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APRESENTACAO

O e-book Inovacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Vol 1, 2 e 3, traz um
olhar integrado da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é composta
por 86 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
as inovacoes na area de Ciéncia e Tecnologia de alimentos.

No volume 1 o leitor ira encontrar 28 artigos com assuntos que abordam a
inovacé&o no desenvolvimento de novos produtos como sucos, cerveja, paes, nibs,
doce de leite, produtos desenvolvidos a partir de residuos, entre outros. O volume
2 é composto por 34 artigos desenvolvidos a partir de analises fisico-quimicas,
sensoriais, microbiolégicas de produtos, os quais tratam de diversos temas
importantes para a comunidade cientifica. Ja o volume 3, é composto por 24 artigos
cientificos que expdem temas como biotecnologia, nutricdo e revisdes bibliograficas
sobre toxinfecgdes alimentares, probidticos em produtos carneos, entre outros.

Diante da importancia em discutir as inovagcdes na Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, os artigos relacionados neste e-book (Vol. 1, 2 e 3) visam disseminar o
conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos
uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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CAPITULO 11

PEPTIDEOS BIOATIVOS NO DESENVOLVIMENTO
DE FILMES ATIVOS E BIODEGRADAVEIS PARA
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Filho” - Unesp, Araraquara, Sao Paulo.
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RESUMO: As embalagens de alimentos
derivadas de petrdleo representam um sério
problema ambiental, e encontrar solucdes
sustentaveis que sejam alternativas é uma
necessidade atual. Embalagens biodegradaveis
e ativas sdo uma tecnologia que envolve a
impregnacao de material de filme biopolimérico
com um aditivo que € liberado durante um
periodo estipulado para evitar a deterioracéo
dos alimentos. O aditivo pode ser baseado
em produtos naturais, tornando-se uma
tecnologia verde promissora para a industria
alimenticia. O objetivo deste capitulo foi
revisar o potencial da hidrélise enzimatica de
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proteinas para liberacao de peptideos bioativos
e a aplicacéo desses biocompostos em filmes
ativos e biodegradadaveis para alimentos.
Neste capitulo, a hidrélise enzimatica é
apresentada como um bioprocesso adequado
para obtencdo de peptideos bioativos, e suas
caracteristicas antioxidantes e antimicrobianos
desses compostos sdo discutidas. Por fim,
as embalagens biodegradaveis e ativas sao
conceituadas e o0 estado da arte da aplicagao de
hidrolisados proteicos em filmes biodegradaveis
para alimentos é apresentado.

PALAVRAS-CHAVE:

Biocompostos, Enzimas

Embalagens  ativas,

BIOACTIVE PEPTIDES IN DEVELOP ACTIVE
AND BIODEGRADABLE FILMS FOR FOOD

ABSTRACT: Packaging of food derived from
petroleum represents a serious environmental
problem, finding alternative sustainable solutions
is a current need. Biodegradable and active
packaging is a promising alternative technology
that involves impregnating biopolymer film
material with an additive that is released
consistently for a period stipulated to prevent
spoilage of food. The additive can be based on
natural products, making it a promising green
technology for the food industry. The objective

of this chapter was to review the potential of the
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enzymatic hydrolysis of proteins for the release of bioactive peptides and the application
of these biocompounds in active and biodegradable films for food. In this chapter,
enzymatic hydrolysis is presented as a suitable bioprocess for obtaining bioactive
peptides, and the antioxidant and antimicrobial characteristics of such compounds are
discussed. Finally, biodegradable and active packaging is conceptualized and the state
of the art of applying protein hydrolysates in biodegradable food films is presented.
KEYWORDS: Active packaging, Biocomposites, Enzymes.

11 INTRODUCAO

As proteinas, além de apresentarem propriedades nutricionais, tecnolégicas
e funcionais, podem apresentar propriedades antimicrobianas, antioxidante,
antihipertensivas, imunomoduladoras e outras, associada a peptideos bioativos que
sdo somente liberados apds o processo de hidrélise proteica (CORREA et al., 2011).
Os peptideos bioativos foram definidos como fragmentos especificos de proteinas
que tém um impacto positivo nas fung¢des ou condi¢cdes do corpo e podem influenciar
a saude (SHAHIDI; ZHONG, 2008).

Os peptideos bioativos séo inativos enquanto criptografados na sequéncia
nativa da proteina, mas podem ser liberados por (a) hidrélise por enzimas digestivas,
(b) micro-organismos proteoliticos e/ou (c) acdo de proteases vegetais, animais
ou microbianas (BRANDELLI et al., 2017). Entretanto, a forma mais utilizada
para obtencédo de peptideos bioativos in vitro & através da hidrolise enzimatica de
moléculas de proteina (OPHEIM et al., 2015).

Neste bioprocesso, os fatores que mais afetam as propriedades bioativas
dos peptideos gerados séao a fonte inicial de proteina, as condicdes operacionais
empregadas no processamento de isolados proteicos, o tipo de protease e o grau de
hidrélise (Agyei et al., 2016). Atualmente ja foram identificados peptideos bioativos
a partir de hidrolisados de inUmeras proteinas de origem alimentar, especialmente
derivadas do leite. No entanto, proteinas que exibem essas atividades biol6gicas
podem também ser encontradas em ovos, na carne e em peixes, bem como em
diferentes fontes vegetais de proteinas, como soja, trigo, entre outras (AGYEI,
APOSTOLOPOULOS; DANQUAH, 2011).

Uma oportunidade inovadora para explorar o potencial dos peptideos bioativos
€ o desenvolvimento de filmes ativos e biodegradaveis para alimentos a fim de
garantir a seguranca e qualidade desses produtos (PEREZ-ESPITIA et al., 2012). Os
biopolimeros tém sido amplamente investigados nas ultimas duas décadas, podendo
ser uma solucéao viavel para a eliminacado de residuos de materiais de embalagem
plasticos de alimentos. Além disso, os filmes biopoliméricos sédo excelentes
veiculos para incorporar grande variedade de aditivos, como antioxidantes, agentes
antimicrobianos e nutrientes, e esses materiais biodegradaveis podem melhoram
a qualidade dos alimentos e prolongar a vida util, minimizando a deterioracéao

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 11




(ABDOLLAHi et al., 2012)

Neste capitulo, a hidrélise enzimatica € apresentada como um bioprocesso
adequado para obtencéo de peptideos bioativos, e as caracteristicas antioxidantes
e antimicrobianos desses compostos sao discutidas. Por fim, as embalagens
biodegradaveis e ativas sdo conceituadas e o estado da arte da aplicacdo de
hidrolisados proteicos em filmes biodegradaveis para alimentos € apresentado.

2 | HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINAS ALIMENTARES

Entre os processos utilizados para agregar valor aos produtos e residuos
com elevado teor de proteinas, a hidrolise pode ser considerada como uma técnica
promissora. Este método consiste na clivagem de moléculas de proteina em
peptideos de varios tamanhos e composi¢cées de aminoacidos diferentes, podendo
ser realizada por acidos, bases ou enzimas. No entanto, o uso de enzimas permite
um controle melhor e mais eficiente sobre o processo de hidrélise de proteinas
(KRISTINSSON; RASCO, 2000; TONON et al., 2016).

Durante a hidrélise, as proteinas geralmente tornam-se mais soluveis, devido
a clivagem das ligacbes peptidicas entre os aminoacidos, gerando peptideos com
um tamanho molecular menor e com mais grupos amino e carboxilo ionizaveis,
que provavelmente contribuem para a solubilidade. Além disso, durante a hidrélise
enzimatica propriedades fisico-quimicas como pl, pK, e momento hidrofébico também
sao afetadas (AGYEIl et al., 2016)thereby influencing health positively. These peptides
have attracted high research and consumer interests due to their huge potential of
use in functional foods and other dietary interventions of disease control and health
promotion. However, successful product development is limited by the fact that
current manufacturing processes are either difficult to scale up, high in cost, or have
the potential to affect the structure-activity properties of these peptides. To overcome
these challenges, we have proposed in this review, the use of an integrated ‘-omics’
approach comprising in silico analysis and ‘-omics’ techniques (such as peptidomics.

O processo de hidrélise enzimatica é realizado pela atividade de enzimas
em determinadas temperaturas em um intervalo de tempo definido. Muitos fatores
influenciam as propriedades e os constituintes do hidrolisado final, como por exemplo,
composicdo e variagcdo de matérias-primas, especificidade, tempo de reacéo,
atividade e concentracdo de enzimas enddgenas, pH e temperatura (OPHEIM et
al., 2015). O tipo de enzima utilizada na hidrélise enzimatica de proteinas é muito
importante porque dita os padrdes de clivagem das liga¢des peptidicas (SHAHIDI;
ZHONG, 2008). Muitas proteases de origem animal, vegetal e microbiana podem
ser usadas para a geracao de peptideos bioativos a partir de proteinas (NAJAFIAN;
BABJI, 2012).

A fim de aumentar a eficiéncia da hidrélise, além de fazer a escolha correta da
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enzima, também & possivel aumentar a eficiéncia da prépria enzima ou aumentar a
sua sensibilidade ao substrato por desnaturacédo (TAVANO, 2013). A desnaturacao
implica no desdobramento da molécula de proteina e a exposi¢cao dos locais de
ligacdo. As mudancas nas condi¢cbes, como temperatura, pressdo, pH, sal ou
concentracdao de solvente podem provocar a desnaturagcdo de proteinas, mas a
desestabilizagao de proteinas nativas por altas temperaturas é a ferramenta favorita
para desnaturar moléculas de proteina (FRANKS, HATLEY; FRIEDMAN, 1988;
TEDFORD et al., 1998).

Segundo Tavano (2013), o tratamento térmico pode alterar a acessibilidade
do substrato para hidrélise, melhorando a velocidade de protedlise e também pode
alterar o perfil de hidrolisados. As proteinas da carne de peito de frango tratadas
termicamente apresentaram diferentes fragcbes proteicas apds hidrolise com
Alcalase® (CUI et al., 2009).

3 | PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sao geralmente definidos como peptideos
com peso molecular menor do que 100 kDa, de carater basico devido a presenca
de aminoacidos carregados positivamente, tais como lisina e arginina, juntamente
com uma por¢ao substancial dos residuos hidrofobicos. As propriedades estruturais
e fisico-quimicas dos PAMs desempenham um papel essencial na determinacéo da
sua especificidade para as células alvo (PUSHPANATHAN et al., 2013).

Curiosamente, muitos PAMs mostram bioatividades adicionais tais como
atividades antioxidantes, imunomoduladoras e atividade de cicatrizacao de feridas.
Estas propriedades dos PAMs os tornam melhores alternativas para antibi6ticos
convencionais que tém registrado muita resisténcia entre bactérias patogénicas
(DALIRI et al., 2017).

Os PAMs podem agir contra uma ampla variedade de microrganismos
patogénicos, tais como bactérias, fungos e virus (TREFFERS et al.,, 2005). O
mecanismo de acado dos PAMs geralmente envolve mudancas nas membranas
bioldgicas. Inicialmente, ocorre atracao eletrostatica entre as moléculas de peptideos,
geralmente carregadas positivamente, e os lipideos aniénicos encontrados na
superficie da membrana plasmatica microbiana. Em seguida, devido a estrutura
anfipatica destes peptideos, a interacdo entre os peptideos e a superficie da
membrana ocorre, com posterior degradacao estrutural da membrana plasmatica
através da formacéo de canais de ions ou por produ¢édo de poros transmembranares.
Este processo provoca um desequilibrio de contetudos celulares, desregulando
desse modo o processo de replicacao, transcricao e traducao da sequéncia de DNA
através da ligacdo a alvos intracelulares especificas, evitando a multiplicagao e o
crescimento das células microbianas (NAGHMOUCHI et al., 2007; ZHAO et al.,
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2012).

A maioria dos PAMs que geram beneficios a saude sdo sintetizados pelas
células do proprio organismo e outros sdo produzidos a partir da hidréolise de
proteinas alimentares in vitro por proteases de diferentes origens (animais, plantas
€ microrganismos) ou in vivo por enzimas proteoliticas no trato gastrointestinal
(BIZIULEVICIUS et al., 2006, FRANCO, 2011).

A hidrélise das proteinas Scorpaena notata com uma protease neutra de
Trichoderma harzianum liberou peptideos com atividades antibacterianas notaveis.
O peptideo FPIGMGHGSRPA foi isolado do hidrolisado e os autores verificaram
que ele inibe Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Listeria innocua, Salmonella sp. e E.
coli (TANG et al., 2017). Em outro estudo, o peptideo CgPep33 isolado a partir do
hidrolisados de ostra do Pacifico (Crassostrea gigas) apresentou elevada atividade
inibitoria contra Botrytis cinerea, agente etiologico do mofo cinzento em morangos.
Estes resultados sugerem que esse peptideo deve fornecer uma alternativa aos
fungicidas para o controle de doencas pés-colheita (LIU et al., 2007).

4 | PEPTIDEOS ANTIOXIDANTES

A oxidagao de lipidios mediada por radicais livres, o estresse oxidativo e os
antioxidantes sdo amplamente discutidos em muitas areas de pesquisa atuais.
A geracédo descontrolada de radicais livres que atacam lipidios da membrana,
proteinas e moléculas de DNA esta envolvida em muitos transtornos de saude como
Diabetes mellitus, cancer, doencas neurodegenerativas e inflamatorias. Além disso,
a deterioracdo de alguns alimentos foi relacionada a oxidacéo de lipidios e pela
formacéao de produtos secundarios de peroxidacao lipidica (SILA; BOUGATEF, 2016).

Os antioxidantes séo utilizados para atrasar, controlar ou inibir a oxidagao
e a deterioracdo da qualidade dos alimentos (SHAHIDI, 2015). Os antioxidantes
sintéticos tais como hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato
de propilo (PG) e terc-butilhidroquinona (TBHQ) foram utilizados como antioxidantes
primarios para estabilizar os radicais livres e controlar a oxidac&o e o desenvolvimento
de sabor desagradavel. No entanto, um interesse mais recente se concentrou no
estudo de antioxidantes naturais devido a toxicidade e aos efeitos cancerigenos
de alguns antioxidantes sintéticos (SHAHIDI, 2015, WANG, ZHAO; WANG, 2013).
Portanto, nos ultimos anos, ha um grande interesse em encontrar novos compostos
antioxidantes seguros e de fontes naturais para seu uso em alimentos e farmacos
para substituir os antioxidantes sintéticos (SILA; BOUGATEF, 2016).

Nas ultimas décadas, varios estudos relataram que os hidrolisados de proteinas
de diferentes fontes alimentares, além de suas propriedades nutricionais, exibiram
varias fungées bioldgicas, incluindo antioxidantes (VASTAG et al., 2011; SAIDI et al.,
2011; ZAREl et al., 2012; VIEIRA et al., 2017).

A digestdo enzimatica € o método mais eficiente e confiavel para produzir
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peptideos com atividade antioxidante. Uma ampla variedade de peptideos
antioxidantes e misturas de peptideos foram obtidas a partir da hidrélise enzimatica
de proteinas de soja, milho, batata, amendoim, leite, soro de leite, ovo e proteinas
de carne. A acao antioxidante dos hidrolisados proteicos depende da fonte das
proteinas, do pré-tratamento do substrato proteico, do tipo de proteases utilizadas e
das condicdes de hidrélise aplicadas. As enzimas puras e brutas podem ser usadas
para produzir peptideos antioxidantes. No entanto, para reduzir o custo de producéo,
preferem-se as misturas de enzimas brutas (ZAREi et al., 2012).

Segundo Liu e colaboradores (2016), a maioria dos peptideos antioxidantes
possui entre 4 e 16 aminoacidos, com massa molecular de cerca de 400-2000 Da.
O peso molecular afeta as rotas usadas para alcancar os locais alvo e a capacidade
de sofrer digestao adicional por enzimas gastrointestinais que poderiam aumentar a
capacidade antioxidante in vivo (LI et al., 2004).

O tipo de aminoacido desempenha um papel importante na determinacdo da
atividade antioxidante dos peptideos. A este respeito, 0s aminoacidos aromaticos
como Tyr, His, Trp e Phe podem doar prétons contribuindo para as propriedades de
eliminacéo de radicais. Por outro lado, os aminoéacidos hidrofébicos foram descritos
como relevantes por aumentar a presenca de peptideos na interface agua-lipidio e,
em seguida, acessar os radicais livres de eliminacéo da fase lipidica. Finalmente, os
aminoacidos carregados utilizam grupos carbonilo e amino da cadeia lateral como
quelantes de ions metalicos (TOLDRA et al., 2017).

51 FILMES BIODEGRADAVEIS E ATIVOS PARA ALIMENTOS

As contaminacbes associadas a embalagem de alimentos e as preocupacgdes
crescentes atuais relacionadas ao impacto ambiental negativo dos materiais de
embalagem derivados do petrdleo geraram um interesse significativo da industria em
materiais de fontes naturais e biodegradaveis (MEDINA-JARAMILLO et al., 2017).

Os filmes biodegradaveis sdao camadas finas de materiais biolégicos, que
uma vez formados podem ser colocados em - ou entre - 0s componentes de
alimentos. Os materiais mais comuns para a formulagcéo de filmes biodegradaveis
sao polissacarideos, proteinas e lipidios, e a combinacdo destes permite produzir
misturas com caracteristicas melhoradas (FABRA et al., 2009).

A demanda atual dos consumidores por produtos alimenticios com maior vida
de prateleira torna necessario o desenvolvimento de materiais de embalagem que
também sejam funcionais, como embalagens com compostos ativos que podem
melhorar a qualidade dos produtos, contribuindo ainda mais para o valor nutricional
do alimento. Neste sentido, varios pesquisadores investigaram o uso de antioxidantes
(SHOJAEE-ALIABADI et al., 2013; SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010), ou agentes
antimicrobianos em matrizes poliméricas (PIRES et al., 2008; SIVAROOBAN et al.,
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2008; SANTIAGO-SILVA et al., 2009), obtendo a chamada “embalagem ativa”.

Embalagens ativas sdo atualmente uma das tecnologias mais dindmicas usadas
para preservar a qualidade dos alimentos através da liberacdo de agentes ativos por
uma embalagem. A liberacdo de agentes ativos pode ser controlada por um longo
periodo de tempo para manter ou aumentar a qualidade e vida de prateleira de
produtos, sem a necessidade de adi¢do direta de quaisquer substancias ao alimento
(AHMED et al., 2017).

Estudos recentes tém relatado a incorporacéo de peptideos como ingredientes
ativos diretamente em materiais biopoliméricos, especialmente as bacteriocinas,
como a nisina, que sao peptideos antimicrobianos produzidos por algumas bactérias
(PEREZ ESPITIA et al., 2012). Polimeros como acetato de celulose, alginato,
quitosana e proteina de soja, entre outros, tem sido amplamente utilizados para
desenvolver filmes com incorporacao direta destes antimicrobianos (MARCOS et al.,
2008; PIRES et al., 2008; SIVAROOBAN et al., 2008; SANTIAGO-SILVA et al., 2009).

61 APLICACAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS COMO AGENTES BIOATIVOS
EM FILMES BIODEGRADAVEIS E ATIVOS

Pesquisas tem se concentrado em disponibilizar peptideos bioativos como
agentes ativos em embalagens ativas de alimentos. A adicdo desses compostos pode
conferir atividade antioxidante e antimicrobiana aos filmes e ter um efeito positivo ou
negativo nas varias propriedades do sistema (como Optica, tracéo, etc.) (ROSTAMI
et al., 2017; OLIVEIRA FILHO et al. 2019; SALGADO et al., 2011; GIMENEZ et al.
2009).

Rostami, Motamedzadegan, Hosseini, Rezaei e Kamali (2017) observaram
que a adicao de hidrolisado protéico de carpa prata em filmes de gelatina de peixe
aumentou a atividade antioxidante medida pelos métodos DPPH e ABTS, e a poténcia
antioxidante redutora de ferro (FRAP), o alongamento na ruptura, a diferenca de cor,
a permeabilidade ao vapor de agua e opacidade, enquanto a resisténcia a tracéo,
modulo de elasticidade e angulo de contato diminuiram acentuadamente (p<0,05).
Filmes preparados com 20% de hidrolisado apresentaram menor temperatura
de transicao vitrea e estrutura mais homogénea, em comparacdo com o filme de
controle. Além disso, a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) confirmou 0 aumento de grupos livres de hidrolisados e menor interagéo entre
cadeias de filmes incorporados ao maior teor de hidrolisado. Assim, os resultados
indicaram que o hidrolisado potencializou as atividades antioxidantes e afetou
algumas caracteristicas devido a menor interacédo com a gelatina.

Em outro estudo, Oliveira Filho et al. (2019), demonstraram que a adi¢céo do
hidrolisado proteico de subproduto do algodao em filmes de alginato aumentou as
propriedades de barreira contra a luz visivel, e a cor do filme tornou-se mais escura,
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avermelhada e amarelada. O conteudo fendlico total e a atividade antioxidante
(testados pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS) também aumentaram. Os filmes com
hidrolisado mostraram efeito inibitério sobre Staphylococcus aureus, Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizopus oligosporus mas nao contra Escherichia coli. Em testes de
migracdo em meio aquoso, os filmes ativos liberaram mais de 60% de seus peptideos
em 30 min. Entretanto, houve uma difusdo controlada e gradual dos compostos
incorporados no simulador de alimentos gordurosos. Os resultados mostraram que
os filmes de alginato com hidrolisado proteico de subproduto do algodao apresentam
potencial para aplicacdo como embalagem ativa para preservacao de alimentos
gordurosos.

A adicao de hidrolisados de plasma bovino também melhorou as propriedades
antioxidantes de filmes a base de proteinas de soja e girassol (SALGADO et al.,
2011). Giménez et al. (2009) demonstraram que a incorporacédo de porcentagens
crescentes de hidrolisados de gelatina em filmes de gelatina de pele de lula aumentou
a atividade antioxidante dos filmes, medida pela capacidade de reducao de ferro
(método FRAP) e a capacidade de eliminagcdo do ABTS radical.

Filmes compoésitos de quitosana e hidrolisado proteico de colza com 12% de
grau de hidrOlise apresentaram melhor atividade antibacteriana contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis comparados com o filme de quitosana.
Este estudo criou a possibilidade para a aplicacéo pratica de filme composto de
quitosana e hidrolisado proteico de colza em embalagens antimicrobianas de
alimentos (ZHANG et al., 2019).

7 | CONSIDERACOES FINAIS

A hidrolise enzimatica mostrou-se como uma técnica eficiente para obtencéao
de peptideos com atividade antioxidante e antimicrobiana que apresentam potencial
para aplicacbes na area de alimentos. Os hidrolisados proteicos representam
um ingrediente interessante para embalagens biodegradaveis de alimentos,
principalmente devido a sua origem natural e propriedades funcionais (antioxidantes/
antimicrobianas), fornecendo materiais ativos visando prolongar o prazo de validade
e agregar valor ao produto. No entanto, a sua inclusdo em filmes comestiveis/
biodegradaveis para embalagem de alimentos pode causar algum impacto positivo
ou negativo nas varias propriedades do sistema (como éptica, tracao, etc.) e, por
sua vez, afetar a aceitabilidade do consumidor. Apesar dos resultados promissores,
pesquisas utilizando sistemas alimentares, sdo necessarias para confirmar o efeito
desses materiais nas propriedades fisico-quimicas e sensoriais dos alimentos.
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