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Resumo

As sementes de abdbora sdo, na maioria das vezes, descartadas ou destinadas a alimentago animal, apesar de serem
uma fonte promissora de proteinas. Diversos estudos tém demonstrado o potencial técnico-funcional de diferentes
proteinas vegetais utilizadas no processamento de alimentos como ingredientes para melhoria das propriedades de
formacdo de espuma, emulsificacdo e gelificagdo. Entretanto, a baixa solubilidade em &gua das proteinas de sementes
de abdbora dificulta a sua aplicagdo industrial em diversos produtos. Para superar esta limitacéo, a hidrélise dessas
proteinas surge como uma estratégia promissora para obtengdo de compostos com melhores propriedades técnico-
funcionais em comparagdo com as proteinas nativas. Além disso, os peptideos obtidos podem exercer potenciais
propriedades bioldgicas, tais como: atividades antidiabética, antioxidante, anti-hipertensiva, anti-inflamatoria e
antimicrobiana. Com esta revisdo de literatura, estudos sobre proteinas de sementes de abdbora, sua composigdo e
propriedades técnico-funcionais foram compilados. As propriedades dos hidrolisados e peptideos bioativos obtidos por
meio da hidrélise enziméatica das proteinas de sementes de abdbora foram enfatizados, de modo a difundir
conhecimentos acerca do aproveitamento sustentdvel de uma fonte proteica de elevado potencial industrial. Os
trabalhos mostraram que a hidrolise enziméatica possibilita a obtencdo de peptideos bioativos com propriedades
bioldgicas relevantes. Porém, estudos também devem ser conduzidos para compreensdo do comportamento dos
peptideos bioativos em diferentes matrizes alimentares e em sistemas in vivo, a fim de reconhecer as suas bioatividades
apresentadas in vitro.

Palavras-chave: Proteina vegetal; Propriedades técnico-funcionais; Propriedades biologicas; Hidrolisados; Peptideos.
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Abstract

Pumpkin seeds are most often discarded or intended for animal feed, despite being a promising source of protein.
Several studies have demonstrated the technical-functional potential of different vegetable proteins used in food
processing as ingredients to improve foaming, emulsification, and gelling properties. However, the low water
solubility of pumpkin seed proteins makes their industrial application in several products difficult. To overcome this
limitation, the hydrolysis of these proteins appears as a promising strategy to obtain compounds with better technical-
functional properties compared to native proteins. In addition, the peptides obtained may exert potential biological
properties, such as: antidiabetic, antioxidant, antihypertensive, anti-inflammatory, and antimicrobial activities. With
this literature review, studies on pumpkin seed proteins, their composition and technical-functional properties were
compiled. The properties of hydrolysates and bioactive peptides obtained through the enzymatic hydrolysis of
pumpkin seed proteins were emphasized, to spread knowledge about the sustainable use of a protein source with high
industrial potential. The works showed that enzymatic hydrolysis makes it possible to obtain bioactive peptides with
relevant biological properties. However, studies should also be conducted to understand the behavior of bioactive
peptides in different food matrices and in vivo systems, to recognize their bioactivities presented in vitro.

Keywords: Vegetable protein; Technical-functional properties; Biological properties; Hydrolyzed; Peptides.

Resumen

Las semillas de calabaza se desechan con mayor frecuencia o se destinan a la alimentacién animal, a pesar de ser una
fuente prometedora de proteinas. Diversos estudios han demostrado el potencial técnico-funcional de diferentes
proteinas vegetales utilizadas en el procesamiento de alimentos como ingredientes para mejorar las propiedades
espumantes, emulsionantes y gelificantes. Sin embargo, la baja solubilidad en agua de las proteinas de semilla de
calabaza dificulta su aplicacion industrial en varios productos. Para superar esta limitacion, la hidrélisis de estas
proteinas aparece como una estrategia prometedora para obtener compuestos con mejores propiedades técnico-
funcionales en comparacion con las proteinas nativas. Ademas, los péptidos obtenidos pueden ejercer potenciales
propiedades bioldgicas, tales como: actividad antidiabética, antioxidante, antihipertensiva, antiinflamatoria y
antimicrobiana. Con esta revision bibliografica se recopilaron estudios sobre proteinas de semilla de calabaza, su
composicién y propiedades técnico-funcionales. Se enfatizaron las propiedades de los hidrolizados y péptidos
bioactivos obtenidos a través de la hidrolisis enzimatica de las proteinas de semilla de calabaza, con el fin de difundir
el conocimiento sobre el aprovechamiento sustentable de una fuente proteica con alto potencial industrial. Los trabajos
demostraron que la hidrélisis enzimatica permite obtener péptidos bioactivos con propiedades biolégicas relevantes.
Sin embargo, también se deben realizar estudios para comprender el comportamiento de los péptidos bioactivos en
diferentes matrices alimentarias y en sistemas in vivo, con el fin de reconocer sus bioactividades presentadas in vitro.
Palabras clave: Proteina vegetal; Propiedades técnico-funcionales; Propiedades biolégicas; Hidrolizado; Péptidos.

1. Introducéo

As industrias de processamento vegetal geram toneladas de residuos anualmente por néo utilizarem de modo integral
as suas matérias-primas, sendo o quinto maior contribuinte para o total de desperdicios de alimentos dentre os diversos
segmentos do setor alimenticio, representando 8% do total (Fava et al., 2015; Banerjee et al., 2017). Entre os alimentos
vegetais que geram uma grande quantidade de residuos, principalmente sementes e cascas, destaca-se a abdbora (Fava et al.,
2015).

A abb6bora pertence a familia Cucurbitaceae (Rahman et al., 2019). Sua producdo mundial aumentou
consideravelmente nos Gltimos anos, passando de 22 milhGes de toneladas em 2008 para 27 milhdes de toneladas em 2017,
sendo a China e a India os principais produtores com cerca de 30 e 20% do total da producdo mundial, respetivamente. Do
ponto de vista nutricional, as abéboras sdo fontes valiosas de carotenoides, mas também contém quantidades significativas de
proteinas, fibras e tocoferol (Norfezah et al., 2011). No entanto, seu processamento, tanto artesanal quanto industrial, gera
toneladas de residuos como as sementes (representam 5% do peso total da abobora) que, apesar de serem uma fonte expressiva
de proteinas (24,5 a 36,0% em base seca), na maioria das vezes sdo destinadas a alimentacdo animal ou descartadas.

As sementes de abobora representam uma fonte relativamente barata de proteinas em comparacdo com produtos de
origem animal. Na industria de alimentos, as proteinas de sementes de abdbora tém demonstrado potencial para diversas
aplicacdes, devido as suas propriedades técnico-funcionais como emulsifica¢do, principalmente (Bucko et al., 2015). Por outro

lado, estas proteinas apresentam restri¢des relacionadas a sua baixa solubilidade em meio aquoso, com valores minimos em pH
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5 (correspondente ao seu ponto isoelétrico) e valores maximos em pH acima de 8, ou seja, a solubilidade aumenta em pH
alcalino (Rezig et al., 2013; Bucko et al., 2015).

A solubilidade é uma propriedade que influencia diretamente nas outras propriedades técnico-funcionais e,
consequentemente, na aplicacdo das proteinas de sementes de abdbora na indUstria alimenticia. Logo, a obtencdo de
hidrolisados a partir destas proteinas surge como uma estratégia interessante para melhorar a solubilidade e outras propriedades
técnico-funcionais como a emulsificagdo e formagdo de espuma (Bucko et al.,, 2016). Além disso, alguns estudos tém
demonstrado que os hidrolisados de proteinas de sementes de ab6bora podem conter peptideos potencialmente bioativos,
apresentando atividades antidiabética, antioxidante e anti-hipertensiva (Vastag et al., 2011; Venuste et al., 2013; Vastag et al.,
2014; Nourmohammadi et al. 2017).

Desta forma, esta revisdo tem o objetivo de apresentar o conhecimento atual sobre as proteinas de sementes de
abobora, sua importancia tecnoldgica e limitacbes em aplicacBes na industria de alimentos, enfatizando a obtengdo de
hidrolisados como uma estratégia para superar os desafios relacionados a sua técnico-funcionalidade. Assim, esse estudo
descreve as principais formas de obtenc¢do e as propriedades multifuncionais dos hidrolisados e peptideos obtidos a partir de
proteinas de sementes de abdbora, assim como as perspectivas futuras e desafios para otimizar a sua aplicagdo em diversos

produtos alimenticios.

2. Metodologia

O presente trabalho trata-se de uma revisao narrativa, sobre 0s temas relacionados com propriedades multifuncionais
dos hidrolisados de proteinas de sementes de abdbora. As informacGes foram adquiridas com base em uma extensa pesquisa
bibliogréafica nas seguintes bases de dados eletronicas: Web of Science, Scopus, Pubmed, Science Direct e Google Académico.
Para a busca de artigos cientificos, selecionaram-se as palavras-chave “proteinas vegetais”, “aboboras”, “sementes de abobora”,
“residuos agroindustriais”, “proteinas de sementes de abdbora”, “propriedades técnico-funcionais de proteinas de sementes de
abobora” e “propriedades bioldgicas de proteinas de sementes de abobora”.

Os critérios adotados para a sele¢do dos artigos incluiram estudos publicados em inglés, predominando aqueles
publicados nos dltimos 15 anos. Além disso, para evitar possiveis fontes de viés e com base no objetivo do estudo, foram
utilizados critérios de inclusdo/excluséo e eliminagdo de duplicatas para elegibilidade.

Os resultados da revisdo narrativa foram apresentados no fluxograma ilustrado na Figura 1. Inicialmente, foram
identificados 5543 artigos, dos quais 451 artigos no Web of Science, 446 no Scopus, 607 no Pubmed e 4039 no Science Direct.

Apos os critérios de inclusdo/exclusdo e eliminagdo de duplicatas, a amostra final foi de 28 artigos.
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Figura 1 — Fluxograma referente a busca de dados.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Composic¢do das sementes de abdbora e suas proteinas

As abbboras pertencem a familia Cucurbitaceae (Rahman et al., 2019) e sua producdo se destaca no Brasil e em
diversos outros paises (Miti¢ et al., 2018). Embora existam diversas variedades cultivadas em todo o mundo, as especies
comercialmente mais importantes sdo a Cucurbita pepo, C. maxima, C. moschata, C. mixta e C. stilbo (Rezig et al., 2013;
Bucko et al., 2015). Durante a sua industrializagdo, principalmente pelas indUstrias de doces, grande quantidade de residuos
sdo gerados, constituidos principalmente de sementes e cascas. Estes geralmente sdo descartados, fato que requer o
desenvolvimento de alternativas para a sua utilizagdo sustentavel, agregando valor aos produtos obtidos (Vale et al., 2019).

As sementes representam 5% do peso total da abobora e sua composi¢do varia dependendo de fatores como espécie,
variedade, localizacdo e clima. A Tabela 1 apresenta a composicdo centesimal média de sementes de ab6bora descrita em
alguns estudos (Lazos, 1986; Amo et al., 2004; Alfawaz, 2006; Rezig et al, 2012).
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Tabela 1. Composic¢do centesimal média de sementes de abobora.

Valores médios em 100g de semente

Componente
Lazos, 1986 Amo et al., 2004 Alfawaz, 2006 Rezig, et al., 2012

Umidade (%) 5,40 3,08 5,97 8,46
Energia (kcal) 676 628 453 455
Proteinas brutas (g) 32,3 14,31 39,25 33,92
Gordura Bruta (g) 454 52.13 27,83 31,57
Carboidratos (g) 5,55 24,45 11,48 0,11
Fibra Bruta (g) 12,1 2,55 16,84 21,97
Cinzas totais (mg) 4,65 3,60 4,59 3,97

Fonte: Lazos, (1986); Amo et al., (2004); Alfawaz, (2006); Rezig et al, (2012).

Em relagdo as proteinas, nas sementes de abdbora, a maior fracdo proteica é representada pelas globulinas 12S
(Blagrove &Lilley, 1980; Marcone, 1999). As globulinas 12S das sementes de abobora sdo também chamadas de cucurbitinas
e sdo homdlogas as relatadas em sementes de leguminosas, como as proteinas de soja (Rezig et al., 2013; Yang et al., 2019). A
molécula de globulinas 12S tem uma massa molar de 325 kDa e é composta por seis subunidades semelhantes de massa molar
igual a 54 kDa. Estas subunidades, por sua vez, contém duas cadeias polipeptidicas (massas molares de aproximadamente 33
kDa e 22 kDa, respectivamente) que interagem entre si por meio de ligagdes dissulfeto (Colman et al., 1980; Marcone et al.,
1998). As globulinas 12S sdo acompanhadas por albuminas 2S e essas duas fracfes proteicas juntas compdem 59% do teor de
proteina bruta em sementes de ab6bora (Fruhwirth & Hermetter, 2007; Yang et al., 2019). Além disso, pequenas quantidades
de globulinas 18S foram detectadas, as quais provaram ser um dimero dos componentes 12S (Blagrove & Lilley, 1980; Yang
etal., 2019).

As proteinas tém uma série de fungdes no desenvolvimento saudavel da populagdo, principalmente em relagdo ao
fornecimento de aminoécidos essenciais para a nutricdo humana (Devi et al., 2018). Neste sentido, o fornecimento dietético de
aminodcidos essenciais em quantidade e qualidade adequados é igualmente importante para as funcgdes fisioldgicas do corpo
humano. No caso das proteinas de sementes de abdbora, estas apresentam quase todos 0s aminoécidos essenciais e que
desempenham papéis importantes tanto como unidades de construgdo proteica quanto como intermediérios ho metabolismo
(Asiegbu, 1987; Rezig et al., 2013; Amin et al., 2019). A composi¢cdo média de aminodcidos das proteinas de sementes de
abobora é apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2. Perfil de aminoacidos (g/100 g) em sementes de abdbora.

Aminoacido Valor nutricional (9/100 g)
Alanina 0,74-6,9
Arginina 1,70 - 23,10

Acido aspartico 2,05-2,70
Cistina 0,40 - 6,40
Acido glutamico 3,50 - 3,73
Glicina 1,50-6,80
Histidina 0,80 - 3,00
Isoleucina 0,81 - 4,90
Leucina 2,30-12,20
Lisina 1,50 - 4,00
Metionina 0,30 - 2,10

Fenilalanina 1,30-8,20

Prolina 1,70-5,00

Serina 0,64 -7,40
Treonina 0,83-3,40
Triptofano 0,60
Tirosina 0,83-4,30
Valina 1,36 - 6,70

Fonte: Asiegbu, (1987); Rezig et al., (2013); Amin et al., (2019).

3.2 Propriedades técnico-funcionais de proteinas de sementes de abobora

As proteinas vegetais sdo consideradas as fontes mais baratas e abundantes de proteinas, sendo também a melhor
alternativa em substituicdo as proteinas animais (Du et al., 2012; Muhamyankaka et al., 2013). Nos dltimos anos, tem crescido
o0 interesse da comunidade cientifica por estudos relacionados a utilizagdo de proteinas vegetais como ingredientes na
alimentacdo, bem como a exploracdo das propriedades técnico-funcionais dessas proteinas. Esse movimento tem sido
impactado por diversos fatores, dentre eles: redugdo de custos, demandas dietéticas religiosas, mudancas relacionadas a estilos
de vida (vegetarianos e veganos) e pessoas com restri¢do de consumo a proteinas de origem animal (Aiking, 2011; Singh et al.,
2014; Tovar-Pérez et al., 2019). Somado a isso, segundo as perspectivas da Organizacdo das Nag¢des Unidas para Alimentagao
e Agricultura - FAO (2015), em 2024 a populacdo mundial seré superior a 7,8 bilhGes de pessoas e estima-se que em 2050 este
namero chegue a 9,7 bilhGes, o que equivale a uma taxa de crescimento populacional de 1,18% ao ano (Grande & Cren, 2016).

As proteinas de sementes de abdbora apresentam uma estrutura semelhante a das globulinas das sementes de
leguminosas (Bucko et al., 2015). Essa semelhanca indica que o isolado proteico de sementes de abdbora tem propriedades
técnico-funcionais comparativas as das proteinas de sementes de leguminosas, como capacidade emulsificante, espumante e
gelificante (Yang et al., 2019). Por outro lado, pesquisas sobre as propriedades técnico-funcionais das proteinas de sementes de
abobora ainda estdo em estagio primario, predominando estudos relacionados somente a sua solubilidade, porém ainda
escassos (Bucko et al., 2015; Rezig et al., 2013). Diversas alternativas tém sido utilizadas para melhorar a solubilidade e outras
propriedades técnico-funcionais destas proteinas, como a emulsificagdo e a formacdo de espuma, de modo a aumentar o seu
potencial de aplicacdo na indUstria de alimentos. Dentre as alternativas, a hidrolise enzimética visando a geracdo de
hidrolisados a partir das proteinas nativas apresenta-se como uma estratégia promissora (Bucko et al., 2016).

Os hidrolisados de proteinas de sementes de abdbora podem desempenhar propriedades técnico-funcionais
melhoradas em relacéo as proteinas nativas, aumentando as opgdes de uso nos diversos segmentos do setor alimenticio. Buc¢ko
et al. (2016) estudaram a influéncia da hidrdlise enzimatica na solubilidade, propriedades interfaciais e emulsificantes
do isolado proteico de sementes de abobora (IPSA). Com a hidrolise enzimatica, a solubilidade dos hidrolisados de IPSA
aumentou em relagcdo a IPSA nativa no intervalo de pH avaliado. A investigacdo tensiométrica mostrou que IPSA e seus

hidrolisados adsorveram nas interfaces da solucéo ar-proteina e da solucao 6leo-proteina em todo o pH (3-8) e forca iénica (O -
6
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1 mol dm NaCl) testados. Isso foi evidenciado devido ao aumento na tensdo interfacial apés um aumento na concentragdo de
proteina em solucdo. IPSA nativa ndo apresentou capacidade emulsificante nas condigdes avaliadas, porém o0s seus
hidrolisados apresentaram capacidade emulsificante independentemente do pH e da forga i6nica.

Aliado ao incremento técnico-funcional proporcionado, os hidrolisados contém peptideos que podem desempenhar
propriedades potencialmente biolégicas como antioxidante, anti-hipertensivo e antidiabética (Vastag et al., 2011; Venuste et
al., 2013; Vastag et al., 2014; Nourmohammadi et al. 2017). Esses peptideos sdo denominados como “peptideos bioativos” e
sdo geralmente compostos de 2 a 20 residuos de aminoacidos (Martines-Villaluenga et al., 2017; Karami & Akbari-Adergani,
2019).

3.3 Métodos para obtencéo de hidrolisados e peptideos a partir da proteina nativa

A escolha do método de hidrolise proteica influencia na geracdo de diferentes hidrolisados e peptideos com distintas
propriedades técnico-funcionais e bioldgicas (Magalhdes et al., 2022). Estas propriedades estdo relacionadas diretamente a
estrutura primaria, tamanho e conformacdo molecular dos hidrolisados e peptideos obtidos (Magalhdes et al., 2022). Além
disso, uma Unica sequéncia peptidica pode ser capaz de exercer diferentes propriedades técnico-funcionais e/ou potencialmente
biologicas (Karami & Akbari-Adergani, 2019). Existem diversos métodos que podem ser utilizados para obtencdo de
hidrolisados e peptideos bioativos de proteinas, como por exemplo: a) digestdo humana, b) fermentagdo utilizando-se culturas
microbianas, c) hidrolise quimica e d) hidrélise enzimatica (Karami & Akbari-Adergani, 2019; Chourasia et al., 2020).

A digestdo humana ocorre naturalmente, na qual a liberagdo de hidrolisados e peptideos inicia-se na boca, onde
proteinas maiores sdo hidrolisadas em fracGes menores (Angelis et al., 2017). Posteriormente, ocorre a digestdo gastrica: o
estdbmago libera &cido cloridrico e pepsina para a digestdo quimica/enzimética das proteinas, levando a liberagdo de
polipeptideos que se movem para o intestino delgado, onde o pancreas secreta as enzimas como tripsina, quimotripsina (Mejia
& Lumen, 2006; Angelis et al., 2017). Estas irdo hidrolisar os polipeptideos em peptideos menores e/ou aminoacidos. Por fim,
esses pequenos peptideos sdo absorvidos pela corrente sanguinea, possibilitando que exergam efeitos sistémicos ou locais nos
tecidos-alvo (Mejia & Lumen, 2006; Angelis et al., 2017).

A fermentacdo é um método eficiente e barato para a producgdo de hidrolisados e peptideos por meio da atividade
microbiana ou atividade enzimatica microbiana (Cabanos et al., 2021). A fermentacdo envolve a incubacdo de microrganismos
especificos que secretam proteases em condi¢Ges ambientais definidas quanto a varidveis como temperatura, pH, potencial de
oxirreducdo e substrato (Sanjukta & Rai, 2016; Cabanos et al., 2021). Estas proteases microbianas sdo capazes de hidrolisar
proteinas alimentares e, assim, produzir hidrolisados e peptideos (Sanjukta et al., 2015). A medida que as enzimas proteoliticas
microbianas hidrolisam as proteinas em fun¢do da sua especificidade, sdo produzidos hidrolisados com diferentes tamanhos,
sequéncias e propriedades quimicas e fisicas (Sanjukta & Rai, 2016). A natureza do substrato proteico, a especificidade das
enzimas proteoliticas utilizadas e as condigbes de processamento (pH, tempo, temperatura e agitacdo) sdo fatores que
influenciam consideravelmente a composicao de aminoacidos dos hidrolisados (Cabanos et al., 2021).

Outro método para obtencdo de hidrolisados e peptideos € a hidrdlise quimica, que pode ser acida ou basica (Posorske,
1984). Apesar de ser altamente eficiente na geragdo de hidrolisados, a hidrélise quimica tem um alto custo operacional devido
as elevadas temperatura e pressdo (Posorske, 1984). Além disso, possui baixa especificidade com formacgdo de produtos
indesejaveis, necessitando-se de etapas posteriores de purificagdo (Castro et al., 2004) ou limitando as aplica¢cdes em produtos
alimenticios. Assim, tem-se usado a hidrélise enzimatica em substituicdo a hidrolise quimica (Posorske, 1984).

A hidrdlise enzimatica é um dos métodos mais utilizados para obtencéo de hidrolisados e peptideos (Magalhdes et al.,
2022). As enzimas sdo biomoléculas que atuam como catalisadores de reages bioquimicas e desempenham um importante

papel em diversos processos industriais (Wang et al., 2018). Elas aumentam a taxa das rea¢es ao reduzir a energia de ativacéo

7


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i8.31161
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/pepsin-a
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/polypeptide
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/microbial-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/enzyme-activity
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978121001066#!
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proteases
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978121001066#!
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/peptide-hydrolases
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978121001066#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643820306253#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643820306253#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643820306253#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643820306253#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643820306253#bib22

Research, Society and Development, v. 11, n. 8, 47211831161, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i8.31161

necessaria para converter os substratos em produtos sem alterar o equilibrio quimico (Wang et al., 2018).

As proteases sdo uma classe de enzimas que possuem grande importancia na obtencao de hidrolisados e peptideos a
partir de proteinas nativas (Wang et al., 2018). Este método consiste na hidrolise da ligagdo peptidica entre aminoacidos
especificos das proteinas, produzindo hidrolisados de varios tamanhos e diferentes estruturas primarias (Agyei et al., 2016;
Wang et al., 2018). Consequentemente, a hidrélise proteica leva a um aumento dos grupos amino e carboxilico ionizaveis e
permite a exposicdo de grupos hidrofébicos, alterando as propriedades técnico-funcionais das proteinas nativas (Agyei et al.,
2016).

Diferentes proteases podem ser aplicadas no processo de hidrolise, as quais podem ser classificadas de acordo com
sua origem (animal, vegetal ou microbiana), tipo de reacdo catalitica (endo ou exopeptidases) e natureza quimica do sitio
catalitico (Aguilar & Sato, 2018; Wang et al., 2018). As endopeptidases hidrolisam as ligacbes peptidicas no interior da
proteina, enquanto as exopeptidases atuam nas extremidades (Muri, 2014; Aguilar & Sato, 2018). A natureza do sitio catalitico
define a classificagdo das proteases em serina, cisteina, asparticas, glutdmico ou metaloproteinas, dependendo do tipo de
aminoacido ou ion metalico presente no seu sitio ativo (Sumantha et al., 2006; Muri, 2014; Aguilar & Sato, 2018).

Dentre as enzimas proteoliticas utilizadas destacam-se a pepsina, tripsina, bromelina e papaina, além das comerciais
tais como Alcalase®, Neutrase®, Protamex® e Flavourzyme® (Muri, 2014; Aguilar & Sato, 2018; Wang et al., 2018). O tipo
de protease utilizada é fundamental, pois estabelece os padrbes de hidrélise das ligacdes peptidicas, determinando diretamente
o0 grau de hidrolise juntamente as condi¢es do processo (Shahiidi & Zhong, 2008). A especificidade das enzimas no substrato
também ir4 influenciar o grau de hidrélise, estando relacionada com os aminoacidos envolvidos na ligagdo peptidica a ser
hidrolisada e aqueles adjacentes a ela (Santos & Koblitz, 2008). Por exemplo, a Alcalase® é uma endopeptidase com ampla
especificidade e preferéncia por residuos ndo carregados, como Ser, Thr, Asp e Glu (Markland & Smith, 1971). J& a
Flavourzyme® é uma mistura natural complexa de diferentes endo e exopeptidases sem especificidade na hidrolise de ligac6es
peptidicas (Blinkovsky et al., 1999). A hidrélise enzimatica também pode ser melhorada usando as condi¢fes 6timas de pH e

temperatura das proteases, visando um maior rendimento na obtengdo de peptideos bioativos.

3.4 Propriedades multifuncionais dos hidrolisados e peptideos de proteinas de sementes de ab6bora

Os hidrolisados e peptideos oriundos de proteinas sdo ingredientes de interesse para a indUstria alimenticia e
farmacéutica ao serem utilizados para melhoria da qualidade dos produtos e promocéo da salide humana (Wang et al., 2018;
Magaldes et al., 2022). A Figura 2 apresenta as principais propriedades multifuncionais desempenhadas por hidrolisados e

peptideos derivados de proteinas alimentares.
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Figura 2 — Propriedades técnico-funcionais e bioativas de hidrolisados e peptideos, respectivamente.

Hidrolisados Peptideos
proteicos Bioativos

Fonte: Elaborada pelos autores (2022).

As propriedades técnico-funcionais dos hidrolisados de proteinas de sementes de abdbora, bem como as propriedades
potencialmente bioativas dos peptideos obtidos por hidrdlise enzimatica, foram até o momento pouco exploradas, sendo 0s

trabalhos apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Propriedades técnico-funcionais e bioldgicas de hidrolisados e peptideos de proteinas de sementes de abodbora

obtidos pela ag8o de proteases.

Substrato Enzima Propriedades Referéncia
Proteina isolada Alcalase®; Pepsina Solubilidade e Capacidade emulsificante  Bucko et al. (2016)
Cucurbitina Alcalase®; Flavourzyme®; Pepsina Solubilidade, Capacidade emulsificante, .
L i o Popovic et al.
espumante e ligacdo ao 6leo. Atividade
o o (2013)
antioxidante (in vitro)
Proteina isolada Alcalase®; Flavourzyme®; Uso sequencial Atividade inibidora da ECA e Vastag et al. (2011)
(Alcalase® + Flavourzyme®) antioxidante (in vitro)
Proteina isolada Alcalase®; Tripsina o o o Nourmohammadi et
Atividade antioxidante (in vitro)
al. (2017)
Proteina isolada Alcalase®; Flavourzyme®; Protamex®; o o o Venuste et
Atividade antioxidante (in vitro)
Neutrase® al. (2013)
Cucurbitina Alcalase®; Pepsina Atividade inibitéria da ECA, antioxidante Vastag et al.
e o.— amilase (in vitro) (2014)

Fonte: Autores.

Bucko et al. (2016) observaram que os hidrolisados do isolado proteico de sementes de abdbora (IPSA) obtidos pela
acdo da Alcalase® e pepsina apresentaram solubilidade e propriedades emulsificantes maiores em comparacdo com a proteina
nativa em toda a faixa de pH avaliada, especialmente na regido de pH proxima ao pl. A solubilidade dos hidrolisados de
Alcalase® e pepsina foi menos dependente do pH em comparagdo com IPSA, ou seja, na faixa de 60% a 76% para

hidrolisados de Alcalase® e superior a 90% para hidrolisados de pepsina. Os efeitos da forca idnica na solubilidade dos
9
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hidrolisados de Alcalase® e pepsina também foram avaliados. Neste caso, os hidrolisados de Alcalase® tiveram menor
influéncia da forca idnica quando comparado aos hidrolisados de pepsina. Ressaltou-se também a presenca de peptideos
relativamente maiores em todos os hidrolisados (14-20, 24 e 36 kDa), os quais devem ser responsaveis pelas excelentes
propriedades emulsificantes obtidos.

Popovi¢ et al. (2013) observaram que a solubilidade dos hidrolisados de cucurbitina obtidos pelas enzimas Alcalase®;
Flavourzyme®; Pepsina, foi maior em comparacdo com a proteina nativa dentro da faixa de pH estudada. A melhor atividade
de emulsdo e indice de estabilidade (AE = 143,28 + 3,05 m?/g e IE = 87,5 + 1,96 min) foi dos hidrolisados obtidos pela enzima
Flavourzyme® enquanto que a Alcalase® produziu hidrolisados com a melhor capacidade de formacéo de espuma (CFE = 242
+ 3,21). Além disso, os hidrolisados obtidos por Alcalase® e pepsina apresentaram poder redutor e atividade de eliminagdo de
cations do radical ABTS*, enquanto os hidrolisados de Flavourzyme® ndo demonstraram essas atividades. O poder redutor de
Fe*e a atividade de eliminagéo de cations do radical ABTS* do hidrolisado de cucurbitina foram positivamente relacionados
ao grau de hidrélise (DH). A maior atividade antioxidante foi encontrada no hidrolisado obtido por Alcalase® a DH 25,6 %
(poder redutor de Fe®* de 0,25 + 0,01 A700 nm e atividade sequestrante de ABTS de 3,34 + 0,02 mmol/L coeficientes
antioxidantes equivalentes de Trolox (TEAC)).

Vastag et al. (2014) observou que o uso de diferentes enzimas na hidrolise de curcubitina ndo afetou
significativamente a atividade de eliminagdo de cétions do radical ABTS* (3,3 mmoL L Trolox para os hidrolisados de
Alcalase® e 3,4 mmoL L para os hidrolisados de pepsina). No entanto, comprovou-se que o poder redutor de Fe3* dos
hidrolisados de Alcalase® foi quase duas vezes maior do que os hidrolisados de pepsina (A;- 700 nm de cerca de 0,25 e cerca
de 0,14, respectivamente). Ambos os hidrolisados de Alcalase® e pepsina provaram também ter atividade inibitoria da ECA e
atividade inibitoria de a-amilase, com valores aparentes de 1Cso de 0,0244 mg e 0,0445 mg atividade inibitéria da ECA,
respectivamente e uma redugdo de até 30% na atividade inibitéria de a-amilase. Os hidrolisados obtidos por meio da acdo da
pepsina demonstraram inibicdo da a-amilase ligeiramente maior do que os hidrolisados da Alcalase®, em todas as
concentracdes de proteina estudadas (0,5 - 2,0 mg.mL™).

Venuste et al. (2013) observou que o uso de diferentes enzimas (Alcalase®; Flavourzyme®; Protamex®; Neutrase®)
usadas na hidrolise de proteinas de sementes de abobora levou a obtencdo de hidrolisados com atividade de eliminacdo de
radicais DPPH, poder redutor de Fe®* e capacidade quelantes de Fe?*. A 10 mg mL ", os hidrolisados aumentaram as
atividades de eliminaco de radicais DPPH (de 21,89% para 85,27% para Flavourzyme®) e o poder redutor de Fe®* (de
Abs 700nm 0,21 para 0,48 para Flavourzyme®). A 1 mg mL" 1, a capacidade quelantes de Fe?* (de 30,50% para 80,03% para
Flavourzyme®) também foi melhorada. Os hidrolisados também mostraram melhores capacidades para suprimir ou retardar a
peroxidagdo lipidica em um sistema modelo de &cido linoleico.

Vastag et al. (2011) observaram que os hidrolisados de proteinas de sementes de abdbora obtidos pelas enzimas
Alcalase® e Flavourzyme® isoladas e em combinacdo, apresentaram atividade de eliminacao de cétions do radical ABTS* e 0
poder redutor de Fe®*. Os hidrolisados de Alcalase® apresentaram atividade de eliminacdo de cations de radical ABTS*
significativamente maior (7,59 + 0,08 mM Trolax mg™) do que os hidrolisados de Flavourzyme® (3,27 = 0,19 mM Trolax mg-
1. Além disso, comprovou-se o poder redutor de Fe®* dos hidrolisados de Alcalase®, com valores maximos de A;- 700 nm
oscilando entre 0,33 + 0,03 e 0,38 + 0,04. Além disso, os hidrolisados de proteinas de sementes de abobora apresentaram
potencial bioativo para a atividade inibidora da ECA. Os hidrolisados obtidos pela acdo da enzima Alcalase® apresentaram
maior atividade inibidora da ECA 71,1 + 7,5% (ICso = 0,422 mg.mL1) em comparagdo com os hidrolisados obtidos pela acéo
da Flavourzyme®, que apresentaram atividade inibidora da ECA de 55,8 + 6,2%.

Nourmohammadi et al. (2017) observou que os hidrolisados de Alcalase® (tamanho de peptideo < 6,5 kDa) atingiram

um méaximo valor de 90% de atividade de eliminacéo de radicais DPPH enquanto os hidrolisados de tripsina atingiram um
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valor maximo de 78%. Além disso, os hidrolisados de Alcalase® exibiram propriedades antioxidantes totais e atividade

quelante de metais (Fe?*) significativamente melhores do que os hidrolisados de tripsina.

A Tabela 4 apresenta um resumo dos resultados dos trabalhos relacionados as propriedades técnico-funcionais dos

hidrolisados de proteinas de sementes de abdbora, bem como as propriedades bioativas dos peptideos obtidos por hidrélise

enzimatica.

Tabela 4. Propriedades técnico-funcionais e bioldgicas de hidrolisados e peptideos de proteinas de sementes de abdbora

obtidos pela ag8o de proteases.

Referéncia

Condicdes enziméticas e de hidrélise

Principais resultados

Nourmohammadi et
al. (2017)

Bucko et al. (2016)

Vastag et al. (2014)

Venuste et
al. (2013)

Vastag et al. (2011)

Alcalase® (5%) e tripsina (5%) na razdo E/S de

1%, 1,5% e 2%. A hidrolise foi realizada por 2; 3,5;

e 5 h sob temperaturas de hidrolise de 45, 50 e
55°C para Alcalase® e 35, 40 e 45°C para tripsina.

Alcalase® e pepsina na razdo E/S de 0,5 ml/g e
0,02 g/g, respectivamente. A hidrolise pela
Alcalase® foi realizada & 50 °C por 30 min

enquanto que da pepsina foi a realizada a 37 °C por
90 min.

Alcalase® e pepsina na razdo E/S de 0,02 g/g. A

hidrolise pela Alcalase® foi realizada a 50 °C, pH

8,00 e concentracdo de NaCl de 40 mg/ml, e para

pepsina a pH 3,00 e temperatura de 37°C. Ambos
por 60 min.

Razdo E/S de 1% para todas as enzimas. A
hidrolise pela Alcalase® foi realizada a 55 °C e &
50 °C para Flavourzyme®, Protamex® e
Neutrase®.

Alcalase® e Flavourzyme® nas razdes E/S de
1/757 glg, 1/385 g/g e 1/250 g/g. Para ambas as
enzimas a hidrolise foi realizada a 50 °C por
60 min. Para a hidrélise com enzimas combinadas,
Alcalase® (E/S 1/250 g/g) foi usada nos primeiros
60 min e entdo, Flavourzyme® foi adicionado (E/S
1/385 g/g) e a hidrolise prolongada até 120 min.

Os hidrolisados de Alcalase® exibiram atividade de
eliminacéo de radicais DPPH, propriedades antioxidantes
totais e atividade quelante de metais (Fe?*) significativamente
melhores do que os hidrolisados de tripsina.

A solubilidade de ambos os hidrolisados (obtidos pela agdo da
Alcalase® e pepsina) foi maior do que a solubilidade da
amostra ndo hidrolisada, especialmente em pH préximo ao pl.
O desempenho emulsificante das proteinas foi dependente do
pH e da forga idnica, enquanto ambos os hidrolisados,
estabilizaram emulsfes com sucesso independente do pH e
forga idnica.

Ambos os hidrolisados de Alcalase® e pepsina apresentaram
maiores valores para atividade de eliminacéo de cations do
radical ABTS*, poder redutor de Fe®*, atividade inibitdria da
ECA e atividade inibitoria de a-amilase.

Os hidrolisados obtidos por Alcalase®, Flavourzyme®,
Protamex® e Neutrase® apresentaram atividade de eliminacéo
de radicais DPPH, poder redutor de Fe3* e capacidade
quelantes de Fe?*, além de melhores capacidades para suprimir
ou retardar a peroxidagdo lipidica em um sistema modelo de
acido linoleico.

Os hidrolisados de Alcalase® e Flavourzyme® isoladas e em

combinagdo, apresentaram atividade de eliminag&o de cations

do radical ABTS*, poder redutor de Fe®* e atividade inibidora
da ECA.

Fonte: Autores.

3.5 Perspectivas futuras e desafios

Conforme dito anteriormente, as proteinas de sementes de abobora apresentam baixa solubilidade em intervalo de pH
de 4,0-6,0, 0o que é uma caracteristica comum para proteinas vegetais. Além disso, foi mostrado que a hidrélise dessas
proteinas pode potencializar as propriedades técnico-funcionais em relagdo & proteina nativa. Por outro lado, existem outras
alternativas que tém sido exploradas e se apresentam promissoras para melhorar a solubilidade e outras propriedades técnico-
funcionais de proteinas vegetais. Dentre essas alternativas, encontram-se as tecnologias ndo convencionais, como por exemplo

ultrassom (Flores-Jiménez et al., 2019; Omura et al., 2021; Lo et al., 2022; Sha et al., 2022), micro-ondas (Ertugrul et al.; 2021;
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Huang et al., 2022), alta pressdo hidrostatica (Liu et al., 2020; Liu et al., 2022) e homogeneizacéo de alta pressao (Guo et al.,
2021; Zhang et al., 2022; Melchior et al., 2022).

Du et al. (2022) estudaram o efeito do tratamento ultrassonico de alta intensidade nas propriedades fisico-quimicas,
estruturais, reologicas e funcionais de isolados proteicos de sementes de abdébora. Os resultados mostraram que o ultrassom
(US) transformou os agregados de isolados proteicos de sementes de abdbora (IPSA) em agregados menores e com
distribuicdo mais uniforme, o que teve um efeito significativo na cromaticidade e turbidez dos IPSAs. O aumento da poténcia
do US também aumentou a hidrofobicidade da superficie do IPSA, o que foi benéfico para melhorar a capacidade espumante
do IPSA.

Em condi¢des otimizadas a aplicagdo dessas tecnologias, além de melhorar as propriedades técnico-funcionais das
proteinas, podem ser usadas em combina¢do com processos enzimaticos visando maximizar a catalise enzimatica e, assim,
obter hidrolisados e peptideos com melhores propriedades (Leite Janior et al., 2015; Guan et al., 2018; Leite Janior et al.,
2019; Soares et al., 2019; Soares et al., 2020; Carullo et al., 2020; Carullo et al., 2021; Dong et al., 2021; Tian et al., 2022;
Magalhées et al., 2022). Na literatura cientifica, ndo foram encontrados estudos sobre a aplicacdo de tecnologias fisicas que
objetive potencializar a hidrélise enzimatica das proteinas de sementes de abobora. Por outro lado, pesquisas com outras
proteinas vegetais tém apresentado resultados promissores (Fathi et al., 2021; Zhou et al., 2017).

Em relagdo ao potencial bioativo dos hidrolisados das proteinas das sementes de abdbora, os estudos foram focados na
avaliacéo in vitro e, portanto, ndo séo conclusivos sobre os resultados in vivo. Assim, s@o necessarios realizar outros trabalhos
com foco em ensaios clinicos para comprovar as propriedades biol6gicas destes peptideos. Além disso, sdo necessarios estudos

gue investiguem os riscos quanto a alergenicidade e toxicidade dos hidrolisados e peptideos obtidos.

4. Consideracdes Finais

O aumento do interesse da comunidade cientifica acerca das proteinas vegetais tem contribuido para a exploracéo de
novas fontes proteicas, como as sementes de abdbora. Estas, que na maioria das vezes sdo descartadas ou usadas na
alimentacdo humana, apresentam expressivo teor proteico, o que estimula sua aplicagdo na indistria de alimentos.

Pesquisas sobre as propriedades técnico-funcionais das proteinas de sementes de abdbora ainda sdo insipientes,
predominando estudos relacionados somente & sua solubilidade. Dentre as alternativas utilizadas para melhorar a solubilidade e
outras propriedades técnico-funcionais destas proteinas (emulsificacdo e formacdo de espuma, por exemplo), a hidrélise
enzimaética € utilizada estrategicamente para geracdo de hidrolisados proteicos com propriedades técnico-funcionais realgcadas
em comparagdo com a proteina nativa. Esse avanco amplia a utilizagdo destas proteinas como ingredientes no desenvolvimento
de produtos em diversos segmentos do setor alimenticio.

Além disso, alguns estudos demonstraram que a hidrdlise enzimatica das proteinas da semente de aboébora contribui
com a producédo de peptideos bioativos com diferentes atividades biolégicas. Porém, esses estudos foram conduzidos apenas
por meio de testes in vitro. Desta forma, pesquisas com énfase em ensaios clinicos devem ser realizadas a fim de comprovar as

bioatividades desses peptideos.
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