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RESUMO

A soja € um produto de grande interesse mundial, gracas a versatilidade de
aplicacdo de seus produtos, suas propriedades nutricionais, facilidade de
producdo, alta produtividade e baixo custo. Aléem disso, sado reconhecidas
propriedades bioldgicas, devido a presenca de diferentes peptideos bioativos.
O farelo desengordurado de soja € um subproduto do processamento dos
gréos de soja para obtengdo do 6leo. Com grande quantidade de proteinas se
torna a fonte viavel para obtencdo de isolados proteicos com alto valor
agregado. O isolado proteico de soja, portanto possui proteinas bioativas. O
objetivo deste trabalho foi otimizar e produzir a partir do farelo desengordurado
de soja, um isolado proteico de soja e a partir deste extrair duas proteinas a
glicinina e B- conglicinina, por um processo novo e eficiente, avalia-las quanto
atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria in vitro e produzir um
fitocosmético e avalia-lo quanto as mesmas atividades bioldgicas. Os
resultados mostraram que o isolado proteico de soja obtido contém 94,6% de
proteinas destacando a otimizacédo do processo que foi realizada e a obtencédo
das proteinas - conglicinina e glicinina que foram purificadas até o teor de
83,8% e 88,4% de proteinas respectivamente. A glicinina mostrou maior
atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria com diferencas
estatisticamente significativas em relagdo a (- conglicinina, portanto foi
escolhida para composicdo do fitocosmético que obteve resultados
semelhantes aos obtidos anteriormente para as atividades bioldgicas,
constatando ser um grande potencial na area de cosméticos.

Palavras- chave: Isolado Proteico de Soja, B- conglicinina, glicinina, atividade
biologica, fitocosmético.



ABSTRACT

Soybeans is a global interest because have application versatility of their
products, nutritional properties, facility production, high productivity and low
cost. Futhemore, it is recognized biological properties due present of different
bioactive peptides. The deffated soybean meal is a by-product of the processing
of soybeans for obtaining oil. With lots of proteins becomes a viable source for
obtaining protein isolates with high value. The soy protein isolate posses
bioactive proteins. The goal of this study was to optimize and produce from
deffated soybean meal, the soy protein isolate and after extracted two proteins
B- conglycinin and glycinin and evaluates them as antioxidant, antimicrobial and
anti-inflammatory activity in vitro and produces phytocosmetic and evaluates it
as the same activities. The results showed obtained soybean protein isolate
containing 94.6% proteins highlighting that good optimization was performed
and the protein (3-conglycinin and glycinin obtained 83.8% and 88.4% protein,
respectively. The glycinin showed higher antioxidant, antimicrobial and anti-
inflammatory activity with statistically significant differences against -
conglycinin, was therefore chosen for composition of phytocosmetic who
obtained similar results for the biological activities, noting be a great potential in
the area of phytocosmetics.

Keywords: Soy protein isolate, 3- conglycinin, glycinin, biological properties and
phytocosmetic.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merril) € uma leguminosa amplamente produzida
no Brasil. O crescimento da cultura no pais esteve sempre associado aos
avangos cientificos e a disponibilizacdo de tecnologias ao setor produtivo
(FREITAS, 2011).

Os gréos de soja caracterizam-se por conter cerca de 20% de Oleo e
40% de proteina. O 6leo e grande parte das proteinas se encontram em
corpusculos especiais contidos nas células cotiledonares. A maior parte das
proteinas da soja é classificada como globulinas. Essas proteinas séo
insollveis em agua no seu ponto isoelétrico (pH 4,5), mas se dissolvem em
valores de pH acima ou abaixo deste ponto. As proteinas de soja quando em
solucdo mostram-se sensiveis ao tratamento térmico e constituem mistura de
macromoléculas de tamanhos, cargas e estruturas diferentes (SGARBIERI,
1996; TORREZAN e CRISTIANINI, 2005).

O farelo desengordurado de soja € o subproduto originado na producéo
do oleo de soja. E rico em proteinas e seu destino final € na incorporacéo de
ragcbes para animais devido a facil palatabilidade e disgestibilidade e para
producdo de concentrados e isolados proteicos. Concentrado proteico de soja €
o produto preparado a partir do farelo desengordurado de soja que deve conter
no minimo 70 % (p/p) de proteinas, por outro lado, o isolado proteico de soja €
a forma com maior qualidade e concentracdo de proteinas que deve conter no
minimo 90 % de proteinas (p/p) (SINGH et al., 2008).

B- conglicinina e glicinina s&o proteinas de reserva dos gréos de soja em
maior quantidade e junto com outras proteinas como, Lunasina, inibidores de
Bowman-Birk e Kunitz sdo responsaveis pelas propriedades bioativas do grao.
A quantidade destas proteinas depende da variedade genética e das condi¢des
climaticas onde a planta foi produzida (RICKERT, JOHNSON, MURPHY,
2004). Consequentemente, as proteinas (- conglicinina e glicinina sé&o
excelentes fontes de peptideos bioativos.

Os peptideos tornaram-se ingredientes ativos comuns em cosméticos
(VIVO-SESE e PLA, 2007). As propriedades relatadas dos peptideos séo a

manutencdo do equilibrio do tecido celular retardando o processo de



17

envelhecimento precoce, melhora da aparéncia, diminuicdo das linhas finas de
expressdo e aspereza da pele (RUIVO, 2012; SADICK et al., 2014; SECCHI,
2008).

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo geral deste trabalho € extrair e produzir a partir do farelo
desengordurado de soja, o isolado proteico de soja e a partir deste, separar e
purificar as proteinas glicinina e - conglicinina e avalia-las quanto & atividade

bioldgica produzindo uma emulséo fitocosmética.

2.2 Especificos

o Utilizar o farelo desengordurado de soja como fonte de extracao
proteica;
o Otimizar a producao do isolado proteico de soja utilizando como agente

precipitante o acido citrico;

o Caracterizar o isolado proteico de soja; pelos métodos Kjedahl,
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e microscopia eletronica de
varredura (MEV);

o Extrair duas proteinas (glicinina e B- conglicinina) a partir do isolado

proteico de soja;

o Identificar as isoflavonas presentes no isolado proteico de soja e nas
proteinas;
o Caracterizar as proteinas glicinina e B- conglicinina; pelos métodos

Lowry, SDS-PAGE, MEV e perfil de amino&cidos;
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. Verificar a atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria in

vitro das proteinas glicinina e B- conglicinina;

o Produzir uma emulséo fitocosmética com a (s) proteina (s) que melhor

obtiver (am) desempenho nas atividades biologicas;

o Avaliar a estabilidade e as condicfes da emulsdo através do teste de
estabilidade acelerada, centrifugacéo e de contaminagao microbiologica;

° Verificar a atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria in

vitro da emulséao fitocosmética.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soja

O Brasil € o0 segundo maior produtor de soja, (Glycine max L. Merril), no
mundo, perdendo apenas para os EUA. A producao na safra 2012/2013 foi de
81,5 milhdes de toneladas com uma area plantada de 27,7 milhdes de hectares
(CONAB, 2013). A producao de soja no Brasil € liderada pelos estados do Mato
Grosso, com 29% da producdo nacional; Parana com 19,5%; Rio Grande do
Sul com 15,4% e Goias com 10,5%. Mas a producdo de soja esta evoluindo
também para novas areas no Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia que em
2012/2013 corresponderam a 8,4% da producédo brasileira. Em relacédo a
exportacdo dos graos de soja, 42,8 milhdes de toneladas foram exportadas na
safra 2012/2013. H& uma estimativa do aumento da producédo de soja em 10
anos, que ocorrera pela combinacdo da expansdo da area em 24,3% e da
produtividade em 21,8% (ABIOVE e AGROCONSULT, 2014).

O farelo e o 6leo de soja sdo os principais produtos obtidos do
processamento dos gréos. A producao do farelo na safra 2012/2013 foi de 27
milhdes de toneladas e de éleo foi de 7,5 milhGes de toneladas. A projecéo
para os proximos 10 anos € um aumento de 28,1% para o farelo e de 23,5%

para o O0leo. A maior parte do Oleo € destinada para 0 consumo humano e para
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producdo de biodiesel, ja o farelo é destinado para alimentacdo animal. A
exportacdo do oleo foi de 1,3 milhdo de tonelada, visto que o consumo interno
foi de 5,8 milhdes de toneladas e do farelo de 13,2 milhdes de toneladas, visto
que o consumo interno foi de 14,0 milhdes de toneladas (ABIOVE e
AGROCONSULT, 2014).

A soja € uma planta herbacea originaria da China, pertencente a familia
das leguminosas, que se disseminou por varios pontos do mundo devido a sua
facilidade de cultivo, alto poder nutritivo e grande variedade de subprodutos
disponibilizados pelo seu processamento, com alto valor comercial. Um dos
primeiros produtos a base de soja obtida pelos chineses foi o 6leo de soja.
Hoje, com técnicas mais aprimoradas ja é possivel obter varios outros, tais
como: farinha integral, extrato de soja, concentrado proteico, isolado proteico,
proteinas texturizadas, entre outros. No Brasil, a soja foi introduzida em 1882,
mas sua producdo somente atingiu niveis relevantes a partir de 1949 (YANO,
2006).

No processamento, 0s graos de soja sdo transportados através de rolos
quebradores, produzindo a soja quebrada com casca, a qual sera separada no
separador de cascas. A casca é moida e tostada para posterior reincorporacao
ao farelo de soja, dependendo do tipo de subproduto a ser comercializado. A
soja sem casca segue para o condicionador e em seguida para a laminacéo.
Na laminacéo, os graos partidos passam por rolos e segue para a expansao,
neste estagio, o material é pressionado com vapor para tornar-se esponjoso,
seguindo para o resfriador e para o extrator de 6leo. A soja é entdo levada ao
extrator de hexano, onde sdo produzidas duas fracdes: uma fracao liquida,
composta pelo 6leo solubilizado no hexano, e uma fragcdo solida, composta
pelo farelo de soja. Esta fracdo sélida é levada ao tostador, que tem duas
funcdes: recuperar parte do hexano ainda presente no farelo e desativar os
fatores antinutricionais (inibidores de tripsina e quimiotripsina, hemaglutininas,
lipase e lipoxigenase) do farelo. Enquanto isso, a fracdo liquida segue para
processamento que envolve a recuperacdo do solvente hexano e a obtencdo
do Oleo bruto que é purificado para comercializacdo (BELLAVER, 1999;
ENDRES, 2001).
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3.2 Proteinas da soja

Os componentes presentes em maiores quantidades nos graos da soja
sao as proteinas (40%), os carboidratos (30%) e lipideos (20%). A maioria das
proteinas da soja séo globulinas, proteinas de reserva do grao. Estas proteinas
foram inicialmente classificadas, de acordo com seu coeficiente de
sedimentacao (S), em quatro fracdes: 2S, 7S, 11S e 15S (BARAC et al., 2004).

As fracdes 7S e 11S representam cerca de 80% das proteinas contidas
no grdo de soja. A fracdo 7S é composta por B-amilase, lipoxigenase e a
proteina B-conglicinina que representa 92% da fragdo 7S. A B-conglicinina &
uma glicoproteina que contém residuos de manose e glucosamina, apresenta
estrutura trimérica com peso molecular (PM) entre 150-190 kDa composta por
trés subunidades —a (PM ~68 kDa), -a (PM ~72 kDa) e —3 (PM ~48 kDa). A
fracdo 11S é composta pela globulina glicinina que apresenta estrutura
hexamera, possui PM de aproximadamente 360 kDa e apresenta varios
polipeptideos basicos (PM ~20 kDa) e acidos (PM ~32 kDa) ligados por pontes
de dissulfeto (BARAC et al., 2004; QI et al., 2011).

A fracdo 2S representa cerca de 10% das proteinas e € composta por
inibidores de tripsina, que séo destruidos pelo tratamento térmico industrial do
farelo de soja. A fracdo 15S representa cerca de 5-10% das proteinas é
composta por urease e globulina 15S (LIU, 1997).

As proteinas sdo mais solluveis em pH acido ou béasico devido a
quantidade de cargas positivas ou negativas presentes na molécula a esse pH.
Excesso de cargas do mesmo sinal produz repulsdo entre as moléculas, que
contribui para sua maior solubilidade. O pH de menor solubilidade é o pl (ponto
isoelétrico) da proteina, com mesma quantidade de cargas positivas e
negativas, com isso, as proteinas ndo se repelem, se aglutinam, formando
precipitados (GIBBS et al., 2004; LIU, 1997; SGARBIERI, 1996).

3.3 Isolado Proteico de Soja

A forma mais refinada de obtencdo de proteinas de soja € o isolado
proteico de soja (IPS) que é por definicdo um produto obtido de graos de soja

limpos, descascados e desengordurados, por remo¢ao dos componentes nao
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proteicos e que contem no minimo 90% de proteina, utilizando o indice de
conversao do nitrogénio o valor de 6,25 (N x 6,25) em base seca (SINGH et al.,
2008).

A aplicacéo final dos IPS € na composicéo de formulagcdes de alimentos
a base de carnes, molhos, misturas de leite, bebidas de alta concentracéo
proteica, alimentos infantis (PEISKER, 2001; SAMOTO et al., 2007),
cosmeéticos, plasticos, antibiéticos, inseticidas, nutrientes para fermentacdes,
produtos para limpeza e adesivos (ENDRES, 2001); ha indicios que o IPS
promove ainda a reducdo do colesterol, atua na prevencédo de determinados
tipos de canceres, além de apresentar atividade antioxidante, antitrombdtica e
efeito cardioprotetor (ISANGA e ZHANG, 2008). Isto se deve a presenca de
peptideos bioativos, contendo cerca de 2 a 20 aminoacidos que, dependendo
da sua sequencia, pode apresentar uma funcdo especifica (MEJIA e LUMEN,
2006).

3.4 Atividade Bioldgica

3.4.1 Atividade antimicrobiana

O aumento crescente dos problemas com a resisténcia microbiana aos
antibioticos vem incentivando a busca por novos métodos terapéuticos com a
aplicacéo de peptideos antimicrobianos (EPAND e VOGEL, 1999).

Excelente fonte de peptideos antimicrobianos sdo os AMPs
(Antimicrobial Peptides), que de acordo com Matsuzaki, (2009) foram
descobertos em plantas, insetos e mamiferos. Possuem grande espectro
contra bactérias gram- positivas e gram- negativas. Os AMPs possuem
aminoacidos catibnicos e hidrofobicos (lisina, arginina, isoleucina, alanina,
leucina, valina, metionina, histidina) caracterizando a seletividade somente
contra micro-organismos nao agindo contra células eucaritticas (VEIGA et al.,
2012). As composicdes e organizacdes das células eucaridticas e procaribticas
diferem significativamente. Pode-se destacar a parede celular das bactérias
gram- positivas que possuem acido teicoico e lipoteicoico no peptideoglicano e
as gram- negativas que possuem lipopolissacarideos na membrana externa,

que através destes elementos anidnicos, permitem a interacdo e a sele¢do
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somente contra as bactérias patogénicas (ZASLOFF, 2002; YEAMAN e
YOUNT, 2003; MATSUZAKI, 2009).

As plantas estdo sempre sendo expostas a micro-organismos
patogénicos e ha um constante desenvolvimento de diversos mecanismos de
defesa, incluindo a sintese de compostos antimicrobianos como as proteinas
(PELEGRINI, 2007). Portanto, diversas proteinas com propriedades
antimicrobianas s&o isolados de diferentes plantas (ORDONEZ et al., 2006).
Barbosa, (2008); Farrokhi, Whitelegge e Brusslan, (2008) relatam que muitos
AMPs identificados e caracterizados provenientes de plantas tém grande
potencial para o desenvolvimento de drogas semelhantes aos antibiéticos para

humanos, mostrando uma alternativa viavel como agentes terapéuticos.

3.4.2 Atividade antioxidante

Os radicais livres estdo envolvidos em diferentes fun¢des no organismo,
como sinalizacéo e regulacdo do crescimento celular. Entretanto, seu excesso
produz efeitos deletérios, como danos ao DNA, proteinas e organelas
citoplasmaticas provocando alteracdes na estrutura e funcéo celular. Com isso,
organismos produzem substancias que sdo capazes de regenerar ou prevenir
os danos oxidativos, como por exemplo, a enzima superoxido dismutase,
porém quando a producdo de antioxidantes pelo organismo é insuficiente,
ocorre o0 estresse oxidativo, que através de varias rea¢des degradativas, ocorre
o envelhecimento precoce e doencas degenerativas (ALVES et al., 2010).

Nos ultimos anos, os peptideos com capacidade antioxidante tém
atraido a atencdo de pesquisadores, devido seu baixo peso molecular, facil
absorcdo e alta atividade bioldgica (XIE et al., 2008).

A capacidade antioxidante de peptideos provenientes da soja ja foi
descrita na literatura por Chen et al., (1996); Moure, Dominguez e Parajo6,
(2006); Pefia-ramos e Xiong, (2002); Sarmadi e Ismail, (2010). Elias, Kellerby e
Decker, (2008) relataram que todos os 20 aminoacidos que compdem as
proteinas tém potencial de interagir com os radicais livres, doando elétrons e

neutralizando-os.
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3.4.3 Atividade anti-inflamatéria

O envelhecimento precoce da pele é causado por varios fatores como,
exposicdo demasiada aos raios ultravioleta (UVA/UVB), fumo e processos
inflamatoérios (RAMOS-E-SILVA et al., 2013; WU et al., 2013)

O processo inflamatério tem sido relacionado a diferentes grupos de
substancias, como a enzima hialuronidase que atua despolimerizando o &cido
hialurbnico, um polissacarideo que se encontra nos tecidos conectivos
presente na matriz extracelular (AGUIAR, 2004; SGARIGLIA et al., 2013)
responsavel pela viscoelasticidade e hidratacdo da pele, que envelhecida
mostra uma diminui¢cdo desta matriz, degradacdo do colageno e diminuicao de
fibroblastos (EL-SAFORY, FAZARY e LEE, 2010).

Os peptideos tém a capacidade de regenerar a matriz extracelular, bem
como, aumentar a producédo de colageno (SADICK et al., 2014). Portanto, os
peptideos tém um grande potencial na utilizacdo no tratamento de inflamacdes
cutaneas (LANG e KOFLER, 2011).

3.5 Fitocosméticos

Inovagbes cosméticas estdo em amplo crescimento e um dos fatores
fundamentais para expansdo sdo as investigacdes cientificas (RAMOS-E-
SILVA et al., 2013).

Fitocosméticos podem ser definidos como o0 cosmético que contém ativo
natural, de origem vegetal (ISAAC et al., 2008). E uma maneira segura e eficaz
para melhorar os efeitos indesejaveis do envelhecimento exercendo efeito local
sem absorcao sistémica. Geralmente sdo bem tolerados e sem grande efeito
adverso (SADICK et al., 2014).

Os peptideos provenientes de plantas podem ser utilizados em
formulagBes cosméticas e a maioria dos peptideos utilizados para este fim sdo
oriundos de proteinas simples como fibrilares e globulares. Os peptideos
provenientes do gluten de trigo e da proteina de soja sdo 0s que apresentam
maior interesse da industria para formulacdo de fitocosméticos (SECCHI,
2008). De acordo com Allemann e Baumann, (2009) as proteinas de soja

apresentam atividade regeneradora do tecido cutaneo e acéo despigmentante.
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A estabilidade das emulsdes pode ser influenciada por fatores
intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos estdo a
incompatibilidade entre os componentes da formulacdo seja ativo ou nédo e
para os fatores extrinsecos estdo o tempo, a temperatura, luz, umidade e
material de acondicionamento (BRASIL, 2004; CEFALI, 2009; ISAAC et al.,
2008).

Com isso, pode-se constatar o grande potencial do uso do farelo
desengordurado de soja, um subproduto da industria, para obtencéo de isolado
proteico de soja e consequentemente a obtencéo de proteinas/ peptideos com
alto valor agregado para a formulagdo de um fitocosmético, com propriedades

biolégicas.
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Capitulo I: Producéo e caracterizacdo de um Isolado Proteico
de Soja e das proteinas B- conglicinina e glicinina

Resumo

O isolado proteico de soja € o produto mais refinado obtido a partir do
subproduto da industria de processamento de graos de soja, o farelo
desengordurado de soja. Para a precipitacao proteica pode ser utilizado o acido
citrico, este acido € usado em grande escala na industria alimenticia como,
acidulante e realgador do sabor citrico. As proteinas (- conglicinina e glicinina
sdo as proteinas de maior quantidade no isolado proteico de soja e ha relatos
na literatura que possuem atividade biolégica. Portanto o objetivo deste
capitulo foi otimizar a produgcdo do isolado proteico de soja utilizando &acido
citrico como agente precipitante e a partir do isolado, extrair as duas proteinas
B- conglicinina e glicinina. Realizou-se a caracterizacdo do isolado proteico e
das proteinas obtidas através de técnicas de eletroforese em gel de
poliacrilamida, microscopia eletronica de varredura e somente para as
proteinas - conglicinina e glicinina foi realizado o perfil de aminoacidos. Os
resultados obtidos mostraram que o &cido citrico pode ser utilizado como
agente precipitante e o isolado proteico obtido manteve as caracteristicas de
isolado, com 94,6% de proteinas. Pode-se também confirmar que as proteinas
extraidas sdo a (- conglicinina com 83,8% de proteinas e a glicinina com
88,4% de proteinas e que mantiveram as caracteristicas necessarias. Portanto,
conclui-se que o acido citrico pode ser utilizado como agente precipitante ndo
alterando as caracteristicas basicas do isolado proteico de soja que serviu
como fonte de extragao das proteinas - conglicinina e glicinina.

Palavras- chave: Farelo Desengordurado de Soja, Isolado Proteico de Soja,
glicinina e B- conglicinina.
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1. INTRODUCAO

A soja é uma das mais versateis culturas mundiais, amplamente
cultivada proporcionando uma variedade de produtos e subprodutos para o
consumo humano, animal e aplicagBes industriais. O grdo, inicialmente é
cultivado para extracdo de 6leo e de componentes para racdo animal, porém
seus produtos proteicos (farinha, concentrados e isolados) atualmente s&o
utilizados em grande escala pela industria alimenticia e cosmética (DINIZ,
2007).

O principal componente nutricional dos grados de soja sédo as proteinas,
obtidas a partir do subproduto, o farelo desengordurado, oriundo da produgé&o
do 6leo de soja. A obtencdo do dleo e do farelo ocorre em trés etapas:
armazenamento dos graos, preparacdo dos graos e extracdo do oOleo. O
armazenamento antecede a producao do 6leo onde os grdos permanecem em
locais com temperatura e umidade controladas. Na preparagcdo ocorre a pré-
limpeza no qual séo retirados graos quebrados e impurezas, apds acontece o
descascamento e a trituracdo para facilitar a extracado do 6leo que através de
prensas mecanicas utilizando hexano como solvente extrator, o 6leo é extraido,
purificado e refinado. O farelo obtido passa por um tratamento térmico para
inativacao de fatores antinutricionais, como os inibidores de tripsina, bem como
substancias que causam sabores desagradaveis. O hexano é retirado do 6leo e
do farelo através de evaporacédo a vacuo (MANDARINO e ROESSING, 2001).

A forma mais purificada para obtencdo de proteinas a partir do farelo
desengordurado é através do isolado proteico de soja que é considerado a
maior fracdo proteica pela remocdo dos constituintes ndo proteicos, como 0s
carboidratos (LUI et al. 2003; LUI, 2004).

Em escala laboratorial o isolado proteico de soja é produzido através da
precipitacdo das proteinas utilizando uma solucdo aquosa de acido cloridrico
ou &cido tricloroacético (LUI et al., 2003; SCILINGO e ANON, 2004). Estes
acidos sao poluentes ambientais e ocasionam danos & saude, causando
gueimaduras na pele e irritacdes nas vias respiratérias (SALMON et al., 1999).

Uma alternativa para precipitacdo acida € a utilizacdo de outros acidos
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utilizados na industria alimenticia que néo prejudicam a saude e produzem o
mesmo efeito desejado na precipitagéo.

Um destes acidos utilizados na industria € o &cido citrico, presente
naturalmente nas frutas citricas. Devido as propriedades de acidulante,
atoxicidade, tamponamento e facilidade de assimilacdo pelo organismo
humano, o Acido citrico apresenta uma série de aplicagBes industriais. Na
industria alimenticia € utilizado como aditivo na fabricagdo de refrigerantes,
sobremesas, conservas de frutas e doces. Também em bebidas em po6 para
realcar o sabor (NAJAFPOUR, 2007; REDDY et al., 2012). Com tudo, ideal
para ser utilizado na precipitacdo das proteinas da soja, sem causar qualquer
dano a saude.

O isolado proteico de soja deve conter mais de 90% de proteinas (p/p),
no qual em torno de 80% sao globulinas. Por serem majoritarias, sdo de um
modo geral, responsaveis pelas propriedades nutricionais dos graos, farinhas e
produtos obtidos. Existem vérias formas de extracdo, com pHs, tempos e
temperaturas diferentes, depende da qualidade e quantidade de proteinas no
farelo desengordurado, todavia € fundamental a execucdo de planejamentos
experimentais para identificar as variaveis 6timas a fim de se obter um isolado
proteico com mais de 90% de proteinas (p/p) (LUI, 2004).

A maioria destas globulinas sdo conhecidas como proteinas -
conglicinina (7S) e glicinina (11S). A proteina B-conglicinina é formada por
trimeros de polipeptideos enquanto que a proteina glicinina € formada por
hexameros de polipeptideos. A composicao e quantidade destas globulinas nos
grdos de soja sédo influenciadas pela espécie de cultivar, solo, clima e
temperatura durante a germinacéo dos graos (FASSINI, 2010).

Portanto, a soja € uma fonte de produtos e subprodutos, como o farelo
desengordurado de soja que pode ser utilizado para extracdo e producao de

um isolado proteico de soja com proteinas com alto valor agregado.
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2.1. Obtencéo do Isolado Proteico de Soja
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A figura 1 detalha todo o procedimento de obtencéo do Isolado Proteico

de Soja (IPS) a partir do farelo desengordurado de soja.

Farinha desengordurada de soja

A4

Filtracdo

v

Centrifugacéao

-

Solubilizagao

Sobrenadante

Residuo

J

PrecipitacdopH 4,5

!

Centrifugacao

3

Sobrenadante Proteina precipitada

V

N

Neutralizacao/
Liofilizacéo

Isolado Proteico de Soja

Figura 1: Fluxograma de producéo do Isolado Proteico de Soja.
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O farelo desengordurado de soja (FDS’) com 46% de proteina (p/p) foi
gentilmente cedido pela industria IMCOPA Importacéo, Exportacdo e Industria
de Oleos Ltda, localizada na cidade de Araucaria- Parana/Brasil.

Este farelo foi moido em moedor elétrico até obtencdo de uma farinha
desengordurada de soja (FDS), ap0s foi feita uma suspenséao aquosa (1:20 p/v)
com a correcao de pH, no qual foi mantida a 25°C sob agitacdo de 120 rpm
com determinado tempo. Esta suspensao foi filtrada com gaze de 13 fios e 0
liquido obtido centrifugado a 9.000 rpm por 20 min a 4°C. No sobrenadante foi
adicionado uma solugcédo aquosa de acido citrico 3N (pureza 99,5% p/p) até
atingir o pH 4,5 e esta solucao foi mantida a 25°C sob agitacéo de 120 rpm por
determinado tempo. Apdés esta solugdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 30
min a 4°C, o precipitado foi recolhido, o pH ajustado para 7,0 e dialisado
utiizando a membrana de dialise (Spectra/Por® 6 - 3.500 kDa) em agua
destilada por 48 h. O precipitado foi liofilizado para quantificagéo proteica pelo
método Kjedahl, determinacdo da umidade pelo método graviométrico em
estufa a 105°C e determinacéo de cinzas pelo método de incineracdo em mufla
a 550°C (AOAC, 1995). A FDS apods a filtracdo, o residuo obtido apos a
primeira centrifugacdo rico em polissacarideos, o sobrenadante obtido apos a
precipitacdo proteica também foram liofilizados para posterior analise do teor

de proteinas, através do método Kjedahl.

2.1.1 Planejamentos experimentais

Foram realizados dois planejamentos experimentais a fim de avaliar as
variaveis importantes do processo de extracdo das proteinas do farelo

desengordurado de soja como o tempo de extragéo e o pH da suspensao.

2.1.2 Otimizacédo das variaveis fisica (tempo) e quimica (pH) para producéao do

isolado proteico de soja.

O primeiro planejamento experimental foi do tipo fatorial completo com
02 variaveis em 02 niveis e 03 repeticbes no ponto central totalizando 07
ensaios. Os niveis utilizados para cada variavel estdo apresentados na tabela
1.
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Tabela 1: Planejamento experimental do tipo fatorial completo 2°, para as variaveis fisica
(tempo) e quimica (pH) para obtencdo do Isolado Proteico de Soja a partir da Farinha
desengordurada de soja.

Niveis
Variaveis -1 0 +1
Tempo (h) 12 18 24
pH 7,0 7,5 8,0

Através dos resultados obtidos com o primeiro planejamento foi
realizado o segundo planejamento experimental que foi do tipo Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) com as 02 variaveis com 04 pontos
axiais e 03 repeticbes no ponto central, totalizando 11 ensaios. Os niveis
estudados estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central Rotacional

(DCCR) 22, para as variaveis fisica (tempo) e quimica (pH) para obtencdo do Isolado Proteico
de Soja a partir da Farinha desengordurada de soja.

Niveis
Variaveis -1,42 -1 0 +1 +1,42
Tempo (h) 31 36 48 60 65
pH 8,0 8,5 9,5 10,5 11,0

2.2 Extracao das proteinas [3- conglicinina e glicinina a partir do IPS.

A extracdo das proteinas B- conglicinina e glicinina foi de acordo com
Giora, (2009) e Nagano et al., (1992). O IPS foi homogeneizado em agua
destilada (1:10 p/v), em seguida metabissulfito de sodio (NayS;0s) foi
adicionado (0,98 g/l) e o pH ajustado para 6,4. A solucdo foi mantida a 4°C por
12 h. ApoOs este periodo a solugéo foi centrifugada a 9,500 rpm por 30 min a
4°C. O precipitado obtido foi suspenso em agua destilada e o pH ajustado para
7,0, caracterizando a proteina glicinina ou 11S. No sobrenadante cloreto de
sédio (NaCl) foi adicionado (0,25 mol/l) e o pH ajustado para 5,5. Novamente

foi centrifugado a 9,500 rpm por 30 min a 4°C e no sobrenadante obtido o pH
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foi ajustado para 4,8 e realizada uma nova centrifugacdo nas mesmas
condicdes anteriores, o0 precipitado obtido foi suspenso em agua destilada e o
pH ajustado para 7,0, caracterizando a proteina (- conglicinina ou 7S. As
proteinas foram dialisadas com membrana de dialise (Spectra/Por® 6 — 3.500
kDa) em agua destilada por 48 h.

As suspensfes foram liofilizadas e mantidas a 4°C. Cinzas e umidade
foram determinadas (AOAC, 1995) e a quantificagdo proteica foi determinada
pelo método Lowry (LOWRY et al., 1951).

2.3 Hidrdlise enzimatica do IPS, glicinina e 3- conglicinina

O procedimento para a hidrélise enzimatica foi de acordo com Pefa-
Ramos e Xiong, (2002) e Roblet et al., (2005). O IPS e as proteinas glicinina e
B- conglicinina foram homogeneizadas em agua destilada (2% p/v) e pré-
aguecidas a 37°C por 30 min. Apés o pH foi ajustado para 1,3 com HCI 2N e
adicionou-se a solucao de pepsina diluida em HCI 0,01N, com a relacao final
enzima substrato 1:100 e a hidrolise ocorreu durante 2 h. A reacao foi
interrompida aumentando o pH para 7,0, com NaOH 2N. O IPS e as proteinas
foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10 min para remover o0 residuo nao
hidrolisado e as solucdes obtidas foram dialisadas com membrana de dialise
(Spectra/Por® 6 — 3.500 kDa) em agua destilada por 48 h. As suspensdes
foram liofilizadas e mantidas a 4°C para posteriores analises.

2.4 SDS-PAGE do IPS e das fragbes B- conglicinina e glicinina.

A técnica de eletroforese SDS-PAGE foi realizada de acordo com
Laemmli, (1970). As amostras foram preparadas em condi¢cdes redutoras com
B-mercaptoetanol (B-ME) utilizando concentracdo de 12% para o gel de
separacdo e 5% para o gel de empilhamento. Peso molecular foi utilizado
(Amersham full-range rainbow) para determinar os pesos moleculares das
proteinas. A eletroforese foi realizada com 200 V por 5 h. O gel foi corado com
a solucdo Coomassie Brilliant Blue R-250 por 24 h e descorado com uma
solucéo de acido acético glacial e metanol. A imagem foi feita no equipamento

Transiluminator Loccus L.PIX Molecular Image.
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2.5 Analise de isoflavonas no IPS e nas proteinas - conglicinina e glicinina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A andlise de isoflavonas foi de acordo com Mantovani et al., (2009). O
procedimento foi realizado na Universidade Estadual de Maringa (UEM), sob a
supervisao do Prof. Dr. Daniel Mantovani.

As amostras liofilizadas foram eluidas em metanol 80% (1:10 p/v) sob
agitacado por 30 min. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 5,000 rpm
por 15 min. Os sobrenadantes foram filtrados utilizando papel de filtro Whatman
n°1 e posteriormente filtrados com membrana 0,22um (Millipore, MA, USA).

A técnica cromatografica utilizou o equipamento de CLAE composto por
uma coluna (Hypersil ODS C 18, 5 pum, 4,6 x 250 mm), bomba quaternaria
(Shimadzu, modelo LC-10ADVP), controlador de sistema (Shimadzu, modelo
SCL-10AVP), detector Uv-Vis (Shimadzu, modelo SPD-10AV) monitorado em
254 nm, equipado com injetor manual Rheodyne, volume de inje¢do de 10 pL,
desgaseificador (Shimadzu, modelo DGU-14A) e software Shimadzu CLASS-
VP® Release (Versdo 6.14 SP1).

As isoflavonas foram isoladas utilizando gradiente de eluicdo, com vazao
de solvente de 1 ml/min, mantendo a temperatura da coluna em 30°C. A fase
movel A (solvente A) consistiu em: agua ultrapura + 0,1% de acido acético e a
fase movel B (solvente B) consistiu em: acetonitrila + 0,1% de acido acético. O
gradiente foi iniciado com 86% de solvente A até 8 min, decrescendo para 50%
entre 9 e 25 min permanecendo até 33 min no qual, sobe novamente para 86%
até 35 min. A deteccéo foi feita a 254nm e espectro entre 200-300nm.

As concentracdes de isoflavonas foram identificadas e quantificadas em
Mg/g de amostra a partir da comparacao dos diferentes tempos de retencéo de
cada composto analisado, em comparacdo as mesmas condi¢cdes analiticas,
referentes aos padrées de Daidzina, Glicitina, Genistina, Daidzeina, Gliciteina e
Genisteina (Sigma Co. EUA).
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2.6 Microscopia Eletronica de Varredura do IPS e das proteinas - conglicinina

e glicinina.

A analise do isolado proteico de soja e das fracdes proteicas foi de
acordo com Nagano e Tokita, (2011) e Zhao et al., (2011). As amostras foram
fixadas nos suportes de metal com uso de fita adesiva e metalizadas com ouro
em alto vacuo em Sputter (120 s/30 mA). A observacédo foi feita em um
microscoépio eletrdnico de varredura (JEOL JSM — 6360LV), com ampliacdes de
100, 400 e 1,600 vezes.

2.7 Analise dos aminoacidos das proteinas - conglicinina e glicinina.

A determinacdo dos aminoacidos que compde a cadeia de polipeptideos
envolve duas etapas, a hidrolise total das amostras e analise cromatografica
(FOUNTOULAKIS e LAHM, 1998). As amostras foram hidrolisadas com acido
cloridrico 6N contendo 0,2% de fenol e 0,2% de azida sédica (p/v). A hidrdlise
foi feita a 105°C por 24 h, sobre sistema de vacuo a fim de minimizar a
degradacédo dos aminoacidos. As amostras foram filtradas com membrana 0,22
pm (Millipore, MA, USA) para remocgéao de particulas e a solugao foi evaporada
em estufa & vacuo (Vacucell MMM-group) para remoc¢ao do acido. As amostras
(1pug/ml) foram dissolvidas na solugdo tampao especifica do equipamento e

analisadas no Sykam amino acid analyzer S 433.

3. Andlise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos pela médiat desvio
padrdo de triplicatas. Foram analisados pelo Statistica 5.0 Software (Statsoft,
Tulsa, OK, USA) e pelo Graphpad prism 5.0 Software (San Diego, CA, USA).
Diferencas foram analisadas usando ANOVA seguido pelo teste de Tukey. O

valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizacdo das variaveis fisica (tempo) e quimica (pH) para producdo do
IPS.

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados do planejamento fatorial
completo para otimizacdo das variaveis fisica e quimica. A melhor producéo foi
com o tempo totalizando 24 h e pH 8,0 obtendo 70,5% de proteina (ensaio 1).
Os pontos centrais com o tempo de 18 h e pH 7,5 obtiveram o segundo melhor
resultado com média de 46,7% de extracao proteica (ensaios 5, 6 e 7).

Os menores valores obtidos foram com o tempo 12 h e pH 7,0; 12 h e
pH 8,0 e 24 h e pH 7,0 (ensaios 4, 3 e 2) obtendo 10,4%; 27,7% e 38,6% de
extragcao proteica respectivamente.

Tabela 3: Planejamento experimental do tipo fatorial completo 22, para as variaveis fisica

(tempo) e quimica (pH) para obtencdo do Isolado Proteico de Soja a partir da Farinha
desengordurada de soja.

Ensaio Tempo pH Proteina (%)
1 1(24) 1(8,0) 70,5
2 1(24) -1(7,0) 38,6
3 -1(12) 1(8,0) 27,7
4 -1(12) -1(7,0) 10,4
5 (C) 0 (18) 0 (7,5) 46,8
6 (C) 0 (18) 0 (7,5) 46,4
7(C) 0 (18) 0 (7,5) 47,0

Pode-se observar na analise de variancia (ANOVA), na tabela 3, que as
variaveis tempo e pH foram significativos para o intervalo de confianca de 95%
(p < 0,05) e influenciaram positivamente na producédo do isolado proteico de
soja, ou seja, aumentando o tempo e o pH, aumenta-se a produc¢ao do isolado
proteico de soja, o R? obtido foi de 0,9189 e o R ajustado obtido foi de 0,8378
(Tabela 4).
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Tabela 4: ANOVA da otimizacao das variaveis fisica (tempo) e quimica (pH) para obtencéo do
Isolado Proteico de Soja a partir da Farinha desengordurada de soja.

Fator Soma dos Graus de Médias Razao f Razéo p
Quadrados Liberdade Quadradas

(1) Tempo 1260,250 1 1260,250 22,32676 0,017959
(2) pH 605,160 1 605,160 10,72110 0,046625
1lcom2 53,290 1 53,290 0,94409 0,402894

Isto também pode ser verificado no diagrama de Pareto (Figura 2). Neste
diagrama pode-se observar que as variaveis tempo e o pH foram significativas
ao nivel de significancia de 95% (p <0,05), o que justificou novos estudos com
estas duas variaveis para definir o tempo e o pH ideais para producdo de um

isolado proteico de soja com mais de 90% de proteina em base seca.

Diagrama de Pareto

p=,05

472512

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0 45 50 55

Efeitn estimadan

Figura 2: Diagrama de Pareto para o modelo obtido no planejamento experimental fatorial
completo 2°.

Devido ao planejamento anterior ndo ter atingido o ponto 6timo de
concentracdo proteica para producdo do isolado proteico de soja, realizou-se
um planejamento experimental do tipo delineamento composto central

rotacional (DCCR). Para este estudo valeu-se das mesmas variaveis do
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planejamento fatorial completo 22 por influenciarem positivamente no processo.

Na tabela 5 observam-se os resultados obtidos nesta analise.

Tabela 5: Planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR)
para as variaveis fisica (tempo) e quimica (pH) para obtencdo do Isolado Proteico de Soja a
partir da Farinha desengordurada de soja.

Ensaio Tempo pH Proteina (%)
1 -1 (36) -1(8,5) 80,4
2 -1 (36) 1(10,5) 65,9
3 1 (60) -1(8,5) 68,2
4 1 (60) 1(10,5) 63,7
5 -1,42 (31) 0(9,5) 59,1
6 1,42 (65) 0(9,5) 55,4
7 0 (48) -1,42 (8,0) 75,0
8 0 (48) 1,42 (11,0) 40,5
9(C) 0 (48) 0(9,5) 94,7
10 (C) 0 (48) 0(9,5) 94,6
11 (C) 0 (48) 0(9,5) 94,4

Analisando os resultados da tabela 5, observa-se que os melhores
resultados foram alcancados nas condi¢cdes do ponto central, ou seja, para
producdo do isolado proteico de soja foi 48 h e pH 9,5 obtendo a média de
94,6% de proteinas.

A importancia deste estudo esta na tabela 6, no qual a andlise de
variancia (ANOVA) mostra que os fatores tempo com interagédo quadratica e pH
com interacdo linear e quadratica foram significativos a nivel de 95% de
confianca (p <0,05), R? obtido foi de 0,90022 e o R ajustado obtido foi de
0,80043.
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Tabela 6: ANOVA da otimizacao das variaveis fisica (tempo) e quimica (pH) para obtencéo do
Isolado Proteico de Soja a partir da Farinha desengordurada de soja.

Fator Soma dos Graus de Médias Razéo f Razéo p
Quadrados Liberdade Quadradas

(1) Tempo (L) 48,141 1 48,141 0,76286 0,422392
Tempo (Q) 1462,907 1 1462,907 23,18194 0,004821
(2) pH (L) 588,890 1 588,890 9,33183 0,028269
pH (Q) 1420,307 1 1420,307 22,50688 0,005131

1L com 2L 25,000 1 25,000 0,39616 0,556713

Estes resultados confirmam a importancia destas duas variaveis para o
processo de producgéo do isolado proteico de soja.

O resultado desta otimizagdo gerou um grafico de superficie de resposta
(Figura 3), na qual é possivel observar que o melhor resultado para producao

do isolado proteico de soja foi obtido na condi¢do central das variaveis.

[ 1-31,176
[]-18,432
[ -5.687

1 7,057

[ 19,801
[ 32 546
B 45,290
B 58,035
I 70,779
B 53523
Bl =bove

Figura 3: Grafico de superficie de resposta gerada no planejamento experimental 2° DCCR.
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Portanto, a maior producéo de isolado proteico de soja alcancada neste
experimento foi com o tempo total de 48 h de extragdo com o pH inicial de 9,5.

Deak e Johnson, (2007), estudaram o efeito da temperatura no
rendimento da extracdo proteica e constataram que nao houve diferenca
significativa entre as temperaturas 25°C, 40°C e 60°C, obtendo 92% de
proteinas no IPS. Portanto, a utilizacdo da temperatura de 25°C foi
adequada e correta nao prejudicando a extracdo proteica, facilitando todo o
processo de producdo, jA que temperaturas maiores requerem equipamentos
especificos, que suportem altas temperaturas; Lusas e Riaz, (1995) relatam
que os IPS em escala laboratorial devem ser produzidos com pH entre 7,8-10,
temperaturas entre 20-60°C e tempo de extracao entre 12-48 h e a escolha da
faixa adequada depende da qualidade da farinha desengordura de soja e a
finalidade do IPS.

4.2 Precipitacdo com acido citrico

Lui et al., (2003) produziram a partir de uma FDS (56% proteina p/p)
(2:20 p/v) um IPS utilizando o pH 9,0, temperatura de 55°C e precipitacédo
proteica com HCI 2N e obtiveram 95,2% de proteinas no IPS. Souza (2000)
produziu um IPS a partir da FDS (56% proteina p/p) (1:10 p/v) e precipitacdo
proteica com 2N HCI e obteve 96% de proteinas no IPS. Conclui-se que a
utilizacdo do acido citrico ndo prejudicou a producédo do IPS e est4 de acordo
com a literatura, apesar de que o rendimento proteico foi pouco menor em

relacdo a estes trabalhos.

4.3 Caracterizacao do IPS e das proteinas 3- conglicinina e glicinina.

A tabela 7 e a figura 4 mostram as caracteristicas do isolado proteico de

soja e das proteinas [3- conglicinina e glicinina.
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Tabela 7. Caracteristica do isolado proteico de soja e das proteinas B- conglicinina (7S) e
glicinina (11S) .

Amostras/ Analises” Proteina (%) Umidade (%) Cinzas (%)
IPS 94,60,2% 2,6+0,1° 2,1+0,05%
7S 83,80,4° 2,240,3" 1,6+0,02°
11S 88,4+0,2° 2,0+0,2° 2,3+0,03°

*Média + desvio padréo de triplicatas

**Valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes significa diferenca significativa
Teste Tukey (p < 0,05)

IPS

7S 118

Figura 4: Aspecto morfologico do farelo desengordurado de soja (FDS'), isolado proteico de
soja (IPS) e das proteinas - conglicinina (7S) e glicinina (11S).

A quantidade de proteina encontrada no isolado proteico de soja,
determinado pelo método Kjedahl foi de 94,6% (N x 6,25), confirmando que a
amostra realmente € um IPS por conter mais de 90% de proteina (DEAK e
JOHNSON, 2007). A proteina 8- conglicinina (7S) contém 83,8% de proteinas e
a proteina glicinina (11S) contém 88,4% de proteinas. As duas proteinas
mostraram valores similares encontradas em outras pesquisas feitas por Puppo
et al., (2011) que encontraram 85,9% para a proteina 7S e 88,2% para a
proteina 11S e Tarone et al., (2013) que encontraram 84,3% para a proteina
7S, porém um valor menor de 83,0% para a proteina 11S. Por outro lado, os
valores obtidos nesta pesquisa foram diferentes de Samoto et al., (2007) que
obtiveram 87,0% para a proteina 7S e 93,1% para a proteina 11S, esta
diferenca provavelmente ocorreu porque estes autores utilizaram &cido

sulfurico, ou seja, outro método para extracao destas fracdes proteicas.
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4.4. Balanco de massa do IPS e das proteinas glicinina e - conglicinina.

O rendimento de extracdo do IPS em escala laboratorial foi de 40,8%
(p/p) em relacdo a FDS. Lui (2003), extraiu o IPS utilizando HCI 2N como
agente precipitante a partir da solucdo com o pH 9,0 e temperatura de 55°C e
obteve um rendimento de 38% utilizando uma FDS com 56% de proteina (p/p).
Portanto, o rendimento obtido neste trabalho foi superior devido a FDS conter
46% de proteina (p/p) e em uma temperatura menor, o que facilita 0 processo
de extracdo. Constatou-se também que o acido citrico pode ser utilizado como
agente precipitante, nao causando perdas no rendimento de extracdo do IPS
em relacdo a FDS. Berk (1992) relata que processamentos em escala
laboratorial podem recuperar até 84% do total de proteinas presentes na
matéria-prima, que contém geralmente 50% de proteinas, o0 que resulta em um
rendimento de 42% (p/p). Neste trabalho houve uma recuperagao de 83,9% de
proteinas em relacdo a matéria-prima, a FDS. Pode-se concluir que os
resultados obtidos neste experimento estdo superiores aos relatados na
literatura j& que a matéria-prima utilizada contém 46% de proteina (p/p). Em
relacdo as fracbes proteicas, obteve-se um rendimento de 44,6% para a
proteina B- conglicinina e 53,2% para a proteina Glicinina, confirmando que o
IPS contém mais de 80% destas globulinas (SCILINGO e ANON, 2004;
VERNAZA et al., 2012).

4.5 SDS-PAGE do IPS e das fragdes 3- conglicinina e glicinina.

Os perfis eletroforéticos do isolado proteico de soja e das fracOes
proteicas estao na Figura 5.

O peso molecular da fragdo B- conglicinina ficou entre 48 a 75 kDa e o
peso molecular da fracdo glicinina ficou entorno de 20 kDa e 30 kDa
correspondendo as subunidades basica e acida, respectivamente.

De acordo com Sitohy, Mahgoub e Osman, (2012) quando se consegue
isolar estas duas subunidades indica uma boa separacao eletroforética e isto
s6 é possivel com o uso do B-mercaptoetanol que rompe as ligacbes de

dissulfeto presentes nesta proteina. O perfil do SDS-PAGE esta semelhante a
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outros relatados na literatura que utilizaram as mesmas condicbes, como
Bittencourt et al., (2007); Fassini, (2010); Medrano e Del castillo, (2011); Qi et
al., (2011); Souza, (2000).
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Figura 5: SDS-PAGE do IPS e das proteinas B- conglicinina e glicinina. Os numeros a
esquerda indicam os marcadores de pesos moleculares (P.M.) em kDa.

4.6 Andlise de isoflavonas no IPS e nas proteinas 3- conglicinina e glicinina por
CLAE

A concentracdo de isoflavonas presentes no isolado proteico de soja, B-

conglicinina e glicinina esta na figura 6.
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Figura 6: Concentracdo de isoflavonas presente no isolado proteico de soja (IPS) e nas fracdes
proteicas B- conglicinina (7S) e glicinina (11S).

A soja contem isoflavonas que possuem diferentes formas quimicas
sendo as principais as agliconas daidzeina, genisteina, gliciteina e as
glicosidicas daidzina, genistina e glicitina (CALLOU, 2009). A solucdo de
metanol 80% é a mais utilizada para extragdo destas isoflavonas a partir de
produtos derivados dos grdos de soja, isto pode ser observado em alguns
trabalhos, como Mantovani (2009); Kulling, Honig e Metzler (2001) e Zuo et al.
(2008).

Lui et al. (2003) compararam o perfil de isoflavonas no FDS’,
concentrado e isolado proteico, observaram que o IPS possui menor
quantidade de isoflavonas, sendo a Genistina em maior quantidade,
semelhante a este trabalho. Anderson e Wolf (1995), também constataram que
o IPS contem menor quantidade de isoflavonas, quando compara-se com 0s
graos e a farinha de soja.

Os teores de isoflavonas na soja também variam conforme a parte
morfolégica da qual sdo extraidas (cotilédone, hipocétilo e casca). Estudos
mostraram que a maior concentracao de isoflavonas se encontra no hipocoétilo,
com valores de 10 a 20 vezes maiores do que nos graos inteiros
(TSUKAMOTO et al., 1995). Kudou et al. (1991) observaram que o hipocatilo
apresenta 5 a 6 vezes mais isoflavonas que os cotilédones, sendo que a
glicitina e seus derivados somente ocorrem no hipocoétilo e que a casca nao

possui isoflavonas.
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Pode-se observar na figura a inexisténcia das isoflavonas Gliciteina e
Glicitina em todas as amostras, de acordo com Aguiar (2004) isto é
caracteristico das cultivares de soja no Brasil, no qual a concentracdo de
isoflavonas nos grados € geneticamente controlada e influenciada pelas
condi¢cbes climaticas, variedade do gréo e tipo de solo. Benassi e Prudencio
(2013) destacam que a comparagdo entre os resultados obtidos em um
trabalho e os resultados na literatura é dificil, justamente por causa da
variabilidade de cultivares, condicGes de plantio (ano, temperatura e local) e de
pos- colheita (armazenagem, umidade e temperatura) que podem influenciar a

concentracéo de isoflavonas.

4.7 MEV do IPS e das fracdes [3- conglicinina e glicinina.

O isolado proteico de soja é composto por mais de 80% de proteinas,
chamadas globulinas, as figuras 7A, 7B e 7C mostram claramente o formato
globular e os agregados proteicos semelhantes aos encontrados por Tian et al.,
(2011); Scilingo e Afodn, (2004) e Vernaza et al., (2012). Também pode-se
constatar que o formato inicial das mesmas néao foi totalmente alterado com
todo o processo de extragdo. Entretanto as figuras 7D, 7E, 7F mostram a
fragdo - conglicinina e as figuras 7G, 7H e 71 mostram a fragdo Glicinina.
Consegue-se perceber nitidamente a mudanca da conformacao proteica em
ambas as fracdes, quando compara-se com a MEV do isolado proteico de soja.
A B- conglicinina mostra-se em agregados maiores compactos e formas nao
globulares, ja a Glicinina mostra-se com filamentos longos, poros superficiais
desuniformes e também formas n&o globulares.

A utilizacdo de Na,S,0s5 e NaCl para extracdo das fracdes, faz com que
modifiqgue a conformacé&o proteica, solubilidade, dispersibilidade e viscosidade
entretanto ndo modificando completamente as propriedades funcionais de uma
proteina, devido a pouca quantidade utilizada dos sais. A adicdo do Na,S,0s5 se
faz necessario, para a precipitacédo da fracdo Glicinina, que contém entre 18-20
pontes de dissulfeto, importantes para manutencdo da estrutura espacial
proteica. O NayS,0s abre as ligagbes das pontes de dissulfeto, expondo
peptideos hidrofébicos na superficie da proteina, aumentando a
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hidrofobicidade, viscosidade e consequentemente modificando a conformacéao
proteica. Apdés os grupos hidrofébicos estarem expostos, h4 uma associacéo
proteina-proteina, através das pontes de dissulfeto, formando os agregados
proteicos. O NaCl adicionado para extracdo da [- conglicinina facilita a
formacao de agregados, através do salting out, forcando a atracdo eletrostética
entre as proteinas devido a ‘competicdo’ do NaCl e das proteinas pelas
moléculas de dgua (ABTAHI e AMINLARI, 1997; DENG, HUANG e HUA, 2012;
QI et al.,, 2011; SALAS et al., 2012; TRAN e ROUSSEAU, 2010; ZHANG e
SUN, 2008).

Zhao et al., (2011) extrairam estas duas fracbes pelo mesmo método
utilizado neste estudo e constataram através da MEV e Espectroscopia
Eletronica de Raios-X que as superficies das fragdes - conglicinina e glicinina
modificam devido a alteracdo da distribuicdo dos atomos Carbono, Oxigénio e
Nitrogénio, que compde o0s aminoacidos, formando poros e agregados
irregulares, semelhantes aos encontrados nesta pesquisa. Qi et al., (2011)
também extrairam as fracdes proteicas da mesma forma utilizada neste
trabalho e relataram que a forca eletrostatica e a interacdo hidrofobica séo
importantes para uma forte ligacdo proteina-proteina formando agregados
sélidos e compactos, como é visto na fragdo - conglicinina. Zhang e Sun,
(2008) estudaram a influencia de varias concentracdes (3, 6, 12, 24 e 36g/L) do
Na,S,0s na morfologia da fracdo Glicinina e observaram que nha menor
concentracdo formam-se pequenos agregados com filamentos, como é
observado neste trabalho que utilizou 0,98g/L de NayS;0s, no qual os
agregados estdo dispersos e com uma grande quantidade de filamentos. E
com o aumento da concentracdo do Na,S,0s 0s agregados proteicos ficam

maiores.
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Figura 7: Microscopia Eletronica de Varredura das fragcdes proteicas B- conglicinina (7D, 7E e
7F) e glicinina (7G, 7H, 71) (Término).
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4.8 Andlise dos aminodacidos das fragdes 3- conglicinina e glicinina

O perfil dos aminoé&cidos da fragdo B- conglicinina e da fragdo glicinina

estdo representados na figura 8 e na tabela 8.

Amdnia
1

Aménia

[min.)

Figura 8: Cromatogramas das frag8es glicinina (1) e B- conglicinina (2), mostrando o perfil de
aminoécidos.
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Tabela 8: Composicdo dos aminoéacidos (% p/v) das fracBes glicinina (11S) e B- conglicinina
(7S), de acordo com os numeros dos picos (esquerda) nos cromatogramas.

Aminoacidos 11S 7S
1. Acido Aspartico 9,1 9,6
2. Treonina 3,9 4,2
3. Serina 6,3 5,7
4. Acido Glutamico 8,5 8,2
5. Prolina 0,4 0,2
6. Glicina 6,7 6,0
7. Alanina 4,8 4,5
8. Cisteina 5,7 54
9. Valina 1,1 -

10. Metionina 2,9 2,6
11. Isoleucina 6,1 6,3
12. Leucina 2,4 2,1
13. Tirosina 2,6 2,5
14. Fenilalanina 4,6 4.4
15. Histidina 7,4 7,2
16. Lisina 11,3 10,1
17. Arginina 6,2 6,0
Amonia 10,0 15,0

Pode-se observar que todos os aminoacidos, como acido aspartico,
treonina, serina, acido glutdmico, prolina, glicina, alanina, cisteina, valina,
metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, histidina, lisina e arginina
estdo presentes na fracao Glicinina, para a fragdo B- conglicinina somente o
aminoacido valina ndo esta presente. O aminoacido triptofano nao foi detectado
porque o equipamento utilizado ndo identifica este aminoacido e a amoénia
presente nas duas proteinas € o residuo proveniente da prépria hidrolise.

Samoto et al., (2007) isolaram estas mesmas fracdes através de um
meétodo diferente descrito nesta pesquisa usando acido sulfurico para
precipitagcdo proteica e encontram quantidades similares e 0s mesmos
aminoacidos, com excec¢do do aminodcido valina que foi detectado na fracéo B-
conglicinina. Fountoulakis e Lahm, (1998); Pickering e Newton, (1990)
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relataram que os aminoacidos com grupos alifaticos, como a valina, podem
resistir a hidrélise acida requerendo um tempo maior de hidrdlise,
provavelmente isto deve ter acontecido na fragdo B-conglicinina, estudada

nesta pesquisa.

5. CONCLUSAO

O farelo desengordurado de soja, subproduto da inddstria, € uma
matéria prima para extracdo de proteinas que podem ser aplicadas em
diversas areas, reduzindo problemas ambientais e econdmicos, maximizando
seus beneficios.

O acido citrico pode ser utilizado como agente precipitante de proteinas
para producdo de um isolado proteico de soja com excelente qualidade. O
melhor rendimento de extragéo foi com o tempo de 48 h e com o pH 9,5.

Obteve-se baixa concentracao de isoflavonas nas proteinas glicinina e B-
conglicinina, néo interferindo nas caracteristicas proteicas destacando a pureza
destas fragoes.

Os resultados obtidos nas andlises de eletroforese em gel de
poliacrilamida, microscopia eletrénica de varredura e perfil de aminoéacidos,

foram conclusivos para identificar as proteinas - conglicinina e glicinina.
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Capitulo II: Atividade Bioldgica das proteinas

B- conglicinina e glicinina

Resumo

A soja € uma planta oleaginosa que produz grdos com maior conteudo
proteico. Devido ao seu excelente contetudo nutricional, atualmente a proteina
da soja é a melhor proteina vegetal disponivel no mercado. A utilizacdo de
proteinas alimenticias na area da saude vem aumentando nos ultimos anos.
Portanto, o objetivo deste capitulo é avaliar a atividade bioldgica das proteinas
B- conglicinina e glicinina, extraidas do IPS e testa-las in vitro em relacdo a
atividade antimicrobiana, atividade anti-inflamatéria e atividade antioxidante.
Para a atividade antimicrobiana foram realizados os testes de difusdo em agar
e concentracdo inibitéria minima contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas. A atividade anti-inflamatoria foi realizada pelo método de inibicdo da
enzima hialuronidase e a avaliacdo da atividade antioxidante foi feita pelos
métodos DPPH, ABTS e sistema [-caroteno/acido linoleico. Os resultados
obtidos para a atividade antimicrobiana mostraram que a bactéria Escherichia
coli foi a mais suscetivel nos testes com as duas proteinas, porém a glicinina
mostrou-se mais eficaz em relagdo a B- conglicinina. A glicinina também
mostrou maior capacidade anti-inflamatéria com 86,3% de inibicdo do que a [3-
conglicinina que apresentou 70% de inibicAo ambas com a concentracdo de
1000 pg/ml. E para atividade antioxidante a glicinina mostrou valores de 28,5
TEAC e 23,4 VCEAC para o ABTS, 71,7% para o sistema [B-caroteno/acido
linoleico com a concentragcdo de 1000 upg/ml e ECsy de 46,8 com a
concentragao de 250 ug/ml, por outro lado a B- conglicinina mostrou 15,2 TEAC
e 12,7 VCEAC para o ABTS, 56,3% para o sistema [-caroteno/acido linoleico
com a concentragao de 1000 pg/ml e ECsode 71,6 com a concentracéo de 250
pMg/ml. Portanto, conclui-se que ambas as proteinas tém potencial para a area
da saude, porém a glicinina mostra-se mais potente e promissora em relacao a
B- conglicinina.

Palavras-chave: Atividade Biolégica, antimicrobiana, anti-inflamatéria,
antioxidante, 3- conglicinina e glicinina.
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1. INTRODUCAO

Existem cerca de 400 mil espécies de plantas em solo brasileiro e
somente 10% sado estudadas em relacdo aos aspectos biolégicos, o que
permite deduzir que muitos compostos podem ser identificados, no qual
representa um valioso potencial economico (SILVA, 2004). A diversidade
presente neste patriménio natural depara-se com um universo de
oportunidades para um desenvolvimento que valoriza esta biodiversidade
capaz de estruturar arranjos produtivos baseados em aplicacdes
biotecnolégicas (MAPA, 2010).

Porém, nos ultimos anos observa-se um grande avanco cientifico
envolvendo estudos de plantas para identificacdo de compostos com atividade
biologica e neste aspecto, tem-se dado grande destaque a soja. Um grande
namero de proteinas vem sendo identificadas por meio de estudos cientificos,
entretanto estas proteinas devem ser hidrolisadas a peptideos, para facilitar
sua interacdo com a substancia alvo (FERREIRA, 2008).

Farrokhi et al. (2008) relataram que diversos peptideos em plantas estéo
sendo identificados e caracterizados e sdo candidatos promissores as mais
diversas aplicacbes. Na literatura ha relatos que as principais atividades
biolégicas que possuem, sdo a atividade antioxidante, a atividade
antimicrobiana, a atividade anti-inflamatoria, a atividade antitumoral, a atividade
anticolesterolémica e a atividade anti-hipertensiva (FASSINI, 2010; ROBLET et
al., 2012; SITOHY et al., 2012; VERNAZA et al., 2012).

Os graos de soja contem uma grande quantidade e variedade de
proteinas que possuem atividade bioldgica, dentre estas proteinas estdo a [-
conglicinina e a Glicinina. Estas proteinas sdo denominadas de reserva do grao
e perfazem em torno de 80% do total de proteinas.

Portanto, a pesquisa da atividade biologica destas proteinas é de
fundamental importancia devido a grande quantidade nos graos de soja, sendo

uma fonte promissora com potencial terapéutico.
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2. MATERIAL E METODOS

2. 1 Atividade Biolégica

2.1.1 Atividade antimicrobiana

Bactérias gram- positivas e gram- negativas foram utilizadas nesta

pesquisa, como consta na tabela 9.

Tabela 9: Bactérias utilizadas para o teste de atividade antimicrobiana com as proteinas B-
conglicinina (7S) e glicinina (11S).

Bactérias Meio de cultivo Condicdes de cultivo
Escherichia coli Caldo Mueller Hinton 37°C/ 48h/ Aerobiose
Staphylococcus aureus Caldo Mueller Hinton 37°C/ 48h/ Aerobiose
Pseudomonas aeruginosa Caldo Mueller Hinton 37°C/ 48h/ Aerobiose
Salmonella enterica Caldo Nutriente 37°C/ 48h/ Aerobiose
Klebsiella pneumonie Caldo Nutriente 37°C/ 48h/ Aerobiose
Streptococcus mutans Caldo Tripsina de Soja 37°C/ 48h/ Microaerobiose
Propionibacterium acnes Caldo Reinforced Clostridial 37°C/7 dias/ Anaerobiose

Todas as cepas foram mantidas no glicerol 20% a -20°C. Escherichia
coli ATCC 26922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 reativadas em caldo Mueller Hinton incubadas a 37°C
por 48 h. Salmonella enterica ATCC 13312 e Klebsiella pneumonie ATCC
13883 reativadas em caldo nutriente e incubadas a 37°C por 48 h.
Streptococcus mutans ATCC 25175 reativada em caldo Tripsina de Soja e
incubada a 37°C por 48 h em sistema de microaerobiose e Propionibacterium
acnes ATCC 6919 reativada no caldo Reinforced Clostridial incubada a 37°C
por sete dias em sistema de anaerobiose. Todas as bactérias foram repicadas
duas vezes nos mesmos meios de cultura, porém em meio solido (YALTIRAK
et al., 2009).
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2.1.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana por difusdo em agar

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada de acordo com
Kalemba e Kunicka, (2003); Oliveira et al., (2011) e Yaltirak et al., (2009). O
planejamento experimental foi realizado com trés concentragdes (1000ug/ml,
450ug/ml e 50ug/ml) das fragdes B- conglicicina e glicinina, o controle positivo
foi o antibidtico tetraciclina (30ug/ml) e o controle negativo foi agua destilada
estéril. As proteinas foram esterilizadas através de filtragdo com membrana
0,22 ym (Millipore, MA, USA). As suspensbdes bacterianas foram realizadas em
solucéo salina estéril (0,85% NaCl) e ajustadas comparando com o padrao 0,5
da escala Mcfarland (1,5 x 10® UFC/ml). Na técnica de pour plate, foi
adicionado nas placas de petri um ml de cada suspensao bacteriana com
aproximadamente 20 ml de meio de cultura especifico para cada cepa. Apés a
solidificacdo do meio de cultura, pogos foram feitos e aliquotas de 150 ul de
cada concentracdo das proteinas, controle positivo e negativo foram
adicionados. As placas foram incubadas a 37°C com as necessidades de cada
cepa.

A leitura foi feita com a medicdo dos halos (mm) de inibicdo. O
experimento foi realizado em triplicatas de cada cepa com cada concentracéo

das fracoes.

2.1.3 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada de acordo com Oliveira et al., (2011). Em placas
de 24 pocos foram adicionados 1,8 ml de meio de cultura, 100 pl de suspensao
bacteriana (1,5 x 102 UFC/ml) e 100 pl de cada concentracdo das fracdes
proteicas (50ug/ml, 25ug/ml, 12,5ug/ml, 6,25ug/mi, 3,12ug/ml). Para as cepas
S. mutans e P. acnes a CIM foi realizada em tubos de vidros. As placas e os
tubos foram incubados de acordo com cada tipo de cepa. Para o controle
positivo foi considerado meio de cultura e a suspensdo bacteriana e para
controle negativo foi considerado meio de cultura e agua destilada estéril. Apos
o periodo de incubacgao foram adicionados 20 pl de uma solugao 1% de cloreto

2, 3, 5- trifenil tetrazolio (TTC) em todos 0s pocos e novamente incubados por
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apenas 30 min. Para a bactéria P. acnes somente a microaerobiose foi
utilizada.

A leitura foi realizada através da mudanca de cor da observacédo da
viabilidade celular, foi considerado sensivel (-) na auséncia de mudanca cor e
resistente (+) na presenca de cor rosa - avermelhada. O experimento foi
realizado em triplicatas de cada cepa com cada concentracédo das fracdes. A
CIM foi definida como a menor concentracdo das fracdes que inibiram

visualmente o crescimento bacteriano.

2. 2 Atividade anti-inflamatéria

A atividade anti-inflamatéria das proteinas foi determinada de acordo
com Aronson e Davidson, (1967); Reissig, Strominger e Leloir, (1955); Silva et
al., (2012). Foi feita uma mistura com 50 ul das fragdes proteicas (1000ug/ml,
500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/ml, 62,5ug/ml, 31,3ug/ml, 15,6pug/ml) com 500 ul de
uma solucao de &cido hialurénico (AH) (1,2 mg de &cido hialurdénico por mL de
solucdo tampéo acetato 0,1M, pH 3,6 contendo 0,15 M de NaCl). Os tubos
foram incubados a 37°C por 5 min. Logo, adicionou-se 50 uL (350 unidades) da
enzima hialuronidase (HIA) (Tipo IV-S de testiculos bovinos, Sigma Co.)
dissolvida no mesmo tampéo na concentracdo de 6,5 mg/mL. Os tubos foram
incubados a 37°C por 40 min. A reacéo foi interrompida pela adicdo de 10
ML de solugdo 4 N de NaCl. Adicionou-se 100 pl de solugdo 0,8 M de
tetraborato de potassio e os tubos foram aquecidos sob ebulicdo por 3 min. Em
seguida, foram adicionados 03 ml de p-dimetilaminobenzaldeido (solucdo de
10% de acido acético glacial contendo 12,5 % de &cido cloridrico 10 N) e os
tubos incubados novamente a 37°C por 20 min.

O controle positivo foi dimetilsulfoxido (DMSO), um anti-inflamatério de
uso topico, e controle negativo foi agua destilada. As leituras de absorbancia
foram medidas em espectrofotobmetro a 585 nm. Os testes foram feitos em
triplicatas de cada concentracdo de cada fracdo. A atividade anti-inflamatoria

(AA) foi mensurada pela porcentagem de inibicao.
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2.3 Atividade antioxidante

2.3.1 Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH

Esta metodologia foi baseada em Predes et al., (2011) e Rufino et al.,
(2007a). O DPPH (2,2 difenil-1- picril- hidrazil) € um radical de coloracgéo violeta
que ao receber o ion H- da substancia antioxidante adquiri a coloragéo
amarela.

A solucdo de DPPH (0,06mM) foi preparada com metanol até atingir
absorbéancia 0,6-0,7 em 517nm, medida em um leitor de microplacas Power
Wave XS- Biotek. Também foram preparadas as concentracdes (1000ug/ml,
500ug/ml, 250pg/ml, 125ug/ml, 62.5ug/ml, 31.3ug/ml, 15.6ug/ml) das fracdes
proteicas.

Em placas de 96 pocos foram adicionados 200 ul da solugao de DPPH e
50 ul de cada concentracdo de cada fracdo e metanol para o controle. As
placas foram incubadas no escuro por 20min em temperatura ambiente. A
absorbancia foi medida em 517nm de 10 em 10min até atingir 80min,
determinando a curva cinética da reacdo. Os testes foram realizados em

triplicatas e a porcentagem de inibicéo do radical livre DPPH (ID) foi calculada:

ID (%) = Ac — A/Ac x 100

Onde:
Ac = absorbancia do controle

A = absorbancia da amostra

Os valores de ECso (concentragdo necessaria da amostra para inibir
50% do radical inicial da reacdo) foram calculados por regressao linear dos

graficos obtidos na curva cinética da reacao.

2.3.2 Atividade antioxidante pelo método ABTS

Esta metodologia foi baseada em Rufino et al., (2007b) e Zhu et al.,
(2011). A técnica do radical ABTS esta diretamente relacionada com a

coloracdo azul esverdeada, obtida através da reacdo entre o radical e o
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persulfato de potassio (K»S20s), na qual é perdida a medida que reage com 0s
antioxidantes do meio.

O radical ABTS foi produzido através da reacdo de 5 ml da solucdo
estoque do ABTS (7mM) com 88 pl do persulfato de potassio (140mM). Esta
solucéo foi mantida no escuro por 12-16 h a temperatura ambiente. A solucéo
foi diluida em etanol até obter a absorbancia 0,6-0,7 em 734nm no leitor de
microplacas Power Wave XS- Biotek. Também foram preparadas as
concentracbes (1000pg/ml, 500pg/ml, 250upg/ml, 125pug/ml, 62,5ug/mli,
31,3pg/ml, 15,6ug/ml) das fragdes proteicas.

Em placas de 96 pocgos foram adicionados 200 ul da solugdo de ABTS,
50 ul de cada concentragdo de cada fragdo e 50 pl de solugcdo Trolox,
antioxidante sintético analogo a vitamina E, nas concentracdes 100-2000 uM,
para produzir uma curva padréo. A leitura foi realizada apdés 6min de incubacéao
das placas em temperatura ambiente. Os testes foram realizados em triplicatas
e os resultados (UM Trolox/ g de amostra) foram expressos em TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao Trolox).

O padrao Trolox € amplamente utilizado como referéncia para as
analises de atividade antioxidante, porém ele ndo é encontrado naturalmente
na natureza. Por outro lado, a vitamina C (acido ascorbico) é encontrada em
varios alimentos de acordo com Kin et al. (2002). E hidrossolavel, participa no
metabolismo da tirosina, dos carboidratos, na sintese de lipideos, oferece
suporte ao sistema imunolégico, em virtude de sua propriedade antioxidante. A
necessidade diaria de ingestdo recomendada € de 50 mg/ dia para adultos
(BRASIL, 2005).

Portanto, analisou-se através do meétodo ABTS, com as mesmas
concentragbes das fracdes proteicas utilizadas anteriormente, a capacidade
antioxidante equivalente a vitamina C (VCEAC), a curva padréo foi feita com a
propria vitamina, nas concentracbes 100-2000 uM e os resultados (UM de

vitamina C/ g de amostra) expressos em VCEAC.

2.3.3 Atividade antioxidante pelo sistema - caroteno/ acido linoleico

Esta metodologia foi baseada em Duarte-Almeida et al., (2006); Rufino

et al., (2010); Tyug, Prasad e Ismail, (2010), no qual avalia o poder antioxidante
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da substancia de interesse contra a oxidagdo do B- caroteno induzida pela
degradacdo oxidativa do acido linoleico. O B- caroteno foi dissolvido em
cloroformio (2mg/ml) e 25 pl desta mistura foram homogeneizados com 20 pl
de acido linoleico, 200mg de Tween 40 e 500 pl de cloroférmio. O cloroférmio
foi removido em estufa a vacuo (Vacucell MMM-group) a 40°C por 20 min. Em
seguida foi adicionada aos poucos agua destilada e agitou-se vigorosamente
até obter uma emulsdo amarela. A absorbéancia foi medida até atingir 0,6-0,7
em 470nm no leitor de microplacas Power Wave XS- Biotek. Também foram
preparadas as concentracfes (1000ug/ml, 500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/mi,
62,5pug/ml, 31,3ug/ml, 15,6ug/ml) das fracdes proteicas.

Em placas de 96 pocgos foram adicionados 250 pl da emulséo e 20 pl de
cada concentracdo de cada fracdo e 20 pl de metanol para o controle. As
placas foram incubadas a 37°C por 5 minutos e a absorbancia medida
imediatamente. As leituras foram feitas de 15 em 15 minutos até atingir 100
min. Os testes foram feitos em triplicatas e os resultados expressos em

porcentagem de inibicdo de oxidacéao (1O).

Ac = ADS iniciai — AbS finay

Aam = ADS iiciai— ADBS final

10 (%) = Ac- Aam/ Ac x 100

Onde:

Ac = absorbancia controle
Abs = absorbancia

Aam = absorbancia amostra
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3. Analise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos pela médiat desvio
padrao de triplicatas. Foram analisados pelo Statistica 5.0 Software (Statsoft,
Tulsa, OK, USA) e pelo Graphpad prism 5.0 Software (San Diego, CA, USA).
Diferencas foram analisadas usando ANOVA seguido pelo teste de Tukey. O
valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana por difusdo em agar

A tabela 10 apresenta os resultados obtidos da atividade antimicrobiana

das fracdes proteicas glicinina (11S) e B- conglicinina (7S).

Tabela 10: Atividade antimicrobiana das frag6es proteicas glicinina (11S) e B- conglicinina (7S)
contra bactérias gram- positivas e gram- negativas através da técnica de difusédo em agar*

w »w »w TV TV XA Mm

1000 pg/mi 450 pg/ml 50 pg/ml Tetraciclina (30pg/ml)
7S 118 7S 11S 7S 11S
. coli 24,0+0,57" 32,0+0,57°°  14,0+1,52°° 18,0+1,00% 08,5+0,30“° 11,040,507  33,0+0,05

. pneumonie  23,0+0,50"* 30,5+1,00°  13,5+0,00%° 16,5+0,00" 08,0+0,30°° 10,0+0,30""  32,5+0,05
. acnes 21,0+0,57** 28,5+0,76°  09,0+0,86%° 13,5+0,50° 04,0+0,30“° 07,0+0,76"  33,0+0,00
.aeruginosa  22,0£0,57** 30,5+0,86°°  12,0+0,50%° 17,0+0,305" 08,0+0,57°° 09,5+0,50"  33,0+0,07

. aureus 23,0+0,76™ 29,0+0,00°° 10,0+0,57%° 15,5+0,00* 06,5+0,50°® 08,0+0,307" 32,5+0,05
. enterica 23,0+1,05" 31,0+0,30°°  14,0+1,73%¢ 17,5+0,50° 07,0+0,00® 09,0+0,30" 33,0+0,00
. mutans 22,5+0,00" 27,0+0,30°°  11,0+0,76°%° 15,040,005 05,0+0,00® 06,5+0,30" 33,0+0,04

*Média + desvio padréo de triplicatas

** Valores do halo de inibigio (mm)

Letras em caixa alta em linha mostram diferenga significativa na mesma fracéo entre as concentragées na mesma cepa.
Letras em caixa baixa em linha mostram diferenca significativa em cada concentracéo entre as fragdes na mesma cepa.
Teste de Tukey (p <0.05)

A proteina glicinina apresentou maior atividade antimicrobiana
comparando com a proteina (- conglicinina. Pode-se observar que todas as
bactérias foram suscetiveis as concentracbes das duas fracdes proteicas,
porém as cepas E. coli, K. pneumonie e S. enterica foram mais sensiveis em
relacdo as outras cepas. O controle positivo com o antibidtico tetraciclina (30
pg/ml) apresentou halos, com média entre todas as bactérias, de 33,0 mm de
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diametro e o controle negativo com agua destilada estéril as bactérias
mantiveram-se intactas, sem formacdo de halos. Também pode-se observar
que a concentragcdo 1000ug/ml da fracdo glicinina é semelhante a
concentracdo do antibiético utilizado como controle, portanto é necessario uma
concentracdo maior da fragcdo para obter o mesmo efeito do antibibtico
comercial.

Papagianni, (2003); Teixeira, Feio e Bastos, (2012) relatam que diversos
peptideos podem hidrolisar bactérias através da permeabilizacdo e formacéao
de poros na membrana plasmatica extravazando o conteudo citoplasmatico. A
carga positiva presente em alguns amino&cidos facilitam a interacdo com a
carga negativa presente na camada fosfolipidica das bactérias.

Zasloff, (2002) comenta que bactérias gram- negativas sao suscetiveis
porque possuem uma grande quantidade de lipopolissacarideo (LPS)
responsavel pela carga negativa na membrana externa bacteriana, facilitando a
ligacdo dos peptideos catidnicos e Matsuzaki, (2009) descreve que nas
bactérias gram- positivas os acidos teicoicos e lipoteicOicos presentes na
camada do peptideoglicano s&o responsaveis pela carga negativa,

consequentemente ambas sao suscetiveis a peptideos bioativos.

4.2 Determinagéo da concentracgao inibitéria minima (CIM)

Os valores da CIM estao apresentados na tabela 11.

Tabela 11: Determinagéo da concentragdo inibitéria minima (CIM) das proteinas 8- conglicinina
(7S) e glicinina (11S) contra cepas bacterianas.

CIM (pg/ml)
Cepas/Proteinas 7S 11S
E. coli 3.12 3.12
K. pneumonie 125 6.25
P. acnes 25.0 6.25
P. aeruginosa 125 3.12
S. aureus 6.25 3.12
S. enterica 12.5 6.25
S. mutans 25.0 12.5
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Consegue-se observar na tabela que todas as cepas sdo realmente
suscetiveis, somente a bactéria E. coli apresentou o mesmo valor de
suscetibilidade para as duas fragdes proteicas. A fragdo 3- conglicinina mostrou
uma CIM mais alta comparando com a fracdo glicinina, indicando uma baixa
efetividade de ac&o antimicrobiana.

Sitohy, Mahgoub e Osman, (2012) avaliaram a CIM de outras bactérias
com estas mesmas fracoes e observaram que a fracdo glicinina obteve uma
melhor atividade antimicrobiana em relagdo a fragdo [B- conglicinina. Estes
autores acreditam que a subunidade basica presente na fracdo glicinina pode
orientar o alvo na membrana bacteriana através de forcas eletrostéticas entre a
carga positiva presente nos peptideos catibnicos e carga negativa presente na
membrana bacteriana.

Conclui-se que a fracdo glicinina foi mais eficiente contra as bactérias
gram- negativas e gram- positivas e que a parede celular e a membrana
plasmatica possuem elementos que favorecem a orientacdo e selecdo dos

peptideos somente contra 0s proprios micro-organismos.

4.3 Atividade anti-inflamatoéria

A inflamacé&o é a resposta imune do organismo contra determinada lesao
e infeccdo (VERNAZA et al., 2012). Hialuronidase (HIA) pertence a classe das
glicosidases que degradam o acido hialurénico (AH). A enzima atua na matriz
extracelular dos tecidos aumentando a permeabilidade e facilitando o acesso
de patdgenos envolvidos em processos inflamatérios, como S. aureus e P.
pneumoniae (EL-SAFORY, FAZARY e LEE, 2010; GIRISH e KEMPARAJU,
2007; SGARIGLIA et al., 2013). Os resultados da atividade anti-inflamatoria
estédo na figura 9.



69

1000 ng/ml
500 wg/mi
250 ug/ml
125 ug/ml
62.5 pg/ml
31.3 pg/ml
15.6 ug/ml

Inibigao (%)
gpoooomn

Proteinas

Letras em caixa alta mostram diferenca significativa entre as mesmas concentragdes entre as proteinas.
Letras em caixa baixa mostram diferenca significativa entre as concentragées em cada proteina.
Teste de Tukey (p <0.05)

Figura 9: Atividade anti-inflamatéria das fragdes [3- conglicinina (7S) e glicinina (11S).

As proteinas - conglicinina e glicinina mostraram ag&o anti-inflamatéria
em todas as concentracdes testadas, porém a acdo anti-inflamatoria aumenta
com o aumento da concentragéo das fragdes proteicas. A fragao B- conglicinina
apresentou 70% de atividade anti-inflamatéria e a fracdo glicinina apresentou
86,3% de atividade anti-inflamatoria, portanto a melhor fracdo foi a glicinina
com a concentracdo de 1000 ug/ml. A acédo de peptideos sobre o processo
anti-inflamatério ainda ndo esta bem elucidado na literatura. Relata-se que é
provavel que o0 mecanismo de acdo da atividade inibitéria da enzima
hialuronidase, seja similar as drogas salicilato, indometacina, cromoglicato
dissodico, apigenina e aurotiomalato so6dico que previnem a geragdo de
fragmentos de acido hialurdénico produzidos pela enzima hialuronidase, estes
fragmentos tém alto potencial de inducdo do processo inflamatério (KHANUM
et al., 2005; YINGPRASERTCHAI, BUNYASRISAWAT e
RATANABANANGKOON, 2003).

Por outro lado, Lenormand et al., (2009) estudaram a influéncia da
proteina albumina bovina no complexo HIA-AH e descobriram que a proteina
compete com a HIA para formar o complexo com o AH. A presenga da proteina
albumina bovina impede a formacdo do complexo e a HIA permanece livre

impedindo sua acéo catalitica. Também observaram que altas concentracdes
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da proteina albumina bovina decresce consideravelmente a atividade da HIA,
portanto a concentracdo é dose-dependente neste caso, sendo fundamental
para melhor efetividade do processo anti-inflamatério, como foi visto neste
trabalho.

Park et al. (2013), estudaram a atividade anti-inflamatoria de extrato
etandlico de propolis nas concentracdes de 20% a 90% (p/v) com a mesma
metodologia descrita neste trabalho e constataram que a concentracdo
etandlica 80% foi que apresentou maior atividade anti-inflamatoria com 30% de
inibicdo da enzima hialuronidase e que esta atividade decresce a medida que
as concentracdes diminuem. Silva et al. (2012), analisaram a atividade anti-
inflamatoria de extrato aquoso de prépolis e também observaram que existe
uma relacdo dose-dependente para atividade anti-inflamatoria, ou seja, com a
maior concentracdo estudada (25mg/ml) obtiveram 76% de inibicdo da enzima
hialuronidase. Marchesan et al. (2006) trabalharam com O6leos essenciais de
Baccharis dracunculifolia D.C. e de Baccharis uncinella D.C. (Asteraceae), para
analisar a atividade anti-inflamatéria destes 6leos na inibicdo da enzima
hialuronidase e também perceberam que a maior concentracdo utilizada
(50ul/ml) inibiu 78% da atividade da enzima com a B. dracunculifolia e 74,4%
de inibicdo com a B. uncinella. Portanto, pode-se observar que os resultados
obtidos neste trabalho com as proteinas oriundas da soja estdo dentre as
substancias que possuem atividade anti-inflamatoria com o método de inibicé&o
da enzima hialuronidase e que ha uma busca por novos compostos com esta

propriedade.

4.4. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das fragbes proteicas glicinina e - conglicinina
determinada pelas metodologias DPPH, ABTS e sistema B- caroteno/acido
linoleico esta demonstrada na tabela 12. A figura 10 mostra a curva padréo do
trolox, a figura 11 a analise do ABTS, a figura 12 mostra a curva padrao da
vitamina C, a figura 13 a analise do ABTS, a figura 14 a analise do sistema (-

caroteno/acido linoleico e na figura 15 a analise de DPPH.
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Tabela 12: Atividades antioxidantes das proteinas glicinina e B- conglicinina. ®

Proteinas/Analises DPPH ABTS ABTS BCP
ECso TEAC VCEAC % 1.0.°

glicinina 46,8+1,2° 28,5+3,1% 23,4+1,8% 71,7+2,0°

B- conglicinina 71,6+2,6° 15,2+42,5° 12,7+2,2° 56,3+1,5"

a: Média + desvio padréo de triplicatas

b: B- caroteno

c: Inibicao de oxidagao

Letras em caixa baixa nas colunas mostram diferenca significativa entre as proteinas na mesma analise.
Teste Tukey (p < 0,05)
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Figura 10: Curva Padrdo do Trolox frente ao radical ABTS
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Letras em caixa alta mostram diferenca significativa entre as mesmas concentragdes entre as proteinas.
Letras em caixa baixa mostram diferenca significativa entre as concentragées em cada proteina.
Teste de Tukey (p <0.05)

Figura 11: Atividade antioxidante das fragdes proteicas glicinina (11S) e B- conglicinina (7S)
pelo método ABTS com o Trolox.
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Figura 13: Atividade antioxidante das fragdes proteicas glicinina (11S) e B- conglicinina (7S)
pelo método ABTS com a vitamina C.
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Figura 14: Atividade antioxidante das fragdes proteicas glicinina (11S) e B- conglicinina (7S)
pelo sistema B-caroteno/acido linoleico.
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Na analise do ABTS a fracao glicinina apresentou atividade antioxidante
de 28,5 TEAC em contra partida a fragao - conglicinina apresentou atividade
antioxidante de 15,2 TEAC com a concentracdo de 1000ug/ml, porém né&o
houve diferenga significativa entre esta concentragdo e a de 500ug/ml,
demonstrando que atividade antioxidante ndo aumentara além da concentracéo
de 500ug/ml. Na outra analise do ABTS a fracdo glicinina apresentou atividade
antioxidante de 23,4 VCEAC e a fragao - conglicinina apresentou atividade de
12,7 VCEAC, com a concentracdao de 1000ug/ml. Na atividade antioxidante do
sistema [3- caroteno/acido linoleico a glicinina apresentou 71,7% de atividade
enquanto a B- conglicinina apresentou 56,3%, com a concentracdo de 1000
pg/ml em ambas as proteinas. Na metodologia do DPPH, o menor valor de
ECso que estd associado a alta capacidade antioxidante (ZHU et al., 2011), foi
obtido com a concentragdo de 250 pug/ml nas duas proteinas. Para a fracédo
glicinina o valor de ECsg foi de 46,8 e para a fragao B-conglicinina o valor de
ECs foi de 71,6. As concentragdes 1000 pg/ml e 500 pg/ml n&o mostraram
valores absolutos durante a analise no leitor de microplacas, provavelmente
devido a intensa coloracdo, ndo podendo ser identificadas no comprimento de
onda utilizado.

Existem varios estudos que demonstram a habilidade das proteinas
como agente antioxidante. Peptideos originados do leite e da soja exibem
grande poder antioxidante (ELIAS, KELLERBY e DECKER, 2008).

Em sistemas aerébios é essencial o equilibrio entre os radicais livres e 0
sistema de defesa antioxidante, caso haja um desequilibrio h4 o estresse
oxidativo. O termo radical livre refere-se a molécula que contém numero impar
de elétrons na ultima camada eletronica e é este ndo emparelhamento de
elétrons que confere a alta reatividade. A maioria dos radicais livres séo
derivados do metabolismo do oxigénio (O,) originando as espécies reativas de
oxigénio (ERO), ou seja, durante a respiracao celular. Podem ser formados os
radicais superéxidos (O, ), hidroperoxila (HO,), hidroxila (OH) altamente
toxicos para as células (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HATEM et al.,
2013; SAEIDNIA e ABDOLLAHI, 2013).

Elias, Kellerby e Decker, (2008); Sarmadi e Ismail, (2010); Zhuang, Tang
e Yuan, (2013) descreveram 0s mecanismos de acao antioxidante dos
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aminoacidos. Aminoacidos aromaticos convertem as ERO, em moléculas
estaveis, doando elétrons. Aminoacidos hidrofébicos possuem facilidade de
solubilizagdo em meios lipidicos permitindo o acesso as ERO neste meio.
Aminoacidos catibnicos e anidnicos utilizam o grupo amino e carboxilico das
cadeias laterais para quelar ions metalicos (Fe e Cu) e doar hidrogénio
impedindo a formacdo do radical hidroxila. Mendis et al. (2005), atribuem a
capacidade antioxidante aos aminoacidos prolina, alanina, valina e leucina.

Chen et al., (2012) isolaram os aminoacidos alanina, acido aspartico e
fenilalanina de nozes (Juglans regia L.) que possuem caracteristica hidrofébica
e constataram que foram responsaveis pela capacidade antioxidante no
sistema [3-caroteno/acido linoleico.

Xie et al., (2008) analisaram a atividade antioxidante de peptideos de
alfafa e observaram que a histidina, tirosina, metionina e cisteina foram os
aminoacidos responsaveis pela capacidade antioxidante nesta planta.

Park et al., (2008) avaliaram o potencial antioxidante de peptideos de
soja através das analises de DPPH e ABTS e observaram que peptideos que
continham em sua maioria aminoacidos catidnicos e anibnicos a capacidade
antioxidante contra o radical DPPH e o radical ABTS era maior.

Portanto, pode-se concluir que a maioria dos aminoacidos possui
atividade antioxidante sendo uma alternativa viavel contra os radicais livres
(ELIAS, KELLERBY e DECKER, 2008).

5. CONCLUSAO

Conclui-se que a soja € uma excelente fonte de peptideos bioativos e as
fragOes proteicas B- conglicinina e glicinina possuem alto potencial bioldgico,
devido as atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante mostrarem
resultados satisfatorios. Pode-se observar também através do teste de Tukey
que a frac&o glicinina mostrou maior atividade biolégica em relagao a fragao -

conglicinina.
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Capitulo lll: Formulag&o de um Fitocosmeético

com a proteina glicinina

Resumo

Fitocosméticos estdo ganhando cada vez mais a atencédo de consumidores que
buscam alternativas para a manutencdo da pele. Portanto o objetivo deste
capitulo foi adicionar o hidrolisado da proteina glicinina (1000 pg/ml) a uma
emulsdo-base, originando um fitocosmético. Este foi testado quanto a
estabilidade, controle microbiologico e atividades biolégicas: antimicrobiana
(método de difusdo em agar), antioxidante (método do radical ABTS/TEAC) e
anti-inflamatéria descritas anteriormente no Capitulo Il. Observou-se que o
fitocosmético manteve a estabilidade e possui indices inferiores de micro-
organismos, conforme a Resolucdo 481/99. A bioatividade da fracao glicinina,
nao foi alterada e nem prejudicada com 0s outros componentes da emulséo-
base. Os resultados das atividades bioldégicas mantiveram-se semelhantes aos
resultados obtidos no capitulo anterior. Para a atividade antimicrobiana, as
bactérias E. coli, S. aureus e P. acnes obtiveram valores de 30,5 mm, 28 mm e
25 mm de halos, respectivamente. A atividade antioxidante o resultado foi de
25,1 TEAC e para a atividade anti-inflamatoria foi de 83,4%. Conclui-se que 0
fitocosmético € um grande potencial para utilizagcdo tdpica e uma alternativa de
cosmeético antienvelhecimento e cuidados diarios da pele devido as
propriedades antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana.

Palavras-chave: glicinina, atividade biolégica, fitocosmético.



81

1. INTRODUCAO

A constante busca de uma aparéncia jovem, bonita e saudavel tem
despertado cada vez mais o0 interesse da industria cosmética. Segundo a
Abihpec (2014), o Brasil € o terceiro maior produtor de cosméticos no mundo é
um dos povos mais vaidosos ficando atras apenas dos EUA e Japao. Em 2012
as vendas com cosméticos somaram 84,5 bilhdes de reais.

O primeiro teste para avaliar as condicbes do cosmético é o teste de
centrifugacéo que serve como teste de triagem para selecionar as emulsdes
para o0 teste de estabilidade. Este teste produz estresse na amostra,
aumentando a mobilidade entre as particulas antecipando possivel
instabilidade e separacdo de fases, sugerindo uma nova formulagcdo dos
componentes, porém caso a emulsdo permaneca estavel pode-se prosseguir
para o teste de estabilidade (BONTORIN, 2009; ZANON, 2010).

Portanto, quando se produz um cosmético deve-se avaliar a
estabilidade, antes de disponibiliza-lo ao consumo, requisito fundamental a
qualidade e a seguranca. Produtos expostos ao consumo e que apresentam
problemas de estabilidade organoléptica, fisico-quimica e ou microbioldgica,
além de descumprirem os requisitos técnicos de qualidade podem colocar em
risco a saude do consumidor configurando infracdo sanitaria (BRASIL, 2004).

O estudo da estabilidade contribui para orientar o desenvolvimento das
formulagbes e do material adequado de acondicionamento, oferecer subsidios
para o aperfeicoamento das formulacdes, estimar o prazo de validade e auxiliar
no monitoramento da estabilidade organoléptica, fisico-quimica e
microbiolégica, oferecendo informacdes da eficacia e seguranca do produto.
Uma emulsdo é considerada fisicamente instdvel se h4 a separacdo dos
componentes da formulacdo formando agregados, estas alteracbes podem
estar relacionadas a fatores externos, como, temperatura, luz, umidade e
micro-organismos ou fatores internos, como, incompatibilidade dos
componentes, floculagéo e pH inadequado (BRASIL, 2004).

Com isso, o estudo de estabilidade deve expor o produto a condi¢cdes
que acelerem mudancas passiveis de ocorrer durante o prazo de validade,
fornecendo informacgbes sobre a estabilidade do produto no menor tempo
possivel. Os parametros a serem avaliados durante o estudo de estabilidade
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devem ser capazes de garantir a qualidade do produto, dentre estes
parametros estdo o microbiolégico, quimico e organoléptico (BRASIL, 2004;
ZANON, 2010).

Produtos de origem vegetal sdo incorporados em emulsdées cosméticas,
sendo responsaveis pela atividade bioldégica do mesmo (ISAAC et al., 2008). A
emulsdo cosmética pode ter atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-
inflamatoria, sendo utilizada no rosto como adjuvante no controle da acne e do
envelhecimento precoce.

A acne ocorre devido a um desequilibrio dos horménios sexuais, que
estimulam a producéo de gordura pela pele. E muito comum na adolescéncia,
porém pode ocorrer também durante a gravidez e na menopausa. As bactérias
que normalmente habitam os foliculos, onde os pelos se abrigam, alimentam-
se do excesso de gordura, formando colénias que causam inchaco,
vermelhiddo e a posterior erupcéo do foliculo (RAMOS E SILVA et al., 2013).

O envelhecimento constitui o conjunto de alteracbes fisiologicas
irreversiveis e inevitaveis, sendo um processo dinamico observado na
epiderme como um reflexo das modificacbes que ocorrem também no tecido
conjuntivo da derme. O envelhecimento da pele participa das mudancas que
ocorrem em diversos setores do organismo, podendo ser considerado de dois
tipos. O envelhecimento intrinseco decorrente do desgaste natural do
organismo, causado pelo passar dos anos, esperado, previsivel, inevitavel,
progressivo, sem a interferéncia de agentes externos e equivale ao
envelhecimento de todos os érgdos e o envelhecimento extrinseco que ocorre
através do tabagismo, fatores fisicos, nutricionais e mecéanicos (DRAELOS,
1999).

Peptideos tém sido utilizados em cosméticos por apresentarem
diferentes funcdes: efeito cicatrizante, despigmentante, regenerador da matriz
extracelular, diminuicdo de rugas melhorando a firmeza e elasticidade
(ZANOLINI, 2011).

Contudo, a incorporacdo de peptideos, obtidos a partir da proteina
glicinina, em uma emulséo e a avaliacdo do potencial bioldégico deste cosmético

é altamente favoravel para inovagcdo na area de cosméticos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Desenvolvimento da emulsdo base

Os componentes da emulsédo base estdo descritos na tabela 13. A fase
aguosa foi aquecida até 75°C e a fase oleosa foi aquecida até o ponto de
fusdo. A fase aquosa foi transferida para fase oleosa, com agitacdo até o

resfriamento.

Tabela 13: Componentes da emulsao base para producéo do fitocosmeético.

Componentes Acéo Quantidade (%)
Agua deionizada Veiculo asp
EDTA dissodico Sequestrante 0,10
Propilenoglicol Umectante 2,00
Metilparabeno Conservante 0,50
Ciclometicone Emoliente 1,00
Estearato de glicerina Emulsionante 1,50
Carbomero Espessante 1,00
Alcool cetilico Emulsionante 0,20
Glicerina Hidratante 2,50

Solucdes estoque de peptideos de glicinina foram produzidas e
incorporadas na emulsdo para obter uma concentracao final de 1000 pg/ml,
pois nesta concentracdo a fracdo proteica apresentou a melhor atividade
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria dentre as concentracdes
avaliadas, apresentadas no Capitulo Il deste trabalho. A aparéncia do
fitocosmético foi uma coloracdo levemente amarelada, devido a presenca da

fracéo proteica e aspecto uniforme (Figura 16).
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Figura 16: Fitocosmético contendo peptideos de glicinina

2.2 Estudo de Estabilidade

A formulacéo foi avaliada conforme preconiza o Guia de Estabilidade de
Produtos Cosméticos, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2004).

2.2.1. Teste de Centrifugacéo

Foram pesados 5 g do fitocosmético e centrifugou-se por 3 vezes a
3,000 rpm por 30 min com temperatura de 25°C. Para o controle foi utilizado o
cosmético sem a proteina. Apos este periodo as formulacdes foram avaliadas
guanto a separacdo de fases, indicando ou ndo a instabilidade. Esta analise foi

realizada em triplicatas.
2.2.2. Teste de Estabilidade Acelerada (TEA)
Apbs o teste de centrifugacao foi realizado o TEA. Este teste consiste no

emprego de temperaturas com o objetivo de acelerar possiveis reagdes entre

seus componentes, que devem ser observados (BRASIL, 2004).
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Foram pesados 20 g do fitocosmético e do controle e acondicionados em
frascos transparentes de boca larga e com tampa de rosca. As formulagbes

foram submetidas ao armazenamento em situagdes de temperatura:

e Temperatura ambiente (luz indireta): 25°C + 2°C, durante 15 dias,
analises no tempo 0, 5, 10 e 15 dias;

e Refrigerador: 5°C + 2°C, durante 15 dias, andlises no tempo 0, 5,
10 e 15 dias;

e Freezer: -10°C + 2°C, durante 15 dias, analises no tempo 0, 5, 10
e 15 dias;

e Estufa: 45°C * 2°C, durante 15 dias, analises no tempo 0, 5, 10 e
15 dias;

e Ciclos de congelamento e descongelamento: alternacdo das
temperaturas -10°C + 2°C e 45°C + 2°C (24 h para cada
temperatura), durante 15 dias, andlises no tempo 0, 5, 10 e 15
dias.

Todas as analises foram realizadas em triplicatas para o fitocosmético e
controle. Os parametros analisados envolveram as possiveis altera¢des, como,
aspecto, cor, odor, valor de pH e separacéo de fases (CEFALI, 2009).

Segundo Brasil, (2004) para o parametro aspecto, o produto deve
manter-se integro, durante todos os dias de analise, mantendo a aparéncia
inicial, exceto em temperaturas elevadas, freezer ou ciclos de congelamento e
descongelamento que pequenas alteracdes sdo aceitaveis. Para 0os parametros
cor e odor a estabilidade deve ocorrer durante os 15 dias de teste e pequenas
alteracdes somente sdo aceitaveis em temperaturas elevadas. A separacao de
fases é analisada visualmente e para os valores de pH, uma aliquota de 1g é
retirada e homogeneizada em 9 ml de dgua destilada determinando o valor de
pH em temperatura ambiente.

A tabela 14 mostra os critérios de avaliacdo da emulséo fitocosmética.
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Tabela 14: Critérios de avaliagao de parametros organolépticos da emulsdo cosmética

Simbologia Aspecto, Cor e Odor
N normal sem alteracéo
L levemente modificado
M modificado

| intensamente modificado

2.3 Controle microbioldgico do fitocosmético

A realizacdo do controle microbiol6gico de produtos ndo estéreis visa a
determinacdo de micro-organismos presentes na amostra. Para a contagem
destes micro-organismos, foi pesado 1 g do fitocosmético, dissolvido e
homogeneizado em 9 ml de agua peptonada estéril 0,1%. Um ml desta solucao
foi colocado em placas de petri contendo aproximadamente 20 ml de agar
nutriente para bactérias e 20 ml de agar sabouraud para fungos. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 h para analise de bactérias e 25°C por 7 dias
para analise de fungos. Apos este periodo foi realizado a contagem do nimero
de unidades formadoras de colonia (UFC/g amostra). As analises foram
realizadas em triplicatas e como controle foi utilizado a emulsdo base sem a
fracéo proteica (BRASIL, 2004).

2.4 Atividade Biologica

As atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante foram
realizadas conforme o capitulo IlI, itens 2.1.2, 2.2, e 2.3.2, no qual para
atividade antimicrobiana foi realizado o teste de difusdo em agar apenas para
as bactérias E. coli, S. aureus e P. acnes que habitam a pele podendo causar
infeccdo cutédnea, como a acne (P. acnes) a atividade antioxidante apenas com
o meétodo do radical livre ABTS. As analises foram realizadas em triplicatas e

como controle foi utilizado a emulséo- base sem a fracao glicinina.
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3. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos pela média *
desvio padrdo de triplicatas. Foram analisados pelo Graphpad prism 5.0
Software (San Diego, CA, USA). Diferencas foram analisadas usando ANOVA
seguido pelo teste de Tukey e teste t para comparagdo entre médias, quando

necessario. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de Centrifugacgao

Este procedimento € eficaz para a determinacdo da instabilidade dos
produtos emulsionados, ja que a simulacdo do aumento da forca de gravidade
pode promover a separacdo dos componentes de diferentes densidades
(MORAES, 2011).

Neste trabalho ndo houve separagédo das fases tanto no grupo controle
quanto no grupo do fitocosmético, sugerindo a estabilidade da emulséo frente
ao estresse gravitacional.

De acordo com Tadros, 2004 a auséncia da separacdo de fases
demonstra que em condi¢cdes normais de gravidade e de temperatura ambiente

o fitocosmeético é fisicamente estavel; como ocorreu neste trabalho.

4.2 Teste de Estabilidade Acelerada

Em relacdo aos parametros organolépticos aspecto, cor, odor e
separacao de fases nao houve alteracdes relevantes em todas as condi¢des de
estresse, para o fitocosmético durante os 15 dias de andlises, como podem ser
observados na tabela 15. Os controles mantiveram-se semelhantes ao
fitocosmético (dados nédo apresentados na tabela).

Para o parametro pH, pode-se observar a estabilidade a partir do 10°

dia de andlises, conforme mostra o figura 17, a emulsdo base comportou- se
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semelhante ao fitocosmético (dados nédo apresentados na figura),
demonstrando que a adicdo da glicinina n&o alterou as propriedades dos

componentes da emulséao.

Tabela 15: Avaliacdo das caracteristicas organolépticas (cor, odor e aspecto) e separacao de
fases do fitocosmético.

Variaveis/ Dias 0 5 10 15
Temperatura ambiente N N N N
Refrigerador N N N N
Freezer N N N N
Estufa N N N L
Ciclos N N N L

Legenda: N: normal sem alteracéo, L: levemente modificado.

A variavel estufa e ciclos apresentaram mudancas sutis somente no
aspecto do fitocosmético e no controle. De acordo com Cefali, (2009) e Isaac et
al., (2008) esta mudanca pode ter ocorrido devido a evaporacdo de agua

durante a permanéncia do fitocosmético e do controle na estufa.

6.0
-~ Temperatura ambiente
- Refrigerador
5.9
-+ Freezer
= —¥- Estufa
[-%
-+ Ciclos
5.8+
5.7 T T T
Q ) N ,\b
Dias

Figura 17: Variacdo do pH no fitocosmético durante os 15 dias de analise no teste de
estabilidade acelerada.

A formulacdo apresentou valores entre 5,8-5,9 compativel com o pH
cutaneo que fica em torno de 5,0-6,0 (FLYNN et al., 2001). Todas as condi¢des
testadas durante os 15 dias ndo apresentaram diferenca significativa (p< 0,05),

confirmando a estabilidade da emulsdo formulada neste estudo. A figura 18
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mostra os fitocosméticos e controle (temperatura ambiente) ao final dos 15 dias

de teste.

Figura 18: Fitocosmético apds os 15 dias do teste de estabilidade acelerada.
Legenda: 1: Temperatura ambiente, 2: Ciclos, 3: Controle, 4: Freezer, 5: Estufa.

4.3 Controle microbiolégico do fitocosmético.

A Resolucdo — RDC 481/ 99 estabelece os limites para o controle
microbiolégico para produtos de higiene pessoal, perfumes e cosméticos. O
fitocosmético produzido neste trabalho, de acordo com esta resolugcdo se
enquadra no grau ll, ou seja, produtos que possuem indicacdes especificas,
cujas caracteristicas exigem comprovacdo de seguranca e/ou eficacia, bem
como informacdes, cuidados, modo e restricbes de uso, portanto, 0 maximo
permitido para contaminagdo com micro-organismos aerébios é de 5 x 10°
UFC/ g ou ml de amostra.

A contagem total de micro-organismos no fitocosmético e no controle,
para bactérias foi ausente e para fungos, foi com indices inferiores a 4 UFC/g
de amostra, estes resultados demonstraram que estdo dentro do limite
preconizado pela resolugcdo, ndo havendo necessidade de isolamento de
colénias e identificacdo das mesmas, sendo assim aprovado pelo teste

microbiolégico.



4.4 Atividade Bioldgica

4.4.1 Atividade antimicrobiana
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Os resultados do teste de difusdo em agar para as bactérias S. aureus,

E. coli e P. acnes néo diferiram significativamente aos resultados encontrados

no Capitulo Il, como pode-se observar na tabela 16.

Tabela 16: Atividade antimicrobiana do fitocosmético composto por peptideos de glicinina (11S)

contra cepas bacterianas*.

Cepas Fitocosmético (halos em mm)
E.coli 30.5+0.502
S. aureus 28.0£0.20°
P. acnes 25.0+0.30°

*Média + desvio padréo de triplicatas
Letras em caixa baixa mostram diferenca significativa entre as cepas.
Teste de Tukey (p <0.05)

4.4.2 Atividade anti-inflamatoéria

A atividade anti-inflamatoria do fitocosmético apresentou

resultado

semelhante ao encontrado no Capitulo Il. O fitocosmético possui 83,4% de

atividade anti-inflamatéria. Este resultado nao foi considerado estatisticamente

significativo quando comparado ao resultado encontrado anteriormente (p<

0,05).

4.4.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante encontrada no fitocosmético pelo método do
radical ABTS foi de 25,1+1,75 TEAC. A curva padrdo do trolox esta na figura

19. Este resultado foi similar ao encontrado no Capitulo Il deste trabalho e,

portanto estatisticamente néo significativo (p< 0,05).
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Figura 19: Curva Padréo do Trolox frente ao radical ABTS

A emulsao base nao apresentou nenhuma atividade biologica.

Nas ultimas décadas novas moléculas estdo surgindo com especificas
funcbes para o cuidado da pele (ANTON, 2010). Proteinas de origem vegetal
como trigo, milho, aveia, arroz, girassol e soja, tornaram-se importantes fontes
de peptideos na area de cosméticos, podendo ser incorporadas em locoes,
géis e cremes. O IPS é a fonte principal da transformacao proteica de origem
vegetal em fitocosmético (TEGLIA e SECCHI, 1999).

De acordo com Gaspar et al., (2008); Hirata, Sato e Santos (2004);
Scibisz, Artc e Pytkowska, (2008); Teglia e Secchi, (1999), os peptideos atuam
no extrato corneo da pele (camada superficial), melhorando a hidratacéo,
elasticidade, rugas de expressdo, auxiliando na capacidade antioxidante,
regeneracao de fibroblastos e reducdo da acne. Ha evidencias que EROs estéo
envolvidas no processo de envelhecimento cutaneo e a aplicacdo topica de
cosmeéticos com propriedades antioxidantes tem efeitos biologicos
comprovados.

Os aminoécidos arginina, lisina, histidina (catiénicos), alanina, leucina,
isoleucina e metionina (hidrofobicos) sdo os responsaveis pela ligagdo nas
células epiteliais do extrato cdérneo que possuem carga negativa, aumentando a
permeabilidade destas e facilitando a passagem do fitocosmético
(APOLINARIO et al., 2010; JANUSOVA et al., 2013; PATLOLLA et al., 2010).

Atualmente existem alguns cosmeéticos indicados para o rosto que

possuem proteina de soja em sua formulacdo como agente principal, como por
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exemplo, o Anti- sagging and ultra hydrating night cream with dermo peptide da
marca L'oreal®, Bye bye redness correcting creme da marca It Cosmetics®, Age
reform hydro dynamic ultimate moisture da marca Murad® e Chronos Politensor
de soja da marca Natura®, porém nenhuma destas marcas identificam a/as
proteinas da soja utilizadas nestes fitocosméticos (Fonte: proprio autor).

De acordo com Mukherjee et al, (2011), os fitocosméticos
desempenham um papel importante na area cosmecéutica devido a relevancia
e alta eficacia. A aplicacdo de peptideos bioativos nesta area é promissora,
devido a grande versatilidade e diversidade das atividades biolégicas (ZHANG
e FALLA, 2009). Como foi observado neste trabalho que demonstrou a
capacidade da utilizacdo da farinha desengordurada de soja como fonte de

proteinas para formulacdo de um fitocosmético com grande poder bioativo.
5. CONCLUSAO

O estudo de estabilidade mostrou que o fitocosmético foi estavel quanto
as alteracdes ambientais, durante o periodo de analises e também nao possui
indices relevantes de contaminacdo externa de micro-organismos.

O fitocosmético foi eficaz quanto as atividades bioldgicas antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatoria. Mostrando o grande potencial da fracéo
glicinina como fonte de matéria- prima de origem vegetal para o uso na area
cosmeceéutica.

No entanto este fitocosmético requer mais pesquisas para sua utilizagéo
topica. Ha a necessidade de conhecer a estabilidade da formulacdo durante o
periodo de permanéncia no mercado e pelo usuario, bem como, realizar mais
testes in vitro avaliando possiveis reacfes que impossibilitem o uso por

humanos.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Os resultados deste trabalho foram bastante promissores, permitindo
futuras pesquisas a serem realizadas, como:
e Sequenciamento dos aminoacidos que compdem a proteina glicinina;

e Realizacdo de outros testes de atividades biologicas, como foto-

protetora e clareadora;
e Microencapsulacdo da fracao proteica;

e Desenvolvimento de testes de permeacgdo cutanea para posterior
confirmacéo de atividade biologica nas camadas da pele;

e Teste de shelf life, ou seja, tempo de duracao de prateleira;
e Teste de citotoxicidade;

e Teste de alergenicidade.
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