.

Na metodologia de ABTS, a absorbancia utilizada ¢ de 734 nm (MOLYNEUX, 2004);
no ensaio de poder redutor, a absorbancia ¢ de 700 nm (ANTOLOVICH et al., 2002), além

disso os antioxidantes podem atuar como quelantes de metais, cuja absorbancia ¢ de 562 nm
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utilizando a ferrozina como metal de transicao (STOOKEY et al., 1970). A interagdao do
antioxidante com o fon Fe’" presente no meio é determinada pelo decréscimo de um
complexo colorido com a ferrozina (NAJAFIAN; BABIJI, 2012).

Nao existe um método padrdo para determinag¢do da capacidade antioxidante em
compostos, fazendo-se necessario o uso de diferentes metodologias para sua avaliagdo. Além
de haver interferéncias, nenhum ensaio, isoladamente, determina o potencial antioxidante total
de uma amostra (HUANG et al., 2005). No caso de proteinas e peptideos, a atividade
antioxidante ndo ¢ Unica em seu mecanismo de acdo, pois proteinas contém varios
aminoacidos com diferentes propriedades antioxidantes. Alguns sdo mais eficazes como
inibidores de radicais, enquanto outros redutores ou quelante de metais (ALEMAN et al.,
2011 e BARZIDEH et al., 2014). Ainda, o uso de diferentes solventes para extracdo de
compostos auxilia em uma melhor avaliagdo dos componentes envolvidos na atividade
antioxidante, devido as diferencas de polaridade.

Uma vez que a area de alimentos ¢ um importante campo de aplicacio de
antioxidantes, a investigacdo da capacidade antioxidante de compostos bioativos apos o
processo ¢ uma ferramenta importante para o conhecimento dos efeitos do processamento na

permanéncia da funcionalidade.

2.2.1.1 Método de sequestro do radical ABTS (acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico))

O ensaio de captura do radical ABTS, também conhecida como método da capacidade
antioxidante de equivalente de Trolox (TEAC), tem sido empregado para determinar a
capacidade antioxidante de diversas matrizes alimentares. Possui uma colorac¢do verde escura
com o maximo de absor¢do a 734 nm. Esta coloracdo diminui de intensidade na presenca de
antioxidantes, os quais neutralizam o cation radicalar ABTS"", por meio de redugdo direta
através da doacdo de elétrons ou por sequestro do radical através da doacao de atomos de
hidrogénio, voltando a forma do composto neutro ABTS (Figura 1) monitorando-se a
descoloragdo da solugdo (HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2005). Assim, embora a
metodologia da captura do radical ABTS seja geralmente classificada como um método
baseado na transferéncia de elétrons, o mecanismo pela transferéncia de atomos de hidrogénio

também se aplica (SHAHIDI et al., 2015).
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Figura 1 - Estabilizacdo do radical ABTS"" pelo antioxidante e sua formagao pelo persulfato
de potéssio.
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Fonte: Huang et al. (2005).

Um diferencial apresentado pela metodologia ¢ a geragdo de um radical altamente
estavel. Sendo que o tempo necessario para o radical agir com a amostra pode levar de 1 a 30
min, sendo frequentemente utilizados 6-7 min. Outra vantagem ¢ o seu comprimento de onda
ser proximo ao infravermelho, diminuindo as interferéncias de diferentes pigmentos que
absorvem radiagdao eletromagnética em comprimentos de onda menores e de compostos
resultantes de acdes secundarias, o que ocorre com o radical DPPH, o qual apresenta um
unico pico de absorbancia em 515-517 nm (BOROSKI et al., 2015).

A quantificagdo deste ensaio ¢ obtida através de uma curva de calibragdo, utilizando

Trolox como padrao e expressos em equivalente de Trolox (TEAC).

2.2.1.2 Método de poder redutor

E um método a base de transferéncia de elétrons em que o complexo de ferricianeto de
ferro (III) apresenta o fon ferro no estado de oxidagdo (Fe’"). A acdo do antioxidante reduz o
fon Fe’" de coloragdo amarela em um complexo Fe*" de coloragdo verde (Figura 2). A
atividade antioxidante ¢ determinada com o aumento de absorbancia a 700 nm
(ANTOLOVICH et al., 2002).

Este ensaio foi originalmente utilizado para medir o poder redutor no plasma, mas o
seu uso foi estendido para avaliar a atividade antioxidante em outros fluidos biolédgicos,

alimentos e extratos de plantas (SHAHIDI et al., 2015).
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Figura 2 - Redugio do ion Fe’" em um complexo Fe*" pela ag¢io do antioxidante.

Antioxidante + K" + Fe’ [Fe’ (CN)s] > KFe’" [Fe* (CN)g]

Ferricianeto de ferro (IIT) Ferrocianeto de ferro (I1I)

amarelo —_ verde

A quantificacdo deste ensaio pode ser mensurada através de uma curva padrdo
utilizando o Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) ou acido galico

como padroes analiticos.

2.2.1.3 Metodo de atividade quelante de metais

A propriedade antioxidante de quelar metais ¢ avaliada quando se forma um complexo
entre o antioxidante ¢ o metal, de tal forma que os ions metalicos ndo podem atuar como
iniciadores da oxidac¢ao lipidica (SHAHIDI et al., 2015). Em geral, a capacidade quelante do
metal ¢ determinada medindo o efeito de antioxidantes quelantes em ions ferrosos. Sulfato
ferroso e ferrozina sdo os reagentes mais comumente usados. Uma diminui¢do da absorbancia
a 485 nm (para sulfato ferroso) ou 562 nm (para ferrozina) ap6s a adi¢ao de antioxidantes,
representa a formacdo de complexo antioxidante-metal, e sua atividade quantificada em
espectrofotometro (SHAHIDI et al., 2015). Geralmente, a capacidade do antioxidante em
quelar metais ¢ expressa como equivalente de EDTA (acido etilenodiaminotetraacético),

tendo como resultado pmol EDTA.g™' amostra.

2.3 PEPTIDEOS BIOATIVOS

Sabe-se que a proteina na dieta é considerada como uma fonte de energia e de
aminoacidos essenciais, necessarios para o crescimento e manutencao das fungdes
fisioldgicas.

As proteinas de diferentes fontes podem ser submetidas a hidrolise durante o
processamento de alimentos, gerando consideravel impacto nas propriedades funcionais do
produto desejado. No processo de hidrdlise ocorre a quebra da proteina, gerando peptideos de
diferentes tamanhos e aminodcidos livres; como resultado da clivagem de ligagdes peptidicas.
Esta quebra faz aumentar a densidade dos peptideos enquanto o tamanho das moléculas

diminui, contribuindo, assim, para o aumento da solubilidade do produto final. Assim, o
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interesse tem sido emergente para identificar e caracterizar peptideos bioativos a partir de
fontes vegetais, animais e marinhas.

A hidrdlise pode ser feita utilizando enzimas, 4cidos ou alcalis. As hidrélises acidas ou
alcalinas tendem a ser um processo dificil de controlar e resultam em produtos com reduzidas
qualidades nutricionais (CLEMENTE, 2000). A hidrolise enzimatica, geralmente ¢ a
escolhida devido a maior seguranga na qualidade dos alimentos, o processo ndo gera
subprodutos toxicos, além dos hidrolisados produzidos possuirem maior valor nutricional e
funcional devido a alta especificidade das enzimas em romper ligagdes peptidicas gerando
residuos de aminodcidos (KHANTAPHANT, 2008; KUMAR, 1999). As proteases sdao
divididas conforme seu sitio de acdo: as exopeptidases (flavourzyme, carboxipeptidase,
aminopeptidase, dipeptidases) agem clivando as ligacdes peptidicas proximas aos grupos
amino ou carboxi terminal do substrato; e as endopeptidases (tripsina, quimotripsina, pepsina
e alcalase) agem nas por¢des mais internas da cadeia polipeptidica, distante dos grupos
terminal do substrato (RAO et al., 1998).

Peptideos bioativos sdo considerados fragdes especificas de proteinas, inativos no
interior da sequéncia da proteina de origem (SARMADI; ISMAIL, 2010). Depois de serem
liberados por hidrélise enzimatica podem exercer varias fungdes bioldgicas. Estes peptideos
podem apresentar tamanho de 2-20 residuos de aminoécidos e massas moleculares menores
que 6.0 kDa (MEISEL, 2003; SUN et al., 2004).

Segundo Castro e Sato (2015), caracteristicas como baixa toxicidade; e alta
especificidade tornam essas biomoléculas de especial relevancia para as industrias alimenticia
e farmaceéutica.

Um grande niimero de peptideos bioativos ja foram isolados e caracterizados de
diversas fontes proteicas, tais como: soja (ROBLET et al., 2012), milho (PARRIS et al.,
2008), trigo (MOTOI; KODAMA, 2003), cevada, arroz (KANNAN et al., 2010), carne
(ARIHARA et al., 2001), peixe (BYUN et al., 2009) leite e derivados (NARVA et al., 2004).

Muitas pesquisas estdo focando na obtencdo de peptideos com propriedades
antioxidantes, pois promovem uma alternativa natural e segura em relacdo aos antioxidantes
sintéticos (HOOK et al., 2001). Além de apresentarem algumas vantagens; como baixo peso
molecular e alta biodisponibilidade; sao facilmente absorviveis e devido a sua simples
estrutura, podem apresentar maior estabilidade (SARMADI; ISMAIL, 2010).

Dentre os mecanismos que explicam a capacidade antioxidante dos peptideos, estes

ainda ndo estdo completamente definidos.
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Viérios estudos tém demonstrado a eficacia de peptideos como sequestradores de
radicais livres, capacidade de doacao e oxidagdo de elétrons (poder redutor) e como agentes
quelantes de ions metalicos (SARMADI; ISMAIL, 2010; ERDMANN et al., 2008; XIE et al.,
2008, SUN et al., 2004; MOURE et al., 2005; QIAN et al., 2008). No entanto, o que esta
relatado na literatura € que as ligacdes peptidicas estdo relacionadas com o seu potencial
antioxidante e os aminoacidos presentes nestas ligacdes podem exercer maior funcionalidade
quando na forma de dipeptideos ou tripeptideos (NAGASAWA, 2001). Além de sua
estrutura, o grau de hidrdlise, tipo da enzima utilizada no processo e o peso molecular dos
peptideos estdo diretamente relacionados ao poder antioxidante e outras fungdes biologicas
(PENA-RAMOS, 2002).

Ainda, alguns trabalhos vém apresentando a estabilidade de peptideos antioxidantes
frente as condi¢des de temperatura, pH, peroxidacdo lipidica e trato gastrointestinal;
parametros importantes para posterior incremento destes compostos em alimentos (ZHUANG
etal., 2013; ZHU et al., 2013; KHAIRALLAH et al., 2015). Em um estudo recente, Jang et al.
(2016) isolaram peptideos provenientes de uma espécie de peixe (Arctoscopus japonicus) com
peso molecular < 3kDa e avaliaram a atividade antioxidante em diferentes temperaturas e pH.
Os resultados apresentaram um potencial de inibi¢do de 66%, mesmo sendo submetido a
temperaturas elevadas (90°C). Este mesmo peptideo teve maior atividade antioxidante frente a
condi¢des de pH 6,0 (80% de inibi¢do), e menor atividade em pH 12,0 (60%), demonstrando a
estabilidade antioxidante do peptideo mesmo em diferentes variagdes de processo.

Os peptideos bioativos tornam-se, desta forma, interesse de pesquisas como uma
alternativa de ingredientes naturais e reguladores do organismo, devido a sua capacidade de
atuar com a mesma eficicia antioxidante a qual se obtém com as substancias sintéticas

(SAADI et al., 2014).

2.3.1 Fracionamento dos peptideos bioativos

A descoberta de diferentes atividades biologicas nos peptideos tem gerado atencdo
para compostos e pelos métodos utilizados para o seu isolamento, identificagdo, purificacao e
caracterizacao (Figura 3) (ESPITIA et al., 2012).

O fracionamento de hidrolisados proteicos ¢ importante em virtude de que a maioria
dos peptideos com propriedades biologicas estdo presentes em misturas complexas contendo

um grande numero de fracdes de proteinas hidrolisadas. No hidrolisado completo, os
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peptideos bioativos estdo presentes juntamente com aminoacidos livres e outras ligacdes
peptidicas (POULIOT et al., 2006).

As metodologias geralmente utilizadas para separagdo de peptideos incluem:
precipitagdo seletiva, ultrafiltracdo, troca idnica, filtracdo em gel e as tecnologias de

cromatografia liquida (URISTA, 2011).

Figura 3 - Principais etapas envolvendo a obten¢ao e isolamento de peptideos bioativos.
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Fonte: adaptado de CASTRO et al. (2015).

Dentre as metodologias, o processo de separacdo por membranas tornou-se uma
tecnologia importante nas ultimas décadas devido a diversas vantagens, as quais fazem dela
uma alternativa no fracionamento de biopeptideos. Estes processos sdo adequados para a
industria alimenticia em virtude das condi¢des de processo como: scale-up de facil operagdo e
o consumo de energia relativamente baixo (WIJERS et al., 1998; BUTYLINA et al., 2006).

O processo de ultrafiltracao (UF) ¢ uma das principais técnicas utilizadas para isolar

peptideos de acordo com a sua massa molar. Além disso, ¢ possivel obter amostras do



24

hidrolisado mais purificadas pela remocao de componentes interferentes, isolando as
moléculas bioativas por meio de membranas de 30 a 1 kDa (WIJERS et al.,1998). As fracdes
sdo recolhidas em duas ou trés correntes para obter peptideos com diferentes dimensdes.

A maioria dos peptideos com potencialidade antioxidante proveniente de fontes
alimentares possuem pesos moleculares entre 300 e 1800 Da (JE et al., 2005;
RANATHUNGA et al., 2006). Na maioria das vezes eles incluem residuos de aminoacidos
hidrofobicos, tais como Valina ou Leucina na extremidade N-terminal dos peptideos; e
Prolina, Histidina, Tirosina, Triptofano, Metionina, Cisteina em suas sequéncias (ELIAS et
al., 2008).

Resultados recentes na separagdo de peptideos isolados de iogurte mostram que as
fracdes obtidas apos troca idnica podem ser divididas em quatro fracdes sucessivas por UF
com membranas de tamanhos moleculares de 30, 10 e 3 kDa (BUTYLINA et al., 2006).

A aplicagdo de hidrolise enzimatica seguida do processo de ultrafiltragdo pode ser

uma alternativa para o isolamento de peptideos e seu uso em alimentos.

2.4 ALIMENTOS EXTRUSADOS

Alimentos extrusados tipo snacks tornaram-se parte dos habitos alimentares de uma
grande parte da populacdo. Podem ser preparados com ingredientes ou componentes que lhes
confiram propriedades funcionais especificas (HUANG et al., 20006).

O processo de extrusao de alimentos ¢ um processo o qual se utiliza altas temperaturas
em um curto espaco de tempo, de forma continua e homogénea. Através do trabalho
mecanico, juntamente com o calor e as forcas de cisalhamentos aplicadas ao alimento, tém-se
como resultado, mudangas na forma, estrutura e composi¢do do produto final (Figura 4).
Devido a intensa ruptura e mistura estrutural que este processo provoca, modifica
profundamente as matérias-primas, proporcionando novos formatos e estruturas com
diferentes caracteristicas funcionais e nutricionais. A extrusdo ¢ geralmente aplicada no
processamento de cereais e proteinas destinados a alimentagcao humana e animal (EMBRAPA,

2015).
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Figura 4 — Processo de extrusdo de alimentos utilizando grits de milho

Grits de milho

A

Produto extrusado
Fonte: STEEL et al. (2012)

A tecnologia de extrusdo ¢ utilizada no processo de produgdo de varios alimentos,
como lanches, cereais, salgadinhos, entre outros. H4 uma combinagdo de véarios fatores
envolvida, tais como temperatura, umidade, corte e mistura, para producao dos extrusados
(LOBATO et al., 2011). Algumas vantagens deste processo alimenticio sdo: a melhoria das
caracteristicas funcionais, pois o cozimento melhora a digestibilidade do produto, os
ingredientes sdo misturados uniformemente, a perda de nutrientes ¢ menor por ser um
processo rapido de cozimento, aumenta a vida de prateleira sem necessitar de refrigeragao
(FERNANDES, 2011). Deve-se considerar como caracteristicas importantes da matéria-prima
para o processamento: teor de umidade, granulometria, pH e composicdo fisico-quimica
(teores de carboidratos, proteinas, gorduras, fibras e actcares).

O milho (Zea mays) ¢ um alimento de baixo custo, além de sua facilidade de
produgdo, adaptacdo e valor nutritivo; tornando-se um importante cereal consumido no
mundo. Também ¢ utilizado como matéria-prima base para produtos extrusados, pelo seu alto
percentual de amido (MOURA; ASCHERI, 2013). A elaboragao de extrusados expandidos se
faz a partir da utiliza¢do do milho na forma de grits, proveniente da moagem via seca do
milho, a qual é feita uma limpeza dos graos de milho, retirada do germe e o endosperma
restante ¢ moido e peneirado em diferentes fracdes de tamanhos e composi¢ao (ASCHERI et
al., 2006).

Para producdo de snacks de boa qualidade, expansdo e textura adequada, os grits

devem ter granulometria uniforme, pois, como ha um cozimento das particulas durante o
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processo, a uniformidade previne dureza ou cozimento parcial no produto final (ASCHERI et
al., 2006).

A textura ¢ um atributo sensorial critico que pode determinar a qualidade de um
produto, como nos produtos obtidos por extrusdo termoplastica. Em snacks extrusados, a
expansao ¢ desejada e € por isso que a textura desempenha um papel importante no que diz
respeito a aceitabilidade entre os consumidores (ANTON e LUCIANO, 2007). A
caracterizacdo da textura de snacks pode ser feita através da analise instrumental, utilizando
diferentes probes (instrumento de medida dos testes), os quais, através da forca aplicada,
relacionam-se a atributos como dureza, fraturabilidade, coesividade e crocancia. Os testes
aplicados demonstram o perfil de textura do produto extrusado (LIU et al., 2000; VERONICA
et al., 2006; PAULA e CONTI-SILVA., 2014).

Outra caracteristica de qualidade importante nos alimentos extrusados ¢ a cor, pois
podem ocorrer mudangas ao longo da extrusdo devido a composi¢do dos ingredientes e as
reacdes fisico-quimicas que ocorrem durante o processamento ¢ a expansao do produto final
(BISHARAT et al., 2015). Os alimentos tipo snack continuam a ser um alimento versatil,
devido ao seu sabor variado, vida de prateleira longa e relativamente baixo custo. Entretanto,
este tipo de alimento ¢ mau visto por grande parte dos consumidores pelo fato do seu baixo
valor nutritivo.

Diferentes trabalhos na literatura vém demonstrando interesse na incorporacao
compostos bioativos proveniente de fontes como algas, frutas e vegetais, em alimentos
extrusados a base de milho (CIAN et al., 2013; CAMIRE et al., 2007; DEHGHAN-SHOAR et
al., 2010; BISHARAT et al., 2015), porém, a muitos destes compostos sofrem degradacao
devido a sua sensibilidade para condi¢des de processamento como temperatura (RIAZ et al.,
2009).

Até o momento ndo ha relatos de peptideos bioativos da microalga Spirulina sp. em
alimentos e novos ingredientes devem ser estudados devido a necessidade da incorporagdo de
compostos que melhorem a composi¢do nutricional e tragam maior funcionalidade para
produtos processados. Produtos extrusados tipo snack, tornam-se um veiculo adequado para

atender a demanda dos consumidores por lanches mais saudéveis e convenientes.
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METODOLOGIA

3.1 MICROALGA Spirulina sp.

A microalga utilizada neste estudo foi a Spirulina sp. LEB 18, cedida pelo Laboratorio
de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

3.2 ENZIMA

A enzima utilizada neste trabalho foi a Protemax 580L de Bacillus lichenformis

(Prozyn, Sao Paulo — SP), a qual, baseado em estudos prévios, apresentou melhores resultados

na obteng¢do de hidrolisados da Spirulina sp. (LISBOA et al., 2014).

3.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

A determinagdo da atividade da protease foi realizada segundo o método descrito por
Ma et al. (2007), a partir de uma curva padrao de tirosina, definida como a quantidade de
enzima que libera 1 pg de tirosina por minuto, expressa em U.mL™. Esta determinagdo serviu
como base de célculo para adi¢do de 5 UmL" de enzima, determinada a partir de estudos

prévios (LISBOA et al., 2014).

3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA BIOMASSA ALGAL

A caracterizagdo da microalga Spirulina sp. LEB 18 foi realizada pela quantificagdo
do teor de proteina, carboidratos, lipideos, umidade e cinzas presentes na biomassa. A
determinag¢do do teor de proteinas foi realizada de acordo com Lowry et al. (1951) com
modificacdes, através da curva padrao de albumina. O teor de carboidratos foi realizado pelo
método de Dubois et al. (1956), através da curva padrao de glicose. Para determinagao do teor
de lipideos, a quantificagdo foi feita de acordo com Folch et al. (1957), adaptado por Colla et

al. (2002). A umidade foi determinada por secagem direta em estufa a 105 °C até peso
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constante, e as cinzas através da carbonizacdo das amostras em bico de Bunsen, seguida de

incineragdao em forno mufla a 550 °C, baseando-se no método da AOAC (2005).

3.5 OBTENCAO DO HIDROLISADO PROTEICO ALGAL

3.5.1 Hidrolise enzimatica

Os parametros de hidrélise enzimatica utilizados neste trabalho foram de acordo com
Lisboa et al. (2014). Para a obtengdo do hidrolisado foi utilizado 4g de Spirulina em 100 mL
de tampdo bicarbonato-carbonato de sodio (pH 9,5) ¢ 5 U.mL™" de enzima. Apds, colocou-se
em incubadora orbital a 180 rpm em temperatura 6tima de atividade da enzima (60 °C).
Aliquotas foram retiradas a cada hora para quantificacdo do grau de hidrélise, em um total de
4 h de reagdao. Ao final, a enzima foi inativada termicamente a 85 °C por 10 min ¢ o
hidrolisado foi centrifugado a 4200 g por 10 min para remog¢do do material insoluvel, o
sobrenadante foi congelado em ultra freezer a -70°C para posterior liofilizagdo. O processo foi

realizado em triplicata.

3.5.2 Grau de Hidrolise

A anélise de determinagdo do grau de hidrolise (GH) foi realizada em triplicata nos
tempos 0, 1, 2, 3 e 4 h. Transcorrido cada tempo, aliquotas de 1 mL do hidrolisado foram
adicionadas de 9 mL de solugdo de acido tricloroacético (TCA) 6,25%, sendo deixadas em
repouso por 10 min. O TCA ¢ responsavel pela precipitacdo parcial ou total de proteinas nao
hidrolisadas e peptideos de maior peso molecular, produzindo uma concentra¢cao mais elevada
de aminoacidos livres soluveis e peptideos de menor tamanho que sdo encontrados no
sobrenadante (CARREIRA et al., 2003). Apds, o sobrenadante foi centrifugado por 5 min a
4200 g e determinado o teor de proteinas soltiveis pelo método de Lowry (1951), expresso em
mg de albumina.

O grau de hidrélise foi estimado segundo o método descrito por Hoyle e Merrit
(1994) com modificagdes, sendo expresso pela quantidade de proteinas soltiveis no TCA antes
e apos a adicdo da enzima em relacdo a quantidade de proteina total presente na amostra, e

calculado segundo a Equagao 1.
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PS¢ —PSqo

GH % = X 100 (1)

total

Onde, o branco, PSy, correspondeu a quantidade de proteina solivel em TCA 6,25 % antes
da adicao da enzima; PS; foi a quantidade de proteina soluvel em determinado tempo apds

a adicao da enzima e Py, foi a quantidade de proteina total na amostra.
3.6 OBTENCAO DAS FRACOES PEPTIDICAS

3.6.1 Ultrafiltracao por exclusao molecular

Para obtencdo dos peptideos da microalga Spirulina sp., o hidrolisado, depois de
centrifugado, foi filtrado por uma membrana tubular de exclusdo molecular de 4 kDa.

A ultrafiltracdo (UF) ocorreu em um equipamento piloto de bancada conforme
ilustrado na figura 5. Constituido por uma bomba de diafragma, um reservatorio de aco
inoxidavel de 10 L de capacidade, uma valvula esférica € um mandmetro para controle da
pressdo. O hidrolisado proteico foi alimentado no tanque e impulsionado pela bomba
passando pela membrana, separando o permeado (Fracdo < 4 kDa) e o retido (Fragdo > 4

kDa). A pressao maxima de operagdo do sistema foi de 1,5 bar.

Figura 5 - Sistema de ultrafiltracdo para obtencao das fracdes peptidicas.
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Os rendimentos das fragdes, o rendimento global das fra¢des e o rendimento do

sistema foram calculados conforme as equacoes 2 a 4.

Proteina jo]xVolume 3
RF % = [ fran;ao] fragao x 100 (2

[ProteinapiarotisadolX Volumenigrotisado

RGF % = [Proteinagragso |X Volumerracso % 100 (3)

[Proteinagpirylina ]X Volumegpirylina

RS 0 = [Proteinas,qcses | X Volumes, qcses 100 4)
[PrOtefnahidrolisado ]X Vo}umehidrolisado

Sendo,
RF = Rendimento das fra¢des no sistema (%);
RGF = Rendimento global das fracdes (%);

RS = Rendimento do sistema (%).

As fragdes peptidicas obtidas foram congeladas em ultra freezer a -70°C para posterior

liofilizagao e caracterizagao.

3.6.2 Caracterizagao fisico-quimica do hidrolisado e das fra¢des peptidicas

O hidrolisado proteico e as fragdes peptidicas isoladas foram caracterizados quanto ao
teor de proteina, carboidratos, lipideos, umidade e cinzas utilizando a metodologia descrita
pela AOAC (2005). Para a determinacdo da quantidade de proteina presente foi utilizado o
método de determinacgdo de nitrogénio total micro-Kjeldahl com o fator de conversao de 6,25.
Cinzas pelo método gravimétrico em mufla (550-600 °C) e o teor de umidade pelo método
gravimétrico em estufa (105 °C). Os lipideos foram extraidos empregando a metodologia de

Soxhelt. Os carboidratos foram determinados por diferenca.
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3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Com o intuito de abranger diferentes mecanismos de acdo do antioxidante diante das
espécies reativas, foram selecionados os métodos de capacidade de sequestro do radical livre
ABTS, poder redutor e¢ habilidade quelante do ion Fe’". As amostras liofilizadas foram

dissolvidas em diferentes solventes (etanol, metanol e 4gua), filtradas e analisadas.

3.7.1 Capacidade de sequestro do radical ABTS

A atividade de sequestro do radical ABTS (acido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico)) foi determinada de acordo com RE et al. (1999), com modificagdes. Para a
analise, foram preparadas duas solugdes: solucdo estoque de ABTS 7 mmol. L e solugio
estoque de perssulfato de potéssio 2,45 mmol. L™, ambas diluidas em 4gua. Para formacio do
radical, as solugdes foram misturadas na propor¢ao 1:1 e deixadas no escuro por 16 h. O
radical foi diluido em alcool etilico até absorbancia ficar em torno de 0,70 nm * 0,05 nm a
734 nm. Para realiza¢dao da andlise, 20 pL. das amostras diluidas nos solvente agua, etanol e
metanol, foram adicionados de 980 puL (modificado) da solugdo estoque de ABTS. A mistura
foi homogeneizada em agitador de tubos e mantida no escuro por 6 min. Para o branco, os
diferentes solventes foram utilizados no lugar da amostra, nas mesmas condigdes da analise.
A absorbancia resultante da solugdo, apos o tempo de reagdo, foi lida em espectrofotometro e
os resultados foram obtidos através de uma curva padrio de Trolox (0 — 900 pmol. L) sendo

-1 r1: . ..
expressos em pmol de Trolox. g amostra. As andlises foram realizadas em triplicata.

3.7.2 Poder Redutor

O ensaio da atividade antioxidante pelo método de poder redutor foi realizado de
acordo com Oyaizu (1986). Para esta determina¢do, 1 mL de solugdo da amostra foi
misturado com 2,5 mL de tampao fosfato 0,05M (pH 7,0) e 2,5 mL de ferricianeto de potéssio
1%. Essa mistura foi incubada a 50 °C em banho termostatizado por 20 min. Apoés, a reagao
foi interrompida adicionando 2,5 mL de solugdo TCA 10% e centrifugada a 3000 g por 10

min. Aliquotas de 2,5 mL do sobrenadante foram transferidas para tubos de vidro com adi¢ao
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de 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico 0,1%. A leitura da absorbancia foi
feita a 700 nm decorridos 10 min. Para o branco, agua, etanol e metanol foram utilizados no
lugar da amostra, nas mesmas condi¢des. Os resultados foram obtidos através de uma curva

padrio de Trolox (0 — 1000 umol. L"), sendo expressos em pmol de Trolox.g” amostra.

3.7.3 Atividade Quelante do ion Fe**

A metodologia foi realizada de acordo com Decker and Welsh (1990) com
modificagdo. Aliquotas de 3,7 mL da solugdo contendo a amostra foram adicionadas de 0,05
mL (modificado) da solugdo FeCl, 2 mmol. L. A reagdo do fon complexo foi iniciada pela
adigio de 0,2 mL de solugio de ferrozina 5 mmol. L. Esta mistura foi agitada em agitador de
tubos e mantida em repouso, no escuro, durante 10 min. Foi utilizada 4gua deionizada como
branco nas mesmas condigdes da analise. As leituras das absorbancias foram feitas em 562
nm. As atividades quelantes foram calculadas através de uma curva padrio de dacido
etilenodiamino tetra-acetico (EDTA; 0 - 100 pmol. L"), expressos em pmol de EDTA. g

amostra.

3.8 ESTABILIDADE DA FRACAO <4 kDa

Com o intuito de explorar o potencial antioxidante dos peptideos de menor peso
molecular, sua estabilidade foi avaliada utilizando-se diferentes pardmetros de processo, como

temperatura, pH, na presenca de cloreto de sddio e sacarose.

3.8.1 Efeito do cloreto de s6dio e sacarose

Os peptideos liofilizados foram adicionados de 1, 2, 3 e 4% (p/v) de cloreto de sodio e
as mesmas concentragdes para a sacarose. As solucdes testadas foram submetidas a uma
temperatura de 100 °C por 15 min. Apos, foram resfriadas até temperatura ambiente (25 °C) e
realizadas as analises de ABTS, poder redutor e atividade quelante. Para o controle, os

peptideos foram submetidos as mesmas condi¢des sem adi¢do dos ingredientes.
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3.8.2 Efeito do pH

O pH das solugdes aquosas contendo os peptideos foi alterado para 3,4, 5,6,7,8¢ 9
utilizando 2 M de 4cido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sodio (NAOH), sendo mantidas em
temperatura ambiente (25 °C) durante 1 h. Apds, o pH das solucdes foi ajustado para 7,0 e

realizadas as anélises de ABTS, poder redutor e atividade quelante.

3.8.3 Efeito da temperatura

Os peptideos foram submetidos as temperaturas de 25 °C, 50 °C e 100 °C durante 1 h.
As amostras com temperaturas maiores foram resfriadas até temperatura ambiente (25 °C)

para a realizacdo das analises de ABTS, poder redutor e atividade quelante.

3.9 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHOS COM TRANSFORMADAS
DE FOURIER (FTIR)

A absor¢do do infravermelho ocorreu em equipamento Cary 630 FTIR (Agilent
Technologies, USA) para o hidrolisado e as fragdes peptidicas comparando com a Spirulina

ndo hidrolisada. Os produtos foram analisados na faixa de 650 a 4000. cm.

3.10 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC) E ANALISE
TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A microalga Spirulina, o hidrolisado e as fragdes peptidicas obtidas foram analisados
quanto a estabilidade térmica (DSC) e perda de massa (TGA), apresentados em formato de
termogramas utilizando o software Universal Analysis 2000.

As curvas de DSC foram obtidas usando um sistema de andlise térmica modelo DSC
Q2000 (TA Instruments, USA), utilizando atmosfera com gés nitrogénio ultra-puro 50 mL.
min’, porta-amostra de aluminio hermético, com taxa de aquecimento de 10 °C. min’', na

faixa de temperatura de 25 a 200 °C.
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Para a analise termogravimétrica (TGA), os termogramas foram obtidos utilizando um
equipamento de andlise térmica modelo SDT Q600 (TA Instruments, USA), utilizando

atmosfera com gés nitrogénio ultra-puro 100 mL. min.

3.11 DESENVOLVIMENTO DE ALIMENTOS TIPO SNACK ADICIONADOS DE
Spirulina, HIDROLISADO E PETIDEOS ISOLADOS

Foram desenvolvidos cinco snacks de milho, sendo um adicionado de biomassa de
Spirulina, um de hidrolisado proteico, dois com as fragdes peptidicas (> e < 4 kDa) e um
snack controle, sem adigdo (somente o grits de milho). A propor¢ao de produtos adicionados
ao grits de milho foi 2% (p/p). O processo de extrusdo ocorreu na TEMABI, localizada na
cidade de Sananduva, RS, Brasil, em que foi utilizada uma extrusora monorosca RX 50
(Rafamaquinas, Brasil) de capacidade 50 kg. h™. O teor de umidade dos grits para o processo
foi de 12,5 g. 100g™, temperatura de extrusdo em torno de 120 °C e abertura da matriz de 3
mm. Os snacks produzidos sao de formato cilindrico.

Apos o processo, os snacks foram acondicionados em embalagens herméticas para

posteriores caracterizacgdes fisico-quimicas, de textura, cor e analise antioxidante.

3.11.1 Caracterizagao fisico-quimica dos snacks

Analises do teor de proteina, lipidios, umidade e cinzas para os diferentes snacks
foram realizadas utilizando a metodologia da AOAC (2005). Para a determinagdo da
quantidade de proteina presente foi utilizado o método de determinagdo de nitrogénio total
micro-Kjeldahl com o fator de conversao de 6,25. Cinzas pelo método gravimétrico em mufla
(550-600 °C) e o teor de umidade pelo método gravimétrico em estufa (105 °C). Os lipideos
foram extraidos empregando a metodologia de Soxhlet. Os carboidratos foram determinados

por diferenga.

3.11.2 Textura
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Os parametros de textura dos snacks foram avaliados em equipamento texturOmetro
TA-XT plus (Stable Micro Systems, Inglaterra), equipado com Software Exponent 32 e carga
de célula de 5 kg.

Amostras de aproximadamente 3 cm foram analisadas a uma velocidade de 1 mm/s
utilizando o probe Warner—Bratzler em formato de “V”. O teste de corte foi feito
perpendicularmente ao eixo principal do shack, sendo calculada a forga (g) necessaria para
quebra-lo.

Os resultados obtidos foram apresentados em termos de fraturabilidade e dureza.

3.11.3 Cor

A analise de cor dos snacks foi realizada utilizando o colorimetro de refletancia difusa
Color Quest I (Hunterlab, USA), conectado ao software Versdo 1.7 Universal. As amostras
foram colocadas em cubeta de quartzo com 20 mm de caminho 6ptico. Para o célculo das
coordenadas de cor, foi estabelecido o iluminante D65, o angulo de 10° para o observador e a
escala do sistema de cor CIE Lab. As coordenadas medidas foram: L* que representa a
luminosidade em escala de 0 (preto) a 100 (branco), a* que representa escala de tonalidades

de verde (-) a vermelho (+) e b* que representa a escala de tonalidades de azul (-) a amarelo

().

3.11.4 Atividade antioxidante dos snacks

Para as analises de atividade antioxidante dos shacks com adi¢do de Spirulina, do
hidrolisado das fra¢des peptidicas > 4 kDa e < 4 kDa, foram realizados a trituracdo dos
mesmos em moinho de bancada e passados em peneira Tyler 80. Amostras de 1g foram
dissolvidas em 25 mL de diferentes solventes (metanol e etanol) e agitadas a temperatura de
25°C, a 150 rpm por 24 h. Apos, o material foi centrifugado a 3000 g por 10 min e o
sobrenadante passado em papel filtro qualitativo. Os extratos obtidos foram analisados pelos
métodos de ABTS e poder redutor. O mesmo procedimento ocorreu com a amostra controle

(somente o grits de milho).

3.12 ANALISE ESTATISTICA
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Todas as analises foram realizadas em triplicata. As diferencas entre as médias foram
avaliadas pela andlise de variancia (ANOVA) no nivel de 5% de probabilidade e a

comparagdo entre estas pelo Teste de Tukey.



37

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA BIOMASSA ALGAL

A Tabela 1 apresenta a caracterizagdo da biomassa de Spirulina sp. LEB 18, em base
seca, utilizada neste trabalho. A concentragdo de proteina presente na microalga serviu de
base para os célculos de grau de hidrolise e para os rendimentos obtidos no sistema de

ultrafiltracao.

Tabela 1 — Caracterizag@o fisico-quimica da biomassa Spirulina sp. LEB 18

Componentes Base Seca (g 100g™) i
Proteinas 65,20+ 0,71
Carboidratos 11,05+0,41
Lipidios 2,64+ 0,48
Cinzas 13,65 +£ 0,05
Umidade 7,43 +0,11

*Resultados de média + desvio padrao.

Heirikson (1994) verificou em seu estudo o mesmo teor de proteina em Spirulina
platensis (65%) verificado neste trabalho. Ainda, nota-se que o teor proteico da Spirulina sp. ¢
superior a outras fontes alimentares, como soja (35%), carne e peixe (15-20%), leite em po
(35%) e ovos (12%) (BABADZHANOV et al., 2004), demonstrando seu potencial como

matéria-prima para obten¢do de peptideos bioativos.

4.2 OBTENCAO DO HIDROLISADO PROTEICO ALGAL

A hidrolise enzimatica gerou maior grau de hidrdlise (55%) em 3 h de reagdo,
mantendo-se constante ao longo de 4 h, conforme apresentado na figura 6. Este resultado
permite ter um parametro sobre a extensdo da hidrolise nas proteinas, a qual exerce ligacao na
alergenicidade e solubilidade das mesmas, em regra, quanto maior for o grau de hidrodlise,
maior serd a solubilidade das proteinas e menor sua alergenicidade (DAMODARAM et al.,

2010).
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Figura 6 - Grau de hidrélise da biomassa de Spirulina sp.
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Os valores representam a média + desvio padrao dos ensaios. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

Ainda, as proteinas, por serem moléculas complexas, quando hidrolisadas por
enzimas, resultam em uma mistura de peptideos e aminoacidos livres, melhorando suas
propriedades funcionais como a digestibilidade, solubilidade e capacidade de retencdo de
agua. Essas propriedades dependem do grau de hidrolise, o qual ¢ definido como a proporcao
de ligacdes peptidicas clivadas em um hidrolisado proteico (DAMODARAN et al. 2010;
ROMAN; SGARBIERI, 2005).

Estudos demostram que um dos principais critérios na utilizagdo de hidrolisados na
alimentagdo estd no tamanho molecular dos peptideos, pois o comprimento da cadeia
peptidica influencia na solubilidade e absor¢cao dos mesmos. Esta absor¢do esta relacionada a
um elevado teor de di- e tri- peptideos, sendo mais efetivos do que uma mistura de
aminoacidos livres ou a proteina intacta, apresentando, assim, um maior valor nutritivo, além

de influenciar na bioatividade das moléculas (MOHAMED et al. 2000; SU et al. 2011).

4.3 OBTENCAO DAS FRACOES PEPTIDICAS

O hidrolisado proteico foi submetido a um sistema de ultrafiltracao (UF) obtendo

fragdes peptidicas maiores e menores que 4 kDa. O fluxo do permeado (Fragdao < 4 kDa) foi
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acompanhado durante o processo. O hidrolisado proteico passava pela membrana e voltava
para a alimentagdo até o fluxo reduzir, mantendo-se constante. Os resultados de concentragao
de proteina (g.L") , bem como dos rendimentos obtidos na Fragdo > 4 kDa e Fragio < 4 kDa

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragdes de proteina e rendimentos do sistema de ultrafiltragao

Proteina Volume o RGF o
gLy’ w  REOD gy RSO
Spirulina sp. 26,00+ 0,71
Hidrolisado 14,00 + 0,02 4,8 9% 04
Fracdo > 4 kDa 16,28 + 0,06 2,4 58,13 62,5 ’
Fragdo < 4 kDa 9,41 +0,15 2,2 30,80 36,19

RF: Rendimento das fragoes; RGF: Rendimento global das fragdes; RS: Rendimento do sistema.
*Resultados expressos como média + desvio padrao.

Os rendimentos das fragdes obtidas pela ultrafiltragio foram baseados nas
concentragdes de proteina determinadas pelo método de Lowry et al. (1951). Levou-se em
considera¢do o grau de hidrélise obtido (55%) e os volumes reais de entrada e saida do
sistema.

A distribui¢ao do peso molecular, de acordo com o rendimento apresentado na Tabela
2, demonstrou que os peptideos menores que 4 kDa foram responséveis por cerca de 30% do
hidrolisado. Ainda, realizando uma analise global do processo de hidrolise enzimatica no
presente estudo, verificou-se, que a partir da concentracdo de Spirulina (4% p/v) utilizada
para obten¢do do hidrolisado proteico, foi possivel obter 36% de peptideos menores que 4
kDa e 62% de peptideos maiores que 4 kDa.

Em estudos, os hidrolisados proteicos que passaram pelo processo de ultrafiltracao
apresentaram quantidades de peptideos de baixo peso molecular proporcionais ao seu grau de
hidrolise. Jang et al. (2016) isolaram peptideos do hidrolisado proteico de uma espécie de
peixe com elevado grau de hidrdlise (97%), obtendo 23% das fragdes peptidicas entre 3-5kDa
e 43% com peptideos menores que 3 kDa.

Je (2005) estudaram as fracdes obtidas do hidrolisado proteico do escamudo do alasca,
um peixe muito frequente entre o Japdo e o golfo do Alasca, separando-as pelo peso
molecular, utilizando membranas de 30 kDa, 10 kDa, 5 kDa, 3 kDa e de 1 kDa. Os autores

identificaram que a fracdo de 1 kDa apresentou maior bioatividade do que as outras fragdes.
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A ligagao do peso molecular com caracteristicas de peptideos isolados de hidrolisados
proteicos em relagdo a sua bioatividade vem sendo estudada por diferentes autores. Esses
estudos revelam que as fragcdes de baixo peso molecular (< 1 a 5 kDa) em geral continham
peptideos antioxidantes mais potentes (JANG et al., 2016; JE et al, 2005; MENDIS et al.
2005; NALINANON et al, 2011).

4.3.1 Caracterizagdo fisico-quimica do hidrolisado e das fracdes peptidicas

A composi¢do fisico-quimica do hidrolisado proteico e dos peptideos isolados pela
membrana de ultrafiltracdo estdo apresentados na Tabela 3.

O processo de ultrafiltragdo do hidrolisado da microalga Spirulina apresentou
pequenas variagdes no teor de proteinas (52,27 — 60,9%) contidas nas fragdes isoladas,

mantendo-se um elevado teor proteico principalmente na fragcdo < 4 kDa.

Tabela 3 - Caracterizagdo fisico-quimica do hidrolisado e fragdes peptidicas

Composicao (g/100g) Hidrolisado Peptideos > 4 kDa Peptideos < 4 kDa

Proteina 55,46%° + 0,63 52,27+ 2,84 60,9° + 0,46
Lipidios 1,73* £ 0,05 3,1°+£0,39 1,82%+ 0,26
Carboidratos* 9,32 11,76 0,8
Unmidade 16,43% + 0,98 16,11+ 0,27 14,627 + 0,32
Cinza 17,05 + 0,42 16,76 + 0,30 21,86°+ 0,78

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p > 0,05).
*Resultado obtido por diferenca.

Este resultado propicia vantagem em relacdo a outras fontes proteicas que necessitam
ter a proteina extraida de sua matéria-prima para posterior processo de hidrélise enzimatica
(AGRAWAL et al., 2016; NAJAFIAN et al., 20014; PAN et al., 2016).

Ainda, todos os produtos apresentaram baixo teor de lipidios (1,73-3,1%), a maior
quantidade ficou na fragdo > 4 kDa, decorrente das moléculas de lipidios ficarem retidas na
membrana, concentrando-as. Ja o teor de cinzas ficou entre 17,05-21,86%, sendo maior na
fracdo < 4 kDa, isto pode ser devido ao processo de ultrafiltragdo, em que sais de menor peso

molecular presentes no tampao utilizado no processo de hidrolise permearam pela membrana.
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4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade dos quatro produtos avaliados (Spirulina, hidrolisado, fragdo > 4kDa e
fracdo < 4kDa) em inibir o radical ABTS utilizando agua, metanol e etanol como solventes
estdo apresentados na Figura 7, expressos como capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox (TEAC). O hidrolisado proteico (322,07 umol TEAC.g", 187,05 pmol TEAC.g",
202,53 pmol TEAC.g") apresentou maior atividade antioxidante (p < 0,05) em comparagio a
matéria-prima Spirulina (75,62 umol TEAC.g", 45,97 umol TEAC.g", 58,56 umol TEAC.g
") para os solventes, 4gua, etanol e metanol, respectivamente. Este aumento ¢ decorrente das
mudangas na estrutura da proteina resultantes do processo de hidrdlise enzimatica, expondo os
peptideos com propriedades antioxidantes, os quais reagem mais efetivamente com os radicais
que a proteina intacta (ELIAS et al., 2008).

A fracdo com peptideos menores que 4 kDa em agua foi a que apresentou maior
capacidade de inibicdo do radical ABTS (436,15umol TEAC.g"), e, independente do solvente
utilizado, o potencial de inibi¢do se manteve superior aos demais produtos analisados,
evidenciando a influéncia do peso molecular na atividade antioxidante. Essa elevada
atividade, em comparagdo a fragdo de maior peso molecular, ¢ similar aos resultados
verificados em pesquisas utilizando membrana de ultrafiltracdo para o isolamento de fracdes
peptidicas, os quais identificam a relagdo entre o baixo peso molecular dos peptideos com a
elevada capacidade de sequestro de radicais livres (DONG et al., 2015; KELFALA-FOH et al.
2010; NGOH et al., 2015; TING et al., 2011).

Ainda, o fato da fracdo menor que 4 kDa apresentar seu maior potencial antioxidante
quando foi utilizado 4gua como solvente, pode ser devido a presenga em maior quantidade de
residuos de aminodcidos hidrofilicos gerados durante a hidrolise e que permearam a
membrana de ultrafiltragdo, facilitando a interacdo das moléculas com os radicais, inibindo

sua acdo (NGOH et al., 2015).
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Figura 7 - Atividade antioxidante de inibi¢do do radical ABTS da Spirulina nao hidrolisada,
hidrolisado e das fragdes peptidicas em diferentes solventes.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais para o mesmo solvente ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os resultados da analise do poder de reducdo dos produtos avaliados sdo exibidos na
Figura 8 e expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). O poder
de redugdo da microalga Spirulina aumentou com o processo de hidrdlise enzimatica e
diferencas (p < 0,05) foram verificadas entre as fragdes peptidicas isoladas. Alguns autores
explicam que a maior disponibilidade de aminoacidos apos a hidrolise pode fornecer uma
fonte adicional de protons e elétrons, mantendo um elevado potencial redox. Isso ¢
influenciado pela interacdo enzima: substrato, a qual, durante a hidrolise, expde residuos de
aminoacidos carregados nas cadeias laterais participando do mecanismo oxirreducao
(BAMDAD, et al., 2011; ZHU et al., 2013).

O hidrolisado proteico e a fragdo > 4 kDa apresentaram peptideos com elevada
capacidade de doar elétrons (131pmol TEAC.g'l) com os solventes metanol e etanol, ndo
havendo diferenga significativa entre estes (p> 0,05). Isto demonstra que durante a hidrdlise
foram gerados peptideos com poder de redu¢do e mantendo este potencial na fragdo com
peptideos maiores que 4 kDa.. Centenaro et al. (2014), Bamdad et al. (2011) e Girgih et al.
(2011) também verificaram nas fracdes de maior peso molecular um elevado poder redutor.
Segundo Girgih et al. (2011) isto ¢ um indicativo do efeito aditivo dos grupos presentes nas
ligagdes peptidicas, em que peptideos de cadeia longa irdo conter maior nimero de peptideos
redutores que os de cadeia curta. Ainda, Centenaro et al. (2014) e Qian et al. (2008) afirmam

que a atividade antioxidante de uma fragao peptidica também ¢ derivada das propriedades dos
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aminoacidos presentes, como hidrofobicidade, os quais apresentam maior capacidade de
transferir elétrons.

A fragdo < 4 kDa teve seu melhor resultado utilizando metanol como solvente (88,81
umol TEAC/g), no entanto, foi menor que a fracdo de maior peso molecular, isto pode
ocorrer, pois uma atividade antioxidante elevada pode nao ser resultante do poder de redugao,
visto que compostos que inibem radicais pela doacao de atomos de hidrogénio por vezes nao

sdo bons redutores (BOROSKI, et al. 2015).

Figura 8 - Poder de reducgao da Spirulina ndo hidrolisada, hidrolisado e fragdes peptidicas em
diferentes solventes.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais para o mesmo solvente ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A capacidade antioxidante dos produtos analisados em quelar ions ferro esté
apresentada na Figura 9. Os resultados sdo expressos em equivalente de EDTA (umol EDTA.
g!). O ensaio de quelagio de metais avalia a capacidade dos antioxidantes em formar
complexos com metais de transico (tais como Fe*” e Cu®") os quais catalisam e promovem a
peroxidacdo lipidica, assim, os compostos antioxidantes agem tornando-os indisponiveis para
participar de reagdes que conduzem a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
radicais livres. Pesquisas envolvendo peptideos vém demonstrando a atuagcdo como agentes
antioxidantes através da quelagdo de ions metalicos, reduzindo a susceptibilidade dos lipideos
a peroxidacao oxidativa (GIRGH et al., 2014).

A fracdo < 4 kDa apresentou a maior atividade quelante (88,01 umol EDTA. g'l)
utilizando agua como solvente, no entanto, essa atividade permaneceu elevada também nos
solventes etanol e metanol em comparagdo aos outros produtos avaliados (p < 0,05),
demonstrando a influéncia do peso molecular dos peptideos com atividade em quelar ions

metalicos. De acordo com Ueda et al. (2003), a ligagao dos peptideos a ions metalicos ¢
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através da interacdo entre um grupo doador de elétrons ¢ um ion metalico que apresente um
ou mais sitios disponiveis, garantindo que o dtomo metélico se torne parte de uma estrutura
biologicamente estavel. Os resultados no presente estudo vém de encontro com os verificados
por Ajibola et al. (2011), os quais realizaram uma comparacdo entre o hidrolisado proteico de
uma espécie de inhame africano e suas fragdes peptidicas, obtendo melhores resultados de
atividade quelante em fragdes de baixo peso molecular.

Saiga et al (2003) sugerem que a atividade quelante de peptideos em hidrolisados
poderia melhorar a capacidade de reducdo da taxa de oxidagdo lipidica acelerada por
deteriorantes metélicos, seja no organismo, ou em alimentos; servindo como aditivos

alimentares.

Figura 9 - Atividade quelante da Spirulina nao hidrolisada, hidrolisado e fragdes peptidicas
em diferentes solventes.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais para o mesmo solvente ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A capacidade antioxidante in vitro dos produtos analisados foi mensurada utilizando
diferentes mecanismos de agdo que um antioxidante pode atuar. Para os trés diferentes
métodos, o processo de hidrolise enzimdtica aumentou significativamente em comparagdo a
Spirulina ndo hidrolisada. A fra¢dao isolada de menor peso molecular apresentou maior
eficiéncia no sequestro de radicais livres e na capacidade de impedir a oxida¢do de ions
metalicos presentes no meio. Ja o hidrolisado e a fragdo de maior peso molecular foram os
que apresentaram melhor poder em doar elétrons e ser oxidado. Isto demonstra que a
capacidade antioxidante de um composto pode atuar de diferentes maneiras, no caso do
presente estudo, o tamanho dos peptideos e caracteristicas como hidrofobicidade dos

aminoacidos envolvidos nas liga¢des peptidicas indicaram influéncia na ag@o antioxidante.
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Devido aos diferentes solventes utilizados, pode-se perceber uma tendéncia para
compostos polares envolvidos nos métodos de ABTS e atividade quelante, enquanto que no
método de poder redutor, uma menor polaridade prevaleceu, devido aos melhores resultados
com metanol e etanol. Este resultado de menor polaridade envolvem o hidrolisado e a fragdo
maior que 4 kDa, em que também pode estar relacionado a presenca de outros compostos
presentes nos produtos com propriedades antioxidantes, como os compostos fenolicos,
clorofila e carotenoides que agem em diferentes polaridades.

Desta forma, a hidrdlise enzimatica das proteinas da microalga Spirulina gerou um
perfil de peptideos capazes de impedir reacdes de espécies reativas através de diferentes
mecanismos de acdo. Estes peptideos apresentam potencial como antioxidante em sistemas
alimentares e bioldgicos. No entanto, mais pesquisas devem ser realizadas para melhor
compreensdo da relagdo da composi¢do em aminodcidos envolvidos com o potencial

antioxidante.

4.5 ANALISE DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Neste estudo, a andlise de FTIR foi utilizada para avaliar a diferenca dos grupos
funcionais presentes na Spirulina nido hidrolisada em relagdo ao hidrolisado e as fragdes
obtidas (Figura 10). A microalga Spirulina apresentou em sua composi¢do picos referentes a
presenca de proteinas (3274 cm™, 1636 cm™ amida I, 1541 cm™ amida II, 1395 cm™ 4cidos
carboxilicos), lipidios (2924 cm™), carboidratos (1036 cm™) e 4cidos nucleicos (1237 cm™).
Picos semelhantes foram verificados por Fang et al. (2011) para a microalga Spirulina

platensis.
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Figura 10 - Analise de FTIR para a Spirulina, hidrolisado e fragdes peptidicas.
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As bandas correspondentes a amida I (estiramento C=0) e amida II (dobramento N-H
e estiramento C-N), ap6s a hidrdlise, sofreram modificagdes. O pico em 1636 cm™ referente
as ligagdes C=0, nao foi identificado no hidrolisado e tampouco nas fragdes peptidicas.

Possivelmente isto se deve ao mecanismo de acao da enzima utilizada (serino-
peptidase) no processo de hidrolise, a qual age no 4&tomo de carbono da carbonila presente na
ligacdo peptidica. A banda da amida II na fracdo < 4 kDa sofreu um deslocamento para 1559
cm™, este aumento do namero de onda é proporcional a forca da ligacdo presente, sugerindo
uma maior estabilidade térmica (ARIAS-MOSCOSO et al., 2014). Ainda, a fragdo < 4 kDa
apresentou um pico pronunciado em 829 cm™', nio evidente nos outros produtos. Esta banda
estd relacionada ao dobramento de ligagdes C-H, envolvendo a presenca de compostos

aromaticos (CELEKLI, et al., 2011).

4.6 ESTABILIDADE TERMICA

A biomassa de Spirulina, o hidrolisado e as fragdes peptidicas foram analisados
termicamente e os resultados estdo apresentados nas Figuras 11 e 12.

A analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ¢ utilizada para avaliar a
estabilidade das proteinas em funcdo da temperatura. Essas alteracdes sdo refletidas nos
termogramas de DSC e usadas na avaliacdo da estabilidade da amostra determinada pela
temperatura no ponto maximo do pico (Ty) (GILL et al.,2010). As temperaturas envolvidas

no processo de desnaturagdo das proteinas (Tp,) da Spirulina nao hidrolisada, do hidrolisado e



47

da fragdo > 4 kDa tiveram pequenas variagdes de 98,03 °C, 101,86 °C e 101,09 °C,
respectivamente. No entanto, a entalpia envolvida no processo (AH) foi maior no hidrolisado
(439,9 J/g), enquanto que na Spirulina nao hidrolisada foi de 241 J/g, demonstrando que com
o processo de hidrdlise enzimatica a energia necessaria para que ocorresse a desnaturacdo
aumentou, melhorando a estabilidade térmica (TRIVEDI et al., 2015). A fracdo < 4 kDa
apresentou comportamento diferente dos demais produtos, apresentando um pronunciado pico
endotérmico em 141,33 °C. Este aumento da estabilidade pode ser decorrente da estrutura
mais simples (auséncia das estruturas tercidrias e quaterndrias) das ligagcdes peptidicas e
composi¢do de aminoacidos mais estaveis presentes na fracdo de menor peso molecular,

aumentando a estabilidade das moléculas diante do aumento de temperatura.

Figura 11 - Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) da Spirulina nao
hidrolisada, hidrolisada e fragdes peptidicas.
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Termogramas de DSC da (a) Spirulina ndo hidrolisada. (b) hidrolisado. (¢) fragdo > 4 kDa. (d) fragdo <4 kDa.

A andlise de TGA exibe a perda de massa de um determinado produto em relagdo a
temperatura em que o mesmo ¢ submetido. Esta perda envolve alteragdes fisicas ou quimicas
que podem ocorrer durante o tratamento térmico. Gai et al. (2015) avaliaram a biomassa de
Spirulina platensis e identificaram 2 fases envolvendo perda de massa até a temperatura de
500 °C: desidratacao e desvolatizagao (decomposi¢dao) dos compostos presentes. O mesmo

comportamento foi apresentado pela biomassa de Spirulina utilizada nesse estudo (Figura 12),
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juntamente com a fracdo > 4 kDa. Na Spirulina, a etapa de desidratagdo se manteve até
162,76 °C, em que teve 14,46% de perda de massa. Ja na fracdo > 4 kDa esta etapa foi até 150
°C ocorrendo perda de 22% da massa inicial do produto. A maior perda de massa ocorreu na
fase de decomposi¢do dos compostos, em que houve uma diminui¢ao de 50% na biomassa de
Spirulina (162,76 °C a 469,70 °C) ¢ 47% na fragdo de maior peso molecular (150 °C a 473 .4
°C).

Figura 12 - Analise Termogravimétrica (TGA) da Spirulina ndo hidrolisada, hidrolisado e
fracdes peptidicas.

Massa (%)
Massa (%)

dn/dT (%PC)
A/dT (%FC)

b0 250 230 3o bo
Temperatura (°C)

)

2
3
T

o
)

dm/dT (% /°C)

Massa (%)
Massa (%)

2
8
I
°
3

dm/dT (% /°C)

T
°
2

40

o
Y

160 abo sd0 6o afo sbo

2% % ED ED
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Termogramas de TGA da (a) Spirulina nio hidrolisada. (b) hidrolisado. (c) fragdo > 4 kDa. (d) fragdo <4 kDa.

O comportamento termogravimétrico para o hidrolisado e a fracdo < 4 kDa foram
semelhantes. O primeiro evento principal foi até 180 °C com perda de 19,21% para o
hidrolisado e até 174 °C com perda de 21,38% para a fracdo < 4 kDa. A decomposi¢do dos
compostos para o hidrolisado ficou entre 180 e 480 °C com perda de 51% de massa e para a
fracdo < 4 kDa envolveu temperaturas entre 174 °C a 482 °C havendo uma menor perda de
massa (38%). Com estes resultados demonstra-se que a estabilidade térmica foi maior na
fragdo de menor peso molecular também relacionada a menor perda de massa na etapa de
decomposicao dos compostos, demonstrando o potencial dos peptideos na incorporagdo de

alimentos que utilizem temperaturas elevadas.
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4.7 ESTABILIDADE DOS PEPTIDEOS MENORES QUE 4 kDa

4.7.1 Efeito de cloreto de sddio e sacarose na atividade antioxidante dos peptideos

O cloreto de sodio (NaCl) e a sacarose sao ingredientes comuns na induastria de
alimentos. As alteracdes nas propriedades antioxidantes dos peptideos na presenga destes
componentes estdo apresentadas nas Figuras 13 e 14. O poder de reducdo dos peptideos nao
foi afetado até a adi¢dao de 1% de NaCl (88 umol TEAC/g), porém, nas adi¢des de 2%, 3% e
4% acarretou em uma diminuigdo de sua atividade (80 pmol TEAC/g). O mesmo
comportamento foi observado na adi¢ao de 1%, 2% e 4% de sacarose em comparacdo ao sem
adi¢do, em que uma significativa diminui¢do (p < 0,05) no poder redutor ocorreu (Figura 12),
isso indica que a capacidade dos peptideos em doar elétrons foi diminuida na presenca de
NaCl e sacarose nestas concentragdes. Li et al. (2013) também verificaram uma diminui¢ao
no poder redutor do hidrolisado de carpa-do-limo (Ctenopharyngodon idellus) na presenga de

sacarosc.

Figura 13 - Efeito do cloreto de sodio na estabilidade dos peptideos menores que 4 kDa.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais (mintusculas para Poder redutor,
minusculas em negrito para ABTS e maitsculas para Atividade Quelante) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

Em relagdo a atividade quelante, houve diferencas nos peptideos sem adi¢do e
adicionados de NaCl, ocorrendo perda de mais de 20% da atividade dos peptideos com o
aumento da concentracdo de NaCl (Figura 11). Segundo Zhu et al. (2014), esta diminuigdo

pode ser decorrente da ruptura causada pelo elevado teor de NaCl em estruturas peptidicas
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especificas e nos aminoacidos das cadeias laterais, responsaveis pela atividade quelante de
ions metalicos. No entanto, como mostrado na Figura 12, a adi¢ao de 2% e 3% de sacarose
ndo afetou a capacidade de quelar ions metalicos presentes no meio pelos peptideos.

A presenca de NaCl e da sacarose ndo afetaram a capacidade de inibi¢do do radical

ABTS pelos peptideos, mantendo-se estavel com a adicao de até 4% dos ingredientes.

Figura 14 - Efeito da sacarose na estabilidade dos peptideos menores que 4 kDa.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais (mintsculas para Poder redutor,
mintsculas em negrito para ABTS e maitsculas para Atividade Quelante) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

A interacdo dos peptideos frente a adi¢ao destes ingredientes gerou perfis diferentes de
estabilidade, para os trés métodos de atividade antioxidante utilizados. Isso ¢ decorrente dos
aminoacidos presentes nas ligacdes peptidicas os quais atuam de variadas formas quando
adicionados destas substincias. Porém, os resultados demonstram que os peptideos menores

que 4 kDa da microalga Spirulina sp. podem ser submetidos a certas condigdes de

processamento sem que haja perda da sua funcionalidade.

4.7.2 Efeito do pH

As alteracdes na atividade antioxidante dos peptideos menores que 4 kDa em
diferentes pH's estdo apresentadas na Figura 15. A inibi¢do do radical ABTS e a atividade
quelante de metais dos peptideos ficaram estaveis na faixa de pH entre 7 e 9. Alguns autores

relatam que pHs alcalinos promovem a ionizagdo do grupo amina de aminodacidos e peptideos,
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aumentando a liberacdo de H' e, desta forma, a acdo dos radicais livres diminui, favorecendo
o aumento da atividade antioxidante (HENCHOZ et al., 2007; MENDIS et al., 2005).

Em pH acido a atividade antioxidante diminuiu para os dois métodos avaliados. De
acordo com Sheng e Wang (2010), as mudangas de pH podem modificar especificamente um
ou mais aminoacidos, como a glutamina e a asparagina que perdem sua funcionalidade em
meio 4cido.

O poder redutor dos peptideos em diferentes faixas de pH ndo demonstrou uma
tendéncia, tendo seu maior poder redutor em pH 5 (80 pmol TEAC/g). A atividade
antioxidante diminuiu (61pumol TEAC/g) nos pHs 3,4, 7 e 8, mantendo-se estavel nesta faixa.

Os peptideos apresentaram menor atividade redutora em pH 6 .

Figura 15 - Efeito do pH na estabilidade dos peptideos menores que 4 kDa.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais (minusculas para Poder redutor,
minusculas em negrito para ABTS e maiusculas para Atividade Quelante) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

De um modo geral, os peptideos menores que 4 kDa, isolados do hidrolisado da
microalga Spirulina, apresentam capacidade antioxidante em uma ampla faixa de pH. No
entanto, uma diminui¢cdo pode ser decorrente das alteragdes na composi¢ao de aminoacidos

presente nas ligacdes peptidicas afetadas pelas mudangas de pH.

4.7.3 Efeito da temperatura

Durante o processamento de alimentos, os produtos que contém peptideos ou proteinas

frequentemente passam por tratamentos térmicos em diferentes tempos, assim, a estabilidade
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apds a exposicdo ao calor ¢ um pré-requisito para a sua incorporagdo em alimentos
(KETNAWA, et al. 2016). Os peptideos menores que 4 kDa apresentaram boa estabilidade
térmica em temperaturas de 25 °C, 50 °C e 100 °C sem perda da funcionalidade nas mesmas
condi¢des, como mostrado na Figura 16.

A atividade quelante dos peptideos manteve-se estavel, sem alteracdes, para as trés
temperaturas avaliadas. Além disso, o poder redutor dos peptideos aumentou de 52 pmol
TEAC.g'1 em 25 °C para 78umol TEAC.g'1 em 100 °C.

O radical ABTS sofreu menor inibicdo pelos peptideos na temperatura de 25 °C,
aumentando nas temperaturas de 50 °C e 100 °C.. Alguns trabalhos relatam uma diminuigdo
da atividade antioxidante com o aumento da temperatura (HOU et al., 2014; ZHI-ZHU et al.,
2013) isto ndo aconteceu neste estudo, no entanto, estd de acordo com a andlise de DSC

realizada em que foi demonstrado uma estabilidade térmica acima de 100 °C.

Figura 16 - Efeito da temperatura na estabilidade dos peptideos menores que 4 kDa.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais (mintsculas para Poder redutor,
mintsculas em negrito para ABTS e maitsculas para Atividade Quelante) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).
Diante do exposto, os peptideos < 4 kDa mantiveram suas propriedades antioxidantes

apods tratamento térmico até¢ 100 °C durante 60 min, podendo ser incorporados em alimentos

processados termicamente.
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4.8 DESENVOLVIMENTO DE ALIMENTOS TIPO SNACK ADICIONADOS DE
Spirulina, HIDROLISADO E PETIDEOS ISOLADOS.

4.8.1 Caracterizagao fisico-quimica dos snacks

Os resultados da composi¢do dos snacks estao apresentados na Tabela 4. No geral, os
perfis da composigdo dos snacks produzidos foram muito semelhantes, mesmo em relagdo ao
controle. No entanto, os peptideos isolados apresentaram diferenga (p < 0,05) para os teores
de lipidios e proteinas.

Os snacks adicionados de G > 4 aumentaram o teor de lipidios em relagdo ao controle
(somente grits de milho), isto pode ser decorrente da etapa de ultrafiltracdo, em que moléculas
de lipidios migraram para a fragdo de maior peso molecular concentrando-as.

O mesmo ocorreu para os snacks adicionados de peptideos menores que 4 kDa, os
quais aumentaram o teor proteico em relagdo ao controle, mas, nao apresentando diferenca em
relacdo aos outros produtos. A fracdao peptidica de menor peso molecular obteve uma maior
concentracdo das moléculas de proteina e isto influenciou no aumento do teor proteico dos

snacks adicionados desta fragao.

Tabela 4 - Composigao fisico-quimica dos snacks.

Composiciao Controle GS GHD G>4 G<4
(g.100g™)

Proteinas 6,31°+0,06  8,26%"+0,49 7,69%°+0.81 7,72%°+0,52 8,71°+0,01
Lipidios 1,96° 0,26  3,15%°+0,49 3,54*°+0,09 3,93°+0,72 3,54%°+0,05
Carboidrato” 85,03 82,35 83,01 82,55 80,18

Umidade 597*°+0,77 580%°+0,08 537°+0,13 567°+0,17 6,41°+0,12

Cinza 0,27*+0,03 047°+£0,06 048" +0,11 0,44*+0,10 0,93+ 0,70

GS: grits + spirulina; GHD: grits + hidrolisado; G > 4: grits + fracao > 4 kDa; G < 4: grits + fracdo < 4 kDa.
Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

*Resultado obtido por diferenca.

A quantidade de umidade presente no snack com adigdo da fragdo < 4 kDa foi maior
em relag@o ao snack adicionado de hidrolisado, mas ndo diferenciando dos demais. Os snacks

produzidos estdo de acordo com contetido de umidade estabelecido para este tipo de alimento
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que ¢ de até 6 g. 100g”. Quanto ao teor de cinzas, os snacks ndo apresentaram diferenca

significativa.

4.8.2 Textura e Cor

De acordo com Paula e Conti-Silva (2014), os testes instrumentais e sensoriais sao
correlacionados, pois as forgas instrumentais derivadas dos testes de corte apresentam
correlagdo com a analise sensorial, utilizando um painel treinado, para o snack com o mesmo
formato (cilindrico) que o realizado neste estudo. Desta forma, o teste de corte utilizando o
formato de “V” foi o escolhido para avaliar a dureza e fraturabilidade dos snacks com adi¢ao
de Spirulina ndo hidrolisada, com o hidrolisado e as fragdes peptidicas. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 5.

A dureza representa a forga aplicada pelos dentes molares para comprimir os
alimentos e a fraturabilidade ¢ a capacidade de quebrar o alimento, quando mordido, usando
os incisivos. No geral, snacks com formato cilindrico apresentam maiores valores para dureza
e fraturabilidade em comparagdo aos snacks com outros formatos (PAULA e CONTI-SILVA,
2014). Sendo assim, no presente estudo, a resisténcia a ruptura dos produtos variou de 5,69 N
a 16,82 N.

Diante dos resultados de textura dos snacks produzidos, observou-se um aumento nos
parametros de fraturabilidade e dureza para os adicionados da fragdo peptidica < 4 kDa na
mesma propor¢ao (2%) que os demais produtos adicionados comparando com o controle.

Este resultado indica que a adigdo dos peptideos de menor peso molecular fez
aumentar a resisténcia do produto em relagdo a fratura ou quebra do mesmo, tendo coeréncia
com o resultado para a dureza. Geralmente produtos com alta fraturabilidade, possuem alto
grau de dureza. A fraturabilidade ainda esta relacionada com a crocancia do produto (ANTON
e LUCIANO, 2007).

Esta elevada forca comparada aos outros produtos pode ser decorrente de maiores
interacdes proveniente das ligacdes peptidicas, ocasionando uma estrutura mais compacta e
menor expansao do produto, observado também na Figura 15. Jeyakumari et al. (2016), ao
adicionar camardo hidrolisado em extrusados, observaram que quanto maior a concentracao
adicionada (maior teor proteico), mais elevadas eram as forgas necessarias para a quebra do
produto.

Os parametros de coloragdo dos snacks estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Analises de textura e cor dos Snacks produzidos.
Controle GS GHD G>4 G<4

Fraturabilidade** 5,69°+0,19 8,24®+0,03 8,07°+0,02 9,15°£0,43 15,02°+ 0,47

Dureza** 6,25°+0,32 8,40°+0,16 893°+0,28 6,62°+0,15 16,82°+0,97
L 81,459+ 0,46 62,88+ 1,37 67,22°+ 1,01 66,76°+ 1,13 72,92°+0,11
a 434°+029 -0,85°+0,25 0,80°+0,34 048°+031 0,72°+0,31

b 45,19 +1,29 25,92°+ 0,06 30,69°+0,29 31,07°+0,32 35,08+ 0,07

Resultados expressos como média + desvio padrio. Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

GS: grits + spirulina; GHD: grits + hidrolisado; G > 4: grits + fracdo > 4 kDa; G < 4: grits + fra¢do < 4 kDa
L* = luminosidade; a* e b* = coordenadas cromaticas (+a* = vermelho; - a* = verde; +b* = amarelo; —b* =
azul
**Resultados expressos em Newtons (N)

Os resultados de luminosidade dos produtos (L*) apresentaram diferenga (p < 0,05) do
controle (somente grits). Os resultados mostram que os snacks perdem luminosidade quando
adicionado a Spirulina sem hidrolisar (p < 0,05), decorrente da coloragdo mais escura,
caracteristica da microalga, no entanto, nos demais produtos, este parametro volta a aumentar
novamente. Os snacks adicionados da fracdo < 4 kDa apresentaram diferenga em relagdo aos
outros produtos, tendendo a se aproximar a do produto controle. Estas diferencas sdo devido
as diferentes tonalidades que os produtos apresentam.

Ainda, com a adi¢@o da Spirulina a coloragdo tende ao verde (Figura 17), verificado
através do parametro a*. Isto demonstra que as caracteristicas de cor da matéria-prima nao
foram afetadas com o processo de extrusdo, preservando a colorag¢do original da microalga.
Os demais produtos apresentaram uma diminui¢do da tonalidade de verde, isto € proveniente
da hidrdlise em que a coloracao ¢ um dos parametros afetados. Com o processo de hidrolise
enzimatica ha uma diminui¢do da tonalidade verde presente na biomassa integral e essa

coloragdo permanece nas fragdes peptidicas, ficando os resultados entre 0,48 a 0,80.
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Figura 17 - Snacks produzidos adicionados de Spirulina, hidrolisado e fragdes peptidicas.

Fonte: proprio autor (2017).

O parametro b* demonstra se a adi¢do de 2% dos produtos alterou a coloracao original
do controle (amarelo). Os resultados mostram a perda desta coloragdo em todos os outros
snacks. A adi¢do da Spirulina foi o menor resultado de tendéncia ao amarelo. A adigdo do
hidrolisado e a fragdo > 4 kDa nao apresentaram diferenca neste parametro, no entanto, a
coloragao amarela aumentou. Ja na fracdo < 4 kDa, foi a que apresentou o segundo maior
resultado, depois do controle, para a coloracdo amarela. Este resultado ¢ decorrente da etapa
de ultrafiltragdo, em que alguns pigmentos presentes no hidrolisado ficaram retidos na
membrana, ndo passando para a fragdo de menor peso molecular.

O perfil de coloragdo dos snacks adicionados de 2% da Spirulina, hidrolisado ¢ das
fracdes peptidicas tiveram coloragdes diferentes do controle, apresentando algumas

tendéncias.

4.8.3 Atividade antioxidante dos snacks

Os snacks adicionados de Spirulina nao hidrolisada, hidrolisado e fragdes peptidicas
foram avaliados em relagdo ao controle (grits de milho extrusado) quanto a capacidade
antioxidante pelos métodos de ABTS e poder redutor. Os resultados estdo apresentados nas
Figuras 16 e 17.

A adigdo do hidrolisado em snack de milho aumentou o potencial em inibir o radical
livre ABTS (p < 0,05) de 1,89 para 3,63umol Trolox. g”' amostra utilizando o solvente etanol

e de 2,73 para 5,05umol Trolox. g amostra utilizando o solvente metanol (Figura 18).
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Figura 18 - Atividade antioxidante dos snacks pelo método de ABTS.
EControle 8GS WGHD =G>4 ®G<4

C bc B
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Etanol Metanol

Solventes
GS: grits + spirulina; GHD: grits + hidrolisado; G > 4: grits + fragdo > 4 kDa; G < 4: grits + fracdo < 4 kDa
Resultados expressos como média + desvio padrio. Letras iguais (mintsculas para o solvente Etanol e
maiusculas para o solvente Metanol) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados similares foram relatados por Segura-Campos et al. (2014) que ao
adicionarem hidrolisado de feijao (10% p/p) em massa extrusada, os valores de TEAC
aumentaram em comparacao a adi¢ao de feijao ndo hidrolisado. Assim, hidrolisados proteicos
podem ser incorporados em alimentos para aumentar a sua funcionalidade.

A adigdo de Spirulina integral na concentracdo de 2% ndo apresentou diferenca do
controle. Alguns trabalhos relatam o aumento da bioatividade no alimento decorrente da
adi¢dao da microalga (DE MARCO et al., 2014; ZOUARI et al., 2011) isso ndo foi verificado
neste estudo. Isto pode ser decorrente dos solventes utilizados ndo extrairem compostos como
a ficociania, a qual ¢ soluvel em dgua, também responsavel pelo poder antioxidante da
microalga. No entanto, a bioatividade no alimento poderia ser aumentada com a adicdo de
uma maior concentra¢ao de biomassa, também relatado nesses estudos.

Ainda, para os dois sistemas de extragdo, os snacks adicionados de hidrolisado e da
fragdo > 4 kDa nido apresentaram diferenca significativa entre si.

Dentre os snacks produzidos, o G < 4 foi o que apresentou maior capacidade em inibir
o radical ABTS (7,45 umol TEAC. g") utilizando o etanol como solvente de extragio. Este
resultado permite avaliar que aminoacidos, presentes nas ligacdes peptidicas com menor
polaridade, possuem poder antioxidante e fornecem, utilizando-se da mesma propor¢do que a
matéria-prima, maior acesso a essa funcionalidade. Ainda, segundo Aliaga e Lissi (2000),
quando se utiliza de uma andlise de inibicdo, a acessibilidade ao sistema oxidagao-

antioxidante ¢ maior em peptideos menores e aminodcidos do que em peptideos maiores e
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proteinas, sugerindo que a bioatividade em inibir radicais livres, presente no hidrolisado,
provém dos peptideos de menor peso molecular.

O perfil do poder de reducdo dos snacks (Figura 19) também demonstrou
comportamentos diferentes para os dois sistemas de extracdo. Os snacks adicionados da
microalga Spirulina aumentaram a capacidade antioxidante de 4,08 pmol Trolox. g”' amostra
para 6,48 umol Trolox. g amostra. Este resultado indica que a o poder de redugdo da
microalga Spirulina provém de compostos menos polares como compostos fenodlicos e
carotenoides, os quais exibem atividade antioxidante. No entanto, para a extracdo com
metanol, a adi¢do da Spirulina nao apresentou diferenga do snack G < 4 kDa., isto se deve ao
fato da interacdo do composto redutor com a matriz alimenticia, tornando-se um sistema
complexo de atividade oxi-reducdo e favorecendo a extragao de compostos redutores de maior
afinidade pelo solvente.

Mesmo assim, todos os snacks adicionados dos produtos apresentaram maior atividade

em reduzir espécies oxidativas em relagdo a amostra sem adigao (grits de milho).

Figura 19 - Atividade antioxidante dos snacks pelo método de Poder Redutor.
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GS: grits + spirulina; GHD: grits + hidrolisado; G > 4: grits + fragdo > 4 kDa; G < 4: grits + fracdo < 4 kDa
Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras iguais (minusculas para o solvente Etanol e
maiusculas para o solvente Metanol) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O snack adicionado da fragdo > 4 kDa teve um aumento significativo no poder redutor
(12 pmol TEAC.g") em compara¢io ao snack controle (4 pmol TEAC.g") e aos outros
produtos quando extraido com solvente etanol. Peptideos de maior peso molecular foram os

responsaveis pelo poder redutor do hidrolisado da Spirulina, como demonstrado nas analises
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anteriores, ¢ esta atividade apresentou o mesmo comportamento quando adicionado no
alimento.

Até onde se sabe, ndo ha relatos na literatura da adicdo de peptideos em alimentos
extrusados e suas interagdes de estrutura peptidica com a matriz alimenticia podem ser muito
especificas, tornando dificil a comparacdo com outros trabalhos. Porém, estes resultados
indicam que a adi¢cdo de peptideos isolados fornece maior atividade antioxidante ao produto
extrusado através da inibigdo de radicais livres e como doadores de elétrons.

Assim, este estudo teve o intuito de apresentar os perfis de capacidade antioxidante
dos snacks produzidos adicionados destes produtos, demonstrando que peptideos podem ser

incorporados em alimentos melhorando sua funcionalidade.
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5 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que uma maior capacidade antioxidante da Spirulina sp. é
alcancada quando na forma de peptideos isolados, apresentando propriedades antioxidantes
distintas. Peptideos de menor peso molecular apresentaram maior atividade em inibir radicais
livres e quelar ions metalicos, ja os de maior peso molecular apresentaram melhor poder
redutor. O mesmo perfil foi verificado quando adicionadas nos snacks, em que a adigdo de 2%
das fracdes peptidicas fez aumentar o poder de inibi¢do do radical ABTS e poder redutor dos
snacks em relagdo ao controle (sem adigdo), evidenciando a relagdo do peso molecular com a
bioatividade envolvida.

Entretanto, os snacks adicionados dos peptideos bioativos < 4 kDa apresentaram altos
valores para a fraturabilidade e dureza. Quanto a coloracdo, a cor amarela, caracteristica de
snack de milho, tende a ficar proxima do controle com a adigdo dos peptideos de menor peso
molecular.

A microalga Spirulina sp. apresenta vantagem por ndo necessitar do isolamento de sua
proteina como fonte de obteng¢do de peptideos bioativos. Ainda, a estabilidade térmica dos
peptideos obtidos aumentou em relagdo a matéria-prima, sendo capaz de ter maior resisténcia
a processamentos com temperaturas mais elevadas.

Mais pesquisas precisam ser realizadas na investigagdo da composi¢do de aminodcidos
que envolvem as propriedades apresentadas, no entanto, com base nos resultados apresentados
sugere-se que os peptideos bioativos da microalga Spirulina sp. podem ser usados como

antioxidantes naturais para aplica¢dao no desenvolvimento de alimentos.
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Resumo

A busca por ingredientes que tragam beneficios a satde ¢ refor¢ada pelo consumidor que
demonstra interesse por alimentos mais saudaveis. Nesta perspectiva, ha um interesse na
aplicacdo de antioxidantes proveniente de fontes naturais devido ao uso limitado dos
sintéticos utilizados pela industria alimenticia. Os peptideos bioativos da microalga Spirulina
representam uma alternativa de ingredientes a serem incorporados, tornando possivel o
consumo de alimentos processados com maior valor nutritivo, além da funcionalidade. Neste
trabalho, foi conduzido um processo de hidrolise enzimatica da microalga Spirulina sp. com
posterior separagdo da fragdes peptidicas em sistema de ultrafiltracdo utilizando uma
membrana de 4 kDa. A matéria-prima Spirulina sp., o hidrolisado proteico e os peptideos
isolados foram avaliados quanto a capacidade antioxidante pelos métodos de ABTS, poder
redutor e atividade quelante. Estes mesmos produtos foram adicionados em um alimento tipo
snack de milho, em que foram avaliadas caracteristicas como textura, cor e capacidade
antioxidante, comparando com o controle (sem adi¢dao). O processo de hidrolise enzimatica
gerou peptideos com atividade antioxidante, sendo esta atividade maior em relagdo a matéria-
prima integral, apresentando diferentes perfis de capacidade antioxidante para as fragdes
obtidas. Os snacks produzidos demonstraram alta fraturabilidade e dureza quando adicionados
da fragdo menor que 4 kDa. A luminosidade dos snacks diminuiu com adi¢do da Spirulina,
mas foi aumentando conforme a diminui¢do do peso molecular das fragdes. A adi¢do do
hidrolisado e das fragdes peptidicas ficaram proximas da coloragdo amarela do controle e
apresentaram menores valores para a tonalidade verde caracteristica da Spirulina. Por fim, os
snacks adicionados das fragdes menor que 4 kDa e maior que 4 kDa aumentaram a atividade
antioxidante do alimento, através dos métodos do radical ABTS ¢ Poder Redutor,
respectivamente. Os resultados deste estudo demonstram que a capacidade antioxidante da
microalga Spirulina foi maior com o processo de hidrolise enzimatica e essa bioatividade ¢
melhor alcangada quando na forma de peptideos isolados, os quais podem ser utilizados como
antioxidantes naturais na industria de alimentos

Palavras-chave: biopeptideos, snack, antioxidante
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1. Introducao

Os novos apelos nutricionais estdo gerando necessidades que impulsionam o setor
alimenticio para o desenvolvimento de produtos que denotem mais satide para o consumidor.
Nessa perspectiva, os ingredientes funcionais oferecem beneficios adicionais as suas fungdes
nutricionais basicas (GRANATO et al. 2010), e o desenvolvimento de alimentos com estes
ingredientes implica na incorporacdo de compostos bioativos com efeitos fisiologicos
positivos. A proteina alimentar tem sido estudada ndo somente em relagdo ao seu papel
nutricional ja conhecido, mas como fonte de peptideos os quais sdo inativos em sua estrutura
primaria (LI-CHAN, 2015).

Os peptideos podem ser liberados, através de hidrolise enzimaética in vitro, in vivo ou a
combinagdo dos dois (HEBERT et al., 2010) e apresentam fungdes biologicas especificas, tais
como acdo antimicrobiana (MCCANN et al., 2006), antioxidante (NIMALARATNE et al.,
2015), anti-hipertensiva (JIA et al., 2010).

Os antioxidantes sdo utilizados na preven¢ao ou inibicdo da oxidagao dos alimentos e
no estresse oxidativo decorrente de varios fatores, no entanto a industria de alimentos tem
sido questionada quanto a utiliza¢do de antioxidantes sintéticos, como o BHA, BHT e seu uso
vém sendo limitado devido aos potenciais riscos para a saude, tais como danos nas moléculas
de proteina e/ou DNA, toxicidade e efeitos secundarios (BOUGATEF et al., 2010; WANG et
al., 2012). Consequentemente, hd um interesse em antioxidantes proveniente de fontes
naturais, especificamente os peptideos bioativos, os quais se destacam pela sua conformacgao
estrutural simples podendo gerar maior estabilidade e apresentar propriedades funcionais
como emulsificacdo e formagdo de espuma, vantagens estas que se destacam frente a outros
antioxidantes naturais (XIE, et al., 2008).

Os peptideos provenientes de isolados proteicos e seus hidrolisados de origem animal
sao os mais amplamente estudados, incluindo proteinas da carne, leite e ovo (ARIHARA et
al., 2001; NARVA et al.,, 2004; NIMALARATNE et al.,, 2015), porém, estas fontes
necessitam obter sua proteina isolada para obtencdo e isolamento dos peptideos.

As microalgas sao fontes de compostos funcionais, sendo utilizadas para melhorar o
valor nutritivo dos alimentos devido a sua riqueza de compostos com atividades biologicas
(GOUVEIA et al., 2010). Dentre as cianobactérias, a Spirulina desempenha um importante
papel devido ao seu elevado valor nutricional relacionado ao seu conteido de nutrientes
essenciais, tais como vitaminas, minerais, acidos graxos poli-insaturados (DE OLIVEIRA et

al., 2013), além de ser reconhecida como alimento pela Agéncia Nacional de Vigilancia



83

Sanitdria — Anvisa. Em relacdo ao teor proteico, possui cerca de 50-70% de proteina
(AMBROSI et al. 2008). As pesquisas com microalgas evoluiram e novas tecnologias foram
desenvolvidas para converter e utilizar produtos derivados desta matéria-prima. Essas
tecnologias permitem o isolamento de substancias com propriedades bioativas a exemplo da
producao de peptideos bioativos através da hidrolise enziméatica (NGO et al., 2011), e a
incorporagdo destes ingredientes ¢ uma das formas de maior protecdo a saude, tornando
possivel o consumo de alimentos processados com maior valor nutritivo, além da
funcionalidade.

Alimentos extrusados tipo snacks tornaram-se parte dos habitos alimentares de uma
grande parte da populacdo. Podem ser preparados com ingredientes ou componentes que lhes
confiram propriedades funcionais especificas (HUANG et al., 2006). A textura ¢ um atributo
sensorial critico que pode determinar a qualidade de um produto, como nos produtos obtidos
por extrusdo termoplastica. Em snacks extrusados, a expansdo ¢ desejada e é por isso que a
textura desempenha um papel importante no que diz respeito a aceitabilidade entre os
consumidores (ANTON e LUCIANO, 2007). Ainda, a cor ¢ uma caracteristica de qualidade
importante nos alimentos extrusados, pois podem ocorrer mudancas ao longo da extrusao
devido a composicdo dos ingredientes e as reagdes fisico-quimicas que ocorrem durante o
processamento e a expansao do produto final (BISHARAT et al., 2014).

Alguns estudos vém apresentando adicdo de hidrolisados proteicos em alimentos
extrusados (SEGURA-CAMPOS et al., 2014; JEYAKUMARI et al., 2016), no entanto, até o
momento ndo ha relatos de adi¢do de peptideos da Spirulina sp. em alimentos. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi utilizagdo de peptideos bioativos da Spirulina sp. no

desenvolvimento de alimentos.

2. Materiais

2.1.Reagentes

Os reagentes utilizados para as analises de atividade antioxidante sdo da marca Sigma-

Aldrich. Os demais reagentes sdo de uso laboratorial de padrao analitico.

2.2. Microalga Spirulina sp. e enzima

A microalga utilizada neste estudo foi a Spirulina sp. LEB 18, cedida pelo Laboratorio

de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A enzima
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utilizada no processo de hidrolise enzimatica foi a Protemax 580L de Bacillus lichenformis
(Prozyn, Sao Paulo — SP), a qual, baseado em estudos prévios, apresentou melhores resultados
na obtengdo de hidrolisados da Spirulina sp. (LISBOA et al., 2014). Uma unidade de

atividade de protease foi definida como a quantidade de enzima que libera 1pg de tirosina por

min.
3. Métodos
3.1. Hidroélise enzimatica

Os parametros de hidrélise enzimatica utilizados neste trabalho foram de acordo com
Lisboa et al. (2014). Para a obtencao do hidrolisado foi utilizado 4g de Spirulina em 100 mL
de tampao bicarbonato-carbonato de sddio (pH 9,5) e 5 U.mL-1 de enzima. Apds, colocou-se
em incubadora orbital a 15 g em temperatura 6tima de atividade da enzima (60 °C). Aliquotas
foram retiradas a cada hora para quantificagdo do grau de hidrélise, em um total de 4 h de
reacdo. Ao final, a enzima foi inativada termicamente a 85 °C por 10 min e o hidrolisado foi
centrifugado a 4200 g por 10 min para remo¢ao do material insoluvel, o sobrenadante foi
congelado em ultra freezer a -70°C para posterior liofilizagdo. O processo foi realizado em

triplicata

3.2 Ultrafiltragao

A ultrafiltragdo (UF) ocorreu em um equipamento piloto de bancada. Constituido por
uma membrana tubular de 4 kDa, uma bomba de diafragma, um reservatorio de ago
inoxidavel de 10 L de capacidade, uma valvula esférica € um manoémetro para controle da
pressdao. O hidrolisado proteico foi alimentado no tanque e impulsionado pela bomba
passando pela membrana, separando o permeado (Fragdo < 4 kDa) e o retido (Fracao > 4
kDa). A pressao maxima de operagdo do sistema foi de 1,5 bar. As fragdes peptidicas obtidas

foram congeladas em ultrafreezes a -70°C por 24 h e secas em liofilizador por 48 h.

3.3 Atividade antioxidante
3.3.1 Capacidade de inibi¢ao do radical ABTS

A inibi¢ao do radical ABTS (acido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))

foi determinada de acordo com RE et al. (1999), em que foram preparadas a solucao estoque
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de ABTS 7 mmol. L e solugdo estoque de perssulfato de potassio 2,45 mmol. L. Para
formacao do radical, as solugdes foram misturadas na proporg¢ao 1:1 e deixadas no escuro por
16 h. O radical foi diluido em alcool etilico até absorbancia ficar em torno de 0,700. Para
realizacdo da andlise, 0,2 mL das amostras foram adicionadas de 980 ul do ABTS. A mistura
foi homogeneizada em agitador de tubos e mantida no escuro por 6 min. Para o branco, foi
utilizado o radical ABTS puro, sem a amostra. A absorbancia resultante da solucao foi medida
a 734 nm em espectrofotometro. Os resultados foram obtidos através de uma curva padrao de

Trolox, sendo expressos em umol de Trolox / g amostra.

3.3.2 Poder Redutor

O ensaio da atividade antioxidante pelo método de poder redutor foi realizado de
acordo com Oyaizu (1986), com adaptagdo de Berker et al. (2007). Para esta determinacao, 1
mL de solucdo da amostra foi misturado com 2,5 mL de tampao fosfato 0,05M (pH 7,0) e 2,5
mL de ferricianeto de potassio 1%. Essa mistura foi incubada a 50 °C em banho
termostatizado por 20 min. Apds, a reacdo foi interrompida adicionando 2,5 mL de solugdo
TCA 10% e centrifugada a 3000 g por 10 min. Aliquotas de 2,5 mL do sobrenadante foram
transferidas para tubos de vidro com adicao de 2,5 mL de dgua destilada e 0,5 mL de cloreto
férrico 0,1%. A leitura da absorbancia foi feita a 700 nm decorridos 10 min. Os resultados
foram obtidos através de uma curva padrao de Trolox, sendo expressos em umol de Trolox / g

amostra.

3.3.3 Atividade Quelante do ion Fe**

A metodologia foi realizada de acordo com Decker and Welsh (1990) com
modificacdo. Aliquotas de 3,7 mL da solu¢do contendo a amostra foram adicionadas de 0,05
mL (modificado) da solu¢dao FeCl2 2 mmol. L-1. A rea¢do do ion complexo foi iniciada pela
adi¢ao de 0,2 mL de solugdo de ferrozina 5 mmol. L-1. Esta mistura foi agitada em agitador
de tubos e mantida em repouso, no escuro, durante 10 min. Foi utilizada dgua deionizada
como branco nas mesmas condi¢des da analise. As leituras das absorbancias foram feitas em
562 nm. As atividades quelantes foram calculadas através de uma curva padrao de acido
etilenodiamino tetra-acetico (EDTA; 0 - 100 umol. L-1), expressos em pmol de EDTA. g-1

amostra.
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3.4. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC) E ANALISE
TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A microalga Spirulina, o hidrolisado e as fragdes peptidicas obtidas foram analisados
quanto a estabilidade térmica (DSC) e perda de massa (TGA), apresentados em formato de
termogramas utilizando o software Universal Analysis 2000. As curvas de DSC foram obtidas
usando um sistema de analise térmica modelo DSC Q2000 (TA Instruments, USA), utilizando
atmosfera com gas nitrogénio ultra-puro 50 mL. min-1, porta-amostra de aluminio hermético,
com taxa de aquecimento de 10 °C. min-1, na faixa de temperatura de 25 a 200 °C.

Para a analise termogravimétrica (TGA), os termogramas foram obtidos utilizando um
equipamento de andlise térmica modelo SDT Q600 (TA Instruments, USA), utilizando

atmosfera com gas nitrogénio ultra-puro 100 mL. min-1.

3.5. DESENVOLVIMENTO DE ALIMENTOS TIPO SNACK ADICIONADOS DE
Spirulina, HIDROLISADO E PETIDEOS ISOLADOS

Foram desenvolvidos cinco snacks de milho, sendo um adicionado de biomassa de
Spirulina, um de hidrolisado proteico, dois com as fragdes peptidicas (> e < 4 kDa) e um
snack controle, sem adicdo (somente o grits de milho). A propor¢ao de produtos adicionados
ao grits de milho foi 2% (p/p). O processo de extrusdo ocorreu na TEMABI, localizada na
cidade de Sananduva, RS, Brasil, em que foi utilizada uma extrusora monorosca RX 50
(Rafamaquinas, Brasil) de capacidade 50 kg. h-1. O teor de umidade dos grits para o processo
foi de 12,5 g. 100g-1, temperatura de extrusdo em torno de 120 °C e abertura da matriz de 3
mm. Os snacks produzidos sdo de formato cilindrico. Apds o processo, os snacks foram
acondicionados em embalagens herméticas para posteriores caracterizacdes fisico-quimicas,

de textura, cor e analise antioxidante.

3.5.1. Caracterizagao fisico-quimica dos snacks

Analises do teor de proteina, lipidios, umidade e cinzas para os diferentes snacks
foram realizadas utilizando a metodologia da AOAC (2005). Para a determinagdo da
quantidade de proteina presente foi utilizado o método de determinagdo de nitrogénio total
micro-Kjeldahl com o fator de conversao de 6,25. Cinzas pelo método gravimétrico em mufla

(550-600 °C) e o teor de umidade pelo método gravimétrico em estufa (105 °C). Os lipideos
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foram extraidos empregando a metodologia de Soxhlet. Os carboidratos foram determinados

por diferencga.

3.5.2. Textura

Os parametros de textura dos snacks foram avaliados em equipamento texturometro
TA-XT plus (Stable Micro Systems, Inglaterra), equipado com Software Exponent 32 e carga
de célula de 5 kg. Amostras de aproximadamente 3 cm foram analisadas a uma velocidade de
1 mm/s utilizando o probe Warner—Bratzler em formato de “V”. O teste de corte foi feito
perpendicularmente ao eixo principal do snack, sendo calculada a forca (g) necessaria para

quebra-lo. Os resultados obtidos foram apresentados em termos de fraturabilidade e dureza.

3.5.3. Cor

A andlise de cor dos snacks foi realizada utilizando o colorimetro de refletdncia difusa
Color Quest II (Hunterlab, USA), conectado ao software Versao 1.7 Universal. As amostras
foram colocadas em cubeta de quartzo com 20 mm de caminho Optico. Para o célculo das
coordenadas de cor, foi estabelecido o iluminante D65, o dngulo de 10° para o observador e a
escala do sistema de cor CIE Lab. As coordenadas medidas foram: L* que representa a
luminosidade em escala de 0 (preto) a 100 (branco), a* que representa escala de tonalidades

de verde (-) a vermelho (+) e b* que representa a escala de tonalidades de azul (-) a amarelo

().

3.6. Atividade antioxidante dos snacks

Para as andlises de atividade antioxidante dos snacks com adicdo de Spirulina, do
hidrolisado das fragdes peptidicas > 4 kDa e < 4 kDa, foram realizados a trituracdo dos
mesmos em moinho de bancada e passados em peneira Tyler 80. Amostras de 1g foram
dissolvidas em 25 mL de diferentes solventes (metanol e etanol) e agitadas a temperatura de
25°C, a 150 rpm por 24 h. Apds, o material foi centrifugado a 3000 g por 10 min e o
sobrenadante passado em papel filtro qualitativo. Os extratos obtidos foram analisados pelos
métodos de ABTS e poder redutor. O mesmo procedimento ocorreu com a amostra controle

(somente o grits de milho).
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3.7.Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. As diferencas entre as médias foram
avaliadas pela andlise de varidancia (ANOVA) no nivel de 5% de probabilidade e a

comparacao entre estas pelo Teste de Tukey.

4. Resultados e discussdo

4.1. Avaliagdo da atividade antioxidante

A capacidade dos quatro produtos avaliados (Spirulina, hidrolisado, fracdo > 4kDa e
fracdo < 4kDa) em inibir o radical ABTS estdo apresentados na Figura 1, expressos como
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). O hidrolisado proteico (322,07 pmol
TEAC.g") apresentou maior atividade antioxidante (p < 0,05) em compara¢io & matéria-
prima Spirulina (75,62 pmol TEAC. g'l), este aumento ¢ decorrente das mudangas na estrutura
da proteina resultantes do processo de hidrolise enzimatica, expondo os peptideos com
propriedades antioxidantes, os quais reagem mais efetivamente com os radicais que a proteina
intacta (ELIAS et al., 2008).

A fragdo com peptideos menores que 4 kDa foi a que apresentou maior capacidade de
inibicio do radical ABTS (436,15umol TEAC.g"), e o potencial de inibi¢io se manteve
superior aos demais produtos analisados, evidenciando a influéncia do peso molecular na
atividade antioxidante. Essa elevada atividade, em comparagdo a fracdo de maior peso
molecular, ¢ similar aos resultados verificados em pesquisas utilizando membrana de
ultrafiltracdo para o isolamento de fragdes peptidicas, os quais identificam a relacdo entre o
baixo peso molecular dos peptideos com a elevada capacidade de sequestro de radicais livres

(DONG et al., 2015; KELFALA-FOH et al. 2010; NGOH et al., 2015; TING et al., 2011).
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Figura 1 — Atividade antioxidante da microalga Spirulina, hidrolisado e fragdes peptidicas

pelo método de ABTS.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

Os resultados da analise do poder de reducdo dos produtos foram avaliados (Figura 2)
e expressos em equivalente de Trolox. g' amostra. O poder de reducio da microalga
Spirulina aumentou com o processo de hidrélise enzimatica e diferengas (p < 0,05) foram
verificadas entre as fragdes peptidicas isoladas. Alguns autores explicam que a maior
disponibilidade de aminoécidos apos a hidrolise pode fornecer uma fonte adicional de préotons
e elétrons, mantendo um elevado potencial redox. Isso ¢ influenciado pela interagdo enzima:
substrato, a qual, durante a hidrélise, expoe residuos de aminoacidos carregados nas cadeias
laterais participando do mecanismo oxirreducao (BAMDAD, et al., 2011; ZHU et al., 2013).

O hidrolisado proteico e a fragdo > 4 kDa apresentaram peptideos com elevada
capacidade de doar elétrons (110 pmol TEAC.g™" e 114 pmol TEAC.g"), com diferenca entre
eles (p> 0,05). Isto demonstra que durante a hidrolise foram gerados peptideos com poder de
redugdo estando este potencial antioxidante em peptideos maiores que 4 kDa. Centenaro et al.
(2014), Bamdad et al. (2011) e Girgih et al. (2011) também verificaram nas fracdes de maior

peso molecular um elevado poder redutor.
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Figura 2 — Atividade antioxidante da microalga Spirulina, hidrolisado e fra¢des

peptidicas pelo método de poder redutor.
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Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

Segundo Girgih et al. (2011) isto ¢ um indicativo do efeito aditivo dos grupos
presentes nas ligacdes peptidicas, em que peptideos de cadeia longa irdo conter maior nimero
de peptideos redutores que os de cadeia curta. Ainda, Centenaro et al. (2014) e Qian et al.
(2008) afirmam que a atividade antioxidante de uma fra¢ao peptidica também ¢ derivada das
propriedades dos aminoacidos presentes, como hidrofobicidade, os quais apresentam maior
capacidade de transferir elétrons.

A fragdo < 4 kDa nao teve diferenca ( p > 0,05) da microalga Spirulina, nio
apresentando o mesmo resultado demonstrado para a capacidade em inibir o radical ABTS.
Entretanto, isto pode ocorrer, pois uma atividade antioxidante elevada pode ndo ser resultante
do poder de reducdo, visto que compostos que inibem radicais pela doagao de atomos de
hidrogénio por vezes ndo sdao bons redutores (BOROSKI, et al. 2015).

Ainda, os produtos foram analisados pela capacidade antioxidante em quelar ions
ferro, apresentados na Figura 3. Os resultados sdo expressos em equivalente de EDTA (pmol
EDTA. g amostra).

O ensaio de quelagdo de metais avalia a capacidade dos antioxidantes em formar
complexos com metais de transi¢do (tais como Fe2+ e Cu2+) os quais catalisam e promovem
a peroxida¢do lipidica, assim, os compostos antioxidantes agem tornando-os indisponiveis
para participar de reagdes que conduzem a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
radicais livres. Pesquisas envolvendo peptideos vém demonstrando a atuagdo como agentes
antioxidantes através da quelacao de ions metalicos, reduzindo a susceptibilidade dos lipideos

a peroxidagao oxidativa (GIRGH et al., 2014).
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Figura 3 — Atividade antioxidante da microalga Spirulina, hidrolisado e frag¢des

peptidicas pelo método de atividade quelante.

® Atividade Quelante
100

]
o

(o}
80 b

60

1
|

40

20

O T T e T 1
Spirulina Hidrolisado  Fragdo >4kDa Fragao <4kDa

Produtos

pmol EDTA. g'! amostra

Os valores representam a média + desvio padrdo dos ensaios. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

A fragdo < 4 kDa apresentou a maior atividade quelante (88,01 umol EDTA. g™),
demonstrando a influéncia do peso molecular nos peptideos com atividade em quelar ions
metalicos. De acordo com Ueda et al. (2003), a ligagao dos peptideos a ions metélicos ¢
através da interacdo entre um grupo doador de elétrons ¢ um ion metalico que apresente um
ou mais sitios disponiveis, garantindo que o 4&tomo metalico se torne parte de uma estrutura
biologicamente estavel. Os resultados no presente estudo vém de encontro com os verificados
por Ajibola et al. (2011), os quais realizaram uma comparacao entre o hidrolisado proteico de
uma espécie de inhame africano e suas fragdes peptidicas, obtendo melhores resultados de
atividade quelante em frag¢des de baixo peso molecular.

Saiga et al (2003) sugerem que a atividade quelante de peptideos em hidrolisados
poderia melhorar a capacidade de reducdo da taxa de oxidagdo lipidica acelerada por
deteriorantes metalicos, seja no organismo, ou em alimentos; servindo como aditivos
alimentares.

A capacidade antioxidante in vitro dos produtos analisados foi mensurada utilizando
diferentes mecanismos de a¢do que um antioxidante pode atuar. Para os trés diferentes
métodos, o processo de hidrolise enzimatica aumentou significativamente em comparagao a
Spirulina nio hidrolisada. A fra¢do isolada de menor peso molecular apresentou maior
eficiéncia no sequestro de radicais livres e na capacidade de impedir a oxidagdo de ions
metalicos presentes no meio. Ja a fragdo de maior peso molecular apresentou melhor poder

em doar elétrons e ser oxidado. Isto demonstra que a capacidade antioxidante de um composto
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pode atuar de diferentes maneiras, no caso do presente estudo, o tamanho dos peptideos

indicou influéncia na agao antioxidante destes compostos.

4.2 Estabilidade Térmica

4.2.1. Anélise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A andlise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ¢ utilizada para avaliar a
estabilidade das proteinas em funcdo da temperatura. Essas alteragdes sdao refletidas nos
termogramas de DSC (Figura 4) e usadas na avalia¢cdo da estabilidade da amostra determinada

pela temperatura no ponto maximo do pico (T,) (GILL et al.,2010).

Figura 4 — Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) da Spirulina nao
hidrolisada, hidrolisada e das fracdes peptidicas.
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Termogramas de DSC da (a) Spirulina nao hidrolisada. (b) hidrolisado. (¢) fragdo > 4 kDa. (d) fragdo <4 kDa.

As temperaturas envolvidas no processo de desnaturacao das proteinas (T,) da
Spirulina nao hidrolisada, do hidrolisado e da fragdo > 4 kDa tiveram pequenas varia¢des de
98,03 °C, 101,86 °C e 101,09 °C, respectivamente. No entanto, a entalpia envolvida no
processo (AH) foi maior no hidrolisado (439,9 J/g), enquanto que na Spirulina nao hidrolisada
foi de 241 J/g, demonstrando que com o processo de hidrolise enzimatica a energia necessaria
para que ocorresse a desnaturagdo aumentou, melhorando a estabilidade térmica (TRIVEDI et

al., 2015). A fracdo < 4 kDa apresentou comportamento diferente dos demais produtos,
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apresentando um pronunciado pico endotérmico em 141,33 °C. Este aumento da estabilidade
pode ser decorrente da estrutura mais simples (auséncia das estruturas terciarias e
quaterndrias) das ligagdes peptidicas e composi¢ao de aminodcidos mais estaveis presentes na
fracdo de menor peso molecular, aumentando a estabilidade das moléculas diante do aumento

de temperatura.

4.2.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise de TGA exibe a perda de massa de um determinado produto em relacdo a
temperatura em que o mesmo ¢ submetido. Esta perda envolve alteracdes fisicas ou quimicas
que podem ocorrer durante o tratamento térmico. Gai et al. (2015) avaliaram a biomassa de
Spirulina platensis e identificaram 2 fases envolvendo perda de massa até a temperatura de
500 °C: desidratagdo e desvolatizagdo (decomposicao) dos compostos presentes. O mesmo
comportamento foi apresentado pela biomassa de Spirulina utilizada nesse estudo (Figura 5),
juntamente com a fracdo > 4 kDa. Na Spirulina, a etapa de desidratacdo se manteve até
162,76 °C, em que teve 14,46% de perda de massa. Ja na fracdo > 4 kDa esta etapa foi até 150
°C ocorrendo perda de 22% da massa inicial do produto. A maior perda de massa ocorreu na
fase de decomposi¢ao dos compostos, em que houve uma diminui¢ao de 50% na biomassa de
Spirulina (162,76 °C a 469,70 °C) e 47% na fragdo de maior peso molecular (150 °C a 473,4
°C).
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Figura 5 - Analise Termogravimétrica (TGA) da Spirulina nao hidrolisada, hidrolisado e
fragdes peptidicas.
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O comportamento termogravimétrico para o hidrolisado e a fracdo < 4 kDa foram
semelhantes. O primeiro evento principal foi at¢ 180 °C com perda de 19,21% para o
hidrolisado e até¢ 174 °C com perda de 21,38% para a fracdo < 4 kDa. A decomposi¢do dos
compostos para o hidrolisado ficou entre 180 e 480 °C com perda de 51% de massa e para a
fracdo < 4 kDa envolveu temperaturas entre 174 °C a 482 °C havendo uma menor perda de
massa (38%). Com estes resultados demonstra-se que a estabilidade térmica foi maior na
fracdo de menor peso molecular também relacionada a menor perda de massa na etapa de
decomposicao dos compostos, demonstrando o potencial dos peptideos na incorporagdao de

alimentos que utilizem temperaturas elevadas.

4.3 Desenvolvimento de alimentos tipo snack adicionados de spirulina, hidrolisado e petideos

1solados

43.1 Caracterizagdo fisico-quimica dos snacks

Os resultados da composigao dos snacks estdo apresentados na Tabela 1. No geral, os
perfis da composi¢do dos snacks produzidos foram muito semelhantes, mesmo em relagdo ao
controle. No entanto, os peptideos isolados apresentaram diferenca (p < 0,05) para os teores

de lipidios e proteinas.
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Os snacks adicionados de G > 4 aumentaram o teor de lipidios em relagdo ao controle
(somente grits de milho), isto pode ser decorrente da etapa de ultrafiltragcdo, em que moléculas
de lipidios migraram para a fracdo de maior peso molecular concentrando-as. O mesmo
ocorreu para os snacks adicionados de peptideos menores que 4 kDa, os quais aumentaram o
teor proteico em relagdo ao controle, mas, nao apresentando diferenga em relagdo aos outros
produtos. A fragdo peptidica de menor peso molecular obteve uma maior concentracdo das
moléculas de proteina e isto influenciou no aumento do teor proteico dos snacks adicionados

desta fracao.

Tabela 1 - Composigao fisico-quimica dos snacks

Composicao Controle GS GHD G>4 G<4
(g- 100g™)

Proteinas 6,31°+0,06  826%°+049 7,69*°+0,81 7,72%°+0,52 8,71°+0,01

Lipidios 1,96 +0,26  3,15*°+0,49 3,54*°+0,09 3,93°+0,72 3,54*°+0,05
Carboidrato’ 85,03 82,35 83,01 82,55 80,18
Umidade 597%°+0,77 5,80*°+0,08 537°+0,13 5,67*°+0,17 6,41°+0,12

Cinza 0,27°+0,03 0,47°+0,06 0,48'+£0,11 0,44°+£0,10 0,93*+0,70

GS: grits + spirulina; GHD: grits + hidrolisado; G > 4: grits + fracao > 4 kDa; G < 4: grits + fracdo < 4
kDa.
Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras iguais na mesma linha nio diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
*Resultado obtido por diferenca.

A quantidade de umidade presente no snack com adigdo da fragdo < 4 kDa foi maior em
relacdo ao snack adicionado de hidrolisado, mas ndo diferenciando dos demais. Os snacks
produzidos estdo de acordo com conteudo de umidade estabelecido para este tipo de alimento
que é de até 6 g. 100g™". Quanto ao teor de cinzas, os snacks ndo apresentaram diferenca

significativa.

4.3.2 Textura e cor

De acordo com Paula e Conti-Silva (2014), os testes instrumentais e sensoriais sao
correlacionados, pois as forgas instrumentais derivadas dos testes de corte apresentam
correlagdo com a analise sensorial, utilizando um painel treinado, para o snack com o mesmo

formato (cilindrico) que o realizado neste estudo. Desta forma, o teste de corte utilizando o
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formato de “V” foi o escolhido para avaliar a dureza e fraturabilidade dos snacks com adi¢do
de Spirulina ndo hidrolisada, com o hidrolisado ¢ as fra¢des peptidicas. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 2.

A dureza representa a forga aplicada pelos dentes molares para comprimir os
alimentos e a fraturabilidade ¢ a capacidade de quebrar o alimento, quando mordido, usando
os incisivos. No geral, snacks com formato cilindrico apresentam maiores valores para dureza
e fraturabilidade em comparag@o aos snacks com outros formatos (PAULA e CONTI-SILVA,
2014). Sendo assim, no presente estudo, a resisténcia a ruptura dos produtos variou de 5,69 N
a 16,82 N.

Diante dos resultados de textura dos snacks produzidos, observou-se um aumento nos
parametros de fraturabilidade e dureza para os adicionados da fragdo peptidica < 4 kDa na
mesma propor¢ao (2%) que os demais produtos adicionados comparando com o controle.
Este resultado indica que a adi¢do dos peptideos de menor peso molecular fez aumentar a
resisténcia do produto em relacdo a fratura ou quebra do mesmo, tendo coeréncia com o
resultado para a dureza. Geralmente produtos com alta fraturabilidade, possuem alto grau de
dureza. A fraturabilidade ainda esta relacionada com a crocancia do produto (ANTON e
LUCIANO, 2007).

Esta elevada forca comparada aos outros produtos pode ser decorrente de maiores
interagdes proveniente das ligagdes peptidicas, ocasionando uma estrutura mais compacta e
menor expansao do produto (Figura 6). Jeyakumari et al. (2016), ao adicionar camarao
hidrolisado em extrusados, observaram que quanto maior a concentracao adicionada (maior
teor proteico), mais elevadas eram as forgas necessarias para a quebra do produto.

Os parametros de coloragdo dos snacks estdao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Analises de textura e cor dos Snacks produzidos.

Controle GS GHD G>14 G<4

Fraturabilidade** 5,69°+0,19 8,24®+0,03 8,07°+0,02 9,15°+043 15,02°+ 0,47

Dureza** 6,25°+0,32 8,40°+0,16 8,93°+028 6,62°+0,15 16,82°+0,97
L 81,45+ 0,46 62,88%+ 1,37 67,22°+1,01 66,76+ 1,13 72,92°+0,11
a’ 434°+029 -0,85°+0,25 0,80°:0,34 048°+031 0,72°+0,31

b 45,199+1,29 25,92°+0,06 30,69°+0,29 31,07°+0,32 35,08+ 0,07

Resultados expressos como média + desvio padrio. Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p <0,05).
GS: grits + spirulina; GHD: grits + hidrolisado; G > 4: grits + fracdo > 4 kDa; G < 4: grits + fragdo <4 kDa
L* = luminosidade; a* ¢ b* = coordenadas cromaticas (+a* = vermelho; - a* = verde; +b* = amarelo; —b* = azul
**Resultados expressos em Newtons (N)

Os resultados de luminosidade dos produtos (L") apresentaram diferenca (p < 0,05) do
controle (somente grits). Os resultados mostram que os snacks perdem luminosidade quando
adicionado a Spirulina sem hidrolisar (p < 0,05), decorrente da coloragdo mais escura,
caracteristica da microalga, no entanto, nos demais produtos, este parametro volta a aumentar
novamente. Os snacks adicionados da fragdo < 4 kDa apresentaram diferenga em relagdo aos
outros produtos, tendendo a se aproximar a do produto controle. Estas diferencas sdo devido
as diferentes tonalidades que os produtos apresentam.

Ainda, com a adicdo da Spirulina a coloragao tende ao verde (Figura 6), verificado
através do parametro a’. Isto demonstra que as caracteristicas de cor da matéria-prima nao
foram afetadas com o processo de extrusao, preservando a coloracao original da microalga.
Os demais produtos apresentaram uma diminui¢do da tonalidade de verde, isto € proveniente
da hidrélise em que a coloragdo ¢ um dos parametros afetados. Com o processo de hidrolise
enzimatica hd uma diminuicdo da tonalidade verde presente na biomassa integral e essa

coloragdo permanece nas fragdes peptidicas, ficando os resultados entre 0,48 a 0,80.
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Figura 6 — Snacks produzidos adicionados de Spirulina, hidrolisado e fragdes peptidicas.

O parametro b* demonstra se a adi¢dao de 2% dos produtos alterou a coloragdo original
do controle (amarelo). Os resultados mostram a perda desta coloracdo em todos os outros
snacks. A adigdo da Spirulina foi o menor resultado de tendéncia ao amarelo. A adigdo do
hidrolisado e a fracdo > 4 kDa ndo apresentaram diferenga neste pardmetro, no entanto, a
coloracdo amarela aumentou. J& na fracdo < 4 kDa, foi a que apresentou o segundo maior
resultado, depois do controle, para a coloracdo amarela. Este resultado ¢ decorrente da etapa
de ultrafiltracdo, em que alguns pigmentos presentes no hidrolisado ficaram retidos na
membrana, ndo passando para a fracdo de menor peso molecular.

O perfil de coloragdo dos snacks adicionados de 2% da Spirulina, hidrolisado e das
fragdes peptidicas tiveram coloragdes diferentes do controle, apresentando algumas
tendéncias. A luminosidade dos snacks adicionados de peptideos de menor peso molecular
tende a se aproximar a do produto controle. Com o processo de hidrélise enzimatica ha uma
diminuicdo da tonalidade verde presente na biomassa integral e essa coloracdo permanece nas
fracdes peptidicas. A cor amarela, caracteristica de snack de milho, diminui com a adigdo de

Spirulina, mas tende a aumentar com os peptideos de menor peso molecular.

4.4 Atividade antioxidante dos snacks

Os snacks adicionados de Spirulina nao hidrolisada, hidrolisado e fragdes peptidicas
foram avaliados em relagdo ao controle (grits de milho extrusado) quanto a capacidade
antioxidante pelos métodos de ABTS e poder redutor. Os resultados estdo apresentados nas

Figuras 7 e 8.
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A adigdo do hidrolisado em shack de milho aumentou o potencial em inibir o radical
livre ABTS (p < 0,05) de 1,89 para 3,63umol Trolox. g™ amostra utilizando o solvente etanol

e de 2,73 para 5,05umol Trolox. g amostra utilizando o solvente metanol (Figura 7).

Figura 7 - Atividade antioxidante dos snacks pelo método de ABTS.
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GS: grits + spirulina; GHD: grits + hidrolisado; G > 4: grits + fragao > 4 kDa; G < 4: grits + fragdo <4 kDa

Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras iguais (minusculas para o solvente Etanol e
maitsculas para o solvente Metanol) nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados similares foram relatados por Segura-Campos et al. (2014) que ao
adicionarem hidrolisado de feijao (10% p/p) em massa extrusada, os valores de TEAC
aumentaram em comparacao a adi¢ao de feijao ndo hidrolisado. Assim, hidrolisados proteicos
podem ser incorporados em alimentos para aumentar a sua funcionalidade.

A adi¢ao de Spirulina integral na concentragao de 2% ndo apresentou diferenga do
controle. Alguns trabalhos relatam o aumento da bioatividade no alimento decorrente da
adi¢do da microalga (DE MARCO et al., 2014; ZOUARI et al., 2011) isso ndo foi verificado
neste estudo. Isto pode ter sido decorrente dos solventes utilizados no processo nao extrairem
compostos como a ficociania, a qual ¢ solivel em agua, também responsavel pelo poder
antioxidante da microalga. No entanto a bioatividade no alimento poderia ser aumentada com
a adicdo de uma maior concentracdo de biomassa, também relatado nesses estudos.

Ainda, para os dois sistemas de extragdo, os snacks adicionados de hidrolisado e da
fragdo > 4 kDa ndo apresentaram diferenga significativa entre si.

Dentre os snacks produzidos, o G < 4 foi o que apresentou maior capacidade em inibir
o radical ABTS (7,45 umol TEAC. g) utilizando o etanol como solvente de extracdo. Este

resultado permite avaliar que aminoacidos, presentes nas ligagdes peptidicas com menor
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polaridade, possuem poder antioxidante e fornecem, utilizando-se da mesma propor¢ao que a
matéria-prima, maior acesso a essa funcionalidade. Ainda, segundo Aliaga e Lissi (2000),
quando se utiliza de uma andlise de inibicdo, a acessibilidade ao sistema oxidagdo-
antioxidante ¢ maior em peptideos menores ¢ aminoacidos do que em peptideos maiores e
proteinas, sugerindo que a bioatividade em inibir radicais livres, presente no hidrolisado,
provém dos peptideos de menor peso molecular.

O perfil do poder de redugdo dos snacks (Figura 8) também demonstrou
comportamentos diferentes para os dois sistemas de extracdo. Os snacks adicionados da
microalga Spirulina aumentaram a capacidade antioxidante de 4,08 pmol Trolox. g"' amostra
para 6,48 pmol Trolox. g’ amostra. Este resultado indica que a o poder de reducio da
microalga Spirulina provém de compostos menos polares como compostos fendlicos e
carotenoides, os quais exibem atividade antioxidante. No entanto, para a extracdo com
metanol, a adi¢gdo da Spirulina nio apresentou diferenga do snack G < 4 kDa., isto se deve ao
fato da interacdo do composto redutor com a matriz alimenticia, tornando-se um sistema
complexo de atividade oxi-reducao e favorecendo a extragao de compostos redutores de maior
afinidade pelo solvente.

Mesmo assim, todos os snacks adicionados dos produtos apresentaram maior

bioatividade em reduzir espécies oxidativas em relagdo a amostra sem adicao (grits de milho).

Figura 8 - Atividade antioxidante dos snacks pelo método de Poder Redutor.

= Controle BGS GHD ®#G>4 ®G<4

—_ = =
Y Y,

pmol de Trolox. g-! amostra

Metanol

Solventes

GS: grits + spirulina; GHD: grits + hidrolisado; G > 4: grits + fragdo > 4 kDa; G < 4: grits + fracdo < 4 kDa
Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras iguais (minusculas para o solvente Etanol e
maiutsculas para o solvente Metanol) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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O snack adicionado da fragdo > 4 kDa obteve um aumento significativo no poder
redutor (12 pmol TEAC.g") em comparacdo ao snack controle (4 pmol TEAC.g™) e aos
outros produtos quando extraido com solvente etanol. Peptideos de maior peso molecular
foram os responsaveis pelo poder redutor do hidrolisado da Spirulina, como demonstrado nas
analises anteriores, e esta atividade apresentou o mesmo comportamento quando adicionado
no alimento.

Até onde se sabe, ndo ha relatos na literatura da adicdo de peptideos em alimentos
extrusados e suas interagdes de estrutura peptidica com a matriz alimenticia podem ser muito
especificas, tornando dificil a comparacdo com outros trabalhos. Porém, estes resultados
indicam que a adi¢dao de peptideos isolados fornece maior atividade antioxidante ao produto
extrusado através da inibi¢cdo de radicais ¢ como doadores de elétrons.

Assim, este estudo teve o intuito de apresentar os perfis de capacidade antioxidante
dos snacks produzidos adicionados destes produtos, demonstrando que peptideos podem ser

incorporados em alimentos melhorando sua funcionalidade.

5  Conclusoes

Este estudo demonstrou que uma maior capacidade antioxidante da Spirulina sp. é melhor
alcancada quando na forma de peptideos isolados, apresentando propriedades antioxidantes
distintas. O mesmo perfil foi verificado quando adicionadas nos snacks, em que a adi¢ao de
2% das fragdes peptidicas fez aumentar o poder de inibi¢do do radical ABTS e poder redutor
dos snacks em relagdo ao controle (sem adi¢do), evidenciando a relacdo do peso molecular
com a bioatividade envolvida.

Entretanto, os snacks adicionados dos peptideos bioativos menores que 4 kDa
apresentaram altos valores para a fraturabilidade e dureza. Quanto a coloragdo, a cor amarela,
caracteristica de snack de milho, tende a ficar préxima ao controle com a adi¢ao dos peptideos
de menor peso molecular.

A microalga Spirulina sp. apresenta vantagem por ndo necessitar do isolamento de sua
proteina como fonte de obtencdo de peptideos bioativos. Ainda, a estabilidade térmica dos
peptideos obtidos aumentou em relagdo a matéria-prima, sendo capaz de ter maior resisténcia
a processamentos com temperaturas mais elevadas.

Mais pesquisas precisam ser realizadas na investigacdo da composi¢do de aminoacidos

que envolvem as propriedades apresentadas, no entanto, com base nos resultados apresentados
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sugere-se que os peptideos bioativos da microalga Spirulina sp. podem ser usados como

antioxidantes naturais para aplicacdo no desenvolvimento de alimentos.
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