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RESUMO

As proteinas de leguminosas tém despertado crescente interesse devido ao seu
potencial para a liberacdo de peptideos bioativos durante a digestdo humana. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial de liberagao
de peptideos bioativos a partir da fragado globulina extraida do grao-de-bico (Cicer
arietinum L.) da cultivar GB Cappuccino, por meio de digestdo gastrointestinal
simulada in vitro, bem como avaliar suas bioatividades e a influéncia das faixas de
peso molecular e dos compostos fendlicos. Para isso, os graos foram submetidos a
trés tratamentos distintos para obtencao das farinhas: grao integral, grao descascado
e grao descascado submetido a extragdo de compostos fendlicos com acetona 70%.
A partir dessas farinhas, a fragdo globulina foi isolada, quantificada e caracterizada,
sendo comparadas globulinas extraidas na presenca e auséncia de compostos
fendlicos. Em seguida, as amostras foram submetidas a digestdo simulada, e os
hidrolisados obtidos foram fracionados de acordo com o peso molecular dos peptideos.
As bioatividades avaliadas incluiram o potencial inibitério sobre a a-glicosidase, a
inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) e a atividade antioxidante,
determinada pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP. Os resultados demonstraram que
a fracao globulina constitui a principal fracao proteica do grao-de-bico GB Cappuccino
e apresenta elevada suscetibilidade a hidrélise enzimatica, favorecendo a liberagcao
de peptideos de diferentes faixas de peso molecular. A presenca ou auséncia de
compostos fendlicos ndo promoveu alteragdes significativas no perfil estrutural das
globulinas. Os hidrolisados apresentaram potencial ndo inibitério sobre a a-glicosidase,
porém relevante atividade antioxidante e consistente capacidade de inibicdo da ECA,
com valores de IC;, semelhantes entre os diferentes grupos avaliados, indicando
preservacao da bioatividade independentemente do tratamento da farinha. Entretanto,
as variacdes observadas no comportamento dose—resposta sugerem a necessidade
de estudos adicionais para elucidar os mecanismos envolvidos, especialmente quanto
a interagdo entre peptideos e compostos fendlicos. De forma geral, os resultados
indicam que as globulinas do gréo-de-bico GB Cappuccino representam uma fonte
promissora de peptideos bioativos, com potencial aplicagdo no desenvolvimento de
ingredientes funcionais e nutracéuticos.

Palavras-chave: grao-de-bico; globulina; peptideos bioativos; digestdo simulada;
atividade antioxidante.



ABSTRACT

Legume proteins have attracted increasing interest due to their potential to release
bioactive peptides during human digestion. In this context, this study aimed to
investigate the potential release of bioactive peptides from the globulin fraction
extracted from chickpea (Cicer arietinum L.) grains of the GB Cappuccino cultivar
through in vitro simulated gastrointestinal digestion, as well as to evaluate their
bioactivities and the influence of peptide molecular weight ranges and phenolic
compounds. Initially, the globulin fraction was quantified and characterized, and
globulins extracted in the presence and absence of phenolic compounds were
compared. Subsequently, the samples were subjected to simulated digestion, and the
resulting hydrolysates were fractionated according to peptide molecular weight. The
evaluated bioactivities included inhibitory potential against a-glucosidase, angiotensin-
converting enzyme (ACE) inhibition, and antioxidant activity, determined by the ABTS,
DPPH, and FRAP assays. The results showed that the globulin fraction is the main
protein fraction of GB Cappuccino chickpea grains and exhibits high susceptibility to
enzymatic hydrolysis, favoring the release of peptides with different molecular weight
ranges. The presence or absence of phenolic compounds did not significantly affect
the structural profile of the globulins. The hydrolysates did not exhibit inhibitory
potential against a-glucosidase; however, they showed relevant antioxidant activity
and consistent ACE inhibitory capacity, with similar ICs, values among the evaluated
groups, indicating preservation of bioactivity regardless of flour treatment.
Nevertheless, variations observed in dose-response behavior suggest the need for
further studies to elucidate the mechanisms involved, particularly regarding
interactions between peptides and phenolic compounds. Overall, the findings indicate
that globulins from GB Cappuccino chickpea grains represent a promising source of
bioactive peptides, with potential application in the development of functional foods

and nutraceutical ingredients.

Keywords: chickpea; globulin; bioactive peptides; simulated digestion; antioxidant

activity.
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1 INTRODUGAO

A crescente demanda do mercado por proteinas alternativas as fontes de
origem animal estdo incentivando o aumento do uso de proteinas de grao-de-
bico devido as suas altas propriedades funcionais (caracteristicas tecnologicas
e fisico-quimicas), perfil de sabor neutro e relativa auséncia de toxinas e
alérgenos (comparado com outras leguminosas) (Mokni Ghribi et al., 2018; Singh
et al., 2008). O dominio das proteinas vegetais alternativas continua a se
expandir, com as proteinas de leguminosas ganhando destaque mais por
necessidade do que por escolha, devido aos seus beneficios nutricionais,
hipoalergenicidade, rotulos de “sem gluten” e “nao transgénicos”, acessibilidade,
alta produtividade e versatilidade (Boukid et al., 2019; Nosworthy; House, 2017).
As proteinas de leguminosas também apresentam uma ampla gama de
aplicagbes tecnoldgicas e biofuncionais, oferecendo numerosos beneficios a
saude (Boukid et al., 2019; Glusac; Isaschar-Ovdat; Fishman, 2020; Sharif et al.,
2018).

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) é a terceira leguminosa mais cultivada
no mundo, com uma producédo global de 15 milhdes de toneladas, atras apenas
do feijao seco (27 milhdes de toneladas) e da ervilha seca (16 milhdes de
toneladas) (FAO, 2020). Esta leguminosa € um alimento basico em diversas
partes do mundo, especialmente em paises africanos e asiaticos (Sofi et al.,
2020). Existem dois principais tipos de grao-de-bico, kabuli e desi, que diferem
em composi¢cao quimica, cor, tamanho e distribuicdo geografica (Boukid et al.,
2019). O grao-de-bico possui de 18 a 29% de proteina, 4 a 7% de lipidios e 50 a
60% de amido (Espinosa-Ramirez; Serna-Saldivar, 2019; Sofi et al., 2020).
Embora contenha fatores antinutricionais, técnicas de pré-tratamento e extracao
de proteinas podem reduzir ou eliminar esses componentes (Boukid, 2021).

A proteina do grao-de-bico destaca-se por seu alto volume de produgao,
baixo custo, excelente equilibrio de aminoacidos essenciais, alta
biodisponibilidade e baixa alergenicidade em comparacédo a soja (Wang;
Chelikani; Serventi, 2018; Wang et al., 2020; Xing et al., 2020). Diversos estudos
relatam atividades biologicas das proteinas de grao-de-bico, incluindo atividade
antioxidante, antifungica, antigénica e capacidade quelante de metais (Ghribi et

al., 2015; Kou et al., 2013). Assim, a proteina de grao-de-bico é um ingrediente
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promissor e benéfico para a saude, adequado para o desenvolvimento de novos
produtos (Glusac; Isaschar-Ovdat; Fishman, 2020; Xing et al., 2020).

As proteinas do grao-de-bico sdo compostas principalmente por
globulinas (~56 g/100 g de proteinas totais), albuminas (~12 g/100 g), glutelinas
(~18 g/100 g), prolaminas (~3 g/100 g) e um pequeno percentual de proteinas
insoluveis (Boukid, 2021). As globulinas, as principais proteinas de
armazenamento do grao-de-bico, consistem em dois grupos principais: as
proteinas tipo legumina, ou tipo 11S, e tipo vicilina, ou tipo 7S (Yust et al., 2003).

A proteina do gréo-de-bico é rica em aminoacidos essenciais, como lisina,
isoleucina, triptofano e aminoacidos aromaticos totais(Alajaji; EI-Adawy, 2006).
Dentre os aminoacidos presentes, destacam-se a leucina (8,7 g/100 g de
proteina), a arginina (8,3 g/100 g de proteina) e a lisina (7,2 g/100 g de proteina)
(Lgbal et al., 2006). No entanto, os principais aminoacidos limitantes sédo os
sulfurados (metionina e cistina), seguidos da valina e treonina (Alajaji; EI-Adawy,
2006). O computo quimico de aminoacidos corrigido pela digestibilidade da
proteina dos isolados de gréo-de-bico (0,92) e concentrados (0,76) € maior do
que a de proteinas de ervilha (0,73) e feijao comum (0,63-0,68), mas ligeiramente
inferior aos isolados de proteina de soja (1,0) (Espinosa-Ramirez; Serna-
Saldivar, 2019; Nosworthy; House, 2017; Pereira; Tavano, 2014). Isso confirma
o elevado valor nutricional das proteinas de grao-de-bico e sua capacidade de
competir com as proteinas mais comercializadas, como soja e ervilha (Boukid,
2021).

Proteinas, hidrolisados e peptideos do grao-de-bico tém demonstrado ser
uma fonte notavel de peptideos bioativos com atividades antioxidantes,
hipolipidémicas e hipocolesterolémicas (Del Mar Yust et al., 2012; Gupta;
Bhagyawant, 2019; Shi et al., 2019; Torres-Fuentes et al., 2015). Esses
peptideos apresentam importantes atividades antioxidantes, baseadas em
eliminagcdo de radicais livres e habilidades quelantes de metais, além de
potenciais anti-inflamatorios, efeitos antiproliferativos, atividades antibacterianas
e inibidoras da enzima conversora de angiotensina (Boschin et al., 2014; Ghribi
et al., 2015; Jamdar; Deshpande; Marathe, 2017).

Peptideos derivados de leguminosas tém demonstrado atividade quelante
de cobre e propriedades antioxidantes com potencial para inibir a peroxidacao

lipidica mediada por cobre (Torres-Fuentes et al., 2015; Torres-Fuentes; Alaiz;
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Vioque, 2011, 2012). Esses estudos indicam o grande potencial dos hidrolisados
de proteina de grao-de-bico como ingredientes bioativos, abrindo novas
oportunidades para o desenvolvimento de nutracéuticos e alimentos funcionais
(Del Mar Yust et al., 2012; Torres-Fuentes et al., 2015).

Além das propriedades antioxidantes, peptideos derivados de
leguminosas tém demonstrado relevante potencial anti-hipertensivo por meio da
inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), reduzindo a formacgao de
angiotensina Il e contribuindo para a modulagdo da pressao arterial. Estudos
recentes destacam que hidrolisados proteicos de leguminosas constituem fontes
promissoras de peptideos com atividade inibitéria da ECA, reforcando seu
potencial aplicagdo como ingredientes funcionais e nutracéuticos voltados a
prevencgao e ao manejo da hipertensao arterial (Tawalbeh et al., 2023).

O processo digestivo in vivo nao apenas contribui para a
biodisponibilidade de nutrientes, mas também representa um mecanismo
fundamental para a geracdo de compostos bioativos in vitro com potenciais
aplicagdes nutracéuticas. A liberacao de peptideos bioativos ocorre, em grande
parte, por meio da hidrdlise enzimatica das proteinas durante o processo de
digestdo gastrointestinal. Nesse contexto, enzimas como pepsina, tripsina e
quimotripsina atuam sequencialmente na clivagem das cadeias polipeptidicas,
promovendo a liberagdo de fragmentos peptidicos com potenciais efeitos
fisiologicos (Chakrabarti; Guha; Majumder, 2018). Essa liberagdo pode ocorrer
in vivo, ao longo do trato digestivo, ou in vitro, em condi¢gbes simuladas de
digestao, permitindo o estudo da digestibilidade e bioatividade desses peptideos
(Bohn et al., 2018).

Varios estudos cientificos tém apontado para as propriedades bioativas
distintas encontradas em hidrolisados proteicos e peptideos derivados de
leguminosas, cujas caracteristicas tém sido associadas a fatores que influenciam
a longevidade. Este estudo em particular direciona seu foco para uma nova
variedade de grao-de-bico, denominada GB Cappuccino, caracterizada por sua
coloragédo marrom. Registrada em 18 de janeiro de 2023, no Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) este novo cultivar pode apresentar composigao
diferenciada e potencial significativo para introdugdo no mercado nacional.

Graos de coloragdo marrom ou mais escura em seu tegumento costumam

apresentar propriedade bioativas associadas aos seus componentes fendlicos,
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em comparagao aos graos de tegumento de coloragdo amarelada ou creme
(Diniz et al.,2023). As alteragdes fisico-quimicas causadas por compostos
fendlicos podem determinar propriedades biolégicas importantes, incluindo a
digestibilidade e utilizacdo de proteinas alimentares, bem como a atividade de
enzimas digestivas (Seczyk et al., 2019). Desta forma se faz necessario
investigar as origens das bioatividades e se outros componentes do grao
também se diferenciam como potenciais promotores da saude em comparagao
aos graos de coloragao creme, visto que estes sdo importantes objetos de

pesquisa.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GRAO-DE-BICO

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) € amplamente reconhecido como
uma fonte de proteina de alta qualidade e possui um perfil nutricional significativo
para a nutricdo humana (Pande et al., 2005). Segundo o autor, sua diversidade
inclui principalmente duas variedades distintas: "Desi" e "Kabuli". A
predominancia do tipo "Desi" cobre aproximadamente 80-85% da area total
dedicada a essa leguminosa, com os principais paises produtores situados na
Africa e Asia. Por outro lado, a variedade "Kabuli" é preponderante em regiées
como Europa, Norte da Africa, Asia Ocidental e América do Norte, representando
uma parcela menor, porém significativa, da producao global (Pande et al., 2005).

Dentre as diferengas entre os gendtipos (desi e kabuli) as analises do
perfil fendlico identificaram a presenca de acidos hidroxibenzéicos, flavan-3-éis,
acidos hidroxicindmicos e flavonoides, com destaque para compostos como
acido galico, miricetina, quercetina, catequina e isorhamnetina (Quintero-Soto et
al.,, 2018). Esses estudos confirmaram que a atividade antioxidante esta
fortemente associada ao teor de fendlicos totais e flavonoides. Além disso,
pesquisas comparativas entre os genoétipos Desi e Kabuli revelaram que as
variedades Desi possuem concentracbes significativamente maiores de
fendlicos e flavonoides, resultando em maior atividade antioxidante (Diniz et
al.,2023; Heiras-Palazuelos et al., 2013; Quintero-Soto et al., 2018; Segev et al.,

2010). Essa superioridade foi corroborada por Jameel et al. (2021), que
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destacaram o potencial dos grdaos Desi como fontes naturais de antioxidantes,
com possiveis beneficios para reforco do sistema imunolégico, auxilio no
controle da diabetes, reducéo de processos inflamatorios (Jameel, Hameed;
Shah, 2021).

Conforme atestado pela Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), o gréo-
de-bico apresenta uma elevada concentragao de polissacarideos ndo amilaceos
e uma baixa densidade caldrica. Lentilhas, feijdes e grao-de-bico sao
reconhecidos como fontes significativas de minerais, vitaminas e fibras, sendo
recomendados como componentes essenciais de uma dieta saudavel para todas
as faixas etarias. Destaca-se que o0 grao-de-bico possui um valor nutricional
substancial e potencial para ser empregado como um alimento funcional no
tratamento de diversas condi¢des patologicas (Kerem et al., 2007).

Na analise de sua composicado, apresenta predominantemente amido
como principal carboidrato, variando entre 41% a 50% (Hirdyani, 2014). Quanto
a proteina bruta, esta varia entre 12,4% a 31,5%. Lipidios sdo encontrados em
proporcdées menores, aproximadamente 6%, principalmente compostos por
acidos graxos insaturados como os acidos linoleico e oleico. Além disso, o grao-
de-bico é uma fonte de vitaminas do complexo B, incluindo riboflavina, niacina,
tiamina e folato, além de conter vitamina A e seu precursor 3-caroteno. Sua
composi¢cao também engloba fitoesterdis, como o B-sitosterol, campesterol e
stigmasterol, e micronutrientes como calcio, magnésio, fésforo e potassio
(Hirdyani, 2014).

O grao-de-bico se distingue entre as demais leguminosas devido ao seu
teor proteico e de aminoacidos. A proteina presente no grdao tem sido
reconhecida como possuidora de maior valor nutricional em comparagdo com as

proteinas de outras leguminosas (Jukanti et al., 2012).

2.2 PROTEINAS DE GRAO-DE-BICO

ApoOs os cereais, as leguminosas sdo reconhecidas como um grupo
alimentar de significativa importancia, mundialmente consideradas uma
alternativa viavel a carne, devido a sua acessibilidade econbmica e
sustentabilidade ambiental. O grao-de-bico, em particular, destaca-se por conter

proteinas de alta qualidade, caracterizadas por uma maior biodisponibilidade
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nutricional (Kaur et al., 2019).

Albuminas e globulinas representam as principais classes de proteinas
encontradas nas leguminosas. As proteinas do grdao s&o compostas
principalmente de globulinas (cerca de 48%). Essas proteinas podem ser
classificadas de diferentes formas como por exemplo por sua solubilidade
(Tavano; Neves, 2008). Outras proteinas presentes, como prolaminas e
glutelinas, s&o encontradas em propor¢des menores. As prolaminas sao
caracterizadas por um alto conteudo de glutamina e prolina, sendo soluveis em
alcool. Por sua vez, as glutelinas apresentam maiores concentragdes de cisteina
e metionina, dois aminoacidos de importancia significativa para a saude humana.
Além disso, as glutelinas sdo soluveis em meio redutor, incluindo solugdes
salinas, basicas, acidas e detergentes (Rachwa-Rosiak; Nebesny; Budryn, 2015).

Na avaliagédo das seis variedades de grao-de-bico, analisou-se que o teor
proteico dessas variedades varia entre 20,9% e 25,27%. Dentre essas
variedades, os teores de albumina, globulina, glutelina e prolamina foram,
respectivamente, de 8,39% a 12,31%, 53,44% a 60,29%, 3,12% a 6,89%, e
19,38% a 24,40% (Dhawan et al., 1991). As distintas solubilidades que definem
essas fragdes sao consideragdes cruciais na selegao de fontes proteicas para
aplicagdes na industria alimenticia. Por exemplo, a solubilidade em meio aquoso,
uma caracteristica proeminente das albuminas, é particularmente relevante no
processo de extracdo de proteinas para a producdo de bebidas a base de
vegetais (Yust et al., 2010).

2.3 CARACTERISTICAS DAS GLOBULINAS

As principais proteinas do grao-de-bico sao a globulina e a albumina,
representando 62,16% e 19,76% do total de proteinas, respectivamente (Kaur;
Prasad, 2021). As globulinas vegetais podem ser classificadas em tipo vicilina
(7S), tipo convicilina (15S) e tipo legumina (11S) (Tavano; Neves, 2008).

A globulina apresenta maior estabilidade durante o armazenamento
prolongado em comparagédo com a albumina, possivelmente devido a auséncia
de acgucares covalentemente ligados, que na albumina atraem e retém agua,
aumentando seu teor de umidade (Osemwota; Alashi; Aluko, 2022). Além disso,

a globulina possui um teor de proteina bruta significativamente maior (92,62%)
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em relagdo a albumina (64,38%), padrédo também observado em farinhas de
feijao e lentilha (Mundi; Aluko, 2013; Osemwota; Alashi; Aluko, 2022). O menor
teor proteico da albumina pode estar associado a sua maior concentragao de
carboidratos, especialmente glicoproteinas (Nwachukwu; Aluko, 2018).

De acordo com Ye et al. (2024) a composi¢cado de aminoacidos da globulina
difere daquela relatada por Paredes-Lopez; (1991), com menor conteudo de
aminoacidos sulfurados. No entanto, seu teor de aminoacidos de cadeia
ramificada (BCAA) é semelhante ao dos isolados proteicos de grdo-de-bico
Paredes-Lopez; (1991). A globulina também apresenta maior propor¢cao de
aminoacidos hidrofobicos, essenciais para a estrutura e fungao das membranas
celulares (Naghdi et al., 2023), além de elevados niveis de aminoacidos nao
essenciais, como acido glutamico, acido aspartico e prolina, que podem ser
metabolizados em glicose, tornando-a uma fonte valiosa de energia (Nateghpour
et al., 2021).

As globulinas exibem baixa solubilidade em pH entre 3,0 e 9,0,
comportamento semelhante ao observado em proteinas de inhame (Van Wyk;
Amonsou, 2021) e ervilha (Adebiyi; Aluko, 2011). Essa caracteristica esta
relacionada ao seu alto teor de aminoacidos hidrofébicos e aromaticos. Em
condi¢des neutras, sua solubilidade (40,2%) € comparavel a do isolado proteico
de soja (40,8%), indicando seu potencial para aplicagdes na industria alimenticia
(Hu et al., 2010).

A hidrofobicidade da superficie proteica € crucial para interagdes
moleculares e dobramento proteico, influenciando diretamente suas funcgdes
(Chanphai; Bekale; Tajmir-Riahi, 2015). A maioria das proteinas globulares
possui cadeias laterais hidrofébicas internas, limitando sua funcionalidade
superficial (Tang et al., 2021). Modificagbes estruturais podem expor residuos
hidrofébicos, melhorando suas propriedades (Tang et al., 2021).

As globulinas dessa leguminosa podem ser subdivididas em tipo legumina
(11S) e tipo vicilina (7S) (Shevkani et al., 2019). Estudos indicam que a
funcionalidade dessas proteinas € influenciada por sua composicao e
conformagao (Cui et al., 2020; Kiosseoglou; Paraskevopoulou, 2011; Ladjal-
Ettoumi et al., 2016; Lam et al., 2018).

As globulinas do grao-de-bico destacam-se por sua estabilidade, alto teor

proteico e perfil de aminoacidos favoravel, além de propriedades funcionais
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promissoras para aplicagdes alimenticias, similares as da proteina de soja. Sua
estrutura e hidrofobicidade desempenham um papel fundamental em suas
interacdes e funcionalidade, tornando-as alvo de pesquisas para otimizagao

tecnologica.

2.4 PEPTIDEOS BIOATIVOS DO GRAO-DE-BICO

Os peptideos bioativos sdo sequéncias peptidicas, geralmente compostas
por 2 a 20 residuos de aminoacidos, derivadas de proteinas maiores, que exibem
propriedades bioativas notaveis, caracterizadas por efeitos benéficos sobre
sistemas bioldgicos especificos (Ulug; Jahandideh; Wu, 2021).

Numerosos peptideos bioativos demonstram uma capacidade
multifuncional, apresentando uma gama diversificada de mecanismos de acao,
o que resulta na manifestagao de multiplas atividades fisiolégicas. Os peptideos
bioativos oriundos de fontes alimentares emergem como candidatos promissores
na concepgao de produtos alimenticios funcionais e/ou nutracéuticos destinados
a mitigacao e gestado de patologias cronicas. Varias investigagdes documentam
a sintese e descricdo de peptideos bioativos dotados de propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-hipertensivas, anti-obesidade,
antimicrobianas e imunomoduladoras (Chakrabarti; Guha; Majumder, 2018;
Erdmann; Cheung; Schroder, 2008; Udenigwe; Aluko, 2012).

Entre os diferentes peptideos bioativos descritos na literatura, destacam-
se aqueles provenientes de leguminosas com atividade inibitoria sobre a enzima
conversora de angiotensina (ECA), amplamente investigados devido ao seu
potencial anti-hipertensivo (Tawalbeh et al., 2023). Proteinas de leguminosas,
como globulinas e albuminas, quando submetidas a hidrolise enzimatica ou a
digestdo gastrointestinal, podem liberar sequéncias peptidicas capazes de
interagir com o sitio ativo da ECA, inibindo a conversdo da angiotensina | em
angiotensina Il, um potente vasoconstritor, além de reduzir a degradacado da
bradicinina, favorecendo efeitos vasodilatadores. A atividade inibitéria desses
peptideos esta frequentemente relacionada a sua estrutura primaria,
especialmente a presenca de aminoacidos hidrofébicos, aromaticos ou com
carga positiva na regido C-terminal, que aumentam sua afinidade pela enzima.

Considerando que a hipertensdo arterial € uma das doencgas crénicas nao
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transmissiveis mais prevalentes no mundo, a identificacdo de peptideos
derivados de proteinas de leguminosas com potencial inibitério sobre a ECA
apresenta elevada relevancia cientifica e nutracéutica, configurando-se como
uma estratégia promissora para o desenvolvimento de alimentos funcionais
voltados a prevencédo e ao manejo dessa condigdo (Korhonen; Pihlanto, 2006;
Udenigwe; Aluko, 2012; Chakrabarti; Guha; Majumder, 2018; Ulug; Jahandideh;
Wu, 2021).

Desta forma, nos ultimos anos, observa-se um aumento significativo do
interesse cientifico na identificacdo de sequéncias peptidicas bioativas
especificas, com potencial para mitigar ou prevenir o surgimento de doencas
cronicas (Korhonen; Pihlanto, 2006). Segundo os autores, peptideos bioativos
provenientes de proteinas alimentares podem ser gerados por meio de diversos
processos, incluindo a hidrolise enzimatica empregando enzimas proteoliticas
derivadas de fontes vegetais ou microbianas, a hidrélise realizada por enzimas
digestivas simuladas em condicbes gastrointestinais, ou por meio da
fermentacdo utilizando culturas iniciadoras apropriadas. Além disso, alguns
estudos tém explorado abordagens combinadas desses métodos para a

produgao de peptideos com atividade bioldgica.

2.5 HIDROLISE ENZIMATICA E DIGESTAO

A hidrolise enzimatica representa o método predominante para a geragao
de peptideos bioativos, caracterizando-se por suas vantagens, tais como a
utilizacdo de condi¢cdes de produgcdo moderadamente controladas e isentas de
solventes organicos e compostos quimicos nocivos. Diversas enzimas
provenientes de animais (tripsina, pepsina, quimotripsina, prostasina,
gastricsina, elastase 1, elastase de neutrdfilos, entre outras), vegetais (papaina,
ficina, bromelaina, etc.) e microrganismos (Alcalase, Neutrase, Everlase,
Protamex, Flavourzyme, Quimosina, etc.) tém sido empregadas com sucesso na
hidrdlise de proteinas (Lorenzo et al., 2018).

As substancias ingeridas oralmente passam por um processo de
metabolizagcdo que envolve diversas enzimas digestivas, iniciando na cavidade
oral, prosseguindo para o estbmago e, por fim, ocorrendo nos intestinos delgado

e grosso. No organismo humano, diversas enzimas proteoliticas participam



21

desse processo, exercendo influéncia significativa na modificagao irreversivel do
perfil peptidico desses produtos. De fato, muitas formulagcdes de peptideos
bioativos sao inicialmente desenvolvidas por meio de uma simulagdo do
ambiente digestivo presente no trato gastrointestinal, onde o tratamento com
proteases resulta na geragado de peptideos "ativos”, os quais séo liberados da
estrutura da proteina nativa (Chakrabarti; Guha; Majumder, 2018).

A digestdo gastrointestinal constitui um processo multifacetado,
caracterizado por reagbes fisico-quimicas, que visa a desintegracdo dos
alimentos mediante a acdo de diferentes enzimas, resultando na liberagcao de
nutrientes passiveis de absorgdo e utilizacdo pelo organismo. No caso das
proteinas suscetiveis a digestdo, estas sofrem hidrélise, culminando na
formagdo de uma ampla gama de peptideos e aminoacidos. A compreenséo
detalhada do processo de digestéo proteica € de suma importancia, uma vez que
exerce influéncia direta sobre o valor nutricional dos alimentos, além do fato de
que os produtos resultantes da degradagao proteica podem possuir relevancia
fisiologica. Nesse contexto, os protocolos de digestdo in vitro surgem como
ferramentas valiosas para a predi¢cao da digestibilidade das proteinas, bem como
para a avaliagdo das alteragdes estruturais que estas sofrem em condigbes
simuladas de fisiologia gastrointestinal (Bohn et al., 2018).

A digestibilidade é comumente empregada como uma métrica na
avaliagao da eficiéncia da protedlise e na disponibilidade das proteinas.
Destarte, as proteinas com alta digestibilidade sao consideradas mais propicias
para a absor¢cdo humana, visto que apresentam uma maior quantidade de
aminoacidos disponiveis para absorgao, proporcionando, consequentemente,
beneficios nutricionais ampliados (Santos-Hernandez et al., 2020).

As globulinas geralmente apresentam resisténcia a digestdo, esta
caracteristica vem sendo considerada na sua forma nativa (in natura), ou seja,
sem sofrer processamento térmico, como proteinas de baixa digestibilidade com
resisténcia a digestdo. Mas, embora no aspecto nutricional a resisténcia a
digestao seja considerada uma caracteristica negativa, resistir a digestdo pode
ser indicativo de um material com potencial liberagdo de peptideos bioativos, a
resisténcia a hidrolises posteriores a digestdo podem garantir que estes

peptideos alcancem de forma integra seu local de agao (Ramani et al., 2021).
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2.6 FENOLICOS E SUAS INFLUENCIAS NAS BIOATIVIDADES

Além das proteinas e peptideos bioativos, os compostos fendlicos
presentes no grao-de-bico vém ganhando destaque por seus efeitos promotores
da saude humana. Dentre esses compostos, destacam-se flavonoides, taninos,
estilbenos e acidos fendlicos, sintetizados principalmente no cotilédone da
semente e na casca, que exercem papel crucial na prevengao do estresse
oxidativo e de doengas crénicas nao transmissiveis (Heleno et al., 2015; Zhao et
al., 2014).

2.6.1 Estresse Oxidativo, Compostos Fendlicos e Avaliagao Antioxidante

A producgao de energia no organismo humano, essencial para manutengao
da vida, ocorre por meio de diversas reagdes bioquimicas acopladas a geracao
de adenosina trifosfato (ATP), sendo a cadeia respiratéria mitocondrial e o ciclo
do acido tricarboxilico (TCA) os principais processos envolvidos. Esses sistemas
metabdlicos, embora eficientes, também levam inevitavelmente a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive oxygen species) e radicais livres
como subprodutos (Phaniendra; Jestadi; Periyasamy, 2015). As ROS incluem
moléculas como o radical superéxido (O,*7), peroxido de hidrogénio (H,0,) e
radical hidroxila (*OH), que, quando nao adequadamente controladas,
promovem a oxidagao de biomoléculas celulares.

Apesar de serem tradicionalmente associadas ao dano celular, as ROS
exercem funcodes fisioldgicas importantes. Elas atuam na defesa imunolégica
contra patdgenos, na sinalizagédo celular e na modulagdo de processos como
proliferagao, diferenciacéo e morte celular programada (Sies, 2015; Zhang et al.,
2016). No contexto fisiologico, as ROS regulam vias como a proteina quinase
ativada por mitogeno (MAPK) e a fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), além de
controlarem a expressao de genes relacionados a inflamagao, apoptose e
resposta antioxidante (Hajam et al., 2022).

No entanto, o excesso de ROS quando sua geragao supera a capacidade
do sistema antioxidante enddgeno caracteriza uma condigdo conhecida como
estresse oxidativo. Nessa situagao, estruturas fundamentais como lipideos de

membrana, proteinas, mitocondrias e o DNA tornam-se alvos de oxidagao, o que



23

contribui para a fisiopatologia de doengas crénicas n&o transmissiveis, incluindo
aterosclerose, diabetes, alzheimer, parkinson e neoplasias (Schieber; Chandel,
2014; Simioni et al., 2018).

Para neutralizar as ROS e manter a homeostase redox, o organismo
dispde de um complexo sistema antioxidante, que pode ser classificado em
enzimatico (incluindo superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e
nao enzimatico, composto por moléculas como acido ascorbico, tocoferdis,
polifendis e peptideos bioativos. Esses antioxidantes atuam por diferentes
mecanismos, entre eles a doacdo de elétrons ou atomos de hidrogénio, a
quelacado de metais de transicao e a regeneracao de outros antioxidantes (Sies,
2015; Simioni et al., 2018).

Em estudos in vitro, diferentes ensaios tém sido empregados para avaliar
a capacidade antioxidante de compostos naturais, sendo os métodos ABTS e
FRAP amplamente utilizados. O ensaio ABTS (2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) é baseado na formagao de um radical catiénico
estavel (ABTSe*), de coloracdo azul-esverdeada, obtido por reacdo com
persulfato de potassio. A capacidade antioxidante é medida pela reducdo do
ABTSe* em presenga dos antioxidantes da amostra, com consequente
diminuicdo da absorbancia em 734 nm. Trata-se de um método sensivel e
versatil, capaz de quantificar compostos tanto hidrofilicos quanto lipofilicos,
atuando principalmente por mecanismos de transferéncia de elétrons (ET),
embora também envolva mecanismos de transferéncia de hidrogénio (HAT)
(Apak et al., 2016; Re et al., 1999).

Por outro lado, o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
quantifica a capacidade redutora de um antioxidante com base na reducao do
complexo férrico (Fe**-TPTZ) a ferroso (Fe?*-TPTZ), gerando um complexo azul
que absorve a 593 nm. O FRAP reflete exclusivamente a atividade antioxidante
por mecanismo de transferéncia de elétrons, em condi¢cées de pH acido (3,6),
sendo, portanto, limitado a deteccdo de antioxidantes com potencial redutor
significativo sob essas condigbes (Benzie; Strain, 1996; Huang; Boxin; Prior,
2005).

A principal distingdo entre os métodos reside, portanto, no tipo de radical
ou ion oxidante utilizado, no pH da reacao e na amplitude dos mecanismos que

sdo capazes de detectar. O ABTS é mais abrangente e sensivel a uma variedade
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maior de compostos, enquanto o FRAP fornece resultados mais especificos para
compostos redutores em condigdes acidas. Ambos, no entanto, apresentam
limitagbes e, quando usados em conjunto, oferecem uma caracterizagao mais
completa da atividade antioxidante de uma amostra (Miller; Rice-Evans, 1996;
Prior; Wu; Schaich, 2005).

Além de peptideos, tocoferdis e carotenoides, os fendlicos totais séo
componentes chave na atividade antioxidante do grao-de-bico (Hussein et al.,
2020). Estudos demonstram uma correlagdo direta entre a concentragcdo de
fendlicos e a capacidade antioxidante. Por exemplo, Hussein Hend et al. (2020)
observaram que uma amostra contendo 3,44 mg de equivalentes de acido galico
por grama apresentou 80,64% de inibicao do radical DPPH, reforgando a relagao
entre fendlicos e atividade antioxidante. Essa associacdo também foi
evidenciada em iogurtes suplementados com farinha de grédo-de-bico, que
apresentaram aumento significativo na capacidade antioxidante pelos métodos
DPPH e FRAP, atribuido principalmente aos flavonoides do grao (Fernandez-
Orozco et al., 2009; Trigueros; Wojdyto; Sendra, 2014).

2.6.2 Peptideos bioativos vs. Compostos fendlicos.

Os estudos revisados demonstram que tanto os peptideos bioativos
quanto os compostos fendlicos do grao-de-bico exercem fungdes antioxidantes
e moduladoras da saude (Heiras-Palazuelos et al., 2013; Quintero-Soto et al.,
2018; Segev et al., 2010). No entanto, uma questao crucial permanece, qual
desses componentes tem um papel mais determinante nas bioatividades
observadas. Peptideos bioativos sao reconhecidos por sua agao especifica em
vias metabdlicas, como inibicdo de enzimas proé-inflamatérias e modulagao da
pressao arterial (Chakrabarti; Guha; Majumder, 2018; Erdmann; Cheung;
Schroder, 2008; Udenigwe; Aluko, 2012). Compostos fendlicos, por sua vez,
destacam-se pela elevada capacidade antioxidante e protecdo contra danos
oxidativos, especialmente nas variedades desi (Sczek, 2019).

Estudos futuros que isolem e comparem a contribuicao relativa de cada
grupo podem esclarecer se os beneficios sdo predominantemente mediados por
peptideos bioativos ou se os fendlicos desempenham um papel mais decisivo.

Essa investigacdo ndo apenas aprofundaria o entendimento cientifico, mas
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também orientaria estratégias de melhoramento genético e aplicagdes

nutracéuticas, potencializando o grao-de-bico como um alimento funcional.

2.7 PROTEINAS E LONGEVIDADE HUMANA

Nos ultimos anos, a alimentagdo tem sido objeto de investigacdo nao
apenas como uma fonte de energia e nutrientes essenciais para o adequado
desenvolvimento e funcionamento do organismo, mas também como uma fonte
de compostos bioativos que potencialmente exercem efeitos positivos na saude
humana (Jakubczyk; Baraniak, 2014). As proteinas desempenham um papel
crucial na dieta, uma vez que fornecem aminoacidos necessarios para as
funcdes organicas adequadas e podem servir como precursores de peptideos
bioativos. Estes peptideos, resultantes do processamento dos alimentos ou
liberados durante a digestdo gastrointestinal, podem exibir atividade fisioldgica
(Vermeirssen; Camp; Verstraete, 2004).

Doengas como doencgas cardiovasculares, hipertensio, diabetes, cancer,
entre outras, tém uma prevaléncia global significativa. Historicamente, o
tratamento primario para essas condi¢gdes tem sido farmacéutico, o que pode
acarretar em toxicidade medicamentosa (Girgih et al., 2014). Além disso, 0 uso
prolongado de medicamentos estd associado a efeitos colaterais adversos,
contribuindo para uma deterioracdo da saude e um aumento dos custos com
cuidados médicos. Diante desse cenario, ha uma crescente necessidade de
abordagens preventivas por meio de escolhas de estilo de vida saudaveis e
estratégias terapéuticas precoce. Nesse contexto, as fontes naturais de
alimentos que contém peptideos bioativos podem desempenhar um papel
significativo na prevencao de doencas, reduzindo assim os custos globais com
saude e diminuindo a dependéncia de tratamentos medicamentosos (Girgih et
al., 2014).

Os peptideos bioativos tém demonstrado influenciar positivamente
diversos sistemas do corpo humano, incluindo o sistema imunoldgico,
cardiovascular, gastrointestinal e nervoso (Hajfathalian et al., 2018). Para
exercer beneficios a saude, é necessario que os biopeptideos (BPs) atravessem
a barreira gastrointestinal e alcancem o tecido ou 6rgao alvo. Os peptideos

alimentares manifestam bioatividades por meio da modulacido de diversos
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mecanismos e vias moleculares, sendo que suas propriedades bioativas sao
influenciadas pela sequéncia, comprimento, hidrofobicidade e composi¢cao. Além
disso, os peptideos alimentares sao geralmente considerados mais seguros do
que as drogas sintéticas. Portanto, os biopeptideos provenientes de fontes
alimentares tém potencial para serem utilizados como alimentos saudaveis ou
nutracéuticos no manejo, prevencao de diversas doengas e promogao da

longevidade (Hajfathalian et al., 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial de liberacdo de peptideos bioativos da globulina
extraida do grao-de-bico (Cicer arietinum L.) da cultivar GB Cappuccino através

da digestdo humana simulada.

3.2 Objetivos especificos

a) Obter farinhas de grao-de-bico a partir de trés matrizes distintas:
graos integrais, graos submetidos a remogéao do tegumento e graos
descascados submetidos previamente a extracdo de compostos
fendlicos com solugao de acetona 70% (v/v).

b) Quantificar e caracterizar a fragao globulina dos graos do cultivar GB
Cappuccino;

c) Avaliar o perfil de hidrdlise da fragcdo globulina frente a digestéao
simulada in vitro;

d) Avaliar as bioatividades dos hidrolisados proteicos, considerando o
potencial de inibicdo de alfa-glicosidase, potencial anti-hipertensivo
(inibicdo de enzima conversora de angiotensina) e o potencial
antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP);

e) Analisar a influéncia das faixas de peso molecular dos peptideos nas
bioatividades;

f) Avaliar a possivel influéncia dos componentes fendlicos nas

caracteristicas e bioatividades dos peptideos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Grao-de-bico (Cicer arietinum L.) da cultivar GB Cappuccino, tipo Desi,
proveniente 2° Lote recebido em outubro de 2022, cedido pela Agro Garbanzo
Producéao Agricola LTDA. (Cristalina, GO). Apds o recebimento, os graos foram

armazenados sob refrigeracao (4 °C) até o momento das analises.

4.2 METODOS

A Figura 1 sintetiza as principais etapas deste estudo, que sao a

seguir detalhadas.
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Grios: Método de extragdo
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Grao integral Grao com retirada Grao com retirada
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Farinha integral Farinha dos cotilédones Farinha dos cotilédones
apés extragdo com
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Isolamento da fragéo globulina total
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! ! ! isténtes a digesta d

por peso molecular equivalente

Figura 1 — Esquema geral das principais etapas do trabalho.
Fonte: a autora (2025).
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4.2.1 Preparo das farinhas

Os gréaos crus foram submetidos a um processo de limpeza manual e
entdo submetidos a trés tipos de tratamentos para produgao de farinhas a serem
destinadas a extragao da globulina total.

Farinha 1: os graos integrais foram triturados em moinho de facas modelo
Pulverisette 14 (Fritsch, Alemanha) e homogeneizados até obtencdo de uma
farinha fina, alcangando uma granulometria adequada, passando por um tamiz
de 80 mesh. A farinhas integral obtida foi empregada no isolamento da fragcéo
globulina total intitulada G1, conforme descrito no item 3.2.2.

Farinha 2: os graos integrais foram primeiramente descascados de forma
manual e entdo submetidos ao mesmo tratamento descrito para a farinha 1. A
farinha de cotilédines obtida foi empregada no isolamento da fragdo globulina
total intitulada G2, conforme descrito no item 3.2.2.

Farinha 3: Para a extragédo da globulina total sem presenca de compostos
fendlicos, foi utilizada a farinha 2 de cotilédones apds ser submetida a extracao
com solugao de acetona a 70% (v/v) na proporcao de 1:10 (m/v, farinha:solugéo
de acetona) , seguindo o descrito por Segev et al. (2010). Apds agitacao orbital
por 30 minutos a temperatura ambiente a suspensao foi centrifugada. Foram

centrifugados a 7.000 rpm (==6.519 X g) por 40 minutos. O sobrenadante foi

descartado e re-extraida com acetona 70% (1:10 m/v). O residuo sélido (pellet),
composto pela fragao insoluvel da farinha, foi disposto em placas de Petri
cobertas com papel e deixado para secagem natural a temperatura ambiente,
visando seu uso futuro. A farinha assim obtida foi utilizada para extracdo da
globulina total intitulada G3, conforme descrito no item 3.2.2.

Com o objetivo de facilitar a identificacdo e comparacéao entre as amostras
de globulinas isoladas a partir de diferentes tratamentos da farinha de grao-de-
bico, foram adotadas as seguintes nomenclaturas padronizadas:

a) G1: globulina isolada da farinha integral de gréao-de-bico;
b) G2: globulina isolada da farinha obtida a partir de gréos descascados;
c) G3: globulina isolada da farinha proveniente da farinha de cotilédones

apos a extragao de compostos fendlicos com acetona 70%.
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4.2.2 Isolamento da fragao globulina

Para realizar o isolamento da globulina total foi adotado o método descrito
por Tavano e Neves, (2008), a partir de cada farinha descrita em 3.2.1.

Cada farinha foi igualmente submetida a extragdo com solu¢do de NacCl
0,5 mol/L (na propor¢ao 1:10 p/v), agitagao orbital por 30 minutos a temperatura
ambiente, e seguida de centrifugagao a 6.519 g por 40 minutos. O sobrenadante
foi reservado e o processo repetido outras duas vezes. Os trés sobrenadantes
combinados, que continham as proteinas soluveis em sal, foram preservados,
enquanto o residuo foi descartado. As proteinas soluveis em sal presentes no
sobrenadante foram entéo divididas em fragdes de albumina e globulina por meio
de dialise contra agua destilada por 24 h, com trocas sucessivas da agua. O
precipitado contendo as globulinas totais foi recuperado por centrifugacdo a

6.519 g por 40 minutos e utilizado para as analises ap6s liofilizagao.

4.2.3 Determinagao de proteinas

A quantificagdo do teor de nitrogénio foi realizada conforme o
procedimento estabelecido pelo método de Kjeldahl, conforme descrito no
manual da AOAC (1955). A concentragdo de proteina foi determinada utilizando-

se o fator de conversao 6,25.

4.2.4 Determinacao de aminoacidos

O perfil de aminoacidos totais da globulina foi determinado no Instituto de
Tecnologia de Alimentos de Campinas/SP, Brasil. A determinacao foi realizada
com pré-coluna, liberados apés hidrélise acida (6 mol/L), sob aquecimento
(110 °C por 20 h), seguida de cromatografia liquida, utilizando um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japao), de acordo com White, Hart
e Fry (1986). Os aminoacidos foram dissolvidos em diluente e introduzidos em
uma coluna C18 Luna/Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 ym; Phenomenex Inc.,
Torrence, EUA), com detector UV ajustado para 254 nm (Shimadzu Corporation,
Toquio, Japao).

A quantificacdo foi realizada por comparagdo com o padrdao de
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aminoacidos da Thermo Scientific (Rockford, IL, EUA), utilizando-se o acido DL-
2-aminobutirico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como padrao interno,
conforme Hagen et al. (1989).

Os residuos de triptofano foram determinados apds hidrolise das
amostras com pronase e reagao com p-dimetilaminobenzaldeido, de acordo com
Spies (1967). As analises foram realizadas em duplicata, aceitando-se
diferencas ndo superiores a 4%, e os dados s&o apresentados como a média

das duas determinacoes.

4.2.5 Perfil de proteinas por eletroforese em gel de dodecil sulfato de sédio-
poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil eletroforético dos extratos aquosos e fragcdes isoladas foi
verificado em gel de dodecil sulfato de sddio e poliacrilamida (SDS-PAGE), de
acordo com o método de Laemmli, (1970), usando 12% para gel de separacao
e 4% para gel de concentragdo. Os géis foram corados com uso de Coomassie

brilliant blue G-250 e descoradas com solugao de metanol-acido acético.

4.2.6 Digestao proteica simulada in vitro

O perfil de hidrolise da globulina isolada frente as enzimas digestivas foi
determinado de duas formas. Primeiramente realizou-se a hidrdlise utilizando-se
apenas as enzimas digestivas pepsina e pancreatina, de forma sequencial,
conforme descrito por Akeson e Stahmann (1964), visando a observagéo do
comportamento de hidrélise ao longo do processo de digestdo. Neste ensaio a
globulina foi por 3 horas sob agao da pepsina, seguidas de mais 24h sob acao
da pancreatina, com tomada de aliquotas de tempos em tempos. A reacao foi
interrompida por fervura por 5 minutos, seguida de centrifugagédo 7.000 rpm/15
min. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo do numero de alfa amino
grupos liberados em solugédo, conforme descrito em 4.2.7, representando o
numero de ligag¢des peptidicas rompidas.

Para expressdo da digestibilidade proteica in vitro e observagdo do
potencial bioativo dos peptideos liberados pela digestado, realizou-se o ensaio

conforme o protocolo estabelecido pelo método INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al.,
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2019). A reagao foi interrompida por fervura por 5 minutos, seguida de
centrifugacao 7.000 rpm/15 min. Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios.
Para célculo da digestibilidade, o percentual de hidrdlise foi calculado de

acordo com a formula:

%H OPA = (AA) x 100
AAtmM

Onde:

AA = total de alfa amino grupos livres determinados na amostra;

AAtm = total de mol aminoacidos na amostra (considerando-se que cada
aminoacido apresenta um alfa amino grupo a ser liberado). O numero total de
mol de aminoacidos da amostra foi determinado através da analise do

aminograma, obtido conforme descrito em 4.2.4.

Para ambos protocolos de hidrélise proteica um branco de enzimas foi
preparado, sem adicdo das amostras, para que se pudesse descontar seus
resultados daqueles efetivamente advindos das amostras. Para todos os ensaios
com hidrolisados apresentados neste trabalho esse desconto do tubo branco foi

realizado.

4.2.7 Determinacgao de alfa-amino grupos livres

Os extratos foram analisados quanto a presenga de alfa amino grupos
livres, que indicam numero de ligagbes peptidicas rompidas. Foi utilizado
reagente OPA (o-ftaldialdeido), conforme descrito por (Church et al., 1983)
adicionando-se diretamente a 130 pyl de amostra 1 ml de reagente OPA,
preparado no dia do ensaio (25 ml de tetraborato de sédio 100 nM, 2,5 ml de
dodecilssulfato de sédio 20%, 40mg de OPA em 1 ml de metanol, 100 pl de B-
mercaptoetanol, volume final de 50 ml ajustados com agua destilada). Apds
exatos 2 minutos de reagao as absorvancias foram lidas a 340 nm contra branco
da reacdo. Uma curva analitica do aminoacido L-leucina foi utilizada para os
calculos e os resultados foram expressos em mol de a-amino grupos/ml de

amostra.
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4.2.8 Fracionamento do hidrolisado por faixa de peso molecular

Os hidrolisados proteicos coletados foram subsequentemente fracionados
por faixas de peso molecular passando por membranas de filtragdo molecular
Amicon Ultra-15 (Merck Millipore, Burlington, MA, EUA), seguindo método
descrito em Uraipong; Zhao, 2016. O hidrolisado de globulina foi primeiro filtrado
através de uma membrana Amicon Ultra-15 com MWCO (peso molecular de
corte) de 10 kDa. Apods centrifugacao a 14.000rpm por 10 minutos, o material
retido na membrana e contendo peptideos >10 kDa, foi recuperado realizando-
se a centrifugacdo com as membranas invertidas a 1000rpm por 5 minutos,
ademais foi adicionado 50ul de agua destilada e repetido o processo com a
membrana invertida para garantir a completa recuperacdo dos peptideos. O
filtrado foi carregado em outra membrana Amicon Ultra-15 com MWCO de 3 kDa.
Apos centrifugagdo o material retido na membrana (peptideos de 3-10 kDa)

foram recuperados e o filtrado, (peptideos <3 kDa) foram reservados.

4.2.9 Determinagao de bioatividades in vitro

As amostras dos diferentes hidrolisados produzidos tiveram suas

propriedades bioativas determinadas, conforme descrito a seguir.

4.2.9.1 Inibigao de alfa-glicosidade (amiloglucosidade)

A atividade inibitéria da alfa-glicosidase foi avaliada seguindo o método
descrito por Diniz et al.,(2025), com modificagdes. Foram incubados 10 uL de
alfa-glicosidase com 10 pL dos extratos por 10 minutos, seguidos da adi¢ao de
20 pL de uma solucao de amido a 1%. Apds 20 minutos de incubacgao a 37°C, a
hidrélise do amido foi monitorada pela quantificagcdo dos agucares redutores
liberados, utilizando o método do acido dinitrossalicilico (DNS) com leitura a 540
nm. Para determinar a atividade enzimatica sem inibi¢gao (considerada como 100%
de atividade), utiliza-se agua destilada em substituicdo aos extratos. Os

resultados foram expressos em termos de porcentagem de atividade inibitoria.
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4.2.9.2 Inibicao da enzima conversora de angiotensina

A atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi
realizada com base no método descrito por Holmquist et al (1969), utilizando
FAPGG (N-[3-(2-furil)acriloil]-L-fenilalanil-glicil-glicina) como substrato, com
algumas modificagdes: 10 uL de ACE (50 mU-mL™") e 40 uL de extratos. Apos 5
minutos, foram adicionados 750 yL de FAPGG-F7131-Sigma (0,5 mM) e a
reacao foi monitorada a 340 nm por 30 minutos, com leituras feitas no tempo
zero e a cada 5 minutos. Para a atividade da ECA ndo inibida (100% de atividade)
foi utilizada agua destilada em substituicdo ao extrato. Os resultados foram

expressos como [C50.

4.2.9.3 Atividade antioxidante

Ensaio de Radical ABTS+: Para a determinacédo por ABTS(2,2’-azinobis (3-
etilbenzoatiazolina-6-acido sulfénico)), primeiramente o radical ABTS+ foi gerado
pela incubagédo de 7 mmol/l de ABTS com 2.4 mmol/l de persulfato de potassio
por 16 horas ao abrigo de luz, como descrito por Shalaby e Shanab (2013). A
solugdo de ABTS foi entdo diluida até 0.700 de absorbancia a 734 nm.
Brevemente: as amostras foram utilizadas em aliquotas de até 250 ul aos quais
foram acrescidos 750 pl de solucado de ABTS. As absorvancias foram lidas apés
reacdo com as amostras por 60 minutos ao abrigo de luz. Uma curva de
referéncia de TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-Carboxylic
Acid) na faixa de concentragao de 0 a 7 nmol foi preparada e os resultados foram
expressos em pmol de equivalentes de TROLOX por mg de globulina.

Para o ensaio de ion Férrico (FRAP) o potencial antioxidante dos extratos
aquosos foi adicionalmente determinado utilizando a reacdo com ion férrico,
conforme descrito por Ahn; Kim; Je, 2014. As leituras foram realizadas a 414nm.

A determinagdo por DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) foi realizada
conforme descrito por Brand-Williams et al. (1995). Brevemente: as amostras
foram utilizadas em aliquotas de até 250 pl aos quais foram acrescidos 1000 pl
de solugdgo de DPPH 0,06 mM, em etanol 80%. As absorbancias foram

determinadas a 517 nm apds incubagao por 30 minutos ao abrigo de luz. Uma
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curva de referéncia de TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
Carboxylic Acid), na faixa de concentragdo de 0 a 7nmol foi preparada e os
resultados foram expressos em pmol de equivalentes de TROLOX por mg de

globulina.

3.2.10 Analise estatistica

As analises foram realizadas no software PAST. Para a avaliacido da
normalidade dos dados foi usado teste de Shapiro-Wilk. Identificada a
normalidade dos dados, a comparagao de resultados de trés ou mais amostras
independentes foi feita com o uso de analise de variancia (ANOVA), seguida de
teste de Tukey. Para amostras dependentes relativas a comparagéao do efeito do
processamento sequencial do grao (integro, descascado e descascado extraido
com acetona) usou-se analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA), com
identificacao das diferencas por meio de comparagdes multiplas pareadas (teste

de Tukey). Adotou-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas do gréo-de-bico sdo predominantemente constituidas por
globulinas, que representam cerca de 43%, quase 50% da proteina total do gréo,
configurando-se como a principal fragao proteica (Borim et al.,2026). De acordo
com Borim et al. (2026), essa fracdo € composta majoritariamente por globulinas
do tipo legumina (11S), que correspondem a mais de 80% do total de globulinas,
enquanto as globulinas do tipo vicilina (7S) representam aproximadamente 17%.
Essa distribuicdo evidencia ndo apenas a relevancia quantitativa das globulinas
na composic¢ao proteica do grao-de-bico, mas também o papel central da fragcao
legumina na determinagdo das propriedades estruturais, nutricionais e
biofuncionais dessas proteinas.

A Figura 2 apresenta o perfil eletroforético obtido por SDS-PAGE das
globulinas de grao-de-bico GB Cappuccino, incluindo a fragao total (globulina
total), bem como suas fragbes isoladas tipo 7S (tipo vicilina) e tipo 11S (tipo
legumina). Esta andlise permite observar com maior clareza as diferengas no

padrao das fragdes presentes na globulina total.
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Figura 2. SDS-PAGE de fra¢des de globulina isoladas do gréo-de-bico var. GB
Cappuccino em condi¢gdes nao redutoras. Faixas: MW — Marcadores de peso
molecular; 1 — Globulinas totais; 2 — Globulinas do tipo legumina (tipo 11S); 3 —

Globulinas do tipo vicilina (tipo 7S).

Fonte: a autora (2025).

A amostra de globulina total (Figura 2) exibe um padrao proteico amplo,
com diversas bandas distribuidas ao longo do gel, refletindo a presenca
combinada das fracgdes tipo vicilina (7S) e tipo legumina (11S), além de possiveis
subunidades menores. As bandas mais proeminentes localizam-se na faixa
intermediaria do gel, correspondendo as subunidades principais dessas
globulinas.As bandas mais representativas dessas proteinas aparecem no
intervalo de 29 a 97 kDa, destacando-se uma banda intensa préxima de 66 kDa.
Em contraste, a fragdo semelhante a vicilina exibiu predominantemente bandas
abaixo de 55 kDa. Esses achados corroboram estudos prévios que descrevem

padrdes eletroforéticos semelhantes para globulinas de diferentes cultivares de
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grao-de-bico (Neves; Silva; Lourengo, 2004).

A Figura 3 apresenta o perfil eletroforético da globulina total antes e apos
a tratamento com B-mercaptoetanol. Apés o tratamento redutor, observa-se que
a fracdo parece conter tantoproteinas monoméricas, cujas bandas
permaneceram inalteradas , quanto proteinas multiméricas, evidenciadas pelas
modificagcdes em determinadas bandas. De forma marcante, a banda intensa

proxima de 66 kDa praticamente desaparece, enquanto surgem novas bandas
na regiao de cerca de 20 kDa.
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Figura 3. SDS-PAGE da globulina total isolada do grao-de-bico var. GB

Cappuccino em condi¢des nao redutoras (1) e redutoras (2). MW: Marcadores

de peso molecular.

Fonte: a autora (2025).

De acordo com Duranti, (2006), a fragdo 7S apresenta bandas
caracteristicas entre 45 e 50 kDa, com uma proteina trimera de armazenamento
comum em leguminosas. As bandas nesta faixa indicam a presenga dominante
das subunidades da vicilina, e sua menor intensidade em relacao a fracao 11S é
compativel com relatos de que essa fragdo representa cerca de 30% das
globulinas do grao-de-bico (Neves; Silva; Lourenco, 2004).

Por sua vez, a fragao tipo 11S (tipo legumina) apresenta bandas muito
intensas, especialmente na regiao intermediaria do gel, compativeis com a forma

monomeérica da legumina dissociada sob condi¢des redutoras. De acordo com
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Lasztity, (1996) e Sanchez-Vioque et al., (1999) nessa fracdo também sé&o
visiveis bandas correspondentes as subunidades a e [, que compdem o
mondmero da legumina e sdo conectadas por uma unica ligagao dissulfeto na
forma nativa. A intensidade e a nitidez das bandas nesta fracdo confirmam a
predominéncia da legumina na globulina total, corroborando relatos anteriores
que indicam que a fracdo 11S € a principal globulina do grao-de-bico,
representando cerca de 60% da proteina total de armazenamento (Chavan;
Kadam; Salunkhe, 1987; Singh et al., 1988).

O perfil de aminoacidos da globulina total evidencia uma composigcéo
caracteristica de proteinas de leguminosas, com predominio de aminoacidos néo
essenciais, especialmente acido glutdmico (19,47 g/100 g de proteina) e acido
aspartico (12,95 g/100 g de proteina). Esses aminoacidos s&o reconhecidos
como constituintes majoritarios de grao-de-bico, refletindo a elevada proporgéo
de residuos carregados negativamente, os quais influenciam propriedades
tecnoldgicas e funcionais dessas proteinas, como solubilidade e capacidade de

interagdo com agua.

Tabela 1. Perfil de aminoacidos da fragao globulina total isolada do grao-de-bico
da cultivar GB Cappuccino.
Aminoacidos (9/100g de proteina) Recomendagao

1 da FAO/OMS/UNU

Média Desvio Infantil Crianga Crianga mais

Padréao velha,

adolescente e

adulto

Nao - - - - -
essencial:

Acido 12,95 0,00 - - -
aspartico

Acido 19,47 0,00 - - -
glutédmico

Serina 6,07 0,01 - - -
Prolina 4,26 0,02 - - -



Glicina
Alanina
Arginina
Essencial:

Treonina

Valina

Metionina +
Cistina
Metionina
Cistina
Isoleucina
Leucina
Tirosina +
Fenilalanina
Tirosina
Fenilalanina

Triptofano

Lisina
Histidina

Total
essencial
Hidrofdbico
total
Hidrofilico
total

Total de BCAA
2

Aromatico

total

3,63
3,89
10,87
2,80
(0,90)
4,07
(0,95)
1,81

(0,67)
1,06
0,75
4.22
7,55
9,33

2,46
6,87
0,64

(0,75)
5,74
2,70

38,86

36,19

63,81

15,84

9,97

0,02
0,03
0,03

0,03

0,03

0,00
0,01
0,01
0,01

0,01
0,01
0,00

0,01
0,00

4,4

9,9

3,3

9,5
9,6
9,4

1.7

6,9
2,1

3,1

4,3

2,7

3,2
6,6
5.2

0,85

S
2,0

2,5

4,0

2,3

3,0
6,1
4.1

0,66

4,8
1,6

39
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" Recomendagdo da FAO/OMS/UNU para cada aminoacido indispensavel (FAO, 2013) para as faixas
etarias de “Bebé” (do nascimento aos 6 meses), “Crianga” (de 6 meses a 3 anos) e “Crianga maior,
adolescente e adulto” (9/100g de proteina). Os resultados entre parénteses representam o Escore Quimico
dos aminoacidos em relagdo a recomendagdo da FAO para criangas pequenas. O valor sublinhado
representa o primeiro aminoacido limitante considerando a recomendagdo para “crianga pequena”. 2
BCAA: aminoacidos de cadeia ramificada

No que se refere aos aminoacidos essenciais, a amostra apresentou teor
total de 38,86 g/100 g de proteina. Destacam-se os elevados teores de leucina
(7,55 g/100 g), isoleucina (4,22 g/100 g) e valina (4,07 g/100 g), resultando em
um conteudo total de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) de 15,84 g/100
g de proteina.

Entretanto, assim como amplamente descrito para proteinas de
leguminosas, observou-se limitagcdo nos aminoacidos sulfurados (metionina +
cistina), cujo teor total foi de 1,81 g/100 g de proteina, valor inferior as
recomendagdes da FAO/OMS/UNU para criangas pequenas. Esse
comportamento é consistente com os achados de Xiao et al. (2022) e de outros
estudos recentes que apontam a deficiéncia de aminoacidos sulfurados como
uma caracteristica intrinseca das proteinas do grao-de-bico, independentemente
do tipo botanico (desi ou kabuli). Além disso, o triptofano (0,64 g/100 g de
proteina) também se apresentou como aminoacido limitante, especialmente
quando comparado as exigéncias nutricionais para populagdes infantis,
corroborando tendéncias observadas na literatura internacional.

A comparagao com estudos recentes que exploraram detalhadamente a
composicao de aminoacidos do grao-de-bico revela que a cultivar GB
Cappuccino apresenta valores de lisina (5,74 g/100 g de proteina) compativeis
ou ligeiramente superiores aos relatados para outras variedades desi. Esse
aspecto é nutricionalmente relevante, uma vez que a lisina é frequentemente
limitante em cereais, reforgando o potencial do grao-de-bico como componente
estratégico em dietas baseadas em combinagdes leguminosa-cereal. Trabalhos
recentes destacam que essa complementaridade aminoacidica contribui para a
melhoria do valor biolégico global das proteinas da dieta,

De forma geral, o perfil de aminoacidos do grao-de-bico desi GB
Cappuccino apresenta elevada similaridade com os dados reportados na
literatura para outras cultivares, confirmando a estabilidade composicional das
proteinas da espécie Cicer arietinum L. (XIAO et al., 2022; ONDER et al., 2023).
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Embora a limitacdo de aminoacidos sulfurados e de triptofano represente
uma restrigao nutricional classica das leguminosas, essa caracteristica tem sido
consistentemente observada em diferentes cultivares de grao-de-bico,
independentemente do tipo botanico ou da origem geografica (TAVANO et al.,
2008; TAVANO et al., 2016). Ademais, evidéncias recentes indicam que dietas
com restricdo de metionina podem estar associadas a efeitos metabdlicos
benéficos, incluindo melhora da sensibilidade a insulina, reducdo do estresse
oxidativo e potencial promogdo da longevidade, o que confere relevancia
adicional as proteinas do grao-de-bico sob a perspectiva funcional e nutracéutica
(MALUNGA et al., 2014; ONDER et al., 2023). Assim, os resultados obtidos
indicam que a globulina da cultivar GB Cappuccino apresenta nao apenas valor
nutricional compativel com o descrito na literatura, mas também potencial para
aplicacdo em estratégias alimentares voltadas a saude e ao desenvolvimento de
ingredientes proteicos de origem vegetal (XIAO et al., 2022).

Um outro aspecto importante de proteinas é seu comportamento frente a
digestao, sendo seu potencial de hidrolise um fator bastante relacionado a este
perfil. Assim, a globulina total isolada foi estudada quanto a seu perfil frente as

principais enzimas de digestao proteica humana (pepsina e pancreatina).
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Figura 4. Perfil de hidrélise das globulinas totais de grao-de-bico (cultivar GB
Cappuccino) durante a digestdo simulada com uso das enzimas pepsina
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(representando seu comportamento frente a fase gastrica: fundo rosa) e
pancreatina (representando seu comportamento frente a fase intestinal: fundo
azul). Os dados representam a média de trés repeticdes. As barras representam

os desvios padroes.

Fonte: a autora (2025).

A digestibilidade das proteinas de leguminosas € profundamente
influenciada por suas caracteristicas conformacionais e estruturais, que
determinam a acessibilidade das enzimas durante a protedlise. No caso das
globulinas, € amplamente reconhecido que esse grupo apresenta menor
susceptibilidade a acdo enzimatica quando comparado a outras proteinas
presentes em alimentos. Estudos demonstram que as globulinas de diversas
leguminosas tendem a resistir a pepsina durante a etapa gastrica, sendo, no
entanto, degradadas em peptideos menores e aminoacidos ao longo da fase
intestinal (Tan et al., 2022). De forma semelhante, pesquisas envolvendo vicilinas
apontam que essas proteinas sofrem hidrélise parcial frente as enzimas
digestivas, e que o processamento térmico pode aumentar a sua vulnerabilidade
a degradacao quando comparado ao seu estado nativo (Tavano & Neves, 2008).

Essa resisténcia inicial a protedlise parece estar associada a organizagao
altamente compacta e estavel da estrutura secundaria das globulinas, que limita
0 acesso das proteases a regides especificas de clivagem. Além disso, em
condi¢cbes acidas, como as encontradas no estbmago, essas proteinas podem
formar agregados robustos, o que refor¢a seu comportamento resiliente frente a
digestdo. Durante o avango da digestdo, a agcdo enzimatica tende a romper
parcialmente  essa  estrutura  organizada, promovendo rearranjos
conformacionais que aumentam o conteudo de cadeias aleatorias;
paralelamente, o estabelecimento de novas ligagcbes de hidrogénio
intramoleculares pode, em alguns casos, dificultar ainda mais a hidrdlise
completa (Kang et al., 2023).

Outro ponto importante é o papel das estruturas em folha @,
caracteristicas das proteinas de leguminosas. Ha evidéncias de que um teor
mais elevado desse arranjo secundario estd associado a maior resisténcia

proteolitica, sendo observada uma relacao inversa entre o conteudo de folha 8 e
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a digestibilidade in vitro (Yang et al., 2016). Além disso, as interagdes entre
proteinas e sua propensdo a agregacao interferem diretamente no processo
digestivo. E relatado que, quando submetidas a condi¢cbes de desnaturagdo
térmica, globulinas podem formar agregados mais frouxos e desordenados,
predominantemente estabilizados por interagdes nao covalentes, mudancas
essas que tendem a favorecer a digestao intestinal (Zhang et al., 2022). Outras
interacdes, como aquelas mediadas por hidrofobicidade superficial e estruturas
em folha B, também desempenham papel relevante na agregagédo durante a
extrac&o, o processamento e mesmo durante a digestao gastrica (He et al., 2021).
Em paralelo, o teor reduzido de cisteina em globulinas contribui para menor
formagao de ligagdes dissulfeto, o que pode facilitar a digestdo, uma vez que
essas ligacbes sdo determinantes na formagdo de agregados proteicos
altamente resistentes (Picariello et al., 2023).

O estado conformacional da proteina antes e durante a digestao é,
portanto, determinante para o grau de hidrélise observado. O desdobramento
das cadeias polipeptidicas esta associado ao aumento da hidrofobicidade
superficial, caracteristica que favorece o acesso das enzimas digestivas e amplia
a extensao da clivagem peptidica. Esse comportamento ja foi documentado em
proteinas de soja e ervilha, nas quais maior exposi¢ao de dominios hidrofébicos
resultou em incremento expressivo da digestdo (Tang et al., 2022). De modo
complementar, a solubilidade das proteinas ao longo do processo digestivo
também se mostra variavel e dependente do ambiente e da composigao proteica.
Condigdes tipicas do estdmago, como acidez elevada, presenca de pepsina e
forcas mecénicas associadas a agitagcdo, podem favorecer a liberagdo de
proteinas e peptideos soluveis. Em grao-de-bico, ha relatos de incremento da
solubilidade apds as fases gastrica e intestinal (Liu et al., 2023; Wang et al.,
2022), possivelmente relacionado a formagdo de peptideos menores, a
exposicao de residuos ionizaveis previamente ocultos no nucleo proteico ou a
repulséo eletrostatica que inibe a formacao de agregados insoluveis (Gao et al.,
2024).

A luz desses aspectos estruturais e fisico-quimicos, o comportamento da
globulina total isolada frente a digestao simulada pode ser melhor compreendido.
Ao avaliar o perfil de hidrélise frente as principais enzimas da digestao proteica

humana, pepsina e pancreatina, observa-se um aumento continuo e significativo



44

na liberacdo de grupos a-amino ao longo do tempo, indicando clivagem
progressiva das ligagdes peptidicas, especialmente apds a adicdo da
pancreatina (Figura 4). Nos primeiros 5 minutos de hidrélise pancreatica, verifica-
se um incremento acentuado do grau de hidrélise (GH), seguido de uma
desaceleracdo apos aproximadamente 5 horas, sugerindo uma rapida liberagéo
inicial de peptideos mais acessiveis e, posteriormente, a persisténcia de
fragmentos mais resistentes a acdo enzimatica.

Essa cinética reflete a atividade combinada e a especificidade das
enzimas utilizadas. A pepsina, uma aspartil-protease ativa em pH acido (1,5-3,0),
atua preferencialmente em ligagcbes envolvendo residuos hidrofébicos
aromaticos, como fenilalanina, triptofano e tirosina (Altun; Cetinus, 2007;
Castafneda-Valbuena et al., 2022), resultando na liberagao inicial de peptideos
hidrofébicos, frequentemente associados a elevada bioatividade antioxidante
(Nwachukwu; Aluko, 2019). A pancreatina, por sua vez, consiste em um
complexo enzimatico contendo endopeptidases (tripsina, quimotripsina e
elastase) e exopeptidases (carboxipeptidases A e B), que atuam sinergicamente
em pH neutro a levemente alcalino, promovendo uma clivagem mais extensiva
e menos especifica dos peptideos previamente gerados (Syarmila et al., 2014).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Figura 5) reforga
essa interpretacdo ao revelar padrdes distintos de digestdo ao longo do tempo,
permitindo acompanhar a cinética de clivagem das globulinas totais. Durante a
fase gastrica simulada, observam-se bandas proeminentes de peso molecular
intermediario, que demonstram resisténcia relativa a agao isolada da pepsina,
mesmo apos 4 horas de digestdo. Tal comportamento é coerente com achados
em outras matrizes vegetais, como fragdes proteicas de arroz, nas quais bandas
persistentes também foram observadas apés digestao gastrica simulada (Zhu et
al., 2008).
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Figura 5. Perfil eletroforético (SDS-PAGE a 12%) da fragao proteica globulina do
grao-de-bico (tipo GB Cappuccino) submetida a hidrélise enzimatica simulada
pelas enzimas digestivas pepsina (1 h, 2 h, 3 h e 4 h) e pancreatina (5 min, 1 h,
2h,3he24h).

Fonte: a autora (2025).

Com a introducédo da pancreatina, mesmo apds apenas 5 minutos de
incubacao, ocorre reducédo evidente na intensidade das bandas de alto peso
molecular, evidenciando a eficacia das endopeptidases pancreaticas na
degradacao de estruturas proteicas mais resistentes a pepsina. No entanto,
bandas de menor peso molecular permanecem visiveis até aproximadamente 3
horas de digestdo, sendo completamente hidrolisadas apenas apds 24 horas, 0
que demonstra a resisténcia relativa de determinados peptideos a acao
enzimatica combinada. Em estudos conduzidos por Lou et al. (2014), essa
resisténcia foi atribuida a presenca de estruturas secundarias estaveis ou a baixa
acessibilidade enzimatica.

Notavelmente, apos 24 horas de hidrélise com pancreatina, observa-se o

surgimento de uma banda especifica, ausente nos demais tempos, com
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mobilidade eletroforética compativel com peptideos de baixo peso molecular
(<10 kDa). Esse padrao é semelhante ao descrito por Tavano e Neves (2008),
que relataram a formagao de uma banda em torno de 20 kDa apés 120 minutos
de hidrolise da vicilina nativa de grédo-de-bico com quimotripsina. Tal similaridade
sugere que a banda detectada apds 24 horas possa representar um fragmento
especifico da vicilina, liberado tardiamente em funcdo da resisténcia
conformacional inicial dessa proteina ao processo digestivo.

De acordo com Shi et al. (2019), a persisténcia de determinadas bandas
durante a digestdo esta diretamente relacionada a conformagéo estrutural das
proteinas e a especificidade das enzimas envolvidas na hidrolise, padrao
semelhante ao observado por Resurreccion et al. (1993), que relataram a
presenga de residuos proteicos resistentes mesmo apos longos periodos de
digestéo in vitro. De maneira geral, observa-se a hidrolise progressiva das
globulinas ao longo do tempo, com rapido desaparecimento das bandas de alto
peso molecular apdés a agcdo da pancreatina e persisténcia temporaria de
fragmentos de baixo peso molecular, os quais sdo completamente degradados
apenas em tempos prolongados de incubagéo.

Portanto, os resultados corroboram que o sistema de hidrélise pepsina-
pancreatina é eficaz na digestdo progressiva das proteinas do grao-de-bico GB
Cappuccino, ao mesmo tempo em que evidencia a influéncia marcante da
estrutura proteica na cinética de hidrolise. A manutencdo temporaria de
fragmentos resistentes sugere que a digestdo dessas proteinas pode favorecer
a liberacao de peptideos estaveis e potencialmente bioativos, aspecto que sera
explorado nas se¢des subsequentes potencial funcional, conforme se observara
a segquir.

Os hidrolisados obtidos ao longo do processo de digestao simulada foram
avaliados quanto a sua capacidade de eliminagéo do radical ABTS". A figura 6

apresenta os resultados.
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Figura 6. Atividade antioxidante do hidrolisado da fragao globulina total do grao-

de-bico (cultivar GB Cappuccino), obtido por digestdo enzimatica simulada com

sequencia de pepsina (3 h) e pancreatina (24 h). A atividade foi determinada pelo

método ABTS eos resultados expressos em nmol de equivalentes de TROLOX

por mg de globulina do hidrolisado.
Fonte: a autora (2025).

De acordo com os dados, as amostras com maior grau de hidrdlise
apresentaram os maiores valores de eliminagao do radical ABTS, sugerindo que
a formacéo de peptideos menores potencializou a capacidade antioxidante. Este
achado esta em consonancia com outros estudos que destacam a eficacia de
peptideos de menor peso molecular (geralmente entre 500 e 1500 Da) na
neutralizagéo de radicais livres (Kou et al., 2013; Li et al., 2008; Pihlanto-Leppala,
2000). A combinagao dessas enzimas permite simular a digestao gastrointestinal
humana e pode ser explorada como estratégia biotecnoldgica para producao de
hidrolisados com propriedades bioativas, como observado também por Sheriff et
al. (2014) e Shiao et al. (2021).

O perfil observado é coerente com a literatura, que demonstra que
diferentes enzimas, ao clivarem ligagdes especificas, liberam peptideos com
caracteristicas distintas (Tavano, 2013). A liberacado progressiva de peptideos
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com maior potencial antioxidante em tempos mais longos pode estar associada
pelo acumulo de fragmentos ricos em aminoacidos hidrofébicos ou aromaticos,
como tirosina, histidina, metionina e triptofano, sabidamente associados a
capacidade de neutralizagdo de radicais livres (Rajapakse et al., 2005; Wang et
al., 2016). Aminoacidos aromaticos (Trp, Tyr, Phe), sulfurados (Cys, Met) e
imidazolicos (His) apresentam elevada capacidade de doar hidrogénio e
estabilizar os radicais (Elias; Kellerby; Decker, 2008; Rajapakse et al., 2005). A
presenca desses residuos confere aos peptideos ndo apenas reatividade
antioxidante, mas também maior estabilidade estrutural, o que os torna mais
eficientes que os aminoacidos livres isolados.

Além disso, a atuacdo sinérgica de residuos especificos, como a
sequencia Pro-His-His, previamente descrito por Chen et al., (1996), também
pode estar contribuindo para os altos niveis de atividade antioxidante
observados nas fragbes com maior grau de hidrolise. Observa-se aumento da
atividade antioxidante com o avango do tempo de hidrolise, especialmente apos
o inicio da agdo da pancreatina, refletindo a importéncia tanto da extensao da
hidrolise quanto da composic¢ao especifica dos peptideos gerados.

Estudos realizados por Del Mar Yust et al. (2012); Kou et al. (2013);
Megias et al. (2007) e Torres-Fuentes et al. (2015) também identificaram
peptideos derivados do grao-de-bico como promissores agentes antioxidantes,
reforcando o potencial da espécie como fonte natural de bioativos. A nossa
investigacdo com a cultivar GB Cappuccino complementa esses achados,
revelando que a digestdo humana pode ser eficiente para liberacdo desses
compostos. O padrdo observado é semelhante ao descrito por Sonklin et al,
(2018), que demonstraram aumento na atividade antioxidante de hidrolisados de
feijao-mungo até determinado tempo de hidrdlise, com estabilizagao do potencial
antioxidante em tempos prolongados, sugerindo saturacdo da capacidade
enzimatica ou limitacdo de substrato.

A literatura ainda evidencia que a digestao gastrointestinal simulada,
como a realizada com pepsina e pancreatina, € capaz de liberar peptideos
bioativos em condigdes proximas as fisioldgicas, com propriedades comparaveis
aquelas observadas em antioxidantes sintéticos (Barbana; Boye, 2011; Kamran
et al., 2023). Tais resultados séo particularmente importantes considerando que

a globulina de grao-de-bico representa a fragdo proteica majoritaria e de alta
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qualidade nutricional.

Nas ultimas décadas, a geragao de peptideos antioxidantes por meio da
hidrolise enzimatica de proteinas alimentares tem despertado significativo
interesse, devido ao seu potencial nutracéutico e funcional. Estudos indicam que
hidrolisados proteicos oriundos de diferentes matrizes alimentares, como
pescado (Bougatef et al., 2010), soja (Moure; Dominguez; Parajo, 2006), leite
(Tsopmo et al., 2011) e farelo de arroz (Zhang et al., 2010), exibem alta
capacidade antioxidante, sendo eficazes na neutralizagdo de radicais livres, na
quelagem de metais e na inibicdo de processos oxidativos. Tais propriedades
tornaram-se ainda mais relevantes diante das preocupacdes sobre os efeitos
adversos de antioxidantes sintéticos, como BHA, BHT e propilgalato
(Samaranayaka et al. 2008).

Diniz et al (2025), ao avaliarem a composi¢ao quimica de 20 gendtipos
brasileiros de grao-de-bico dos tipos desi e kabuli, incluindo a cultivar GB
Cappuccino, observaram que os compostos fendlicos exercem importante
funcao antioxidante. De acordo com o estudo, a cultivar GB Cappuccino, do tipo
desi e com coloragdo marrom intensa, apresentou cerca de 9,21% de tegumento
em relagdo a massa total da semente, sendo esse tegumento responsavel por
5.527,08 ug EAG/g de fendlicos totais e 1.563,17 ug EC/g de flavonoides.

Os resultados indicaram que sementes com maiores teores de fendlicos
totais e flavonoides apresentaram maior atividade antioxidante, tanto nos
tegumentos quanto nas sementes inteiras. Destaca-se que gréaos com
tegumentos de coloragdo mais intensa apresentaram niveis significativamente
mais elevados de antioxidantes.

Siqueira et al (2025), demonstraram que grande parte desses compostos
fendlicos podem se solubilizar facilmente em agua. Isto nos indica que estes
compostos podem, além de estar presentes no sobrenadante da extragao das
globulinas, entrar em contato com as globulinas durante esse processo. De
acordo com Seczyk et al (2019), a formagao de complexos proteina-fendlicos
pode exercer influéncia significativa sobre a estrutura da proteina, sua
solubilidade, hidrofobicidade, dentre outros fatores. Esses compostos fendlicos,
ao se ligarem as proteinas, podem bloquear determinados residuos de
aminoacidos, promovendo alteracbes nas propriedades fisico-quimicas das

mesmas. Esse processo, além de alterar o perfil de hidrélise de proteinas, tem
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sido relacionado, a modificagbes nas propriedades funcionais e biolégicas das
proteinas (Seczyk et al.,, (2019), o que poderia ser um fator confundidor na
conclusdo de que as globulinas seriam as responsaveis pela atividade
antioxidante observada.

Assim, no presente trabalho, observou-se o comportamento das
globulinas isoladas considerando-se a remogao de compostos fendlicos
naturalmente presentes na matriz, especialmente através da remogéo da casca
e também realizacdo da extracdo adicional dos componentes fendlicos do
cotilédone antes da extragdo das globulinas (Figura 7). No estudo conduzido por
Riaz et al. (2010), diferentes solventes foram avaliados quanto a sua eficiéncia
na extracao de compostos fendlicos a partir de graos de grao-de-bico colorido.
Os autores observaram que a acetona 70% apresentou maior rendimento na
extracdo de polifendis totais em comparagdo com outros solventes, como
metanol e etanol em concentragdes similares, sendo também eficaz na obtencao
de extratos com elevada atividade antioxidante. A superioridade da acetona 70%
foi atribuida a sua polaridade intermediaria, que favorece a solubilizacao tanto
de compostos fendlicos hidrofilicos quanto ligeiramente hidrofobicos. Com base
nesses resultados, este estudo adotou a acetona 70% como solvente de escolha
para extracdo de compostos fendlicos presentes nos graos.

A Figura 7 ilustra o aspecto visual das membranas de didlise contendo os
trés diferentes sobrenadantes da extragcdo das globulinas obtidos a partir das
trés farinhas preparadas a partir do grao-de-bico (cultivar GB Cappuccino)

submetidos aos processo de reducao da presenca de compostos fendlicos.
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Figura 7. Aparéncia das membranas de dialise contendo os sobrenadantes das

1

extracdes de globulinas, pos-didlise, conforme descrito em Material e Métodos
(item 3.2.2): (1) extracao da globulina G1, obtida a partir de graos integros com
casca; (2) extracao da globulina G2, isolada de graos descascados (cotilédones);
(3) extragcdo da globulina (G3) isolada de cotilédones apds a extragdo de

compostos fendlicos com acetona 70% (v/v).
Fonte: a autora (2025).
Observa-se que a membrana que corresponde a extracdo de G1

apresenta um sobrenadante levemente amarelado, com precipitado mais

facilmente visualizado no fundo da membrana, indicando que as globulinas
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foram mais facilmente precipitadas ao longo do processo. No entanto, nas
amostras correspondentes as extragdes de G2 e G3, apresentam uma coloragao
opaca e esbranquicada. Este aspecto visual sugere reducao de extracao de
compostos com coloragdo amarronzada, caracteristicos das cascas dos graos,
e que globulinas devem permanecer mais facilmente suspensas no liquido
dialisado durante o proprio processo de dialise.

A didlise é frequentemente utilizada para promover a precipitagao seletiva
de globulinas, separando-as de outras proteinas como as albuminas. Aluko e
Rotimi (2023) e Malik e Saini (2017), observaram que a remog¢éo de compostos
fendlicos pode influenciar a solubilidade e o comportamento de agregacao das
proteinas, especialmente em fungado de alteragbes no pH e da diminuicdo da
hidrofobicidade superficial. Segundo esses autores, esse processo pode resultar
em maior solubilidade proteica em ampla faixa de pH (3—11), dificultando a
precipitacdo. Apesar de preliminares, os achados observados nesta pesquisa
indicam certa semelhanga com esses relatos, e a necessidade de uma
investigacdo mais aprofundada sobre o papel dos fendlicos nas interagdes
proteina-proteina durante a etapa de dialise.

Chang et al., (2012) relatou que a presenca de componentes como cascas
e compostos fendlicos podem estabilizar as estruturas proteicas através de
interagdes hidrofdbicas, reduzindo sua solubilidade em meio aquoso. Ademais,
futuramente serdo avaliados os percentuais de rendimento para melhor
compreensao sobre a recuperacao da globulina com diferentes condi¢cdes de
extracao.

A Figura 8 apresenta o perfil eletroforético das globulinas totais isoladas
das trés diferentes farinhas, buscando-se verificar se houve alteragao desse
perfil com a modificagdo da matriz de extragdo. Observa-se um padrdao de

bandas bastante consistente entre as trés amostras analisadas: G1, G2 e G3.
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Figura 8. SDS -PAGE de globulinas totais de de grao-de-bico isoladas a partir
de trés diferentes matrizes: . (G1) Globulina isolada da Farinha do gréo inteiro;
(G2) globulina isolada da farinha obtida a partir de grdos descascados
manualmente, antes do processo de moagem; (G3) globulina isolada da farinha
proveniente de cotilédones de graos descascados manualmente, apds a
extracdo de compostos fendlicos utilizando solugdo de acetona 70% (v/v). Gel

de 12 % de acrilamida com amostras n&o tratadas com mercaptoetanol.
Fonte: a autora (2025).

Notavelmente, a comparagao entre os trés perfis eletroforéticos
demonstra uma uniformidade significativa no padrao de bandas, o que evidencia
que os diferentes tratamentos aplicados, como a remogao da casca (rica em
compostos fendlicos) e a extragdo com acetona 70%, n&o alteraram
substancialmente a composi¢ao das globulinas em termos de suas subunidades
proteicas.

Dessa forma, os resultados apresentados reforcam que, apesar das
variagdes nas farinhas utilizadas (inteira, sem casca, e sem casca com extragao

com acetona 70%), a fracdo globulina isolada apresenta um perfil proteico
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altamente conservado. Esta constatacdo é relevante tanto do ponto de vista
funcional quanto tecnolégico, uma vez que confirma a integridade estrutural das
globulinas apds etapas de processamento e remog¢ao de componentes da matriz.

Ja a Figura 9 apresenta o perfil eletroforético das globulinas de grao-de-
bico da cultivar GB Cappuccino, obtido por SDS-PAGE nas mesmas condi¢des
aplicadas a analise anterior, porém com gel de 20 cm, sendo o anterior com gel
de 10 cm (Figura 8). Esse teste foi realizado para se conferir a separagao entre
as bandas, uma vez que o gel de 20 cm poderia permitir maior deslocamento

entre as proteinas.

G1 G2 G3

Figura 9. SDS -PAGE a doze por cento (gel de 20cm) de isolados de proteina
de grao-de-bico globulina. (G1) Globulina isolada da Farinha do grao inteiro; (G2)
globulina isolada da farinha obtida a partir de grdos descascados manualmente,

antes do processo de moagem; (G3) globulina isolada da farinha proveniente de
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cotilédones de gréos descascados manualmente, apos a extragdo de compostos

fendlicos utilizando solugao de acetona 70% (v/v).
Fonte: a autora (2025).

As trés amostras analisadas G1, G2 e G3 apresentam novamente um
padrdo de bandas altamente semelhante (Figura 9), confirmando a
reprodutibilidade e uniformidade da composicdo proteica extraida,
independentemente da dimensdo do gel. Essa semelhanga reforca que a
resolugdo obtida com o gel de 10 cm € adequada para a caracterizacdo das
globulinas.

Uma vez que estudos demonstram que a presenca de compostos
fendlicos podem promover ligagdes cruzadas com as proteinas e reduzir sua
solubilidade, por dificultar a agdo das enzimas digestivas (Santos-Hernandez et
al., 2020), cada uma das trés globulinas isoladas foi submetida ao protocolo de
digestéo simulada in vitro para observacao do efeito desse processo de redugéo
dos fendlicos tanto no potencial de hidrdlise como nas bioatividades estudadas.

A Figura 10 ilustra o grau de hidrélise das trés globulinas em fungao das
etapas do protocolo INFOGEST.
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Figura 10 — Percentual de hidrolise (100%) das globulinas do grao-de-bico tipo

Desi (G1 — globulina total; G2 — globulina obtida apds remoc¢ao da casca; G3 —
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globulina submetida a extracdo adicional de compostos fendlicos com acetona
70%) ao longo das diferentes etapas do protocolo INFOGEST (fase gastrica, fase
intestinal sem centrifugacéao e fase intestinal centrifugada). Os resultados sao
expressos como média + desvio padrdao de trés repetigdes. Letras diferentes
sobrescritas indicam diferenga estatisticamente significativa entre as amostras
entre as etapas de digestdo (minusculas) e entre as amostras da fase intestinal

(maiusculas) com e sem centrifugacao (p < 0,05).

Fonte: a autora (2025).

Na fase gastrica, observou-se baixo grau de hidrdlise para as trés
globulinas. Esses resultados confirmam a baixa suscetibilidade das globulinas a
digestdo gastrica, atribuida a sua estrutura compacta e a limitada agdo da
pepsina sob condi¢des acidas, conforme amplamente descrito na literatura para
proteinas de reserva de leguminosas (Tavano & Neves, 2008; Tan et al., 2022).
Embora os valores absolutos sejam reduzidos, a analise estatistica indicou
pequenas diferengas, porém significativas, entre as amostras (p < 0,05), sendo
G1 superior a G2, que foi superior a G3.

Em contraste, a fase intestinal promoveu um aumento expressivo e
estatisticamente significativo (p < 0,05) na hidrolise de todas as globulinas,
evidenciando que a maior extensao da hidrélise ocorreu apés a acado das
enzimas pancreaticas. Entre as globulinas ndo houve diferencga significativa na
fase intestinal, apds hidrélise com a pancreatina, o que foi diferente do esperado
para as amostras extraidas na auséncia de fendlicos, com base nos relatos de
que proteinas com menor interacdo com outros compostos tendem a apresentar
maior suscetibilidade a hidrélise gastrointestinal (Yang et al., 2016; Liu et al.,
2023).

Ao final dos processos de digestao e interrupcéo das reagdes por fervura,
as amostras foram centrifugadas, como descrito em Material e Métodos. Porém,
estes sobrenadantes foram comparados com seus respectivos sem centrifugar.
A comparacgao revelou valores muito proximos para todas as amostras, sem
diferengas estatisticamente significativas entre as formas de hidrolisados (p >
0,05). Esse resultado indica que a centrifugagéo nao alterou substancialmente a

concentragédo de grupos a-amino (Figura 10) , sugerindo que a maior parte dos
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peptideos gerados durante a digestdo intestinal permaneceu soluvel. Esse
comportamento reforca que, mesmo sem atingir 100% de hidrolise, os
fragmentos peptidicos formados apresentaram elevada solubilidade,
caracteristica associada a redugao do tamanho molecular e a exposicdo de
residuos hidrofilicos ao longo da digestdo enzimatica. A elevada solubilidade dos
peptideos é um aspecto relevante do ponto de vista nutricional e funcional, uma
vez que favorece a absorgao intestinal e o potencial bioativo e de aplicagcéo
desses fragmentos (Liu et al., 2023; Gao et al., 2024).

A analise eletroforética das fragdes de globulina (G1, G2 e G3) submetidas
ao protocolo INFOGEST permitiu avaliar visualmente as alteragdes no perfil

proteico ao longo das fases gastrica e intestinal da digestao in vitro.

- e ———
— G2 G3 Gl G2 G3 _ BRANCO BRANCO
FG FG FG - Fi FI FI FG Fl

Figura 11. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das fragbes de globulinas do grao-
de-bico (G1: globulina total; G2: globulina sem casca; G3: globulina sem casca
com remogao de fendlicos) submetidas ao protocolo in vitro de digestao

gastrointestinal INFOGEST. As amostras foram coletadas apds a fase gastrica
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com pepsina (FG) e apos a fase intestinal com pancreatina (Fl). “Branco FG” e
“Branco FI” correspondem aos controles sem adi¢ao de proteinas, apenas com

as enzimas respectivas.

Fonte: a autora (2025).

Conforme observado no gel (Figura 11), durante a fase gastrica observou-
se a manutenc¢ao da maioria das bandas de alta massa molecular em todas as
amostras analisadas, indicando limitada degradacéo proteolitica nessa etapa.
Esse comportamento confirma a reconhecida resisténcia das globulinas a
digestao gastrica, atribuida a sua estrutura compacta e a baixa acessibilidade
dos sitios de clivagem sob condigdes acidas (Tavano; Neves, 2008; Tan et al.,
2022). Estudos que empregaram SDS-PAGE para monitorar a digestao in vitro
de proteinas de leguminosas também relataram alteragbes pouco expressivas
no perfil eletroforético apds a fase gastrica, reforcando a baixa eficiéncia da
pepsina na hidrélise dessas proteinas (Minekus et al., 2014; Kang et al., 2023).

Observa-se, nas trés primeiras colunas correspondentes a fase gastrica
(FG), a presencga de bandas na regidao de menor peso molecular, destacando-se
uma banda mais intensa em G1, com reducao de intensidade em G2 e auséncia
aparente em G3. Esse padrdo sugere que, durante a digestdo gastrica, a
globulina total (G1) apresentou maior suscetibilidade a acdo da pepsina,
favorecendo a formagao de estruturas proteicas de menor massa molecular. A
menor intensidade observada em G2 e o desaparecimento dessa banda em G3
indicam que as condi¢gdes associadas a remog¢ao do tegumento e a extracao
prévia de compostos fendlicos podem ter influenciado a disponibilidade ou a
exposicao dos sitios de clivagem enzimatica, resultando em menor formagao ou
maior degradacgao desses fragmentos especificos. Esses achados qualitativos
corroboram os dados quantitativos, nos quais foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras G1, G2 e G3 na fase gastrica,
reforcando que os tratamentos aplicados as matrizes influenciaram o perfil de
hidrodlise proteica.

Com a progressao para a fase intestinal, caracterizada pela acao da
pancreatina, observou-se redugao significativa da intensidade das bandas de

alta massa molecular, acompanhada do surgimento de bandas menos intensas
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em regides de menor peso molecular ou do desaparecimento quase completo
das bandas originais. Esse padréao eletroforético indica a ocorréncia de hidrdlise
proteica mais intensa durante a digestao intestinal, resultado da agado combinada
de enzimas pancreaticas como tripsina e quimotripsina, as quais apresentam
maior afinidade por proteinas globulares previamente desnaturadas ou
parcialmente expostas durante a fase gastrica (Minekus et al., 2014; Tan et al.,
2022).

Esse resultado esta em concordancia com os dados quantitativos de
liberagdo de grupos a-amino e equivalentes de leucina, que indicaram maior grau
de hidrdlise para essa fase. Com o gel de 12%, ainda é possivel observar-se
algumas bandas (Figura 11), o que demonstra que os hidrolisados contam com
peptideos resistentes a digestao

A persisténcia de bandas observadas apds a exposicdo das amostras a
pancreatina pode indicar a formacao de fragmentos peptidicos relativamente
resistentes a protedlise pancreatica, o que nao implica necessariamente em
completa degradagao enzimatica, mas sim na geragao de peptideos de maior
estabilidade frente as enzimas digestivas, os quais tém sido associados, na
literatura, a potenciais atividades bioldgicas benéficas. De fato, estudos de
digestdo gastrointestinal in vitro mostram que determinadas sequéncias
peptidicas liberadas apds a acdo de pepsina e enzimas pancreaticas podem
resistir a degradacdo enzimatica e manter a integridade suficiente para exercer
atividades fisiolégicas, como inibicdo de enzimas digestivas, atividade
antioxidante e efeitos anti-inflamatérios em modelos celulares (Tsugami et al.,
2018; Adjonu et al., 2022).

Por exemplo, foi demonstrado que hidrolisados pancreaticos de proteinas
do soro de leite apresentam peptideos com propriedades antioxidantes e
mitogénicas que sdo mantidas mesmo apds digestdo pancreatica simulada,
evidenciando que fragmentos relativamente resistentes podem atuar sobre vias
celulares relevantes para a saude (Adjonu et al., 2022). Além disso, fragdes
peptidicas com pesos moleculares entre 5-10 kDa, tipicas de produtos de
digestdo pancreatica, mostraram capacidade de inibir enzimas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos e assim potencialmente contribuir para efeitos
antidiabéticos, o que reforga o valor nutracéutico de peptideos resistentes a

completa protedlise gastrointestinal (Tsugami et al., 2018).
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A geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) constitui um processo
natural do metabolismo celular, podendo ser intensificado em condi¢cdes de
inflamacéo, estresse ambiental ou disfungdo mitocondrial (Sies; Jones, 2020). O
desequilibrio entre a produgao de EROs e a capacidade antioxidante endogena
caracteriza o estresse oxidativo, condicdo associada a danos estruturais a
lipidios, proteinas e DNA, além de contribuir para o desenvolvimento de doengas
crdnicas, como cancer, enfermidades cardiovasculares, diabetes mellitus e
patologias neurodegenerativas (Guo et al., 2014; Torres-Fuentes et al., 2015;
Elshafei, 2020). Nesse contexto, cresce o interesse por compostos bioativos
capazes de atuar como sequestradores de radicais ou quelantes de metais pro-
oxidantes, entre eles peptideos derivados de leguminosas (Zhang et al., 2018;
Rizzo, 2020).

Os resultados obtidos nos ensaios ABTS e FRAP demonstraram que os
hidrolisados proteicos apresentaram atividade antioxidante mensuravel, com
diferencas entre as fases digestivas simuladas, corroborando estudos que
indicam o potencial antioxidante de peptideos derivados da hidrélise de
proteinas de leguminosas (Samaei et al., 2020; Wen et al., 2020).

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método ABTS agora
considerando-se os hidrolisados das trés amostras de globulinas totais, com o
objetivo de investigar o efeito das diferentes etapas da digestdo gastrointestinal
simulada sobre a capacidade de sequestro de radicais livres das globulinas
extraidas na presenca e auséncia dos fendlicos. Afigura 12 apresenta resultados
obtidos.
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Figura 12. Atividade antioxidante da globulina total isolada de grao-de-bico
(cultivar GB capuccinno) apos digestao simulada pelo método do INFOGEST e
determinada pelo método ABTS. Os dados foram expressos como média %
desvio-padrao de trés repeticées, em nmol de equivalente de TROLOX por mg
de globulina, para os grupos G1, G2 e G3 (G1: globulina total; G2: globulina sem
casca; G3: globulina sem casca com remocao de fendlicos) Letras iguais sobre
as barras indicam auséncia de diferenga estatisticamente significativa entre os

grupos (p > 0,05)

Fonte: a autora (2025).

Os valores médios de capacidade antioxidante determinados pelo método
ABTS na fase gastrica variaram entre 9,28 e 12,69 nmol TROLOX (TE)/mg de
globulina, enquanto na fase intestinal observou-se um aumento expressivo, com
valores entre 241,04 e 296,81 nmol TE/mg de globulina, correspondendo a um
incremento superior a 20 vezes entre as fases.

Foi observada auséncia de diferencga significativa entre os grupos G1, G2
e G3 dentro de cada fase avaliada conforme observado a Figura 12. Esse
comportamento estad de acordo com estudos que indicam que a hidrdlise
enzimatica no ambiente intestinal favorece a formagéo de peptideos de menor

peso molecular, estruturalmente mais eficientes na neutralizagédo do radical
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ABTSe*, devido a maior mobilidade eletrénica e a capacidade de doacdo de
hidrogénio ou elétrons (Torres-Fuentes et al., 2011; Megias et al., 2007).

Em estudos comparativos, Evangelho et al. (2021) relataram
aproximadamente 68% de inibigdo do radical ABTS para hidrolisados de
globulina de feijdo, enquanto Ngoh e Gan (2016) observaram 53,33% para
hidrolisados de soja obtidos com Protamex. Embora expressos em unidades
distintas, os resultados do presente estudo indicam elevada capacidade
antioxidante, possivelmente relacionada ao perfil peptidico formado durante a
digestédo intestinal simulada, que pode ter favorecido a liberagdo de aminoacidos
como His, Tyr, Arg e Asp, bem como peptideos contendo residuos hidrofébicos
(Gly, Phe e Val), reconhecidos por conferir maior estabilidade ao radical (Ghribi
et al., 2015; Zhang et al., 2011).

A atividade antioxidante observada na fase intestinal, associada a
auséncia de diferengas estatisticas entre os grupos, reforga a relevancia
fisiologica desses peptideos e indica que todos os hidrolisados avaliados
apresentam potencial antioxidante advindo do material proteico dos graos,
independentemente da atividade de seus compostos fendlicos.

Ainda em relagdo a atividade antioxidante dos hidrolisados, a figura 13
representa os valores obtidos pelo método de FRAP. Na fase gastrica os
resultados variaram de 1,29 a 1,61 mmol TE/mg, enquanto apds a fase gastrica
seguida da fase intestinal os valores aumentaram significativamente, situando-
se entre 3,62 e 4,11 mmol TE/mg, novamente evidenciando que a digestédo

intestinal potencializa a capacidade redutora dos hidrolisados.
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Figura 13 — Capacidade antioxidante determinada pelo método FRAP dos
hidrolisados proteicos nas fases gastrica e gastrica seguida da fase intestinal
(FG + FI), expressa como meédia em nmol de equivalente de TROLOX (TE) por
mg de proteina, para os grupos G1, G2 e G3(G1: globulina total; G2: globulina
sem casca; G3: globulina sem casca com remogao de fendlicos). Letras iguais
sobre as barras indicam auséncia de diferenga estatisticamente significativa

entre os grupos (p > 0,05).

Fonte: A autora (2025).

As analises estatisticas indicaram auséncia de diferenca significativa
entre 0s grupos em ambas as fases avaliadas, reforgcando a observagéo do
comportamento antioxidante semelhante entre os hidrolisados. Esse incremento
da atividade redutora pode ser atribuido a liberacédo de peptideos e aminoacidos
com maior potencial antioxidante ao longo da digestao intestinal, especialmente
Asp, que atua na redugao de Fe3** para Fe** em fungao da carga negativa do
grupo carboxila (Ghribi et al., 2015), e Arg, reconhecida por seu papel como
doador de protons (Zhang et al., 2011). Adicionalmente, aminoacidos como Ala
e Gly contribuem para o aumento da solubilidade e da flexibilidade estrutural dos
peptideos, favorecendo a interagdo com o complexo férrico.
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Resultados semelhantes foram reportados por Pifiuel et al. (2019) e
Santos Aguilar e Soares Castro (2017), que descreveram elevado poder redutor
em hidrolisados de grao-de-bico ricos em Asp e Arg. Embora inferiores aos
valores observados em hidrolisados purificados de globulina (1323-5185 umol
TE/g) descritos por Evangelho et al. (2021), os resultados obtidos neste estudo
sao compativeis com aqueles provenientes de hidrolisados submetidos a
digestdo gastrointestinal simulada, condicdo que representa de forma mais
fidedigna o comportamento fisioldgico desses peptideos.

A atividade antioxidante dos hidrolisados foi também verificada com uso de

DPPH, porém nao foi possivel detecgao nas condigdes aqui adotadas.

Tabela 2 - Atividade antioxidante determinada pelo método DPPH dos
hidrolisados proteicos obtidos apds as fases gastrica e intestinal da digestao
gastrointestinal simulada. (G1: globulina total; G2: globulina sem casca; G3:
globulina sem casca com remocao de fendlicos). N/D*: atividade antioxidante

nao detectada nas condicdes experimentais adotadas.

Amostra Atividade antioxidante pelo método

DPPH
Hidrolisado de fase gastrica G1 N/D*
Hidrolisado de fase intestinal G1 N/D*
Hidrolisado de fase gastrica G2 N/D*
Hidrolisado de fase intestinal G2 N/D*
Hidrolisado de fase gastrica G3 N/D*
Hidrolisado de fase intestinal G3 N/D*

Fonte: a autora.

A auséncia de atividade detectavel no ensaio DPPH n&o implica auséncia
de capacidade antioxidante, mas reflete limitagdes intrinsecas ao método. O
radical DPPHe« apresenta baixa solubilidade em agua e elevada estabilidade
estrutural, o que tende a subestimar a atividade de peptideos hidrofilicos ou de
baixo peso molecular (Rizzo, 2020). Assim, a combinagéo dos métodos ABTS e
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FRAP fornece uma avaliagcdo mais abrangente e fisiologicamente relevante da
atividade antioxidante.

Além da atividade antioxidante, outras bioatividades foram também
testadas. A atividade inibitéria da a-glicosidase foi avaliada nos extratos
provenientes da fase gastrica e intestinal da digestao in vitro (INFOGEST) das

globulinas, conforme metodologia descrita por Diniz et al, (2013).

Tabela 3 — Avaliacdo da atividade inibitoria da enzima a-glicosidase dos
hidrolisados proteicos obtidos apds as fases gastrica e intestinal da digestao
gastrointestinal simulada(INFOGEST). (G1: globulina total; G2: globulina sem
casca; G3: globulina sem casca com remocgao de fendlicos) *Nao foi detectada

inibicdo da enzima a-glicosidase nas condi¢gdes experimentais adotadas.

Amostra Atividade inibitoria de a-glicosidase
Hidrolisado de fase gastrica G1 N/D*
Hidrolisado de fase intestinal G1 N/D*
Hidrolisado de fase gastrica G2 N/D*
Hidrolisado de fase intestinal G2 N/D*
Hidrolisado de fase gastrica G3 N/D*
Hidrolisado de fase intestinal G3 N/D*

Fonte: a autora (2025).

Nas condicdes experimentais empregadas, nao foi detectada atividade
inibitoria significativa da a-glicosidase. A auséncia de inibicdo observada neste
estudo contrasta com achados da literatura que relatam atividade inibitéria da a-
glicosidase em hidrolisados de grao-de-bico, especialmente apds processos
adicionais como cozimento e ultrafiltracdo (Mojica et al., 2015; Castafieda-Pérez
etal., 2019) ). Estudos comparativos entre leguminosas demonstram que o grao-
de-bico apresenta maior potencial inibitério quando submetido a tratamento
térmico, comportamento também observado para feijdes e feijao-fradinho,
sugerindo que o calor pode promover alteracdes estruturais nas proteinas,

facilitando a liberagéo de peptideos bioativos durante a digestao (Mojica et al.,
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2015; Castafieda-Pérez et al., 2019). Além disso, a ultrafiltragdo de hidrolisados
obtidos por digestdo com pepsina-pancreatina tem sido associada ao aumento
significativo da capacidade inibitéria da a-glicosidase, reforgcando a importancia
do fracionamento por peso molecular para potencializar essa atividade bioldgica
(Mojica et al., 2015; Castafieda-Pérez et al., 2019).

Evidéncias adicionais indicam que peptideos de menor peso molecular
apresentam maior atividade inibitoria tanto para a a-amilase quanto para a a-
glucosidase, em razado do aumento da afinidade entre o peptideo e o sitio ativo
da enzima. De acordo com Castafneda-Pérez et al. (2019), fragbes peptidicas de
baixo peso molecular apresentam maior capacidade de interagdo com enzimas
digestivas envolvidas no metabolismo de carboidratos, sugerindo que a auséncia
de fracionamento no presente estudo pode ter limitado a detecg¢ao de atividade
inibitoria.

Um fator relevante considerado foi o efeito da concentragado das amostras
e portanto do efeito dose-resposta. Dessa forma, os resultados aqui
apresentados devem ser interpretados a luz dessas limitagdes experimentais,
nao refletindo necessariamente a auséncia de potencial bioativo do grao-de-bico
GB Cappuccino, mas sim as condi¢gdes especificas sob as quais o estudo foi
conduzido, indicando a necessidade de investigacdes futuras mais abrangentes
para a adequada elucidacido do seu potencial. Prova disso foi que, ao se
concentrar as amostras ao se adotar o sistema de filtragdo por membranas de
fracionamento por peso molecular, as amostras ao serem novamente testadas
para a atividade de inibicio da ECA foram todas responsivas, como se
apresentara a seguir.

A separagdo dos peptideos gerados durante a digestdo intestinal
(INFOGEST) das globulinas do grao-de-bico cultivar GB Cappuccino permitiu
avaliar a distribuicao dos grupos a-amino livres entre diferentes faixas de peso
molecular, fornecendo informacdes adicionais sobre a extensao e o padrao da

hidrdlise proteica, além de fornecer dados sobre suas bioatividades (Figura 14).
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Figura 14 — Percentual de distribuicao entre as faixas e taxa de recuperacao
total (valor sobrescrito) dos fragmentos proteicos gerados apds separagao por
peso molecular. (G1: globulina total; G2: globulina sem casca; G3: globulina sem
casca com remocgao de fendlicos). Letras iguais sobre as barras indicam

auséncia de diferencga estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05).

Fonte: a autora (2025).

A quantificagdo de grupos a-amino € amplamente empregada como
indicador indireto da clivagem de ligacdes peptidicas e da formagéo de peptideos
menores ao longo da digestao in vitro (Adler-Nissen, 1986; Nielsen et al., 2001),
porém pode também fornecer informagao sobre o numero de fragmentos e
aminoacidos livres presentes nas amostras, ao se considerar que cada cadeia
proteica, peptideo ou aminoacido livre apresenta apenas um grupamento alfa
amino livre. A analise da distribuigdo dos grupos a-amino entre as fragdes de
peso molecular revelou um padrdo semelhante para todas as amostras, com
predominancia expressiva da fragdo <3 kDa, representando mais de 80 % dos
fragmentos presentes nos hidrolisados (Figura 14).

Esse padréao é amplamente reportado para proteinas vegetais submetidas
a digestao gastrointestinal simulada, nas quais a acdo combinada de
endopeptidases e exopeptidases favorece a geracao de peptideos de baixo peso
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molecular (Minekus et al., 2014; Picariello et al., 2015). A predominancia de
grupos a-amino na fragdo <3 kDa indica que a digestao intestinal promoveu uma
hidrolise extensiva das globulinas, resultando majoritariamente na formagéao de
peptideos pequenos e aminoacidos livres. Peptideos nessa faixa de peso
molecular apresentam maior solubilidade e eficiéncia de absorgéo intestinal,
além de serem frequentemente associados a atividades biolégicas, como
propriedades antioxidantes e anti-hipertensivas (Korhonen & Pihlanto, 2006;
Udenigwe & Aluko, 2012).

As fragdes de maior peso molecular (>10 kDa e 3—10 kDa) apresentaram
valores consideravelmente menores de grupos a-amino em comparagao a fragao
<3 kDa, indicando que parte das proteinas ou peptideos intermediarios resistiu
a agao das enzimas digestivas. Esse comportamento pode ser atribuido a
estrutura altamente organizada das globulinas, caracterizadas por elevado
conteudo de folhas B e interagdes intermoleculares que dificultam o acesso das
proteases a determinados sitios de clivagem (Yang et al., 2016; Kang et al,,
2023). Ainda assim, a detecgdo de grupos a-amino nessas fragbes sugere a
ocorréncia de hidrélise parcial, com formacdo de peptideos intermediarios,
conforme descrito para globulinas de outras leguminosas (Tavano & Neves,
2008; Tan et al., 2022).

Observou-se uma significativa, porém pequena variagéo na detecgéo do
numero de fragmentos por faixa de peso molecular entre as amostras das
globulinas, considerando-se as faixas de 3-10 kDa e >10 kDa (Figura 14). O
material dessa faixas representam cerca de 18% do total de fragmentos
detectados nos hidrolisados. Embora a variagdo entre as amostras e
representatividade destas faixas sejam baixas, podem ajudar a explicar as
variagdes encontradas para as atividades de inibicdo de ECA apresentadas na
Figura 15.

Ainda sobre os dados da Figura 14, estes também indicam que a
recuperacdo dos fragmentos das membranas foi eficiente, alcangando-se
valores bastante proximos de 100% de recuperacdo, aqui calculada pela
comparagao entre o total de alfa amino grupos detectados no hidrolisado antes
de ser fracionado (100%) e a somatdria dos alfa amino grupos detectados entre
as trés faixas de peso molecular para a amostra. Porém, a pequena diferenca de

recuperacao entre as faixas de peso molecular podem também ter interferido no
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resultado observado.

A atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina (ECA),
quando testada nos hidrolisados, ndo pode ser detectada, porém quando a
atividade inibitéria da ECA dos peptideos obtidos a partir da fragao globulina foi
repetida com utilizacdo das amostras fracionadas por peso molecular, os dados
revelaram inibicdo detectavel (Tabela 4 e Figura 15), o que indicou um
comportamento dependente tanto da concentracdo quanto do peso molecular
das fragdes peptidicas avaliadas.

A analise de inibicdo da ECA em fungao das diferentes faixas de peso
molecular dos peptideos (<3 kDa, 3-10 kDa e >10 kDa), permitiu isolar o efeito

do tamanho molecular sobre a bioatividade (Figura 15).
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Figura 15 — Inibigdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) em diferentes
amostras, de acordo com as faixas de massa molecular dos peptideos (<3 kDa,
3-10 kDa e >10 kDa), ja descontado o branco de enzimas e expressos em
unidades de inibigdo de ECA/micromol de alfa-amino grupos. (G1: globulina total;
G2: globulina sem casca; G3: globulina sem casca com remogéao de fendlicos).
Letras iguais sobre as barras indicam auséncia de diferenga estatisticamente
significativa (p > 0,05) entre as fracdes da mesma amostra (minusculas) e para
uma mesma fragéo entre as amostras (maiusculas).
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Fonte: a autora (2026).

Os resultados da atividade inibitéria da enzima conversora de
angiotensina (ECA) indicam que o comportamento das fragdes peptidicas da
globulina da cultivar GB Cappuccino varia de acordo com a faixa de massa
molecular e com o grupo avaliado (Figura 15), nao sendo observado um padrao
unico de aumento proporcional da inibigio com o tamanho dos peptideos.
Quando os dados séo expressos em unidades de inibicao de ECA por micromol
de grupos a-amino, o grupo G1 apresentou maior atividade na fragao <3 kDa
(0,03218), significativamente superior (p < 0,05) as fragbes de 3-10 kDa
(0,01171) e >10 kDa (0,01621), as quais nao diferiram entre si. Para o grupo G2,
a maior atividade foi observada na fragédo intermediaria de 3—10 kDa (0,02876),
diferindo estatisticamente da fracdo >10 kDa (0,01614), enquanto a fragao <3
kDa (0,02151) apresentou comportamento intermediario, ndo diferindo
significativamente das demais. Ja no grupo G3, a fragao de 3—10 kDa apresentou
a maior atividade inibitéria (0,03388), significativamente superior as fragdes <3
kDa (0,02157) e >10 kDa (0,01870), que nao diferiram estatisticamente entre si.

Esses resultados demonstram que a maior atividade inibitéria da ECA nao
esta necessariamente associada as fracbes de menor massa molecular,
contrariando um padrao frequentemente descrito na literatura. Em vez disso, os
dados sugerem que, para a cultivar GB Cappuccino, as fragcbes de 3—10 kDa
desempenham papel central na inibicdo da ECA, especialmente nos grupos G2
e G3, possivelmente em funcédo de sequéncias peptidicas especificas e de uma
combinacdo favoravel entre comprimento da cadeia, composicdo de
aminoacidos e conformacao estrutural (Ramlal et al., 2022; Chavez-Ontiveros et
al., 2022). Claramente se considerarmos que o total e fragmentos presentes na
faixa de fragmentos < 3 kDa, que representam cerca de 8 vezes mais do que o
numero de fragmentos de outras faixas (Figura 14), os peptideos desse conjunto
serdo 0s maiores responsaveis pela atividade do hidrolisado. Porém néo
necessariamente apresentam, por unidade, as maiores poténcias de inibigao.

A normalizacado da atividade pelo niumero de grupos a-amino reforca a
relevancia qualitativa das caracteristicas dessas fragdes, evidenciando que

peptideos de massa intermediaria apresentam elevada eficacia especifica e
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devem ser melhor estudados. Segundo Figueroa-Salcido et al. (2025), peptideos
maiores podem atuar como inibidores ndo competitivos ou interagir com sitios
secundarios da ECA, o que pode explicar a elevada atividade observada nas
fragcdes de 3—10 kDa. Do ponto de vista fisiologico, essas fragdes também séo
promissoras por atuarem como reservatérios de peptideos bioativos, capazes de
serem progressivamente clivados durante a digestdo gastrointestinal,
prolongando o efeito anti-hipertensivo in vivo (GUPTA et al., 2022). Assim, os
resultados posicionam as fra¢des peptidicas de 3—10 kDa da globulina da cultivar
GB Cappuccino como alvos estratégicos para novos estudos sobre esses
fragmentos e seu potencial para o desenvolvimento de ingredientes funcionais
com potencial anti-hipertensivo.

Uma vez que os peptideos da faixa < 3kDa sdo amplamente citados na
literatura como de maior potencial anti-hipertensivo, a determinagao do IC50 foi
também realizada para esta fragao (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores de IC5, referentes a inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) pelos peptideos obtidos da fracao globulina do grao-de-bico
(Cicer arietinum L.), cultivar GB Cappuccino (tipo desi), em micromoles de
grupos a-amino, determinados a partir das equacgdes de regresséo linear. (G1:
globulina total; G2: globulina sem casca; G3: globulina sem casca com remogao
de fendlicos).

Amostra IC50(em micromol de a-amino grupos)
G1<3KDa 122,79
G2<3kDa 105,07
G3<3kDa 121,36

Fonte: a autora (2026).

A analise complementar dos dados expressos em micromoles de grupos
a-amino permitiu uma interpretagao mais refinada da poténcia especifica das
fracdes avaliadas. O grupo G2 apresentou o menor valor de IC5, em termos de
grupos a-amino (105,07 umol), seguido por G3 (121,36 pmol) e G1 (122,79 umol),
indicando que uma menor quantidade de terminacdes peptidicas livres foi

necessaria para atingir 50% de inibigao da ECA (tabela 4). Esse comportamento
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sugere maior eficiéncia estrutural dos peptideos presentes no grupo G2,
possivelmente associada a composicdo de aminoacidos e a presenga de
residuos hidrofébicos nas extremidades das cadeias peptidicas, favorecendo a
interagdo com o sitio catalitico da enzima e com o ion zinco presente no centro
ativo (Ramlal et al., 2022), embora ndo se tenha observado clara diferenga entre
o numero de fragmentos detectados entre as globulinas para essa faixa de peso
molecular (Figura 15). Porém, a diferengca entre as outras duas faixas
observadas entre as trés globulinas sugerem que uma pequena variagdo no
comportamento de liberacdo dos peptideos deve haver ocorrido, ndo sendo os
demais métodos deste estudo sensiveis o bastante para detecta-las.

Esses achados reforgam a relevancia fisioldgica dos peptideos derivados
do grao-de-bico GB Cappuccino e ampliam a perspectiva de aplicagao funcional
desses compostos em concordancia com as observagdes de outros autores
(Chavez-Ontiveros et al., 2022; Figueroa-Salcido et al., 2025).

6 CONCLUSAO

De forma integrada, os resultados obtidos demonstram que a fragao
globulina da cultivar GB Cappuccino constitui uma matriz proteica promissora
para a geragao de peptideos bioativos apds digestado gastrointestinal simulada.
A caracterizacdo da fragdo globulina confirmou sua predominéncia na
composic¢ao proteica do grao-de-bico, com perfis compativeis com globulinas do
tipo legumina (11S) e vicilina (7S), evidenciando que a presenga de compostos
fendlicos ndo promoveu alteragdes estruturais detectaveis na proteina intacta.

A digestéo simulada in vitro demonstrou elevada suscetibilidade da fragéo
globulina a acédo das enzimas digestivas, resultando em hidrodlise eficiente e na
liberagédo de peptideos de diferentes faixas de peso molecular ao longo do
processo digestivo. A analise eletroforética evidenciou diferengas no padrao de
bandas durante a fase gastrica entre os tratamentos avaliados, com variagbes
na intensidade e presenca de fragmentos de menor peso molecular, indicando
que os compostos fendlicos influenciaram o processo de digestao proteica.
Esses achados qualitativos foram corroborados pelos dados quantitativos, nos
quais se observaram diferengas estatisticamente significativas entre G1, G2 e

G3 na fase gastrica, confirmando que os fendlicos exerceram efeito relevante na
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dinamica de hidrodlise enzimatica.

Os hidrolisados obtidos apresentaram bioatividades relevantes, com
destaque para a atividade antioxidante e a consistente capacidade de inibicéo
da enzima conversora de angiotensina (ECA). A analise das fragdes peptidicas
indicou comportamento diferenciado em fungcdo do peso molecular,
especialmente em relagdo a inibicdo da ECA; entretanto, a similaridade dos
valores de ICs, entre os grupos avaliados sugere manutencdo do potencial
bioativo global.

De modo geral, os resultados reforcam que a cultivar GB Cappuccino
representa uma fonte proteica de elevada qualidade nutricional e com potencial
funcional significativo. A liberagcdo de peptideos com atividade antioxidante e
anti-hipertensiva evidencia sua relevancia como ingrediente com potencial
aplicagado nutracéutica. Assim, o consumo de grao-de-bico, especialmente de
cultivares com caracteristicas diferenciadas como a GB Cappuccino, pode
contribuir para estratégias alimentares voltadas a promogdo da saude,
prevencao de doengas crénicas nao transmissiveis e, consequentemente, para
a melhoria da qualidade de vida e da longevidade. Contudo, as variagdes
observadas no comportamento dose-resposta, particularmente para a inibicdo
da ECA, evidenciam a complexidade das interacbes entre peptideos e outros
componentes da matriz alimentar, apontando para a necessidade de
aprofundamento dos estudos para melhor compreensdao dos mecanismos

envolvidos.
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