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RESUMO

A necessidade de minimizar os riscos relacionados ao consumo de alimentos de origem
animal, o crescente aumento populacional e o nimero de individuos que passam fome no
mundo, chamam atencdo para a necessidade da busca de novas fontes de nutrientes, em
especial de proteinas vegetais. Amburana cearensis é uma espécie subutilizada de leguminosa
da Caatinga, com sementes ricas em proteinas e alto potencial de aproveitamento nutricional,
gue nos instigou a busca de sua utilizacdo na forma de isolados proteicos, 0s quais sdo cada
vez mas comuns na industria de alimentos.Este trabalho visou a produgdo de um isolado
proteico obtido a partir destas sementes (PIAc), a caracterizacdo bioquimica e funcional deste
isolado e a avaliacdo de sua seguranca de uso, comparando-o com um isolado proteico de soja
ja comercializado.Foram conduzidas analises para a determinacdo das condicfes ideais de
extracdo proteica, composi¢do proximal, composicdo de aminoécidos,escore quimico dos
amino&cidos, digestibilidade in vitro, deteccdo de fatores tdxicos e/ou antinutricionais de
natureza proteica, atividade antioxidante, propriedades funcionais e avaliacdo de toxicidade.
As condicbes determinadas ideais foram: extracdo com agua, pH 9,0; proporcdo 1:20 (m/v)
durante 20 min e precipitacdo proteica em pH 5,5. Com relagdo a caracterizagdo bioquimica
do isolado, a composicdo proximal de PIAc foi de 97,86 + 0,96% de proteinas, 0,38 + 0,03%
de lipidios, 2,2 + 0,07% de cinzas e 3,51 + 0,27% de carboidratos. O rendimento bruto e
liquido de proteinas foi de 17,85% e 53,96%, respectivamente. A composi¢cdo de aminoacidos
mostrou que além de possuir grande quantidade de proteinas, PIAc também apresenta boa
composicdo aminoacidica. A digestibilidade (58,26 + 0,02%) e o escore quimico de
amino&cidos (0,296) do isolado desenvolvido se mostraram similares aqueles do isolado de
soja comercial utilizado para comparacdo. Ndo foi detectada a presenca de lectinas ou
atividade antioxidante em PIAc, nas concentracdes testadas. O isolado apresentou inibidores
de tripsina e quimotripsina, com 17,28 + 0,07 e 11,7 + 0,56 Ul/ mg de proteina,
respectivamente. Com relacdo as propriedades funcionais, os resultados observados foram:
solubilidade de 86,4 + 4,7%; capacidade de absorcdo de agua 3,08 + 0,11 g 4gua/g amostra;
capacidade de absorgcdo de 6leo 2,98 + 0,08 g Oleo/g amostra; atividade emulsificante /
estabilidade da emulsdo 53,79 + 1,31 / 52,38 £ 0,0%; atividade espumante e estabilidade da
espuma 139,4 + 11,06 e 64,86 £ 2,56% (TO e 120 min.); menor concentracdo geleificante
(MCG) de 10%, superando o isolado de soja comercializado em todas as propriedades, com
excecdo da capacidade de absor¢do de &gua. Em relacdo a avaliagdo de toxicidade, ndo foi

detectada a presenca de atividade hemolitica ou toxicidade aguda em PIAc. No experimento



de toxicidade de doses repetidas, ndo foram detectadas alteragcdes no ganho de peso, consumo
de alimento, parametros hematoldgicos ou analise histopatolégica dos Orgdos, pequenas
alteracdes foram encontradas nos parametros bioquimicos do isolado produzido e do isolado
de soja comercial. Podemos concluir, portanto, que o isolado proteico de A. cearensis
produzido possui grande potencial nutricional e funcional para ser introduzido na inddstria
alimenticia, ndo apresentando indicios de toxicidade. Trata-se de um bioproduto muito
promissor, que requer mais estudos, porém chama atencdo para as grandes riquezas

subexploradas do bioma Caatinga.

Palavras-chave: Alimento novo. Valor nutricional.Leguminosas. Propriedades funcionais.

Conservacao da biodiversidade.



ABSTRACT

The need to minimize health problems related to consumption of animal food and the
significance of providing evidence for the richness of Caatinga biodiversity called attention to
the search for new sources of plant protein in wild plants. Amburana cearensis is an
underutilized species of legume from Caatinga, with seeds rich in protein and high nutritional
potential that prompted us to investigate their use as protein isolates, increasingly common in
the food industry. Thus the aim of the present work was to obtain a protein isolate from these
seeds (PIAc), to perform a biochemical and functional characterization as well as to assess the
safety of use, comparing it with an already marketed protein isolate. Analyses were conducted
to elucidate the optimal conditions for protein extraction, proximal and amino acid
composition, amino acids chemical score, in vitro protein digestibility, detection of toxic
and/or antinutritional factors of protein nature, antioxidant activity, functional properties and
assessing toxicity . The optimal extraction conditions were with water, pH 9.0; 1:20 (w / v)
for 20 min, followed by protein precipitation at pH 5.5. The PIAC showed 97.86 + 0.96%
protein, 0.38% lipids = 0.03, 2.2 £ 0.07% ash and 3, 51 + 0.27% carbohydrates. The gross and
net yield of protein was 17.85 and 53.96%, respectively. The digestibility (58.26 + 0.02%)
and the chemical amino acid score (0.296) was similar to those of commercial soybean
protein isolate. No lectins or antioxidant activity was detected in PIAc however the isolate
showed trypsin (17.28 + 0.07) and chymotrypsin inhibitors (11.7 £ 0.56 1U / mg protein). As
to the functional properties, its solubility was 86.4 + 4.7%; water absorption capacity, 3.08 +
0.11 g water/g sample; oil absorption capacity, 2.98 + 0.08 g oil/g sample; emulsifying
activity/emulsion stability 53.79 + 1.31 / 52.38 + 0.0%; foaming activity/stability, 139.4
11.06/ 64.86 + 2.56% (TO and 120 min.) and gelling lower concentration (MCG), 10%. All
these properties,except that of absorbing water were superior to those of the soybean protein
isolate. Regarding the toxicity, no hemolytic activity or acute toxicity was detected in PIAcC.
In the repeated dose toxicity assay, no changes were observed in weight gain, food intake,
hematological parameters or in histopathology of organs. Aparently irrelevant changes were
found in some biochemical parameters in PIAc as well as in the commercial soybean protein
isolate. Thus, we conclude that PIAc has a high nutritional and functional potential to be
introduced in the food industry, showing no significant signs of toxicity. This is a very
promising bioproduct, which requires further study, but draws attention to the great

underexploited richness of Caatinga.
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1 INTRODUCAO

1.1 O problema da alimentacdo mundial

N&o ha comida suficiente no mundo para alimentar todos. A producdo de alimentos
estd subindo de forma constante e proporcionalmente superior ao crescimento populacional,
mesmo assim, cerca de 925 milhdes de pessoas passam fome no mundo. No centro do
problema estdo a pobreza e a falta de poder, que impedem o acesso a alimentos nutritivos.
Esta situacdo é agravada pela degradacéo constante dos solos, da &gua doce, dos oceanos e da
biodiversidade (NACOES UNIDAS, 2012).

De acordo com as ultimas estimativas da FAO (Organizacdo das Nacbes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura), foram feitos avangos importantes para a erradicagdo da fome. Os
paises em desenvolvimento, que representam a grande maioria da subalimentacao mundial,
sdo parte deste progresso. Apesar deste progresso geral no conjunto de paises em
desenvolvimento, muito mais ainda pode ser feito para reduzir a subalimentacéo e melhorar a
seguranca alimentar da populacdo (FAQO, 2014).

Os paises em desenvolvimento, como o Brasil, sdo particularmente vulneraveis aos
impactos negativos das mudancas climaticas, tais como “estresse” hidrico ou a seca, que
comprometem seriamente a seguranca alimentar e os esforcos para erradicar a pobreza
(NACOES UNIDAS, 2012). Segundo a Lei Organica de Seguranca Alimentar e Nutricional

(LOSAN), seguranca alimentar e nutricional é:

A realizacdo do direito de todos ao acesso regular e permanente a alimentos de
qualidade, em quantidade suficiente, sem comprometer 0 acesso a outras
necessidades essenciais, tendo como base praticas alimentares promotoras da salde
que respeitem a diversidade cultural e que sejam ambiental, cultural, econémica e
socialmente sustentaveis (LOSAN, art. 39).

Um compromisso politico constante ao mais alto nivel, que considere a seguranca alimentar e
nutricional como prioridade principal, é um pré-requisito para a erradicagdo da fome no
mundo (FAO, 2014).

As proteinas sdo consideradas o macronutriente mais importante para 0s seres
humanos, sendo a desnutricdo proteico-energética o maior problema nutricional mundial,
especialmente nos paises em desenvolvimento (HAN et al., 2015). A prevaléncia de proteina
animal na dieta ocidental tem se tornado bastante inconveniente desde que a sua producédo é
menos eficiente, mais cara e consome muito mais agua do que a producao de proteina vegetal

em mesma quantidade. Nao somente por esses fatores, segundo a FAO (2014), de todas as
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atividades humanas, a pecuaria também é a maior responsavel por erosdo de
solos,desmatamento e contaminacdo de mananciais aquiferos. A pecuaria utiliza 30% das
terras produtivas do planeta, sendo que outros 33% sdo destinados a producdo de graos
utilizados para alimentar esses animais. Dietas baseadas em proteina animal sdo um problema
insustentavel a longo prazo (SLYWITCH, 2012).

Os paises ricos possuem uma ingestdo calorica insustentavel e desproporcionalmente
alta, baseando-se, principalmente, em proteinas de origem animal (NACOES UNIDAS,
2012). O interesse no potencial de utilizacdo de proteinas a partir de fontes de vegetais e de
biomassa subutilizadas tem aumentado nos ultimos anos (HAN et al., 2015). A mudanca nos
habitos alimentares direcionada para uma dieta com maior participacdo de alimentos de
origem vegetal parece ser indiscutivel, entretanto as carnes, especialmente a bovina, sdo
alimentos muito valorizados pela sociedade ocidental (TAKEUTI; OLIVEIRA, 2013).
Melhores habitos alimentares devem ser estimulados para contornar problemas relacionados a
producdo de proteinas de origem animal. A ingestdo de outras fontes proteicas ¢ uma
alternativa de grande importancia para solucionar o problema da alimentacdo mundial.

N&o somente do ponto de vista de producdo, a introducdo de proteinas de origem
vegetal na alimentacdo traz diversos beneficios em relacdo as proteinas de origem animal. A
relagdo entre nutricdo e salde tornou-se um tema de grande relevancia nas Ultimas décadas
(DERNADIM et al. 2015). Muitos alimentos de origem vegetal possuem propriedades
bioldgicas que os fazem ser considerados como potencialmente funcionais e promotores da
salde (GARCIA et al., 2013). As dietas vegetarianas trazem resultados benéficos na
prevencdo e no tratamento de diversas doencgas cronico-degenerativas. Diversos estudos
associam efeitos positivos a salde com a maior utilizacdo de produtos de origem vegetal e a
restricdo de produtos oriundos do reino animal. Popula¢bes que consomem proteinas de
origem vegetal com alta frequéncia tém risco reduzido de cardiopatias, cancer, diabetes,
obesidade, doencas da vesicula biliar e hipertensdo (SLYWITCH, 2012).

Atualmente, a soja, que pertence a familia Fabaceae, é o produto de origem vegetal
mais consumido como fonte de proteinas tanto na alimentacdo humana como na animal
(RODRIGUES et al., 2012). Dietas ricas em proteina de soja diminuem os niveis de
colesterol total, reduzem as concentragfes de LDL e aumentam os niveis de HDL, podendo
ter efeitos sobre resisténcia insulinica, aterosclerose e alteracdes vasculares. Ndo é novidade
que a inclusdo da proteina de soja nos habitos alimentares da populagdo brasileira é uma
alternativa para a promocao, manutencéo, recuperacdo da saude e prevencdo de doengas de
individuos ou grupos populacionais (PEREIRA, 2013).
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A necessidade de minimizar os riscos relacionados ao consumo de alimentos de
origem animal, o crescente aumento populacional e o nimero de individuos que passam fome
no mundo (cerca de um bilhdo de pessoas) chamam atencéo para a necessidade da busca de
novas fontes de nutrientes, em especial de proteinas (FERNANDES, 2011). Incentivos a
biotecnologia e esta busca por novas fontes alimentares sdo metas para 0s paises em
desenvolvimento. O Paquistdo, por exemplo, desenvolveu um produto inovador que esta
ajudando a proteger os jovens da desnutricdo. Wawa Mum, feita a partir de grdo de bico
cultivado localmente, mostra que o fornecimento de conhecimento técnico pode ser a chave
para encontrar soluges locais para a desnutricio (NACOES UNIDAS, 2012). Nesse ambito,
o Brasil possui uma grande diversidade bioldgica que pode ser explorada tanto com a
finalidade nutricional quanto com a terapéutica (DERNADIM et al. 2015). Estudos
relacionados & qualidade de proteinas como novas fontes alternativas de nutrientes sdo de
grande importancia para nossa realidade (FERNANDES, 2011).

1.2 Semiéarido nordestino — O bioma caatinga

O nordeste abrange 18,27% do territério brasileiro, possuindo uma area de 1.561.177,8
km?; destes 841.260,9 km fazem parte do semiarido nordestino (Figura 1) (ARAUJO,
2011).Essa regido, que compreende 11% do territorio nacional, € caracterizada pelas elevadas
médias anuais de temperatura (27 °C) e evaporacdo (2.000 mm), com precipitacdes
pluviométricas de até 800 mm ao ano, concentradas em trés a cincos meses e irregularmente
distribuidas. Na regido semiarida nordestina vivem aproximadamente 25 milhdes de
brasileiros (LIMA et al. 2011).

A Caatinga é uma palavra de origem tupi: caa (mata) + tinga (branca) = mata branca
(DRUMOND et al., 2012). A caatinga representa 0 Unico bioma que se situa totalmente
dentro dos limites territoriais brasileiros e apresenta uma grande riqueza em biodiversidade. O
bioma se estende pela totalidade do estado do Ceard (100%) e mais de metade da Bahia
(54%), da Paraiba (92%), de Pernambuco (83%), do Piaui (63%) e do Rio Grande do Norte
(95%), quase metade de Alagoas (48%) e Sergipe (49%), além de pequenas porc¢des de Minas
Gerais (2%) e do Maranhéo (1%) (PIMENTEL et al., 2010).
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Figura 1: Semiarido nordestino. Detalhe mostra a localizagdo no mapa do Brasil
»y

Maranhao

Minas Gera

flantico

Fonte: Ministério da integracdo (MI)
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Dentre os biomas brasileiros a Caatinga é, provavelmente, o mais desvalorizado.
Apesar de sua riqueza, esta regido é a menos conhecida do Brasil (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2015). A Caatinga também € o bioma mais fragil que temos. A ciéncia,
identificando sua fauna e flora, nos mostra que ndo existe uma Caatinga s6, mas muitas
formas criadas pela interagdo de seus seres vivos com o conjunto edafoclimético do local.
Existem doze tipos de vegetacdes na Caatinga, que vdo das mais abertas, como as caatingas
arbustivas e arbustivo-arboreas, até as mais florestais, como as florestas estacionais. A
Caatinga ocupa 11% do territério nacional e merece, sem duvida, um enfoque apropriado e
politicas publicas feitas exclusivamente para a &rea que ocupa. A devastacdo e 0
desaparecimento da Caatinga podem ser considerados como um dos impactos ambientais mais
relevantes do semiéarido brasileiro (MAGALHAES et al., 2012).

1.2.1 Valorizagéo da biodiversidade e potencial regional

O bioma Caatinga abriga mais de 1.900 espécies vegetais, 510 espécies de aves, 240
espécies de peixes de agua doce, 143 espécies de mamiferos, 47 espécies de lagartos, 52 de
serpentes, 10 de anfisbenideos e 48 anfibios, sem contar grupos de invertebrados
(PIMENTEL et al., 2010).A maior parte do seu patriménio biol6gico ndo pode ser encontrado
em nenhum outro lugar do planeta (DRUMOND et al., 2012).

As florestas do semiarido sempre foram consideradas, pela falta de conhecimento,
pouco diversas, de pouca utilidade e, em alguns casos, um empecilho ao desenvolvimento da
regido (GARIGLIO et al., 2010). A Caatinga € o bioma semiarido mais biodiverso do mundo,
sendo extremamente distinto em espécies animais, vegetais, em paisagens e sob o ponto de
vista genético (DRUMOND et al., 2012). Importante para a manutencdo da economia do
Nordeste, essas florestas sdo utilizadas tanto na geracdo de energia para indudstrias e
domicilios, quanto para a obtencdo de produtos florestais ndo madeireiros, a exemplo do mel,
frutos, fibras e outros que se tornam alternativa de geragdo de renda para muitas familias
(GARIGLIO et al., 2010).

O bioma Caatinga também é muito rico em conhecimento tradicional associado a esta
biodiversidade, este conhecimento pode ser explorado para seu uso sustentavel e para o
desenvolvimento do pais (DRUMOND et al., 2012). Apesar de sua tamanha importancia, as
florestas do bioma vém sendo exploradas de forma ndo sustentavel e isso acaba acelerando

seu processo de degradacdo (GARIGLIO et al., 2010).Muitas plantas séo usadas para diversas
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finalidades de forma indiscriminada, reduzindo consideravelmente a diversidade e o nimero
de espécies antes mesmo do conhecimento de suas potencialidades (FERNANDES, 2011).

Um estudo mais completo poderia revelar o potencial de utilizacdo de muitas espécies.
Grande parte da populacdo que habita a Caatinga é carente e ja faz uso destes recursos
naturais para a sua sobrevivéncia (NASCIMENTO et al., 2011). Um real conhecimento da
potencialidade destes recursos € uma meta a ser alcancada para o desenvolvimento do pais e
para a preservacdo do bioma do semiarido brasileiro. O manejo sustentavel dos recursos
florestais da Caatinga € uma possibilidade real. Os recursos existentes possuem grande
potencial para serem explorados, ampliando a sua contribuicdo para o desenvolvimento
econémico e social da regido Nordeste. Pode existir uma melhoria da qualidade de vida da
populacdo, sem prejuizo para a sustentabilidade ambiental (GARIGLIO et al., 2010). O
Semiarido pode atingir o desenvolvimento econdmico e sustentavel, desde que sua exploracao
seja compativel com a capacidade de suporte de seus ecossistemas (ARAUJO, 2011).

Estudos que possam agregar valor econémico e viabilizar o uso racional e a
conservacdo da Caatinga, aliados a constante busca por novas fontes de proteinas vegetais
para atender a demanda crescente da populacdo sdo de extrema relevancia. As sementes das
espécies vegetais da Caatinga cearense apresentam um elevado potencial nutricional, como
elevado teor de proteinas, bom perfil de aminoéacidos essenciais e de minerais, s&o
importantes fontes de fibras e energia, além de conterem baixos compostos toxicos e/ou
antinutricionais, com perfis comparaveis ou mesmo superiores ao de outras leguminosas
selvagens, bem como ao de leguminosas mundialmente consumidas (FERNANDES, 2011).

Muitos produtos atualmente disponiveis estdo sendo estudados com o objetivo de
determinar seu valor nutritivo, visando sua futura utilizacdo na alimentacdo de seres humanos.
Muitas das espécies vegetais, sobretudo os grdos de leguminosas, presentes na Caatinga
cearense tém composi¢do que lhes candidatam a introducdo na alimentacédo (alto conteudo de
proteinas, fibra alimentar, carboidratos e minerais), mas apesar disso sdo negligenciadas para
este fim (CARVALHO et al., 2011). A producdo de alimentos de alta proteina a partir de
fontes sub-exploradas ¢ uma resposta importante ao problema da fome no mundo. Varias
fontes de novas proteinas alimentares ja foram identificadas e muitas mais ainda estdo
esperando ser descobertas (YULIANA et al., 2014).
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1.2.3 Cumaru [(Amburana cearensis (Allemao) A. C. Smith)]

A espécie vegetal Amburana cearensis (Allemao) A.C. Smith, popularmente
conhecida como Imburana-de-Cheiro, Amburana ou Cumaru, ¢ uma leguminosa da
subfamilia Papilionoideae de ocorréncia frequente em A&reas semiaridas do Brasil,
especialmente na regido do dominio Caatinga (FARIAS, 2009). A arvore possui caule reto e
chega a atingir 10 a 12 metros de altura e até 20 metros na zona da mata (Figura 2A). Possui
folhas compostas (Figura 2B) e flores branco-amareladas, pequenas e muito aromaticas
(Figura 2C). Os frutos sdo vagens achatadas de cor vermelho escuro, geralmente com apenas
uma pequena semente alada em seu interior (Figura 2D). As sementes (Figura 2E) medem de
1-2 cm, sdo rugosas, de cor escura e exalam um odor forte e agradavel, tipico da cumarina. No
Nordeste, o periodo de floragdo ocorre no inicio da estagcdo seca, entre maio e julho, e a
frutificaco se da de agosto a outubro (LUCIO et al., 2010).

A. cearensis é uma planta de multiplas utilidades (Figura 3); sua madeira, de excelente
qualidade, facil de ser trabalhada e com aroma agradavel, é vendida no comércio com o0 nome
de cerejeira (CANUTO et al., 2008). Seu potencial como arvore lenhosa € apreciado em
varias regides do semiarido nordestino (ALMEIDA et al., 2010). Um uso ndo muito
tradicional, mas que vem ganhando importancia nos Gltimos anos é a fabricacdo de tonéis com
a madeira de cumaru para a maturacdo de cachacas (SOUZA et al., 2014) e de cervejas
(DREDGE, 2013).

Suas raizes, entrecasca e sementes tém extenso uso na medicina popular,
principalmente, no tratamento de doencas como reumatismo e afeccdes respiratdrias
(ALMEIDA et al., 2010). A. cearensis € uma espécie que ja possui uma grande importancia
econémica no nordeste do Brasil (ARARUNA et al., 2013). Na medicina caseira, em varias
regides do pais, o cumaru é utilizado na forma de lambedor ou cha, no tratamento de
resfriados, bronquites, gripes e asma. A casca do caule é empregada contra dores reumaticas,
enquanto as sementes sdo utilizadas contra espasmos musculares (ALMEIDA et al., 2010).

Segundo levantamento bibliografico realizado por Almeida et al. (2010), A.cearensis é
rica em compostos como cumarinas, flavonoides e glicosideos fenolicos, os quais dao suporte
ao uso popular como broncodilatador, analgésico, anti-inflamatério e antirreumatico. Apesar
de muitos metabdlitos secundarios ja terem sido descritos, a cumarina é o melhor
caracterizado (SOUSA, 2014). A cumarina é o principio ativo da leguminosa utilizado na

industria alimenticia, de cigarro, de perfume e de medicamentos (CANUTO et al., 2008).
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Figura 2: Planta adulta, folhas, flores e sementes de Amburana cearensis (Allemao) A. C.
Smith. A) Planta adulta com a folhagem B) Folhas C) Flores D) Sementes aladas (secas) E)

Detalhe das sementes

FONTE: A)http://belezadacaatinga.blogspot.com.br B) www.cnip.org.brC) http://ibflorestas.org.br

D) e E)http://viveravidaeomeioambiente.blogspot.com.br
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Figura 3: Usos populares de Amburana cearensis (Allemao) A. C. Smith. A) Xarope de
cumaru (fitoterapico) B) Lambedor de cumaru com alho (fitoterapico) C) Oleo essencial de
cumaru para aromoterapia D) Mdveis feitos com madeira de cumaru E) Tonel de madeira

fabricado com madeira de cumaru

#Selachii

FONTE: A) www.infoteca.cnptia.embrapa.br B)http://aroeiracosmetica.com.br;

C)http://www.healingbrasil.com.br/; D)http://vivavida.com.br; E)http://produto.mercadolivre.com.br


https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/159204/1/SDC208.pdf
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Apesar dos inimeros usos etnoboténicos e das demais utilidades desta espécie, ainda
poucos trabalhos cientificos relatam atividades bioldgicas de interesse médico e/ou
agroindustrial ou mesmo a utilizacdo como fonte de alimentos para humanos e/ou animais,
visto que é uma espécie endémica de uma &rea com graves problemas socio-econdmicos.
Farias (2009) ja estudou o potencial nutricional das sementes de A. cearensis e de suas
proteinas isoladas. O autor concluiu que se trata de uma espécie com alta potencialidade para
inclusdo na dieta humana e animal e que, portanto, merece ser estudada com mais

profundidade.

1.3 Proteinas vegetais

As proteinas sdo moléculas importantes para 0s organismos animais, devendo,
portanto, estar presentes na alimentacdo em quantidades adequadas. Além do aspecto
guantitativo deve-se levar em conta o aspecto qualitativo, isto €, seu valor nutricional, que
dependera de sua composicdo, digestibilidade, biodisponibilidade de aminoacidos essenciais,
auséncia de toxicidade e de fatores antinutricionais, dentre outros. As proteinas vegetais,
quando comparadas as de origem animal, sdo deficientes em aminoacidos sulfurados como
metionina, cisteina e, em menor escala, em triptofano (FERNANDES, 2011). O consumo de
mais de uma fonte proteica de origem vegetal é importante para contornar esta deficiéncia e
proporcionar todos os aminoacidos essenciais ao bom funcionamento do organismo.

Proteinas vegetais sdo interessantes para a pesquisa neste momento, uma vez que sao
uma alternativa abundante as fontes de proteina de origem animal. As proteinas vegetais sao
uma matéria prima renovavel, biodegradavel e com diversas propriedades funcionais e fisico-
quimicas interessantes (NESTERENKO et al., 2013).

As leguminosas e 0s cereais, principais fontes de proteinas vegetais, sdo considerados
a base da dieta de toda uma sociedade, apresentando aminoacidos essenciais complementares
gue os tornam alimentos de boa qualidade e capazes de fornecer proteinas funcionais (BOYE
et al.,2010). As sementes de leguminosas, por possuirem elevado teor proteico, sdo
amplamente utilizadas na alimentacdo humana e animal (CARVALHO et al., 2012). Feijdes,
ervilhas, favas, lentilhas, grdo de bico e soja sdo exemplos de importantes leguminosas
amplamente utilizadas na alimentagdo humanae, entre as 20 espécies mais utilizadas, 0s
feijoes (Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata) e as ervilhas (Pisum sativum L) sdo 0s mais

amplamente cultivados e consumidos em todo o mundo (FERNANDES, 2011).
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1.3.1 Isolados proteicos de origem vegetal

As misturas proteicas de origem vegetal tém se tornado uma alternativa econémica,
social e ecologicamente vidvel para a industria de alimentos. Essas misturas tém o intuito de
complementar dietas deficientes e agregar maior valor nutricional as fontes alimenticias
(SANTOS et al., 2012). E cada vez mais comum 0 uso apenas da por¢do proteica das
sementes em formulagdes alimentares industriais, geralmente na forma de concentrados ou
isolados proteicos (FOEGEDING; DAVIS, 2011). Tentativas tém sido feitas para utilizacéo
de diversas preparagdes de sementes como ingredientes na industria de alimentos. Entretanto,
a soja tem sido o principal material usado para a producdo industrial de concentrados e
isolados de proteinas, devido, principalmente, ao seu alto teor de proteinas e ao bom
desempenho tecnoldgico de seus derivados (CARVALHO et al., 2009).

O processo de isolamento proteico por precipitacdo isoelétrica consiste na
solubilizacdo das proteinas em solucdo aquosa alcalina, separando-se o material insoltvel
durante uma primeira centrifugacdo. O sobrenadante sofre um ajuste de pH com solucGes
acidas, até um pH proximo ao ponto isoelétrico da maioria das proteinas. Neste ponto
isoelétrico, a solubilidade das proteinas € minima uma vez que as interagdes do tipo dipolo-
dipolo e eletrostatica entre moléculas de proteinas vizinhas aumentam, fazendo com que as
moléculas se atraiam e precipitem na solu¢cdo (DAMADORAN et al., 2010). O material
resultante da precipitacdo é desidratado por métodos como liofilizagdo e “spray-drying”. O
produto resultante, apds a secagem, é chamado de isolado proteico.

Carvalho et al. (2009) chamaram a atengdo para a diferengca entre isolados e
concentrados proteicos. Concentrado proteico é definido como aquele produto preparado a
partir da farinha desengordurada, obtida de grdos de alta qualidade, através de um processo de
obtencdo que se baseia na insolubilizacdo da maioria das proteinas, com a exclusdo parcial
dos carboidratos, sais minerais e outros componentes sollveis tipicos da farinha, resultando
em um produto com elevado teor proteico. No caso da soja, o teor minimo de proteina para o
concentrado proteico deve ser de 70%. O isolado proteico de gréos é definido como o produto
contendo quase a totalidade da fracdo proteica, sendo removida a maior parte dos
componentes ndo proteicos. No caso de isolado proteico de soja, o produto deve conter no
minimo 90% de proteina, em base seca.

Alimentos preparados a partir de novas fontes de proteinas, como concentrados e
isolados proteicos, necessitam ser mais estudados para que seja possivel entendermos melhor

seu comportamento e aproveitar melhor suas caracteristicas (SOUSA, 2014). Algumas
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sementes, com alto teor de proteinas, tém sido alvo de diversas pesquisas, por
exemplo:Aydemir; Yemenicioglu (2013) estudaram isolados de gréo de bico e lentilha; Tan et
al. (2014) estudaram um isolado de P. vulgaris; Yuliana et al. (2014) estudaram um isolado
proteico produzido a partir da casca da castanha de caju; Bucko et al. (2015) estudaram um
isolado produzido a partir de Cucurbita pepo, sementes de abobora;Evangelista et al.
(2014)estudaram um isolado proteico produzido a partir de sementes de Thlaspi arvense, erva

daninha; Ruiz et al. (2016) estudaram um isolado proteico de Chenopodium quinoa.

1.3.2 Ingredientes funcionais

Propriedade funcional pode ser definida como qualquer propriedade de um alimento
ou componente de um alimento, excetuando-se as nutricionais, que influenciam a sua
aceitacdo e utilizagdo pela industria (MEDEIROS, 2013). De um modo geral, as propriedades
funcionais das proteinas referem-se a qualquer propriedade quimica, fisico-quimica ou fisica,
que afete o processamento ou determine as fungbes do produto final (FILHO;
VASCONCELOS, 2011).Séo as caracteristicas que a proteina hidratada propicia, ou com a
qual contribui, em um produto alimenticio, destacando-se: solubilidade, capacidade de
absorcdo de agua e de 6leo, capacidade emulsificante, formacédo de gel e formacao de espuma.
Os atributos sensoriais dos alimentos sdo, em sua grande maioria, obtidos pelas interacGes
complexas entre varios ingredientes funcionais (DAMODARAM et al., 2010). A
funcionalidade ou valor funcional é definido como o somaté6rio de todas as propriedades
funcionais de um alimento ou ingredientes alimenticios (MEDEIROS, 2013).

Farinhas de proteina (< 65% de proteinas), concentrados proteicos (> 65% de proteina)
e isolados proteicos (> 90% de proteinas) podem ser adicionados aos alimentos para aumentar
0 seu valor nutritivo e fornecer desejados atributos funcionais especificos (BOYE et al.,
2010).

1.3.2.1 Solubilidade

A solubilidade de uma proteina é definida como a porcentagem de proteina que se
mantém em solucdo ou dispersdo coloidal sob condicdes especificas e que ndo sedimenta com
forcas centrifugas moderadas. As interagdes que mais influenciam as caracteristicas de
solubilidade das proteinas sdo as hidrofobicas e ibnicas. As interagcbes hidrofobicas

promovem a associacdo proteina-proteina e diminuem a solubilidade, entretanto, as
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interagBesionicas promovem as interacdes proteina-agua e aumentam a solubilidade (FILHO;
VASCONCELOQOS, 2011). A composicdo de aminoacidos das proteinas esta entre os fatores
gue mais afetam a sua solubilidade. Porém, as caracteristicas de hidrofobicidade e
hidrofilicidade de superficie da proteina sdo os fatores mais importantes, pois ¢ a superficie da
proteina que entra em contato com a agua que esta ao seu redor (DAMODARAM et al.,
2010).

As propriedades funcionais das proteinas sdo frequentemente afetadas pela
solubilidade proteica. Geralmente as proteinas requerem alta solubilidade para promover
emulsdo, espuma e geleificagdo (FILHO; VASCONCELOS, 2011). Mudangas
particularmente na diminuicdo da solubilidade das proteinas afetam de maneira desfavoravel

as suas caracteristicas funcionais (SILVA, 2013).

1.3.2.2 Capacidade de absorc¢éao de agua

A agua é um constituinte essencial dos alimentos. As propriedades texturais destes
dependem da interacdo da &gua com suas macromoléculas (proteinas e polissacarideos).
Muitas propriedades funcionais das proteinas, como solubilidade, dispersabilidade,
viscosidade, capacidade de retencdo de agua, formacao de espuma e geleificagdo dependem
das interacdes entre agua e proteina (DAMODARAM et al., 2010).

A capacidade de hidratacdo de uma proteina esta relacionada, em parte, com a sua
composi¢cdo de aminoacidos, pois quanto maior o nimero de residuos carregados, maior a
capacidade de hidratacdo da proteina (DAMODARAM et al., 2010). As proteinas exibem sua
hidratacdo minima em seu ponto isoelétrico, ja que as interacdes proteina-proteina minimizam
a interacdo com agua. Tanto acima como abaixo do ponto isoelétrico as proteinas fixam mais
agua devido ao aumento da sua carga liquida (negativa ou positiva) e das forcas repulsivas
(FILHO; VASCONCELOS, 2011). A capacidade de entumescimento ou absor¢do de agua
também vai depender de fatores extrinsecos como o tipo ou composi¢do de material proteico,
tempo de contato com a dgua e temperatura do processamento (SANTOS, 2012).

A capacidade de ligacdo de a4gua (CLA), as vezes também chamada de capacidade de
absorcdo de agua (CAA), pode ser definida como a quantidade de agua que pode ser

absorvida por grama de proteina.
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1.3.2.3 Capacidade de absorc¢ao de 6leo

A absorcdo de oOleo é de grande importancia em alimentos viscosos, como sopas,
molhos, massas e produtos de panificacdo, mas também exerce importante papel na qualidade
da textura de diversos alimentos, sendo bastante utilizada em produtos cérneos, como
salsichas e analogos de carne. A propriedade se destaca na retencdo de sabor e na
palatibilidade dos alimentos (AVANZA et al., 2012). A absorc¢éo de gordura varia em funcéo
da quantidade relativa de grupos hidrofobicos expostos da proteina, provavelmente, as cadeias
laterais ndo polares tenham estrita afinidade com as cadeias hidrofébicas da molécula de
gordura, contribuindo assim para sua absorcdo (FONTANARI et al., 2007).

A capacidade de absorcdo de 6leo (CAO), também conhecida como capacidade de
ligacdo com gordura ou dleo (CLO), € calculada como a massa em gramas de 6leo absorvida
por grama de proteina ou farinha (BOYE et al., 2010).

1.3.2.4 Propriedades emulsificantes

As emulsBes sdo sistemas dispersos de dois liquidos pouco solUveis ou insoluveis
entre si (FILHO; VASCONCELOS, 2011). Vérios alimentos naturais e processados, como
leite, manteiga, maionese, molho para salada, salsicha, linguica e bolo sdo produtos do tipo
emulsdo, nos quais as proteinas desempenham um papel importante como agentes
emulsificantes (CANO-MEDINA et al., 2011).As proteinas sdo excelentes emulsificantes,
pois possuem na mesma molécula partes hidrofébicas e hidrofilicas. Se tratam de moléculas
anfipaticas resultantes da mistura de residuos de aminoacidos polares e néo-
polares(DAMODARAM et al., 2010).

As moleculas de proteinas formam uma pelicula ao redor das goticulas de dleo
dispersas em meio aquoso e, desse modo, atuam impedindo mudancgas estruturais, como a
coalescéncia, cremosidade, floculacdo ou sedimentacdo. Propriedades emulsificantes de
proteinas sdo afetadas pela sua propor¢do de hidrofobicidade/hidrofilicidade e limitagdes
estruturais que determinam a facilidade com que ela pode se desdobrar para formar o filme
em torno das goticulas de 6leo dispersas (BOYE et al., 2010). A eficiéncia das proteinas em
formar emulsdes também pode ser influenciada pela temperatura, pelo pH e pela presenca de
sais (LIANG; TANG, 2013).

A atividade emulsificante (AEm) e a estabilidade da emulsdo (EEm) séo dois indices

frequentemente utilizados para avaliar as propriedades emulsionantes de uma proteina. A
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AEm mede a quantidade de 6leo que pode ser emulsificada por unidade de proteina, enquanto
EEm mede a capacidade da emulsdo de resistir a alteragdes na sua estrutura ao longo de um
periodo definido de tempo (BOYE et al., 2010).

1.3.2.5 Atividade espumante

Espumas sdo sistemas onde os gases estdo dispersos numa fase liquida, formando
bolhas de ar. A capacidade de formar e estabilizar espumas ndo é a mesma para todas as
proteinas (FILHO; VASCONCELOS, 2011). As propriedades espumantes das proteinas
dependem de varios fatores, tais como a concentracao e a solubilidade proteica, a presenca de
lipidios e o grau de desnaturacdo proteica. Além disso, algumas propriedades moleculares
interferem com a habilidade das proteinas formarem espumas estaveis, entre elas a
flexibilidade molecular, a hidrofobicidade, a densidade e a distribuicdo de carga
(DAMODARAN et al., 2010).

Os indices mais utilizados para medir a propriedade espumante sdo a atividade
espumante (AEs) e a estabilidade da espuma (EEs). Diferentes protocolos sdo relatados na
literatura para medir as propriedades de formacdo de espuma das proteinas. Em geral, as
dispersdes proteicas em concentracBes especificas sdo homogeneizadas a alta velocidade para
induzir a formacdo de espuma. A AEs é expressa como o volume (%) aumentado devido a
formacdo de espuma e a estabilidade da espuma é medida como a mudanca no volume de
espuma ao longo de um determinado periodo de tempo (BOYE et al., 2010).

Um importante fator que influencia na formagdo e na estabilidade da espuma € a
concentracdo de proteina. Quanto maior a concentracdo proteica, mais firme sera a espuma. A
estabilidade é aumentada por grandes concentracdes proteicas, uma vez que isto aumenta a
viscosidade e facilita a formacdo de uma pelicula proteica coesiva na interface. Muitos
alimentos processados sdo do tipo espuma: cremes batidos, paes e suflés séo apenas alguns
exemplos. As propriedades texturais proprias desses alimentos ocorrem em funcdo das
minusculas bolhas de ar dispersas, caracteristicas da formacéo de espuma (DAMODARAN et
al., 2010).

1.3.2.6 Geleificagdo

Um gel é uma fase intermediaria entre um solido e um liquido (FILHO;
VASCONCELOQOS, 2011). Os géis proteicos sdo sistemas altamente hidratados que contém até


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=643&q=homogeneiza%C3%A7%C3%A3o&spell=1&sa=X&ei=9eOYU_mcIMuisQTkzoDoAQ&ved=0CBkQvwUoAA
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98% de agua, em alguns casos. O mecanismo pelo qual a 4gua liquida pode ser mantida em
um estado semi-solido em géis ndo é bem compreendido (DAMODARAN et al., 2010).0
requisito basico para a funcionalidade de geleificagdo em um determinado alimento é a
formag&o de uma rede sob as restricbes de composicao e fabricagcdo do determinado alimento
(FOEGEDING; DAVIS, 2011). As ligacbes envolvidas na formacdo da rede sdo,
basicamente, pontes de hidrogénio, interacbes hidrofobicas e interacdes eletrostaticas. A
maioria dos géis proteicos alimentares sdo preparados aquecendo-se uma solucdo de proteina
(FILHO; VASCONCELOS, 2011).

A estabilidade da estrutura do gel, contra forcas térmicas e mecanicas, depende do
nimero e dos tipos de ligacGes cruzadas formadas pelas cadeias de monémeros. Varios
fatores ambientais, como pH e presenca de sais, afetam a capacidade de geleificacdo das
proteinas. O pH 6timo para a formagdo de gel é de aproximadamente 7 - 8, para a maioria das
proteinas (DAMODARAN et al., 2010).

A geleificacdo das proteinas € muito importante na preparacdo de varios alimentos,
como por exemplo pudins, gelatinas, sobremesas, tofu e carnes. Um importante indice da
capacidade de geleificacdo ¢ a Menor Concentracdo Geleificante (MCG), que pode ser
definida como a concentragdo minima de proteina ou amostra necessaria para formar um gel
autossustentado. As proteinas com menores MCG tém uma melhor capacidade de geleificacdo
(BOYE etal., 2010).

1.4 Seguranca de uso de proteinas vegetais

As plantas tém sido a base da medicina tradicional em todo o mundo por milhares de
anos e continuam provendo novos remédios a humanidade (PESSOA, 2015). O uso de plantas
com o objetivo de cura de enfermidades ou amenizacdo de seus sintomas é pratica comum e
que ndo acompanha orientacdo médica. Sendo, muitas vezes, utilizadas de forma
indiscriminada, tendo como argumento de que o “natural” ndo faz mal, ndo é toxico.
Entretanto, muitos componentes com atividades medicinais extraidos de plantas ja
demostraram acéo citotoxica, genotdxica e/ou mutagénica (SILVA et al., 2015). Consideravel
numero de plantas utilizadas na medicina popular pode causar algum efeito toxico aos seres
humanos. Entretanto, boa parte dessas nunca foi testada no que se refere a toxicidade,
consequentemente, ndo h4 um retorno a populagdo néo cientifica da seguranca de uso de todas
essas plantas (TARIQ et al., 2015).
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A toxicologia de alimentos constitui uma subérea da toxicologia que possui enorme
relevancia para a saude humana, tendo como objetivo analisar e definir quais alimentos tem
ou ndo potencial de apresentar toxicidade nas condi¢cdes normais de consumo. A toxicidade de
um alimento ocorre devido & presenca de um ou mais composto presentes no mesmo, que
podem causar danos a saude dos seres vivos, estando diretamente relacionada com diversas
condicdes, tais como: exposicdo da substancia, sua natureza, concentracdo no alimento,
frequéncia de ingestdo, tempo com que o alimento vem sendo ingerido, via de introducao no
organismo e susceptibilidade individual (MOURA et al., 2012).

A investigagdo de leguminosas selvagens economicamente viaveis como uma
alternativa de alimento amplia as fontes de proteinas para nutricdo humana. Porém, ndo basta
apenas disponibilizar e listar beneficios dessas fontes proteicas sem antes realizar os estudos
de toxicidade (FERNANDES, 2011). Na introducdo de uma nova fonte alimentar devemos
levar em consideragdo 0 mesmo principio que durante a introducdo de um novo medicamento,
devemos ter o maximo de precaucdo e estudar efeitos a curto e longo prazo. Os ensaios
toxicoldgicos sdo realizados para determinar os niveis de ingestdo das substancias que nédo
causem dano ao ser humano(MOURA et al., 2012).

Apo6s a liberacdo dos primeiros alimentos derivados das tecnologias do DNA
recombinante (AGM), a preocupacdo com a biosseguranca dos alimentos tomou proporgdes
enormes no mundo todo. No entanto, os AGMs nédo sdo as unicas fontes de riscos potenciais
aos consumidores (SOUZA, 2014). No Brasil, o 6rgdo que regulamenta novos alimentos a
serem introduzidos no mercado € a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria). A

agéncia define novos alimentos como:

Novos alimentos ou novos ingredientes sdo os alimentos ou substancias sem
histérico de consumo no Pais, ou alimentos com substéncias jA consumidas, que,
entretanto, venham a ser adicionadas ou utilizadas em niveis muito superiores aos
atualmente observados nos alimentos utilizados na dieta regular (ANVISA, 2013,

p.3).
A comprovacéo pré-mercado da seguranca de uso de determinados alimentos e ingredientes é
uma exigéncia legal, estabelecida pela ANVISA, com o objetivo de proteger a salde da
populacdo e reduzir os riscos associados ao consumo desses produtos, em resposta as
constantes inovagdes tecnoldgicas e ao aumento do comércio internacional (ANVISA, 2013).
O grande desafio decorrente da perspectiva ampliada de saude e da necessidade de
atendimento as demandas sociais para a constru¢do de novas politicas de seguranga, como as
formas de lidar com a diversidade de novos produtos sujeitos a vigilancia sanitaria e com os

novos alimentos classificados como funcionais, transgénicos ou derivados de organismos
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geneticamente modificados (OGMs), vem impulsionando a criacdo de cada vez mais novos
regulamentos (MARINS et al., 2014).

As leguminosas sdo conhecidas por conterem compostos que prejudicam a utilizacao
de seus nutrientes, especialmente de suas proteinas quando incorporados nas dietas, causando
efeitos deletérios agudos ou cronicos. Esses compostos sdo tidos como antinutricionais e sao
originados tanto do metabolismo primario quanto do metabolismo secundéario das plantas
(FERNANDES, 2011). Um vez que esses componentes sejam indentificados, uma alternativa
para aumentar a qualidade nutricional dessas fontes proteicas inclui a remogéo desses fatores
ou a sua inativacdo, por exemplo, através do cozimento dos grdos, como ocorre com 0S
feijes, dentre outros alimentos.

A. cearensis ndo possui historico de consumo alimentar no Brasil, portanto qualquer
iniciativa no sentido de incluir suas sementes ou seus derivados, como é o caso de seu isolado
proteico, na alimentacdo da populacdo, deveré seguir a legislacdo determinada pela ANVISA.
Este trabalho, no entanto, trata de uma avaliacdo preliminar do isolado proteico das sementes
de A. cearensis, mostrando suas caracteristicas nutricionais e seu potencial funcional. As
andlises toxicologicas realizadas visam apenas avaliar preliminarmente se ha indicios de
toxicidade que possam descartar seu uso na alimentacdo. Um estudo preliminar também pode
guiar o melhoramento deste protétipo até o desenvolvimento de um produto final, removendo

fatores interferentes ou inativando-os.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir um isolado proteico obtido a partir de sementes de Amburana cearensis,

caracterizar bioquimica e funcionalmente este isolado e avaliar sua seguranca de uso,

comparando-o com um isolado proteico de soja ja comercializado.

2.2 Objetivos especificos

Determinar as melhores condicGes de extracdo da farinha das sementes de A. cearensis
(pH de extracdo e precipitacdo, presenca e concentracdo de sal durante a extracdo,
proporcdo farinha/ solvente, tempo de extracdo) e estabelecer um protocolo vidvel que
maximize o rendimento do produto com o menor desperdicio de tempo;

Realizar a caracterizacdo bioquimica dos isolados proteicosatravés da determinacdo do
rendimento bruto e liquido de proteinas, da composi¢do proximal (proteinas totais,
lipidios totais, carboidratos totais e cinzas),do perfil de aminoacidos das proteinas, do
escore quimico dos aminoacidos, da avaliacdo da digestibilidade in vitro dos isolados,
da deteccdo de fatores tdxicos e/ou antinutricionais de natureza proteica (lectinas,
inibidores de tripsina e de quimotripsina) e de sua atividade bioldgica (atividade
antioxidante);

Investigar as propriedades funcionais (solubilidade do nitrogénio, capacidade de
absorcdo de agua e de oleo, capacidade emulsificante e estabilidade da emulséo,
capacidade de geleificacdo e estabilidade do gel, capacidade espumante e estabilidade
da espuma) dos isolados proteicos para avaliar seu potencial de utilizagdo em
aplicag0es e fabricagéo de alimentos;

Avaliar a toxicidade dos isolados proteicos em ensaio de toxicidade aguda, toxicidade

de doses repetidas e atividade hemolitica.
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3 MATERIAIS

3.1 Obtencao e processamento das sementes de A. cearensis

As sementes de A.cearensis, foram adquiridas comercialmente no Emporio
Manancial(Feira de Santana, Bahia, Brasil).As sementes tiveram sua parte alada retirada e
foram trituradas em moinho elétrico para grdos de café (Cadence MDR301, Caxias do Sul,
SC, Brasil). A farinha obtida foi peneirada em malha de 500 pum, para a obtencdo de um
material homogéneo, e posta em estufa (Fanem, Modelo 002 CB, Séo Paulo, Brasil) a45 °C
por 48 horas para retirada do excesso de umidade. Parte da farinha obtida foi desengordurada
a frio e em repouso, em capela de exautdo, utilizandohexano na proporcdo 1:3 (m/v) e um
total de quatro trocas de solvente, uma a cada 24 horas. Apds o procedimento, a farinha ficou
secando overnight em capela de exaustdo de gasese foi novamente colocada em estufa a 45 °C
por 48 horas. As farinhas obtidas, integral denominada FIAc (Farinha Integral de A.
cearensis) e desengordurada FDAc (Farinha Desengordurada de A. cearensis), foram
acondicionadas em recipientes plasticos hermeticamente fechados a temperatura ambiente até

a realizacao das analises.

3.2 Isolado proteico de soja

O isolado proteico de soja,marca Ceifeiro(Maracanal, Ceard, Brasil), foi obtido
comercialmente em uma loja de produtos naturais da cidade de Fortaleza (Ceard, Brasil). Este
foi acondicionado em recipiente plastico hermeticamente fechado, a temperatura ambiente,
até a realizacdo das analises. O isolado foi denominado neste trabalho PIS (“Protein isolate of

Soybean” - Isolado Proteico de Soja).

3.3 Reagentes quimicos e outros materiais

O 6leo de soja (Liza®, Cargill, Sao Paulo, SP, Brasil) utilizado na determinagdo da
capacidade de absorcéo de oOleo e na atividade emulsificante foi adquirido em supermercado
na cidade de Fortaleza (Ceara, Brasil).

Os kits Bioclin para determinagdo de sdédio e potéassio foram adquiridos da Quibasa

Quimica Bésica (Belo horizonte, Brasil).
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Sulfato de amoénio foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Metilenobisacrilamida, dodecil sulfato de sodio (SDS) e TEMED (N’, N’, N', N'-
tetrametiletilenodiamina) foram adquiridos da AMRESCO Inc. (Ohio, EUA). Albumina
sérica bovina (BSA), marcadores de massa molecular, proteases, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), acrilamida, coomassie brilliant blue R-250 ¢ - mercaptoetanol foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MI EUA).

Todos os demais reagentes utilizados neste estudo foram de grau de pureza analitica e

estdo citados no decorrer da descri¢do da metodologia.

3.4 Materiais bioldgicos

3.4.1 Suspensao de eritrocitos

O sangue de coelho foi coletado com seringa a partir da veia marginal da orelha. O
sangue de rato foi coletado via plexo-orbital, sob anestesia. O sangue humano foi obtido de
doador voluntario adulto e saudavel. As amostras, de 2mL cada, foram colhidas em tubos com
EDTA,homogeneizadas e acondicionadas a 4 °C, até o momento do isolamento dos
eritrocitos. Todos os protocolos com animais, adotados neste trabalho, foram previamente
aprovados pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da UFC.

Para o isolamento dos eritrocitos e preparo das suspensdes, as amostras de sangue
foram centrifugadas (Fanem, S&o Paulo, Brasil) a 200 x g, por 10 min, a 25 °C. O
sobrenadante foi cuidadosamente desprezado. Ao precipitado de eritrocitos foi adicionada
solucdo salina (NaCl 0,9%) para substituir o volume de plasma retirado, a amostra foi
homogeneizada e centrifugada novamente nas mesmas condi¢Ges. Repetiu-se 0 processo por
no minimo cinco vezes, até obter um sobrenadante totalmente transparente. O precipitado foi
denominado “papa de hemacias” e utilizado para atividade hemolitica e hemaglutinante,

conforme tépicos 4.4.1 e 4.2.8.1.

3.4.2 Animais de laboratorio

O coelho da raca California foi adquirido junto ao Setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da UFC (Fortaleza, Ceard). Este foi mantido no Biotério de
Manutencdo do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC com agua e racéo
(Biobase, Bio-Tec, Sdo Paulo, Brasil) ad libitum.
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Os camundongos fémeas Swiss e 0s ratos machos e fémeas Wistar foram adquiridas
com trés semanas de idade do Biotério Central da UFC (BIOCEN-UFC). As fémeas eram
nuliparas e ndo prenhes. Os animais foram alojados no biotério de experimentacdo do
Bioprospec, Departamento de Biologia da UFC, com condigOes controladas de temperatura
(23,0 =+ 2,0 °C), fotoperiodo (12 h claro/12 h escuro) e umidade do ar (45-55%). Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno, com substrato de raspa de pinho (Biotécnicas,
Sdo Paulo, Brasil) e agua e racdo (Biobase, Bio-Tec, Séo Paulo, Brasil) ad libitum até o inicio
de cada experimento.

Todos os protocolos com animais, adotados neste trabalho, foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da UFC, que adota 0s
preceitos do COBEA e obedece a Lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que

regula o uso de animais em pesquisas cientificas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao dos isolados proteicos

Para determinacdo das condicdes ideais, que iriam resultar em um maior rendimento
do isolado proteico da farinha das sementes de A. cearensis, diversos parametros foram
analisados separadamente. Foram padronizadas como condicGes iniciais: pH 9,0 (determinado
logo no primeiro ensaio de extracdo proteica (se¢do 5.1.1), extracdo com agua na propor¢do
1:50 por 1 hora, sem reextragdo. De acordo com a variavel avaliada, uma por vez, essas
condicdes foram alteradas, avaliando aquelas que poderiam aumentar a extratibilidade das
proteinas de FDAc de forma mais conveniente e com menor desperdicio de tempo. Todos 0s
testes foram conduzidos sob temperatura ambiente (aproximadamente 24 °C) e sob agitacéo

constante.

4.1.1 pH de extracao proteica

A determinacdo do pH 6timo de extracdo proteica de FDAcfoi realizada em duplicata.
Assim, 1 £ 0,001 g de farinha desengorduradade A. cearensis(FDAC) foi dissolvido em 50 mL
de agua destilada (proporcdo 1:50 m/v) e o pH da solucédo foi ajustado para 7; 8; 8,5; 9; 9,5 e
10 com NaOH 1 M empHmetro (modelo DM-20, Digimed, Campo Grande, Brasil) . As
amostras permaneceram sob agitagdo constante em banho-maria (Dubnof, modelo 304-D,
Nova Etica,Vargem Grande Paulista, Brasil) sem aquecimento (temperatura ambiente,
aproximadamente 24 °C), durante uma hora. Apds este periodo, foram filtradas em tecido de
trama fina e centrifugadas a 10.000 x g, 4 °C,durante 30 minutos (Zentrifugen Rotina 380R,
Hettich, Tuttlingen, Alemanha). O teor de proteinas sollveis presentes no sobrenadante foi
determinado de acordo com o método descrito por Bradford (1976).

4.1.2 Degradacéo de proteinas em virtude do pH

A andlise da degradacdo das proteinas de FDAc foi realizada atraves de
monitoramento por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS, de acordo com
a metodologia descrita por Laemmli (1970). Os sobrenadantes da extracdo de FDAcobtidos
(secédo 4.1.1), nos pH 7; 8; 8,5; 9; 9,5 e 10 foram aliquotados em tubos para microcentrifuga e

precipitados com acetona mantida em temperatura abaixo de zero overnight. As amostras
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foram centrifugadas a 10.000 x g, 25 °C, por 5 minutos e os sobrenadantes descartados. Ao
precipitado, foram adicionados 100 pL de uréia/tiouréia (7M/9M) e a suspensdo foi
homogeneizada com cuidado, para evitar a formacdo de espuma. As proteinas foram
quantificadas por Bradford (1976) e adicionadas ao tampéo de amostra Tris-HCI 0,0625 M,
pH 6,8, contendo SDS 1% e azul de bromofenol (para a marcacdo da frente de corrida
eletroforética, a 0,02%). A concentracdo final foi de 15 pg de proteina por pogo da
eletroforese. As corridas foram realizadas em sistema de eletroforese unidimensional
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA), com géis de aplicacdo contendo 3,5% de
poliacrilamida em tamp&o Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS 1% e géis de separacdo contendo
15% de poliacrilamida em uma solucdo tampédo Tris-HCI 3 M, pH 8,9 e SDS 1%. Apds o
término da corrida, o gel foi corado segundo a metodologia descrita por Weber e Osborn
(1969) com solucdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05% em metanol, &cido acético
glacial e &gua (1:3,5:8; v/v/v). A visualizacdo das bandas proteicas ocorreu apds descoloracao
utilizando solucdo de metanol, &cido acético glacial e agua (1:3, 5:8; v/v/v). Como
marcadores de massa molecular padrdo foram utilizadas as seguintes proteinas: fosforilase b
de coelho (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina de galinha (45 kDa),
anidrase carbonica bovina (30 kDa) e alfa-lactalbumina bovina (14,4 kDa) (GE Healthcare
Life Sciences, USA).

4.1.3 Presenca e concentracdo de sal durante a extracéo

A avaliacdo da presenca e da concentracdo de sal na solucdo extratora de proteinas de
FDAc foi realizada em duplicata.Testes anteriores (ndo publicados) realizados pelo grupo
com seis diferentes solucdes (fluoreto de sodio, acetato de sddio, iodeto de potassio, cloreto
de sodio, cloreto de calcio e citrato de s6dio) mostraram que a melhor solucdo de extracao de
proteinas para FDAc seria cloreto de sodio (NaCl). Foram testadas, portanto, a extracdo
somente com &gua destilada e com diferentes concentra¢es de NaCl (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5
M). Assim, 1 + 0,001 g de FDAc foi dissolvido em 50 mL de solucgéo extratora e o pH da
solugédo foi ajustado para 9,0 com NaOH 1 M. As amostras permaneceram sob agitacdo
constante, em banho-maria sem aquecimento (temperatura ambiente), durante uma hora,foram
filtradas em tecido de trama fina e centrifugadas a 10.000 x g, 4 °C,durante 30 minutos. O
teor de proteinas sollveis presentes no sobrenadante foi determinado de acordo com Bradford
(1976).
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4.1.4 Proporcao FDAc/Solvente

A determinacdo da melhor proporcdo FDAc/solvente, foi realizada em duplicata.
Foram testadas as propor¢des 1:10; 1:20 e 1:30 (m/v). Em 50 mL de &gua destilada, foram
dissolvidos 1,6; 2,5 e 5 g (£ 0,001 g) de FDACc, de acordo com a proporcao final esperada. O
pH da solucéo foi ajustado para 9,0 com NaOH 1 M eas amostras permaneceram sob agitacédo
constante em banho-maria sem aquecimento (temperatura ambiente), durante uma hora. Apds
este periodo, foram filtradas em tecido de trama fina e centrifugadas a 10.000 x g, 4
°C,durante 30 minutos. O teor de proteinas sollveis resultantes da extracdo de FDAc em

diferentes proporc@es de farinha/solvente, foi determinado de acordo com Bradford (1976).

4.1.5 Reextracdo da amostra

A necessidade de reextracdo de FDAc foi realizada na proporcdo 1:10, de modo a nédo
aumentar em demasiado o volume do ensaio que seria fator limitante durante a etapa de
centrifugacdo.O precipitado resultante da centrifugacdo nas proporcées 1:10, 1:20 e 1:30 foi
unido a farinha que teria ficado durante a etapa de filtracdo em tecido de trama fina. Esses
foram reextraidos em agua destilada naproporcao 1:10 (m/v), de acordo com a massa inicial
de FDAc em cada proporcéo do ensaio. O pH foi novamente ajustado para 9,0 e as amostras
permaneceram sob agitacdo constante durante mais uma hora. Apds este periodo, as amostras
foram filtradas e centrifugadas da mesma maneira, como ocorreu na primeira etapa do
processo. O teor de proteinas sollveis resultantes da reextracdo de FDAc foi determinado de
acordo com Bradford (1976).

4.1.6 Tempo de extracdo

Para a determinacdo do tempo necessario para maxima extracdo proteica da farinha
das sementes de A. cearensis,1 £ 0,001 g de FDAc foi suspenso em 50 mL de agua destilada e
0 pH da solucdo foi ajustado para 9,0 com NaOH 1 M, em duplicata. Ensaios anteriormente
realizados pelo grupo mostraram que 0 melhor tempo para a extracdo das proteinas de FDAC
seria de 1 hora e que em 2 ou 3 horas, ndo haveria mais extracdo eficiente de proteinas. Os
testes, portanto, visaram diminuir ainda mais este periodo de tempo. As amostras
permaneceram sob agitacdo contante em banho-maria sem aquecimento (temperatura

ambiente), durante 20, 40 ou 60 minutos. Os procedimentos seguintes se repetiram
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semelhantes aos tépicos anteriores com filtragdo em tecido de trama fina, centrifugacdo a
10.000 x g, 4 °C,durante 30 minutos e determinacdo do teor de proteinas sollveis no
sobrenadante (Bradford, 1976).

4.1.7 pH de precipitacdo de proteinas

A determinacdo do pH otimo de precipitacdo proteica de FDAcfoi realizada em
duplicata. O extrato bruto obtido com o pH 6timo de extracdo (pH 9,0) foi filtrado em tecido
de trama fina e centrifugado a 10.000 x g, 4 °C,durante 30 minutos. O sobrenadante foi
fracionado em tubos Falcon de 50 mL e submetido a precipitacdo isoelétrica em diferentes pH
(3; 3,5; 4;4,5; 5;5,5; 6 e 6,5), apos ajuste com HCI 1 M. Os tubos permaneceram em repouso
por 18 horas a 4 °C e as amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 x g, 4 °C,durante
30 minutos. O teor de proteinas solUveis presentes no sobrenadante e no extrato bruto
inicial(antes de sofrer precipitacdo) foi determinado de acordo com o método descrito por
Bradford (1976).

4.1.8 Producéo do isolado proteico

Para a producdo do isolado proteico de A. cearensis (PIAc) a partir da farinha
desengorduradadas sementes, a extracdo foi realizada utilizandoagitador magnético (modelo
color squid, Wilmington, NC), devido ao grande volume de material. Para determinacdo dos
melhores parametros para extracdo foram levados em consideragdo a capacidade de extracdo
proteica, 0 tempo e a conveniéncia para a producdo do isolado em grande quantidade.

As proteinas de FDAc foram extraidas de acordo com as condic¢es determinadas nos
topicos anteriores e filtradas em trama de aco a 250 um. O extrato bruto resultante (EB) foi
centrifugado (Hitachi CR 21, Toquio, Japdo) a 10.000 x g, 4 °C, por 30 minutose teve seu
sobrenadantesubmetido a precipitacdo isoelétrica. Nesta precipitacdo, o pH do EB foi
reduzido com HCL 1M para um valor que coincide com o ponto isoelétrico da maioria das
proteinas presentes no extrato. A solugcdo permaneceu em repouso por 18 horas a 4 °C para a
precipitacdo das proteinas (Figura 4) e foi centrifugada a 10.000 x g, 4 °C,durante 30 minutos.
O material precipitado com a centrifugagdo foi ressuspendido em &gua destilada e
neutralizado com NaOH 1 M até pH 7,0. O material foi submetido a secagem por atomizagdo
(spray drying - Figura 5). Os parametros utilizados para secagem foram 0s seguintes:
velocidade de 0,5 L por hora, fluxo de ar 4, temperatura de entrada de 160 °C e temperatura
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de saida de 100 °C. O isolado obtido (PIAc) foi acondicionado em recipiente plastico

hermeticamente fechado, a temperatura ambiente até a realizacdo das analises.

4.1.9 Determinacdo do rendimento bruto e rendimento liquido de proteinas

Para a determinacdo do rendimento bruto do PIAc (mg de isolado proteico/ grama de
farinha desengordurada), foram realizadas extracbes conforme condigdes determinadas na
secdo 4.1. A massa do isolado proteico, obtida a partir de 700 gramas de FDAc, foi utilizada

no célculo do rendimento bruto de acordo com a seguinte a formula:

Rendimento bruto (%) = PIAc (g) x 100
FDACc ()

Complementarmente, para o célculo do rendimento liquido de proteinas, foram
utilizados a massa (em gramas) de proteinas contidas em 700 gramas de FDAc e no total do
PIAc produzido. Assim, o rendimento liquido de proteinas foi determinado de acordo com a

férmula;

Rendimento liquido (%) = __ Proteinas de PIAc (g) x 100
Proteinas de FDAc

4.2 Caracterizacao bioquimica e nutricional
4.2.1 Teor de Umidade
O teor de umidade de FIAc, FDAc, PIAc e PIS foi determinado em aparelho

determinador de umidade infravermelho (Marte, ID50, S&o Paulo, Brasil), partindo de 1 £

0,001 g das amostras ndo-desidratadas.



Figura 4: Precipitagdo isoelétrica das proteinas presentes no extrato bruto da

farinha desengordurada de Amburana cearensis

FONTE: Foto tirada pelo autor
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Figura 5:Secagem por atomizacdo (spray drying) do isolado proteico de
Amburana cearensis produzido. Velocidade de 0,5 L por hora, fluxo de ar 4,

temperatura de entrada de 160 °C e temperatura de saida de 100 °C

FONTE: Foto tirada pelo autor
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4.2.2 Composi¢éo Proximal

4.2.2.1 Proteinas totais

O teor de proteinas totais de PIAc e PISfoi determinado segundo o método de micro
Kjeldahl através da quantificacdo de nitrogénio total. O experimento foi realizado em
triplicata e o fator de conversao de nitrogénio para proteina utilizado foi de 6,25. Tubos para
digestdo contendo 0,05 g de amostra homogénea, 0,5 g de catalizador (sulfato de potassio,
sulfato de cobre e selénio metélico na proporcdo 100:10:1, respectivamente) e 2,5 mL de
acido sulfurico (P.A.), foram levados para um digestor (Marconi, modelo MA 448,
Piracicaba, Brasil) e a temperatura foi elevada gradativamente até que se alcancasse 400 °C.
As amostras foram digeridas durante 45 minutos e, apos esfriarem, foram transferidas para
balGes volumétricos de 50 mL e diluidas com &gua destilada até que seu volume fosse
aferido. A quantidade total de nitrogénio contida nas amostras foi determinada através de
ensaio fotocolorimétrico descrito por Baethgen e Alley (1989), utilizando curva padrdoobtida

com concentragdes crescentes de sulfato de amonio.

4.2.2.2 Lipidios totais

O teor de lipidios totais de PIAc e PISfoi determinado em triplicata, seguindo a
metodologia descrita pela AOAC (1997). Amostras de 5 g foram pesadas em balanga
analitica, embaladas em cartuchos de papel filtro e tranferidas para um sistema de Soxhlet 303
mm (Quimis M250008, Diadema, Brasil). A extracdo de lipidios utilizou hexano como
solvente na proporcao 1:30 (m/v) e ocorreu durante 8 horas continuas. Finalizado o processo,
o hexano foi transferido para béqueres, devidamente secos em estufa (105°C por 24 horas) e
pesados, evaporado em capela de exaustdo overnight e em estufa de secagem 105 °C por 4
horas. Os lipidios totais foram calculados pela diferenca entre a massa final e inicial dos
béqueres. Os célculos percentuais foram realizados levando em consideragdo a amostra

inicial.

4.2.2.3 Matéria mineral

A matéria mineral de PIAc e PISfoi determinada seguindo a metodologia descrita pela
AOAC (1997). O ensaio foi realizado em triplicata e as amostras pesando 0,5 gramas foram
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levadas em cadinhos de porcelana a um forno mufla (Quimis, modelo Q-318m24, Diadema,
Brasil). Apds o aparelho atingir a temperatura de 550 °C, as amostras foram calcinizadas
durante 4 horas, transferidas para dessecador até atingir a temperatura ambiente e novamente
pesadas. O valor de matéria mineral foi determinado pela diferenca entre as massas final e

inicial dos cadinhos e expresso como percentual da amostra inicial.

4.2.2.4 Carboidratos totais e carboidratos digeriveis

O teor de carboidratos totais de PIAc e PISfoi determinado seguindo a metodologia
descrita por Dubois (1956), onde 1 mL da amostra foi adicionado a 1 mL de fenol e 5 mL de
acido sulfarico.Os tubos permaneceram em repouso por 15 minutos em banho de gelo e as
absorbancias foram lidas em espectrofotometro (Genesys 10, modelo Spectronic Unicam,
New York, EUA) a 490 nm. As leituras foram comparadas a uma curva padrdo obtida com
diferentes concentracBes de glucose. A concentracao de carboidratos foi calculada de acordo
com a formula:

Concentragdo (mgC/mL) = absorbancia x fator x 1/diluicdo

1000

O percentual de carboidratos digeriveis na FIAc foi calculado por diferenca dos
demais constituintes (proteinas totais, lipidios totais, matéria mineral e fibra alimentar total),

de forma que a soma total fosse 100%.

4.2.2.5 Fibra alimentar total

Adeterminagdo do teor de fibra alimentar total de FIAc foi realizada seguindo
metodologia de Prosky et al. (1988). Esta metodologia é recomendada pela AOAC (1997) e
utiliza uma combinagdo de métodos enzimaticos e gravimétricos. Foi utilizado o kit para
determinacdo de fibra alimentar total TDF-100A (Sigma-Aldrich Co., St Louis, EUA). As
amostras secas e desengorduradas foram gelatinizadas com a-amilase termoestavel e digeridas
enzimaticamentecom protease e amiloglucosidase,removendo assim as proteinas e o amido
presentes na amostra, respectivamente. Em seguida, foi adicionado etanol 95% para precipitar
a fibra alimentar solGvel e as amostras permaneceram em repouso “overnight”.O residuo foi
entdo filtrado em cadinho de vidro com fundo poroso, com o auxilio de bomba de vacuo

(Liobras, modelo 1S046, S&o Carlos, Brasil) e lavado com etanol 78%, 95% e com


http://www.apontador.com.br/sp/sao-carlos/
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acetona.Ap0s a secagem em estufa, os residuos foram pesados. Metade dos residuos de cada
amostra foi analisado para proteinas totais e o restante para matéria mineral, (segundo o0s
topicos 4.2.2.1 e 4.2.2.3, respectivamente). Paralelamente as amostras, foi realizado um
ensaio “branco”, onde nenhuma amostra estava presente. O teor de fibra alimentar total (FAT)

das amostras foi calculado segundo a formula a seguir:

%FAT =R() -P(@)-C(a)-B
Pi (a)

Onde:

R(a) = Massa do residuo ap0s filtracéo

P(a) = Massa das proteinas no residuo

C(a) = Massa da matéria mineral (cinzas) no residuo

B = Residuo(branco) — Proteinas(branco) — Matéria mineral (branco)

Pi(a) = Massa inicial da amostra

4.2.3 Quantificacdo de proteinas solUveis

A quantificacdo do teor de proteinas sollveis no extrato bruto (EB) foi realizada
seguindo metodologia descrita por Bradford (1976), com pequenas alteragdes no volume do
ensaio. Uma aliquota de 50 uL do extrato bruto foi adicionada a 1,25 mL do reagente de
Bradford e a mistura foi agitada em agitador do tipo vortex (modelo QL-901, Biomixer, S&o
Paulo, Brasil) por alguns segundos. Ap6s repouso por 10 minutos em local protegido da luz,
as absorbancias foram lidas a 595 nm em espectrofotdmetro. A concentracdo de proteinas
solGveis na amostra foi estimada em relacdo a uma curva padrdo obtida com diferentes

concentracdes de albumina sérica bovina (BSA) diluida em NaCl 0,9%.

4.2.4 Determinacgdo da composi¢cdo de aminoacidos

A analise dos aminodcidos totais e livres de FDAc, PIAc e PIS foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)em coluna de fase reversa, segundo a
metodologia descrita por Hagen et al.(1989). Para os aminoacidos totais foi realizada a
hidrélise acida com fenol onde ocorreu a liberagdo dos aminoacidos individuais. A0S
aminoacidos liberados nesta etapa, foi adicionado o acido a-aminobutirico como padrédo

interno. Apos a eliminacdo do &cido por evaporagdo a vacuo foirealizada uma reevaporagédo
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com solucdo de acetato de sodio, metanol e trietilamina. Apos este procedimento foi realizada
a derivatizacdo do hidrolisado com solucdo de metanol, agua ultrapura, trietilamina e
fenilisotiocianato (PITC). Os aminoacidos foram dissolvidos em diluente e introduzidos na
coluna. A fase mével consistiu nos eluentes A e B. Os eluentes com pH 6,6 continham acetato
de sddio, acetonitrila, dgua ultrapura e EDTA dissddico. As areas dos picos obtidas a partir da
amostra desconhecida foram quantificadas em compara¢do com as de uma mistura padrdo de
aminoéacidos e padrdo interno a 254 nm. Para os aminoéacidos livres foram realizadas as etapas
de extragéo e desproteinizagcdo em HCI 0,1 M e metanol 99%, respectivamente. Os processos
de secagem e derivatizacdo foram os mesmos utilizados para 0os aminoacidos totais.

O aminoécido triptofano foi determinado segundo a metodologia descrita por Spies
(1967). As amostras sofreram hidrolise enzimatica com pronase a 40 °C durante 22-24 horas,
seguida de reacdo colorimétrica com 4-dimetilaminobenzaldeido (DAB) em &cido sulfdrico
21,1 N e leitura em espectrofotdmetro a 590 nm. O teor de triptofano foi calculado a partir de

uma curva padrao.

4.2.5 Digestibilidade in vitro

O ensaio de digestibilidade sequencial in vitro foi realizadoutilizando as enzimas
pepsina e tripsina, segundo a metodologia descrita por Tang et al. (2009). Em duplicata, 0,5 ¢
de PIAc e PIS foram suspensos em HCI 0,1 M (pH 1,5) (1% m/v) e incubados em banho-
maria a 37 °C por 5 minutos, sob agitacdo constante. Em seguida, 0,005 g de pepsina
(enzima:proteina = 1:100 m/m) foi adicionado, homogeneizado e a suspensdo incubada a 37
°C, por duas horas sob agitacdo constante. A reacdo foi parada com a adicdo de NaOH 5 M
até a elevacdo do pH para 7,0. Foi adicionado 0,005 g de tripsina (enzima:proteina = 1:100
m/m) & mistura neutralizada e esta foi novamente incubada em banho-maria sob as mesmas
condigdes por mais duas horas.

Lentamente (com o auxilio de uma bureta), foi adicionado 0 mesmo volume final da
suspensdo de &cido tricloroacético (TCA) 10%. A suspensao foi centrifugada e o teor de
nitrogénio presente no precipitado (Nt) foi determinado conforme o topico 4.2.2.1. Para a
obtenc¢éo do controle negativo (branco), 0,5 g de PIAc e PIS foram suspensos em HCI 0,1 M e
precipitados com TCA, sem terem passado pela digestdo enzimatica. A suspensdo foi

centrifugada e o nitrogénio presente no precipitado foi quantificado e denominado No.
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A digestibilidade proteica (%) foi definida como:

% Digestibilidade = No — Nt
Ntot

No: Nitrogénio no precipitado da amostra que nédo sofreu digestdo enzimatica (branco)
Nt: Nitrogénio no precipitado da amostra que sofreu digestdo enzimatica

Ntot: Nitrogénio total presente na farinha da semente ou isolado proteico

4.2.6 PDCAAS

O valor da digestibilidade proteica in vitro foi utilizado para o calculo do escore
quimico de aminoéacidos corrigido pela digestibilidade proteica (PDCAAS, Protein
digestibility corrected aminoacid score) como descrito por WHO, FAO e UNU (2007), de

acordo com a formula:

PDCAAS = AA limitante do teste (mg)/ Proteina (g) x Digestibilidade proteica

Mesmo AA na proteina referéncia (mg)/ Proteina (g)

4.2 8Fatores toxicos e/ou antinutricionais

4.2.8.1 Lectinas

A presenca de lectinas nos isolados proteicos PIAc e PIS foi avaliada em triplicata
através de ensaios de atividade hemaglutinante, seguindo a metodologia descrita por Moreira
e Perrone (1977), com pequenas modificagdes. Os isolados, na concentracdo de 1 mg/mL,
foram diluidos seriadamente com solucdo salina (NaCl 0,9%) nas proporcdes 1:2; 1:4; 1:8;
1:16; 1:32 e 1:64 e a cada diluicdo foi adicionado uma suspensdo a 2% de eritrdcitos de
coelho, rato e homem na proporc¢édo 1:1 (v/v). A solucéo de eritrocitos a 2% foi obtida a partir
da “papa de hemacias” de acordo com a secdo 3.4.1, tendo seu valor corrigido pelo
hematocrito sanguineo. O ensaio foi realizado com os eritrdcitos nativos e com os eritrocitos
previamente tratados com tripsina. O tratamento com a protease foi realizado através da
mistura da solucgéo de proteases (1 mg/mL) com a suspensdo de eritrocitos a 2%, na proporcao

1:100 (v/v), por 1 h, a temperatura ambiente e homogeneizacfes a cada 10 minutos. Em
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sequida, as proteases foram retiradas por centrifugacdes e lavagens com solugdo salina.Os
tubos contendo o extrato bruto dos isolados e suas dilui¢cdes foram incubados a 37 °C, durante
30 minutos, com o0 sangue nativo e tratado de cada espécie de animal e, depois, por mais 30
minutos a temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados a 2.000 x g, por 2 minutos, € a
aglutinacdo foi visualizada a olho nu. Os resultados foram expressos como titulo de
hemaglutinacdo, o qual foi definido como a maior diluicdo capaz de provocar aglutinacdo
visivel, ou como a quantidade minima de proteina (ug/mL) capaz de induzir aglutinacédo

visivel.

4.2.8.2 Inibidores de tripsina

A atividade inibitoria de tripsina dos isolados PIAc e PIS foi determinada em triplicata
de acordo com Erlanger et al. (1961),com algumas modificacGes e utilizando azocaseina
como substrato. Uma aliquota de 20uL de solucdo de tripsina bovina (0,02 mg/mL em HCI
0,0025 M) foi incubada, por 10 minutos a 37 °C, com tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5 e 100
BIL da amostra. A reacdo foi iniciada adicionando 200 pL de azocaseina 1% também em
tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5. Apds 20 minutos, a reacdo foi interrompida com a adi¢édo
de 300 pL de TCA (acido tricloroécetico - 20%). A mistura foi centrifugada a 10.000 x g, por
10 minutos e o sobrenadante alcalinizado com NaOH 2 M (1:2 v/v). A leitura das
absorbancias foi realizada a 440 nm e os resultados expressos em percentual de inibicdo (%) e

unidade de inibicdo (Ul), definida como o decréscimo em 0,01 da absorbancia a 440 nm.

4.2.8.3 Inibidores de quimotripsina

A atividade inibitoria de quimotripsina dos isolados PIAc e PIS foi determinada em
triplicata também de acordo com Erlanger et al. (1961). A atividade foi realizada de forma
semelhante ao tépico anterior. A solucdo de quimotripsina (0,02 mg/mL em HCI 0,0025 M)
foi incubada por 10 minutos a 37 °C, com tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5 e 100 BL da
amostra. A reacdo foi iniciada adicionando 200 pL de azocaseina 1% também em tampdo
Tris. Apds 30 minutos, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 300 uL de TCA 20%. A
mistura foi centrifugada a 10.000 x g, por 10 minutos e o sobrenadante alcalinizado com
NaOH 2 M (1:2 v/v). A leitura das absorbancias foi realizada a 440 nm e os resultados
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expressos em percentual de inibicdo (%) e unidade de inibigdo (UIl), definida como o

decréscimo em 0,01 da absorbancia a 440 nm.

4.2.9 Atividade antioxidante

4.2.9.1 Sequestro do Radical DPPH (difenil-picril-hidrazil)

A atividade antioxidante dos isolados proteicos (PIAc e PIS) foi avaliada segundo o
método fotocolorimétrico baseado na capacidade de varredura do radical livre DPPH (1,1-
difenil-2-picrilidrazila), descrito por Mensor et al. (2001) com adaptacdo para microplaca. Foi
preparada uma solucdo de 150 uM de DPPH em etanol e foi construida uma curva padréao
com concentracdes decrescentes do reagente, variando de 150 a O pM. As amostras foram
diluidas em etanol com concentragdes variando de 8 a 1.000 ug/mL. O ensaio foi realizado
em triplicata, em microplaca, adicionando-se 22 pL das amostras em diferentes concentracdes
a 200 pL da solucdo DPPH. Como controle negativo, foi usado 22 uL de etanol misturado a
200 pL de DPPH. Para controle positivo foi utilizado o &cido ascorbico (vitamina C). A
reagdo ocorreu no escuro durante 30 minutos a temperatura ambiente e a absorbéncia foi lida
a 520 nm. Com base nos resultados obtidos foideterminada a concentracdo capaz de inibir
50% do DPPH (CI50) em pg/mL. A atividade antioxidante foi estimada utilizando a seguinte

férmula;

% N = (Abscontrole — Absamostra) x 100

Abscontrole

Onde % N é o percentual de neutralizagdo, Abscontrole é a absorbancia do controle negativo
(DPPH + alcool) e Absamostra € a absorbancia das amostras.

4.3 Perfil de solubilidade e propriedades funcionais

4.3.1 Perfil de solubilidade do nitrogénio

O perfil de solubilidade proteica de PIAc e PIS foi determinado indiretamente, em

duplicata, a partir da solubilidade do nitrogénio presente nas amostras. Em tubos plasticos

previamente pesados, foram adicionados 200 mg de amostra em suspensédo com 10 gramas de
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agua destilada e o pH da solucéo foi ajustado para 2, 4, 6, 8 e 10 com HCI 1 M ou NaOH 1 M.
Apbs o ajuste, a massa final foi completada para 20 gramas acrescentando agua destilada. A
mistura foi agitada a temperatura ambiente (aproximadamente 24 °C) por 10 minutos em
agitador do tipo vortex e centrifugada a 3.000 x g, 20 °C,durante 20 minutos. O teor de
proteinas totais extraidas no sobrenadante foi determinado utilizando a metodologia de
(micro) Kjeldahl para amostras liquidas (AOAC, 1997), segundo a secdo 4.2.2.1. O fator de
conversdo de nitrogénio em proteina utilizado foi de 6,25. A solubilidade proteica, expressa

em percentual, para cada pH foi determinada como:

Solubilidade (%) =Nitrogénio total no sobrenadante x 100

Nitrogénio total da amostra

4.3.2 Capacidade de absorcao de agua (CAA)

A capacidade de absorcdo de agua de PIAc e PIS foi determinada em triplicata
seguindo a metodologia descrita por Aydemir ¢ Yemenicioglu (2013), com alteragcbes na
proporcdo entre amostra utilizada e &gua destilada. Em tubos para microcentrifuga
previamente pesados, as amostras foram misturadas a agua destilada na propor¢do de 1:20
(m/v). As suspensdes foram misturadas em agitador do tipo vortex, incubadas em banho-
maria A 30 °C por 30 minutos e centrifugadas a 15.000 x g, 20 °C, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi retirado cuidadosamente e os tubos foram novamente pesados. CAA foi
expressa como a quantidade de 4gua (em gramas) retida por grama de amostra, de acordo com

a diferenca entre a massa final e inicial dos tubos.

4.3.3 Capacidade de absorcao de dleo (CAO)

A capacidade de absorcdo de 6leo de PIAc e PIS também foi determinada em triplicata
seguindo a metodologia descrita por Aydemir e Yemenicioglu (2013), com alteracdes na
proporcdo entre amostra e agua destilada. O procedimento foi o0 mesmo descrito na secao
4.3.2 para capacidade de absorcdo de agua. O Oleo utilizado foi 6leo de soja comum para
salada (Liza®, Cargill, Sao Paulo, SP, Brasil). CAO foi calculada pela diferenca entre a massa
final e inicial dos tubos, expressa como a quantidade de 6leo (em gramas) retida por grama de

amostra.
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4.3.4 Atividade emulsificante (AEm) e estabilidade da emulsdo (EEm)

A atividade emulsificante (AEm) de PIAc e PISfoi determinada em triplicata,
seguindo a metodologia descrita por Yasumatsu et al. (1972). Em tubos plésticos graduados
de 15 mL, foram adicionados 350 mg de amostra, 5 mL de &gua destilada e 5 mL de éleo de
soja (Liza®, Cargill, Sao Paulo, SP, Brasil). A mistura foi homogeneizada com o auxilio de
um agitador do tipo vortex durante 5 minutos. Ap6s a formacéo da emulsdo, os tubos foram
centrifugados a 1.300 x g, 20 °C, por 5 minutos. A atividade emulsificante foi determinada
levando em consideragdo a altura da camada emulsificada em relagéo a altura total da mistura

no tubo, de acordo com a férmula:

AEm = Altura da camada emulsificada x 100

Altura total da mistura no tubo

Para a determinacdo da estabilidade da emulsdo (EEm) formada, as amostras foram
aquecidas em banho-maria a 80 °C por 30 minutos e rapidamente resfriadas em banho de gelo
durante 5 minutos. Os tubos graduados foram novamente centrifugados a 1.300 x g, 20 °C,
por 5 minutos e a estabilidade da emuls&o foi determinada da mesma maneira que a atividade

emulsificante.

4.3.5 Atividade espumante (AESs) e estabilidade da espuma (EES)

A capacidade de formacdo de espuma de PIAc e PISe a estabilidade desta espuma,
foram determinadas em triplicata seguindo a metodologia descrita por Aydemir e
Yemenicioglu (2013), com alteragdes na propor¢do de amostra e agua destilada utilizada. As
amostras, de 2 gramas cada, foram dissolvidas em 80 mL de agua destilada e o pH da mistura
foi ajustado para 7,0 com HCI 1 M ou NaOH 1 M. O volume foi ajustado para 100 mL de
forma a manter a concentracdo proteica de 2% (m/v). Utilizando um agitador mecénico (IKA
T180, Staufen, Alemanha) as amostras foram homogeneizadas durante 5 minutos na
velocidade 5 (de 10) do aparelho. A mistura foi imediatamente transferida para uma proveta

graduada de 250 mL e a altura da faixa de espuma registrada.
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A porcentagem de aumento de volume por conta da formacdo de espuma foi calculada de

acordo com a formula:

% Volume = (V5 - V1) x 100
V1

Onde: V; € o volume ap6s a homogeneizacdo do material.

V1€ o volume inicial da mistura, antes da homogeneizacao.

A estabilidade da espuma foi avaliada de acordo com a reducdo da altura da faixa de
espuma (%) nos intervalos de tempo de 30, 60, 90 e 120 minutos apds a homogeneizacao

inicial do material.

4.3.6 Menor concentracao geleificante (MCG)

A capacidade de formacdo de gel de PIAc e PISfoi determinada seguindo a
metodologia descrita por Aydemir e Yemenicioglu (2013), com pequenas modificacdes. Para
resultados mais facilmente comparaveis entre si o pH foi ajustado para 7,0, etapa nédo
existente no trabalho original dos autores. Suspensdes das amostras (5 mL) foram preparadas
nas concentracles de 2, 4, 6, 8, 1, 12, 14, 16, 18 e 20% em agua destilada e foram colocadas
em tubos de ensaio com 1,46 mm de didmetro e homogeneizadas com o auxilio de agitador do
tipo vortex por 2 minutos. Os tubos foram aquecidos a 80 °C durante 1 hora, rapidamente
resfriados em banho de gelo por 5 minutos e mantidos a 4 °C durante um periodo de 4 horas.
A menor concentracdo capaz de promover geleificacdo (MCG) foi aquelaem que a inversédo

dos tubos ndo permitiu as amostras cairem ou deslizarem pelas paredes do tubo.
4.4 Avaliacdo toxicologica
4.4.1 Atividade hemolitica
A atividade hemolitica dos isolados proteicos PIAc e PIS foi investigada segundo a
metodologia descrita por Merker e Levine (1986) e Bernheimer (1988), com algumas

modificagdes. As “papas de hemacias” obtidas na secdo 3.4.1 foram utilizadas na preparacao

das suspensoes de eritrocitos de rato, coelho e humano. Uma aliquota foi misturada a solucéo
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salina (NaCl 0,9%) na propor¢do 1:100 (v/v). A suspensdo foi levemente misturada e
acondicionada a 4 °C. A suspensdo foi incubada a 37 °C por 1 h na proporcéo 1:10 (m/v) com
concentragdes crescentes das amostras, variando de 8 a 2.000 ug/mL. O grau de hemolise foi
calculado pela liberacdo de hemoglobina, medida por absorbancia a 540 nm, apos
centrifugacdo a 1000 x g por 5 minutos a 25 °C. A lise completa (100%) foi obtida por
diluicdo de proporcdo 1:10 (m/v) em agua destilada. O controle negativo foi obtido com a
mesma proporcao de células em solucdo salina. A atividade hemolitica foi calculada de

acordo com a formula:

(Abs da amostra — Abs do controle negativo) x 100

Abs do controle positivo

4.4.2Toxicidade oral aguda

O ensaio de toxicidade aguda via oral dos isolados proteicos PIAc e PIS foi realizado
de acordo com o protocolo 420 da “Organization of Economic Cooperation and Development
— OECD” (OECD, 1995). Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss
(n=6/grupo) com 6 semanas de idade (aproximadamente 22g) provenientes do biotério central
- BIOCEN-UFC (se¢do 3.4.2). As amostras foram suspendidasem solucéo salina (NaCl 0,9%)
e administradas por gavagem na dose de 2.000 mg/kg de peso do animal. O grupo controle
recebeu apenas solugdo salina. Os camundongos foram observados nas primeiras horas apos a
administracdo e duas vezes ao dia durante 14 dias. Sinais evidentes de toxicidade: tremores,
convulsdes, salivacdo, diarréia, letargia, sono, alteracdes na pele, pélos, olhos e mucosas, do
aparelho respiratdrio, circulatorio, autbnomo e sistema nervoso, foram observados. O peso
dos animais foi registrado nos dias 0, 4, 7, 10 e 14. No 14° dia, os animais foram sacrificados
por overdose com halotano e submetidos a autopsia para observacdo anatomo-morfoldgica

dos 6rgaos.

4.4.3Toxicidade oral de doses repetidas

O estudo de toxicidade oral em doses repetidas dos isolados proteicos PIAc e PIS foi
realizado de acordo com o protocolo 407 da OECD (OECD, 1995). Foram utilizados ratos
machos e fémeas da linhagem Wistar (n=5/grupo) provenientes do Biotério Central -
BIOCEN-UFC. Ap6s o desmame, os animais foram submetidos a um periodo de aclimatagéo
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ao novo ambiente durante cinco dias. As amostras foram suspendidas em solucdo salina
(NaCl 0,9%) e administradas por gavagem, no mesmo periodo do dia, durante 28 dias na dose
de 1.000 mg/kg de peso do animal. O grupo controle recebeu apenas solucdo salina. Os ratos
foram observados duas vezes ao dia por todo o experimento e 0 peso dos animais e consumo
médio de racdo foram registrados semanalmente. No 28° dia, 0s animais tiveram seu sangue
coletado via plexo-orbital e foram sacrificados por overdose com halotano. Estes

foramsubmetidos a autopsia anatomo-morfologica e dissecados para retirada de 0rgaos.

4.4.3.1 Determinagdo de parédmetros hematol6gicos

Ao final do experimentos de toxicidade, protocolo OECD 407, os animais tiveram o
sangue coletado via plexo-orbital em tubos com EDTA. Os pardmetros hematoldgicos foram
verificados utilizando um analisador hematoldgico automatizado (Sysmex, pocH — 100 iV
Diif, Japdo). Foram determinadas concentracdes de leucdcitos totais (WBC), eritrécitos totais
(RBC), hemoglobina (HGB), hematdcrito (HCT), concentracdo corpuscular média (MCH),
volume corpuscular médio (MCV), concentracdo corpuscular média de hemoglobina
(MCHC), contagem de plaquetas (PLT), volume plaquetario médio (MPV), porcentagem de
linfocitos do total de leucdcitos (LYM %), porcentagem de neutréfilos, basofilos e mondcitos
do total de WBC (OTHR %) e indice de macrotrombdcitos (P-LCR).

4.4.3.2 Determinacdo de parametros bioquimicos

Ao final do experimentos de toxicidade, protocolo OECD 407, os animais tiveram o
sangue coletado via plexo-orbital. O sangue permaneceu em repouso a 4 °C por 1 hora para
formacdo de coagulo e foi centrifugado a 2.000 rpm por 10 minutos para a obtencdo do soro
que foi aliquotado e mantido congelado a -20 °C para posteriores analises. Dez dos
parametros bioquimicos foram verificados utilizando um analizador bioguimico automatizado
Cobas C111 (Roche Diadnéstica Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Foram determinadas as
concentracdes de glucose, colesterol total, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina, creatinina, proteina total, albumina, bilirrubina
total e bilirrubina direta. Os niveis sanguineos de sédio e potéssio foram determinados

utilizando kits Bioclin, seguindo as instrucdes do fabricante.
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4.4.3.3 Determinacdo do peso imido relativo dos 6rgéos

Ao final do experimentos de toxicidade, protocolo OECD 407, os animais foram
autopsiados e dissecados. Os 6rgédos (cérebro, timo, coracao, figado, bago, rins, supra-renais,
gbnadas e Orgdos sexuais acessorios) foram devidamente pesados e observados quanto a
alteracdes morfologicas. Foi calculado o peso relativo dos orgdos (peso do 6rgdo/peso da

carcaca) para cada orgao de cada animal.

4.4.3.4 Andlises histopatoldgicas

Foram escolhidos aleatoriamente dois animais por grupo. Os 6rgdos foram cortados,
tranferidos para cassetes plasticos e fixados em formalina tamponada 10%para analise
histopatoldgica. A desidratacdo ocorreu com concentracfes crescentes de alcool e seguiu-se a
diafanizacdo em xilol, inclusdo em parafina liquida e microtomia. As laminas foram coradas
de acordo com o tecido e encaminhados para analise histopatoldgica.Os érgdos analizados
foram: cérebro, timo, coragdo, baco, figado, supra-renais, rins, gbnada e 6rgdos sexuais

acessorios (epididimo e testiculos para ratos machos, Utero e ovario para ratos fémeas).

4.5 Analise Estatistica

Foram calculadas média e desvio padrdo de todos os valores obtidos. Para avaliar o
grau de similaridade entre as varidveis foram realizados testes de comparacdes simples (t-test)
e de comparacdes multiplas (ANOVA, seguida de Teste de Tukey). O nivel de confianca das
inferéncias foi de 95 % (a = 0.05).



67

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao do isoladoproteico

5.1.1 pH de extracéo proteica

O gréafico 1 apresenta o rendimento das proteinas solUveis extraidas a partir de FDAc
em diferentes pH (7; 8; 8,5; 9; 9,5 e 10). Os pH 8,0; 8,5; 9,0; 9,5 e 10 extrairam 206,76 *
3,76; 211,76 + 3,28; 203,92 * 6,29; 207,20 £ 3,42 e 200,19 + 5,88 mgP/gF, respectivamente.
Segundo o teste estatistico, ndo foram observadas alteracdes significativas na extracdo
proteica nestes pH. O pH 7,0 extraiu a menor quantidade de proteinas (149,76 + 16,05
mgP/gF). Esse resultado ja era esperado, uma vez que, a solubilidade das proteinas de plantas,
geralmente, é elevada em pH alcalino e vai sendo reduzida em valores de pH moderadamente
acidos(BOYE et al., 2010).

5.1.2 Degradacao de proteinas em virtude do pH

A Figura 6 apresenta o perfil da eletroforese realizada com o extrato bruto obtido a
partir de FDAc extraida empH 7; 8; 8,5; 9; 9,5 e 10. O perfil proteico ndo apresenta indicios
de degradacédo que poderiam estar presentes em pH muito alcalinos. Este resultado, somado as
informacdes obtidas no topico 5.1.1, levaram a escolha do pH 9,0 para a extracdo proteica da
FDAc. O pH 9,0 apresentou rendimento, em termos de extragdo proteica, estatisticamente
igual aos pH8; 8,5; 9,5 e 10,0, se encontrando no centro, onde pequenas variagdes durante a
extracdo ndo prejudicariam o resultado final. Além disso, em analises realizadas
anteriormente pelo grupo, percebeu-se que pH mais elevados tornam a solugdo contendo as
proteinas sollveis intensamente viscosa, dificultando analises, tal como, a manipulacdo do
extrato proteico.Apos extracdo a pH 9,0 a solucéo se apresentou fluida e facil de manipular.
Desta forma, o pH 9,0 foi escolhido como detentor das melhores caracteristicas para a

extracao de proteinas de FDAC.



Gréfico 1: Efeito da variacdo de pH sobre a extracdo proteica da
farinha desengorduradade Amburana cearensis- FDAC (extracdo em
agua destilada ajustada para diferentes pH, extracdo por 1 h,

proporgao 1:50 m/v, temperaturaambiente)
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Figura 6: Perfil eletroforético das proteinasdo extrato bruto das

sementes de Amburana cearensis produzido em pH 7; 8; 8,5; 9; 9,5e 10
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Cada linha contém 15 pg de proteinas (DC Protein Assay™, BioRad)

MM: Marcador de massa molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards,
Bio-Rad (4 L)
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5.1.3 Presenca e concentracdo de sal durante a extracéo

O grafico 2 apresenta a quantidade de proteinas extraidas (mg P/g FDAc) de acordo
com a concentracao de cloreto de sodio presente na solucéo extratora e em extracdo realizada
apenas com agua destilada. Foram testadas cinco diferentes concentragcdes de NaCl, onde 0,1
e 0,2 M foram as concentragdes que conseguiram extrair a maior quantidade de proteinas
sollveis, 188,31 £+ 1,66 e 189,10 + 2,15 mg P/g F, respectivamente. N&o havendo diferenca
estatistica entre os dois resultados.

As demais concentrages (0,3; 0,4 e 0,5 M) apresentaram resultados semelhantes entre
si 180,37 * 3,46; 174,80 £ 3,34e 182,32 + 2,98 mg P/g F, respectivamente.Podemos perceber,
neste caso, que nem sempre maiores concentracdes de sal resultam em uma maior extracéo de
proteinas, o efeito pode ser indiferente ou o oposto. Segundo Yuliana (2014), a adi¢do de uma
pequena quantidade de NaCl aumenta a solubilidade proteica na solugdo. No entanto, novos
aumentos na concentracao deste sal, superiores a 0,5 M, podem resultar em uma interacdo de
forma negativa.

A extracdo somente com &gua destilada apresentou resultado ligeiramente superior
aquelas das solucbes de NaCl testadas (199,98 + 3,0 mg P/gF). Isto pode ter ocorrido devido a
caracteristicas intrisecas das proteinas da FDAc. A ndo utlizacdo de sal durante a etapa de
extracdo elimina a necessidade de uma etapa de didlise do material, que culminaria em
elevado gasto de tempo e limitacdo ao volume extraido. Portanto, foi selecionada a extracao
somente com agua destilada como detentora das melhores caracteristicas para a fabricacdo do
isolado proteico das sementes de A. cearensis.

5.1.4 Proporcédo FDAc/Solvente e necessidade de reextracdo da amostra

De acordo com o gréfico 3, as proporg¢des 1:20 e 1:30 farinha/solvente foram as que
detiveram os melhores resultados 247,73 + 11,19 e 248,73 + 9,15 mg P/g F, respectivamente,
ndo existindo diferenga estatistica entre a extracdo em ambas as proporc¢des. Estas foram
sequidas por 1:10 (226,32 + 9,20 mg P/gF). Este resultado ja era esperado pois, segundo
Adebowale (2008), com a diminui¢do da proporc¢éo farinha/solvente, ocorre um aumento na
quantidade de proteinas extraidas pela solu¢do. Quanto mais concentrada a solugdo, maior a

dificuldade de se extrair as proteinas presentes e manté-las solGveis.



Gréfico 2: Efeito da adigdo de diferentes concentracGes de cloreto de
sodio (NaCl) sobre a quantidade de proteinas sollveis extraidas da
farinha desengorduradade Amburana cearensis -FDAcC (extracdo em

pH 9,0; por 1 h, proporcdo 1:50 m/v, temperatura ambiente)
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FONTE: Elaborado pelo autor

A quantidade de proteinas extraidas esta representada como miligrama de proteina
por grama de farinha (mgP/gF)

Letras diferentes indicam que h& diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
estatistico Tukey

Os resultados apresentados sdo médias e as barras mais finas representam o desvio
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Gréfico 3. Efeito da proporcdo farinha/solucdo extratora e da
reextracdo sobre a quantidade de proteinas extraidas a partir da farinha
desengorduradade Amburana cearensis -FDAc (extracdo em agua

destilada ajustada para pH 9,0; por 1 h, temperatura ambiente)
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FONTE: Elaborado pelo autor

A quantidade de proteinas extraidas esta representada em miligrama de proteina por
grama de farinha (mgP/gF)

Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
estatistico Tukey

Os resultados apresentados sdo médias e as barras mais finas representam o desvio

padrédo

72



73

Com relagéo a reextragdo do material os resultados foram 36,69 + 1,52; 26,68 + 1,74 e
19,98 + 0,49 mg P/g F para as propor¢des 1:10, 1:20 e 1:30, respectivamente. E possivel
perceber que uma segunda extracdo do residuo (reextracdo) aumentou um pouco o rendimento
nas diferentes porporcdes e que esse aumento foi indiretamente proporcional a quantidade de
proteinas extraidas na primeira extracdo. A propor¢do que extraiu a maior quantidade de
proteinas na primeira extracdo, extraiu a menor quantidade de proteinas na reextracéo e vice-
versa.

De acordo com os resultados obtidos, foi estabelecido que a extracdo das proteinas de
FDAc para a producdo do isolado proteico seria realizada na propor¢do 1:20
(farinha/solvente), sem a necessidade de reextracdo do material. N&o existindo diferenca
significativa entre a propor¢do 1:20 e 1:30, esta escolha ocorreu devido a conveniéncia. A
ultilizacdo de um protocolo com propor¢cdo 1:30 necessita de um namero superior de
centrifugacdes devido ao grande volume de liquido e isso aumenta de forma consideravel o
tempo gasto para a extracdo do material. A reextracdo da amostra também ndo se julgou
conveniente, embora aproveite melhor as sementes, 0 pequeno acréscimo na quantidade de

proteinas extraidas ndo justifica o tempo gasto em uma segunda reextracao.

5.1.5 Tempo de extracdo

O grafico 4 apresenta a quantidade de proteinas extraidas de FDAc de acordo com o
tempo de extracdo. Para os tempos 20, 40 e 60 minutos, foram extraidas 219,50 + 3,08;
230,91 + 7,01le 225,95 + 4,28 mg P/g F, respectivamente.Segundo Adebowale (2008), a
maior parte das proteinas sao extraidas durante os primeiros 10 a 20 minutos de extracdo. Em
periodos de tempo mais longos, superiores a 30 minutos, a quantidade de proteinas em
solucdo vai aumentando de forma gradual, de acordo com o tempo de extracdo, até o
momento em que a extracdo vai cessando.

Como os resultados obtidos para os diferentes tempos testados foram praticamente
iguais, por questdes de conveniéncia, o tempo selecionado como ideal para a extracdo das

proteinas das sementes de A. cearensis foi 0 menor tempo, 20 minutos de extragéo.



Gréfico 4: Efeito do tempo sobre a quantidade de proteinas extraidas
da farinha desengordurada de Amburana cearensis - FDAC (extracdo
em diferentes intervalos de tempo com &gua destilada ajustada para

pH 9,0; proporg¢éo 1:50 m/v, temperatura ambiente)
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FONTE: Elaborado pelo autor

A quantidade de proteinas extraidas esta representada em miligrama de proteina por
grama de farinha (mgP/gF)

Letras diferentes indicam que h& diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
estatistico Tukey

Os resultados apresentados sdo médias e as barras mais finas representam o desvio
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5.1.6 pH de precipitacao de proteinas

O grafico 5 apresenta o rendimento das proteinas solUveis obtidas a partir de FDAc em
pH 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6 e 6,5. Os pH que apresentaram a maior quantidade de proteinas
extraidas foram o 3,0 (11,31 £ 0,83 mg/mL) e o 3,5 (10,85 + 0,47 mg/mL). Esses pH
concentraram a totalidade de proteinas presentes no extrato bruto (EB) de FDAc (11,38 31 +
0,26 mg/mL), ndo havendo diferenca estatistica entre os trés resultados. Em pH distinto do
ponto isoelétrico, as proteinas possuem cargas liquidas diferentes de zero e repelem-se entre
si, podendo interagir com moléculas de &gua, portanto, sdo mais sollveis (FILHO;
VASCONCELOS, 2011).

O pH que extraiu a menor quantidade de proteinas sollveis, aquele que portanto
precipitaria a maior parte delas, seu ponto isoelétrico (PI), foi 0 5,5 (1,27 + 0,04 mg/mL). Este
pH foi seguido, pelo 5,0 (1,57 £ 0,12 mg/mL) e pelo 6,0 (1,70 + 0,09 mg/mL), esses dois
ultimos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. Esses resultados condizem com o
descrito por Damodaram et al. (2010), onde o PI das proteinas, aquele no qual sua carga
liquida € igual a zero, pode variar entre 4,0 e 6,0.0 ponto isoelétrico no caso das proteinas de
FDACc extraidas em pH 9,0 seria por volta de 5,0 e 6,0. O pH escolhido para precipitacdo
proteica, neste caso, foi o pH 5,5.

5.1.7 Producéo do isolado proteico

As variaveis analisadas foram comparadas com base no teor de proteinas sollveis
detectadas no sobrenadante ap6s as diferentes extracfes. Os resultados foram considerados de
forma comparativa para cada variavel de forma independente. Ao fim das analises, as
condigdes ideais escolhidas para a obtencdo do isolado proteico das sementes de A. cearensis
foram: extracdo com &gua destilada na proporc¢do 1:20 farinha/solvente (m/v) por 20 minutos,
sem reextracdo. O pH escolhido para extragdo das proteinas foi o 9,0 e, como ponto
isoelétrico, para precipitacdo proteica, foi escolhido o pH 5,5. Os demais passos realizados

durante a producéo do isolado (PIAc) estdo descritos no topico 4.1.8.



Gréfico 5: Efeito da variacdo de pH sobre a extracdo proteica da
farinha desengordurada de Amburana cearensis - FDAc (extracdo em
agua destilada ajustada para diferentes pH, extracdo por 1 h,

proporg¢do 1:50 m/v, temperatura ambiente)
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FONTE: Elaborado pelo autor

A quantidade de proteinas extraidas estd representada como miligrama de farinha
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Letras diferentes indicam que h& diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
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5.1.8 Determinacao do rendimento bruto e rendimento liquido de proteinas

O rendimento da obtencdo de isolados proteicos € um fator determinante para sua
producdo, tornando-o viavel para utilizagdo do ponto de vista industrial. Dadas as condicdes
definidas como ideais, o rendimento bruto obtido para o isolado proteico de A. cearensis
(P1Ac) foi de 17,85%, com rendimento liquido de proteinas de 53,96%. Este resultado foi
positivo se comparado aos rendimentos bruto e liquidoanteriormente determinados pelo grupo
(15 e 45,55%) para a mesma semente (A. cearensis) ou aos rendimentos bruto e liquido de um
isolado proteico de outra semente de leguminosa da Caatinga Parkia platycephala,
popularmente conhecida como visgueiro (6,08 e 18,88%, respectivamente). O rendimento,
neste segundo caso, foi determinado ap0Gs 0s mesmos experimentos para se chegar as
condicdes ideais de extracdo (dados ndo publicados), tal como foi realizado para A. cearensis.

Se compararmos o0 rendimento de proteinas do isolado aos descritos na literatura,
Zhang et al. (2013) encontraram valores de 50,50 a 62,53% para isolados proteicos de soja
apos determinacdo de condicBes de extracdo. Medeiros (2013) encontrou rendimentos de
35,11 a 38,12% para isolados de V. unguiculata.Stone et al. (2015) encontraram rendimentos
de 30,7 a 74,8 para isolados de ervilha extraidos de diferentes cultivares em diferentes
condicBes. O rendimento proteico de A. cearensis esta, pois, na mesma faixa dos descritos,
mostrando que o isolado produzido possui bom rendimento (53,96%) e apresenta grande

pontencial.

5.2 Caracterizacdo bioquimica e nutricional

5.2.1 Teor de umidade e composi¢ao proximal

A Tabela 1 apresenta o teor de umidade e a composi¢do proximal dafarinha integral de
A. cearensis (FIAc), isolado proteico de A. cearensis (PIAc) e isolado proteico de soja (PIS)
e a umidade, proteinas totais e teor de lipidios da farinha desengordurada de A. cearenis
(FDAC). Se compararmos os resultados encontrados aos valores obtidos por Carvalho et al.
(2011) para 14 espeécies de leguminosas da Caatinga, com potencial bioativo e/ou nutricional,
podemos perceber que a farinha das sementes de A. cearensis se apresenta bastante

promissora do ponto de vista nutricional.
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Tabela 1: Teor de umidade e composi¢do proximal da farinha integral de Amburana cearensis
(FIAc), isolado proteico de Amburana cearensis (PIAc) e isolado proteico de soja (PIS).
Umidade, proteinas totais e teor de lipidios da farinha desengordurada de Amburana cearensis
(FDACc). Comparacdo com valores minimo e maximo encontrados em estudo realizado com

14 especies subutilizadas de leguminosas da Caatinga

FlAc FDAc PlAc PIS Carvalho et
al (2011)*

Umidade® 4,11 +0,01%* 4,07 +0,07%% 4,49 +0,22%® 4,78 +0,28%* 6,70 - 15,90
Composicdo proximal em base seca (%)
Proteinas®! 21,97 +3,12% 33,08+0,54° 97,86+0,96® 86,71 +2,38° 10,90 - 50,0

Lipidios* 29,66 +0,20° 4,48+0,17° 0,38+0,03° 045+0,01° 0,70-29,60

Fibras ! 35,04 + 1,30 NR NR NR 0,80 - 52,30
Cinzas* 4,83 +0,08° NR 22+0,07° 3,93+0,03° 1,80 - 6,80
Carboidratos 8,50° NR 351+0.272° 3,77+0,19%% 0,30-77,80

FONTE: Elaborada pelo autor

'Realizado de acordo com metodologias recomendadas por AOAC, 1997

“Realizado segundo metodologia de Dubois et al.1956

¥ Realizado por diferenca entre os demais constituintes

* CARVALHO, A. F. U. et al.Preliminary assessment of the nutritional composition of underexploited wild legumes from
semi-arid Caatinga and moist forest environments of northeastern Brazil. Journal of Food Composition and Analysis,
v. 24, p. 487-493, 2011.

Letras diferentes na horizontal indicam que hé diferenga significativa (p<0,05) pelo teste estatistico Tukey

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrao de triplicatas

NR: Ndo Realizado
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O valor de umidade presente em FIAc, FDAc, PIAc e PIS foi de 4,11; 4,07; 449 e
4,78%, respectivamente. N&o ocorreu diferenca estatistica entre esses resultados. Carvalho et
al. (2011) encontraram teores de umidade semelhantes para outras leguminosas, cujos valores
variaram entre 6,7 + 0,6% para Lonchocarpus sericeus e 15,9 = 0,5% para Caesalpinia
bracteosa. Sengundo o autor, a relativa umidade presente nestas sementes, no entanto, parece
ndo comprometer sua qualidade nutricional quando submetida a longos periodos de
estocagem. Os valores mais baixos de umidade encontrados neste trabalho podem estar
relacionados ao método de armazenamento do material, a0 método de obtencdo dos isolados
ou a caracteristicas intrinsecas das proprias amostras.

Destaca-se em A. cearensis seu elevado teor de proteinas (21,97 £ 3,12%). Este teor é
semelhante ao encontrado por Carvalho et al. (2012) para Vigna unguiculata, feijdo muito
consumido no Brasil, sobretudo nas regides Norte e Nordeste, com valores variando entre
17,4 + 1,0% e 28,3 + 0,7% para os diferentes genotipos. Se compararmos A. cearensis aos
resultados obtidos por Carvalho et al. (2011) para outras 14 leguminosas da Caatinga, as
sementes também se apresentam promissoras, pois 0s autores encontraram teores de proteina
entre 10,9 = 0,4% para Hymenaea courbaril e 50,0 £ 3,4% para Enterolobium
contortisiliquum.

O teor de fibra alimentar de FIAc também é bem satisfatorio (35,04 + 1,3%) e possui
valor préximo aquele detectado por Pereira (2013) para o feijdo Vignha unguiculata, onde a
média de fibra alimentar encontrada para 30 diferentes gendtipos foi de 17,80 %
1,80%.Comparando o teor de fibras alimentares presentes em A. cearensisa outras
leguminosas selvagens da Caatinga, estas se mostram bastantes diversificadas, com valores
variando entre 0,8 £ 0,0% em H. courbaril a 52,3 + 1,0% em P. platycephala(CARVALHO et
al., 2011). A presenca de uma grande quantidade de fibra alimentar nas sementes de A.
cearensis as torna muito promissoras do ponto de vista nutricional. O consumo desses
componentes da dieta em quantidades moderadas promove uma série de efeitos benéficos a
salde, como prevencdo de doencas cardiovasculares e do trato digestorio, diabetes, sobrepeso
e obesidade (MACEDOet al., 2012).

As sementes em estudoapresentam também alto teor lipidico (29,66 + 0,2%). Se
comparado a outras leguminosas da Caatinga, seu teor de lipidios € muito promissor.
Carvalho et al. (2011) encontraram teores lipidicos entre 0,7 £ 0,0% para Senna rugosa e 29,6
+ 0,1% para L. sericeus. Os &cidos graxos sdo componentes muito importantes na dieta,

participando de complexos sistemas de sinalizagdo intracelular, da composicdo das
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membranas, da expressdo de genes, da regulacdo de fatores de transcri¢cdo, dentre outras
funcBes importantes no organismo(LONTTENBER, 2009).

O percentual de matéria mineral encontrado para a FIAc(4,83 + 0,08%) é comparavel
aos valores descritos para Lupinus spp. (3,2%), Phaseolus vulgaris (4,6%), Glycine max
(5,3%) e para as demais leguminosas comumente utilizadas na alimentacdo humana
(UNICAMP, 2011). Esses resultados também sdo semelhantes aos encontrados para outras
leguminosas da Caatinga por Carvalho et al. (2011), cujos teores de materia mineral variaram
entre 1,8 £ 0,1% para P.platycephala e 6,8 £ 0,1% para Senna obtusifolia.

Durante a desengorduracdo, FIAc perdeu 84,89% de seus lipideos, j& que restaram
4,48+ 0,17% em FDAc.O método escolhido ndo foi 100% eficiente, certamente por se tratar
de uma metodologia em condi¢besde repouso(topico 3.1). No entanto, a permanéncia desses
lipidios ndo deve prejudicar a producdo do isolado, se trata de pequena quantidade e a
desengorduracdo prévia da farinha das sementes visa apenas a diminuicdo de fatores
interferentes na extracdo proteica.

O teor de proteinas de PIAc foi bastante elevado (97,86+ 0,96%), superando o teor
proteico de PIS, isolado proteico de soja ja disponibilizado comercialmente (86,71 + 2,38%).
O valor encontrado para o isolado de soja comercializado condiz com o descrito na tabela de
composic¢do nutricional do rétulo do produto, onde o isolado possui aproximadamente 85% de
proteinas. Medeiros (2013) conseguiu obter isolados proteicos com teor de proteina de 95,14
+ 1,09% para o gendtipo Cauamé e 92,44 + 1,07% para o0 gendtipo Tumucumaquede V.
unguiculata. Li et al. (2010) obtiveram valores entre 69,22 + 0,15% e 74,85 *= 0,41% de
proteinas para isolados proteicos de Vigna radiata. O teor proteico do PIAc, portanto, se
apresentou bastante promissor. Este isolado se apresentou formado basicamente por proteinas
e com teor de proteinas superior aaquele de um isolado de soja ja comercializado (PIS).

O teor de lipideos de PIAc foi bem baixo (0,38+ 0,03%) e pode ser comparado ao teor
de lipidios de PIS (0,45+ 0,01%). O valor de matéria mineral encontrado para PIAcfoi de 2,2
*+ 0,07% e paraPIS 3,93 + 0,03%. Esses componentes nem estdo descritos na tabela de
composi¢do do rotulo do isolado proteico de soja, certamente devido a seu valor
desconsideravel. Este reduzido teor de lipideos e de cinzas pode ser explicado pelo método de
obtencdo do isolado, que visa a extracdo da maior quantidade de proteinas e de reduzida
quantidade de outros componentes.

O teor de carboidratos encontrado para PIAc (3,51 £ 0,27%) também é comparavel ao
valor encontrado para PIS (3,77 + 0,19%). O valor encontrado para o isolado de soja

comercializado condiz com o descrito na tabela de composi¢do nutricional do rétulo do
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produto, onde o isolado possui cerca de 3% de carboidratos.Vale ressaltar, no entanto, que o
método utilizado (Dubois et al., 1956) baseia-se na determinacdo de acUcares simples,
polissacarideos e seus derivados com grupos redutores livres. O valor pode estar, portanto,

subestimado, dependendo da composigéo de carboidratos da amostra.

5.2.2 Determinacdo da composi¢do de aminoacidos

A qualidade de uma proteina estd relacionada principalmente a seu conteldo de
amino&cidos essenciais e a sua digestibilidade. Os aminoacidos livres em alimentos de origem
vegetal sdo, geralmente, divididos emduas classes, denominadas essenciais e ndo essenciais.
Aminoacidos essenciais sdo aqueles que ndo podem ser sintetizados pelo organismo em
quantidades suficientes, necessitando assim ser obtidos através da alimentacdo (EGYDIO et
al., 2013). As proteinas de alta qualidade sdo aquelas quecontém todos os aminoacidos
essenciais em niveis maiores que os de referéncia para criancasem diferentes faixas etarias
estabelecidas pela FAO/WHO/UNU(1985).A Tabela 2 apresenta a composi¢cdo aminoacidica
das proteinas de FDAc, de PIAc e de PIScomparadas as necessidades nutricionais de criangas
de 2a5ede6al2anos. De modo geral, a composicdo de FDAc e de PIAc foicomparavel a
composicdo de PIS, superando o isolado comercial em alguns aminoacidos essenciais e néo
essenciais.

As sementes de A. cearensis (FDAC) apresentaram, dentre 0os aminoacidos essenciais,
quantidades adequadas de histidina (2,62 £ 0,009/100 g P), treonina (3,41 + 0,01 g/100 g P),
valina (3,68 £ 0,019/100 g P),isoleucina (3,62 + 0,01g/100 g P), leucina (6,7 £ 0,00g/100 g P),
fenialanina + tirosina (4,22 + 0,01 + 3,0 + 0,00g/100 g P) e triptofano (1,2 + 0,01 g/100 g P)
guando em comparacdo com 0s requerimentos estabelecidos pela FAO/WHO/UNU (1985)
para criancas de 2 a 5 e de 6 a 12 anos. A farinha das sementes somente ndo preencheu os
requisitos nos aminoacidos metionina + cisteina (0,87 + 0,00 + 1,20 + 0,009/100 g P) e lisina
(3,92 £ 0,009/100 g P). Segundo Vasconcelos et al. (2001) é caracteristica inerente as

proteinas das leguminosas a deficiéncia em aminoéacidos sulfurados.
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Tabela 2: Composi¢do aminoacidica (g/100 g P) da farinha desengordurada de Amburana

cearensis (FDAC) e do seu isolado proteico (PIAc) comparadas a um isolado proteico de soja

(PIS) e as necessidades nutricionais de criancas de 2 a5 e de 6 a 12 anos

PI1Ac

Aminoéacidos Essenciais®

Histidina
Treonina
Valina

Metionina +

Cisteina
Isoleucina
Leucina
Fenilalanina
+ Tirosina
Lisina

Triptofano

2,81 +£0,00°
2,90 £ 0,00°
3,25 £ 0,00°

1,10 + 0,00° +
0,83 +0,00°

3,15 + 0,00
6,25 + 0,00°
4,21 +0,00° +
2,87 +0,00°
5,31 + 0,00

0,87 +£0,00°

Aminoéacidos ndo essenciais

Acido

Aspartico

Acido
Glutamico

Arginina

8,51 +0,01°

26,96 + 0,01°

16,22 + 0,01°

PIS

2,42 +0,00°
3,89 £ 0,00°
4,71 +0,00°

1,43 + 0,00% +
0,81 +0,01°

4,49 + 0,00
7,79 £ 0,00°
4,91 +0,00% +
3,50 + 0,00°
6,00 + 0,00°

1,25 + 0,00

12,16 + 0,00

19,84 + 0,00°

8,42 +0,00°

FDACc

2,62 + 0,00°
3,41 +0,01°
3,68 +0,01°

0,87 +0,00° +
1,20 + 0,00

3,62 +0,01°
6,70 + 0,00°
4,22 +0,01° +
3,00 + 0,00°
3,92 + 0,00°

1,20 + 0,01°

9.56 + 0,01°

23,76 + 0,01°

14,41 +0,01°

Criancas’
2a5 6al2
anos anos
1,90 1,90
3,40 2,80
3,50 2,50
2,50 2,20
2,80 2,80
6,60 4,40
6,30 2,20
5,80 4,40
1,10 0,90
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Tabela 2 (continuacdo): Composicdo aminoacidica (g/100 g P) da farinha desengordurada de
Amburana cearensis (FDAc) e do seu isolado proteico (PIAc) comparadas a um isolado

proteico de soja (PIS) e as necessidades nutricionais de criancas de 2 a5 e de 6 a 12 anos

PIAC PIS FDAC
Serina 4,04 +0,00° 5,29 +0,00° 4,41 +0,00°
Glicina 3,55 +0,00° 4,04 +0,00° 4,52 +0,01*

Alanina 2,92 +0,00° 4,03 + 0,00° 3,87 +£0,01°
Prolina 4,24 +0,00° 5,00 +0,00° 4,96 +0,01°

FONTE: Elaborada pelo autor

Song (2013)

? Necessidades nutricionais de criangas de 2 a 5 e de 6 a 12 anos estabelecidos pela FAO/WHO/UNU (1985)
Letras diferentes na horizontal indicam que hd diferenca significativa (p<0,05) pelo teste estatistico Tukey
Os resultados obtidos sdo médias + desvio padréo de duplicatas
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Com relacéo ao PIAc, este também apresentou bons niveis de aminoacidos essenciais,
variando muito pouco sua composi¢do de aminoacidos em relacdo a FDAC e as necessidades
nutricionais de criancas de 2 a5 e de 6 a 12 anos, estabelecidas pela FAO/WHO/UNU (1985).
Se compararmos o isolado de A. cearensis ao isolado de soja ja comercializado, a composicao
é bem semelhante, onde PIAc supera PIS nos niveis de histidina (2,81 + 0,00g/100 g P),
cisteina (0,85 + 0,009/100 g P), acido glutamico (26,96 + 0,01g/100 g P) e arginina (16,22 +
0,009/100 g P).

5.2.3 Digestibilidade in vitro

A digestdo e a absor¢do podem ser consideradas como parte inerente da qualidade da
proteina.Apesar do conteido de aminoécidos essenciais ser o indicador primério da qualidade
proteica, é de grande importancia a utilizacdo desses aminoacidos pelo organismo. A
digestibilidade, portanto, é fundamental para a qualidade nutricional de proteinas individuais e
de misturas proteicas (SCHAAFSMA, 2012).

O gréfico 6 apresenta a digestibilidade in vitro (%) dos isoladosPIAc e PIS. PIAc
apresentou digetibilidade estatisticamente igual a PIS, 58,26 + 0,02 e 57,59 + 0,02%,
respectivamente. Tang et al. (2009) ao pesquisarem isolados proteicos de Phaseolusspp.
encontraram digestibilidade de 53 a 64%, justificando os valores pela estrutura tridimensional
compacta das proteinas de suas sementes. Wang et al. (2010) encontraram digestibilidade
entre 71,04% e 87,47% para isolados proteicos de Cicer arietinum. Medeiros (2013)
encontrou digestibilidades entre 50,07 e 63,81% para isolados de V. unguiculata.

As proteinas de origem vegetal geralmente apresentam menor digestibilidade do que
as de origem animal, pois na maioria delas ha compostos interferentes, como inibidores de
proteases, lectinas, fendis, taninos e fibras, que dificultam sua hidrélise completa pelas
proteases do organismo (DAMADORAN et al., 2010). Dentre os fatores que podem afetar a
digestibilidade proteica estdo a composicdo em aminodcidos da proteina, a presenca de

compostos fendlicos (taninos), de inibidores de proteases e fibras (BOYE et al., 2010).
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Gréfico 6: Digestibilidade proteica in vitro (%).PIAc: Isolado proteico

de Amburana cearensis e PIS: Isolado proteico de soja
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FONTE: Elaborada pelo autor

Segundo Tang et al. (2009)

Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
estatistico t-test

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo de triplicatas
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Por se tratar de uma leguminosa selvagem, poucos dados sobre A. cearensis estdo
disponiveis na literatura e muitos pontos ainda necessitam ser estudados. Farias (2009)
realizou ampla investigacdo dessa espécie e encontrou a presenca de atividade inibitoria de
tripsina afirmando que esta atividade se deve a presenca de um inibidor do tipo Bowman-Birk
(BB) de 13,6 kDa. A atividade inibitéria de tripsina investigada para PIAc (resultados
apresentados a frente) também mostrou a presenca deste inibidor e este pode ter afetado, em
parte, a digestibilidade proteica do isolado. No entanto, vale ressaltar, que PIAc apresentou a
mesma digestibilidade do isolado proteico de soja ja comercializado, se mostrando bastante

promissor em mais este parametro.

5.2.4PDCAAS

Segundo Schaafsma (2012), o escore quimico de aminoécidos corrigido pela
digestibilidade proteica (PDCAAS) é um parametro amplamente utilizado para a avaliacdo da
qualidade das proteinas individuais e misturas de proteinas de alimentos. As vantagens desses
escores sdao sua simplicidade e relacdo direta com as necessidades de proteinas
humanas.Normalmente, para este calculo, se utiliza o escore quimico do amino&cido limitante
e a digestibilidade verdadeira, porém para a estimacdo pode-se utilizar também a
digestibilidade in vitro.

A proteina de soja é reconhecida como uma proteina vegetal de alta qualidade
(HUGHES et al., 2011). Segundo a Tabela 3, o PDCAAS de PIAc foi superior ao de PIS.
PIAc apresentou score do AA limitante de 0,509 e PDCAAS de 0,296; enquanto PIS
apresentou valores de 0,496 e 0,285 para 0s mesmos parametros, respectivamente. Hughes et
al. (2011) calcularam o PDCAAS de trés diferentes variedades de isolados proteicosde soja e
de um concentrado proteico da semente e obtiveram valores entre 0,95 e 1,00. Os autores
afirmaram que os valores de PDCAAS publicados podem variar de acordo com a variedade

da semente bem como com a reprodutibilidade e a precisdo dos métodos de ensaio.
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Tabela 3: Escore quimico de aminodcidos corrigido pela digestibilidade proteica (PDCAAS) -

PIAc: Isolado proteico de Amburana cearensis. PIS: Isolado proteico de soja

Amostra Aminoécido Digestibilidade in ~ Score do AA PDCAAS *
limitante* vitro? limitante ®
PIAc 0,83 £ 0,00 58,26 £ 0,02% 0,509 0,296
PIS 0,81 +0,00 57,59 £ 0,02% 0,496 0,285

FONTE: Elaborada pelo autor

! AA limitante - Cisteina (Tabela 2)

? Digestibilidade segundo Gréfico 6

¥Score do AA limitante (AA limitante teste/AA limitante padr&o)

O padrdo utilizado foi Glicine max, segundo Vasconcelos et al. (2001)

*Escore quimico de aminoacidos corrigido pela digestibilidade proteica (PDCAAS) = AAS limitante x

digestibilidade in vitro
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Os baixos valores de PDCAAS devem estar associados a baixa digestibilidade in vitro
encontrada para as amostras. No entanto, segundo Silva et al. (2010), a qualidade proteica
pode ser melhorada ap6s o processamento adequado do alimento, visando a reducdo ou
eliminacdo dos fatores antinutricionais, como inibidores de enzimas digestivas. Vale ressaltar
também, que o calulo de PDCAAS leva em consideracdo, neste caso, apenas 0 aminoacido
limitante para a determinacdo da qualidade da proteina. Realizando o célculo de PDCAAS
para os demais aminoacidos, podemos perceber que além de superar o valor encontrado para
PIS realizado com o AA limitante, PIAc apresenta bons resultados em relacéo a varios outros

aminodacidos essenciais e ndo essenciais.

5.2.5 Fatores toxicos e/ou antinutricionais

5.2.5.1 Lectinas

Lectinas sdo proteinas ligantes de carboidratos, capazes de aglutinar eritrdcitos,
podendo exercer acdo antinutricional (SILVA et al., 2010). As lectinas sdo encontradas em
uma ampla variedade de espécies de animais e plantas, estando presentes em maior
quantidade em grdos de leguminosas e gramineas. Os resultados da analise da presenca de
atividade hemaglutinante em PIAc e PIS estdo apresentados na Tabela 4. Ndo foi detectada a
presenca de lectinasem nenhuma das amostras de sangue (coelho, rato e humano) e em
nenhuma das dilui¢des (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32 e 1:64) dos isolados testadas. Esse resultado
permaneceu 0 mesmo para o sangue tratado previamente com tripsina, onde ndo foi detectada
atividade hemaglutinante que indicasse a presenca de lectinas.

Fernandes (2011), encontrou a presenca de lectinas em cinco de dez espécies de
leguminosas da Caatinga (Dioclea megacarpa, Erythrina velutina, L. sericeus, P.
platycephala e S. rugosa). Quando ingeridas, as lectinas ndo sdo degradadas durante sua
passagem pelo trato digestorio e podem reconhecer residuos de carboidratos presentes nas
células intestinais, ligando-se a eles. Essa ligagdo as células das microvilosidades intestinais
provoca interferéncia na absorcédo e utilizagdo de nutrientes. As lectinas também mostram a
capacidade de inibir véarias enzimas intestinais (SILVA et al., 2010). A auséncia de lectinas no
isolado proteico de A. cearensis, portanto, € um ponto positivo para esta leguminosa que
propomos ser introduzida na alimentacdo. A presenca dessas moléculas dificultaria a

absorcéo das proteinas presentes em PIAC.



Tabela 4: Andlise da presenca de lectinas em PIAc (Isolado proteico de Amburana

cearensis) e PIS (Isolado proteico de soja) em diferentes concentragdes (8 a 1.000 pg/mL)

Tipo de sangue/ Tratamento PIAC PIS
Humano ND* ND*
Humano/ Tripsinizado ND* ND*
Coelho ND* ND*
Coelho/ Tripsinizado ND* ND*
Rato ND* ND*
Rato/ Tripsinizado ND* ND*

FONTE: Elaborada pelo autor
Os resultados obtidos foram obtidosa partir de triplicatas

*N&o detectado na concentracdo de 1.000@g/ mL ou em suas diluicGes
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5.2.5.2 Inibidores de tripsina

Os inibidores de tripsina sdo proteinas capazes de se complexarem com as
enzimastripsina e quimotripsina, inibindo a atividade catalitica das mesmas e, dessa forma.
prejudicando o processo digestivo por reduzir a digestibilidade de proteinas (FERNANDES,
2011). A Tabela 5 apresenta os resultados para inibicdo de tripsina por PIAc e PIS. Foi
detectada forte inibicdo de tripsina por PIAc, com 97,77% de inibicdo da protease. PIAc
apresentou 17,28 + 0,07 unidades de inibigdo (Ul)por mg de proteina. Esse valor é menor do
que o obtido por Farias (2009) para a inibicdo de tripsina das sementes de A. ceraensis (27,41
Ul), mostrando que o método de obtencdo do isolado diminuiu um pouco a atividade
inibitdria presente nas sementes. O mesmo autor também afirma se tratar de um inibidor do
tipo Bowman-Birk de 13,6 kDa, previamente purificado porTanaka (1989), e que reduz em
44% a inibicdo apos a fervura das sementes por 180 minutos.

PIS nédo apresentou atividade inibitoria de tripsina. Diversos inibidores de tripsina da
soja ja foram estudados, no entanto, 0 método de obtencdo do isolado comercial deve ter
eliminado ou inativado estes componentes.

Devemos ressaltar também, que em contraposi¢do a sua atividade antinutricional, 0s
inibidores de tripsina podem contribuir positivamente na dieta. Diversos inibidores foram
estudados e apresentam atividades anticancerigenas, antiinflamatorias, no combate a

obesidade, a doencas degenerativas e a doencas autoimunes (FERNANDES, 2011).

5.2.5.3 Inibidores de quimotripsina

A Tabela 5 apresenta os resultados do ensaio de inibicdo de quimotripsina por PIAc e
PIS. Foi detectado 40,74 + 1,4% de inibicdo da protease quimotripsina pelo isolado PIAc.
PIAc apresentou 11,7 + 0,56 unidades de inibicdo (Ul) por mg de proteina. Este resultado ja
era esperado, uma vez que inibidores do tipo Bowman-Birk, como o presente em A. cearensis,
segundo Farias (2009), possuem tanto atividade inibitoria de tripsina como de quimotripsina.

PIS ndo apresentou atividade inibitoria de quimotripsina. Da mesma forma que para
tripsina, 0 metodo de obtencdo do isolado comercial de soja deve ter eliminado ou inativado

inibidores presentes nas sementes da leguminosa.



Tabela 5: Inibidores de tripsina e quimotripsina presentes no extrato bruto dos isolados

PIAc (Isolado proteico de Amburana cearensis) e PIS (Isolado proteico de soja)

PIAC PIS
Inibidor de tripsina (% de inibic¢&o) 98,57+ 0,4 ND*
Inibidor de tripsina (Ul/ mg de proteina) 17,28 + 0,07 ND*
Inibidor de quimotripsina (% de inibigao) 40,74+ 1,4 ND*
Inibidor de quimotripsina (Ul/ mg de proteina) 11,7 £ 0,56 ND*

FONTE: Elaborada pelo autor
Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo de triplicatas

*N4ao detectado



92

Devemos ressaltar que o principal problema de inibidores em dietas seria a reducéo da
digestibilidade das proteinas presentes. No entanto, a presenca desta inibicdo de tripsina e
quimotripsina para PIAc, apesar de reduzir sua digestibilidade, ndo deixou o isolado menos
digerivel que o isolado de soja ja comercializado (PIS), como podemos observar no gréfico 6

ja apresentado anteriormente.

5.2.6 Atividade antioxidante

5.2.6.1.1 Sequestro do Radical DPPH (difenil-picril-hidrazil)

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo, através de um
ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacdo de metais. Podem
ser sintéticos ou naturais (DUARTE-ALMEIDAEet al., 2006). A capacidade antioxidante dos
isolados PIAc e PISfoi estimada usando o método DPPH e esta descrita na Tabela 6. N&o foi
possivel detectar a ICso(Concentracdo necessaria para inibir 50% dos radicais livres) do
isolado PIAc. JaPIS apresentou ICsode 5.124 [Blg/ mL, valor bem elevado se levarmos em
consideracdo que a ICsq da vitamina C, considerada um bom agente antioxidante, € de 52,46
Zlg/ mL.

A elevada I1Cso do PIS e a ndo deteccédo de atividade antioxidante em PIAc (de acordo
com as concentragdes testadas) eram resultados esperados, uma vez queos antioxidantes de
plantas raramente estdo presentes em proteinas na sua conformacao nativa, sendo necessaria
hidrolise proteica para a deteccdo de atividade. Segundo Oliveira (2011), a hidrolise
enziméatica da proteina de soja aumenta sua atividade antioxidante, gerando peptideos
bioativos. Esses peptideos normalmente se mostram inativos dentro de uma sequéncia de
proteina, mas sdo liberados pelas enzimas digestivas durante o transito gastrointestinal ou
durante o processamento dos alimentos. No caso dos isolados proteicos, uma vez que sdo
destinados a alimentacdo, a hidrélise proteica realizada pelas proteases do préprio organismo

podem favorecer a geracéo desses peptideos.



Tabela 6: Atividade antioxidante (DPPH) presente na vitamina C,
PIAc (Isolado proteico de Amburana cearensis) ePIS (Isolado proteico

de soja). Ensaio realizado em diferentes concentracdes (8 a 1.000

pg/mL)
ICso (Bg/ mL)
P1Ac ND*
PIS 5.124
Vitamina C 52,46

FONTE: Elaborada pelo autor
Os resultados obtidos foram obtidosa partir de triplicatas
ICsp: Concentragdo necessaria para inibir 50% dos radicais livres

*Nao detectada
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5.3 Perfil de solubilidade e propriedades funcionais

As analises das propriedades funcionais foram realizadas com PIAc e PIS para
comparagdo dos desempenhos. O isolado proteico de soja € amplamente utilizado pela
indUstria alimenticia na suplementacdo de dietas e na inser¢do de caracteristicas funcionais
desejaveis, sendo um isolado de referéncia em estudos de alimentacdo. A caracterizagdo
funcional foi realizada quanto a solubilidade do nitrogénio, a capacidade de absorcao de agua,
a capacidade de absorcdo de Oleo, a atividade emulsificante e sua estabilidade, a atividade
espumante e a estabilidade da espuma e a determinag@o da menor concentragéo geleificante.

5.3.1 Perfil de solubilidade do nitrégenio

Em relacdo as propriedades funcionais (tecnolégicas) dos ingredientes de produtos
alimenticios, a solubilidade é considerada uma das mais importantes. Isto ocorre porque
muitas outras propriedades funcionais apresentam dependéncia da interacdo da dgua com a
proteina, tais como, a emulsao, a formacdo de espuma e geleificacdo (AVANZA et al., 2012).
A solubilidade da proteina é influenciada por varios fatores como: massa molecular,
densidade e distribuicdo das cargas elétricas, que por sua vez ¢ influenciada pelo pH, natureza
e concentracdo dos ions ou forcga ibnica, interacdes hidrofobicas e temperatura(MEDEIROS,
2013).

O grafico 7 apresenta o perfil de solubilidade do nitrogénio dos isolados PIAc e PIS.
Ambos apresentaram o perfil de solubilidade esperado, com solubilidade minima em pH
moderadamente acido (ponto isoelétrico da maioria das proteinas) e solubilidade maxima nas
extremidades de pH, formando um grafico com forma caracteristica de U. Segundo Fontana et
al. (2009), o aumento progressivo de solubilidade do pH neutro para os pH alcalinos se deve
ao fato de que a medida em que o pH se torna mais alcalino, ha predominancia de cargas
negativas, havendo uma interacdo mais forte entre as moléculas de proteina e as moléculas de
agua e, também, uma maior repulsdo entre as moléculas de proteina, aumentando

significativamente a solubilidade destas no meio.



Gréfico 7: Perfil de solubilidade do nitrogénio. PIAc: Isolado proteico

de Amburana cearensise PIS: Isolado proteico de soja
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Nitrogénio quantificado de acordo com Baethgen e Alley (1989)

Proporcao amostra / 4gua destilada 1% (m/v)

Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste

estatistico Tukey
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PIAc apresentou solubilidade minima em valores de pH4,0 e 6,0 (27,3 + 1,2% e 26,1 +
3,6%, respectivamente), ndo ocorrendo diferenca estatistica entre os dois resultados.PIS
apresentou solubilidade minima em pH 4,0 (12,9 + 1,0%). Este resultado condiz com o0s
descritos por Li et al. (2010); Pednekaret al. (2010) e Liang; Tang (2013), onde isolados
proteicos produzidos a partir de sementes de leguminosas tém menor solubilidades nos
valores de pH 4, 5 e 6. O ponto de solubilidade minima, ou ponto isoelétrico, possui pouca
aplicabilidade para a industria de alimentos. Para a indudstria alimenticia é importante saber o
ponto onde as proteinas apresentam solubilidade maxima. Uma boa solubilidade € de grande
importancia na elaboracdo de molhos, sopas desidratadas, alimentos para bebés, produtos de
panificacdo, sobremesas, dentre outros (AVANZA et al., 2012).

A amostra que apresentou solubilidade maxima foiPIAc em pH 2,0 (86,4 *+ 4,7%),
sequido por PIAc em pH 10,0 (63,3 £ 2,9%) e por PIS em valores de pH 8,0 e 10,0 (48,2 =
0,3 e 46,2 + 0,9%, respectivamente). As proteinas em pH distinto do ponto isoelétrico
possuem cargas liquidas que se repelem entre si, podendo interagir com as moléculas de agua,
sendo portanto mais soluveis (DAMADORAM, 2010). Isso explica a solubilidade maxima de
ambos os isolados acontecer em valores de pH distantes de seu ponto isoelétrico.

A menor solubilidade apresentada porPIS em comparacdo com o isolado de A.
cearensispode estar relacionada a caracteristicas das sementes de soja. Segundo Liuet al.
(2008), a solubilidade do isolado proteico de soja pode ser afetada pela forma de estocagem
das sementes antes da producdo do isolado. Ndo podemos saber ao certo se foi isto que
ocorreu, pois o PIS utilizado foi adquirido em um estabelecimento comercial, e o fabricante
ndo respondeu as Vvérias tentativas de contato para esclarecer aspectos metodoldgicos de sua

fabricacao.

5.3.2 Capacidade de absorcao de agua (CAA)

A capacidade de absor¢do de agua (CAA) é uma propriedade que pode indicar o
potencial de aplicabilidade de um isolado proteico,uma vez que altos valores de CAA séo
importantes para a manutencdo da umidade dos produtos.A capacidade de absorcdo de dgua
de proteinas é definida como gramas de agua absorvida por grama de proteina quando uma
proteina em po seco é equilibrada com vapor de agua a 90-95% de umidade relativa
(DAMODARAN et al., 2010).

O grafico 8 apresenta a capacidade de absorcdo de agua de PIAc e PIS. A CAA de
PIAc foi de3,08 £ 0,11 g agua/g amostraenquanto a de PIS foi de 5,58 + 0,04 g agua/g
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amostra. Segundo Ribeiro (2009), alguns fatores podem influenciar na capacidade de
absorcdo de agua da amostra, como concentracdo proteica e caracteristicas intrisecas das
proteinas. Estudo realizado por Pednekar et al. (2010) com um isolado proteico de soja
mostrou capacidade de absorcdo de &gua 3,08 g de agua/g de amostra, resultado inferior ao
encontrado para PIS neste trabalho e compardvel ao encontrado para o isolado de A.
cearensis.

As propriedades de hidratacdo das proteinas também dependem da sua composicéo de
aminoacidos e de sua conformagdo. Assim, quando h& propor¢do maior de aminoécidos com
cadeias laterais hidrofébicas, a proteina apresenta capacidade menor de hidratacdo do que
guando é composta por aminoacidos com cadeias laterais hidrofilicas, que podem estabelecer
mais facilmente pontes de hidrogénio com a agua (FILHO; VASCONCELOS, 2011). Tanto
PIAc como PIS apresentam elevadas quantidades de aminoacidos hidrofilicos acidos (acidos
glutdmico e aspartico) e basicos (arginina).

Os aminoacidos mais ambundantes em PIAc sdo acido glutamico, arginina e &cido
aspartico (26,96; 16,22 e 8,51 ¢/100 g P, respectivamente). Os aminoacidos mais
ambundantes em PIS sdo acido glutdmico, &cido aspartico e arginina (19,84; 12,12 e 8,42
9/100 g P, respectivamente). Outros aminoacidos hidrofilicos, como histidina e lisina, pouco
variaram entre os dois isolados. Com relacdo a aminoacidos hidrofébicos, a maior variagao foi
nos teores de leucina, valina e isoleucina, onde PIS apresentou quantidade um pouco superior
(diferencas de até 1,54 g/100 g P) desses aminoéacidos.

Podemos perceber que existe pouca relagdo entre quantidade de aminoacidos
hidrofébicos e hidrofilicos com a capacidade de absorcdo de dgua apresentada pelos isolados.
O bom desempenho de PIS e o menor desempenho de PIAc, portanto, devem estar
relacionados a localizacdo desses aminoacidos nas proteinas. PIS deve possuir aminoacidos
hidrofilicos predominantes na por¢do mais externa da molécula, facilitando a ligacéo desses a
agua e favorecendo a hidratacdo proteica, enquanto PIAc deve possuir aminoacidos
hidrofobicos em suas cadeias laterais, repelindo as moléculas de dgua. Deve-se ressaltar que a
diferenga entre as capacidades de hidratacdo foi pequena e que naturalmente as proteinas

tendem a atingir conformacg6es com as por¢oes hidrofobicas no interior das moléculas.



Grafico 8: Capacidade de absorcdo de &gua (CAA). PIAc: Isolado

proteico de Amburana cearensise PIS: Isolado proteico de soja
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FONTE: Elaborada pelo autor

Segundo Aydemir ¢ Yemenicioglu (2013)

Proporgdo amostra / 4gua destilada de 5% (m/v)

Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
estatistico t-test

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo de triplicatas
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5.3.3 Capacidade de absorc¢ao de 6leo (CAO)

A capacidade de absorcdo de oOleo é uma importante propriedade funcional, pois
desempenha um papel essencial ao manter o sabor dos alimentos (AVANZA et al., 2012). O
grafico 9 apresenta a capacidade de absorcéo de 6leo de PIAc e PIS. A CAO de PIAc foi de
2,98 £ 0,08 g 6leo/g amostra enquanto a de PIS foi de 1,84 + 0,07 g 6leo/g amostra. Pednekar
et al. (2010) também encontraram resultado semelhante para a capacidade de absorcdo de
6leo de um isolado proteico de soja (1,97 g 6leo/g amostra).

O mecanismo de absor¢do de dleo envolve a retencéo fisica deste por componentes de
alimentos (principalmente proteinas) e a afinidade da proteina para as cadeias laterais ndo
polares dos lipidios (AVANZA et al., 2012). O resultado superior apresentado por PIAc pode
ser associado a baixa absorcdo de agua pela amostra. Como discutido anteriormente, isto
indica que possivelmente PIAc tenha maior predominancia de aminoécidos hidrofébicos na
porcdo mais externa da molécula proteica do que PIS, facilitando a ligacdo as moléculas de
oleo. A absorcdo de gordura normalmente varia em fungdo da quantidade relativa de grupos
hidrofobicos expostos da proteina (FONTANARI et al., 2007). A menor capacidade de
retencdo de 6leo apresentada por PIS, também pode estar relacionada a menor quantidade
desses grupos hidrofobicos expostos. Normalmente, proteinas boas ligantes de agua
apresentam menor capacidade de ligacéo a 6leo e vice-versa.

Devemos ressaltar que uma elevada capacidade de absorcdo de 6leo é essencial para a
formulacdo de diversos produtos. Massas de bolos, maionese, molhos para salada, dentre
outros, sdo produtos que dependem de uma boa capacidade de absorcdo de 6leo (CHANDI;
SOGI, 2006). Uma boa CAO também contribui para a palatabilidade e para a retencdo de
sabor nos alimentos. Esta propriedade é responsavel pelo aumento de caracteristicas
sensoriais desejaveis em diferentes formulagdes, sendo muito importante do ponto de vista
industrial (RODRIGUEZ-AMBRIZ et al., 2005).



Grafico 9: Capacidade de absorcdo de dleo (CAO). PIAc: Isolado

proteico de Amburana cearensise PIS: Isolado proteico de soja
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Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
estatistico t-test
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5.3.4 Atividade emulsificante (AEm) e estabilidade da emulsdo (EEm)

O gréafico 10 apresenta a atividade emulsificante e a estabilidade da emulsdo formada
por PIAc e PIS. PIAc produziu uma camada emulsionada de 53,79 + 1,31%, enquanto PIS
formou uma emulsdo de 50,0 + 0,0%, em relacdo ao volume total do ensaio. Segundo
Damodaram et al. (2010), as proteinas desempenham um papel importante na industria, sendo
grandes agentes emulsificantes. S&o moléculas anfipaticas com capacidade de ligacéo tanto a
agua, quanto a oOleo. As proteinas facilitam a formacdo, melhoram a estabilidade e
proporcionam propriedades fisico-quimicas especificas para emulsdes de 6leo em &gua
(MCCLEMENTS, 2004). A maioria das proteinas apresenta uma menor atividade
emulsificante em regides de pH proximo ao ponto isoelétrico da proteina, onde a carga liquida
e a solubilidade apresentam-se reduzidas (FILHO; VASCONCELOS, 2011).

Com relacdo a estabilidade da emulsdo, PIAc foi capaz de manter a camada
emulsificadano mesmo nivel ap6s o protocolo de aquecimento a 80 °C por 30 minutos,
seguido por resfriamento em banho de gelo e nova centrifugacdo da amostra (52,38 + 0,0%).
N&o ocorreu diferenca estatistica entre os dois resultados.PIS, além de formar uma menor
camada emulsificada, também deteve menor estabilidade da emulsdo formada, reduzindo a
camada emulsificada para 42,24 + 0,23%, uma reducéo de cerca de 15,52%. Ao avaliar outro
isolado proteico de soja comercial, Tan et al. (2014) encontraram total estabilidade da
emulsdo formada. Medeiros (2013) ndo encontrou boa estabilidade para isolados proteicos de
V. unguiculata e afirmou que a baixa estabilidade do isolado pode ter ocorrido devido a
repulsdo de cargas. A baixa estabilidade do PIS também deve estar relacionada a
caracteristicas particulares do isolado de soja adquirido, provavelmente relacionadas a sua

forma de obtencdo e processamento.

5.3.5 Atividade espumante (AEs) e estabilidade da espuma (EES)

A formacdo de espuma por batimento ou agitagdo refere-se a expansdo do volume da
mistura com a incorporacdo de bolhas ar. O grafico 11 apresenta a avaliacdo da capacidade
espumante e a estabilidade da espuma formada por PIAc e PIS em diferentes intervalos de
tempo (0, 30, 60, 90 e 120 minutos). Foi determinado o aumento percentual da altura da
camada de espuma além do volume inicial do ensaio, ap6s o protocolo de agitacdo por 5

minutos.
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Gréfico 10: Atividade emulsificante (AEm) e estabilidade da emulséo
(EEm) apo6s 30 minutos a 80°C. PIAc: Isolado proteico de Amburana

cearensise PIS: Isolado proteico de soja

Altura da camada emulificada %

FONTE: Elaborada pelo autor

Segundo Yasumatsu et al. (1972), utilizando 350 mg de amostra, 5 mL de &4gua e 5
mL de 6leo

Letras diferentes indicam que h& diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
estatistico Tukey

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo de triplicatas



Gréfico 11: Atividade espumante (AEs) e estabilidade da espuma
(EEs) em TO e apos 30, 60, 90 e 120 minutos. PIAc: Isolado proteico

de Amburana cearensise PIS: Isolado proteico de soja
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PlAcdeteve a maior capacidade espumante, com um aumento de 139,4 + 11,06% em
relacdo a altura inicial da suspensdo, portanto, formando uma espuma correspondente a mais
que o dobro do volume inicial. O resultado obtido € muito promissor e concorda com
resultados encontrados por Duranti et al. (2008), onde fragGes proteicas produzidas por
precipitagdo isoelétrica sdo boas formadoras de emulsdes e de espuma. PIAc apresentou bom
desempenho nestas duas funcionalidades. A capacidade espumante deste isolado foi bem
superior ao encontrado por Medeiros (2013) para isolados proteicos de V. unguiculata (47,5 a
50 %) e por Pereira (2013) para o isolado de outra variedade da mesma leguminosa (64,94%).

Diversos fatores influenciam na formacdo de espuma, tais como 0 equipamento
utilizado para a preparacdo, a presenca de sais, pH, flexibilidade, concentracdo das proteinas,
dentre outros (DAMODORAN et al., 2010). Normalmente, altas concentracdes proteicas
produzem espumas mais firmes e mais estaveis. O grande desempenho apresentado por PIAc
pode ser justificado por seu elevado teor de proteinas, maior que 97%. As proteinas
interagem na interface ar-dgua e sdo capazes de reduzir rapidamente a tensdo superficial,
outros componentes podem afetar de maneira negativa a producéo de espuma (MARTINEZ et
al., 2009). Assim, o resultado encontrado € muito promissor pois, do ponto de vista industrial,
uma boa formacdo de espuma é muito importante. Diversos alimentos utilizam esta
potencialidade, tais como: bebidas, mousses, bolos, merengues e coberturas cremosas (BOYE
etal., 2010).

PIS deteve 33,85 *+ 3,7% de aumento em relacdo a altura inicial do ensaio. O baixo
desempenho na formacdo de espuma apresentado por PIS ja era um resultado esperado. A
estrutura altamente compacta da proteina de soja, em relacdo a outras fontes proteicas, é
conhecida pela baixa potencialidade na formacdo de espuma. Esta estrutura ndo favorece a
adsorcdo ou desdobramento da proteina na interface, ndo permitindo a formacéo adequada de
uma pelicula interfacial (PANIZZOLO; ANON, 2015). O baixo desempenho apresentado por
PIS ressalta a importancia do bom resultado obtido para PIAc, onde novas fontes proteicas
boas formadoras de espuma sdo bem vindas na industria alimenticia.

Ao avaliar a estabilidade da espuma decorridos 30, 60, 90 e 120 minutos, podemos
visualizar, de acordo com o gréafico 11, que ambos os isolados apresentaram queda na altura
da camada de espuma. As espumas alimenticias geralmente sdo bastante instaveis porque
apresentam grande superficie na interface (FILHO; VASCONCELOS, 2011). Apds
decorridos 120 minutos os resultados para PIAc e PIS foram 64,86 £ 2,56% e 0,0 £ 0,0%,
respectivamente. Segundo Damodoram et al. (2010), no ponto isoelétrico (PI) as espumas
estabilizadas por proteinas sdo mais estaveis e isto justifica o bom resultado obtido para PIAc,



105

produzido nas presentes condi¢des. Apesar da reducdo, PIAc foi capaz de manter a espuma,
capacidade esta ndo observada em PIS. A espuma de PIS foi reduzida para 11,33 + 1,29%

decorridos apenas 30 minutos, uma reducéo de quase 70%.

5.3.6 Menor concentracgéo geleificante (MCG)

A geleificacdo proteica consiste na formacdo de uma rede ordenada a partir de
proteinas previamente desnaturadas (FILHO; VASCONCELOS, 2011). Os géis podem ser
descritos pela sua capacidade de imobilizar liquidos, pela sua textura e pelas suas
propriedades (ALLEONI, 2006).A Tabela 7 apresenta a capacidade de geleificacdo dos
isolados PIAc e PIS. Ambos apresentaram capacidade de geleificacdo, sendo que PIAC
formou gel a uma concentracéo de 10%, enquanto o isolado de soja s6 foi capaz de formar gel
a uma concentracdo de 12%.

Medeiros (2013) encontrou formacdo de gel em isolados proteicos de V. unguiculataa
8 e 10%, resultado semelhante ao encontrado neste trabalho para PIAc. O valor obtido para o
PIS neste trabalho, concorda com o valor encontrado por Tan et al. (2014), que também
definiram 12% como a concentracdo minima para a formacao de gel em um isolado proteico
de soja comercial. Ambos os isolados foram capazes de manter a mesma MCG mesmo ap0s
quatro horas a 4 °C, apresentando géis de boa qualidade. Esta estabilidade esta relacionada ao
equilibrio de varias interacbes ndo-covalentes, sendo crucial para as propriedades
viscoelasticas das peliculas tipo gel (DAMODARAN et al., 2010).

O processamento de alimentos e o desenvolvimento de novos produtos requerem
ingredientes tais como o0s agentes de geleificacdo, estes se acumulam em uma matriz
estrutural que vai fornecer ao alimento a consisténcia desejavel (ALLEONI, 2006). Proteinas
com capacidade de formacéo de gel a baixas concentragGes sdo muito importantes na industria
alimenticia. A propriedade geleificante, entre as propriedades funcionais das proteinas, é uma
das mais exploradas pela industria de alimentos para criar novos produtos que apresentam
melhores ou diferentes texturas (DINIZ, 2007). A formacdo de gel desempenha papel
fundamental em produtos carneos, gelatinas, massa de péo, produtos lacteos, dentre outros
(MEDEIROS, 2013).
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Tabela 7: Determinacdo da menor concentracdo geleificante (MCG) de PIAc (Isolado

proteico de Amburana cearensis) e PIS (Isolado proteico de soja)
Amostra Concentracéo do gel (%)
2 4 6 8 10 12 14 16 18
PIAC - - - - + + + + +

PIS - - - - - + + + +

FONTE: Elaborada pelo autor.
Resultado positivo (+) / Resultado negativo (-)

Os resultados obtidos foram obtidosa partir de triplicatas

20
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5.4 Avaliacao toxicoldgica

5.4.1 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica € um modelo de citotoxicidade que avalia, prioritariamente,os
efeitos sobre a membrana e de variacdo de osmolaridade (PESSOA, 2015).E um ensaio
rotineiramente utilizado para a avaliacdo da seguranca de uso de diferentes compostos, onde
uma unidade hemolitica é definida como a concentragdo capaz de produzir 50% de hemdolise.
A atividade hemolitica dos isolados PIAc e PIS estdo apresentadas na Tabela 8. N&o foi
detectada a presenca de atividade hemolitica em nenhuma das amostras de sangue (coelho,
rato e humano) e em nenhuma das concentragfes (8 a 2.000 pg/mL) dos isolados testadas
(PIAc ou PIS). A auséncia de atividade hemolitica no isolado proteico de A. cearensis é mais

um indicativo da seguranca de uso das proteinas em questao.

5.4.2 Toxicidade oral aguda

O ensaio de toxicidade oral aguda é rotineiramente utilizado para avaliar a capacidade
de uma substdncia ou mistura de substancias produzir efeitos toxicos agudos (PESSOA,
2015). Apos administracdo via oralde PIAc e PIS, em dose unica (2.000 mg/kg de peso do
animal), nenhuma morte foi registrada ou qualquer sinal de intoxica¢do foi observado durante
0s 14 dias de experimento. Ndo ocorreu nenhuma alteracdo seja ela de comportamento, fisica
ou qualquer outro sinal que indique toxicidade. Também ndo foram observadas qualquer
alteracdomacroscépica morfoldgica nos 6rgaos dissecados apds o término do experimento.

O gréafico 12 apresenta a curva de evolucdo do peso corporeo dos animais dos grupos
teste (PIAc e PIS) e do controle (solugéo salina, 0,9% de NaCl). Ocorre uma sobreposicdo
entre as curvas, ndo existindo diferencas significativas entre o ganho de peso dos animais dos
grupos teste ou do controle. Este resultado indicaque a ingestdo aguda da substancia ndo tenha

causado efeitos deletérios gastrointestinais aos animais.
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Tabela 8: Atividade hemolitica em hemé&cias do homem, rato e coelho frente & exposicdo

aos isolados PIAc (Isolado proteico de Amburana cearensis) e PIS (Isolado proteico de

soja) em diferentes concentracdes (8 a 2.000 ug/mL)

Tipo de sangue PIAC
Humano ND*
Coelho ND*
Rato ND*

FONTE: Elaborada pelo autor

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo de triplicatas

PIS

ND*

ND*

ND*

*Unidade hemolitica (UH) ndo detectada na concentra¢do de 2000Eg/ mL ou em suas dilui¢bes
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Grafico 12: Comparagdo do ganho de peso de camundongos fémeas
que receberam em dose Unica via oral PIAc, PIS ou solucao salina,

todas na concentracdo de 2.000 mg/kg de peso do animal
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FONTE: Elaborado pelo autor

Né&o ocorreu diferenga significativa (p<0,05) entre 0s grupos teste e o controle pelo
teste estatistico Tukey

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo
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Farias (2009) estudou a toxicidade de A. cearensise mostrou que o extrato bruto da
farinha das sementes também ndo apresentou atividade toxica aguda quando injetado via
intraperitonial em camundongos. O autor afirmou a provavel auséncia de toxinas que
poderiam causar alteracdes fisioldgicas que culminariam com a morte dos animais. Leal et al.
(2003) também constataram a seguranca de A. cearensisao revelarem a baixa toxicidade da
planta, que ndo produziu nenhum efeito tdxico significativo ou morte nas avaliacoes
toxicoldgicas sub-crénica e cronica realizadas pelos autores. A avaliacdo da toxicidade clinica
do xarope de “cumaru”, em pacientes voluntarios que receberam uma dose diaria de 20 mL
(cada), durante 30 dias consecutivos, também ndo mostrou nenhuma alteragéo nos parametros
clinico-laboratoriais dos pacientes (ALMEIDAet al., 2010). Todos esses indicios da auséncia
de toxicidade nas sementes de A. cearensis mostram que ja era esperado a auséncia de
toxicidade também no isolado proteico obtido (PIAc) a partir de sementes de cumaru, 0 que se

mostrou evidente no ensaio de toxicidade aguda realizado.

5.4.3 Toxicidade oral de doses repetidas

Na busca por quaisquer indicios de toxicidade para PIAc, foi realizado um ensaio de
toxicidade oral por doses repetidas durante 28 dias. Este ensaio permite uma avaliagdo mais
completa, buscando sinais de efeito cumulativo no organismo. Os estudos de toxicidade com
exposicoes continuas as substancias sdo utilizados para mimetizar a forma mais comum de
exposicdo humana: as exposicoes repetidas. Esses estudos tém por objetivo obter informacdes
sobre a identificacdo de drgdos-alvo, os efeitos nas funcdes fisioldgicas, hematoldgicas,
bioquimicas, anatomopatoldgicas e histopatoldgicas (CAMPOS; AMARAL, 2009).

N&o foram observados quaisquer indicios de toxicidade nos animais avaliados, machos
ou fémeas.Nenhuma morte foi registrada e ndo ocorreu nenhuma alteracdo seja de
comportamento, fisica ou qualquer outro sinal que pudesse indicar toxicidade.Os grafico 13 e
14 apresentam a curva de evolucdo do peso corporeo dos animais machos e fémeas,
repectivamente, dos grupos teste (PIAc e PIS) e do controle (solucdo salina). N&do ocorreram
diferencas significativas entre o ganho de peso dos animais dos grupos teste ou do controle
em nenhum dos sexos de animais testados. O consumo médio alimentar também n&o sofreu
alteracdes entre os grupos teste e o grupo controle, em nenhum dos experimentos, com

machos ou fémeas.
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Grafico 13: Comparacdo do ganho de peso de ratosmachosque
receberam dose repetida via oral dePIAc, PIS ou solucdo salina, todas

na concentracao de 1.000 mg/kg/ por dia
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FONTE: Elaborado pelo autor

N&o ocorreu diferenca significativa (p<0,05) entre 0s grupos teste e o controle pelo
teste estatistico Tukey

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo
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Grafico 14: Comparagcdo do ganho de peso de ratos fémeas que
receberam dose repetida via oral dePIAc, PIS ou solucdo salina, todas

na concentracao de 1.000 mg/kg/ por dia

200 =
- PlIAC
- salina
150 4
~ —— PIS
©
€
°
9, 100
o
w
[}
o
50
0 T T 1 1 1
01 08 15 22 28
Dias

FONTE: Elaborado pelo autor

N&o ocorreu diferenca significativa (p<0,05) entre 0s grupos teste e o controle pelo
teste estatistico Tukey

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo
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5.4.3.1 Determinacgéo de parametros hematolégicos

As Tabelas 9 e 10 apresentamas concentracdes determinadas de leucdocitos totais
(WBC), eritrocitos totais (RBC), hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), concentragdo
corpuscular média (MCH), volume corpuscular médio (MCV), concentragdo corpuscular
média de hemoglobina (MCHC), contagem de plaquetas (PLT), volume plaquetario médio
(MPV), porcentagem de linfécitos do total de leucocitos (LYM %), porcentagem de
neutrofilos, basofilos e mondcitos do total de WBC (OTHR %) e indice de macrotrombdcitos
(P-LCR) para machos e fémeas, respectivamente. Os animais receberam dose oral repetida
por 28 dias de PIAc, PIS ou salina, na concentracdo de 1.000 mg/ kg/ por dia.

N&o ocorreram alterag6es significativas nos parametos hematoldgicos dos grupos teste
(PIAc e PIS) e do grupo controle (solugéo salina), em machos ou fémeas. Nos machos ocorreu
diferenca estatistica apenas na concentracéo corpuscular de hemoglobina entre PIAc e salina.
PIAc apresentou concentracdo de 34,34 + 0,19 e salina de 35,14 + 0,42, ambos em g/dL. No
entanto, a diferenca é muito pequena e os valores continuam dentro da mesma magnitude.
PIAc também se apresentou igual estatisticamente a PIS (34,72 + 0,37 g/dL), que néo
apresentou diferenca significativa em relagdo a salina. Os trés grupos, portanto, apresentam
valores semelhantes entre si. Os valores encontrados para PIAc também continuam dentro dos
padrdes estabelecidos para ratos Wistar que sdo bem varidveis de acordo com a procedéncia
dos animais (BRANCO et al., 2011).

5.4.3.2 Determinacao de parametros bioquimicos do sangue

As Tabelas 11 e 12 apresentamas concentracGes determinadas de 12 parametros
bioquimicos séricos (glucose, colesterol total, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina, creatinina, proteina total, albumina, bilirrubina
total, bilirrubina direta, sddio e potassio) para machos e fémeas, respectivamente. Os animais
receberam dose oral repetida por 28 dias de PIAc, PIS ou salina, na concentracdo de 1.000
mg/ kg/ por dia. Ocorreram alteragdes estatisticas nos niveis de albumina e potassio, nos

machos, e nos niveis de fosfatase alcalina, nas fémeas.


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=623&q=magnitude&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwipir22ucfOAhWLHpAKHeb1BkoQBQgZKAA
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Tabela 9: Pardmetros hematoldgicos de ratos machos submetidos a dose oral repetida de PIAc,

PIS ou salina, na concentracao de 1.000 mg/kg/ por dia, durante 28 dias

Parametro
Leucdcitos (x10%/pL)
Eritrocitos (x10°/uL)
Hemoglobina (g/dL)

Hematdcrito (%)
Volume corpuscular (fL)
Concentracéo corpuscular (pg)
Concentragéo corpuscular de
hemoglobina (g/dL)
Plaquetas (x10%/pL)
Linfocitos do total de leucdcitos

(%)

Neutréfilos, basofilos e mondécitos
do total de leucécitos (%)

Volume plaquetario (fL)

Macrotrombacitos (%)

FONTE: Elaborada pelo autor

Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste estatistico Tukey

Salina

11,76 + 2,21°

8,05 + 0,35°

15,04 + 0,53

42,80 +1,43°

53,20 + 1,48°

18,72 + 0,65

35,14 £ 0,42°

1160,25 + 81,62°

84,92 + 3,05°

13,95 + 1,97°

7,44 +0,27°

8,88 + 2,06°

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrao

PIAC

10,46 + 2,06

8,05 + 0,39°

14,88 + 0,41°

43,34 + 1,26°

53,84 +0,61°

18,48 + 0,20

34,34 +0,19°

1193,80 + 190,11°

85,44 + 4,86°

13,67 £ 2,4°

7,72+0,74°

8,98 + 2,98

PIS

10,70 £ 2,11°

7,82 £0,39°

14,32 + 0,56°

41,26 + 1,63°

52,76 + 1,09%

18,34 + 0,51°

34,72 + 0,37%

1290,5 + 74,05

81,27 +6,11°

18,73 + 6,11°

7,14 £ 0,24°

7,18 +1,57°
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Tabela 10: Parametros hematoldgicos de ratos fémeas submetidos a dose oral repetida de

PIAc, PIS ou salina, na concentracdo de 1.000 mg/kg/ por dia, durante 28 dias

Parametro

Leucdcitos (x10%/pL)

Eritrocitos (x10°/uL)

Hemoglobina (g/dL)

Hematdcrito (%)

Volume corpuscular (fL)

Concentracéo corpuscular
(P9)

Concentracéo corpuscular
de hemoglobina (g/dL)

Plaquetas (x103/uL)

Linfocitos do total de
leucocitos (%)

Neutrdéfilos, basofilos e
mondacitos do total de
leucdcitos (%)
Volume plaquetario (fL)

Macrotrombacitos (%)

FONTE: Elaborada pelo autor

Salina

9,26 + 2,05°

8,81 +0,29°

17,36 + 0,86°

41,20 + 1,54°

46,80 + 0,73°

19,68 + 0,38

42,12 £ 0,63°

1372,60 + 121,20°

86,44 + 1,45

13,56 + 1,45

7,28 +£0,76°

7,13+ 3,00°

PIAC

7,68 +1,21°

8,58 + 0,15°

16,96 + 0,35

40,14 + 0,65°

46,78 + 0,63°

19,78 + 0,20

42,26 +0,29°

1292,40 + 117,03

84,82 + 2,36°

14,60+ 2,27°

7,08 £ 0,412

6,00+ 0,63°

PIS

8,68 +1,72°

8,47 £ 0,18°

16,92 + 0,41°

40,14 +1,23°

47,40 + 0,90°

19,98 + 0,32

42,16 +0,32°

1219,20 + 270,52°

85,08 + 9,46°

10,80+ 2,50°

7,46 +0,42°

7,95+ 2,32°

Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste estatistico Tukey

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo
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Tabela 11: Pardmetros bioquimicos séricos de ratos machos submetidos a dose oral repetida

de PIAc, PIS ou salina, na concentracdo de 1.000 mg/kg/ por dia, durante 28 dias

Paréametro
Creatinina (mg/dL)
Glicose (mg/dL)
Albumina (g/dL)
Bilirrubina direta (mg/dL)
Proteinas totais (g/dL)

Alanina amino transferase -
TGP (U/L)
Fofatase alcalina (U/L)

Coleterol total (mg/dL)
Bilirrubina total (mg/dL)

Aspartato amino transferase
-TGO (U/L)
Sédio (mmol/L)

Potassio (mmol/L)

FONTE: Elaborada pelo autor

Letras diferentes indicam que ha diferenga significativa (p<0,05) pelo teste estatistico Tukey

Salina
0,25 + 0,04
94,20+ 9,88°
3,66 +0,09°
0,01 +0,01°
5,69 +0,17°

25,20 + 3,90°

223,40 + 47,71°
65,05 + 2,69°
0,00 + 0,00

110,92 +21,13°

116,26 + 11,51°

3,12 +0,00°

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrdo

PIAc
0,23 + 0,06
97,00+ 15,39°
3,96 +0,12°
0,01 +0,01°
5,32 + 0,28

24,0 * 4,69

248,00 + 55,80
66,75 + 8,71°
0,00 + 0,00°

81,95 + 10,79

114,68 + 6,89°

5,55 + 1,24%

PIS
0,24 +0,05°
86,75+ 15,65°
3,44 +0,09°
0,01 +0,02°
5,63 +0,20°

24,40 + 1,67°

216,25 + 31,87°
71,78 £9,03°
0,00 + 0,00

92,55 + 18,97°

123,18 + 14,62°

6,69 + 0,82°
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Tabela 12: Parametros bioquimicos séricos de ratos fémeas submetidos a dose oral repetida de

PIAc, PIS ou salina, na concentracdo de 1.000 mg/kg/ por dia, durante 28 dias

Parametro
Creatinina (mg/dL)
Glicose (mg/dL)
Albumina (g/dL)
Bilirrubina direta (mg/dL)
Proteinas totais (g/dL)

Alanina amino transferase -
TGP (U/L)

Fofatase alcalina (U/L)
Colesterol total (mg/dL)
Bilirrubina total (mg/dL)

Aspartato amino transferase -
TGO (U/L)
Sédio(mmol/L)

Potassio(mmol/L)

FONTE: Elaborada pelo autor

Salina
0,21 + 0,05
83,25+ 9,18
4,27 + 0,14
0,02+ 0,01°
2,01 + 0,04

23,80 + 4,32°

76,75 + 3,30°
52,13 £ 5,37°
0,00 + 0,00

85,05 + 8,58°

119,06 + 10,67°

6,72 +1,41°

PlAc
0,19 +0,02°
91,00 + 9,42°
4,43 +0,18°
0,02 +0,02°
2,02 + 0,06

23,00 * 4,69

139,75 + 5,12°
61,55 + 5,44°
0,00 + 0,00

86,23 + 11,24°

115,64 + 7,61°

6,60 + 1,11°

PIS
0,16 + 0,03
87,40 + 10,01°
4,34 +0,14°
0,02 + 0,02
1,96 + 0,09%

23,20 + 3,90

123,00 + 6,93"
58,03+ 9,24°
0,00 % 0,00

86,92 + 10,92

125,52 + 8,2

6,80 + 1,05°

Letras diferentes indicam que ha diferenga significativa (p<0,05) pelo teste estatistico Tukey

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrao
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A albumina é uma proteina plasmética que corresponde a cerca de 50% das proteinas
totais do soro (SANTOS et al., 2004). PIAc e PIS apresentaram, nos machos, concentracdo de
albumina estatisticamente diferente do grupo controle que recebeu solucdo salina (3,96 *
0,12; 3,44 £ 0,09 e 3,66 = 0,09 g/dL, respectivamente). Devemos ressaltar, no entanto, que a
diferenga é bem pequena, que esta variagdo ocorreu apenas nos machos, que os valores
continuam dentro da mesma magnitude e dentro dos padrdes encontrados para ratos Wistar
(BRANCO et al., 2011). Apesar da diferenca estatistica, a variacdo encontrada nao representa
valores distantes da faixa normal para esta espécie animal.

O potéssio é um jon predominantemente intracelular. Devido a grande diferenca entre
suas concentraces intracelular e extracelular, os fatores que controlam sua distribuicdo
transcelular sdo criticos para a manutencao de niveis séricos normais (NETO; NETO, 2003).
PIS apresentou concentracdo de potéssio, nos machos, superior a encontrada para o0 grupo que
recebeu solugéo salina, 6,69 = 0,82 e 3,12 + 0,00mmol/L, respectivamente. PIAc (5,55 + 1,24
mmol/L)se apresentou estatisticamente igual ao grupo controle e a PIS. A hipercalemia,
concentracdo elevada de potassio no sangue, geralmente € causada pelo aumento da liberacao
de potassio das células ou pela baixa excrecdo urinaria, sendo a insuficiéncia renal a causa
mais comum (VALENTE; ATALLAH, 2005). No entanto, a alteracdo ocorreu apenas nos
ratos machos e PIS jA é um isolado comercialmente utlizado que passou por todos os
procedimentos de toxicidade determinados pela ANVISA para chegar as prateleiras.

A Fosfatase alcalina estd presente em altas concentracBes nos 0ssos, rins, figado,
intestino e placenta. Constitui um indicador Util de doencgas hepéticas e de doengas Gsseas
associadas com hiperatividade osteoblastica (BIOCLIN, 2012). Tanto PIAc como PIS
apresentaram, nas fémeas, concentracdo de fosfatase alcalina superior a do grupo controle que
recebeu apenas solucdo salina. Normalmente, ocorre pouca diferenca de sensibilidade entre os
Sex0s, mas nos casos em que sdo observadas diferencas, as fémeas séo ligeiramente mais
sensiveis (OECD, 420). PIAc, PIS e salina apresentaram as concentracdes de fosfatase alcalina,
nas fémeas, de 139,75 + 5,12; 123,00 + 6,93 e 76,75 + 3,30 U/L, respectivamente. Os machos,
apresentaram niveis de fosfatase alcalina estatisticamente iguais ao controle, mas bem
superiores aos apresentados pelas fémeas. PIAc, PIS e salina apresentaram as concentragdes
248,00 £ 55,80; 216,25 + 31,87 e 223,40 £ 47,71 U/L, respectivamente.

Normalmente a fosfatase alcalina esta presente na circulacdo sanguinea, em diferentes

concentragfes (NAOUM, 2007). Os valores de referéncia para fosfatase alcalina encontrados,
para ratos Wistar, na literatura variaram bastante de acordo com a procedéncia e 0 sexo do

animal. Branco et al. (2011) encontraram valores de fosfatase alcalina, variando entre 77,0 e
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184,0 U/L. O aumento sérico dos niveis de fosfatase alcalina se relaciona predominantemente
com disturbios no figado e nos ossos (MINCIS; MINCIS, 2006). O aumento da enzima, nas
fémeas, em relacdo ao grupo controle sugere estas alteracbes. No entanto, outros fatores
podem ocasionar alteragbes nos niveis desta enzima. As transaminases, alanina amino
transferase (TGP) e aspartato amino transferase (TGO), também utilizadas como indicativo de
doencas no figado, se mostraram estatisticamente inalteradas entre os grupos teste e controle
de machos e fémeas. Essas enzimas geralmente se mostram alteradas em caso de danos
hepéticos. Devemos ressaltar também que a alteracdo ocorreu em ambos 0s grupos teste, PIAc
e PIS, sendo PIS um isolado comercialmente utlizado que ja passou por todos o0s

procedimentos de toxicidade determinados pela ANVISA para chegar as prateleiras.

5.4.3.3 Determinacao do peso Umido relativo dos 6rgaos

A Tabela 13apresenta 0 peso Umido relativo dos orgaos (cérebro, timo, coragéo,
figado, baco, rins, supra-renais, testiculos e epididimos) para machos e a Tabela 14 apresenta
0 peso Umido relativo dos orgdos (cérebro, timo, coracdo, figado, baco, rins, supra-renais,
ovarios e Utero) para fémeas. Os animais receberam dose oral repetida por 28 dias de PIAc,
PIS ou salina, na concentracdo de 1.000 mg/kg/ por dia. Nao ocorreram alteracfes
significativas no peso umido relativo dos orgdos nos grupos teste (PIAc e PIS) e no grupo

controle (solucdo salina), em machos ou fémeas.

5.4.3.4 Anélises histopatolédgica

Ndo foram observadas em PIAc ou PIS quaisquer alteragdes macroscopicas ou
histopatoldgicas nos orgaos dos animais avaliados (cérebro, timo, coracdo, figado, baco, rins,
supra-renais, testiculos, epididimos,ovarios e Gtero) em machos ou fémeas. Nao ocorreu a
presenca de qualquer efeito citotoxico ou sinal que indicasse toxicidade. Todos os 6rgdos se

apresentaram histologicamente semelhantes aos do grupo controle que recebeu solucédo salina.



Tabela 13: Peso Umido relativo (%) de orgdos de ratos machos submetidos a dose oral repetida

de PIAc, PIS ou salina, na concentracdo de 1.000 mg/ kg/ por dia, durante 28 dias

Orgéo
Figado
Baco
Rins
S. Renais
Testiculos
Epididimo
Timo
Coracao

Cérebro

FONTE: Elaborada pelo autor

Letras diferentes indicam que ha diferenga significativa (p<0,05) pelo teste estatistico Tukey

Salina
3,79 £ 0,54°
0,25 + 0,04
0,82 + 0,08
0,03 + 0,02
1,20 +0,15°
0,15 + 0,04
0,27 +0,03°
0,32 +0,05°

0,86 + 0,06°

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrao

PIAc
3,52 +0,37°
0,24 +0,04°
0,85+0,11°
0,03 +0,00°
1,19 +£0,17°
0,10 +£0,03°
0,27 +0,04°
0,32 +0,04°

0,87 +£0,07°

PIS
4,39 + 0,63
0,26 + 0,13
0,95 + 0,04
0,03 +0,01°
1,32 + 0,06
0,11 +0,04°
0,31 +0,03°
0,39 + 0,06°

0,95 + 0,09°



Tabela 14: Peso umido relativo (%) de orgdos de ratos fémeas submetidos a dose oral repetida

de PIAc, PIS ou salina, na concentracdo de 1.000 mg/kg/ por dia, durante 28 dias

Orgéo
Figado
Baco
Rins
S. Renais
Utero
Ovarios
Timo
Coracao

Cérebro

FONTE: Elaborada pelo autor

Letras diferentes indicam que ha diferenga significativa (p<0,05) pelo teste estatistico Tukey

Salina
3,42 +0,19°
0,27 £ 0,02
0,90 + 0,06
0,05 +0,01°
0,26 +0,07°
0,08 +0,02°
0,26 +0,02°
0,36 + 0,05°

1,14 + 0,14

Os resultados obtidos sdo médias + desvio padrao

PIAc
3,50 + 0,45°
0,25+ 0,02°
0,88 + 0,05°
0,04 +0,01°
0,22 +0,04°
0,07 +£0,02°
0,33 +0,05°
0,36 +0,03°

1,19 + 0,042

PIS
3,61 +0,24°
0,28 + 0,02
0,90 + 0,03
0,04 +0,01°
0,28 +0,10°
0,07 £0,02°
0,34 +0,09°
0,34 +0,01°

1,16 £0,12°
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6 CONCLUSAO

As conclusoOes deste trabalho foram:

« As proteinas de A. cearensis sdo facilmente extraidas para obtencdo de isolado
proteico por precipitacdo isoelétrica e ao serem determinadas as variaveis envolvidas na
extracao foi possivel estabelecer um protocolo viavel que maximiza o rendimento proteico do
isolado e minimiza o tempo destinado a sua producao;

* O isolado proteico obtido possui elevado grau de pureza, sendo composto
basicamente por proteinas. PIAc também apresentou boa composi¢cdo aminoacidica,
atendendo as necessidades nutricionais de criancas em diversos aminoacidos requeridos.
Digestibilidade in vitro e PDCAAS do isolado produzido foram semelhantes as do isolado de
soja ja comercializado. PIAc também ndo apresentou lectinas ou atividade antioxidante
detectavel, no entanto, apresentou inibidores tanto de tripsina como de quimotripsina;

 Apos a caracterizacdo funcional do isolado, PIAc ndo foi bom retentor de agua, mas
superou o isolado comercial de soja com grande desempenho na solubilidade, na capacidade
de retencdo de 6leo, na capacidade emulsificante, na estabilidade da emulsdo, na capacidade
espumante, na estabilidade da espuma e na menor concentragdo geleificante. O isolado se
mostrou com grande potencial tecnoldgico, se destancando principalmente na grande
formacédo de espuma;

« O isolado produzido ndo apresentou indicios de toxicidade aguda ou atividade
hemolitica que pudessem impossibilitar seu uso na alimentacdo. No estudo de toxicidade por
doses repetidas ocorreram algumas pequenas alteracfes nos parametros bioquimicos, no
entanto, estas também ocorreram no isolado de soja ja& comercializado. Ndo ocorreram
alteracdes histopatoldgicas nos orgdos examinados. De forma geral, o isolado se apresentou

seguro para consumo de acordo com 0s parametros avaliados.

Os resultados obtidos tornam o isolado proteico de A.cearensis uma alternativa com
alto valor nutricional e funcional a ser utilizada pela industria na melhoria das condicGes
nutricionais da populacdo nordestina brasileira. Trata-se de um bioproduto muito promissor,
que requer mais estudos, no entanto, chama atencéo para as grandes riquezas sub-exploradas

do bioma Caatinga.
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