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GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION

The growing demand for sustainable protein sources is driven by global population growth
and the scarcity of natural resources such as arable land and water. The reuse of plant by-
products, such as those from widely cultivated plants, is a topic of increasing relevance in
response to demands for sustainability and reduction of agro-industrial waste. Plant proteins
have gained prominence due to their lower environmental impact, as they require fewer
natural resources and generate lower greenhouse gas emissions compared to animal
sources. Asparagus (Asparagus officinalis L.) is a low-calorie perennial herbaceous
vegetable, recognized for its nutritional, commercial and pharmacological properties. Its
benefits include antidiabetic, anticancer, antioxidant, lipid-lowering and antimicrobial actions.
Global asparagus production is led by China, accounting for more than 84% (7.8 million tons
per meter), followed by Peru, Mexico and Germany. Asparagus is a vegetable whose edible
and marketable fraction represents less than 25% of the plant. The remaining 75%, consisting
of fibrous stems, leaves and roots, are characterized as by-products. These by-products
contain nutrients and bioactive compounds, such as polyphenols and essential amino acids,
with potential for the development of functional and sustainable food ingredients. The
efficiency of a protein source depends not only on its amino acid composition, but also on its
digestibility, bioavailability and the presence of antinutritional factors. The response to protein
intake can vary substantially between sources, being influenced by physiological and dietary
factors, such as absorption rate and essential amino acid profile. The use of these materials
can contribute to the reduction of agro-industrial waste and to the addition of value to the
production chain.

OBJECTIVE

The aim of this study was to optimize the protein extraction process from asparagus leafy by-
products using response surface methodology (RSM) and to characterize the bioactive and
functional properties of the obtained protein isolate.

MATERIALS AND METHODS

Asparagus leafy by-products were collected after asparagus harvest, cleaned, dried and
subjected to characterization (centesimal composition and protein fractionation).. Response
surface methodology using the Box-Behnken designer was applied to optimize the protein
extraction process using the variables pH (8-10), time (20-60 min) and temperature (30-70
°C). The concentration was fixed at 5 g.L*. Protein content was evaluated by Bradford in the
protein extract and called response variable (Y). Isoelectric point and extraction efficiency
were determined in the protein extract obtained under optimized conditions. Protein isolate
from asparagus by-products was evaluated for its technofunctional properties (color, water
absorption capacity, oil absorption capacity, protein solubility, gel formation capacity, foam
formation capacity and stability, emulsifying capacity and emulsion stability), total polyphenol
content, tannin content, antioxidant capacity (ABTS and DPPH), protein degradation
(polyacrylamide gel electrophoresis - SDS-PAGE), structural and conformational properties
(Fourier transform infrared spectroscopy - FTIR), amino acid profile, determination of the
nutritional profile (protein efficiency ratio - PER), in vitro gastrointestinal digestion (pepsin-
pancreatin) and evaluation of the bioactive potential (total polyphenols, ABTS and DPPH).



RESULTS AND DISCUSSION

Asparagus leaf by-products contained 15.65% crude protein, 33.17% crude fiber, 34.54%
carbohydrates, and 5.84% ash. Leaves are recognized as low-cost protein sources due to
their ability to readily synthesize amino acids using sources such as sunlight, carbon dioxide,
and atmospheric nitrogen. Protein fractionation indicated that the glutelin fraction was
significantly higher (22.88%) than the prolamin (14.59%), albumin (14.58%), and globulin
(11.96%) fractions. Glutelins are poorly soluble proteins in water but readily solubilized under
alkaline and acidic conditions. Optimized alkaline extraction (pH 9, 50 °C, 40 min) with
isoelectric precipitation (pH 3.4) of asparagus by-products resulted in a protein isolate with
90.48% protein. The yield was 43.47% and the extraction efficiency was 84.44%. The dark
green color (L* 31.91, a* -0.01 and b* -2.11) observed may have been influenced by pH
modaulation, since alkaline conditions can favor the oxidation of phenolic compounds due to
the possible covalent bond of these compounds with proteins. Water and oil absorption rates
(4.49% and 3.47%, respectively) can be justified by the extraction conditions, since slightly
elevated temperature and pH can promote protein dissociation, providing more binding sites
on the subunits. The minimum solubility of the protein isolate obtained was around pH 4, with
an increase observed between pH 6 and 8, showing pH-dependent solubility. The lowest
gelation concentration observed was 18% at natural pH, and the lower this concentration, the
higher the gelation efficiency. Foam formation and stability, as well as emulsifying capacity,
were pH dependent. Solubility tends to increase protein unfolding and the development of air-
water interfacial protein membranes, increasing the encapsulation of air bubbles. At pH 4, no
foam formation capacity and emulsifying capacity were observed, which can be explained by
the lower solubility of the protein isolate from asparagus by-products at this pH. At alkaline
pHs, the emulsion may present greater stability to flocculation due to electrostatic repulsion
between the droplets. Bioactive compounds (total polyphenols 7.29 mg GAE.g-1) and
antioxidant activity (ABTS and DPPH, 145.76 and 65.21 TEAC pmol.100-1, respectively)
were observed. Polyphenols can be extracted together with proteins due to the interaction
capacity of these two compounds, leading to the formation of soluble or insoluble compounds
that can reduce or increase the antioxidant activity of polyphenols, as well as affect enzymatic
digestion. Protein degradation after the processing steps of asparagus leafy by-products was
minimal, since a prominent protein band close to 45 kDa was observed. Through the analysis
of structural and conformational properties, it was possible to observe a reduction of the
bands associated with carbohydrates (vC-O) in the FTIR spectrum, while amide-| (total
protein) became more evident after isolation. Among the band centers determined from the
amide-I| region, there was a predominance of B-Volta, being an important characteristic for
the flexibility of the protein, contributing to the stabilization of the water-oil emulsion,
facilitating the globular emulsion of the protein. Based on the mass spectra obtained, it was
possible to identify, through the corresponding m/z ions, the following amino acids: alanine
(90), proline (116), valine (118), leucine/isoleucine (132), asparagine (133) and phenylalanine
(166). Of the total amino acids identified (63.19%), 49.13% correspond to essential amino
acids, standing out as a quality protein source. The CEP index was >1.5, indicating a relevant
amino acid composition. The in vitro digestibility of the isolate obtained was 86.18%, despite
the presence of antinutrients (tannins 82.05 mg EAT/100g). Tannins present from 0.5 to 5%
in the diet can reduce protein digestibility and mineral absorption, depending on the food
matrix, while tannins >5% in the diet can have a strong antinutritional effect, causing iron
deficiency and impairing digestion. Antioxidant activity and total polyphenols evaluated before
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and after digestion increased significantly, indicating that enzymatic digestion positively
influenced antioxidant activity and polyphenol release, suggesting that the protein isolate from
asparagus by-products constitutes a potential source of bioactive antioxidants, with relevant
implications for the development of functional foods.

CONCLUSIONS

The present study achieved its objective by optimizing the protein extraction process from
asparagus leaf by-products using the response surface methodology (RSM), resulting in the
production and characterization of the protein isolate. This isolate presented a high-quality
protein composition and promising functional properties, making it a viable ingredient for
applications in the food industry. The use of these by-products not only contributes to
sustainability and reduction of agro-industrial waste, but also promotes the valorization of
alternative protein sources. Future studies may investigate specific applications in food
formulations, as well as their sensory acceptance.

Keywords: Protein isolate, extraction process, vegetable proteins, functional properties,
digestibility.
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RESUMO GERAL

INTRODUCAO

A crescente demanda por fontes de proteina sustentaveis é impulsionada pelo crescimento
populacional global e pela escassez de recursos naturais, como terras araveis e agua. A
reutilizacdo de subprodutos vegetais, como aqueles de plantas amplamente cultivadas, é um
tema de crescente relevancia em resposta as demandas por sustentabilidade e reducao de
residuos agroindustriais. As proteinas vegetais ganharam destaque devido ao seu menor
impacto ambiental, pois requerem menos recursos naturais e geram menores emissoes de
gases de efeito estufa em comparagao com fontes animais. O aspargo (Asparagus officinalis
L.) € um vegetal herbaceo perene de baixa caloria, reconhecido por suas propriedades
nutricionais, comerciais e farmacoldgicas. Seus beneficios incluem ac¢des antidiabéticas,
anticancerigenas, antioxidantes, hipolipemiantes e antimicrobianas. A producdo global de
aspargos € liderada pela China, respondendo por mais de 84% (7,8 milhdes de toneladas
por metro), seguida pelo Peru, México e Alemanha. O aspargo € um vegetal cuja fracédo
comestivel e comercializavel representa menos de 25% da planta. Os 75% restantes,
constituidos por caules fiborosos, folhas e raizes, séo caracterizados como subprodutos.
Esses subprodutos contém nutrientes e compostos bioativos, como polifendis e aminoacidos
essenciais, com potencial para o desenvolvimento de ingredientes alimentares funcionais e
sustentaveis. A eficiéncia de uma fonte proteica depende néo apenas de sua composic¢ao de
aminoacidos, mas também de sua digestibilidade, biodisponibilidade e presenca de fatores
antinutricionais. A resposta a ingestdo de proteina pode variar substancialmente entre as
fontes, sendo influenciada por fatores fisiol6gicos e dietéticos, como taxa de absorcéao e perfil
de aminoacidos essenciais. O uso desses materiais pode contribuir para a reducdo de
residuos agroindustriais e para a agregacao de valor a cadeia produtiva.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi otimizar o processo de extracdo de proteina de subprodutos
folhosos de aspargos usando metodologia de superficie de resposta (MSR) e caracterizar as
propriedades bioativas e funcionais do isolado proteico obtido.

MATERIAIS E METODOS

Subprodutos folhosos de aspargos foram coletados apds a colheita de aspargos,
higienizados, secos e submetidos a caracterizacdo (composicéo centesimal e fracionamento
proteico). Metodologia de superficie de resposta usando o designer Box-Behnken foi
aplicada para otimizar o processo de extracdo proteica usando as variaveis pH (8-10), tempo
(20-60 min) e temperatura (30-70 °C). A concentracdo foi fixada em 5 g.Lt. O contelido
proteico foi avaliado por Bradford no extrato proteico e denominado variavel resposta (Y). O
ponto isoelétrico e a eficiéncia da extracdo foram determinados no extrato proteico obtido em
condicBes otimizadas. O isolado proteico de subprodutos de aspargos foi avaliado quanto as
propriedades tecnofuncionais (cor, capacidade de absorcdo de agua, capacidade de
absorcao de o6leo, solubilidade proteica, capacidade de formacdo de gel, capacidade de
formacdo de espuma e estabilidade, capacidade emulsificante e estabilidade da emulséo),
teor de polifendis totais e de taninos, capacidade antioxidante (ABTS e DPPH), degradacéo
das proteinas (eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE), propriedades estruturais
e conformacionais (espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier - FTIR),
perfil de amino&cidos, determinacéo do perfil nutricional (capacidade de eficiéncia proteica -
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CEP), digestdao gastrointestinal in vitro (pepsina-pancreatina) e avaliacdo do potencial
bioativo (polifendis totais, ABTS e DPPH) antes e ap0s a digestao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Subprodutos folhosos de aspargos apresentaram 15,65% de proteina bruta, 33,17% de fibra
bruta, 34,54% de carboidratos e 5,84% de cinzas. As folhas s&o reconhecidas como fontes
de proteina de baixo custo devido a sua capacidade de sintetizar prontamente aminoacidos
usando fontes como luz solar, diéxido de carbono e nitrogénio atmosférico. O fracionamento
proteico indicou que a frag&do de glutelina foi significativamente maior (22,88%) do que as
fracOes de prolamina (14,59%), albumina (14,58%) e globulina (11,96%). Glutelinas sao
proteinas pouco sollveis em agua, mas facilmente solubilizadas em condi¢des alcalinas e
acidas. A extracdo alcalina otimizada (pH 9, 50 °C, 40 min) com precipitacao isoelétrica (pH
3,4) de subprodutos de aspargos resultou em um isolado proteico com 90,48% de proteina.
O rendimento foi de 43,47% e a eficiéncia de extracéo foi de 84,44%. A cor (L* 31,91, a* -
0,01 e b* -2,11) verde escuro observada pode ter sido influenciada pela modulacdo do pH,
uma vez que condic¢des alcalinas podem favorecer a oxidag¢édo de compostos fendlicos devido
a possivel ligacéo covalente desses compostos com proteinas. indices de absor¢do de agua
e Oleo (4,49% e 3,47%, respectivamente) podem ser justificados pelas condicbes de
extracdo, uma vez que temperatura e pH ligeiramente elevados podem promover a
dissociagdo proteica, fornecendo mais sitios de ligagdo nas subunidades. A solubilidade
minima do isolado proteico obtido foi torno de pH 4, com um aumento observado entre pH 6
e 8, mostrando solubilidade dependente do pH. A menor concentracdo de gelificacédo
observada foi em 18% em pH natural, sendo que, quanto menor essa concentracéo, maior a
eficiéncia de gelificacdo. A formacado e estabilidade da espuma, assim como a capacidade
emulsificante, mostraram-se dependentes do pH. A solubilidade tende a aumentar o
desdobramento das proteinas e o desenvolvimento de membranas proteicas interfaciais ar-
agua, aumentando o encapsulamento das bolhas de ar. Em pH 4 nao foi observado
capacidade de formacéo de espuma e capacidade emulsificante, o que pode ser justificado
pela menor solubilidade do isolado proteico dos subprodutos de aspargos nese pH. Em pHs
alcalinos, a emulsdo pode apresentar maior estabilidade a floculacdo devido a repulsao
eletrostatica entre as gotas. Foram observados compostos bioativos (polifendis totais 7,29
mg GAE.g?) e atividade antioxidante (ABTS e DPPH, 145,76 e 65,21 TEAC umol.1001,
respectivamente). Os polifendis podem ser extraidos juntamente com proteinas devido a
capacidade de interacdo desses dois compostos, levando a formacéo de compostos soluveis
ou insoltuveis que podem reduzir ou aumentar a atividade antioxidante dos polifendis, bem
como afetar a digestao enzimatica. A degradacao proteica apos as etapas de processamento
dos subprodutos folhosos de aspargos foi minima, uma vez que foi observada uma banda
proteica proeminente préxima a 45 kDa Por meio da analise das propriedades estruturais e
conformacionais, foi possivel observar uma reducdo das bandas associadas aos
carboidratos (vC-O) no espectro FTIR, enquanto a amida-| (proteina total) tornou-se mais
evidente apos o isolamento. Dentre os centros de banda determinados da regido da amida
I, houve predominancia do B-Volta, sendo uma caracteristica importante para a flexibilidade
da proteina, contribuindo para a estabilizacdo da emulsdo agua-o6leo, facilitando a emulséo
globular da proteina. Com base nos espectros de massa obtidos, foi possivel identificar, por
meio dos ions m/z correspondentes, 0s seguintes aminodcidos: alanina (90), prolina (116),
valina (118), leucinal/isoleucina (132), asparagina (133) e fenilalanina (166). Do total de
aminoacidos identificados (63,19%), 49,13% correspondem a aminoacidos essenciais,
destacando-se como uma fonte proteica de qualidade. O indice de CEP foi >1,5, indicando
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uma composicdo de aminoacidos relevante. A digestibilidade in vitro do isolado obtido foi de
86,18%, apesar da presenca de antinutrientes (taninos 82, 05 mg EAT/100g). Taninos
presentes de 0,5 a 5 % na dieta pode reduzir a disgestibilidade das proteinas e a absorcao
de minerais, dependendo da matriz alimentar, enquanto que taninos > 5 % na dieta pode ter
forte efeito antinutricional podendo causar deficiéncia de ferro e prejudicar a digestao.
Atividade antioxidante e os polifendis totais avaliados antes e ap6s a digestdo aumentou
significativamente, indicando que a digestao enziméatica influenciou positivamente a atividade
antioxidante e a liberacao de polifendis, sugerindo que o isolado proteico de subprodutos de
aspargos constitui uma fonte potencial de antioxidantes bioativos, com implicacdes
relevantes para o desenvolvimento de alimentos funcionais.

CONCLUSOES

O presente estudo alcangou seu objetivo ao otimizar o processo de extracdo de proteina a
partir de subprodutos folhosos de aspargos por meio da metodologia de superficie de
resposta (MSR), resultando na obtencéo e caracterizagéo do isolado proteico. Esse isolado
apresentou uma composicao proteica de qualidade e propriedades funcionais promissoras,
tornando-se um ingrediente viavel para aplicagbes na industria alimenticia. O uso desses
subprodutos n&o so contribui para a sustentabilidade e reducéo de residuos agroindustriais,
mas também promove a valorizacdo de fontes alternativas de proteina. Estudos futuros
podem investigar aplicacdes especificas em formulacdes de alimentos, bem como sua
aceitacao sensorial.

Palavras-chave: Isolado proteico, processo de extracdo, proteinas vegetais, propriedades
funcionais, digestibilidade.
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FOODS

Resumo: A produgéo de aspargos gera quantidades significativas de subprodutos durante
o verdo e o periodo de crescimento pds-colheita. Os subprodutos podem ser boas fontes de
nutrientes e fitoquimicos. O interesse em aumentar a disponibilidade de proteinas para
consumo humano tem levado ao uso de novas fontes vegetais ricas em proteinas. O objetivo
do estudo foi utilizar a metodologia de superficie de resposta (MSR) para otimizar o0 processo
de extracdo aquosa de proteinas de subprodutos folhosos de aspargos, proporcionando a
producdo do novo ingrediente. A condicao étima de extracdo foi em pH 9, com 40 min de
extracdo a 50 °C e a concentracao foi fixada em 5¢g. L. O isolado obtido apresentou 90,48%
de proteina com 43,47% de rendimento. Aminoacidos como alanina, prolina, valina,
leucina/isoleucina, asparagina e fenilalanina foram identificados, a atividade antioxidante
para 2,2 AZINO BIS (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) foi de 145,76 equivalente a Trolox
pumol.100g.t e para DPPH 65,21 equivalente a Trolox pmol.100g.t. Foram apresentadas
propriedades tecnoldgicas favoraveis (capacidade de absor¢cdo de agua 4,49 gg?t e
capacidade de absorcdo de 6leo 3,47 g.g?) e a coloracdo tendeu para o verde escuro (L*
31,91, a* -01,01, b* -2,11). O isolado proteico obtido através do processo de otimizacédo da
extracao apresentou alto potencial para ser utilizado como ingrediente proteico.

Palavras-chave: Isolado proteico; processo de extracdo; propriedades tecnologicas
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1. Introducéo

O aspargo (Asparagus officinalis L.), popularmente conhecido como "rei dos vegetais", é
um vegetal herbaceo perene pertencente a familia Asparagaceae. Os brotos de aspargos
sdo considerados um alimento saudavel devido ao seu baixo teor calérico, alto teor proteico
e fitoquimico bioativo. Uma vez que os brotos de aspargos comecam a se abrir, eles
rapidamente se tornam fibrosos e ndo sédo aceitos comercialmente. Apés esse periodo, as
lancas podem se transformar em caules modificados, chamados cladofilos ou cladddios, que
sdo orgaos fotossinteticamente ativos, semelhantes a folhas [1].

Novas aplica¢des para residuos agricolas e industriais tém sido investigadas visando um
impacto ambiental positivo e transformacdo em compostos utilizaveis. A parte comercial da
planta, o caule comestivel de aspargos, compreende a menos de 25% da planta; os 75%
restantes incluem caule fibroso, raiz e folhas. Essas fracbes sdo caracterizadas como
subprodutos, contendo os mesmos nutrientes e fitoquimicos presentes nos brotos podem ser
encontrados e, portanto, tém alto potencial para uso como ingredientes alimenticios com
valor nutricional e propriedades promotoras de saude [2].

De acordo com as estimativas da FAO, até 2050 [3], a populacdo mundial atingira cerca
de 9,6 bilhdes, e estima-se que a producéo global de alimentos aumentara em 50%. E
necessario obter novas alternativas alimentares para garantir a seguranca alimentar,
portanto, novas fontes de proteinas vegetais tém sido pesquisadas. As proteinas de origem
animal possuem disponibilidade limitada e alto custo, além disso, os consumidores também
tém associado o consumo excessivo de proteina de origem animal a problemas de saude,
portanto o uso de proteinas origem vegetais, geralmente de menor custo e maior

disponibilidade, pode se tornar alternativa para atender a essa demanda [4].



17

Nos paises em desenvolvimento, cereais e leguminosas sao as fontes de proteina
dietética mais importantes, e 0s vegetais ajudam a atender as necessidades nutricionais de
proteina da populacdo [5]. O desafio é converter essas fontes vegetais em ingredientes
proteicos aceitaveis e funcionais.

Os isolados proteicos tém ganhado espaco devido a qualidade da proteina obtida e sua
versatilidade no preparo de alimentos tradicionais ou no desenvolvimento de novos alimentos
[6]. O sucesso do uso de isolados de proteinas vegetais depende de suas propriedades
funcionais, que sao influenciadas por fatores intrinsecos (composi¢cdo e conformacdo de
proteinas), fatores ambientais (composicao de alimentos) e métodos e condi¢cdes usados
durante o isolamento [7].

Dentre os metodos utilizados para extrair proteinas, a precipitacdo isoelétrica € um
método tradicional que consiste na extracdo de proteinas por alcali diluido, seguida de
precipitacdo no ponto isoelétrico. Parametros como pH, temperatura, tempo, forca iénica e
relacdo solvente/soluto podem afetar significativamente a capacidade de extracdo de
proteinas [8]. A metodologia de superficie de resposta (MSR) pode ser utilizada quando
muitos fatores e interacdes afetam a resposta desejada, pois essa ferramenta fornece
informacdes relevantes em menos tempo e com um numero reduzido de experimentos. As
condicBes operacionais ideais sdo alcancadas usando projetos experimentais mais
complexos, como o designer Box-Behnken (BBD), uma classe de experimentos de segunda
ordem rotativos ou quase rotativos baseados em experimentos fatoriais incompletos de trés
niveis [9].

Subprodutos de aspargos tém sido estudados na producédo de suco, processamento de
fibra alimentar em po e extracdo de compostos bioativos [2], mas estudos limitados tém sido

relatados sobre a valorizacdo de subprodutos folhosos de aspargos, usados apenas como
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racdo animal ou cobertura do solo para a préxima colheita. A extracdo proteica de
subprodutos de aspargos pode apresentar uma abordagem viavel e sustentavel para atender
a crescente demanda por fontes alternativas de proteina, oferecendo uma nova solugéo para
aumentar o valor nutricional, reduzir o desperdicio e contribuir para o desenvolvimento de
suplementos proteicos mais sustentaveis. O objetivo deste estudo foi utilizar o MSR para
otimizar o processo de extracdo de proteinas a partir de subprodutos folhosos de aspargos

e avaliar as propriedades fisico-quimicas e tecnolégicas do isolado proteico obtido.

2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Os subprodutos folhosos ou cladodios que se desenvolveram apds a colheita de
aspargos foram coletados em Marialva, Parana, Brasil (23° 29' 8" S, 51° 47' 34" W),
sanitizados e secos em estufa com circulacéo de ar a 55 °C por 18 h, triturados e peneirados
a 60 mesh. O po6 obtido foi armazenado ao abrigo da luz a temperatura ambiente e foi

denominado subproduto do aspargo.

2.2. Caracterizacao dos subprodutos dos aspargos

O po6 de subproduto do aspargo foi analisado em triplicata quanto a umidade, cinzas,
lipidios, proteina bruta e teor de fibra bruta de acordo com o Instituto Adolfo Lutz [9]. O teor
de umidade foi determinado por secagem em estufa a 105 °C, até peso constante, e o teor
de cinzas por incineracdo em mufla a 550 °C por 4h. A quantidade de lipidios totais foi
extraida por Soxlet e a determinacao de proteinas foi baseada na concentracdo de nitrogénio

pelo método de Kjedahl. O teor de carboidratos foi determinado por diferenca, subtraindo-se
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da composicao centesimal (100%) a soma dos percentuais de umidade, proteina, gordura,
fibra e cinzas.

O fracionamento proteico do subproduto do aspargo foi baseado em sua solubilidade em
solugbes aquosas, salinas, alcalinas e hidroalcodlicas [11]. O p6 foi misturado com agua
deionizada (1:10 p/v) e homogeneizado por 30 min e centrifugado a 2.249 xg por 20 min. O
sobrenadante obtido foi denominado fracdo albumina. O pellet foi sucessivamente
ressuspenso em diferentes solugbes nas mesmas condi¢cdes descritas para a fracao
albumina. A solucao de NaCl a 0,90% (m/v) foi utilizada para solubilizar a fragao globulina, a
solucdo de etanol a 70% (m/v) para prolaminas e a solu¢cdo de NaOH 0,10 M para as
glutelinas. Foram utilizadas as seguintes equacoes:

1)

) Proteina total (g) de cada fracdo
Proteina total (%) = v - -x 100
Proteinas totais (g) de subproduto do aspargo em pé

(2)

Residuos insoliveis = 100 — (albuminas + globulinas + prolaminas + glutelinas)

2.3. Extracao de proteinas e desenho experimental
Subprodutos de aspargo foi extraido em agua deionizada usando a combinacdo de
variaveis independentes: pH (8-10), tempo (20-40 min) e temperatura (30-70 °C). A
concentracdo nao foi utilizada como variavel, sendo fixada em 5 g.L ! para todas as corridas
apos testes preliminares. Apds ajuste do pH, as amostras foram submetidas a banho-maria
com agitacao sob condicbes avaliadas e foram entdo centrifugados (MPW-351R, Pol6nia) a
5.046 xg por 20 min a 25 °C, filtradas através de um filtro quantitativo (papel quantitativo,

peso 80 g) e o sobrenadante foi coletado e denominado extrato proteico.
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O teor de proteina foi avaliado no extrato proteico e foi denominado varidvel resposta
(Y). O extrato proteico foi homogeneizando (5 pL) com reagente de Bradford (250 pL) e apds
10 min de reacado, a absorbancia foi lida em microplacas ELISA (Dispositivo Molecular
VersaMax, EUA) a 595 nm. Uma curva analitica foi construida usando albumina de soro
bovino [12].

O MSR usando o design Box-Behnken foi usado para otimizar o processo de
extracdo. O efeito das trés variaveis independentes (X1, pH; Xo, tempo de extracdo; Xs,
temperatura de extragdo) em trés niveis, foi avaliado para determinar o efeito sobre o teor
de proteina extraida da variavel resposta dependente. As variaveis e seus niveis foram
definidos com base em testes preliminares dentro da faixa de investigacdo. Para o célculo
estatistico, as variaveis foram codificadas de acordo com a equacéao:

3)

X; — X

X =~ % =123

onde x; € o valor codificado da variavel independente, X; € o valor real da variavel
independente, Xoi € 0 valor real da variavel independente no ponto central e AX corresponde
ao intervalo de variacdo da variavel independente. Os indices 1, 2 e 3 representam as
diferentes condi¢cBes avaliadas.

O delineamento consistiu em 15 pontos experimentais e foi realizado em ordem
aleatdria. Duas repeticdes no ponto central foram usadas para permitir a estimativa de uma
soma de erro puro de quadrados. A variavel resposta investigada Y (mg de proteina extraida
g* de subproduto de aspargos) foi ajustada a um modelo polinomial de segunda ordem. O

modelo quadrético para predicdo do ponto 6timo foi expresso de acordo com a equacao:
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(4)

k k k
2
y=PHo+ E Ezlﬁixi‘l‘ E Hﬁii*’i + E Mﬂﬁij"i"ﬁg

onde Bo, Bi, Bii € Bij sdo os coeficientes de regressao para intercepto, linear, quadratico e
interacdo, respectivamente. X; e X; sdo os fatores e k € o numero de variaveis independentes
[13].

O ponto 6timo de extracao foi determinado pela funcdo de desejabilidade, visando
maximizar o teor de proteina extraida. A resposta obtida na condi¢cdo 6tima prevista foi

validada por comparagao com a resposta prevista pelo modelo.

2.4. Determinagé&o do ponto isoelétrico
O ponto isoelétrico (PI) foi determinado no extrato proteico obtido em condicdes
otimas do desenho experimental. A proteina extraida (5 mL) foi diluida em agua destilada
(40 mL) e o pH foi ajustado de 2 a 10 usando 0,5 ou 3 N HCI/NaOH. A turbidez de cada
solucéo foi lida em espectrofotometro a 320 nm e o valor de pH que apresentou maior

turbidez foi considerado como o ponto isoelétrico [14].

2.5. Caracterizacao do processo de extracao

A eficiéncia de extracao foi determinada pelo teor de proteina extraida em condi¢cfes
otimas em relacdo ao teor de proteina do p6 do subproduto do aspargo antes do processo
de extracdo, expresso em porcentagem. O rendimento da proteina extraida foi calculado

usando a equacao:
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Rendimento (%) (5)

Peso do isolado x % teor de proteina do isolado

— 100
peso subprodutos de aspargo em pé x % teor de proteina de subprodutos de aspargo em pé X

2.6. Isolado proteico de subproduto de aspargos

O extrato proteico obtido em condicBes oOtimas foi ajustado ao Pl previamente
determinado. A proteina precipitada foi recuperada ap6s centrifugagédo por 20 min (10,180
xg) a 4 °C, resuspendida em agua destilada, centrifugada novamente e, em seguida, o pellet
foi liofilizado a -51 ° C (CHRIST, Alpha 1-4, LD Plus). O isolado proteico foi armazenado para

analises posteriores.

2.7. Propriedades tecnoldgicas

2.7.1. Cor

As andlises de cor foram realizadas com o colorimetro Minolta CR400 e iluminante C
baseado no sistema CIELAB, que avalia a cor por refletancia de luz em trés dimensdes: L*,
luminosidade em uma escala de 0 (preto) a 100 (branco); a* variando de vermelho (0 + a) a

verde (0 - a) e b* que representa uma escala de amarelo (0 + b) a azul (O - b).

2.7.2. Capacidade de absorcdo de agua (CAA)

O isolado proteico (100 mg) foi misturado com 1000 pL de agua destilada usando um
agitador e deixado em repouso por 30 min. A suspenséo foi centrifugada a 1.800 xg por 20
min a 22 °C, o sobrenadante foi descartado e o tubo foi drenado em um angulo de 45° (10
min). A capacidade de absorcdo de agua foi calculada pela taxa de volume de agua

absorvida pelo peso da amostra [15].
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2.7.3. Andlises de capacidade de absor¢éo de 6leo (CAO)

O isolado proteico (100 mg) foi misturado com 1000 pL de 6leo de girassol, deixado em
repouso por 30 min (22 °C) e centrifugado a 13.600 xg por 10 min a 25 °C. O sobrenadante
foi descartado e drenado em um angulo de 45° por 20 min. O volume de 6leo absorvido foi
dividido pelo peso da amostra de proteina para obter a capacidade de absorcédo de éleo da

amostra [16].

2.7.4. Solubilidade em proteinas
A solubilidade do isolado proteico foi determinada de acordo com Saraiva et al. [17].
O isolado proteico (200 mg) foi misturado com 20 mL de agua destilada e o pH foi ajustado
para 2, 4, 6,8, 10 e 12 com 0,5 ou 3 N HCI/NaOH. A mistura foi agitada por 60 min a 25 °C
e centrifugada a 5.046 xg por 30 min a4 °C. O sobrenadante foi coletado e o teor de proteina
soluvel foi determinado pelo método de Bradford [12]. A seguinte equacado foi usada para
calcular a solubilidade:

(6)

Conteuido de Proteina no sobrenadante

Solubilidade (%) = 100
olubilidade (%) Conteuddo total de proteinas da amostra X

2.8. Conteudo total de polifendis (CTP) e capacidade antioxidante

2.8.1. Preparacao do extrato

O isolado proteico (1:100 p/v) foi homogeneizado com etanol/agua (70:30, v/v) por 15
min. Centrifugado a 5.046 xg por 15 min a 4 °C e, o sobrenadante foi recuperado para

analises posteriores.
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2.8.2. Conteudo total de polifenéis (CTP)

CTP foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau [18]. Uma aliquota (125 uL) do
extrato foi misturada com 125 pyL de reagente de Folin-Ciocalteau (50%) e 2250 L de
carbonato de soédio (NaxCOs) (3,79 M). Apdés a homogeneizacdo, as amostras
permaneceram protegidas da luz por 30 min. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a
725 nm. A absorbancia foi comparada com uma curva padrdo de acido gélico. Os resultados

obtidos foram expressos em mg de EAG (equivalente de acido galico).

2.8.3. Capacidade antioxidante por ensaios ABTS e DPPH

Os ensaios ABTS+ (2,2 AZINO BIS (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e DPPH
(2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil) foram realizados de acordo com Saraiva et al. [16]. A solucao de
ABTS (7 mM) em etanol 100% reagiu (por 16 h a temperatura ambiente) com persulfato de
potassio (140 mM) para formar a solucdo de cation radical ABTS (ABTS""). Foi diluido
novamente em etanol 100% até obter uma absorbancia de 0,7 £ 0,05 a 734 nm. Para analise,
aliquotas de 40 uL dos extratos foram adicionadas a 1960 yL de ABTS diluido’ e a
absorbancia foi lida a 734 nm apés 6 min.

Aliquotas de 150 uL de extrato foram misturadas com 2,85 mL do radical DPPH (0,06
mM), homogeneizadas em vortice e mantidas longe da luz por 30 min. As leituras foram feitas
em um espectrofotbmetro a 515 nm.

Os resultados de sequestro de radicais livres DPPH e ABTS foram avaliados e
expressos como uma capacidade antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) por 100 g de

matéria seca da amostra (umol?).
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2.9. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas em um espectrometro Bruker Vertex 70v (Bruker
Optik GmbH, Ettilingen, DEU) com um acessorio de refletancia total atenuada (ATR). O p6 e
isolado proteico de subprodutos de aspargo foram separados em aliquotas (n=3) e, em
seguida, submetidos a medi¢cdo de FTIR-ATR. Cada espectro é o resultado de uma média
de 128 varreduras, medidas de 4000 a 400 cm™ com resolucdo espectral de 4cm™ As
medidas foram realizadas a temperatura ambiente e normalizadas pelo vetor de

normalizacdo usando o software OPUS [19].

2.10. Identificagéo qualitativa dos aminoacidos

Os aminoacidos foram analisados de acordo com Poliseli et al. [20]. Para a preparacao
da amostra, 0,10 g de isolado proteico de subproduto de aspargos foi dissolvido em 1,0mL
de solucdo de bicarbonato de amoénio 50 mM. A solucdo foi misturada em vortice e
refrigerada a 4 °C por 60 min. Foi centrifugado a 1.696xg por 10 min e diluido (1:10 v/v) duas
vezes em fase movel acetonitrila:agua:acido formico (70:30:0.1) (v/v/v). A amostra diluida
(5uL) foi injetada diretamente no espectrémetro de massas, com ionizacao por eletro spray
e analisador triplo quadrupolo (Waters, XE Premier). O tempo de execucdo da analise foi de
2 min para cada amostra. A identificacdo de ions M+H realizada de acordo com Cantu et al.

[21] 200x com fragmentac&o neutra do tipo perda.

2.11. Andlises estatisticas
O experimento foi realizado trés vezes e as andlises foram realizadas em triplicatas. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlises de variancia utilizando o modelo linear geral

(GLM) com SPSS (v.15.0) (IBM SPSS Statistics, SPSS Inc., Chicago, EUA) para Windows.
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Foram calculadas médias e desvio-padrdo para cada variavel. Para que as diferencas
fossem estatisticamente significativas, foi utilizado o teste de Tukey com nivel de significAncia
de 5%.

Tabela 1 — Composicao centesimal e fracdes proteicas sollveis do p6 de subproduto
do aspargo.

Parametros (%)

Umidade 8,56 + 0,05
Cinzas 5,84 + 0,08
Lipidos 2,23+0,19
Fibra bruta 33,17 + 0,39
Proteina 15,65 + 0,26
Carboidratos 34,54 £ 0,53
Fracbes Proteina (%)
Albumina 14,58 + 0,52¢
Globulina 11,96 + 0,28¢
Prolamina 14,59 + 0,36°
Glutelina 22,88 + 0,13
Residuos insollveis 35,98 £ 0,012

Os valores sdo a média + desvio padrédo de trés réplicas. Letras diferentes na mesma coluna
séo significativamente diferentes (p<0,05).
3. Resultados e discusséo

3.1. Propriedades do p6 de subprodutos de aspargo

O p6 de subprodutos do aspargo apresentou 15% de proteina, rico em fibras alimentares
e carboidratos, além de possuir baixas quantidades de lipidios e cinzas (Tabela 1). As folhas
foram recentemente reconhecidas como fontes de proteina de baixo custo devido a sua
capacidade de sintetizar prontamente aminoacidos usando fontes como luz solar, diéxido de
carbono e nitrogénio atmosférico. Folhas de varias plantas tém sido investigadas como fonte
potencial de proteinas (alfafa 15-20% [22], jaca (Artocarpus heterophyllus Lam) 19,35% [23]

e o tabaco (Nicotiana tabacum L.) 9,4-14,6% [24] (teor de proteina com base no peso seco).
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As fracdes proteicas do p6 de subproduto do aspargo sdo apresentadas na Tabela 1.
Dentre a parte soltvel da amostra, a fragdo glutelina apresentou o maior teor significativo
(p<0,05), seguida das fragBes prolamina, albumina e globulina. O teor de residuos insollveis
demonstra que 34% da amostra ndo € solivel em nenhum dos solventes utilizados a
temperatura ambiente. Nas fracdes proteicas extraidas das folhas de rabanete
(Raphanussativus L.), a glutelina também foi superior as demais (glutelina 42,58%, prolamina
23,57%, albumina 20,08% e globulina 13,74%) [25].

As glutelinas séo proteinas pouco sollveis em agua, mas sao facilmente solubilizadas
em condi¢cdes alcalinas (pH > 10) e acidas (pH < 4) [25]. A solucao alcalina é geralmente
eficiente para solubilizar proteinas em ambos 0s casos, pois a maioria das proteinas vegetais
apresenta maior solubilidade na faixa de pH alcalino, devido ao maior teor de aminoacidos
como acido aspartico e acido glutamico [27]. As proteinas solUveis afetam diretamente a
funcionalidade durante o processamento dos alimentos. Conhecer a composicao das
proteinas solUveis nos subprodutos do aspargo € de extrema importancia, pois é decisivo na

escolha do método de extracdo que visa extrair o teor proteico mais predominante.

3.2. Influéncia das condicdes de extracdo no teor de proteinas sollveis

O teor de proteina soluvel de subprodutos de aspargo foi significativamente afetado por
trés fatores diferentes: pH (8-10), tempo de extracdo (20—60 min) e temperatura (30—70°C),
conforme resumido na Tabela 2. No delineamento experimental, o teor de proteina soltvel
variou entre 110,57 e 133,01 mg.g™. A figura 1E e F mostram um aumento na quantidade de
proteina extraida com um aumento no tempo de 20 para 40 min e temperatura de 30 para

50 °C em pH 9 (116,55 para 130,99 mg.g?). A mudanca do pH da solucéo de 8 para 10
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resultou em 9,9% mais proteina solUvel no extrato, e os valores minimos de extracao de
proteina foram obtidos em pH 8, 20 min e 50 °C (Tabela 2).

Com o aumento da temperatura e do pH (Figura 1 A e 1B) h4 um aumento no teor de
proteina. Esse aumento pode ser observado até cerca de 55 °C, acima do qual comeca a
diminuir. A reducdo no teor de proteina em temperaturas elevadas pode estar associada a
desnaturacdo de proteinas induzida pelo calor ou a gelificacdo induzida pelo calor em
temperaturas acima de 60 °C. Acima de pH 10, o teor de proteina diminui devido ao
desdobramento ou desnaturagédo das moléculas de proteina em um meio altamente alcalino,
levando a uma conformacéo distorcida com hidrofobicidade modificada da proteina em
estudo. Em relacdo ao tempo, 40 min foi adequado para extracdo de proteinas dos
subprodutos do aspargo (Figura 1 C, 1D, 1E e 1F). O tempo de extracdo deve ser adequado
para dispersar a proteina no solvente, pois um longo tempo de extracao (maior que 2 horas)

pode resultar em saturagao da proteina, resultando em uma reducado no teor de proteina [28].
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Figura 1 — Gréficos de superficie e contorno de resposta de extragdo de proteinas do
subproduto do aspargo mostrando os efeitos da temperatura (°C) e do pH na extracdo (A,

B); os efeitos do tempo (min) e do pH na extracéo (C, D), o efeito da temperatura (°C) e do
tempo (min) na extracéo (E, F).
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Tabela 2 — Desenho de Box-Behnken para pH, tempo e temperatura e sua resposta, teor de
proteina (mg de proteina.g™ de subproduto de aspargos).

Parametros independentes (valor codificado) Teor de proteina, Y (mg. g-%)
Corrida pH (X1) Tempo (Xz, min) Temperatura (X3,°C) Resultados experimentais
1 8 (1) 20 (-1) 50 (0) 110,57

2 10(1) 20(-1) 50 (0) 116,30

3 8 (-1) 60 (1) 50 (0) 111,70

4 10 (1) 60 (1) 50 (0) 122,76

5 8 (-1) 40 (0) 30 (-1) 112,59

6 10 (1) 40 (0) 30 (-1) 120,42

7 8(-1) 40 (0) 70 (1) 114,61

8 10 (1) 40 (0) 70 (1) 122,92

9 9 (0) 20 (-1) 30 (-1) 116,55

10 9 (0) 60 (1) 30 (-1) 117,76

11 9 (0) 20 (-1) 70 (1) 121,87

12 9 (0) 60 (1) 70 (1) 119,45

13 9 (0) 40 (0) 50 (0) 130,99

14 9 (0) 40 (0) 50 (0) 130,19

15 9 (0) 40 (0) 50 (0) 132,45

16 9 (0) 40 (0) 50 (0) 133,01

17 9 (0) 40 (0) 50 (0) 130,83

3.3. MSR e otimizacdo da condicdo de extracdo
A equacdo de regressao obtida para o teor de proteina () foi a seguinte:
(7
Y = —889.74 4+ 209.61X; — 11.53X; — 76X, + 0.64X; + 4.4X2 + 0.57X, — 0.03X; — 0.08
+ 371.8
De acordo com a Tabela 3, os valores de F com valor de P menor que 0,05 descrevem

gue os termos do modelo séo significativos ao quantificar a tendéncia exata de resposta. A



31

adequacdo do modelo, por meio dos valores de R-quadrado (0,9939) e Adj R-quadrado
(0,9737), sugere que a variacao total de 97,37% no teor de proteina foi atribuida as condi¢des
de extracdo. A diferenca entre R-quadrado e Adj R-quadrado € muito pequena, refletindo que
0 modelo polinomial praticamente ndo possui termos insignificantes, indicando um alto grau
de preciséo e confiabilidade entre os valores experimentais.

Tabela 3 — Coeficientes de regressao estimados para um modelo quadratico e ANOVA para
resultados experimentais da otimizacao da proteina do subproduto do aspargo.

Soma dos Grau de Quadratico Valor Valor de

Fonte guadrados Liberdade meédio F p
X1 123,59 1 123,59 88,28 0,0007*
X2 9,75 1 9,75 6,96 0,0577
X3 12,90 1 12,90 9,21 0,0386*
X1X2 7,09 1 7,09 5,07 0,0875
X1X# 0,05 1 0,05 0,04 0,8564
X2X3 9,67 1 9,67 6,91 0,0583
X1X3 0,06 1 0,06 0,04 0,8478
X12X3 0,78 1 0,78 0,56 0,4962
X2X3 3,30 1 3,30 2,36 0,1996
G 319,80 1 319,80 228,43 0,0001*
XZ2 233,31 1 233,31 166,65 0,0002*
X3 111,40 1 111,40 79,57 0,0009*
Erro puro 5,6 4 14
Total SS 921,8923 16
R-quadrado 0,994
Adj R-quadrado 0,976

X1, X2 e X3 sdo os valores codificados adimensionais de pH, temperatura e tempo de
extracao, respectivamente.
*Termos com efeito significativo (p < 0,05).
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A significAncia de cada termo por meio dos valores de P sobre o teor de proteina foi
analisada por ANOVA. Os resultados mostraram que houve diferencas no modelo, assim
como dois termos lineares (X1 e X3) e todos os termos quadraticos foram significativos
(P<0,01), enquanto os demais termos nao apresentaram diferenca (P>0,05).

Os gréficos tridimensionais de MSR (Figura 1-F) foram criados com a variavel resposta
(Y) no eixo Z contra quaisquer duas variaveis independentes, mantendo a outra variavel no
valor do ponto central (valor codificado = 0). Por meio destes graficos € possivel observar a
interacdo das variaveis analisadas.

A otimizacdo teve como objetivo obter a quantidade maxima de proteina soluvel. De
acordo com a funcao de desejabilidade, uma metodologia multicritério amplamente utilizada
na otimizacao de procedimentos [29], as condi¢Oes otimas de extracao foram pH 9,0, tempo
de extracao de 40 min e temperatura de 50 °C. A extracao foi realizada em triplicata nessas
condicdes e obtendo-se 136,89 mg.g, enquanto o valor previsto pelo modelo foi de 132,96
mg.g* (dados ndo mostrados), a proximidade dos valores refletem a adequacéo da validacéo
do modelo.

O processo de extracao apresentou um rendimento proteico de 43,47% com um teor de
proteina correspondente de 90,48%. A eficiéncia de extracdo de proteinas foi de 84,44%
(Tabela 4).

A taxa de extracdo e o teor de proteina total dependem da fonte do subproduto, da
cultivar, do processamento e do tipo de biomassa utilizada, bem como do método de extracdo
e das condi¢cBes aplicadas. No entanto, a quantidade de alcali e a temperatura sao fatores
decisivos que devem ser controlados para melhorar a recuperacao de proteinas [28]. Além
disso, a extracao alcalina é a extracdo mais utilizada devido a sua simplicidade, rapidez e

baixo custo [30].
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Tabela 4 — Parametros de extracdo e cor, propriedades tecnofuncionais, bioativas e
antioxidantes do isolado proteico subproduto do aspargo.

Parametros

Teor de proteina (%) 90,48 £ 1,94
Eficiéncia de extracdo (%) 84,44 + 0,67
Rendimento de proteina (%) 43,47 £ 1,23
Parametros de cor

L* 31,91 £ 0,36
a* -0,01 £ 0,08
b* -2,11 + 0,34
Propriedades tecnofuncionais

Capacidade de absor¢éo de agua (g.g™) 4,49 + 0,39
Capacidade de absorcédo de 6leo (g.g™?) 3,47 £0,11
Propriedades bioativas e antioxidantes

Teor de polifendis totais (TPC) (mg EAG.g?Y) 7,29 £ 0,58
Ensaio ABTS (TEAC pmol.100 g 145,76 + 0,76
Ensaio DPPH (TEAC pmol.100g?) 65,21 + 0,38

Os valores sao médias + DP de determinacdes triplicadas.

3.4. Caracterizacdo do isolado proteico

3.4.1. Solubilidade, ponto isoelétrico e identificacdo qualitativa dos aminoacidos

A solucédo proteica extraida foi avaliada quanto ao pH ideal para precipitar e isolar as
proteinas. As proteinas extraidas dos subprodutos do aspargo tém um ponto isoelétrico em
pH 3,2 (Figura 2). A solubilidade minima do material em torno de pH 4, préximo a pH 3, na
Figura 3, demonstra repulséo eletrostatica, favorecendo a precipitacdo de particulas. A
solubilidade proteica do isolado aumentou entre pH 6 e 8 (Figura 3), mostrando solubilidade
dependente do pH. Este perfil de solubilidade maxima em valores de pH alcalino e perfil de
solubilidade minima em valores de pH &cido também foi observado em outras proteinas

vegetais, como amaranto, berinjela e isolados de proteina de folha de abdbora [31].
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Figura 2 - Ponto isoelétrico da solucédo proteica de aspargos, determinacdo da proteina
extraida na faixa de pH 2-10.
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Figura 3 - Perfil de solubilidade do isolado proteico do subproduto do aspargo em diferentes
valores de pH.

As diferencas encontradas nos pontos isoelétricos das proteinas vegetais podem ser
atribuidas ao conteudo de aminoacidos hidrofilicos e hidrofébicos [27]. Os aminoacidos
identificados neste estudo (Figura 4) eram em sua maioria hidrofébicos, o inico aminoacido

hidrofilico identificado foi a asparagina.
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Figura 4 - Composicdo de aminoéacidos do isolado proteico do subproduto do aspargo
determinado pelo espectro de massa m/z 50 a 210 obtido por perda neutra 46 Da e
identificacdo pelo método DE NOVO.

A Figura 4 mostra os espectros de massa obtidos em que nao foram identificadas
possiveis combinacdes de di- e tripeptideos com intensidade suficiente para fragmentar
(intensidade absoluta proxima a 1000), mas a identificacdo foi possivel usando ions m/z para
o isolado: 90, 116, 118, 132, 133 e 166, que caracteriza os aminoacidos alanina, prolina,
valina, leucina/isoleucina, asparagina e fenilalanina.

O valor nutricional das proteinas esta relacionado ao teor de aminoacidos, suas
propor¢cdes mutuas e digestibilidade [32]. Os brotos de aspargos tém cerca de 20% de
proteina (matéria seca), abundante na maioria dos aminoacidos essenciais, compreendendo
40-43% do total de aminoacidos, com acido glutamico e acido aspartico como aminoacidos
dominantes, enquanto metionina, cistina e leucina como aminoéacidos limitantes. Cerca de
15 tipos de aminoacidos foram identificados em brotos de aspargos e apresentaram

distribuicdo espacial [33]. Os aminoacidos essenciais identificados neste estudo foram

valina, leucina/isoleucina e fenilalanina.
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3.4.2. Propriedades estruturais e conformacionais

A Figura 5a mostra os espectros FTIR-ATR das amostras do p6 e do isolado proteico de
subprodutos de aspargos. Bandas referentes ao estiramento de N-H (vNH) de proteinas e
O-H (vOH) de carboidratos e dgua sdo observadas na regido entre 3000 e 3600 cm™,
enguanto os picos entre 3000 e 2818 cm podem ser atribuidos ao alongamento

antissimétrico de CHz e CHy, respectivamente [34].

a) b)
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Figura 5 - a) Espectros médios de FTIR-ATR (n = 3) de amostras de subprodutos de
aspargos em po e isolado proteico de subproduto de aspargos, as regides sombreadas
correspondem as bandas de amida | e carboidratos. Destacadas em b) estdo as areas de
amida | e bandas de carboidratos. Letras mindsculas diferentes sdo significativamente
diferentes (p<0,05) para amida |. Letras maiulsculas diferentes séo significativamente
diferentes (p<0,05) para carboidratos.

Na Figura 5a uma banda centrada em 1731 cm™ é observada apenas para 0 espectro

de subprodutos de aspargos em pd, o que pode estar relacionado ao alongamento C = O
(vCO) de polifendis, comumente presente em aspargos [34]. O teor de polifendis totais
(Tabela 7) presentes no isolado proteico obtido foi inferior ao presente no p6 (11,55 mg

GAE.g'). Durante o processo de extracdo de proteinas, alguns compostos fendlicos
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originalmente presentes na forma sollvel podem ser perdidos, assim como fendlicos que
faziam parte da frac@o ligada a proteina. A extracdo realizada em pH 9 pode quebrar as
interacdes entre fendis e proteinas [35].

Ambos 0s espectros mostraram bandas associadas as amidas | e Il encontradas entre
1709 e 1476 cm, com a amida | encontrada em nimeros de onda mais altos do que a amida
Il, centrada, respectivamente, em 1627 e 1525 cm™. Além disso, o pico centrado em torno
de 1400 cm é atribuido a deformacéo assimétrica de CHs (6CHs) e, finalmente, a regido
entre 1300 e 900 cm? refere-se ao alongamento CO (vCO) que estd associado a
carboidratos [34].

Para melhor avaliar as propor¢cbes de proteina total (amida |) e carboidratos nas
amostras, as areas das bandas referentes a amida | e carboidratos (v C-O) foram obtidas por
meio de integracdo. As analises comparativas das areas sao mostradas na Figura 5 b).
Comparando a area das bandas associadas aos carboidratos, € possivel observar uma
reducdo na contribuicdo das bandas no espectro. Enquanto a banda de amida | se torna
mais evidente apos o isolamento da proteina. Portanto, as amostras apresentaram maiores
concentracfes de proteina apos o isolamento. Esse resultado pode ser verificado na tabela
1 por meio da composicao quimica do pé de aspargos, onde os carboidratos predominam
sobre as proteinas.

A banda de amida | é altamente sensivel a conformacdo molecular da proteina [36].
Assim, para determinar os efeitos causados na estrutura apds o isolamento proteico, a
deconvolucdo da banda da amida | foi realizada usando o ajuste gaussiano, conforme
mostrado na Figura 6a). Este tratamento matematico é necessario, pois as contribuicdes
espectrais das estruturas secundarias na banda da amida | sdo sobrepostas. Desta forma,

foram determinados cinco centros de banda, na regido da amida I, referentes as estruturas:
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B — Folha, Desordenada, a — Hélice, B — Volta, respectivamente, em 1627, 1644, 1659, 1675

e 1688 cm™ [37].
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Figura 6 - a) Ajustes gaussianos da banda de amida | do p6 e do isolado proteico dos
subprodutos do aspargo; b) Area das bandas resultantes do ajuste gaussiano da banda de

amida | do po e isolado proteico dos subprodutos do aspargo (n=3).

Letras maiusculas diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05) para o p6 de
subproduto de aspargos. Letras minusculas diferentes sdo significativamente diferentes (p <
0,05) para o isolado proteico de subproduto de aspargos.

Das éareas obtidas a partir da deconvolucédo da banda de amida | (Figura 6b), o pé e o
isolado proteico subproduto do aspargo apresentam uma dominancia da estrutura p-Volta.
Os resultados encontrados diferem do isolado proteico de Moringa oleifera, que apresentou
uma estrutura secundaria predominante de B-Folha (31,73%). A alta proporcédo de B-Volta é
importante para a flexibilidade da proteina, contribuindo para a estabilizacdo de emulsdes
agua-oleo, facilitando a emulséo globular da proteina [38]. A quantidade de desordenada foi

baixa, sugerindo que as condi¢cfes 6timas de extracdo (Tabela 4) causaram pouca tensao,
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ndo promovendo dobramento, o que pode ser justificado pelo fato de a proteina extraida ter

sofrido pouca tensdo durante o processo de extracao.

3.4.3. Propriedades quimicas e funcionais

Parametros de cor, propriedades tecnofuncionais, compostos bioativos e atividade
antioxidante do isolado de subproduto de aspargos obtidos em condicbes 6timas sao
apresentados na Tabela 4.

A cor do p6 do subproduto do aspargo (59,28 + 0,14 L*, -8,92 + 0,11 a* e 24,06 + 0,12
b*) (dados nédo publicados), demonstrou maior tendéncia a luminosidade (L*), foi mais
propensa ao verde (a*) e tendeu mais ao amarelo (b*) quando comparada com a cor do
isolado proteico (Tabela 4).

A cor verde escura observada no isolado proteico obtido pode ter sido influenciada pela
modulacdo do pH. Em condicfes alcalinas, a oxidacdo de compostos fendlicos na matriz
proteica pode ser acelerada devido a possivel ligacdo covalente desses compostos com
proteinas [28], uma vez que essa interacdo pode formar polimeros com maior pigmentacao.

Os indices de absorcao de agua (CAA) e 6leo e (CAO) do isolado proteico sdo mostrados
na Tabela 4. Os resultados encontrados neste estudo foram superiores ao isolado proteico
de tremoco (Lupinus luteus L.), alfafa (Medicago sativa L.) e folhas de moringa (Moringa
oleifera L.) [39, 40, 41], e inferiores aos obtidos para isolado proteico de farinha de chia
desengordurada [42].

As condicdes de extracdo podem influenciar CAA e CAO, pois temperatura e pH
ligeiramente mais altos podem fazer com que o isolado proteico obtido se dissocie,
fornecendo mais locais de ligacdo a agua nas subunidades quando comparado as

subunidades [13]. As proteinas podem interagir com a agua e o 6leo nos alimentos devido
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as propriedades hidrofilicas e hidrofébicas dos aminoacidos polares presentes e sua
localizagdo na molécula [43].

O teor de polifendis totais e capacidade antioxidante estao apresentados na Tabela 4. O
teor total de polifendis para o isolado de proteina foi maior do que o encontrado por Vital et
al (2020) [44] para aspargos ndo comerciais (2,33 mg GAE.g!), enquanto Garg et al (2020)
[28] encontraram 2,8 mg GAE.g™" no concentrado de proteina sangri. Os polifendis podem
ser extraidos junto com as proteinas devido a capacidade de interacdo desses dois
compostos. Essa formagcdo complexa leva a formagédo de compostos solaveis ou insollveis
gue podem reduzir ou aumentar a atividade antioxidante dos polifendis, além de afetar a
digestédo das enzimas [45].

Frutas e vegetais sdo as principais fontes de compostos fenolicos na dieta, e a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) recomenda que a ingestéo diaria seja de 400 g por
dia [46]. No entanto, no dia a dia, seu consumo € considerado baixo, resultando na
necessidade de incorporar esses compostos no desenvolvimento de novos produtos.
Portanto, o isolado proteico obtido pode complementar a ingestdo necessaria.

O isolado de subprodutos de aspargos apresentou capacidade antioxidante relevante
pelos ensaios ABTS e DPPH (Tabela 4). Utilizando o método ABTS, o isolado de
subprodutos do aspargo apresentou maior capacidade antioxidante do que o método DPPH.
Isso pode ser justificado pela forma como o radical se dissolve no meio, enquanto o ABTS é
soluvel em meio organico e aquoso, selecionando tanto antioxidantes lipofilicos quanto
hidrofilicos, o DPPH se dissolve apenas em meio organico, tendo maior seletividade para
sistemas hidrofébicos [47], isso também pode ser verificado através dos valores de CAA e
CAO (Tabela 4), onde sdo observadas caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas no isolado

obtido.
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4. Conclusdes

Os resultados indicaram que as trés variaveis estudadas (pH, tempo e temperatura)
afetaram significativamente o processo de extracdo aquosa da proteina de subprodutos de
aspargos. As condic¢des 6timas de extracao foram obtidas quando o pH de extracdo foi 9, o
tempo foi de 40 min e a temperatura foi de 50 °C. Através da otimizacdo do processo de
extracdo proteica de subprodutos de aspargos foi possivel obter um isolado proteico com
aminoacidos essenciais; compostos bioativos com atividade antioxidante presente e
propriedades tecnofuncionais favoraveis para uso como ingredientes para novos produtos.
O conhecimento da composicao e estrutura das proteinas soluveis € importante para elucidar
sua funcionalidade e orientar suas aplicacbes futuras. Tendo em vista a viabilidade
econdmica, mais estudos sdo necessarios para entender os principais desafios das
industrias e produtores rurais no processamento de alimentos e valorizar 0s recursos

proteicos vegetais, bem como os subprodutos do aspargo.
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FOOD BIOSCIENCE
Resumo

O crescimento populacional e a escassez de recursos naturais impulsionam a busca por
fontes alternativas de proteina. As proteinas vegetais sdo mais sustentaveis e representam
um menor impacto ambiental do que outras fontes proteicas, portanto, o objetivo do estudo
foi caracterizar e avaliar as propriedades funcionais do isolado proteico obtido a partir de
subprodutos de folhosos de aspargos (Asparagus officinalis L.), um material vegetal pouco
explorado. O isolado proteico foi obtido por extracdo alcalina e submetido a analise de
propriedades funcionais, taninos, perfil de aminoacidos, digestibilidade in vitro e potencial
bioativo. Os resultados demonstraram que o0s isolados proteicos apresentam uma
composicdo de aminoacidos relevante com coeficiente de eficiéncia proteica (CEP) >1,5,
sendo que o0s aminoacidos essenciais correspondem a 49,13%. As propriedades
tecnoldgicas, como capacidade de formacdo de espuma e emulsédo foram dependentes do
pH. O processo de extracdo nado afetou a integridade da proteina, conforme demonstrado
pela analise por eletroforese. O isolado obtido apresentou uma digestibilidade de 86,18%. A
atividade antioxidante, avaliada por meio dos ensaios ABTS e DPPH, mostrou um aumento
significativo apds o processo de digestdo. Os polifendis totais também aumentaram,
sugerindo que a digestdo enzimatica influenciou a atividade antioxidante e a liberagéo de
polifendis. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o isolado proteico de subprodutos
folnosos de aspargos representa uma alternativa viavel e sustentavel para a obtencéo de
proteinas vegetais.

Palavras-chave: Proteinas vegetais, propriedades funcionais, sustentabilidade,
aminoacidos, digestibilidade.
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1. Introducéo

O crescimento da populacdo global, combinado com a crescente escassez de
recursos como terras araveis e agua doce, tem intensificado a busca por fontes alternativas
de proteina para atender as demandas nutricionais. As proteinas vegetais tém ganhado
destaque devido a sua producdo mais sustentavel, que requer menos recursos naturais e
gera menores emissdes de gases de efeito estufa em comparacdo com as proteinas de
origem animal (Gorissen et al., 2018).

O uso de proteinas de folhas verdes como ingredientes em formula¢des de alimentos
ainda é limitado, exigindo mais investigacfes para entender seu impacto nas propriedades
tecnologicas e sensoriais dos alimentos. Essas proteinas tém vantagens especificas, como
a capacidade de formar espuma e estabilizar emulsdes em condi¢cdes de baixa temperatura
e concentracdo. Além disso, as proteinas de folhas verdes contém altos niveis de
aminoacidos essenciais (Anoop et al.,2023 ).

Dentre as diversas fontes vegetais com potencial para aplicacdo na industria
alimenticia, o aspargo (Asparagus officinalis L.) se destaca ndo apenas por suas
propriedades nutricionais e funcionais, mas também por sua relevancia comercial e
farmacologica. Seus beneficios incluem acbGes antidiabéticas, anticancerigenas,
antioxidantes, hipolipidémicas e antimicrobianas (Lee et al., 2014). A producéo global de
aspargos € liderada pela China, responsavel por mais de 84% (7,8 milhdes de toneladas por
metro), seguida pelo Peru, México e Alemanha. O mercado global representa uma receita
de mais de US$ 20 bilhées em 2017, projetada para chegar a US$ 30 bilhdes em 2027
(Chitrakar; Zhang; Adhikari, 2019).

Além de suas propriedades nutricionais, o aspargo é amplamente utilizado na indastria

alimenticia devido ao seu sabor palatavel e versatilidade, sendo ingrediente essencial em



51

sopas, vegetais mistos e produtos em conserva. O aumento da demanda por produtos
prontos para consumo e frescos impulsionou o crescimento do mercado de aspargos,
destacando sua relevancia econémica e agricola em climas temperados e subtropicais (Guo
et al., 2020). Vale ressaltar que a fracdo comercial de aspargos corresponde a menos de
25% da planta (caules comestiveis), enquanto os 75% restantes sdo considerados
subprodutos (caules fibrosos, raizes e folhas) (Chitrakar; Zhang; Adhikari, 2019). No entanto,
esses subprodutos com alto potencial de aplicagcdo como ingredientes alimenticios tém sido
pouco utilizados. Seu alto valor nutricional e propriedades promotoras da saude sao
semelhantes aos da parte comercial da planta e podem ser reutilizados (Santos-Silva at al.,
2024).

A eficiéncia de uma fonte de proteina depende ndo apenas de sua composicédo de
aminoacidos, mas também de sua digestibilidade, biodisponibilidade e presenca de fatores
antinutricionais. A resposta a ingestao de proteinas pode variar substancialmente entre as
fontes, sendo influenciada por fatores fisiol6gicos e dietéticos, como taxa de absorc¢éao e perfil
de aminoacidos essenciais (Atherton et al., 2010).

A aplicacdo de proteinas vegetais em sistemas alimentares requer que elas
apresentem caracteristicas desejaveis, conhecidas como propriedades funcionais, e
desempenho satisfatério em diferentes matrizes alimentares. Nesse contexto, as proteinas
vegetais surgem como ingredientes promissores para atender as demandas por alternativas
sustentaveis e nutricionalmente adequadas. Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar
e avaliar as propriedades funcionais de isolados proteicos de subprodutos folhosos de

aspargos.
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2. Materiais e métodos
2.1. Materiais
Os subprodutos folhosos do aspargo (SUF) foram coletados, sanitizados,
desidratados a 55 °C em estufa com circulacédo de ar e moidos. Isolado proteico (90,48 % de
proteina) de subprodutos folhosos de aspargos (ISA) obtidos por extracdo alcalina (pH 9,
tempo 40 min e temperatura 50 °C) com condi¢des otimizadas de acordo com Santos-Silva

et al. (2024) foi armazenado ao abrigo da luz a 4 °C para andlises posteriores.

2.2. Electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas foi realizada em gel de poliacrilamida desnaturante de
acordo com o protocolo descrito por Laemmli (1970). A concentracdo do gel separador
utilizado foi de 12% (m/v) e o gel de empilhamento foi de 4%. A eletroforese foi realizada em
sistema vertical seguindo as instru¢des do fabricante (Biorad). As amostras foram misturadas
com tampéo de amostra (dodecilsulfato de sddio - SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol
0,01%, Tris(hidroximetil)aminometano-HCI 0,0625 mol/L pH 6,8, B-mercaptoetanol 5%) e
aquecidas a 80 °C antes da aplicacédo. A tensdo de funcionamento variou de 220 a 250 V,
usando tampdo Laemmli (3 g/L Tris-base, 14 g/L de glicina e 1 g/L de SDS). Apos a
eletroforese, as proteinas do gel foram coradas com o corante Coomassie Blue R-250 e em
uma solucéo contendo 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de acido acético.

2.3. Determinacédo de compostos de taninos

Os taninos foram determinados pela diferenca entre os compostos fendlicos totais
obtidos antes e ap06s a precipitacdo da proteina com polivinilpirrolidona (PVPP), conforme
descrito por Folin & Ciocalteau (1927) e Mueller-Harvey (2001) com modificacbes. Os

compostos bioativos foram extraidos em agua e homogeneizados com PVPP por 60 min e
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depois centrifugados a 963 g por 10 min. Os compostos fendlicos totais foram determinados
no sobrenadante e os compostos fendlicos simples foram determinados. A concentracdo de
tanino foi calculada como a diferenca entre os compostos fendlicos totais e 0s compostos
fendlicos simples, e expressa em miligramas de equivalentes de acido tanico (EAT) por 100

gramas.

2.4. Capacidade de formacéao de gel

De acordo com o método adaptado desenvolvido pela Ogunwolu et al. (2009),
suspensdes em agua destilada contendo diferentes concentragdes (2%, 4%, 6%, 8%, 10%,
12%, 14%, 16%, 18% e 20%) de ISA em pH natural foram preparadas em microtubos de
centrifuga. As amostras foram aquecidas em banho-maria a 100 °C por 1 hora, seguido de
resfriamento em banho de gelo por 10 min e posteriormente mantidas refrigeradas por 120
min. ApOs esse processo, o0s tubos foram invertidos lentamente, em ordem crescente de
concentracao, para verificar a formacdo de um gel coesivo forte a cada concentracdo. A
menor concentracdo (g/mL) na qual a amostra ndo apresentou fluxo foi chamada de

Concentracdo Minima de Gelificacdo (CMG).

2.5. Capacidade de formacao de espuma e estabilidade da espuma

A capacidade de formacdo de espuma e a estabilidade foram determinadas de
acordo com o método de Klompong et al. (2007) com modificacdes, em que 50 mg de ISA
foram misturados com 50 mL de agua destilada e o pH foi ajustado para pH 2, 4, 6, 8, 10 e
12 com 1 ou 3 N HCI/NaOH, seguido de homogeneizacdo a 30.000 rpm usando um
homogeneizador (IKA Labortechnik, Selangor, Malasia) para incorporar ar por 1 min em

temperatura ambiente. A amostra misturada foi imediatamente transferida para um cilindro e
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o volume total foi medido no tempo zero. A capacidade de formacdo de espuma e a
estabilidade foram entdo calculadas usando as equacdes 1 e 2:
1)

VZ - V1

1
v x 100

Capacidade de formagédo de espuma (%) =

2)
o V3
Estabilidade da espuma (%) = 7X 100
2

Onde, V2 é o volume total imediatamente apds a homogeneizacao, V1 é o volume total antes
da homogeneizacao e V3 é o volume total 10 min, 30 min e 60 min apos a homogeneizacao,

respectivamente.

2.6. Capacidade emulsificante e estabilidade da emulséo

A capacidade emulsificante e sua estabilidade foram determinadas de acordo com
a Pedroche et al. (2004) com modificacdes. ISA (300 mg) foram homogeneizadas com 30
mL de agua destilada, e o pH foi ajustado para 2, 4, 6, 8, 10 e 12. Oleo de soja (10 mL) foi
adicionado. As amostras foram homogeinizadas (sonda S 25 KV-18 G) por 1 min a 30.000
rpm e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min. A atividade emulsificante foi calculada dividindo-
se o volume da camada emulsificada pelo volume da emulsdo antes da centrifugacdo. A
estabilidade da emulséo foi determinada por aguecimento por 30 min a 80 °C e, ap0s atingir
a temperatura ambiente, foram centrifugadas. A estabilidade da emulsao foi expressa como

a porcentagem de atividade emulsificante remanescente apds o aquecimento.
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2.7. Analise de aminoacidos

O teor de aminoécidos do ISA foi analisado seguindo a metodologia descrita por Zatta
Cassol et al. (2024) com modificacdes. A amostra contendo 3 mg de proteina foi submetida
a hidrélise com HCI 6N por 18 h a 110 °C. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, o
hidrolisado foi transferido para um bal@o volumétrico de 50 mL, e o volume foi completado
com agua ultrapura. Uma aliquota de 50 uL foi transferida para um frasco que permaneceu
em um dessecador sob vacuo até a evaporacdo completa do solvente (16 h). O residuo
seco foi entdo submetido a derivatizagdo usando o kit AccQ.Fluor (Waters®).

A identificagdo dos aminoacidos derivatizados foi realizada usando um detector de
fluorescéncia (modelo 2475, Waters®). As andlises foram realizadas em coluna AccQ-Tag
(3,9 x 150 mm; 3 ym) em condi¢des controladas, com temperatura de 37 °C e vazéo de 1,0
mL/min. Os comprimentos de onda usados para excitacdo e emissao foram 250 nm e 395
nm, respectivamente. A fase movel seguiu o protocolo estabelecido pelo kit AccQ-Tag
(Waters®). Para quantificacédo, foi utilizada uma curva padrdo construida com padrdes
externos e aminoacidos hidrolisados (Amino Acid Hydrolysate Standard). A aquisicdo e o
processamento dos dados foram realizados pelo software Empower 2 (Waters®).

A concentracéo total de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs) foi obtida pela
soma das concentragdes individuais de leucina, isoleucina e valina.

A composicdo de aminoacidos do ISA foi usada para determinar os parametros
nutricionais:

Os coeficentes de eficiéncia proteica (CEP) foram calculadas de acordo com Mir,

Riar e Singh (2019) com as equacbes 3 e 4:

CEP; = — 0.684 4+ 0.456 x Leu — 0.047 x Pro (3)
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CEP, = — 0.468 + 0.454 x Leu — 0.105 x Tir (4)

2.8. Digestao gastrointestinal in vitro e avaliagdo do potencial bioativo

Utilizou-se 0 método de digestibilidade in vitro pepsina-pancreatina com base em
Gonzalez-Montoya et al. (2018) com modificagBes. SUF (700mg) e ISA (300mg) foram
suspensos em tampao fosfato (pH 7,5). Em seguida, a fase gastrica foi iniciada ajustando o
pH para 2,0 com 1 N HCI e adicdo de 12 mg de pepsina. A solugéo foi incubada por 2h sob
agitacdo a 37 °C. Posteriormente, iniciou-se a fase intestinal com ajuste do pH para 7,5 com
NaOH 1 N e adicdo de 12 mg de pancreatina. A solucao foi incubada por 4h sob agitacédo a
37 °C. A digestéo foi interrompida por inativacdo enzimatica da solucéo a 100 °C por 10 min
e centrifugacéo a 8500 xg por 15 min a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -
20 °C até andlise posterior.

O meétodo de Bradford (1976) foi utilizado para determinar o teor de proteina soltvel.
A digestibilidade foi determinada usando a equacéo 5 (Almeida et al., 2015):

(5)

_ Pa—Pb

% Digestibilidade = (1 ) x100%

Onde o teor de proteina na amostra e no branco é representado por Pa e Pb,
respectivamente, e Pz corresponde ao teor de proteina presente na aliquota coletada no
tempo zero, quando a amostra foi solubilizado antes do inicio da digestao.

O potencial bioativo foi analisado antes e ap0s a digestdo, através da atividade
antioxidante e do teor de polifendis totais. A capacidade antioxidante foi determinada pelos
ensaios ABTS (RE et al., 1999) e DPPH (LI et al., 2009) de acordo com as modificacdes de
Saraiva et al. (2021). Os polifendis totais foram quantificados pelo método de Folin-

Ciocalteau (Singleton; Rossi, 1965). Os resultados da eliminagéo de radicais livres foram
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expressos em porcentagem, e o teor de polifendis totais, em mg de EAG (equivalente ao

acido gélico).

2.9. Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata. Foram calculadas médias e desvios-padréao
para cada variavel. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
utilizando o modelo linear geral (GLM) com SPSS (v.15.0) (IBM SPSS Statistics, SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA). Para diferencas estatisticamente significativas, foi utilizado o teste de

Tukey com nivel de significancia de 5%.

3. Resultados e Discussao

3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil proteico de ISA determinado por SDS-PAGE é apresentado em Fig. 1.
Observa-se uma banda proteica proeminente proxima a 45 kDa. Embora a identidade dessa
proteina seja desconhecida, ela serve como um marcador de integridade da proteina apos
as etapas de processamento utilizadas. Outras proteinas podem estar presentes nos
subprodutos folhosos de aspargos, como aquelas associados a clorofila e proteinas ligadas
a membrana celular, no entanto, essas proteinas podem ter sido removidas durante as
etapas processamento das folhas.

Em um estudo preliminar (Santos-Silva et al., 2024), foi realizado fracionamento de
proteinas em ISA com base em sua solubilidade. Dentre as fracBes solUveis analisadas, a
gue apresentava maior solubilidade em solucdes alcalinas foi predominante (glutelina

22,88%).
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O perfil proteico total da SUF apds o processo de isolamento proteico demonstrou
preservacao da integridade proteica e a eficacia do método utilizado na manutencao da
composicao proteica original, sem sinais de degradacao significativa ou perda de fracdes

essenciais.
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Figura 1. SDS-PAGE (12%) do isolado proteico de subprodutos folhosos de aspargos 0,5
ML (1) e p6 de subprodutos folhosos de aspargos antes da extragao 5 uL (2), 7,5 uL (3), 1,5
ML (4) e 25 uL (5), respectivamente. A coluna M contém o marcador de massa molecular,
com as respectivas massas em KDa anotadas.

A auséncia de mudancas perceptiveis no padrdo proteico pode ser atribuida a
manutencdo da estabilidade conformacional da proteina. A andlise de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do isolado proteico revelou a manutencao
da estrutura secundaria, sem alteracdes significativas que indicassem desnaturacdo ou
perda expressiva de a-hélices e B-folhas apds o processo de extracdo. No entanto, observou-
se uma maior relevancia da estrutura em [-volta, sugerindo possiveis rearranjos

conformacionais durante a extracdo (Santos-Silva et al., 2024). Condi¢c8es controladas, como

temperatura moderada e pH estabilizado, desempenham um papel crucial na minimizagéo



59

de mudancas estruturais e quimicas. Esses fatores sdo cruciais para preservar tanto a
funcionalidade quanto a solubilidade das proteinas, garantindo sua integridade durante os

procedimentos de extracdo (Narayan, 2020).

3.2. Capacidade de gelificacao

A MCG avalia a capacidade de uma proteina de formar géis; concentracbes mais
baixas indicam maior eficiéncia de gelificacdo. Conforme mostrado na Tabela 1, o ISA
gelificou a uma concentracdo minima de 18%. Este valor é superior aos 9% observados no
concentrado de proteina da folha de rabanete (Raphanus sativus L.) (Kaur e Bhatia, 2022)

e aos 14-16% no concentrado de proteina do grdo-de-bico (Ghribi et al., 2015).

Tabela 1. Menor concentracéo de gelificacdo (MCG) de isolado de proteina de subprodutos
folhosos de aspargos.

Repeticao % (p/v)
2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16% 18% 20%
1 - - - - - - - + + +
2 - - - - - - - + + +
3 - - - - - - - + + +

(-) sem gel; (%) gel fraco; (+) gel firme. A concentracado na qual as trés réplicas formaram um
gel é considerada como MCG.

A formacéo de géis proteicos é influenciada por varios fatores, incluindo concentracéo
de proteinas, forca ibnica, pH e possiveis interacfes sinérgicas com outros compostos
(Raikos et al., 2014). A forca do gel formado esta diretamente relacionado a capacidade das
proteinas de formar ou estabilizar uma rede tridimensional coesa por meio de ligacdes
intermoleculares. Géis mais firmes resultam de redes proteicas densas, enquanto géis fracos
ocorrem por agregacdo menos estruturada (Tang; Roos; Miao, 2024). Em aplicacbes
alimenticias, como geleias, pudins, produtos carneos e sobremesas, a capacidade de

gelificacdo é uma propriedade altamente desejavel.
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A gelificacé@o avaliada no pH natural em ISA foi proxima ao seu ponto isoelétrico (pH
3,2). Essa condic¢édo facilitou o processo de gelificacdo devido a reducdo da carga superficial
das moléculas proteicas, que tende a se aproximar de zero nesse pH. No entanto, em pHs
mais distantes do ponto isoelétrico, 0 aumento da carga superficial das moléculas intensifica
as forcas repulsivas, dificultando a formacdo de agregados e, consequentemente, de géis
estruturados (Lawal, 2004). Por esse motivo, as concentracdes minimas de gelificacdo em
outros pHs nao foram avaliadas neste estudo.

3.3. Propriedades de formacao de espuma

A capacidade de formacao de espuma foi maior em pH 10 (Fig. 2A), mas nao diferiu
significativamente (p > 0,05) do pH 2 e pH 8. Neste pH houve uma maior exposi¢cao de
regides hidrofilicas e hidrofobicas da proteina, o que colaborou para este aumento na
espuma. Esse comportamento pode ser atribuido a solubilidade do ISA nesses valores de
pH. Santos-Silva et al., (2024) verificaram que a solubilidade proteica do ISA é dependente
do pH. A maior solubilidade das proteinas, resultante de alteracées no pH, temperatura e/ou
interacdo com solventes, favorece o seu desdobramento e a formacdo de membranas
proteicas interfaciais na interface ar-agua, promovendo o encapsulamento de bolhas de ar.
(Adebiyi; Aluko, 2011). Essa caracteristica € importante para a producdo de espumas
alimentares (ex.: mousses, merengues) e massas fermentadas (paes, bolos).

O ISA néo formou espuma em pH 4, possivelmente porque a solubilidade e a atividade
superficial das proteinas diminuiram perto de seu ponto isoelétrico e sua capacidade de gerar
repulséo eletrostatica entre bolhas de gas também diminuiu. Resultados semelhantes foram
encontrados em proteina de cha (Wang et al., 2014).

A estabilidade da espuma foi dependente do pH (Fig. 2B). Em pH 6, ISA mostrou maior

estabilidade, embora a formagao de espuma tenha sido reduzida. Esse comportamento pode
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estar associado ao aumento da densidade de carga proteica nesse pH, o que favorece a
estabilizacdo da espuma por meio do aumento das repulsdes eletrostaticas, dificultando a
rapida coalescéncia das bolhas de ar (Adebiyi; Aluko, 2011). A estabilidade da espuma € a
capacidade de uma espuma de manter sua forma e volume ao longo do tempo e € uma
caracteristica desejavel em alimentos como cerveja, café e massas (Famuwagun et al.,
2020).

Roger e Rawdkuen (2020) avaliaram a proteina da folha de moringa (Moringa oleifera)
e encontraram maior estabilidade da espuma perto do ponto isoelétrico, comportamento
semelhante ao observado neste estudo. Esse comportamento pode ser atribuido a formacao
de uma proteina mais espessa e rigida na interface ar-agua, favorecida pela reducéo das
repulsdes eletrostaticas entre as moléculas da proteina.

A maior capacidade de formacdo de espuma foi em pH 10 (40 %) (Fig. 2A),
demonstrando uma estabilidade de aproximadamente 13% apds 10 minutos, enguanto em
pH 2 manteve cerca de 15% da espuma apos 60 minutos. Esses resultados sugerem que,
embora a estabilidade da espuma seja um fator relevante, a quantidade inicial de espuma
formada também deve ser considerada na avaliacdo da funcionalidade da proteina. Além
disso, é importante considerar que a estabilidade da espuma foi medida em solu¢édo aquosa,
mas a funcionalidade da proteina pode ser alterada em sistemas mais complexos, como
matrizes alimentares sélidas ou semissdlidas. Em produtos como massas, cremes e
emulsdes, a interacdo da proteina com outros componentes, como lipidios e carboidratos,

pode modificar sua capacidade espumante e estabilidade.
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Figura 2. Propriedades de formacédo de espuma e de emulsificacdo de ISA (A) capacidade
de formacao de espuma B estabilidade da espuma e C atividade emulsificante e estabilidade
da emulsdo.Os valores sdo a média + desvio padrdo de trés réplicas. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (p < 0,05).
3.3. Propriedades emulsificantes

Neste estudo, foi observada a influéncia do pH na atividade emulsificante e na
estabilidade da emulséo (Fig. 2C). Em pH 4, o isolado de subprodutos folhosos de aspargos

nao apresentou ambas as propriedades, sugerindo que a proximidade ao ponto isoelétrico

reduz a capacidade de emulsificacdo devido a maior propenséo a agregacao de proteinas
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nessa faixa de pH. As propriedades emulsificantes das proteinas estdo diretamente
relacionadas a sua estrutura molecular. As proteinas tém natureza anfifilica, com
extremidades hidrofébicas e hidrofilicas que permitem interacdes efetivas o6leo-agua,
promovendo a estabilidade da emulséo (Blasco, Vinas e Villa, 2011).

EmpH 2, 6, 8, 10 e 12, a atividade emulsificante e a estabilidade da emuls&o foram
significativamente maiores (Fig. 2C) do que em pH 4, o que pode estar associado a distancia
do ponto isoelétrico, facilitando a solubilidade e a interagdo com as fases dispersas da
emulsdo. A capacidade emulsificante mede a habilidade de uma proteina de formar uma
emulséo, enquanto a estabilidade da emulsdo avalia a habilidade da proteina de manter a
emulsao estavel por um determinado periodo de tempo. Ambas as propriedades funcionais
sdo essenciais ndo apenas para a formacéo e estabilizacdo de emulsdes de gordura em
sistemas alimentares, mas também para uma ampla gama de aplicacdes, como em sorvetes,
cremes, molhos e massas (Kaur e Bhatia, 2020). A modificacdo do pH pode alterar a
conformacao proteica, favorecendo a emulsificacdo ao influenciar a interacéao proteina-lipidio
e aformacao de interfaces estaveis. Nesse contexto, a presenca da estrutura B-volta em ISA,
pode desempenhar um papel relevante na estabilizacdo dessas matrizes alimentares

(Santos-Silva et al., 2024).

3.4. Analise de aminoacidos

O perfil de aminoé&cidos € importante para determinar a qualidade nutricional de uma
proteina. Conforme mostrado na Tabela 2, o ISA apresentou 49,13% de aminoéacidos
essenciais. O organismo ndo € capaz de sintetizar aminoacidos essenciais, que devem ser
obtidos por meio da dieta (Neinast; Murashig; Arany, 2019). Esse resultado foi superior ao

encontrado no isolado de folha de amaranto (Amaranthus spp.) (42,92%), isolado de folha
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de berinjela (Solanum melongena) (41,27%) e isolado de folha de abdbora canelada
(Cucurbita moschata) (44,25%) (Famuwagun et al., 2020).

Os aminoacidos contendo enxofre, como metionina e cisteina, presentes no ISA sédo
de grande relevancia, pois esses compostos desempenham um papel essencial nas
propriedades funcionais das proteinas, facilitando a formacdo de pontes dissulfeto que
contribuem para a estabilidade estrutural da proteina (Ducrocq et al., 2020). Esses resultados
destacam o potencial nutricional e funcional do ISA como fonte de proteina sustentavel e de
alta qualidade.

A presenca de todos os aminoacidos essenciais avaliados no ISA reflete sua
gualidade proteica relevante e alto potencial para contribuir com as necessidades proteicas.
Ingredientes proteicos com perfis de aminoacidos essenciais apresentam beneficios
relacionados a sintese proteica, recuperacdo muscular e manutencédo da saude geral. Aléem
disso, os aminoacidos nao essenciais mais abundantes no ISA foram o acido glutamico
(10,07%) e o acido aspartico (8,14%), ambos comumente encontrados em extratos proteicos
vegetais. Esses aminoacidos exercem beneficios a salde devido a sua capacidade de
neutralizar os radicais livres, evitando a propagacao de danos oxidativos (Yu et al., 2021).

O valor total de BCAAs observado no presente estudo (Tabela 2) expressa a qualidade
proteica do ISA. Nas proteinas disponiveis comercialmente, os BCCAs estdo presentes em
19,50% na caseina e 18,10% no isolado de proteina de soja (Hulmi; Lockwood; Stout, 2010).
ISA tem quantidade semelhante aos BCCAs comerciais, fazendo dele um produto que pode
ser comercializado como suplemento.

Os BCAAs sdo compostos por leucina, isoleucina e valina e desempenham papéis
essenciais no metabolismo energético, na sintese de proteinas musculares e na recuperacao

apos o esforco fisico. Além disso, o perfil de BCAAs pode impactar positivamente a
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percepcdo sensorial e as propriedades tecnoldgicas do ingrediente proteico, uma vez que
esses aminoacidos contribuem para o sabor e a funcionalidade nas formulagfes de alimentos
(Santos & Nascimento, 2019).

A qualidade da proteina pode ser avaliada pelo coeficiente de eficiéncia proteica
(CEP), que apresenta boa correlagdo com os valores obtidos em experimentos in vivo. De
acordo com a Tabela 2, os valores de CEP: e CEP: indicam que a composi¢cdo de
aminoacidos do ISA foi favoravel (>1,5). Esses indicadores refletem como os aminoacidos
leucina, prolina e tirosina contribuem para o CEP tedrico, sendo sensiveis a qualquer
alteracdo no teor de leucina, um aminoacido essencial na sintese proteica. Valores
superiores aos encontrados neste estudo foram relatados para CEP1 e CEP> no isolado de
proteina de quinoa (2,22 e 2,19) e isolado de proteina de album (2,23 e 2,21),

respectivamente (Mir; Riar; Singh, 2019).
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Tabela 2. Aminoéacidos presentes no isolado de proteina de subprodutos folhosos de
aspargos.

Aminoécidos % ISA
Essencial
Histidina (His) 2,57
Treonina (Tre) 5,00
Valina (Val) 5,46
Metionina (Met) 2,09
Lisina (Lis) 13,90
Isoleucina (Iso) 4,78
Leucina (Leu) 8,50
Fenilalanina (Fen) 6,83
N&o essencial
Arginina (Arg) 6,88
Acido aspartico (Asp) 8,14
Serina (Ser) 4,26
Acido glutamico (Glu) 10,07
Glicina (Gli) 5,84
Alanina (Ala) 5,40
Prolina (Pro) 4,31
Cisteina (Cis) 0,35
Tirosina (Tir) 5,63
Parametros
Aminoacidos totais (AT) 63,19
Aminoacidos essenciais totais (AETS) 49,13
Aminoécidos totais de cadeia ramificada 18.74
(BCCAS) ’
Coeficiente de eficiéncia proteica (CEP1) 1,64
Coeficiente de eficiéncia proteica (CEP2) 1,60

. ISA = Isolado proteico de subprodutos folhosos de aspargos.

Limitacbes inerentes ao método podem ter contribuido para os valores de
aminoacidos observados neste estudo. O kit AccQ.Fluor (Waters®) tem sido amplamente
utilizado, mas depende das etapas de extracdo, hidrdlise e derivatizagdo. Os processos de
hidrolise acida podem causar degradacéo parcial em aminoacidos que contém enxofre ou

aminoacidos aromaticos, resultando na subestimacao de suas concentracdes (Tyler, 2000).
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3.5. Digestédo gastrointestinal in vitro e avaliagdo do potencial bioativo

O modelo de digestibilidade in vitro pepsina-pancreatina quantifica a digestao,

permitindo a avaliagao dinamica do processo digestivo e a investigacdo da biodisponibilidade
de nutrientes. Esse sistema tem sido amplamente utilizado como uma alternativa viavel aos
testes in vivo, devido ao seu custo reduzido e a superagédo de questdes étnicas devido ao
uso de modelos animais (Sousa et al., 2020).

Taninos presentes de 0,5 a 5 % na dieta pode reduzir a disgestibilidade das proteinas
e a absorcéo de minerais, dependendo da matriz alimentar, enquanto que taninos > 5 % na
dieta pode ter forte efeito antinutricional podendo causar deficiéncia de ferro e prejudicar a
digestdo (Singh; Arora, 2023). O teor de tanino no ISA foi significativamente maior em
comparacdo com o SUF (Tabela 3). Esse aumento pode ser explicado pelas condi¢des
utilizadas no processo de extracdo, que favoreceram a dissociacao parcial dos complexos
proteina-polifendis e liberaram taninos previamente ligados as proteinas.

Embora os taninos sejam amplamente reconhecidos como antinutrientes devido a sua
capacidade de formar complexos com proteinas que podem dificultar a digestdo enzimatica
(Popova; Mihaylova, 2019), no caso do ISA, ndo houve comprometimento da digestibilidade

da proteina, uma vez que a digestibilidade in vitro do ISA foi significativamente maior do que

a do SUF (Tabela 3).

Além disso, taninos condensados ou hidrolisaveis podem ser facilmente liberados
durante a digestéo, contribuindo para o aumento da deteccao de polifendis (Serena-Romero,
et al., 2023). Em ISA, observou-se um aumento no teor de polifendis apds o processo de
digestédo (Fig. 3B), indicando que a digestdo favoreceu a liberacdo desses compostos.

A digestibilidade € um parametro chave para avaliar a qualidade nutricional de

isolados proteicos. Tomé (2013) relata a digestibilidade das proteinas vegetais variando de
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70 a 90%. A alta digestibilidade observada no ISA sugere degradacéo proteica e liberacao
de peptideos e aminoacidos, que podem ser absorvidos no duodeno distal e ileo (Gong et
al., 2022).

O resultado obtido na digestdo enzimatica do ISA foi superior 64,7%, quando
comparado com a digestibilidade de isolado proteico de folhas de Moringa oleifera
(Benhammouche et al., 2021) e é comparavel a digestibilidade dos suplementos proteicos
comerciais: concentrado de proteina do leite (87,2%), clara de ovo em pé (81,5%), isolado
de proteina de ervilha (90,0%) e isolado de proteina de soja (89,2%) (Corgneau et al., 2019).
As variacoes nos valores de digestibilidade entre os diferentes estudos podem ser atribuidas
as diferencas na composicéo geral da proteina, principalmente na qualidade da proteina, e

as condicdes de processamento da amostra.

Tabela 3. Digestibilidade e teor de taninos em SUF e ISA.

Taninos (mg EAT/100q) Digestibilidade (%)
SUF 19,39 + 1,44° 71,29 + 1,19
ISA 82,05 + 0,002 86,18 + 0,582
Letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes (p < 0,05).

SUF = subprodutos folhosos dos espargos. ISA = Isolado proteico de subprodutos folhosos
de aspargos.
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Figura 3. Efeito da digestéo in vitro sobre a atividade antioxidante (DPPH e ABTS) (B) e o
teor de polifendis no SUF (A) e ISA (B).
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05).
SUF: subprodutos folhosos dos espargos, ISA: isolado proteico de subprodutos folhosos de
aspargos, ABTS: 2,2 AZINO BIS (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) , DPPH: 2,2-Difenil-
1-Picrilhidrazil

A atividade antioxidante do ISA, avaliada antes e depois da digestao in vitro, aumentou
significativamente de acordo com os ensaios ABTS e DPPH (Fig. 3B), enquanto a atividade
antioxidante do SUF pelo ensaio DPPH diminuiu estatisticamente (Fig. 3A). A digestdo
enzimatica de proteinas resulta em hidrélise de proteinas, liberando peptideos e aminoacidos
menores (Zhang et al., 2017). Esses compostos podem ter atividade antioxidante superior
as proteinas intactas, devido a exposicdo de grupos funcionais com capacidade de
neutralizar os radicais livres.

Além disso, a interacdo entre proteinas e compostos fendlicos pode influenciar a

atividade antioxidante. A liberacdo de compostos fendlicos ligados & matriz proteica durante
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a digestéo pode contribuir para o0 aumento da capacidade antioxidante. Assim, a digestao
enzimatica do ISA, além de facilitar a digestdo de peptideos bioativos com potencial
antioxidante, pode liberar compostos fenodlicos associados (Fig. 3B), aumentando a
capacidade antioxidante total, sugerindo que ISA, apés a digestdo, pode atuar como uma
fonte eficaz de antioxidante, contribuindo para a neutralizacdo dos radicais livres no
organismo.

A digestéo in vitro resultou em um aumento limitado de polifendis totais em SUF (Fig.
A), o0 que pode ser atribuido & menor liberagdo desses compostos durante 0 processo
digestivo (Benhammouche et al., 2021). A digestado enzimatica quebra as ligacdes covalentes
gue ligam os polifendis as proteinas, liberando-as em sua forma livre, que € mais

bioacessivel e, consequentemente, facilita sua quantificagéo.

4.Concluséo

O isolado proteico obtido a partir de subprodutos folhosos de aspargos demonstrou
ser uma alternativa viavel e sustentavel para aplicacdo na industria alimenticia. Seu perfil de
aminoacidos, com alta proporcdo de aminoacidos essenciais e boa digestibilidade, o
posiciona como um ingrediente promissor para formulacdes proteicas de alta qualidade.
Além disso, suas propriedades funcionais, como emulsificacdo e formacdo de espuma,
ampliam seu potencial de aplicacdo em diferentes matrizes alimentares. A atividade
antioxidante aumentada apos a digestdo sugere beneficios adicionais para a saulde,
reforcando sua viabilidade como um ingrediente funcional. Esses resultados contribuem para
a valorizacdo de subprodutos agroindustriais, promovendo a economia circular e o

desenvolvimento de solucBes inovadoras para a producéo sustentavel de proteinas.
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