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RESUMO

A utilizagao de subprodutos agroindustriais tem sido cada vez mais acentuada, pois foca nas
questdoes de sustentabilidade e escassez de recursos, além disso, os subprodutos do
processamento industrial também podem conter moléculas bioativas. Os peptideos bioativos
sdo moléculas que apresentam uma ampla gama de funcionalidades, incluindo atividades
antimicrobianas e antioxidantes. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi obter hidrolisados
proteicos com atividade antioxidante e antimicrobiana a partir das proteinas de tortas residuais
das biomassas amazonicas tucuma (Astrocaryum vulgare), murumuru (Astrocaryum muru-
muru) ¢ andiroba (Carapa guianensis), por meio de hidrolise enzimatica. Para isto, foi
realizada, primeiramente a otimizacao da extragdo proteica e, ap6s ter definido as condig¢des de
pH, proporc¢ao e tempo de extragdo, as proteinas concentradas foram obtidas e, em seguida,
submetidas a hidrélises enzimaticas com tripsina e alcalase. Esses hidrolisados foram testados
quanto a compostos fenolicos, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e separados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados do estudo foram positivos quanto a
atividade antioxidante, sendo os hidrolisados de tucuma os que tiveram maior teor € os
hidrolisados de andiroba alcalase e tucuma tripsina apresentaram atividade de inibi¢ao
microbiana moderada, tendo esse resultado, uma tendéncia, a partir da correlagdo de pearson,
de ser devido as fragdes peptidicas obtidas. Dessa forma foi possivel concluir que a utilizagao
das tortas residuais de oleaginosas da Amazdnia para a extragdo de peptideos bioativos

apresenta-se como pratica viavel de geracao de subprodutos de alto valor.

Palavras-chave: Proteina concentrada; tortas oleaginosas residuais; atividade antioxidante;

atividade bioldgica, hidrdlise enzimatica.



ABSTRACT

The use of agro-industrial by-products has been increasingly emphasized, as it focuses on
sustainability and resource scarcity issues. Moreover, industrial processing by-products may
also contain bioactive molecules. Bioactive peptides are molecules that exhibit a wide range of
functionalities, including antimicrobial and antioxidant activities. Therefore, the aim of this
study was to obtain protein hydrolysates with antioxidant and antimicrobial activity from the
residual cakes of Amazonian biomasses tucuma (Astrocaryum vulgare), murumuru
(4strocaryum murumuru), and andiroba (Carapa guianensis) through enzymatic hydrolysis. To
achieve this, the protein extraction was first optimized, and once the conditions of pH, ratio,
and extraction time were defined, concentrated proteins were obtained and subsequently
subjected to enzymatic hydrolysis using trypsin and alcalase. These hydrolysates were tested
for phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial activity, and separated by high-
performance liquid chromatography (HPLC). The results of the study were positive regarding
antioxidant activity, with tucuma hydrolysates showing the highest content. The andiroba-
alcalase and tucuma-trypsin hydrolysates exhibited moderate microbial inhibition activity, with
this result tending, according to Pearson correlation, to be due to the peptide fractions obtained.
Thus, it was possible to conclude that the use of residual oilseed cakes from the Amazon for

the extraction of bioactive peptides is a viable practice for generating high-value by-products.

Keywords: Concentrated protein; residual oil cakes; antioxidant activity; biological activity,

enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

A floresta Amazonica ¢ rica em biodiversidade, no que se refere as plantas, algumas
apresentam propriedades farmacologicas e nutracéuticas, devido principalmente a presenga de
compostos bioativos (FRANCA, 2022). Tais substiancias apresentam propriedades
antioxidantes, motivando pesquisas que visam encontrar moléculas capazes de prevenir o
estresse oxidativo associado a numerosas doencgas, além disso, essas moléculas podem ser
aplicadas na industria farmacéutica e alimenticia (CAVAZOS; GONZALEZ DE MEIJIA,
2013).

A industria de extra¢do de dleo, gera grandes volumes de residuos, conhecidos como
biomassas oleaginosas ou tortas residuais, que sdo constituidos por uma série de compostos
com alta atividade bioldgica, além de possuirem proteinas, compostos nitrogenados ¢ minerais
(SINGH et al., 2022) Estas biomassas quando nao sdo utilizadas como adubo ou silagem para
racdo animal geralmente sdo inutilizadas sendo descartadas de forma indevida no meio
ambiente, fazendo com que o acumulo de residuos s6lidos cause inconvenientes sanitarios por
serem vetores de insetos e roedores que transmitem doengas, além de contribuirem para o
aumento do efeito estufa no planeta (SOUZA et al., 2021).

O reaproveitamento de residuos ¢ uma estratégia promissora no auxilio de respostas
positivas 4 demandas das condi¢des climaticas e polui¢do ambiental que vém preocupado a
humanidade, bem como grandes orgdos governamentais. Nesse contexto € interessante o
aproveitamento das biomassas oleaginosas, pois segundo BESEN; GRANDISOLI, (2015), a
queima das biomassas ¢ a segunda principal causa na emissdo de gases do efeito estufa,
contribuindo com 8% a 10% das emissdes na regido da Amazonia brasileira.

A utilizagao de subprodutos agroindustriais tem sido cada vez mais acentuada, pois foca
nas questoes de sustentabilidade e escassez de recursos, além disso, os subprodutos derivados
de cascas e sementes apOs processamento industrial também podem conter produtos
interessantes como fibras e compostos bioativos(CASTRO et al., 2018). Assim, utilizar
subprodutos originarios de matérias-primas de fontes renovaveis (como cascas e sementes)
torna-se uma abordagem promissora para diversas aplicacdes com perspectivas de geragao de
riqueza, além de se mostrar como uma alternativa para a valorizacao da cadeia produtiva por
meio da geragdo de subprodutos na formula¢do de medicamentos, cosméticos e suplementos
alimentares por serem ricas em compostos fenolicos, com polifendis, oligofenois e monofendis

(DOS SANTOS et al., 2021)
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Outra abordagem promissora para a utilizagdo de biomassas oleaginosas da Amazonia
¢ sem duvida, a sua utilizagdo para a extracdo de proteinas que podem ser posteriormente
hidrolisadas para a obtencdo de peptideos bioativos.

Os peptideos bioativos sao moléculas que apresentam uma ampla gama de
funcionalidades, incluindo atividades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias, ¢ até
mesmo propriedades terapéuticas como modular o sistema imunologico e promover a
cicatrizagdo de feridas (HANCOCK; SAHL, 2006; REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004;
ZASLOFF, 2002), essas caracteristicas tornam esses compostos extremamente valiosos para a
industria farmacéutica, cosmética e alimenticia, entre outras.

A obteng¢ao dos peptideos € feita através da hidrolise quimica ou enzimatica dos isolados
proteicos (IPs), um processo sutil e seguro, pois as condi¢des de trabalho sdo brandas, e as
enzimas vao agir especificamente naquele substrato, ndo havendo problematicas de corrosdao
dos reatores, problemas nas colunas de separac¢do, nem destrui¢do dos aminoacidos como ocorre
em processos de hidrélise quimica (FOUNTOULAKIS; LAHM, 1998).Em geral para obtencao
de peptideos a partir de IPs hidrolisados enzimaticamente, sao utilizadas proteases sendo as
mais comuns a alcalase ¢ a tripsina.

A literatura apresenta uma gama de trabalhos neste tema, ¢ no que se refere a
oleaginosas tem-se: peptideos liberados das proteinas da semente de chia produzidos com
alcalase microbiana, os quais demonstram atividade antimicrobiana contra S. aureus (COELHO
et al., 2018). (KANEDA et al., 2016) realizaram estudos para a semente de linhaga, onde foi
descoberto que alguns peptideos isolados apresentaram atividade bioldgica, e foram analisados
um total de 25 peptideos ciclicos ou ciclolinopeptideos (CLs) os quais mostraram uma potente
atividade de inibicdo da diferenciacdo de osteoclastos e um papel potencial na remodelagao
ossea. FONTANARI et al., (2008) realizaram um estudo para o aproveitamento da semente de
goiaba, onde foi feita a extracdo das proteinas totais e obten¢do dos IPs. por precipitacdo
1soelétrica obtendo entdo a glutelina por fracionamento que foi analisada por meio de analises
térmicas.

Segundo BARBOSA et al., (2021), a implementa¢do de uma bioeconomia baseada em
tortas residuais na Amazonia enfrenta varios desafios técnicos, econdmicos e sociais, de modo
a garantir que a utilizacao de tortas residuais seja feita de maneira socialmente justa, alinhando
o aproveitamento desses residuos com o interesse da comunidade que produz as sementes, além
de ser ecologicamente sustentavel.

Ainda ndo ha na literatura nenhum trabalho que tenha explorado o potencial funcional

de peptideos obtidos a partir deste tipo de biomassas, apesar de apresentarem em sua
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composi¢ao baixo teor de proteinas, apresentam altas concentracdes de compostos bioativos
que poderiam potencializar a atividade biologica destes produtos.

Portanto, investir em pesquisas e tecnologias voltadas para a exploragdo das biomassas
oleaginosas da Amazonia ¢ uma estratégia promissora, impulsionando a descoberta de novos
compostos bioativos, e também promovendo a conservagdo da biodiversidade e o
desenvolvimento econdmico sustentavel, agregando valor aos recursos naturais de uma das

regides mais ricas e diversas do planeta.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter hidrolisados proteicos com atividade antioxidante e antimicrobiana a partir das

proteinas de tortas residuais decorrentes da extragao de 6leos de biomassas amazonicas.

2.2 Objetivos especificos

e (Caracterizar as biomassas de tucuma (Astrocaryum vulgare), murumuru (Astrocaryum
muru-muru) € andiroba (Carapa guianensis) em termos de composi¢do centesimal;

e Obter hidrolisados das proteinas isoladas da biomassa através do uso de enzimas
alcalase e tripsina;

e Realizar andlises de compostos fenolicos totais (CFT) e atividade antioxidante por
ABTS e DPPH nas biomassas in natura, nos isolados e hidrolisados proteicos das trés
amostras estudadas.

e Analisar os hidrolisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para
verificar a presenca dos peptideos apds a HE.

e Realizar a atividade antimicrobiana e antioxidante dos hidrolisados proteicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Sementes oleaginosas

As sementes oleaginosas sao sementes de plantas ricas em Oleos, que sdo extraidas e
usadas para varias aplicacdes, dentre as mais conhecidas, tem-se sementes de girassol, soja,
colza e coco, entre outras. Os 6leos derivados dessas sementes sdo ricos em acidos graxos
essenciais, vitaminas € compostos antioxidantes, tornando estas matérias-primas altamente
benéficas para a saude e nutricao; vale salientar que as oleaginosas nao sdo apenas consumidas
na forma de oleos comestiveis, mas também sdo usadas em aplicagdes industriais, como
producdo de biodiesel, lubrificantes e revestimentos (Barta et al., 2021).

O alto teor de acidos graxos essenciais, como dmega-3 e Omega-6, juntamente com
vitaminas como E e K, os torna as oleaginosas valiosas para melhorar o perfil nutricional de
varios produtos alimenticios. Além disso, os 6leos destas sementes podem ser empregados na
producdo de margarina e cremes nao lacteos, contribuindo para a textura e o sabor de alimentos

processados (Abedini et al., 2022).

Segundo List, (2016) o corpo humano nao ¢ capaz de sintetizas os dcidos 6mega-3 e -6,
sendo esses acidos considerados essenciais para a nutrigdo e importantes serem obtidos na dieta.
A falta de 4cidos graxos essenciais (AGE) esta ligada a problemas de pele, enquanto o 6mega

3 contribui para prevenir problemas neuroldgicos e visuais.

Embora os AGE paregam desempenhar um papel crucial na pele e no sistema nervoso
(SN), os AGE também desempenham um papel crucial no funcionamento de varios 6rgaos e
sistemas. Principalmente através da sua transformagdo em eicosanoides, mediadores lipidicos
farmacologicos que englobam, entre outros, as prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT),

tromboxanas (TX) e lipoxinas (LX) (List, 2016).

3.2. Oleaginosas Amazoénicas

As sementes oleaginosas da Amazdnia, derivadas da rica biodiversidade da floresta, sdo

altamente valorizadas por suas propriedades e aplicacdes Unicas, especialmente na industria
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cosmética. Dentre elas, temos em especial a andiroba, murumuru e tucuma como exemplos
notaveis.

O o6leo de andiroba ¢ conhecido por suas propriedades anti-inflamatérias e curativas,
tornando-o um ingrediente procurado em produtos para a pele (Lira et al., 2021). A manteiga
de murumuru, extraida das sementes da palmeira Astrocaryum murumuru, ¢ valorizada por seu
alto teor de acido laurico, que fornece beneficios hidratantes e emolientes excepcionais, ideais
para formulagdes de cuidados com a pele e os cabelos (Dos Santos et al., 2023). A manteiga de
tucuma, derivada do fruto da palmeira Astrocaryum vulgare, € rica em betacaroteno e acidos
graxos, oferecendo prote¢do antioxidante e hidratacdo, essenciais para manter a pele e os

cabelos saudaveis(Vilena Oliveira et al., 2023).

A colheita e utilizacdo sustentdveis dessas sementes oleaginosas ndo apenas apoiam as
economias locais das comunidades amazdnicas, mas também contribuem para a conservagao
do ecossistema da floresta tropical, promovendo praticas favoraveis a biodiversidade. Nos
topicos a seguir sera abordado de forma detalhada sobre as oleaginosas amazonicas que sao o

objeto de estudo desta pesquisa.

3.2.1. Andiroba (Carapa guianensis)

A Andiroba pertence a familia Meliaceae ¢ uma arvore de dossel que pode atingir até 30
m de altura. E nativa da bacia amazonica, América Central, Caribe e Africa tropical. O fruto
consiste em uma capsula de formato globoso a subgloboso, que se abre em quatro valvulas
quando cai no solo. Durante esse processo, sdo liberadas de quatro a doze sementes (Figura 1),

com um peso médio de aproximadamente 21 gramas (Das Gragas Henriques; Penido, 2014).

Figura 1. Sementes de andiroba (Carapa guianensis). (Fonte: A autora, 2025).
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Existem pelo menos dois métodos de extragdo de 6leo de andiroba: o artesanal, realizado
manualmente, e o industrial, que envolve a secagem em estufa, seguida pela extragdo em
prensas hidraulicas, alcancando um rendimento de até 30% do peso da semente apds a reducao
da umidade (Lourengo; Fapesp, 2000). O 6leo de andiroba, extraido das sementes, ¢ um dos
produtos medicinais mais vendidos na Amazdnia por possuir propriedades medicinais anti-

inflamatoérias. O método de extragdo do dleo ajuda a conservar as propriedades do 6leo.

Além de seus beneficios cosméticos, o 6leo de andiroba oferece varias outras vantagens
devido a sua rica composicao quimica, sendo bastante utilizado na medicina indigena por suas
propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas, tornando-o valioso para tratar condi¢cdes como
artrite, reumatismo e dores musculares (Ribeiro et al., 2021). Além disso, os efeitos anti-
inflamatérios do 6leo também se estendem ao alivio de sintomas de problemas respiratorios,
como tosses e resfriados, e também, o 6leo de andiroba apresenta propriedades repelentes, que
podem ser tteis na prevencao de picadas de insetos e no controle de irritagdes cutaneas causadas
por eles (Menezes et al., 2023), suas propriedades antimicrobianas tém sido aproveitadas para
a cicatrizagdo de feridas e tratamento de infec¢des de pele (Kikuchi et al., 2020b; Ninomiya et

al., 2016a).

O ¢6leo da andiroba contém predominantemente acido oleico, que ¢ conhecido por suas
propriedades hidratantes e anti-inflamatorias, também possui o acido palmitico, que contribui
para suas caracteristicas emolientes, possui o acido linoleico, um &cido graxo essencial que
ajuda a manter a barreira da pele e apresenta efeitos anti-inflamatorios e por ultimo o acido
estearico, que aumenta suas qualidades de amaciamento da pele. Essa combinagao equilibrada
de acidos graxos ndo apenas torna o 6leo de andiroba altamente eficaz em formulacdes de
cuidados com a pele, mas também sustenta seus usos medicinais tradicionais para tratar

condi¢des inflamatorias e promover a saude da pele (Knop et al., 2021b).

Outras partes do vegetal também apresentam interesse econdmico, como exemplo, a
casca que pode ser transformada em p6 e colocada sobre feridas, servindo como cicatrizante
para as afeccdes de pele. Estudos indicam que a casca possui atividades antioxidantes exercidas
pela presenca de compostos fendlicos em sua constitui¢do, entre eles o esqualeno e fitoesterois.
Ainda se constata a presenga de limondides, compostos quimicos capazes de exercer agao
insetifugas e anti-inflamatodrias (Kikuchi et al., 2020; Miyake et al., 2015; Ninomiya et al.,
2016; Novello et al., 2015).
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Os limondides também sdo responsaveis pelo amargor da andiroba, além da presenca
de grupos quimicos como os tetranortriterpenoides e as meliacinas, estes compostos tém efeitos
inseticidas e sdo produzidos pelas plantas como um mecanismo de defesa contra insetos

fitofagos (Leal et al., 2023).

Os limonoides sdo bastante promissores e tém sido bastante estudados devido as suas
fortes atividades biologicas, incluindo propriedades antifiingicas, bactericidas, antivirais e
reguladoras do crescimento (Leal et al., 2023).

O o6leo também ¢ empregado na fabricagdo de velas, como repelente; e em sabonetes e
cosméticos (Silva; Cavalcante, 2023). Também serve como insumo para as induastrias cosmética,
farmacéutica, alimenticia e té€xtil e faz parte da composicao de perfumes, cuidados pessoais,

produtos de beleza, corantes e alimentos funcionais (Knop et al., 2021b).

3.2.2. Murumuru (Astrocaryum murumuru)

Pertencente a familia Arecaceae, comumente conhecida como palmeira (plantas
encontradas em regioes temperadas quentes e regides tropicais umidas) nativa da América do
Sul, estendendo-se ao norte até a América Central, Trinidad e Indias Ocidentais, faze parte do
grupo das monocotiledoneas que compreende 188 géneros e aproximadamente 2570 espécies
diferentes. O género Astrocaryum compreende 40 espécies, sendo as espécies A. murumuru e A.
aculeatum a mais importantes fontes de alimento, e matéria-prima para a producdo de oleo
(SILVA, 2024).

A palmeira murumuru (4strocaryum murumuru) ¢ encontrada em toda a ecorregido
amazonica, desde paises como Coléombia, Equador, Peru, Bolivia, Guiana, Guiana Francesa,
Suriname e Venezuela até o Brasil, onde se encontra nos estados do Amapa, Amazonas, Para e
Rondonia (Lorenzi et al., 2004). Na regido amazonica, a palmeira ¢ normalmente encontrada em
areas inundadas em certas épocas do ano, principalmente em areas de varzea baixa no estudrio
do Rio Amazonas e seus afluentes (Bezerra, 2012).

Cada palmeira anualmente gera entre 2-6 cachos, pesando aproximadamente 12 kg,

podendo atingir até 15 kg, cada cacho, com peso médio de 2,15 kg, contribui para a produgdo
total, mantendo-se a faixa de 200 a 400 frutos por cacho. Dessa forma, uma tnica planta pode

gerar, em média, 1.200 frutos por ano (Silva, 2024).
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Segundo Bezerra, (2012)a parte frutifera geralmente pende, com frutos medindo de 4,5
a 9 cm de comprimento por 1,2 a 4,5 cm de largura, ja os frutos maduros t€ém forma oblonga a
ovoide (Figura 2), variando de marrom claro a amarelo-ouro, com a polpa representando 53% do
fruto, e o carogco tem formato conico, com casca lenhosa cinza. Os carogos, sem o pericarpo, tém
25% de umidade, e pesam em torno de 5-30 g quando secos. As dimensdes das sementes variam

conforme as condigdes do solo (Bezerra, 2012).

Figura 2 Murumuru (4strocaryum murumuru). (Fonte: A autora, 2025).

A extracdo do 6leo das sementes de murumuru resulta em uma gordura semissolida
conhecida como manteiga de murumuru, que desperta interesse em diversas industrias, podendo
ser empregada na 4rea cosmética, € também na industria de tintas como secante (Bezerra, 2012),
devido ao seu elevado contetido de gordura s6lida, o murumuru ¢ util em preparacdes que
requerem lipideos majoritariamente saturados para desempenhem funcionalidades plasticas nos

alimentos.

A gordura do murumuru possui propriedades emolientes excepcionais, sendo amplamente
utilizada em produtos cosméticos para hidratar e nutrir a pele e os cabelos, pois a gordura € rica
em acidos graxos essenciais que ajudam a manter a barreira cutanea, prevenindo a perda de

agua e promovendo a elasticidade da pele (Silva; Dos Santos; Silva, 2022).

Além dos beneficios cosméticos, o Astrocaryum murumuru € uma fonte rica de compostos
bioativos que conferem propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas. Os
principais bioativos presentes na manteiga de murumuru incluem tocoferdis (vitamina E), que
atuam como poderosos antioxidantes, protegendo as células contra danos causados por radicais
livres; estes compostos também tém mostrado potencial para promover a saude da pele,

acelerando a cicatrizagdo de feridas e reduzindo inflamagoes (Silva; Dos Santos; Silva, 2022).
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O perfil tinico de acidos graxos e fitonutrientes do murumuru também contribui para suas
propriedades anti-inflamatdrias, ajudando a aliviar condi¢cdes de pele irritada e sensivel.
Pesquisas continuam a explorar os vastos potenciais terapéuticos e cosméticos do Astrocaryum
murumuru, destacando-o como um ingrediente valioso tanto para a saide quanto para a beleza

(ALVES, 2018)

Em relacdo aos compostos bioativos, encontra-se no murumuru majoritariamente os
compostos fendlicos como o acido galico e o acido eldgico, sendo conhecidos por suas
capacidades de sequestrar radicais livres e prevenir danos celulares. H4 também a presenca dos
flavonoides, como quercetina ¢ kaempferol, que também s3o abundantes na semente e
contribuem para suas propriedades anti-inflamatorias e anticancerigenas, além de promoverem

a saude cardiovascular (Pereira Lima et al., 2017).

Os compostos fenolicos também sdo importantes para a estabilidade e eficacia dos produtos
cosméticos e farmacéuticos, pois suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas ajudam a
proteger os ingredientes ativos nas formula¢des contra a degradacdo, prolongando a vida util
dos produtos, reduzindo a necessidade de conservantes sintéticos (Oliveira et al., 2009). A
combinagdo de acidos fenolicos, flavonoides e taninos no Astrocaryum murumuru sublinha seu
valor como uma fonte natural de antioxidantes potentes, com aplicagdes em cuidados com a

satde (Oliveira; Luzia; Jorge, 2021).

De acordo com Pesce, (2009), a gordura do murumuru possui caracteristicas peculiares que
favorecem o seu processamento, como o ponto de fusdo mais elevado em comparagdo com
outras matérias-primas oleaginosas conferido a esta gordura uma textura distinta. Ademais, a
gordura possui baixa acidez, especialmente quando obtida das améndoas frescas, e isto lhe
confere um sabor Unico, além de qualidade superior no momento do transporte para o mercado
externo. Devido a todos esses fatores, a procura pela semente de murumuru tem superado a

oferta, o que tem levado a valorizagdo desta matéria-prima no mercado internacional.
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3.2.3. Tucuma (4strocaryum vulgare)

O Tucuma ¢ uma palmeira nativa da Amazodnia pertence a familia Aceraceae, destacando-
se pelo fruto (Figura 3) ¢ uma drupa, globosa a eliptica, de 3,1 a 5,4 cm de comprimento ¢ de
2,5 a 4,8 cm de diametro, mesocarpo carnoso, fibroso a pouco fibroso, adocicado ou nao, indo
do creme ao alaranjado. Suas drupas, cobertas por uma casca dura, abrigam uma polpa

suculenta, rica em nutrientes como vitamina A e acidos graxos essenciais (Oliveira et al., 2018).

Figura 3. Frutos de Astrocaryum vulgare. (Fonte: A autora, 2025).

Os frutos do tucuma sdao pouco conhecidos, exceto pelas regides onde pertencem ou sao
comercializados, limitando-se principalmente ao Norte do Brasil e parte da América Central.
Os frutos possuem quantidades consideraveis de compostos bioativos, principalmente
carotenoides, fibras alimentares, acidos graxos e polifendis, que tém demonstrado efeitos

benéficos em condigdes ou doengas humanas (Machado et al., 2022).

Nas ultimas décadas, estudos relataram efeitos pro-satde in vitro e in vivo associados aos
frutos do tucuma ou seus produtos. Evidéncias da literatura sugerem os seguintes efeitos
estabelecidos: antioxidante, anti-inflamatorio, antidislipidémico, anti-hiperglicémico,
antimicrobiano, antifiingico, citoprotetor, genoprotetor, antiproliferativo, anticarcinogénico e
neuroprotetor. Especialmente, estudos associados a inflamagao, estresse oxidativo e cancer

parecem ser mais frequentes (Machado et al., 2022).

Segundo Machado et al., (2022), além do potencial medicinal, os frutos do tucuma tém
demonstrado potencial para inovagdo tecnoldgica, no geral, os usos potenciais dos frutos de
tucuma e seus subprodutos se estendem além da industria alimenticia e talvez devam ser mais
explorados tecnologicamente como uma nova oportunidade para as industrias farmacéutica,

nutracéutica, médica, cosmética, agricola, de embalagens, petroquimica e quimica. Assim, o
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desenvolvimento de condi¢des adequadas de comercializagdo, bem como novas aplicagdes sao

cada vez mais necessarias.

O o6leo do tucuma ¢ o produto de maior valor comercial e bioativo e sua extracdo ¢ um
processo que visa aproveitar os beneficios nutricionais e cosméticos presentes nessa rica fonte
da Amazodnia. O resultado ¢ um 6leo rico em antioxidantes, 4cidos graxos essenciais e vitamina
A. O ¢6leo de tucuma ¢ amplamente utilizado em produtos cosméticos, como cremes e 6leos
para a pele e cabelo, devido as suas propriedades hidratantes e nutritivas. O 6leo também ¢

valorizado na culinaria, agregando sabor e beneficios nutricionais a diversos pratos (Oliveira et

al., 2008).

3.3. Composicao centesimal e perfil quimico das oleaginosas amazonicas

Conhecer a composi¢do da matéria-prima objeto de estudo, pode auxiliar a diversas
tomadas de decisdes no decorrer da pesquisa, assim, este topico visou organizar de forma geral
e completa a composi¢do quimica, bioativa, antioxidante ¢ mineral dos frutos e oleo das
biomassas oleaginosas de andiroba, murumuru e tucuma e pode ser observada com detalhes na

Tabela 1, onde foi feito um compilado de informagdes e organizacao de dados de diferentes

autores.
Tabela 1. Composic¢ao centesimal do fruto e do 6leo das biomassas amazonicas.
Composi¢ao centesimal (g. Andiroba Murumuru Tucuma
100 g'') sementes e polpa Santos et al., (2020) Pereira et al., (2006) Gualberto, (2022)
Umidade 93,12 83,76 12,36
Proteinas 5,91 8,16 3,45
Lipidios 53,70 16,12 19,35
Cinzas 1,43 - 1,46
Fibras totais - - 29,11
Carboidratos 38,96 - 34,27
Composicio do é6leo Pereira Lima et al., Silva et al., (2018)
Silva, (2018)
(2017b) Gualberto, (2022)
Indice de acidez (KOH g ™) 3,89 0,8 26,84
indice de peroxido (meq kg™) 1,86 5,0 -
Indice de saponificagio (KOH
238,84 2283 70,82

g



Indice de matéria
Insaponificavel (g.100 g ™)
Indice de iodo (cg I.g™")
Indice de refracgdo
Densidade (kgm3)
Viscosidade cinematica
(mm?s™)

Estabilidade oxidativa (h)

89,77

0,11

11,0
1,4501
907,8

31,0

>40,0

32

13,50
1,462

Composicio bioativa éleo

Silva, (2018)

Castro et al., (2023)

(Gualberto, 2022)

Fenodlicos Totais (mg EAG
100 g1

Carotenoides totais (mg 100 g~

)
B-caroteno (mg-kg™)
cis y-caroteno y (mg-kg!)

Luteina (mg-kg™)

114,95

956.91

101,68

0,03

567,08

230,92
44,34

Atividade antioxidante do

oleo

Fonseca et al., (2024)

Falcdo, (2015)

Gualberto, (2022)

ABTS (uM trolox g'!)
DPPH (uM trolox eq g™!)
FRAP (uM sulfato ferroso g*!)
ORAC

13,03
0,9123
56,18

61,19

66,22

Perfil de acidos graxos do

Knop et al., (2021b)

Pereira Lima et al.,

Ferreira et al., (2008)

é6leo (g.100 g1 (2017b)
Acido caprilico - 1,0 1,59
Acido caprico (C10:0) - 1,1 1,60
Acido laurico (C12:0) - 48,6 49,95
Acido miristico (C14:0) - 30,0 23,35
Acido palmitico (C16:0) 25,0 6,8 5,85
Acido esteérico (C18:0) 7,0 2,5 2,78

Acido oleico (C18:1) 50,0 6,7 11,06
Acido linoléico (C18:2) 10,0 3,0 3,53

Todas as propriedades quimicas e terapéuticas das oleaginosas amazdnicas estdo

atribuidas a sua composicao. Nota-se na Tabela 1 que de forma majoritaria nas oleaginosas de

murumuru e tucuma encontram-se os acidos graxos: acido laurico (C12:0) e o 4cido miristico

(C14:0) que trazem beneficios a saude, possuindo propriedades antimicrobianas e antivirais,
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fortalecendo a imunidade, fornecendo energia e contribuindo para a satide da pele e do sistema
cardiovascular (LIMA et al., 2000). O acido miristico participa da sintese de proteinas e lipidios,
apoia o sistema imunologico, possui A¢do antimicrobiana ¢ ¢ usado em cosméticos para

hidratacao e prote¢ao da pele e cabelos (Ferreira et al., 2008).

O é4cido oleico (C18:1), encontrado majoritariamente na andiroba pode oferecer
diversos beneficios a saude, incluindo a redugdo do colesterol LDL e aumento do HDL,
promovendo a saude cardiovascular possuindo propriedades anti-inflamatorias, melhora a
sensibilidade a insulina, pode proteger o cérebro contra doencas neurodegenerativas e auxilia
na saude da pele, mantendo-a hidratada e protegida contra o envelhecimento. Além disso, o
acido oleico pode ajudar no controle de peso, favorecendo a queima de gordura, especialmente

a abdominal (Costa; Jorge, 2011).

O tucuma apresenta conteudos majoritarios dos seguintes flavonoides no fruto: rutina,
catequina e quercetina identificados por Silva et al., (2018).A cor laranja do fruto apresenta
vinte e um tipos diferentes de carotenoides, sendo 75% representado pelo trans-f-caroteno

(47,36 ng. g’!), importante por ser precursor da vitamina A (De Rosso; Mercadante, 2007).

O potencial antioxidante do tucuma esta diretamente relacionado a quantidade de B-
caroteno presente no fruto. A polpa ¢é rica em acidos graxos poliinsaturados, € as sementes

fornecem um o6leo rico em acido laurico (Pereira et al., 2019).

As oleaginosas também apresentam em sua composi¢do compostos fenolicos que s@o
compostos quimicos amplamente distribuidos nas plantas, conhecidos por suas propriedades
antioxidantes, que desempenham um papel importante na prote¢ao das células contra os danos
causados pelos radicais livres, prevenindo o estresse oxidativo, que estd associado ao
desenvolvimento de varias doencas cronicas, como cancer, doenc¢as cardiovasculares e

envelhecimento precoce (Cunha et al., 2016).

3.4. Dados de geracio de residuos de oleaginosas no estado do Para

A literatura ¢ bastante escassa no que tange a producao de residuos de oleaginosas,
entretanto de acordo com De Menezes, (2005) em relagdo ao rendimento do 6leo da andiroba
este estd estimado como que para cada um litro de 6leo sdo necessarios 20 kg de sementes fresca

colhida, sendo que este pode variar demasiadamente segundo o processo de extracdo utilizado
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e do volume de sementes a ser processado, podendo esses rendimentos serem de 30 kg de
sementes para um litro de dleo.

De acordo Mendonga et al., (2015) com podem ser gerados na extracao do oleo de
andiroba aproximadamente 614,6 ton/&no de residuo de torta de, por meio da extracdo
mecanica. Nas usinas de extracdo de 6leo em Rondonia, para se obter um litro de dleo de
andiroba s3o necessarios de 3,3 a 6 kg realizando a extracdo a frio com as sementes trituradas
e sem controle de umidade. Ainda de acordo com Mendonga et al., (2015) , mesmo apo6s duas
prensagens, raramente as industrias na Amazonia exceda 30% de rendimento de 6leo. Gomes,
(2010) comparou em seu estudo a extragdo do dleo de andiroba por meio de prensa mecanica
de 9 toneladas de andirobas (de origem do Amapa-PA) secas 70 °C, obtendo um litro de 6leo
para cada 4,9 kg de sementes, ja para as sementes obtidas da terra firme esse rendimento foi de
um litro de 6leo para cada 5,8 kg de semente.

Estimando que o rendimento do 6leo de andiroba seja aproximadamente 30%, podemos
determinar que a quantidade de residuo gerada ¢ de 70%, ou seja para obter uma tonelada de
oleo de andiroba ¢ necessarias 3,33 toneladas de semente, e a producao de residuos sera de 2,33
toneladas.

O rendimento da produ¢do de 6leo na semente de murumuru é de 40% por prensagem,
de acordo com De Queiroz; Bezerra; Mochiutti, (2008). O 6leo ¢ convertido em manteiga de
murumuru, um produto de grande importancia nos estados do Pard e Amapa, que chegam a
exportar cerca de 25 mil toneladas de cocos de murumuru (De Queiroz; Bezerra; Mochiutti,
2008). Assim para obter uma tonelada de gordura de murumuru sdo necessarias 2,5 toneladas
de sementes, e o residuo gerado ¢ em torno de 1,5 toneladas.

Barbosa et al., (2009) encontraram para 6leos de améndoa de tucuma obtidos por
prensagem mecanica rendimento médio de 20 %, ja para a extragdo por Soxhlet o rendimento
de extracao do dleo foi de 40%. C. Se consideramos o rendimento de 20% entdo para cada uma
tonelada de 6leo produzido sdo necessarias 5 toneladas de semente, gerando um total de 4
toneladas de residuos da torta.

Desse modo, se pensarmos em uma producao industrial do dleo dessas oleaginosas, a
producdo de residuos ¢ em larga escala, e conseguir utilizar este material ¢ de extrema

importancia tanto para o dono da fabrica quanto para o meio ambiente.

3.5. Biomassas oleaginosas amazonicas e seus usos
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Os processos de extracdo e refino de sementes oleaginosas produzem um residuo que ¢é
designado como biomassa oleaginosa ou torta (Figura 4) que pode ser utilizada na alimentagao
animal e como fertilizante organico, garantindo o minimo de desperdicio e promovendo praticas

sustentaveis na agricultura (Abedini et al., 2022).

Prensa extratora de 6leo (industrial)

Carapa guianensis

Extragdo do 6leo

Astrocaryum murumuru

Torta residual (biomassa)

Astrocaryum vulgare T
Oleo bruto

Figura 4. Processo de obtencdo de biomassas de oleaginosas apos extragao do 6leo bruto. (Fonte: A autora,

2025).

As tortas das oleaginosas amazdnicas ainda sdo pouco exploradas na literatura
cientifica. Embora conhecidas por suas propriedades medicinais e cosméticas, estas tortas nao
tém recebido a mesma ateng¢do no campo da quimica, medicina, nutricdo animal ou humana.
Portanto, h4d uma necessidade urgente de pesquisas mais aprofundadas para explorar e validar
os beneficios dos compostos presentes nestes residuos. A Tabela 2 apresenta resumidamente a

composicdo centesimal ja realizada somente para as biomassas de andiroba, murumuru e

tucuma.
Tabela 2. Composicao centesimal de biomassas de oleaginosas amazonicas em base seca.
Andiroba Tucuma
Composicao centesimal dos R Murumuru
GUIMARAES et FERREIRA et al.,
frutos (g. 100 g) LIMA, (2024)
al., (1970) (2008)
Umidade 4,77 6,30 8,20
Matéria seca 95,23 93,70 91,8

Proteinas 8,25 7,70 7,13
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Lipidios 16,00 11,30 14,49
Cinzas 2,15 2,30 2,53
Fibras totais 10,39 - 18,63
FDN - 66,20 -
FDA - 61,00 -
Lignina - 17,60 -
Carboidratos 73,6 78,70 75,85

FDN - Fibra em Detergente Neutro;
FDA — Fibra em Detergente acido;

Alguns dos poucos trabalhos serdo a seguir abordados com o uso das tortas oleaginosas
da Amazonia, em especial a andiroba, murumu e tucuma que foram aplicadas na alimentagao

animal mostrando ser um uso promissor para estes materiais.

Lima, (2024) realizou um dos poucos trabalhos que explorou o potencial das proteinas
da torta de Andiroba avaliando a sua digestibilidade na alimentacdo de frangos de corte. O
experimento foi realizado no setor de avicultura da Universidade Federal Rural da Amazonia
(UFRA), campus Belém, utilizando 144 pintos machos da linhagem Cobb 500, com 18 dias de
idade. Os animais foram divididos em trés dietas com seis repeti¢cdes, cada uma contendo oito
aves por gaiola, e as gaiolas foram consideradas unidades experimentais. As dietas incluiam a
ragao controle (0% de residuos) e duas ragdes experimentais com 30% de inclusdo de residuos
das tortas de andiroba e ucuuba. As excretas foram coletadas duas vezes ao dia, em intervalos
de 12 horas, durante trés dias consecutivos, e posteriormente foram realizadas anélises
bromatologicas para determinar a matéria seca (MS), matéria mineral (MM), extrato etéreo

(EE), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA).

Os resultados mostraram que os valores de digestibilidade de PB, EE, FDA e FDN da
torta de andiroba foram superiores aos valores esperados. Em relagdao a MS e MM, nao houve
diferenca significativa na digestibilidade comparada a outras tortas comumente estudadas.
Concluiu-se que a torta residual de andiroba apresentou digestibilidade adequada para frangos
de corte, com médias de proteina bruta de 62% e lipidios de 81% em base seca. Assim, a torta
de andiroba pode ser considerada uma alternativa viavel para a dieta de frangos, embora sejam
necessarias mais pesquisas para uma compreensao mais abrangente dos seus efeitos (LIMA,

2024).

Em relagdo ao uso da torta de tucuma no trabalho de Ferreira et al., (2008) foi realizada

uma caracterizagao fisico-quimica do fruto e torta residual de tucuma. Para o fruto foram
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encontrados 44,90% de umidade, 3,54% de proteinas, 40,49% de teor de lipideos e 2,53% de
cinzas. Ja para a torta, os resultados foram 8,20% de umidade, 7,13% de proteinas, 14,49% de
lipideos e 4,40% de cinzas. Além de ser uma fonte nutricional valiosa para as comunidades
locais, o Tucuma participa na preservagao do ecossistema amazonico. Suas folhas sdo usadas
para a confec¢do de artesanato e cobertura de casas. A sustentabilidade dessa espécie torna-a
um elemento vital na interconexdo entre a biodiversidade amazonica e o bem-estar humano
(Oliveira et al., 2018).

Menezes et al., (2016)estudaram o potencial de utilizagao da torta de Astrocaryum
murumury na alimentagdo de ovinos, ¢ realizaram ensaio metabolico com 20 ovinos machos,
castrados, na Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Pard, durante 26 dias concluindo que a torta
de murumuru apresentou-se como uma alternativa para a suplementacao alimentar de
ruminantes, em substituicdo a graminea, ocasionando um aumento na digestibilidade dos
nutrientes por ovinos. A composi¢do da torta de murumuru encontrada por estes autores em g

100 g'! foi de 10,98 de umidade, 16,32 de lipidios, 9,92 de proteinas e 1,59 de cinzas.

3.6. Proteinas vegetais

A crescente demanda global por proteinas impulsiona a busca por fontes alimentares
sustentaveis. As proteinas animais sao dispendiosas e associadas a problemas ambientais,
incentivando a produgdo de alimentos proteicos de qualidade e baixo custo (Gonzalez-Pérez;

Arellano, 2009).

As proteinas provenientes de fontes vegetais desempenham um papel importante como
insumos na industria alimenticia, destacando-se pela sua versatilidade como ingredientes
alimenticios para desempenharem funcionalidades fisico-quimicas e pela sua vantagem

econdmica em comparagdo com as proteinas de origem animal (Nunes et al., 2017).

Segundo Gonzalez-Pérez; Arellano, (2009), as proteinas vegetais oferecem alternativas
econdmicas e versateis em relagdo as proteinas animais em formulagdes alimentares, a
substitui¢do eficaz requer inovagdes tecnologicas, com a compreensao da relagao entre estrutura

proteica e propriedades funcionais.

Sendo assim, proteinas vegetais derivadas de residuos representam uma solucdao

inovadora e sustentavel para a crescente demanda por fontes proteicas. Originarias de residuos
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agricolas e industriais, essas proteinas oferecem beneficios nutricionais significativos, sendo

uma fonte completa de aminoécidos essenciais (Grande; Cren, 2016).

Segundo Gonzalez-Pérez; Arellano, (2009), além de contribuir para a economia
circular, a utilizagdo de residuos na reduz a pressdo sobre recursos naturais € minimiza o
impacto ambiental associado ao desperdicio alimentar. O futuro dessas proteinas vegetais ¢é
promissor, impulsionado por avangos tecnoldgicos continuos, conscientizacdo ambiental

crescente ¢ uma demanda crescente por alternativas sustentaveis.

Por oferecerem vantagens a saide além dos elementos vitais especificos de sua espécie,
as proteinas vegetais sdo retratadas como funcionais, ¢ um numero crescente de pessoas esta
interessado em utiliza-las em alimentos como resultado de mudangas na dieta humana (Betoret
etal., 2011).

Proteinas oriundas de residuos agroindustrial sdo boas alternativas as fontes
convencionais na produ¢ao de peptideos bioativos devido ao seu baixo -custo, promove a total
valorizagdo do produto e colabora com a sustentabilidade e bioeconomia local. A bioatividade
dos peptideos derivados de proteinas vegetais, incluindo efeito anti-hipertensivo,
hipocolesterolémico, imunomodulador, antioxidante, antimicrobiano, antidiabético, opiaceo e
hepatoprotetor, estdo sendo cada vez mais reconhecidas no que diz respeito a promogao da
saude e prevengdo de doencas. Além das bioatividades, os peptideos bioativos derivados de
plantas possuem varias propriedades funcionais, incluindo propriedades emulsificantes e
espumantes, e capacidades de retencdo de d4gua e Oleo devido a propriedade
hidrofilica/lipofilica, flexibilidade conformacional e comprimento da cadeia dos peptideos (Fan

et al., 2022).

Segundo Bildanova; Salina; Shumny, (2013) isolados de proteinas vegetais tém
aplicacdes potenciais como ingredientes funcionais, pois as proteinas tém beneficios
nutricionais variados com base na digestibilidade e composicdo de seus aminoacidos, assim ¢é
importante enfatizar que o contetido nutricional ou a qualidade das proteinas varia e €
influenciado por fatores como a composi¢do dos aminoécidos, a sua suscetibilidade a hidrolise
durante a digestdo, a sua pureza e os resultados de qualquer processamento aplicado (Ntatsi et
al., 2018).

Esta secdo tem como objetivo abordar de forma detalhada sobre a bioquimica das
proteinas, seus constituintes: aminodcidos, peptideos e polipeptidios e suas funcionalidades

como moléculas com agdo biologica.
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3.6.1. Bioquimica das proteinas

Para trabalhar com proteinas vegetais ¢ importante ter uma base consolidada em relagdo
a sua bioquimica e aspectos gerais, assim este topico visa expor informacgdes relevantes sobre
a bioquimica de suas moléculas, o que ird fundamentar e justificar a proposta da presente
pesquisa.

As proteinas s3o macromoléculas organicas formadas por cadeias de aminoécidos
formadas por ligacdes peptidicas e desempenham diversas fungdes biologicas essenciais para
0s seres vivos, como catalisar reagdes quimicas, transportar substancias, regular processos
fisiologicos, defender o organismo, entre outras (Berg et al., 2022). Essas moléculas sdo
formadas por uma ou mais cadeias de aminoacidos, chamadas de polipeptidios. Cada
polipeptidio possui uma sequéncia especifica de aminoacidos, que determina a sua estrutura
tridimensional ¢ a sua funcao.

Os aminoacidos (aa) (Figura 5) sdo as unidades fundamentais das proteinas, possuem
uma estrutura basica composta por um atomo de carbono central, grupos amina e carboxila,
hidrogénio e uma cadeia lateral que determina suas propriedades; existem cerca de vinte tipos
distintos de aminoacidos e sua classificacdo leva em conta a polaridade e a carga das cadeias
laterais (Berg et al., 2022).

Segundo (Bossa, 2013) com excecdo da glicina, os dezenove aa tém o carbono ligado a
quatro diferentes grupos substituintes: os grupos funcionais -H>N, =O e -OH, um H e uma
cadeia lateral cuja estrutura serd a responsavel pela diferenciacdo entre os aminoacidos.

Segundo Nelson; Cox, (2022), os aminoacidos apolares ou hidrofobicos apresentam
cadeias laterais que ndo interagem bem com a agua, levando-os a se localizar no interior das
proteinas, afastados do meio aquoso. Exemplos incluem alanina, valina, leucina e triptofano.
Por outro lado, os aminoéacidos polares possuem cadeias laterais que interagem favoravelmente
com a agua.

Podemos subdividi-los em polares ndo carregados (como serina e treonina) € polares
carregados (como lisina e glutamato). Estes tltimos, por sua vez, dividem-se em acidos (com
grupos carboxila) e basicos (com grupos amina) (Nelson; Cox, 2022).

Aminodcidos aromaticos, como fenilalanina e tirosina, apresentam anéis aromaticos,
influenciando na absor¢ao de luz e em processos enzimaticos. A categorizagdo acida, com 4cido
aspartico e acido glutamico, e basica, com lisina, arginina e histidina, est4 relacionada a carga,

influenciando no pH intracelular e na carga elétrica proteica (Nelson; Cox, 2022).
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Figura 5. Estrutura dos vinte aminoacidos essenciais e sua classificacdo. (Fonte: A autora, 2025).
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Segundo Bossa, (2013) maioria dos aa estara presente em solugdes aquosas de pH neutro
(pH 7) em uma configuragio ionizada, onde o grupo amina esta protonado (-CH3NH3"). O 4cido
carboxilico desprotonado a carboxilato (COQO") e essa variante ¢ conhecida como zwitterionica.
A constante de equilibrio (k) caracteriza o processo de ionizagdo de uma reagdo acido-base,
sendo chamada também de constante de ionizagao (k). Com o uso da lei de acdo das massas

definem-se, respectivamente, para os grupos acido e basico de um aminoacido:

_ [H3CCO07].[HY]
1™ [H;CCOOH]

@
[CHyNH, |. [H*]

27 [CH3NHs]

2

Nos aa de cadeia lateral polar carregada, além dos grupos acido-base, existe mais um

grupo ionizavel localizado na cadeia lateral, assim, para estudar esta classe de aminoacidos ¢
necessaria a defini¢do de mais uma constante de ionizacdo (k3) e pode ser exemplificada pelo

ion butilaminio da cadeia lateral da lisina expresso pela Equacao 3 (Bossa, 2013).

[H(CH;)4NH,]. [H]

ks = [H(HC,),NHZ]

3
Segundo Bossa, (2013) grau de ionizacao (o) € a relagdo entre o nimero (concentracao)

de grupos ionizados e o numero total de grupos que pode ser expresso pelas Equacdes 4, 5 e 6.
_ [H;CCOO™]
= [H3CCOO~] + [H;CCOOH] acido

@

[CH;NH,]
[CH3NH;] + [CH3NH,] base (amina)

0(2=

O]

[H(CH;)4NH,]
[H(CH,)4NHI] + [H(CH,)4NH;] cadeialateral

a3:

6
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Conhecendo a estrutura dos aminodcidos podemos partir para o estudo das proteinas, e
conhecer a estrutura dessas proteinas ¢ de extrema importancia para a compreensao de suas
funcionalidades.

As proteinas sdo constituidas pelos aa e podem apresentar quatro niveis de estrutura:
primadria, secundaria, terciaria e quaternaria (Nelson; Cox, 2022). E a seguir sera abordado sobre
cada uma delas.

Segundo Berg et al., (2022), a estrutura primaria de uma proteina (Figura 6-a) ¢ a
sequéncia linear de aminoacidos que compdem o polipeptidio, e esta sequéncia ¢ determinada
pelo codigo genético, que ¢ a informagdo contida no DNA que especifica a ordem dos
aminoacidos. Esta estrutura ¢ fundamental para a formagao dos demais niveis de estrutura, pois
define as propriedades quimicas e fisicas da cadeia polipeptidicas dos aminoacidos
fundamentais para a construg¢do das proteinas, que podem ser agrupados de acordo com as
propriedades quimicas de suas cadeias laterais. Essa classificagdo ¢ essencial para compreender
como esses componentes se comportam nas proteinas e no ambiente celular.

Quando a estrutura proteica enrolar sobre si mesma, a proteina passa a estar na estrutura
secundaria, que ¢ estabilizada por ligagdes de hidrogénio entre os dtomos da espinha dorsal da
cadeia, que ¢ formada pelo grupo carboxila e pelo grupo amina dos aminoacidos. Os principais
tipos de estrutura secundaria sao a hélice alfa e a folha beta (Alberts et al., 2017).

As alfas hélices (Figura 6 - b) sdo estruturas helicoidais compactas e resistentes, onde
as ligagdes de hidrogénio ocorrem entre aminoacidos especificos e proporcionam elasticidade
as proteinas. Em contraste, as folhas betas sdo estruturas planas e flexiveis, com ligacdes de
hidrogénio entre aminoacidos de segmentos distintos, conferindo resisténcia as proteinas
(Nelson; Cox, 2022).

Segundo (Alberts et al., 2017), a estrutura terciaria (Figura 6- ¢) € a forma tridimensional
que a proteina adquire ap0ds a intera¢do entre as suas cadeias laterais, que sdo os residuos de
aminoacidos que os diferenciam, tal estrutura ¢ estabilizada por diferentes tipos de ligagdes e
forgas, que dependem das propriedades quimicas das cadeias laterais.

Os principais tipos de interagdes sdo as pontes dissulfeto, as forcas de van der Waals e
as forgas eletrostaticas; a primeira sdo ligacdes covalentes entre os dtomos de enxofre de
cisteinas, proporcionando estabilidade a estrutura, ja a forca de van der Waals sdo fracas e
transitorias, resultam de flutuagdes nas distribuicdes de elétrons, favorecendo interacdes
hidrofobicas; e por ultimo as forcas eletrostaticas, dependentes da polaridade, podem envolver
ligagdes de hidrogénio, ionicas ou dipolo-dipolo, predominando em regides hidrofilicas

(Nelson; Cox, 2022).
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A estrutura quaternaria (Figura 6 — d) de uma proteina ¢ a associacdo de dois ou mais
polipeptideos terciarios que formam uma proteina complexa, esta estrutura ¢ estabilizada pelos
mesmos tipos de interacdes da estrutura tercidria, mas entre as cadeias polipeptidicas. A
estrutura quaternaria permite a formagao de proteinas com maior diversidade e complexidade
funcional (Alberts et al., 2017).

Além de sua fungdo na sintese proteica, alguns aminoacidos atuam como reguladores
metabolicos: a tirosina, por exemplo, ¢ um precursor de importantes neurotransmissores. Esses
aminoacidos desempenham papéis fundamentais na regulagao de processos fisiologicos além
da simples constru¢ao de proteinas, destacando sua versatilidade e importancia em diversas vias

metabolicas no organismo (Alberts et al., 2017).
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Figura 6. Estrutura das proteinas. (Fonte: A autora, 2025).

3.6.2. Métodos de Produgao de isolado proteico

Segundo (Berg et al., 2022), a purificagdo de proteinas visa gerar uma amostra que
contenha apenas a molécula desejada. Os isolados proteicos (IPs) podem ser obtidos por meio
de processos como cromatografia de troca iOnica, filtragdo por membranas, precipitacao
1soelétrica e extracao alcalina e &cida e solugdo salina (Aluko, 2018; Garba; Kaur, 2014; Kaur;
Singh, 2022).

A eficiéncia na extracdo de proteinas ¢ essencial para muitos processos bioldgicos e
industriais e diversos fatores podem influenciar essa eficiéncia, incluindo a temperatura e o
tempo de extragao, a propor¢ao entre massa € volume, a solubilidade da proteina em questao e
o tipo de equipamento utilizado no processo. Cada um desses fatores deve ser cuidadosamente

controlado para otimizar a extracdo de proteinas (Aluko, 2018).
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3.6.3. Precipitacgdo isoelétrica

As proteinas possuem carga positiva em pH baixo e carga negativa em pH elevado.
Numa faixa de pH intermediaria, uma molécula proteica possui uma carga liquida nula, onde a
quantidade de cargas positivas na proteina ¢ igual a quantidade de cargas negativas, tal
fenomeno ¢ conhecido como ponto isoelétrico (PI) (Gunathilake, 2015), e ¢ amplamente
reconhecido que a solubilidade das proteinas ¢ a mais baixa quando o pH ¢ igual ao seu PI.
Portanto, nessa condi¢do, a intensidade da repulsdo idnica entre as moléculas proteicas ¢
minima, ao passo que o numero de interagdes idnicas de atragdo intermolecular ¢ elevado

(Gunathilake, 2015).

Baseado neste fendmeno, na precipitacao isoelétrica a separagao de proteinas € realizada
com base em seu PI, tal método € conveniente para a extragcdo de proteinas com base em suas
propriedades elétricas. No entanto, € importante destacar que para obter resultados precisos, é
essencial conhecer o PI das proteinas-alvo e fatores como pH, forca i6nica, temperatura, relagao
massa/volume e duragdo da extracdo devem ser considerados, pois estes podem influenciar no

processo de extracao e rendimento final (Kaur; Singh, 2022).

Na precipitacdo isoelétrica (Figura 7), as proteinas sdo primeiramente solubilizadas em
um ambiente alcalino e, posteriormente, em um ambiente &cido. Entdo, as precipitagdes
ocorrem ao ajustar o pH para o ponto isoelétrico, onde possuem carga liquida neutra, resultando

na formacao de agregados insoluveis (Illingworth; Lee; Siow, 2022).
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Figura 7. Solubilidade da proteina globulina préxima do seu ponto isoelétrico (PI). Fonte: Adaptado de

Gunathilake, (2015).

O fendomeno de agregacao, causado pela diminui¢ao da solubilidade da proteina quando
o pH do meio se aproxima do pl, ¢ mais evidente em proteinas com baixa capacidade de
hidratag¢@o ou alta hidrofobicidade superficial. A carga total da proteina em relagdo ao pH ¢
determinada pelos valores de seus grupos ionizdveis, que sdo positivos para pHs abaixo do pl

e negativos para pHs superiores ao pl (Harrison et al., 2015).

Gheyasuddin; Cater; Mattil, (1970) analisaram o intervalo de pH de extrabilidade
minima nas proteinas das sementes de girassol, no qual todos os experimentos de extragao de
proteinas foram realizados a temperatura ambiente, variando entre 25 a 27 °C. Um fator critico
na metodologia foi a relagdo entre a quantidade de farelo de sementes e o solvente utilizado,
que foi padronizada em uma propor¢ao de 1:20 (w/v) nas extracdes. Nesse estudo, obtiveram
como resultado que entra o pH 4 e 6 houve apenas 20% de extragdo das proteinas, o que
corresponde ao ponto isoelétrico. Enquanto isso, houve melhora da extragao em pH 4cido e um

aumento muito significativo de rendimento em pH entre 10 e 12.
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3.7. Métodos de hidrolise de proteinas

3.7.1. Hidrolise por métodos quimicos

A hidrolise quimica de proteinas foi uma das primeiras técnicas a serem aplicadas
quando se comegou a estudar sobre proteinas e sua hidrdlise para obteng¢do de peptideos, essa
técnica foi utilizada por muito tempo por ser simples € menos dispendiosa (Cruz-Casas et al.,
2021).

Para esta técnica podem ser usados acido ou bases para clivar ligagdes peptidicas e
produzir peptideos e aminoacidos livres (Wang et al., 2017).

Entretanto, esta técnica apresenta muitas limitagdes, tais como controle do processo,
composi¢des quimicas variaveis, destrui¢do dos peptideos, etc. Assim, a hidrolise das proteinas
com produtos quimicos fortes sob condi¢des extremas de temperatura e pH podem ocasionar
qualidades nutricionais ruins e funcionalidades baixas do produto final (Kristinsson; Rasco,
2000).

Antigamente, a maioria das proteinas hidrolisadas foi produzida por hidrélise acida de
proteinas vegetais nos EUA para aplicacdo em processamento de carnas, biscoitos e misturas
de sopa (Cruz-Casas et al., 2021; Kristinsson; Rasco, 2000).

Cruz-Casas et al., (2021) afirmam que a hidrélise quimica ndo € recomendada para a
producdo dos peptideos bioativos, no entanto, serd citada neste trabalho a nivel de informacgao
e nos topicos a seguir as técnicas estdo descritas de forma sucinta sobre as técnicas de hidrdlise

quimica das proteinas que foram mais estudadas na literatura.

3.7.1.1. Hidrolise acida

A hidrélise acida de proteinas ¢ um processo amplamente utilizado para quebrar
ligagdes peptidicas, convertendo proteinas complexas em aminoacidos ou pequenos peptideos.
Este método envolve a utilizagdo de 4cidos fortes, como o acido cloridrico (HCI), em condi¢des
controladas de temperatura e tempo. O aquecimento a 110 °C por até 24 horas em solugdo de
HCI 6N ¢ uma pratica comum, permitindo a completa hidrolise de proteinas em aminoacidos
livres, embora certos aminoacidos, como triptofano, possam ser degradados (Tsugita; Scheffler,
1982). Uma aplicacdo relevante estd na determinagdo da composicdo de aminoacidos em
alimentos, auxiliando na andlise nutricional. Apesar da eficiéncia, o método apresenta
limitagdes, como a degradagdo parcial de aminoacidos sensiveis e a formagdo de subprodutos

indesejaveis, tornando essencial o desenvolvimento de protocolos otimizados (Castro-Puyana;



47

Marina, 2022). A hidrélise acida permanece como um método robusto e amplamente utilizado
na industria alimenticia e farmacéutica. As proteinas tém regides que resistem a hidrolise acida
com acido minerais, porém se tiver a presenga de um acido organico forte a hidrdlise pode ser
melhorada e isso foi constatado na pesquisa de Tsugita; Scheffler, (1982) que realizam um
estudo da hidrolise acida da lipoproteina da membrana celular externa de Proteus mirabilis
utilizando um 4cido organico forte (4cido trifluoroacético ou CF3CO2H), que foi considerado
altamente eficiente para a hidrolise de uma ligagao peptidica hidrofébica.

Estes autores utilizaram a seguinte condi¢do para o estudo: uma mistura na propor¢ao
de 2:1 (v/v) de acido cloridrico concentrado e acido trifluoroacético em uma temperatura de
166 °C e tempo de residéncia de 25 min sendo esta condi¢do equivalente a uma condigdo
convencional como (6 M de HCl a 110 °C por 24 h), a condi¢do do estudo observou que nao
houveram decomposi¢des significativas dos aminoacidos, e tal método mostrou-se superior as
condi¢des convencionais, considerando principalmente as proteinas hidrofobicas, entretanto,
este método promoveu a decomposi¢do do triptofano, assim como ocorre na hidrolise acida

convencional (Tsugita; Scheffler, 1982).

3.7.1.2. Hidrolise alcalina

A hidroélise alcalina de proteinas ¢ um processo quimico amplamente utilizado para a
obtencdo de peptideos e aminodcidos, com aplicagdes na industria alimenticia, farmacéutica e
cosmética. O método consiste na quebra das ligagdes peptidicas por meio da utilizagdo de bases
fortes, como o hidroxido de s6dio (NaOH) ou hidroxido de potassio (KOH), sob condi¢des
controladas de temperatura e tempo.O mecanismo da hidrolise alcalina baseia-se na
nucleofilicidade do ion hidroxila (OH"), que ataca o grupo carbonila das liga¢des peptidicas.
Este processo ¢ favorecido em pH elevado e temperaturas moderadas a altas, geralmente entre
50 e 90 °C. A escolha das condi¢des depende das caracteristicas do substrato e do produto
desejado. Eberhardt e colaboradores (2021) investigaram a hidrdlise enzimatica do concentrado
proteico do soro de leite utilizando as enzimas Alcalase® e Flavourzyme®, com o objetivo de
avaliar os parametros cinéticos e as propriedades bioativas dos hidrolisados gerados em
diferentes condigdes de reacao e observaram que o pH influenciou significativamente o grau de
hidrélise e os parametros cinéticos das reagdes. Uma limitagao importante da hidrdlise alcalina
¢ a possibilidade de racemizacdo de aminoacidos e degradagdo de compostos sensiveis.

Contudo, alternativas tém sido propostas, como a combina¢do de hidrdlise alcalina com
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métodos enzimaticos para obter produtos de maior especificidade e funcionalidade (Fernandes

etal., 2023).

3.7.2. Hidrolise enzimatica de proteinas

A hidrdlise enzimatica de proteinas ¢ um processo que quebra proteinas em peptideos
menores usando enzimas como alcalase e pepsina. Este método controlado pode ser utilizado
para a obtencao de peptideos bioativos com beneficios a satide, melhor digestibilidade e sem
alergénicos. Os peptideos resultantes sdo usados em alimentos, suplementos e produtos

farmacéuticos devido as suas propriedades funcionais (Garbacz et al., 2023).

Esse processo pode ocorrer naturalmente no corpo durante a digestdo onde enzimas
especificas como a pepsina no estdmago e a tripsina no intestino, desempenhando um papel
importante na quebra de proteinas. A hidrdlise enzimatica ¢ comumente usada em diversas
industrias, incluindo alimentos e bebidas, produtos farmacéuticos e producdo de
biocombustiveis, para converter substratos complexos em produtos mais uteis. Esse processo ¢
influenciado por varios fatores, incluindo concentragdo de enzima, concentragdo do substrato,

pH, temperatura e tempo de ocorréncia (Adler-Nissen, 1976).

A pepsina, uma endopeptidase derivada da mucosa gastrica de animais, ¢ empregada
em processos de hidrélise enziméatica de proteinas. Ativa em pH &cido, cerca de 2, a enzima

especificamente cliva ligagdes peptidicas, resultando em peptideos menores.

Com preferéncia por aminoacidos hidrofobicos como fenilalanina, leucina e tirosina, a
pepsina, geralmente proveniente de porcos, tem potencial para gerar peptideos bioativos. Esses
peptideos exibem propriedades benéficas a satide, tais como antioxidantes, antimicrobianas e
anti-hipertensivas, destacando seu papel positivo nos processos bioldgicos e potencial aplicagao

terapéutica (Garba; Kaur, 2014).

A pancreatina, enzima produzida no pancreas, desempenha papel vital na digestdo.
Composta por amilase, lipase e protease, age no intestino delgado para quebrar carboidratos,
gorduras e proteinas. A amilase converte amidos em agucares, a lipase decompde gorduras em
acidos graxos, e a protease divide proteinas em aminoacidos (Aronson, 2006). Em casos de
insuficiéncia pancreatica, a suplementa¢do de pancreatina melhora a digestao e a absor¢do de

nutrientes.
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Outra enzima importante do sistema digestivo, a tripsina, ativa outras pro-enzimas,
desempenhando um papel importante como biomarcador para o diagnéstico de condigdes como
pancreatite, cancer pancreatico, fibrose cistica e cirrose biliar. Classificada como uma serina
protease (Numero da Comissao de Enzimas 3.4.21.4) da superfamilia PA, a tripsina ¢ secretada
pelo pancreas como uma pro-enzima inativa chamada tripsinogénio, que ¢ ativada no intestino

delgado. Abaixo ¢ apresentada uma imagem da estrutura da enzima tripsina.

Ainda segundo dados obtidos no protein data bank in europeu knowledge base (PDBe-
KB- https://www.ebi.ac.uk/pdbe/pdbe-kb/), a enzima hidrolisa especificamente o lado carboxil-
terminal (C-terminal) dos aminoécidos carregados positivamente arginina e lisina. A tripsina
consiste em uma cadeia polipeptidica de 223 aminoacidos e apresenta um peso molecular de
23,3 kDa. Segundo Kaur e Singh (2022), o mecanismo enzimatico da hidrolise do substrato
pode ser descrito da seguinte forma: o substrato, uma cadeia lateral polipeptidica, liga-se ao
sitio ativo da enzima, posicionando o carbono carbonilico dos residuos de aminoacidos em
direcdo ao residuo nucleofilico Ser195 da enzima. O residuo His57, no sitio ativo, abstrai um
préoton do grupo -OH do Ser195. Consequentemente, Serl95 ataca o carbono carbonilico da
ligacdo peptidica do substrato, gerando uma ligagdo covalente com o substrato. A carga
negativa desenvolvida no carbono carbonilico ¢ estabilizada por dois protons de amida da
cadeia principal da enzima. O nitrogénio amidico do substrato doa um atomo de hidrogénio ao
His57, liberando a parte C-terminal do substrato livremente. Finalmente, uma molécula de agua
hidrolisa a ligacdo éster formada entre o peptideo do substrato e o oxigénio do Ser195 da
enzima, regenerando o grupo -OH do Ser195 para o proximo ciclo de catalise, seguido pela

dissociacao do peptideo do substrato hidrolisado.

Segundo Garba; Kaur, (2014) a tripsina ¢ ativa em pH alcalino, seu uso na hidrélise
proteica pode resultar na produg¢do de peptideos menores com diversas funcionalidades,
incluindo peptideos possivelmente bioativos com potenciais beneficios a saide. Formada a
partir do tripsinogénio, ¢ ativada pela enterocinase e autocatalise. No intestino, o contetido
parcialmente digerido (chamado de quimo) ¢ digerido por enzimas como a tripsina que atua de
maneira especifica, clivando residuos de aminoacidos especificos, como lisina e arginina. Essa
especificidade garante que a tripsina corte as proteinas de maneira controlada e produza fragdes

peptidicas.

Sendo também uma serino-protease, a alcalase utiliza um mecanismo de catalise que
envolve uma triade catalitica composta por trés aminoacidos no seu sitio ativo: serina, histidina

e aspartato. Na imagem a seguir € apresentada a estrutura da alcalase.
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O processo de catalise pode ser descrito em varias etapas. Inicialmente, a proteina substrato
se liga ao sitio ativo da enzima, onde a serina na posi¢do 221 (Ser221) ¢ a principal responsavel
pela catalise. Em seguida, a histidina no sitio ativo atua como uma base, aceitando um proton
da serina, o que aumenta a nucleofilicidade do oxigénio da serina. Este oxigénio nucleofilico
ataca o carbono do grupo carbonila da ligacdo peptidica da proteina substrato, formando um

intermediario tetraédrico (Garba; Kaur, 2014).

A partir desse ponto, o intermediario tetraédrico colapsa, levando a clivagem da ligagao
peptidica e formando um intermedidrio acila-enzima, liberando o fragmento C-terminal da
proteina. Posteriormente, a molécula de 4gua entra no sitio ativo, onde ¢ ativada pela histidina
para atuar como nucle6filo, atacando o intermediario acila-enzima. Isso resulta na liberagao do
fragmento N-terminal da proteina, completando a reacdo de hidrolise e regenerando a enzima

para um novo ciclo catalitico (Garba; Kaur, 2014).

3.7.3. Hidrolise por fermentagao microbiana

A hidroélise de proteinas também pode ser realizada através do processo biotecnologico
de fermentagdo microbiana, que utiliza microrganismos que produzem enzimas proteoliticas,
que sdo responsaveis por transformar as proteinas em peptideos mais curtos. A utilizagao desses
microrganismos pode ocorrer em seu estado natural ou como parte da cultura inicial (Cruz-

Casas et al., 2021).

Hé diversas técnicas de fermentagdo, contudo, as mais empregadas sdo a fermentacao
em estado solido (FES) e a submersa (FS). A FS ¢ uma cultura de microrganismos em um meio
liquido, rico em nutrientes. Este sistema ¢ apropriado para microrganismos que possuem
atividades de alto teor de agua, como as bactérias, e proporciona a vantagem de que os peptideos
bioativos produzidos sao de facil purifica¢do. Por outro lado, a FSE envolve o desenvolvimento
de microrganismos em substratos solidos ricos em nutrientes, com a vantagem de liberar
nutrientes de maneira controlada, sendo mais apropriada para fungos e microrganismos que

requerem menos umidade (Cruz-Casas et al., 2021).

No decorrer do processo de fermentagao microbiana, € muito importante manipular o
substrato correto, o microrganismo apropriado e as condi¢des ambientais ideais, tais como pH,
temperatura e umidade, a fim de produzir peptideos com maior bioatividade (Melini et al.,

2019).
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De acordo com Cruz-Casas et al., (2021), o processo de degradagdo de proteinas inicia-
se quando as proteases ligadas ao envelope celular (CEP) dos microrganismos envolvidos
decompdem as proteinas e as convertem em oligopeptideos. Os microrganismos que mais se
destacam na produgao de peptideos bioativos incluem bactérias como Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactococcus lactis ssp. diacetylactis, Lactococcus

lactis ssp. cremoris e Streptococcus salivarius ssp. thermophilus.

O processo de fermentagdo microbiana para a produg¢do de peptideos bioativos ¢
relativamente econdmico em relagdo a enzimatica. Contudo, a utilizacdo industrial da
fermentagdo para a produgdo de peptideos bioativos ¢ inviavel devido a um rendimento
reduzido na produgdo de peptideos e a auséncia de especificidade na formagao desses peptideos

(Tsugita; Scheftler, 1982).

3.8. Métodos utilizados para a determinacio de proteinas

3.8.1. Método Kjeldahl

O método Kjeldahl ¢ o método de referéncia internacional usado em alimentos e ragoes,
sendo o ensaio mais comumente utilizado em isolados de proteina. A amostra do alimento ¢
digerida por aquecimento na presenga de 4cido sulftrico (agente oxidante) e converte qualquer
nitrogénio no alimento (exceto aquele que esta na forma de nitratos ou nitritos) em amodnia

(Kjeldahl, 1883).

O gés amonia nao ¢ liberado em uma solugdo acida porque a amonia estd na forma do
ion amonio (NH4") que se liga ao ion sulfato (SO4%) e, portanto, permanece em solugio. A
solugdo € entdo tornada alcalina pela adi¢do de hidroxido de sddio (em concentragdo proxima
a 40% m/v), que converte o sulfato de amonio em gas amoénia (Gunathilake, 2015; Kjeldahl,

1883).

O baixo pH da solucdo converte o gds amdnia no ion amoénio e, simultaneamente,
converte o acido borico no ion borato. O teor de nitrogénio € entdo estimado pela titulagcdo do
borato de amodnio formado com acido sulftrico ou cloridrico padrao, usando um indicador

adequado para determinar o ponto final da reagdao (Gunathilake, 2015; Kjeldahl, 1883).
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e 1%fase - Digestdo: quebra das proteinas, aqui o acido sulfarico ou H>SO4 funciona como

o agente oxidante que quando combinado com altas temperaturas quebra as proteinas;

e o sulfato de cobre ou CuSOs4 e o sulfato de potassio K>SO4 irdo agir como

catalisadores, onde o segundo vai evitar a evaporacao do acido sulfurico aumentando o

seu ponto de ebulicao.

e 2%fase - Destilacao: Os sais de amodnio quando em hidroxido de s6dio ou NaOH liberam

a amonia; e o acido borico quando reage com a amdnia ird formar o metaborato de

amonio de acordo com as equacgdes 7, 8, 9 ¢ 10.

H3BO; €~ H20 + HBO: + indicador (roxo)

(acido borico) (agua) (6xido de boro)

(NH4)2SO4 + NH4HSO4 + NaOH > NH: + Na:SO4 + H20

(Sulfato de amonia) (bissulfato de amonio) (hidroxido de sodio)  (aménia) (sulfato de sodio) (agua)

NH:; + H20 + HBO: 2 NH4BO: (verde) + H20

(amonia) (agua) (6xido de boro) (metaborato de amonio) (agua)

e 3% fase — Titulag@o onde ira ocorrer a seguinte reagao

NH4BO: + HCl > NH4Cl+HBO: (roxo) + H:0

(metaborato de amonio) (acido cloridrico) (cloreto de amoénio) (6xido de boro) (agua)

)

®

®

(10)

Tal método ainda carece de seletividade analitica para proteina porque mede a proteina

com base no teor total de nitrogénio e ndo distingue o nitrogénio da proteina, aminoacido livre

ou outros compostos nitrogenados presentes na amostra, como nitrogénio inorganico,

alcaloides, glicosideos cianogénicos, amidas, sais de amoénio, glicosideos nitrogenados,

porfirinas, gorduras, hormonios, acidos nucleicos, entre outros. Portanto, o fator de conversao

de 6,25 ¢ inexato e resulta em superestimacdo da proteina total (Gunathilake, 2015).

3.8.1.1. Método de Lowry

O método Lowry et al., (1951) foi originalmente sugerido por Wu, (1922), sendo umas

das técnicas mais empregadas para determinar a concentrag¢do de proteinas.
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O principio do método se fundamenta pela combinagao de molibdato, tungstato e acido
fosforico (reagente Folin-Ciocalteau), que pode reagir com proteinas, em meio ao catalisador
cobre (II), gerando um composto de coloragdo azul com absor¢ao maxima em 750 nm (Zaia;
Zaia; Lichtig, 1998). A cisteina, tirosina e o triptofano sao os aminoacidos cromégenos. A
coloracgdo do teste parece manter-se relativamente estavel até 4 horas apos a adi¢cao do reagente

de Folin-Ciocalteau (POMORY, 2008). A reagdo pode ser mais bem observada na Figura 8.

Reagente de Folin
(W6+, Mo 6+)
Colorag¢ao amarela

H,C

\ NHH OH
NG %
SN
#2)

Complexo

» tetradentado :
Cu2+

H.C
?& 3 Co
" s
3

Reagente de Folin
reduzido
(W5+’ M05+)
Coloragao azul

Figura 8. Reacdo do reagente Folin em meio a catalisador cobre (ii). (Fonte: A autora, 2025).

O método de Lowry € bastante sensivel, oferecendo maior precisdo em comparagao com
outros métodos de determinagdo de proteinas, além de requerer menos amostras € ser menos
propenso a certos tipos de interferéncias (Zaia; Zaia; Lichtig, 1998). Entretanto, tais vantagens
ndo sdo suficientes para que este método seja 100% eficaz, uma vez que, o mesmo apresenta
um tempo de analise extenso e também absortividade especifica elevada, o que leva a alta
variabilidade para diversas proteinas, e a let de Lambert-Beer
funciona somente em um limitado intervalo de concentragdo de proteinas (Lowry et al., 1951a).

Em seus estudos, Dawson; Heatlie, (1984) confirmaram que outro fator que poderia
interferir no método de Lowry seria a luz, pois os autores observaram que as absorbancias
estavam sempre mais altas em amostras expostas diretamente a luz natural, chegando a

conclusdo de que o teste pode ser sensivel a luz.



54

3.8.1.2. M¢étodo Bradford

O ensaio de Bradford baseia-se na ligagao do corante Coomassie Blue G2so as proteinas.
Esse método apresenta pouca interferéncia da maioria dos reagentes bioquimicos comumente
utilizados. O corante pode estar presente em trés formas: cationica (vermelha), neutra (verde) e
anidnica (azul) (Compton; Jones, 1985).

Em condigdes acidas, o corante ¢ encontrado predominantemente na forma cationica
vermelha, com duplo proton (Absorbancia maxima = 470 nm). No entanto, ao se ligar a
proteinas, o corante ¢ convertido em uma forma azul estavel e ndo protonada (Absorbancia
maxima = 595 nm) e essa forma azul de ligagdo entre proteina e corante que ¢ detectada no
comprimento de onda de 595 nm durante o ensaio, utilizando um espectrofotometro (Reisner;

Nemes; Bucholtz, 1975). Essa reacdo esta representada na Figura 9.

cl CH, H,C Gty
Proteina B HZC—NOCDN—CH2@
S0;

Cadeias laterais Na0$

basicas e
aromaticas Coomassie G-250

0CHs

465 nm

Complexo proteina-corante

Amix =595 nm

Figura 9. Reagdo de Bradford. (Fonte: A autora, 2025).

3.9. Peptideos bioativos e suas funcionalidades

Peptideos sdo moléculas formadas pela unido de dois ou mais aminodcidos através de
ligagdes peptidicas. Eles sdo cadeias curtas de aminoacidos, em contraste com proteinas que

sdo cadeias mais longas e complexas (Fan et al., 2022).

Peptideos bioativos sdo fragmentos de proteinas que, além de suas func¢des nutricionais

basicas, ttm um impacto positivo especifico nas fungdes ou condig¢des fisiologicas do corpo.
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Eles sdo liberados durante a digestdo de proteinas alimentares ou através de processos
tecnologicos, como fermentacdo ou hidrdlise enzimadtica. Esses peptideos podem exercer
diversas atividades bioldgicas, incluindo propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-
hipertensivas, imunomoduladoras e de ligacdo ao célcio. Sua agdo pode contribuir para a
prevengdo e tratamento de doencgas cronicas, melhorando a satde geral e o bem-estar (Fan et

al., 2022).

Até o momento, numerosos peptideos bioativos foram isolados de diversas fontes. Os
peptideos bioativos podem ser absorvidos através dos intestinos € podem entrar no sistema
circulatorio em formas intactas, permitindo-lhes exercer suas atividades bioldgicas, atividades
de melhoria da memoria e cognitiva, reguladores do apetite, opidceos, hepatoprotetor,
antidiabético. Alguns produtos comerciais que contém peptideos bioativos foram langados no
mercado, como Calpis® e Evolus®, que contém inibidores ECA derivados do leite e ricos em

tripeptideos (Fan et al., 2022).

Os peptideos desempenham uma variedade de fungdes no corpo, incluindo a atuagao como
neurotransmissores ¢ hormonios. A estrutura e a fun¢do de um peptideo sdo determinadas pela
sequéncia e pela estrutura tridimensional dos seus aminoacidos. Em particular, a identificagdo
de peptideos bioativos derivados de proteinas vegetais acompanha o crescente interesse em
relacdo aos alimentos vegetais, devido a sustentabilidade em relacdo aos alimentos de origem

animal e exigéncias do consumidor de dietas saudadveis e balanceadas (Rizzello et al., 2016).

Marques et al., (2015) avaliaram a atividade hipocolesterolémica de peptideos derivados
de proteinas de feijao-caupi, obtidos por digestao fisiologica simulada in vitro. O hidrolisado
resultante foi caracterizado e teve suas fragdes separadas, que demonstraram inibir a enzima
HMG-CoA redutase e reduzir a solubilidade micelar do colesterol. A anélise de sequenciamento
de peptideos e modelagem computacional identificou o peptideo GCTLN como capaz de se

ligar 8 HMG-CoA redutase.

Ajayi et al., (2023), obtiveram peptideos com atividade anti-hipercolesterolémica a partir
de hidrolisados proteicos de quinoa. Neste estudo foi realizado trés métodos de hidrdlise
enzimatica diferentes (com quimiotripsina, protease e bromelaina). Os hidrolisados gerados

pela hidrolise com quimiotripsina apresentaram maior poder inibitorio.
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3.9.1. Atividade antioxidante de peptideos

Existem moléculas ou radicais que representam preocupacgdo para a saide humana, uma
vez que promovem a oxidagdo de biomoléculas e estdo fortemente vinculadas ao avango do
envelhecimento e a diversas doengas, como polifenois e peptideos antioxidantes que podem
ajudar a mitigar os efeitos nocivos dos radicais livres, oferecendo protecao contra danos

oxidativos e retardando o processo de envelhecimento (Halliwell, 2012).

De acordo com o trabalho de Zhu et al., (2023) peptideos antioxidantes (AOPs) sao
moléculas formadas por cadeias curtas de aminoacidos que possuem a capacidade de neutralizar
espécies reativas de oxigénio (ROS) e outros radicais livres, reduzindo assim o estresse
oxidativo. Esses peptideos podem ser encontrados naturalmente em alimentos ricos em
proteinas, como peixes, ovos ¢ produtos lacteos, ou podem ser sintetizados artificialmente.
AOPs agem por diversos mecanismos, incluindo a doagdo de elétrons para neutralizar radicais
livres, a quelagem de ions metalicos que catalisam a formagdo de ROS, e a regulagdo de

enzimas antioxidantes no organismo.

Zhu et al., (2023) destacam a importancia dos AOPs na prevencdo e no tratamento de
doengas relacionadas ao estresse oxidativo, como doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, diabetes e cancer. Além disso, os peptideos antioxidantes tém mostrado
potencial na protecdo contra o fotoenvelhecimento da pele, tornando-os promissores para
aplicagcdes cosméticas. O estudo também aborda métodos de avaliagdo da atividade
antioxidante dos AOPs, como ensaios de captura de radicais livres e estudos in vitro e in vivo,
que sdo cruciais para entender a eficacia e o mecanismo de agdo desses peptideos. A pesquisa
de Zhu et al., (2023) enfatiza a necessidade de mais estudos para explorar novas fontes de AOPs

e otimizar suas propriedades antioxidantes para aplicagdes terapéuticas.
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A acdo da atuacdo dos peptideos bioativos no corpo humano é mostrada na Figura 10.
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Figura 10. Atuacdo de peptideos antioxidantes no organismo. (Fonte: A autora, 2025).

A digestdo dos AOPs comega no estbmago, onde as enzimas proteoliticas comecam a
quebrar as proteinas em peptideos menores. Esses peptideos sdo entdo absorvidos no intestino

delgado e entram na corrente sanguinea (Bianchi; Antunes, 1999).

Segundo Bianchi; Antunes, (1999), uma vez na corrente sanguinea, os peptideos
antioxidantes sdo distribuidos para os varios tecidos do corpo. Eles podem ser encontrados em
altas concentragdes em tecidos que sdo particularmente suscetiveis ao estresse oxidativo, como
o cérebro, o coracdo e o figado. Os peptideos antioxidantes entram nas células através de
transportadores especificos localizados na membrana celular. Uma vez dentro da célula, eles

podem exercer seus efeitos antioxidantes.

Dentro da célula, os peptideos antioxidantes encontram radicais livres e os neutralizam
doando um elétron, o que estabiliza esses radicais e impede que causem mais danos. Apos a
neutralizacao, os peptideos antioxidantes sao expulsos da célula, permitindo que esta mantenha
um equilibrio saudavel entre antioxidantes e radicais livres. Com isso, protegem componentes
celulares importantes, como proteinas, lipidios e DNA, do dano oxidativo. Isso ajuda a manter

a funcdo celular normal e a prevenir doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Além disso, os



58

peptideos antioxidantes podem estimular a produ¢do de antioxidantes endégenos pelo corpo,
aumentando a capacidade antioxidante geral e fortalecendo as defesas contra o estresse

oxidativo (Bianchi; Antunes, 1999).

Virios estudos estdo focando na funcionalidade e atividade bioldgica dos isolados de
proteinas alimentares e os hidrolisados proteicos. Estes peptideos apresentam uma estrutura
relativamente simples, baixo massa molecular, facil absorcdo, alta atividade e maior
estabilidade em diversas condi¢des, se comparados aos antioxidantes sintéticos (Agrawal;

Joshi; Gupta, 2016).

Bayram et al., (2008), investigaram a atividade antioxidante de fracdes de proteina do soro
de leite, com destaque para a-lactoglobulina e B-lactalbumina. Essas fragdes demonstraram
capacidade de eliminar radicais superdxidos, indicando potencial antioxidante. As fragdes
foram isoladas por cromatografia de exclusdo de tamanho e tratamento enzimatico. A
eletroforese em gel identificou as proteinas presentes. Essa atividade antioxidante pode
melhorar a estabilidade do produto, prevenindo a deterioragdo oxidativa. Além disso, Tawalbeh
et al., (2023), revisaram os avangos recentes na pesquisa de peptideos bioativos derivados de
hidrolisados de proteinas de leguminosas, enfocando suas atividades antioxidantes, inibitorias
da enzima conversora de angiotensina (ECA) e anti-inflamatorias e destacaram os peptideos
obtidos de leguminosas pois apresentam significativa bioatividade, incluindo capacidade
antioxidante, potencial anti-hipertensivo por meio da inibicdo da ECA e efeitos anti-
inflamatorios, sugerindo seu uso promissor no desenvolvimento de alimentos funcionais e

nutracéuticos.

Para obtencdo de peptideos funcionais vdarias técnicas podem ser utilizadas, tais como
hidrélise enzimatica, acida, alcalina, digestdo in vitro e processos fisicos, como ultrassom e
micro-ondas. Esses métodos fragmentam proteinas em peptideos menores, resultando em
produtos de facil absor¢do. A Tabela 3 apresenta diversos trabalhos que utilizaram diferentes

técnicas para a obtencao de hidrolisados proteicos para a producao de peptideos bioativos.



Tabela 3. Técnicas para obtencao de peptideos e suas eficiéncias, prds e contras.
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Matéria-Prima T.ec.mca Bioatividade Vantagens Desvantagens  Referéncias
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Hidrélise Nio h4 dados de Hidrolise .y
enzimatica . . e A especificidade
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Digestdo in . . .
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Sementes de condigdes - L .
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Feijao gastrointestinail by ; . . s .
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~ : similaridade dados relevantes como (2023)
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. eficiente com , Du et al.,
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. . RF-PSO; (2024)
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cromatografia  E/S e 3,5h de e a-glicosidase); e
~ 11 . hidrolise para
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Virios fatores podem influenciar a funcionalidade de hidrolisados e peptideos bioativos,
como o tipo e a fonte da proteina, o pré-tratamento da proteina, o tipo de enzima e as condi¢des

de protedlise.

Os peptideos bioativos inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) tém
ganhado destaque devido ao seu potencial terapéutico na regulacdo da pressdo arterial e no
tratamento de doencas cardiovasculares. A ECA ¢ uma enzima-chave no sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), que controla o volume sanguineo e a pressao arterial.
Peptideos inibidores da ECA, encontrados em alimentos proteicos, podem reduzir a conversao
de angiotensina I em angiotensina II, um potente vasoconstritor, resultando na diminuicao da
pressao arterial. Além disso, esses peptideos tém demonstrado efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorios e cardioprotetores, tornando-os importantes aliados na prevencdao e manejo de
hipertensao e outras complicagdes cardiovasculares, promovendo assim uma melhor qualidade

de vida (Garbacz et al., 2023).

3.10. Compostos fendlicos em matérias-primas de origem vegetal

Matérias-primas de origem vegetal, como frutas, hortalicas, cereais e residuos
agroindustriais, sdo fontes ricas de compostos fenolicos. Dentre os alimentos, destacam-se as
frutas baga, como uvas, mirtilos e morangos, devido a elevada concentracdo de antocianinas,
flavonoides e taninos condensados. Nessas fontes, os compostos fenolicos podem estar livres
ou ligados, tipicamente como b-glicosideos, mas as andlises muitas vezes subestimam seu
conteudo total. O processamento e 0 armazenamento podem alterar sua composicao, resultando
na perda ou concentragdo de certos compostos. A agricultura organica pode aumentar seus
niveis, embora nem sempre de forma consistente. Além disso, processos como producao de
sucos e conservas influenciam a biodisponibilidade e a atividade antioxidante dos fenolicos de

maneira variavel Balasundram; Sundram; Samman, (2006).

Entre outras metodologias de extragdo para analises ou purificacdo, a extragdo assistida
por ultrassom (EUA) ¢ uma técnica vantajosa em comparacdo com as técnicas tradicionais,
como isolamento por solvente e isolamento supercritico, pois requer menos tempo e energia,
além de operar em temperaturas mais baixas, preservando a qualidade dos extratos. A EUA
utiliza ondas ultrassonicas para causar a cavitagdo acustica, que desestabiliza as células vegetais

e facilita a liberacdo dos compostos desejados (Medina-Torres et al., 2017).
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3.11. Quimica da atividade antioxidante por diferentes métodos de determinacio

As substancias antioxidantes combatem radicais livres que possam prejudicar o
metabolismo do organismo, apresentam em sua estrutura substituintes doadores de hidrogénio
ou elétrons, capacidade de ressonancia do radical ou capacidade quelante dos metais (Parcheta
et al., 2021). Compostos fenolicos, carotenoides e tocoferdis sao exemplos de substincias
naturais que tem capacidade antioxidante. Dentre os diversos métodos para a medi¢cdo da
capacidade antioxidante estd o método usando o reagente DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil).
Este método baseia-se na reagdo do DPPH com a substancia antioxidante, tornando-se violeta-
claro ou amarelo. A medi¢do ¢ feita por espectrofotometria de UV/visivel. A Figura 11

apresenta a reacao do reagente DPPH.

S

A

Radical DPPH Antioxidante DPPH reduzido
(Violeta) Sintético (Amarelo)

Figura 11. Reagdo do radical DPPH. (Fonte: A autora, 2025).

Outro método para avaliar a atividade antioxidante ¢ a partir da captura do radical 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS). Esse radical pode ser gerado por
meio de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica, conforme ilustrado na Figura 12.
Essa metodologia ¢ eficaz na medigdo da atividade antioxidante de compostos tanto hidrofilicos
quanto lipofilicos (Rufino et al., 2011).0 método ABTS envolve a geracdo de um radical
cationico estavel (ABTSe+) através da oxidacao do ABTS. Este radical ¢ caracterizado por uma
coloracao verde-azulada intensa, com um maximo de absor¢ao em torno de 734 nm. Quando
um antioxidante estd presente, ele doa elétrons ou atomos de hidrogénio ao radical ABTSe+,
reduzindo-o a sua forma nao radical e resultando em uma descoloracdo da solugdo. A extensao
da descoloragao ¢ proporcional a capacidade antioxidante da amostra. A Figura 12 apresenta a

reacao do radical.



Figura 12. Reac¢éo do radical ABTS. (Fonte: A autora, 2025).
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta das amostras

As biomassas (tortas) de andiroba (Carapa guianensis), murumuru (Astrocaryum muru-
muru) e tucuma (Astrocaryum vulgare) foram obtidas da empresa AmazonOil (Ananindeua-
PA) ap6s passarem pelo processo de prensagem para obtencdo de dleo. As tortas foram
trituradas em moinho martelos com peneira de saida de 1 mm, posteriormente desengorduradas
com n-hexano na propor¢ao massa: volume de 1:6 (m:v) em agitacdo constante por seis horas
sob temperatura ambiente. A biomassa desengordurada foi acondicionada em sacos de

polietileno e armazenadas sob temperatura de -18 °C até o momento do uso.

4.2. Composicao centesimal

A composicao centesimal foi realizada com as trés biomassas seguindo os métodos da
(Aoac, 2000). Esses dados foram importantes nas etapas posteriores, para a obten¢do de
informagdes sobre a eficacia do desengorduramento e extragao de proteinas. A seguir tem-se as
metodologias detalhadas das andlises de umidade, cinzas, lipideos e proteinas. O teor de

carboidratos foi obtido por calculo de diferenca.

4.2.1. Teor de Umidade

A determina¢do de umidade foi realizada conforme o método da AOAC (n. 925.09), onde
foi utilizado 2 gramas da biomassa e deixado por 6 horas na estufa a 105°C. O célculo do teor
de umidade foi realizado de acordo com a equacdo 11 a seguir.

My — (Meas — Mryc)

My

U(%) = ( ) x 100

an
Onde:
U (%) = Teor de umidade em porcentagem
my;= Massa de amostra inicial

Mcys = Massa do cadinho com amostra seca.
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mye = Massa da tara do cadinho.

4.2.2. Teor de cinzas

O contetdo de residuo mineral fixo foi determinado conforme a metodologia da AOAC (n.
923.03) no qual foram destinados a mufla para incineragdo a 550 °C por 5 horas. A equagao 12

a seguir apresenta como foi realizado o calculo para teor de cinzas.

mcfa —mc

C(%) = ( ) x 100

Al

(12)

No qual:

C (%) = Teor de cinzas em porcentagem
ma;i = Massa de amostra inicial
mecfr, = Massa final do cadinho mais amostra

m.= Massa da tara do cadinho
4.2.3. Teor de lipidios

A determinagdo de lipideos foi realizada de acordo com a metodologia da AOAC (n.
920.85) baseado na extragdo de gordura com solvente organico em extrator de gordura soxhelet.

A equagdo 13 representa o céalculo realizado para definir o contetido de lipidios nas amostras.

mcf — mci

L(%) = ( ) x 100

A

13)

Onde:

L (%) = Teor de Lipidios em porcentagem
M,s = Massa do reboiler no final

m¢; = Massa da tara do reboiler

ma = Massa de amostra

4.2 4. Quantificagdo de proteinas
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A determinacdo de proteina foi realizada pela quantificacdo do nitrogénio presente nas
amostras através do método de Kjeldahl conforme AOAC (n. 920.87). Para a conversdo de
nitrogénio em proteinas utilizou-se o fator de 6,25. A equacao 14 apresenta o calculo para teor

de proteina.

(Va — Vbr) x N X Fc x 14,007

my

P(%) = ( )x 100 x 6,25

(14)

Onde:

P (%) = Teor de proteina em porcentagem
Va-=Volume de acido gasto na titulagdo

Vir= Volume de acido gasto na titulagdo do branco
Na= Normalidade do acido

F. = Fator de correcdo do acido

Ma = Massa de amostra

4.2.5. Anélise de proteinas por espectrofotometria

A anélise de proteina nos hidrolisados foi determinado de acordo com o método de
Lowry (1951b). Para o preparo da solugdo A, composta por Na.COs a 2% em NaOH 0,1N,
foram pesados 0,1 g de NaOH e 0,5 g de Na.COs em agua destilada, homogeneizados e
transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL para o ajuste de volume. Para o preparo da
solugdo B, composta por CuSOa4-5H20 a 0,5% e citrato de sodio a 1%, foram pesados 0,05 g de
CuSO04-5H20 ¢ 0,1 g de citrato de sédio em agua destilada, homogeneizados e transferidos para
em um baldo volumétrico de 10 mL para o ajuste de volume. No momento do uso, preparou-se
a solucao C, misturando-se a solucdo A com a solucdo B na propor¢do de 50:1. Posteriormente,
a solugdo D foi preparada na propor¢ao de 1:1 do reagente de Folin-Ciocalteau Folin-Ciocalteu
(ACS, Brasil) e dgua destilada. Essa solugdo foi preparada na auséncia de luz. Uma solugdo
padrao de soroalbumina bovina (BSA) na concentracao de 500 pg/mL foi preparada para

realizar a curva de calibracao.

Na montagem da placa de 96 pocos, pipetaram-se 25 pL. de cada amostra e/ou padrao,
aos quais foram acrescentados 250 puL da solugdo C. A placa foi levemente agitada para
homogeneizar os reagentes e incubada por 10 minutos ao abrigo da luz em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, acrescentou-se 25 pL da solugdao D (Folin) e a placa foi incubada
a 37 °C por 15 minutos ao abrigo da luz. Apos esse periodo, a leitura da placa foi realizada em

espectrofotometro no comprimento de onda de 750 nm.
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4.3. Analise de compostos fenolicos

O contetido de compostos fenolicos totais foi determinado conforme metodologia de
(Singleton et al.,1999), com pequenas modificagdes para microplaca. Para a andlise foram
utilizados 25 pL do extrato diluido, 125 pL de Folin-Ciocalteu 2 N (ACS, Brasil) a 10% e 100
uL de solucdo de carbonato de sodio (99,5 %, ACS, Brasil) a 7,5%. Ap6s 30 min de reagdo, a
absorbancia foi medida a 765 nm utilizando um espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific
Oy, Multiskan Go-SN-1530-8001397, Finlandia). A quantificacdo foi realizada utilizando
acido galico monohidratado (98%, Neon, Brasil) como padrdo, nas concentracdes de 5 a 200
mg/L, para constru¢do da curva analitica. A partir da equacdo da reta (y=ax+b; R?) foi realizado
o calculo do conteudo que foi expresso em miligrama de equivalente 4acido galico por grama

cem gramas de extrato (mg GAE.g™).

4.4. Verificacao de condi¢cdes para extracdo de proteinas das biomassas

Foram testados a propor¢ao de massa e volume, o tempo de extracao e pH usado na
extracdo. Os resultados foram tratados considerando um Delincamento Inteiramente
Casualizado (DIC) que ¢ amplamente utilizado em experimentos devido a sua simplicidade e
eficiéncia. Segundo (Heru et al., 2023), esse tipo de planejamento, os tratamentos sdo
distribuidos de forma completamente aleatdria entre as unidades experimentais, garantindo que
cada unidade tenha a mesma probabilidade de receber qualquer tratamento. Essa randomizagao
minimiza vieses € assegura que as diferencas observadas nos resultados sejam atribuidas aos
tratamentos e ndo a fatores externos. A analise dos dados ¢ realizada, geralmente, por meio da
analise de varidncia (ANOVA), que permite identificar se ha diferencas significativas entre as
médias dos tratamentos. Entre as vantagens desse delineamento estdo sua simplicidade de

execucao ¢ a facilidade de analise dos dados.

4.4.1. Propor¢do massa de farinha (biomassa) — volume de extrator (dgua)

As biomassas desengorduradas foram processadas em moinho de facas com peneira de
saida de Imm e classificadas em tamis de 60 mesh. Em seguida, foram estabelecidas diferentes
proporg¢des entre massa € volume de 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30 e 1:50, com o pH de extragao
ajustado em pH 8,5. A dispersdao foi mantida em agitacdo constante, em agitador magnético,

durante 60 minutos em temperatura ambiente (25 £ 5 °C). O material foi centrifugado a 10.000
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x g por 20 min. sob 4 °C em centrifuga refrigerada e do sobrenadante foram coletados aliquotas

para a determinac¢do do nitrogénio (N2) solivel pelo método de Kjeldahl (Aoac 2005).

4.4.2. Variagao do tempo na extragao da proteina

As biomassas desengorduradas foram dispersas em agua na propor¢ao m/v (1:10), nos
intervalos de tempo entre; 10, 20, 30, 60 e 120 minutos, o pH de extragdo foi ajustado em 8,5
com NaOH 1 mol. L! e monitorado durante a extragdo da proteina A dispersio foi mantida sob
agitacdo mecanica por uma hora, a velocidade constante e temperatura ambiente (25 + 5°C). O
material foi centrifugado a 10.000 x g por 20 min. sob 4°C em centrifuga refrigerada e do
sobrenadante foram colhidas aliquotas para a determina¢ao do nitrogénio soliivel pelo método

de Kjeldahl(Aoac, 2005).

4.4.3. Efeito do pH na solubilidade da proteina

A solubilidade da proteina da farinha desengordurada da biomassa foi determinada
seguindo o método descrito por Wang e Kinsella (1976), com modificacdes. Amostras de
biomassa com teor de proteina conhecido foram utilizadas em solugdes de 1g de massa ajustado
para o volume e o tempo do melhor resultado obtido nas etapas de relacio massa:volume e
efeito do tempo na extragdo da proteina. O pH foi ajustado e monitorado com um pHmetro
digital de bancada (marca Quimis e modelo Q400AS) no intervalo de 1 a 12 com HCl 1,0 mol.L"
!'e/ou NaOH 1,0 mol.L"!, 0 material foi homogeneizado em agitador magnético em velocidade
constante e temperatura ambiente (25 = 5 °C). Apds esse tempo o material foi centrifugado a
10.000 x g por 20 min., sob 4°C; coletou-se o sobrenadante e anotou-se o volume,
posteriormente, aliquotas de 7 mL foram coletadas para determinag¢do de nitrogénio soluvel
pelo método de Kjeldahl (Aoac, 2000). Para o efeito do sal, usou-se solugdo de NaCl 0,2 mol.L-

I e seguiu-se a mesma metodologia para solubilidade em H>O destilada.
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4.5. Hidrolise enzimatica

4.5.1. Hidrolise enzimatica com tripsina

A hidrolise enzimdtica com tripsina foi realizada conforme Yin et al. (2008), com
modificacdes. Suspensdes de amostras contendo 2% (m/v) de proteina, calculada de acordo
com a Equacao 15, foram digeridas por 17 horas em solugao 50 mM de tampao fosfato de soédio
contendo a enzima tripsina (Merck®, atividade 1.000 a 2.000 BAEE units/mg) na razio de
enzima/substrato de 1:100 em pH ajustado em 7,0 sob 37 °C em banho maria com agitagdo
vertical da marca Quimis (modelo Q226M2). A hidrolise foi interrompida por aquecimento a

80 °C por 20 minutos seguido de banho de gelo.

massa de proteina desejada na hidroélise x 100
% de proteina do IP (g)

Massa de amostra (g) =

15)

4.5.2 Hidrdlise enzimatica com alcalase

A hidrélise enzimatica com a enzima alcalase foi realizada conforme Schmidt; Salas-
Mellado, (2009) com modificagdes. Suspensdes contendo 2% (m:v) de proteina foram digeridas
por 3 horas em tampao 50 mM fosfato de sddio com a enzima alcalase, Bacillus licheniformis
(Merck®, activity > 0.75 Anson units/mL) na propor¢do de enzima substrato 1:100 com o pH
ajustado em 7,6 e sob temperatura de 50 °C em banho maria com agitagcdo vertical da marca
Quimis (modelo Q226M2). A hidrolise foi interrompida por aquecimento a 80 °C por 20

minutos seguido de banho de gelo.

Ap6s a hidrolise ambos hidrolisados foram centrifugados por 10.000 x rpm por 20 min
sob 4°C. O sobrenadante foi filtrado, congelado e liofilizado. O contetido proteico dos
hidrolisados foram determinados por Lowry et al. (1951) usando a albumina de soro bovina
(OmniPur BSA, Fraction V, Cold Alcohol Isolation, Sigma Aldrich) como padrdo de proteina

para construcao da curva de calibragao.
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4.5.3 Caracterizacao dos hidrolisados

Suspensoes contendo 10 mg de hidrolisados proteicos de tripsina e alcalase liofilizados,
foram preparadas com 1 mL de Solvente A (0,045% de TFA em d4gua milli Q),
homogeneizados, sonicados por 10 min., centrifugados e filtrados em filtro de 0.45 pum
Millex®, foram injetados em cromatégrafo liquido (Shimadzu—Japao) com controlador
LC20AT, degaseificador DGU-20A5R acoplado a um injetor manual Rheodyne e um
fotodetector UV/vis com arranjos de diodos SPD-M20A. O espectro de cobertura do registro
foi de 190 — 400 nm e o comprimento de onda de 220 nm foi monitorado A separagdo
cromatografica ocorreu em uma coluna Gemini C18 de fase reversa, 110 Angstron, 250 x 4.6
mm, tamanho de particula de 5 pm (Phenomenex—USA). As fases moveis foram: solvente A
0,045% de &cido trifluoroacético (TFA) em agua ultrapura; solvente B 0,036% de acido
trifluoroacético (TFA) em acetonitrila grau HPLC (Sigma Aldrich). O gradiente utilizado foi
1

de 5 a 95 de B em 30 minutos. O fluxo usado foi de 1 mL min~

com base na polaridade e solubilidade de diferentes peptideos (SWERGOLD; RUBIN, 1983).

. O gradiente foi selecionado

4.6. Analises de atividade biolégicas

4.6.1. Atividade antioxidante por ABTS

A capacidade antioxidante do extrato na condi¢@o otimizada frente ao radical livre ABTS™
foi avaliada de acordo com a metodologia proposta por (Rufino et al., 2007). O cation ABTS™"
foi produzido através da reacdo de 7 mM da solugdo estoque ABTS (>98%, Sigma-Aldrich,
Brasil) com 140 mM de persulfato de potassio (Neon, Brasil), a mistura permaneceu em frasco
escuro em temperatura ambiente por 16 horas antes do uso. A solu¢do foi diluida em etanol
(99,5%, Neon, Brasil) para uma absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm em
espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific Oy, Multiskan Go-SN-1530-8001397, Finlandia).
As reacdes foram realizadas através da transferéncia de 30 pL. de amostra para tubos de ensaio
com 3,0 mL do radical ABTS'", a leitura foi realizada a 734 nm apds 6 minutos da mistura,
como branco foi utilizado 4lcool etilico para calibrar o espectrofotdmetro. A quantificagdo foi
realizada utilizando Trolox (Acido (%) -6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico,
97%, Sigma, Brasil) nas concentragdes de 100 uM a 2000 pM, para construgdo da curva
analitica. A partir da equagdo da reta sera realizado o calculo que foi expresso em micromol de

equivalente Trolox por grama de extrato.
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4.6.2. Atividade antioxidante por DPPH

A quantificacdo de capacidade antioxidante foi realizada pelo método DPPH descrito por
(Brand-Williams et al., 1995), com modificagdes que consistiu em adicionar 50 pL. da amostra
diluida em metanol em 150 uL de solucdo metanolica de DPPH. Simultaneamente, foram
preenchidos pogos com 200 pL de metanol 70% (99,8%, Neon, Brasil) que foram utilizados
como branco, pocos controle que consistiram em 50 pL. de metanol 70% e 150 puL de solugao
de DPPH (< 100%, Sigma-Aldrich, Brasil) e pogos com o branco da amostra que continham 50
uL de amostra diluida e 150 uLL de metanol 70%. A placa foi incubada por 40 minutos ao abrigo
da luz e a absorbancia foi medida em um espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific Oy,
Multiskan Go-SN-1530-8001397, Finlandia) no comprimento de onda de 520 nm. A
quantificagdo dos resultados foi realizada por interpolacao da absorbancia das amostras contra
uma curva de calibragao construida com concentragdes padroes de Trolox de 15 a 300
umol.mL™! e foi expresso em micromol de equivalente Trolox (Acido (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-carboxilico, 97%, Sigma, Brasil) por grama de extrato.

4.6.3. Analise antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi conduzida conforme o protocolo descrito por Humphries
etal. (2018), com algumas adaptacdes. A analise teve duragao de quatro dias. No primeiro dia,
foi realizado o preparo do microrganismo, iniciando-se com a preparacio do meio Agar
Mueller-Hinton, que foi vertido em placas de Petri e deixado em repouso até¢ a completa
solidificacdo. Em seguida, procedeu-se a semeadura do microrganismo, com o objetivo de obter
colonias isoladas. Essa etapa foi realizada com o auxilio de uma alga de platina estéril,
manipulada proxima ao bico de Bunsen, a fim de evitar contaminagdes. As placas inoculadas

foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas.

No segundo dia, foram pesados 80 mg de cada hidrolisado e transferidos para
eppendorfs estéreis. Em ambiente de fluxo laminar, as amostras foram diluidas em 1 mL de

solucao de DMSO a 10%, preparada com caldo Mueller-Hinton.

O indculo bacteriano foi obtido a partir das colonias cultivadas no dia anterior. De 3 a 4
colonias foram transferidas para um tubo Falcon contendo 4 mL de caldo Mueller-Hinton. Apds
homogeneizacao, 2 mL dessa suspensao foram utilizados para ajustar a turbidez, por meio de

leitura em espectrofotometro a 625 nm, de acordo com o padrao de McFarland 0,5 (absorbancia
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entre 0,08 e 0,12). Ap0s o ajuste, foram realizadas dilui¢des para atingir uma concentracao final

de 10° UFC.mL™".

As amostras foram entdo submetidas a dilui¢ao seriada em duas placas de 96 pogos. Na
primeira, utilizada como controle de branco, cada pogo recebeu 150 pL de caldo Mueller-
Hinton e, na linha A, 100 pL da amostra, que foi diluida progressivamente até atingir a
concentragio minima de 156 mg. mL!. A segunda placa recebeu o mesmo procedimento,
porém com 100 uL adicionais de caldo e os controles: meio (200 pL), controle positivo (100
uL de cloranfenicol) e controle negativo (100 pL de DMSO a 10%). Por fim, adicionou-se 100
uL do indculo bacteriano em todos os pocos da segunda placa. As placas foram incubadas a

36,5 °C por 24 horas.

No terceiro dia, ap6s a incubacao, as placas foram lidas em espectrofotdmetro a 625 nm,

e os percentuais de inibi¢ao foram calculados com base na Equagao 16.

[(ABSa — ABSbr)]

) = —
1(%) = 100 ABSi

(16)

Onde:

1% = Percentual de inibi¢ao

ABSa = Absorbancia da amostra com indculo (ap6s 24h de incubagio)
ABSbr = Absorbancia do branco da amostra

ABSIi = Absorbancia do indculo

Em seguida, foi adicionado o corante resazurina a todos os pocos. Apds um periodo de
incubacdo de 3 horas, observou-se a mudanca de coloragdo: a presenga da cor azul indicava
inibicdo do crescimento bacteriano, enquanto a cor rosa indicava atividade metabdlica. Os
pocos que permaneceram azuis foram considerados positivos para atividade antimicrobiana. As
amostras correspondentes foram entdo semeadas em placas de Petri previamente preparadas
com meio Agar Mueller-Hinton e incubadas por mais 24 horas, com o objetivo de avaliar a

atividade bactericida.
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4.7 Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk para verificar a adequacao a aplicacdo de testes paramétricos. As variaveis
quantitativas — teor de proteinas, compostos fenolicos totais (CFT) e atividades antioxidantes
(DPPH e ABTS) — foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA), seguida dos testes de
Tukey e t de Student para comparagao de médias, considerando nivel de significancia de 5% (p
<0,05).

As correlagdes entre o pH e as proteinas solubilizadas (PS), bem como entre os teores
de CFT e as atividades antioxidantes (DPPH e ABTS), foram analisadas pelo teste de correlagao
de Pearson (p < 0,05), tanto para as biomassas quanto para os isolados (IP) e hidrolisados
proteicos (HP). Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software Statistica® versao

7.0 (StatSoft Inc., EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composicao centesimal das tortas residuais

As biomassas foram processadas e submetidas a analise de composi¢do centesimal. A
Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para a composi¢ao das tortas residuais de andiroba,

murumuru e tucuma.

Tabela 4. Composicao centesimal (%) das tortas residuais em base seca.

Componentes Andiroba Murumuru Tucuma
Umidade 4,21 +£0,10 6,46 + 0,60 6,35+ 0,60
Proteinas” 10,10 +£ 0,37 7,32 +0,17 6,80 + 5,31
Lipidios 16,70 + 1,55 19,05 + 5,64 13,63 +0,17
Cinzas 3,92+ 0,05 2,08 £2,38 2,28 £0,04
Carboidratos™ 69,25 64,14 77,28

“Fator de corregdo = 6,25; “"Determinado por diferenga.

A andlise da composi¢do centesimal das biomassas oleaginosas andiroba, murumuru e
tucuma revela diferengas nos teores de umidade, cinzas, lipidios e proteinas, aspectos
fundamentais para determinar suas aplicagdes industriais e valor nutricional. A umidade ¢ um
fator crucial que influencia a estabilidade e o armazenamento das biomassas. Observa-se que a
biomassa andiroba possui o menor teor de umidade (4,21 + 0,10%), enquanto murumuru e
tucuma apresentam valores mais elevados (6,46 £ 0,60% e 6,35 + 0,60%, respectivamente).
Teores de umidade mais baixos, como o de andiroba, sdo desejaveis para prolongar a vida util

e reduzir riscos de deterioragdo microbiana.

Em relagdo as cinzas, que indicam o contetido mineral, a biomassa andiroba apresenta
o maior teor (3,92 + 0,05%), seguida por tucuma (2,28 + 0,04%) e murumuru (2,08 £ 2,38%)).
Esses valores sdo comparaveis aos encontrados em outras oleaginosas, como a castanha-do-

Brasil (Bertholletia excelsa), que possui teor de cinzas de aproximadamente 3,5% (Vasquez-



74

Rojas et al., 2021). O conteudo mineral ¢ relevante para avaliar o valor nutricional e possiveis

aplicacdes industriais das biomassas.

Em relagdo aos lipideos, as biomassas murumuru e andiroba destacam-se com teores de
19,05 £ 5,64% e 16,70 = 1,55%, respectivamente, enquanto tucuma apresenta 13,63 + 0,17%.
Esses valores sdo semelhantes aos encontrados na polpa de buriti (Mauritia flexuosa), que
possui teor lipidico significativo (Marcelino et al., 2022). Altos teores de lipidios reforcam a
necessidade da etapa de desengorduramento para a realizagao da extragcdo de proteinas.O alto
conteudo de lipideos encontrados em ambas as biomassas se justifica pelo fato de serem
residuos de extracdo de 6leo por prensagem, a quantidade de 6leos presentes no tucuma, por

exemplo, pode chegar até 37% (Bora et al., 2001).

Por fim, os teores de proteinas variam entre as biomassas, com andiroba apresentando
o maior valor (10,10 £+ 0,37%), seguida por murumuru (7,32 £ 0,17%) e tucuma (6,80 + 5,31%)).
Esses valores sao semelhantes ao relatado para a Oenocarpus bacaba (Abadio Finco et al.,
2012), outra oleaginosa encontrada na Amazonia. J4 para o tucuma, Bora et al. (2001),
encontraram teores de 12% nas cascas e 8% na polpa, revelando que o valor encontrado na

biomassa ¢ abaixo do relatado para a cascas.

Considerando se tratar de residuos da cadeia da extragdo de o6leo, as biomassas

apresentam fracgoes significativas de proteinas com potencial de exploracao.

5.2. Analise de compostos fendlicos totais

Um dos focos do trabalho foi a determinagdo de compostos fendlicos para avaliar seu
efeito nas atividades antioxidantes. Ambas as biomassas tiveram seus compostos extraidos e os
resultados estdo apresentados na Figura 13.

Analisando a Figura 13 ¢ possivel constatar que a biomassa de tucuma foi a que
apresentou maior quantidade de compostos fenoélicos, diferenciando significativamente do
contetudo de fenolicos das biomassas de murumuru e andiroba, que ndo apresentaram diferenga
significativa entre si.

A diferencga no teor de compostos fenolicos entre as biomassas pode estar relacionada a
composi¢do quimica especifica de cada uma, incluindo o conteudo de lignina e outros polifendis

estruturalmente ligados, dessa maneira, os residuos agroindustriais apresentam variagdes
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significativas nos teores de compostos fenolicos e na atividade antioxidante. O estudo de Meloi
et al (2011) avaliou o teor de compostos fendlicos totais, a atividade antioxidante e a
composicdo fenolica de trés residuos agroindustriais brasileiros: bagaco de uva Isabel (Vitis
labrusca), bagaco de uva verdejo (Vitis vinifera) e bagago de goiaba (Psidium guajava). Os

resultados mostraram diferencas significativas de teores fenolicos e atividade antioxidantes.

P72 Andiroba 1805 A
Murumuru
B 1ucuma
15 4
¥ o B
‘o0 9,92
80 10 -
£ 2
o
54
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Medias com letras diferentes em uma mesma coluna indica que houve diferenca significativa pelo teste Tukey (p>0,05).

Figura 13. Analise de compostos fendlicos (CFT) para biomassas. (Fonte: A autora, 2025).

Embora ndo haja dados especificos disponiveis para a biomassa de tucuma, pesquisas
com a realizada por VESPA et al (2018)com tucum-do-Pantanal (Bactris setosa Mart) indicam
a presenga de compostos fenolicos com potencial antioxidante. Ja a biomassa de andiroba, com
menor teor de compostos fendlicos, pode ter uma composi¢ao que favoreca sua degradagdo ao

longo do processamento ou pré-tratamento da torta residual.

5.3. Analise antioxidante

Dos extratos obtidos realizou-se a prospeccao ante a capacidade antioxidante por métodos
in vitro. A Figura 14 mostra os resultados da atividade antioxidante das biomassas, avaliadas
pelos métodos DPPH (Figura 14a) e ABTS (Figura 14b). Em ambos os métodos a maior
atividade antioxidante foi observada para a biomassa de tucuma. A maior atividade antioxidante
para a biomassa de tucuma corrobora os resultados da Figura 13, que aponta maior quantidade

de compostos fendlicos para essa biomassa em relagao as demais biomassas estudadas.
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Figura 14. Resultados das analises de antioxidantes para biomassas. a) DPPH b) ABTS. (Fonte: A autora, 2025).

A biomassa de murumuru apresentou a menor capacidade antioxidante pelo método do
DPPH, enquanto a biomassa de andiroba apresentou a menor capacidade antioxidante no
método do ABTS.

Segundo Thaipong et al. (2006), a discrepancia observada entre os resultados dos
métodos ABTS e DPPH pode ser atribuida as diferentes sensibilidades desses ensaios a
compostos especificos. O método ABTS ¢ capaz de detectar compostos fendlicos mais polares,
enquanto o DPPH apresenta maior afinidade por compostos menos polares. Estudos anteriores
corroboram essas observagdes. Por exemplo, MELOI Et Al (2011) avaliaram a atividade

antioxidante de residuos agroindustriais e encontraram variagdes na eficacia dos métodos
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DPPH e ABTS, sugerindo que os compostos fenolicos presentes exercem atividades

antioxidantes por mecanismos distintos, dependendo da polaridade do meio reacional.

5.4. Efeito da variacao das condi¢oes de extracao de proteina

5.4.1. Proporcao de massa da farinha e volume do extrator

Processos de extracao sao empregados utilizando solventes em diferentes proporcoes a
fim de se avaliar qual o melhor volume em que o soluto apresenta a maior solubilidade, no caso
especifico, qual o melhor volume que a proteina apresenta maior solubilidade. A Tabela 5
apresenta os resultados da otimizagdo da extracao de proteinas das trés biomassas em diferentes

proporg¢des de massa de amostra e volume de extrator (m:v).

De acordo com os resultados na Tabela 5 é possivel verificar que a maior solubilidade
da proteina ocorreu ns propor¢des m:v de 1:20, 1:25 e 1:30 apresentando de 11 a 12,91% sem
diferenca estatistica entre elas. Para a biomassa de murumuru, a maior solubilidade foi
encontrada nas proporgdes de 1:15, 1:30, 1:50 e 1:100, apresentando de 10,1 a 13,8% sem
diferenca estatistica entre eles. A biomassa de tucuma apresentou maior solubilidade de
proteina quando se usou as propor¢des m:v de 1:20, 1:50 e 1:100, variando de 20 a 21,7% de

proteina solubilizada sem diferenca estatistica entre elas.

Considerando que foram encontradas mais de uma condi¢do de proporcao massa:
volume para cada biomassa e que ndo havia diferencga estatistica entre elas, se torna vavel optar
pela escolha daquela propor¢do em que se utiliza o menor volume de extrator para que se

otimize tempo e nas etapas de centrifugacao.

Tabela 5. Proteina solubilizada variando a propor¢do de massa da farinha e volume do extrator

Proteina solubilizada (%)

Proporcao Andiroba Murumuru Tucuma
1:10 8,68 +0,23° 6,92 + 0,00° 7,2 £0,50¢
1:15 10,50 + 0,38° 10,17 + 0,86*° 9,36 +0,51¢
1:20 11+0,52¢ 8,05+ 0,61 21,69 + 0,89
1:25 11,83 +0,69° 8,65+ 0,79° 20,92 + 1,29°
1:30 12,91 +0,81° 10,30 + 0,00%° 15,72 + 0,00
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1:50 10,13 +1,53° 11,70 +2,17*° 20,02 +£2,39°
1:100 7,81 +£5,21°¢ 13,81 + 3,42° 21,35+ 0,00°

Solvente utilizado: Agua destilada; tempo de extragdo: 60 min; letras diferentes na

mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).

5.4.2. Variagdo do tempo na extragdo da proteina

Os resultados da otimizagdo da extragao em fun¢do do tempo estdo apresentados na
Tabela 6. Assim como a propor¢do de volume mantém influéncia sobre a solubilidade da
proteina a ser extraida, o tempo de contato entre o soluto e solvente ¢ um indicativo de

otimizagao para se obter performance no processo de extracao.

A partir da Tabela 6 se observa que foram necessarios 20 até 120 minutos de tempo de
extracdo para a andiroba alcancando ~ 20% até ~ 22% de solubilidade, ndo apresentando

diferenca estatistica nesse intervalo de tempo estudado.

J& para a biomassa de murumuru ndo foi observado diferencgas significativas entre os

valores de solubilidade, apresentando variagdo minima de ~ 14% e méaxima de ~16%.

Para o tucuma ¢ possivel observar que nos dois primeiros tempos de extracdo a
solubilidade de proteina ¢ minima e que maiores valores de solubilidade sao alcangados a partir
de 30 minutos de extracdo (~ 26%), com ligeira variagdo para ~ 27% no tempo de 120 minutos,

mas sem apresentar diferengas significativas entre eles.

Tabela 6. Resultados de conteudo proteico conforme a variagdo do tempo

Andiroba
Tempo (min) pH % de proteina solubilizada
10 10 18,79+ 0,51b
20 10 19,99 + 0,00a
30 10 21,02 £0,96a
60 10 19,32 £ 1,67a
120 10 21,95 +0,57a
Murumuru
Tempo (min) pH % de proteina solubilizada

10 10 15,71 +0,00 a
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20 10 14,39+ 0,62 a
30 10 13,70+ 1,83 a
60 10 14,74+ 0,62 a
120 10 14,45+ 0,00 a
Tucuma
Tempo (min) pH % de proteina solubilizada
10 8,5 15,51 +0,87b
20 8,5 19,95 +2,23b
30 8,5 25,58 +0,00a
60 8,5 25,54 + 0,00a
120 8,5 26,65+ 1,48a

Solvente utilizado: H,0 Destilada; letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05).

Por uma questao de padronizagao no laboratorio, adotou-se o tempo de 60 minutos para

a extracdo de proteina de todas as biomassas.

5.4.3. Efeito do pH na solubilidade da proteina

De posse dos valores de otimizagdo de extracao das biomassas a proxima etapa estuda o
comportamento da proteina em diferentes pHs. A Figura 15 a, b e ¢, apresentam as curvas de
solubilidade das proteinas das biomassas e andiroba (a), murumuru (b) e tucuma (c) na faixa de

pHdel al2.



80

oy
&
B
B
| O
5
— O
— O
=~
— O
— 0
— <t

o 2
—
— oy
R

T T T T T T =

u o u o u o

) ) o I3 - -

SPEPIIGN|OS %

pH

(C))

- NaCl 0,2M

40

20 4

APEPIIGNIOS %

10 A

pH

(b)



81

% solubilidade

(©

Figura 15. Curvas de solubilidade em relagdo ao pH, andiroba (a), murumuru (b) ¢ (c) tucuma. (Fonte: A autora,
2025).

A curva de solubilidade para a andiroba revela um aumento de solubilidade na regido
alcalina (pH 11) com mais de 30% de proteina solubilizada. Esse comportamento ¢ esperado
em decorréncia da presenga dos grupos amino (-NH3") e carboxilicos (-COQ") nas proteinas.
Tais grupos quando em meio extremamente acidos ou basicos sdo ionizaveis e apresentam carga
liquida positiva, no caso de pH é&cidos, e carga liquida negativa, no caso de pH alcalino,
causando uma repulsdo eletrostitica entre as moléculas proteicas e consequentemente

aumentando sua solubilidade (Damodaran; Paraf, 1997; ZAYAS, 1997).

A Figura 15 (a) ainda mostra que em pH 4,5 ocorre a menor solubilidade da proteina,
sendo esse seu ponto isoelétrico (pl), onde as cargas sdo nulas, com tendencia de agregacao e

precipitacao das proteinas nesse pH (Lourengo, 2000).

A curva de solubilidade para a proteina da biomassa de murumuru (Fig. 15b) acompanha
um tratamento adicional, uma curva extra preparada em solugdo salina (NaCl 0,2 mol. L™).
Observa-se que a presenga do sal foi efetiva na regido de menor solubilidade em &gua.
Aumentos de solubilidade ocasionados por baixas concentracdes de sal ocorrem devido a

solvatagdo dos ions Na" e Cl" com as cargas de superficie da proteina favorecendo sua
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solubilidade nessas condicdes, esse efeito ¢ conhecido como salting in (Damodaran; Paraf,
1997; Zayas, 1997). Ainda na curva de solubilidade do murumuru ¢ possivel observar que seu
ponto isoelétrico ocorre em pH 4,5, sendo esse o ponto de precipitacio da proteina para

posteriores etapas de obtengao de concentrados proteicos.

A curva de solubilidade para a proteina da biomassa de tucuma (Fig. 15¢) revela elevada
solubilidade em extremos alcalino e diferentemente das demais biomassas estudadas, seu ponto

isoelétrico esta situado em pH 3,0.

5.4.4. Extragdo de proteinas

Para a obtencdo da proteina concentrada a partir das biomassas de andiroba, murumuru
e tucuma, variou-se as condi¢des da extra¢do, sendo selecionadas de acordo com os melhores
resultados encontradas nas etapas de otimizacdo de massa: volume, tempo de extragdo e curva
de solubilidade. Os resultados de rendimento de extragcdo e contetdo proteico das proteinas

extraidas estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultado de extragdo de proteina das biomassas

Proporcao (massa: Rendimento de

pH de extracio Conteudo proteico (%)

volume) proteina (%)
Andiroba
10 1:10 4,35 21,38
11 1:10 3,29 13,47
Murumuru
10 1:10 4,35 47,54
10 1:20 4,90 51,03
11 1:10 8,85 40,79
11 1:20 5,92 50,39
Tucuma
10 1:10 3,73 26,13

10 1:20 3,87 26,3
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11 1:10 0,94 14,20

Um ponto importante a ser considerado no aproveitamento da fracdo de proteina das
biomassas ¢ sua efetividade no processo de obtengdo, ou seja, adequar as condigdes para que
se obtenha um bom rendimento de material (concentrados ou isolados proteicos) com elevada
pureza (teor de proteinas) em condigdes que ndo comprometam a estrutura da proteina. Para

isso, alternou-se o pH de extracdo e a propor¢do massa: volume.

A proteina da andiroba foi a que apresentou o menor teor de pureza (~ 21% de proteina),
entretanto, esse valor ¢ 2,2 vezes maior que o conteudo de proteinas encontrado na biomassa
bruta (Tabela 4). Também se observa que no pH 10 o contetdo proteico do material obtido foi
quase o dobro quando comparado ao pH de extracdo ajustado em 11. Isso se deve ao fato de
que extremos de pH ocasionam degradacdo de aminodcidos por hidrélise quimica, degradagao
de cadeias laterais que contenham aminodcidos com grupamento amino, desprotonando suas
cadeias, afetando sua interagdo com outras fragdes da proteina e ocasionando, inclusive, sua

perda de funcao (Damodaran; Paraf, 1997).

Esse mesmo comportamento foi observado para as demais biomassas, quando se elevou

o pH de extracdo para 11, o conteudo proteico foi reduzido quando comparado com o pH 10.

A extracdo de proteina da biomassa do murumuru foi a que apresentou maior pureza
(51% de conteudo proteico) quando obtida em pH 10, na propor¢do massa: volume 1:20,
resultando em uma concentragao de quase 7,5 vezes em relacdo ao seu contetido de proteina

presente na biomassa bruta (Tabela 4).

O processo de extragao de proteinas por solubilizacdo alcalina e precipitagao isoelétrica
também concentrou a proteina presente na biomassa de tucuma, que apresentou ~ 26% de

proteina, nimero 4,2 vezes maior que o teor inicial de proteina encontrado na biomassa bruta.

A eficiéncia da extracdo proteica de biomassas oleaginosas ¢ significativamente
influenciada pelo pH do meio de extracdao. Estudos demonstram que a elevagao do pH alcalino
pode aumentar o rendimento da extragdo de proteinas. Por exemplo, na extra¢do de proteinas
de graos de cervejaria, observou-se que a elevacao do pH de 8 para 12 resultou em um aumento
do rendimento de 20,8% para 46,2%, respectivamente. Esse incremento ¢ atribuido a maior
solubilizacdo das proteinas em condi¢des mais alcalinas, devido a ioniza¢do dos grupos

funcionais das moléculas proteicas, facilitando sua extracdo (Hadinoto et al., 2024).
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No entanto ¢ importante considerar que pHs excessivamente elevados podem induzir
modifica¢des estruturais nas proteinas que podem afetar suas propriedades funcionais. Além
disso, na extragao de proteinas de ervilha amarela realizada por Gao et al., (2020) verificou-se
que o aumento do pH de extra¢do de 8,5 para 9,5 elevou o rendimento de 49,20% para 57,56%.
Entretanto, pHs mais altos também promoveram a formacao de agregados proteicos, reduzindo

a solubilidade das proteinas extraidas.

Dessa forma, a sele¢ao do pH de extracao deve equilibrar o aumento do rendimento com
a manuten¢ao das propriedades funcionais desejadas das proteinas, considerando a manutencao
da estrutura da proteina e a disponibilidade de equipamentos no laboratério, se padronizou para
a obtencdo das proteinas concentradas, pH de extracdo ajustado em 10 e propor¢do massa:
volume de 1:10 em 60 minutos de agitagdo com precipitagdo isoelétrica ajustada em pH 3,0
para a biomassa de tucuma e em pH 4,5 para as demais biomassas (andiroba e murumuru),

seguido de filtracao e liofilizagdo.

A partir das proteinas concentradas foram realizadas hidrdlises com as enzimas alcalase

e tripsina, conforme descritos no item 4.5.1 e 4.5.2 respectivamente.

5.5. Caracterizacio dos hidrolisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC)

As condigoes de corrida ocorreram conforme descritas no item 4.5.3. A Figura 16
apresenta a cromatografia dos hidrolisados proteicos digeridos com a enzima alcalase. E
possivel observar que para cada biomassa houve um perfil caracteristico de liberagdo de
peptideos. O hidrolisado de andiroba apresentou um perfil de picos saindo do morro
caracteristico principal. E possivel se observar a presenca de 3 picos nos tempos de retencio
(TR) de 15 a 16,5 minutos, seguidos por picos de baixo sinal na regido ascendente do morro.
Na regido descendente do morro se observa a presenga de dois picos bem definidos, um no TR
de 21 minutos e outro no TR de 22 minutos. Um outro pico foi observado em regido mais apolar,

com aproximadamente 70% de fase B, no TR de 26 a 26,5 minutos.

O hidrolisado proteico de murumuru, assim como o de tucuma, também apresentou um
morro caracteristico na primeira metade do gradiente, demonstrando se tratar de moléculas

organicas de baixa polaridade. Quando comparado com o branco observa-se que na parte
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ascendente do morro aparecem 4 conglomerados de picos, um conglomerado aparece no TR de
14,5 a 15,5 minutos, o segundo aparece no TR de 15,5 a 17 minutos, o terceiro e mais intenso
conglomerado aparece no TR de 17 a 17,5 minutos, no cume do morro se tem um quarto
conglomerado com 4 picos, nos TR de 18 a 19,5 minutos. Ainda ¢ possivel observar a presenca
de 3 picos de baixa intensidade j& na parte descendente do morro, nos TR de 20,5 minutos, 21
a 21,5 minutos e 22 minutos. J4 em uma regido mais apolar é possivel observar picos nos TR

de 26,5 minutos € no TR de 28-28,5 minutos.

O hidrolisado proteico de tucuma foi o que apresentou mais picos na fase apolar do
gradiente. Também se observa a presenga de um morro caracteristico de uma molécula organica
com a presenca de picos na parte ascendente do morro (mais polar) e picos na parte descendente
do morro (mais apolar). Diferente das outras oleaginosas, o tucuma apresenta um pico logo no
inicio do gradiente, no TR de 9,5 minutos, na parte ascendente do morro o primeiro pico €
observado no TR de 15 minutos seguido de picos menores nos TRs de 15,5; 16,5; 17,5 ¢ 18
minutos. Na parte descendente do morro o tinico pico observado corresponde a uma fragao
presente na enzima e nao na amostra. Entretanto, ¢ possivel observar a presenca de picos na

regido mais apolar, especificamente nos TR de 32; 32,5; 33-34; 35 ¢ 36 minutos.
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Figura 16. Cromatogramas dos hidrolisados com Alcalase em comparagdo com o branco da enzima (a) andiroba
alcalase (b) murumuru alcalase (c) tucuma alcalase. A linha vermelha corresponde ao branco de enzima. (Fonte:
A autora, 2025).

Na Figura 17 se encontram os cromatogramas dos hidrolisados proteicos digeridos com
tripsina. Assim como observado para os hidrolisados digeridos com a enzima alcalase, nos
cromatogramas digeridos com tripsina também hd um morro caracteristico da molécula
organica que sai no TR de 15-24 minutos. Para a andiroba ¢ possivel notar a presenga de picos

na parte ascendente do morro nos TR de 15, 16, 17 e 17,5 minutos, na parte descendente do
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morro (mais apolar) ha a presenca de 2 picos nos TR de 21 e 22 minutos, seguido de um ultimo

pico de baixa intensidade no TR de 32,5.

Para o hidrolisado proteico digerido com a enzima tripsina (Fig. 17b), é possivel se
observar a presenga de picos na regido mais apolar do gradiente, um pico no TR de 29 minutos

eno TR de 33 a 33,5.

J& para o hidrolisado de tucuma digerido com tripsina (Fig. 17¢), € possivel encontrar
picos na regido mais apolar do gradiente, nos TR de 28,5 minutos, 33,5 e 34,5 minutos, sendo

esse perfil e de menor presenca de picos de todos os hidrolisados obtidos no estudo.

Os hidrolisados apresentaram diferencas de picos em relacdo as enzimas utilizadas para
hidrolise, isso se deve a diferentes fragdes peptidicas produzidas pelas enzimas. No estudo
conduzido por Girgih; Udenigwe; Aluko, (2013), foram produzidos hidrolisados de proteina de
semente de cAnhamo (HPH) por meio de digestao simulada do trato gastrointestinal e separagdo
hidrolisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa em oito fracdes
peptidicas utilizando. As fra¢des peptidicas obtidas apresentaram tempos de retencao
crescentes, indicando uma correlacio com o aumento do conteido de aminoacidos
hidrofobicos, especialmente prolina, leucina e isoleucina. As fragdes com tempos de retengao
mais longos exibiram maior capacidade antioxidante, sugerindo que a atividade antioxidante

esta relacionada a composicao de aminoacidos hidrofobicos nas fragdes peptidicas.

Zhou et al., (2017) desenvolveram uma estratégia para purificar e quantificar o inibidor
de tripsina de Kunitz (KTI) em soja utilizando cromatografia liquida bidimensional. Embora o
estudo ndo fornega detalhes especificos sobre os tempos de retengdo das fragdes peptidicas, a
metodologia empregada permitiu a obtengdo do inibidor com massa molecular de 20 kDa e

pureza de aproximadamente 98%, demonstrando a eficacia do método de separacao.
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Figura 17. Cromatogramas dos hidrolisados de tripsina. (a) Andiroba Tripsina (b)Muru Tripsina (c)Tucuma
Tripsina. A linha vermelha corresponde ao branco de enzima. (Fonte: A autora, 2025).
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Ja Darmawan; Bringe; De Mejia, (2010), realizaram um estudo com objetivo foi
comparar a capacidade antioxidante de hidrolisados de proteina de soja produzidos com alcalase
a partir de nove cultivares de soja, incluindo dois convencionais e sete com baixo teor de
glicinina. Embora o estudo ndo detalhe os tempos de retengdo especificos das fragdes
peptidicas, os hidrolisados das cultivares ricas em [-conglicinina apresentaram maior
capacidade antioxidante. Isso sugere que a composi¢do proteica das cultivares influencia a

atividade antioxidante dos hidrolisados.

5.6. Funcionalidades das proteinas concentradas (PC) extraidas das biomassas, dos

hidrolisados proteicos e das biomassas

5.6.1. Analise de compostos fenolicos totais

Na Figura 18 ¢ apresentado os resultados da andlise de compostos fendlicos das
biomassas, proteinas concentradas e hidrolisados proteicos. A analise dos teores de compostos
fenodlicos revelou que a biomassa in natura apresenta a maior concentragdo desses compostos
quando comparada as fragdes proteicas concentradas e aos hidrolisados, isso porque muitos
compostos fenolicos estao ligados a matriz lignoceluldsica da biomassa e podem ser perdidos
durante as etapas de extragao e precipitacdo de proteinas. A lignina, um componente importante
da biomassa, contém macromoléculas fendlicas de alto peso molecular, que contribuem
significativamente para o conteudo fendlico na biomassa natural (Okonkwo et al., 2023). Além
disso, a hidrolise enzimatica pode resultar na degradacao de alguns compostos fenolicos ou na
sua solubilizagdo diferencial, alterando sua biodisponibilidade e concentragdo final nas

amostras.
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Figura 18. Compostos fendlicos para Biomassas, Proteinas concentradas e hidrolisados (a) Andiroba (b) Muru

muru e (¢) Tucuma. (Fonte: A autora, 2025).
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A perda de fendlicos nos hidrolisados também estd relacionada a especificidade da
enzima utilizada. A hidrolise com alcalase levou a menores teores de fenolicos nos hidrolisados
de Andiroba e Muru, indicando que a especificidade da Alcalase na clivagem de peptideos
contribui para a geracao de peptideos de baixo peso molecular, que geralmente estao associados
a maior retencao fenolica. Por exemplo, em hidrolisados de proteina de lentilha, a hidrélise
sequencial com Alcalase e Flavourzyme resultou em aumento de compostos fendlicos e

aumento da atividade antioxidante (Rezvankhah et al., 2021).

5.6.2. Analise estatistica dos compostos fenolicos presentes nos hidrolisados comparados

estatisticamente por seus pares pelo teste 7- student

A andlise de compostos fendlicos também foi estatisticamente interpretada nas
diferentes condicdes de hidrélise da mesma biomassa. Na Figura 19, na qual estdo os resultados
dessa andlise, ¢ possivel verificar que entre os dois tipos de hidrolisados de cada amostra
tiveram diferencas significativas dos teores de compostos fenolicos totais. As diferengas no teor
de compostos fenolicos em hidrolisados obtidos com alcalase e tripsina podem ser atribuidas a
varios fatores, incluindo a especificidade enzimatica, a composi¢cdo do substrato e as condig¢des

de hidrolise.
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Medias com letras diferentes em uma mesma coluna indica que houve diferencga significativa pelo teste

t - student (p>0,05).

Figura 19. Compostos fenolicos totais presentes nos hidrolisados proteicos de andiroba, murumuru e tucuma.

(Fonte: A autora, 2025).
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Além da enzima utilizada na hidrélise, a composicdo do substrato influencia
diretamente o teor de fendlicos nos hidrolisados. A estrutura e a composi¢do das proteinas e
outros componentes presentes no material de partida determinam como as enzimas interagem
e liberam compostos fenolicos, como exemplo tem-se a hidrdlise enzimatica de farelo de arroz
com uma combinagdo de fermentacdo e hidrélise enzimdtica complexa aumentou

significativamente o contetido fendlico total e a atividade antioxidante (Liu et al., 2017).

5.6.3. Atividade antioxidante

A Figura 20 ilustra o resultado da andlise antioxidante dos hidrolisados proteicos das
biomassas de Andiroba, Murumuru ¢ Tucuma, utilizando os métodos ABTS ¢ DPPH. o
resultado do teste 7-Student, evidenciando diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
entre os tratamentos utilizando as enzimas alcalase e tripsina nos diferentes hidrolisados.

O teste revelou que as médias dos tratamentos variaram de forma significativa entre
essas duas enzimas, indicando que o efeito das enzimas sobre o parametro estudado (a atividade
antioxidante) nao ¢ uniforme. Nas duas analises, os hidrolisados de tucuma foram os que
tiveram maiores valores de atividade antioxidante. Além disso, tanto para DPPH quanto para
ABTS, os hidrolisados de Alcalase tiveram maiores valores na maioria das amostras.

A analise estatistica confirma que as diferengas observadas nas médias dos grupos nao
sdo devidas ao acaso, sugerindo que a escolha da enzima tem um impacto consideravel nos
resultados do tratamento, porém, para os peptideos obtidos da andiroba, ndo houve diferenca
significativa. Esses resultados destacam a importancia de considerar a enzima utilizada como
um fator critico na otimizacao dos processos.

A influéncia das enzimas na hidrolise dos isolados proteicos das biomassas de Andiroba,
murumuru ¢ Tucuma se deve as diferencas na especificidade e mecanismos de acao das enzimas
utilizadas. Cada enzima tem uma preferéncia particular por certos sitios de clivagem nas cadeias
polipeptidicas, o que resulta em variagdes na eficiéncia de hidrélise e na liberagao de peptideos
bioativos com propriedades antioxidantes (Lopez-Salas et al., 2024). A composi¢do de
aminoacidos das proteinas de cada biomassa também desempenha um papel crucial, pois
determina quais peptideos serdo liberados durante a hidrolise e sua atividade antioxidante

subsequente.
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A anélise dos hidrolisados proteicos das biomassas de Andiroba, Murumuru e Tucuma,
utilizando os métodos ABTS e DPPH, revela o potencial de geracdo de fragdes com elevada
capacidade antioxidante. Para explorar completamente esse potencial, houve foco na separagao
dos picos obtidos na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e realizagdo testes

antioxidantes dos hidrolisados obtidos nas condigdes otimizadas.
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Figura 20. Comparacdo de médias para a atividade antioxidante dos hidrolisados por DPPH (a) e ABTS (b).
(Fonte: A autora, 2025).

Os resultados obtidos neste estudo reforcam o potencial antioxidante de hidrolisados

proteicos de sementes oleaginosas amazoOnicas, como observado nas amostras obtidas no
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tucuma com Alcalase, que apresentaram significativa atividade antioxidante nos ensaios com
DPPH e ABTS. Esses achados estio em consonancia com os resultados reportados por
(Mazloomi et al., 2019), como no estudo conduzido com hidrolisados de sementes medicinais
de abobora (Cucurbita pepo var. styriaca), em que peptideos obtidos por hidrélise com pepsina
alcangaram capacidade de eliminagdo de radicais DPPH de 82,07%, atribuida a elevada

presenga de aminodcidos hidrofobicos (39,85% do total).

5.6.4. Analise de atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio de leituras de absorbancia e pelo teste
com resazurina, utilizado para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM). A Figura 21
mostra as amostras que apresentaram inibi¢do do crescimento bacteriano. Observa-se que os
pocos correspondentes a concentragdo de 2,5 mg. mL™!' exibem coloracdo azul, indicando

auséncia de metabolismo bacteriano e, portanto, efeito inibitorio nessa concentracao.

Linha
verde é a
concentrac¢
io de
inibi¢ao
em 25
mg/mL

Figura 21. Resultados de teste de inibigdo de crescimento bacteriano com corante resazurina. A) Hidrolisado de
Murumuru com Alcalase. B) Hidrolisado de Murumuru com Tripsina. C) Hidrolisado de Tucuma com Alcalase.

(Fonte: A autora, 2025).
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As amostras também foram testadas para a bactéria Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, porém ndo obtiveram resultados positivos em nenhuma das duas metodologias

empregadas.

Pode-se explicar a resisténcia das bactérias Gram-negativas a alguns compostos naturais
devido a sua complexa composicdo de sua membrana celular, que possui um alto nivel de
lipidios e lipopolissacarideos em sua membrana externa, criando assim uma camada adicional
que impede a passagem de agentes antimicrobianos, tal caracteristica € responsavel pelo
mecanismo de resisténcia da E. coli, tornando-a menos suscetivel a certos compostos bioativos

(Vargas et al., 2004).

Os resultados do teste de atividade bactericida assim como o resultado da leitura do

espectrofotometro dos testes realizados para a Staphylococcus aureus estdo na Tabela §.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) ¢ a menor concentracio de um agente
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel de um microrganismo. A classificacdo da
eficacia antimicrobiana em categorias como fraca, moderada ou forte estd diretamente
relacionada a CIM: concentracdes mais baixas indicam maior poténcia do farmaco. Nesse caso,
os resultados dos hidrolisados de Andiroba Alcalase € Tucuma Tripsina apresentaram inibigao
moderada pois tiveram a CIM na concentra¢do de 0,16 mg. mL™!, com 85,5% e 73,75% de
inibi¢do, respectivamente. Os outros hidrolisados ndo sdo considerados como tendo atividade
antimicrobiana pois apresentaram inibicdo somente a partir de uma concentragdo de 2,5 mg.

mL™.

Tabela 8. Resultados de atividade inibitdria e bactericida para Staphylococcus aureus.

concentraciao Atividade
Hidrolisado inibitéria minima (mg/ Inibicdo (%) ** .
mL) bactericida

Andiroba Alcalase 0,16 85,5 Nao
Andiroba Tripsina 2,5 71,35 Nao
Muru Alcalase 2.5 92,78 Nao
Muru Tripsina 2,5 92,68 Nao
Tucuma Alcalase 2.5 87,29 Nao
Tucuma Tripsina 0,16 73,75 Nao

**Resultado da analise por espectrofotometria na concentragdo inibitoéria minima
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Zhao et al., (2022), realizaram um estudo que investigou um peptideo antimicrobiano,
MOp2, isolado de hidrolisados proteicos das sementes de Moringa oleifera. O peptideo
apresentou atividade contra Staphylococcus aureus, com Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) de 2,204 mM, sem efeitos hemoliticos significativos. Além disso, demonstrou
estabilidade térmica e resisténcia a altas concentracdes de sal, embora tenha sido degradado por
proteases. Testes indicaram que o MOp2 danifica irreversivelmente a membrana bacteriana,
aumentando sua permeabilidade e promovendo a liberagao de nucleotideos intracelulares. O
estudo destacou potencial do MOp2 como agente antimicrobiano natural para controle de S.

aureus em alimentos.

5.7. Correlacgao de Pearson entre os compostos bioativos e a acio inibitoria da

bactéria

A correlagdao de Pearson, ou coeficiente de correlagdo de Pearson (r), ¢ uma medida
estatistica amplamente utilizada para quantificar a forga e a dire¢ao da relagado linear entre duas
variaveis quantitativas. Seu valor varia de -1 a 1, onde valores proximos a -1 indicam uma
correlagdo negativa forte, valores proximos a 1 indicam uma correlacao positiva forte e valores
proximos a 0 sugerem auséncia de correlacao linear (Schober; Boer; Schwarte, 2018). Na
Figura 22, tem-se os graficos de resultados de correlacdo entre os resultados de antioxidantes e

atividade antimicrobiana e teor de fendlicos com o resultado de inibi¢ao.

A analise de correlagdo de Pearson entre o teor de compostos fendlicos totais (CFT) e a
inibicdo microbiana (Figura 22a) resultou em um coeficiente de correlagdo
=0,4613r=0,4613, indicando uma relacdo negativa baixa. Esse valor sugere que, a medida
que o teor de CFT aumenta, a atividade antimicrobiana tende a diminuir, embora essa relagao
ndo seja considerada forte. Por outro lado, as correlacdes entre a atividade antioxidante,
medidas pelos métodos DPPH e ABTS (Figuras 22b e 21c¢), e a inibicdo microbiana foram
praticamente inexistentes, com coeficientes »=0,00117 e r=0,0064, respectivamente. Tais
resultados indicam que a capacidade antioxidante dos hidrolisados, isoladamente, ndo esta

relacionada de forma significativa com sua acao antimicrobiana.

A correlagdo entre o teor de proteina total e a porcentagem de inibicao (Figura 22d)

apresentou um coeficiente de r=0,59, refletindo uma relagao positiva de intensidade moderada.
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Isso sugere que a atividade antimicrobiana estd mais associada a presenca de proteinas e,
especialmente, aos peptideos gerados durante o processo de hidrolise. Esses peptideos
bioativos, liberados pelas enzimas durante a quebra das proteinas, podem atuar diretamente

sobre a membrana das bactérias ou interferir em seus processos metabolicos, conferindo-lhes

agdo antimicrobiana.
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Figura 22. Correlagdo de Pearson entre teor de compostos fenolicos totais e inibi¢do microbiana. (Fonte: A

autora, 2025).

Assim, os dados apontam que o efeito antimicrobiano observado estd mais relacionado
a composi¢cdo peptidica dos hidrolisados do que ao conteudo fendlico ou a atividade

antioxidante em si. Com esse resultado ¢ possivel verificar, estatisticamente, que a atividade
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antimicrobiana dos hidrolisados tem maior tendéncia a ser relacionado com os peptideos

liberados pelos processos de hidroélise.
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6. CONCLUSAO

A valorizagdo de residuos tem se estabelecido como uma abordagem crucial para
promover a sustentabilidade e aumentar o valor das cadeias produtivas locais, especialmente na
Amazonia. Nesse cenario, as biomassas resultantes da extra¢ao de oleos vegetais de sementes
como murumuru, andiroba e tucuma oferecem um grande potencial para a obtengdo de

biomoléculas de valor biotecnoldgico, em particular os peptideos bioativos.

Foi possivel obter hidrolisados proteicos usando enzimas utilizadas na biotecnologia
para obtencdo de peptideos, sendo o hidrolisado proteico digerido com alcalase o que

apresentou maior atividade antioxidante em ambos os métodos.

A extragdo de compostos fenolicos por quimica verde encontrou elevadas quantidades
na biomassa de tucuma apresentando, inclusive, maior atividade antioxidante em ambos os
métodos estudados. Hidrolisados proteicos de andiroba digeridos com enzima alcalase foram

os mais eficazes na inibi¢ao de S. aureus usando a menor concentragao estudada.

Portanto, conclui-se que a utilizagdo das tortas residuais de oleaginosas da Amazdnia
para a extragdo de peptideos bioativos e compostos fendlicos € uma estratégia viavel,
sustentdvel e com um alto valor cientifico e tecnoldgico. Além disso, recomenda-se um
aprofundamento em técnicas analiticas como espectrometria de massas e a separacao de fragdes
peptidicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, assim como a realizagdo de testes in
vitro € in vivo para esclarecer os mecanismos de acdo dos peptideos obtidos e elucidar o

mecanismo de acao de sua bioatividade.
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