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RESUMO

QUEIROZ, Isabela Campelo de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Agosto de 2015. Extrato de proteinas estruturadoras de gelo de folha s
de trigo: avaliagdo da inocuidade e efeitos nas proprieda des
tecnoldgicas e nutricionais de pao francés. Orientadora: Monica Ribeiro
Pirozi. Coorientadores: José Benicio Paes Chaves e Hércia Stampini Duarte
Martino.

As proteinas estruturadoras de gelo (ISP) sdo reconhecidas por sua
capacidade de baixar o ponto de congelamento de solucdes e de interferir no
formato de cristais de gelo durante o congelamento, prevenindo alteragdes
fisicas em alimentos. Tais proteinas tém sido testadas em massas com
resultados satisfatorios. Porém, pouco se sabe sobre a sua seguranca e sua
atuacdo em pées elaborados com massa congelada. O extrato de proteina
estruturadora de gelo obtida de folhas de duas cultivares de trigo (Endurance
e Ok Bullet) foi testado quanto a sua inocuidade em ratos Wistar machos de
forma aguda, na dosagem de 40 ou 80 mg.kg*.dia™ de peso corporal (14
dias) e de forma sub-crénica na dosagem de 114 ug.kg'.dia™ (90 dias), e
quanto ao seu efeito (8 mg / 100 g de massa) crioprotetor nas propriedades
fisico-quimicas, textura e na qualidade protéica do pado francés elaborado
com massa congelada, a -18 T por 30 dias, em comparagdo ao pao
controle (sem adic&o de extrato). A administracdo de doses agudas, 350 a
700 vezes maior que a quantidade utilizada no preparo de 100 g de pé&o
francés, dos extratos de ISP ndo causou letalidade. O uso agudo e sub-
cronico do extrato de ISP das cultivares Endurance e Ok Bullet néo
comprometeu o peso corporal, o consumo alimentar e o coeficiente de
eficiéncia alimentar (p > 0,05). No teste agudo os pesos relativos dos 6rgaos
dos animais dos grupos teste ndo diferiram do controle, mas o grupo que
recebeu ISP Ok Bullet na dose 80 mg / kg aumentou a propor¢éo do nucleo
dos hepatdcitos. No teste sub-crébnico, o rim dos animais dos grupos
Endurance e Ok Bullet apresentaram menor peso corporal (p < 0,05) que os
animais do grupo controle. Na dosagem sub-crbnica, foi verificada uma
reducdo nos niveis de uréia, magnésio e fésforo, reducéo do volume dos

hepatocitos, sem alteragbes na morfometria renal e nas transaminases

Xiv



séricas em ambas as cultivares do trigo. No entanto, houve redugdo na
albumina do grupo Endurance e de bilirrubina no grupo Ok Bullet. Houve
hiperplasia dos centros germinativos do bago no grupo ISP Ok Bullet. A
adicdo de ISP, independente da cultivar do trigo, melhorou o volume
especifico e as varidveis de textura (p < 0,05), resiliéncia e adesividade, dos
pdes apdés o congelamento e ndo interferiu na composi¢cdo centesimal,
coloracdo, nem nos indices de qualidade das proteinas do péo francés, em
comparacdo aos paes controle (p > 0,05). A adicdo das proteinas
estruturadoras de gelo da cultivar Ok Bullet e Endurance também n&o
alterou o peso do figado e do rim dos animais. Portanto, as ISP de ambas as
cultivares, administrada de forma aguda se mostraram inécuas em ratos
Wistar, na dose de 40 mg.kg*.dia®, enquanto o uso sub-crénico revelou
algumas alteracdes celulares e séricas, porém ndo indicativas de toxicidade.
Enquanto a utilizacdo de 8 mg / 100 g de massa, de ambas as cultivares, foi
eficiente na melhora das propriedades fisicas dos paes elaborados com
massa congelada, sem alterar as propriedades quimicas e a qualidade

protéica.
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ABSTRACT

QUEIROZ, Isabela Campelo de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August, 2015. Evaluation of acute and chronic toxicological
harmlessness of ice structuring proteins obtained from w heat leaves.
Adviser: Ménica Ribeiro Pirozi. Co-Advisers: José Benicio Paes Chaves and
Hércia Stampini Duarte Martino.

Ice structuring proteins are recognized for their ability to lower the freezing
point of solutions and to affect ice crystals size formed during freezing,
preventing physical changes in food. Such proteins have been tested on
dough with satisfactory results. However, little is known about their safety
and how they affect bread made from frozen dough. Ice structuring protein
(ISP) obtained from leaves of two wheat cultivars (Endurance and OK Bullet)
was tested for its harmlessness in male Wistar rats, acutely at a dose of 40
or 80 mg.kg™.day™ of body weight (14 days) and sub-chronically at a dose of
114 pg.kg™.day™ (90 days), and was tested for its cryoprotectant effect (8 mg
/ 100 g of dough) on the physicochemical properties, the texture and the
protein quality of French bread made from frozen dough, kept at -18 < for
30 days, compared to a control bread (no added extract). Administration of
acute doses of ISP extracts, 350 - 700 times greater than the amount used in
the preparation of 100 g of French bread, did not cause lethality. Acute and
sub-chronic use of ISP from the Endurance and Ok Bullet cultivars did not
affect body weight, food consumption or the food efficiency coefficient (p >
0.05). In the acute test, the relative weights of the organs of the animals from
the test groups did not differ from those of the control group, but the nucleus
proportion of the hepatocytes increased in the group that received Ok Bullet
ISP at a dose of 80 mg / kg. In the sub-chronic test, the kidneys of the
animals in the Endurance and Ok Bullet groups presented a lower weight (p
< 0.05) than those in the control group. At the sub-chronic dose, a reduction
in levels of urea, magnesium and phosphorus was observed in both wheat
cultivars, as well as a reduction in the volume of the hepatocytes, without
changes to the renal morphology or transaminases serum. However, there
was a reduction in albumin in the Endurance group and bilirubin in the Ok

Bullet group. There was hyperplasia in the germinal centers of the spleen in
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the Ok Bullet ISP group. The addition of ISP, regardless of the wheat cultivar,
improved the specific volume and the texture variables (p < 0.05), and the
resilience and adhesiveness of the bread after freezing, and did not interfere
with the proximate composition, color, or protein quality indices of the French
bread, compared to the control bread (p > 0.05). The addition of the ice
structuring proteins from the Ok Bullet and Endurance cultivars also did not
change the weight of the liver or kidneys of the animals. Therefore, the ISP of
both cultivars, administered acutely, proved harmless in Wistar rats at a dose
of 40 mg.kg™day™, while sub-chronic use revealed some cell and serum
changes, although not indicative of toxicity. The use of 8 mg / 100 g of
dough, from both cultivars, was effective in improving the physical properties
of the bread made from frozen dough, without changing the chemical

properties or the protein quality.
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1. INTRODUCAO

Com o crescente numero de padarias instaladas nas redes de
supermercados, com espaco fisico limitado e a dificuldade de produgéo de
pao fresco a toda momento, o uso de massa congelada é uma tendéncia
para o mercado de panificagdo. O uso da massa congelada facilita o
funcionamento das padarias, pois ndo exige maquinario completo, nem
funcionamento noturno e garante o péo fresco, independente do trabalho do
padeiro.

A produgcdo de paes elaborados com massas congeladas pode
resultar em sérios problemas para a qualidade, dentre eles: reducdo na forca
da massa, alteragédo na estrutura da massa e do miolo e morte antecipada
de leveduras, com consequente redugédo do poder fermentativo. A perda da
qualidade desses pdes envolve mudancas reoldgicas na massa como
resultado do transporte de 4gua e do tamanho dos cristais de gelo formados
durante o congelamento.

Para preservar a integridade do gluten e também compensar a alta
mortalidade de leveduras, pesquisas focam no desenvolvimento e aplicagéo
de diferentes aditivos, visando melhorar a qualidade e aumentar a vida de
prateleira do péo produzido com massa congelada. Reforgadores de massa,
emulsificantes e hidrocoloides sdo muito usados para diminuir os efeitos
deletérios na estrutura da massa, enquanto sais nutrientes e maior
quantidade de fermento sdo indispensaveis para garantir fermentagdo
adequada.

Um aditivo potencial que vem sendo estudado sdo as proteinas
estruturadoras de gelo, reconhecidas pela propriedade de baixar o ponto de
congelamento da massa, retardando a cristalizagdo da agua, e interferindo
no formato dos cristais de gelo, preservando as caracteristicas fisicas e
melhorando os aspectos de textura. Tais proteinas tém sido testadas em
massas com resultados satisfatérios.

Porém, pouco se sabe sobre a seguranga na utilizagdo dessas
proteinas, bem como seu potencial toxicoldgico. A hipdtese do estudo

baseia-se no uso do extrato de proteinas estruturadoras de gelo obtido de



folhas de trigo na melhora das propriedades fisicas do pao francés sem

alterar a composigdo quimica, o aspecto e a seguranca do mesmo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a inocuidade aguda e sub-cronica de proteinas
estruturadoras de gelo, obtidas de folhas de duas cultivares de trigo, e seu

efeito crioprotetor na producéo de pao francés com massa congelada.

2.2. Objetivos Especificos

e Extrair as proteinas estruturadoras de gelo de folhas de trigo;

¢ |dentifica-las por eletroforese em SDS-PAGE;

e Analisar a composicdo fisico-quimica dos extratos de proteinas
estruturadoras de gelo;

¢ Investigar a inocuidade, de forma aguda e sub-crbénica, do extrato de
proteinas estruturadoras de gelo em ratos Wistar;

e Elaborar massas de pado francés contendo extrato de proteinas
estruturadoras de gelo para armazenamento sob congelamento;

e Avaliar a composigdo centesimal e as caracteristicas tecnolégicas do
pado francés contendo proteinas estruturadoras de gelo a partir de
massas congeladas;

e Avaliar a qualidade protéica do p&o francés contendo proteinas

estruturadoras de gelo em ratos Wistar.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Mercado de péao francés

Um levantamento do Instituto Tecnologico de Panificacdo e
Confeitaria (ITPC) em parceria com a Associacdo Brasileira da Inddstria de
Panificagcdo e Confeitaria (Abip), por meio de pesquisa em mais de 1.200
empresas de todo o pais, abrangendo representantes do setor de todos os
portes, revelou o desempenho do setor de panificacdo em 2014. O indice de
crescimento das empresas de Panificacdo e Confeitaria em 2014 foi de
8,02% com o faturamento atingindo R$ 82,5 bilhdes (PROPAN, 2015).

Entre 2010 e 2014, o faturamento das empresas de Panificagéo e
Confeitaria cresceu 46,5 %. Por outro lado, os custos aumentaram 48,5 %
no mesmo periodo. O setor passa ainda por um momento de formalizagédo
de véarias empresas e isso trouxe maior impacto dos impostos sobre o
faturamento. O gasto com pessoal também subiu de 2010 a 2014, 50,2 %.
Os gastos com energia aumentaram 18,5 % e com embalagens, 16,3 %,
nesse intervalo. De 2012 a 2014, o custo total aumentou 19,5 % no setor
(PROPAN, 2015).

O uso de massa congelada de p&o permite maior controle dos gastos
e menor custo de producgdo, facilitando o funcionamento das padarias. Nao
exige um funcionamento noturno, reduzindo, portanto, as despesas com
adicional noturno e energia, garantindo o pao fresco, que € uma exigéncia
dos consumidores, a todo o0 momento independente do trabalho do padeiro e
do horério da compra (RASANEN et al.,, 1995). Além disso a massa
congelada garante melhor padronizagéo do produto.

O congelamento € um método de preservacdo muito utilizado e é
empregado para retardar alteracbes na qualidade dos alimentos. Este
processo garante, ainda, uma larga producdo de paes em locais centrais
para posterior distribuicdo aos consumidores, envolvendo grandes
beneficios econémicos (CHEN et al., 2013). Por estas razbes, o mercado
para produtos de panificagéo congelados tem crescido rapidamente e sendo

pesquisado e ampliado em diversos paises.



Apesar do pao produzido de massa congelada ter sido aprimorado
pelos avangos tecnoldgicos e diferentes formulagdes ainda apresentam
problemas como fermentagdo prolongada, baixo volume, sabor e aroma
prejudicados (MATUDA et al.,, 2004). O congelamento provoca o
enfraquecimento da estrutura da massa causado pela ruptura da matriz
protéica que reduz a retencdo de gés, e diminui o nimero de leveduras

viaveis para fermentagdo (MEZIANI et al., 2012).

3.2. Efeito do congelamento da massa na qualidade de pées

A perda da qualidade de pées elaborados com massa congelada
envolve mudancas reologicas na massa. Isto é atribuido a formagédo de
cristais de gelo durante o processo de congelamento e ao fendmeno de
recristalizacdo do gelo que altera o nuamero, tamanho e formato destes
cristais, causando danos na matriz alimenticia (BARCENAS e ROSEL,
2006).

Véarios problemas decorrentes da produ¢do de pdo com massa
congelada tém sido descritos. Esses incluem uma perda gradual da forga da
massa; mudangas na sua estrutura, causando diminuida capacidade de
retencdo de CO,; reducdo da atividade fermentativa; menor volume e
deterioragdo na textura do produto final (SELOMULYO e ZHOU, 2007).

A perda da forga da massa tem sido atribuida a varios fatores, tais
como a reducdo da ligagdo cruzada da rede de gluten causada pela
recristalizacdo do gelo e a redistribuicio de &gua provocada pela
modificagdo na sua capacidade de ligagdo com os componentes da massa
(SELOMULYO e ZHOU, 2007). Wang e colaboradores (2014) avaliaram a
estrutura secundaria, propriedade microscopica do glaten, dentre outros
fatores, em massa de p&o congelada e verificaram que a conformagéo e as
propriedades microscépicas do gluten foram significativamente afetadas
durante o congelamento.

Essa modificacdo na estrutura da massa € devida formacdo de
cristais de gelo que causam uma interrup¢éo na matriz do gliten resultando
em uma rede menos continua, mais separada dos granulos de amido. A

heterogeneidade da matriz do gluten diminui sua capacidade de reter géas
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carbbnico e essas caracteristicas estruturais ajudam a explicar o menor
volume do péo quando elaborado com massa congelada. Os granulos de
amido também séo danificados por meio da formagéo de grandes cristais na
massa durante a recristalizagdo, novamente contribuindo para a diminuigéo
da habilidade do glaten de reter gas durante a fermentacdo (BERGLUND et
al., 1991). E com mais amido danificado na massa é possivel que a agua
seja atraida do gluten para os granulos de amido (SELOMULYO e ZHOU,
2007), uma vez que o amido danificado apresenta uma alta capacidade de
absorcéo de agua.

Nesse caso, a formagéo de grandes cristais de gelo é que sera a
responsavel pelas modificagcfes na estrutura. Grandes cristais preenchem os
espacos celulares causando dano a parede celular (MUTHUKUMARAPPAN
e MARELLA, 2007). O crescimento destes cristais € um dos fatores que
poderdo afetar a vida de prateleira e armazenamento sob congelamento do
pao, uma vez que esse crescimento dos cristais durante o estoque causa
perda da estrutura do miolo por meio do dano nas paredes celulares e
desorganizacéo da estrutura interna (CAUVIN e YOUNG, 1998).

Na reviséo feita em 2007, Selomulyo e Zhou, discutem as possiveis
causas do longo tempo de fermentacdo e do reduzido ndmero de células
vidveis em massas congeladas. O congelamento e o estoque congelado da
massa podem reduzir pela metade o numero original de células em poucos
meses. O dano causado as células de leveduras, durante o congelamento
das massas, pode ser devido ao aumento da concentragdo de compostos
organicos na fase aquosa possibilitando uma autélise das leveduras. O
poder de producéo de gas também é afetado por meio do congelamento.

Mais uma vez, o responsavel por essas alteracfes sdo os grandes
cristais de gelos, formados durante o congelamento lento. A velocidade de
resfriamento propicia a formagdo de poucos nucleos de gelo que podem
crescer posteriormente, formando cristais grandes. A medida que estes
cristais sao formados fora das células de leveduras, o fluido no qual elas se
encontram torna-se mais concentrado, criando-se um gradiente de
concentracdo que provoca a saida de &gua do interior da levedura para o
meio, através da membrana celular. Em consequéncia, o volume das células

€ reduzido, como resultado da morte de um numero significativo de
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leveduras. Por outro lado, quando a suspenséo de células é resfriada muito
rapidamente, ndo h&a tempo para a agua do interior da levedura fluir para o
meio circundante, formando cristais de gelo dentro das células (CAETANO,
2000).

Phimolsiripot et al. (2008) estudaram o efeito do congelamento e da
flutuagcdo de temperatura durante a estocagem de massa congelada na
qualidade do p&o. Eles verificaram que o congelamento e a flutuagdo de
temperatura levam uma perda de qualidade do péo devido a uma baixa
produgcdo de CO,, uma reducdo da viabilidade das leveduras e menor
volume especifico, além do aumento da firmeza da casca e perda de peso.
Meziani et al., em 2012, avaliaram o efeito do congelamento a - 20, - 30 e -
40 € em massa de pao doce e verificaram que a viabi lidade das leveduras
foi reduzida significativamente, causando uma redugdo de 70 % da

populacéo de leveduras.

3.3. Tratamentos que minimizam os efeitos do congelamento

Ainda em sua revisdo, Selomulyo e Zhou (2007) apresentaram
pesquisas que focam no desenvolvimento e aplicacdo de diferentes aditivos
para melhorar a qualidade do pdo e aumentar a vida de prateleira do péo
produzido com massa congelada. Quando melhoradores ou agentes de
reforco da massa sdo usados, a matriz de massa de pao é reforcada e,
consequentemente, aumenta a capacidade de reter o gas, havendo,
portanto, um incremento no volume do péao.

Dentre os métodos de conservacgao utilizados no setor de panificacao,
0S mais usados sd@o a adicdo de conservantes quimicos & massa e a
preservacdo dos produtos a baixas temperaturas. Os principais aditivos
utilizados na panificacdo, e que também podem ser chamados de
melhoradores, sdo os emulsificantes, hidrocol6ides, as enzimas e o0s
reforcadores de massa (CONTADO et al., 2009).

Os emulsificantes sdo moléculas ativas que aderem a superficie das
goticulas formadas durante a homogeneizagdo e constituem, assim, uma
membrana protetora que impede que as goticulas se aproximem o

suficiente, evitando a agregagdo. Por sua natureza ampifilica, reduzem a
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tensdo superficial na interface das fases imisciveis, permitindo, portanto, que
elas se misturem, formando a emulséo (ARAUJO, 2004). Sado usados na
panificacdo para minimizar o envelhecimento dos pées, melhorar o
manuseio e a forga da massa, aumentar a toleréancia ao tempo de descanso
e de fermentacgéo, entre outras caracteristicas (MATUDA, 2008).

Selomulyo e Zhou (2007) relacionam o efeito dos emulsificantes em
retardar o envelhecimento com a interagdo do mesmo com o amido,
retardando o processo de retrogradacdo. Os emulsificantes interagem,
também, com as proteinas, fortalecendo a massa e aumentando a
habilidade do glaten de formar um filme que auxilia na retengcdo de gas
(MATUDA, 2008). Eles, ainda, podem interagir com os lipideos adicionados
para reduzir a tenséo superficial de bolhas de gases resultando em um maior
ndmero de bolhas pequenas (SELOMULYO e ZHOU, 2007). Dois
emulsificantes muito utilizados séo os ésteres de &cido diacetil tartarico de
mono e digliceridios (DATEM) e o Estearoil-2-lactilato.

Outro grupo de aditivos muito usados na industria de alimentos s&o os
hidrocoléides. Sdo um importante grupo de polissacarideos néo
estruturados, hidrofilicos, em geral ramificados, de alta massa molecular,
sendo Uteis para estabilizar emulsdo do tipo Oleo/agua (RUPEREZ e
BRAVO, 2001; ARAUJO, 2004). Estes compostos séo capazes de controlar
ambos a reologia e a textura de sistemas aquosos através da estabilizacao
de emulsdes, suspensdes e espumas, pela modificagdo das propriedades
reolégicas da fase aquosa continua (ARAUJO, 2004; SELOMULYO e ZHOU,
2007).

Na panificagcdo, os hidrocoléides sdo de crescente importancia como
melhoradores de p&do. Eles afetam a performance da massa e também
aumentam a vida de prateleira. Influenciam nos processos de gelatinizagéo,
fragmentacgéo e retrogradacdo do amido. O sinergismo entre hidrocoloides e
amido pode ser devido a formacdo de complexos entre os polimeros de
amido (amilose e amilopectina) e o hidrocoléide durante a formacédo da pasta
de amido. Quando usados em pequenas quantidades (< 1 % p/p na farinha)
na massa, eles aumentam a retengdo de 4gua e o volume do p&o, bem

como diminuem a retrogradagao do amido e a firmeza do pao (SELOMULYO



e ZHOU, 2007). Alguns tipos de hidrocoldides utilizados sdo a goma xantana
e goma guar.

Os agentes oxidantes e reforcadores de massas, tais como acido
ascorbico, visam o fortalecimento das cadeias de gluten, tornando-o mais
forte e mais resistente aos efeitos da fermentacéo, melhorando a estrutura e
o volume final do pdo, e aumentando a forgca da massa (SELOMULYO e
ZHOU, 2007; BONA, 2002). Agem como antioxidantes, pois s&o compostos
que atuam diretamente sobre a estrutura das proteinas do gluten, oxidando
os grupos sulfidrila (-S-H-) e formando ligagfes dissulfidicas (-S-S-) entre as
cadeias de proteina, reforcando a rede de gluten. Estas ligagdes formadas
afetam a reologia da massa diminuindo a sua extensibilidade. Como
consequéncia direta da agdo dos agentes oxidantes sobre o gluten, observa-
se o0 aumento da capacidade de retengcdo de CO,, 0 que resulta em pées
com maior volume e com alvéolos melhor distribuidos no miolo (SOUSA,
2012).

Um novo aditivo potencial que vem sendo estudado sdo as proteinas
estruturadoras de gelo, que s&o reconhecidas pela habilidade de inibir a
formagado de cristais de gelo em organismos resistentes ao congelamento
(DAVIES, 2013).

3.4. Proteinas estruturadoras de gelo: mecanismos de agao

Organismos que vivem sob condigBes climéaticas extremas, em
temperaturas abaixo de 0 T, desenvolvem diferentes mecanismos de
adaptacdo ao frio, dentre elas o desenvolvimento de proteinas especificas
(JORGENSEN et al.,, 2008). Conhecidas anteriormente como proteinas
anticongelantes, as proteinas estruturadoras de gelo (ice structuring proteins
- ISP) pertencem a uma familia de proteinas com capacidade de controlar o
crescimento de cristais de gelo com grande potencial de aplicagdo em
indastrias de alimentos (BRASLAVSKS et al., 2013).

Durante o crescimento dos cristais as ISP se ligam na face prisma do
cristal, deixando a face basal liberada para o crescimento. Em solucdes
ausentes de ISP, o crescimento dos cristais de gelo acontece ao longo do

eixo a, originando cristais mais arredondados; ja na presenca das ISP, o
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crescimento ocorre ao longo do eixo c, resultando assim em cristais na
forma piramidal (Figura 1) (HOSHINO et al., 1999). Ao longo dos estudos,
tem se observado que o formato e o tamanho dos cristais de gelo estado
relacionados com a acomodacao dos liquidos ao redor da interacdo cristais
de gelo e ISP (HASSAS-ROUDASARI, 2011).

ISP Atomao Polar

eixo ¢ Cristal de Gelo

Superficie Ativa Face Basal

eixo a

Cristal Hexagonal Piramidal
Figura 1: Formacdo dos Cristais de Gelo em presenga das ISP. Fo  nte: Hoshino et
al., 1999.

Para a maioria das ISP, o mecanismo de acg&o principal da
recristalizacdo € o mecanismo migratorio (ZACHARIASSEN e
KRISTIANSEN, 2000; ATICI e NALBANTOGLU, 2003), no entanto, véarios
mecanismos podem ocorrer ao mesmo tempo. Portanto, alguns estudiosos
sugerem que o conceito de recristalizacdo deva ser reformulado, como um
processo que gera o crescimento de cristais de gelo maiores ao custo da
reestruturagao dos cristais menores (HASSAS-ROUDSARI e GOFF, 2012).

Diversas pesquisas tém mostrado que as ISP diminuem a
temperatura de expansdo macroscopica do gelo abaixo da temperatura de
congelamento, sem afetar o ponto de fusdo e a pressdo osmotica. A
elucidagcdo deste mecanismo de inibicdo tem envolvido estudos sobre a
massa molecular, a sequéncia de aminoacidos e as estruturas de
conformagao (BARRETT, 2001).
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Segundo Pirozi e MacRitchie (2002), as ISP s&o principalmente
reconhecidas por sua capacidade em reduzir o ponto de congelamento da
dgua sem alterar o equilibrio com o ponto de fusdo; esse mecanismo
acontece de uma forma néo coligativa. Outra propriedade dessas proteinas
€ o retardamento da recristalizacdo durante o armazenamento em
temperaturas de congelamento. A recristalizagéo ja discutida anteriormente
promove o aparecimento de cristais maiores a custa de cristais menores que
tendem a desaparecer ao longo desse processo (HASSAS-ROUDSARI e
GOFF, 2012).

3.5. Proteinas estruturadoras de gelo em cereais

Ao estudar os cereais em relagdo a presenca das ISP, o centeio, 0
trigo e a cevada tem sido os mais explorados, tanto o grdo quanto as folhas,
uma vez que as ISP sao sintetizadas nesses organismos para auxiliar a
tolerdncia ao frio. A proteina extraida dessas fontes apresenta massa
molecular em torno de 11 e 36 kDa, e sem predominancia de aminoacido
especifico (CREVEL, FEDYK e SPEURGEON; 2002).

Hon et al. (1994), visando estudar as ISP, extrairam, isolaram,
identificaram e caracterizaram as proteinas individuais presentes no extrato
apopléastico obtido das folhas de centeio de inverno. Tais pesquisadores
observaram que uma maior concentragdo e maior atividade anticongelante
foram obtidas quando o processo de extragdo foi realizado com &cido
ascorbico acrescido de cloreto de célcio ou sulfato de magnésio. Eles
concluiram, ainda, que a aclimatacdo das folhas ao frio proporcionou a
producdo de multiplos polipeptideos com atividade anticongelante com
caracteristicas distintas daqueles obtidos de peixes e insetos.

Antikainem e Griffith (1997) examinaram o acumulo de proteinas no
apoplasto de plantas durante a aclimatacéo ao frio por sete semanas, por
meio de eletroforese em SDS-PAGE. Analisaram também a tolerancia ao frio
destas plantas, assim como a relagdo entre a atividade anticongelante e a
tolerdncia ao frio. Apés aclimatacdo ao frio, o centeio e o trigo de inverno
demonstraram serem as plantas mais tolerantes ao frio, e suas folhas foram

capazes de sobreviver a temperaturas de - 27 °C e - 20 °C, respectivamente.
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Além disso, as folhas de todos os cereais, tanto de primavera quanto de
inverno, foram tolerantes ao frio nas faixas de — 10 °C até — 27 °C, e seus
extratos exibiram atividade anticongelante. Concluiu-se que a acumulagéo
das proteinas obtidas do apoplasto esté relacionada com a tolerancia ao frio
pelos cereais.

Atici e Nalbantoglu (2003) investigaram o efeito das proteinas
produzidas no apoplasto de trigo de inverno e repolho e a relagéo destas na
tolerancia das folhas ao congelamento durante a aclimatagéo ao frio. Lesoes
provocadas devido ao congelamento e a atividade de nucleagdo do gelo
também foram determinadas durante as condigbes de aclimatacdo. As
proteinas do apoplasto foram precipitadas e utilizadas na investigacdo da
atividade de nucleagéo de gelo. O resultado desse estudo demonstrou que a
atividade de nucleacéo de gelo é menor quando as proteinas utilizadas sao
extraidas das folhas que passaram por aclimatagéo ao frio. Concluiu-se que
as folhas de ambas as plantas sdo capazes de acumular proteinas

estruturadoras de gelo.

3.6. Uso de proteinas estruturadoras de gelo em alimentos

A aplicacdo das ISP como agente de preservacao de alimentos tem
demonstrado um potencial aumento na qualidade de alimentos congelados,
pois uma das vantagens para a industria de alimentos € o fato dessas
proteinas serem ativas em quantidades muito pequenas (HASS-ROUDSARI
e GOFF, 2012).

As ISP podem diminuir o ponto de fusdo dos alimentos e inibir o
crescimento e recristalizagdo da agua durante o congelamento (XU et al.,
2009). Elas modificam o formato dos cristais de gelo durante a estocagem e
transporte sob congelamento e ciclos de congelamento e descongelamento,
prevenindo a perda na textura dos alimentos, ou seja, sdo capazes de
reduzir os danos celulares e também a perda de nutrientes pela saida de
adgua dos alimentos (KIANI e SUN, 2011). E apresentam efeito protetor
contra morte de leveduras, uma vez que reduzem o congelamento

intracelular.
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Regand e Goff (2006) adicionaram a uma mistura de sorvete um
extrato obtido das folhas do trigo de inverno que continha proteinas
estruturadoras de gelo e compararam essa mistura com um padréo que néo
continha as proteinas. Constataram que as misturas com o extrato reduziram
o crescimento dos cristais de gelo quando comparados com o controle,
evidenciando a inibicao da recristalizagdo do gelo em produtos congelados.

Estudos (ZHANG et al, 2007; ZHANG et al., 2008) foram
desenvolvidos utilizando proteinas estruturadoras de gelo na melhora das
propriedades de textura e sabor de pédes de massa congelada. Nesses
estudos, a suplementagdo com proteina estruturadora de gelo obtida do
extrato protéico da cenoura diminuiu o conteddo de agua congelada na
massa, resultando em efeitos benéficos tais como estabilidade do volume do
pao, massa mais macia e melhora na capacidade fermentativa da massa
sem influenciar negativamente no sabor do péo produzido. Estes efeitos
foram associados a capacidade das proteinas estruturadoras de gelo de
diminuir o ponto de congelamento e retardar fortemente a recristalizagéo.

Em 2008, Kontogiorgos, Goff e Kasapis, investigaram o efeito das ISP
extraidas do gréo do trigo, em pequenos niveis (0,1 % m/m) na propriedade
fisica da mistura de farinha e 4gua congelada e verificaram que a estrutura
da mistura continuou inalterada durante o envelhecimento quando a ISP foi
utilizada. No ano seguinte (2009a), Xu e colaboradores verificaram que a
adicao de 0,6 % de ISP retiradas de gréo de trigo de inverno em massas de
pao induziu a redugéo do ponto de congelamento da massa.

Em 2009, Xu et al. investigaram as propriedades de massa em péaes
elaborados com 0,3 % e 0,6 % de ISP de trigo de inverno. Os resultados
demonstraram que a utilizagéo de ISP garantiu um efeito protetor na massa
contra os danos causados pelo congelamento, ndo havendo diferengca
significativa no volume especifico quando aumentou a concentragdo da ISP
de 0,3 % para 0,6 %.

Vieira (2011) investigou o efeito das proteinas estruturadoras de gelo
na estabilidade da massa de pao tipo francés frente ao estresse de
congelamento e descongelamento. Ao longo desse estudo, foi obtido um
extrato das folhas de trigo que foi adicionado as massas, que posteriormente

sofreram ciclos de congelamento e descongelamento. Nessa pesquisa foi
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verificada uma tendéncia a diminuicdo da sinerese quando os extratos foram
adicionados nas massas, sugerindo assim um menor dano fisico na
estrutura da massa devido a uma possivel modificacdo dos cristais de gelo
formados durante a estocagem em baixas temperaturas e os repetidos ciclos
de congelamento e descongelamento.

Em 2015, Ding et al. examinaram o efeito de ISP extraida de cevada
nas propriedades térmicas e estado da agua nas massas durante
congelamento e ciclos de congelamento-descongelamento. Eles verificaram
que a adi¢do de ISP aumentou o calor especifico aparente das massas apds
congelamento e influenciou nas propriedades de gelatinizagdo da massa

congelada apo6s os ciclos de congelamento-descongelamento.

3.7. Seguranca toxicoldgica

A introducdo de novas proteinas na alimentagdo humana pode
acarretar riscos a saude, provocando reacgfes alérgicas em individuos
susceptiveis (BINDSLEV-JENSEN, 2003). Portanto, antes de uma nova
proteina ser incorporada em alimentos, a sua seguranca deve ser avaliada.
De acordo com as normas internacionais reconhecidas para produtos de
biotecnologia (Codex Alimentarius Commission, 2002), a analise da
seguranca deve incluir uma avaliagdo do potencial de alergenicidade. Esta
avaliagdo consiste em examinar o potencial da proteina em provocar
reacdes no organismo e induzir uma nova resposta imune em individuos
susceptiveis (CREVEL et al., 2007).

Uma das principais fontes de ISP na alimentagdo humana séo peixes
de 4gua fria. Crevel et al. (2002) revisaram a exposicdo aguda e prolongada
de ISP usando como exemplo os Estados Unidos da América, um pais com
moderado consumo de peixe e a Islandia, um pais onde o consumo de peixe
é alto. Para consumo de ISP de plantas, poucos estudos existem que
possam estimar a quantidade de ingestdo desta proteina. Mas, baseado na
histéria dos consumidores, os autores concluiram que as ISP de peixes e
plantas ndo sdo toxicas. Suas caracteristicas funcionais ndo causam

nenhum efeito toxicolégico adverso.
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Bindslev-Jensen e colaboradores (2003) avaliaram o potencial
alergénico de ISP tipo Il HPLC 12, originada de peixes articos, e
demonstraram a seguranca dessa proteina para pacientes com historico de
alergia a peixes, bem como para pacientes potencialmente susceptiveis a
producéo de IgE em resposta a essa proteina.

Essa mesma ISP foi avaliada em 2004 por Hall-Mannung et al., em
estudo de toxicidade sub-cronica em ratos. Grupos de 20 ratos machos e 20
fémeas receberam doses de 58, 290 e 580 mg.kg™.dia™* por gavagem por
trés meses e nenhum sinal de toxicidade foi notado.

De acordo com pesquisas bibliograficas, ainda n&o estédo disponiveis
estudos especificos que avaliam a toxicidade de ISP extraidas de folha de

trigo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento experimental

Todo o experimento foi realizado em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). Para as analises de composicdo quimica dos extratos
foram utilizadas trés repeticbes e para as avaliagdes de sua inocuidade,
foram 6 repeticbes no teste agudo e 8 no teste sub-crbnico. As andlises
fisico-quimicas do pé&o francés com e sem adi¢cdo de extrato de proteina
estruturadora de gelo foram conduzidas com 3 repeti¢cOes e os testes in vivo
com 6 repeticdes. Todas as analises fisico-quimicas foram realizadas em
triplicadas.

As andlises estatisticas de todas as etapas foram realizadas no
software SAS System v 9.3, licenciado para a Universidade Federal de
Vicosa, Minas Gerais, 2014. Os resultados encontrados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), sendo realizado o teste “t", a 5 % de
probabilidade, quando os contetdos de proteinas totais, solida total e cinzas
nos extratos foram significativamente diferentes; o teste de Dunnett, em nivel
de significAncia de 5 %, quando as variaveis respostas dos testes de
inocuidade, composicao fisico-quimica e qualidade protéica dos pées foram
diferentes (p < 0,05), sendo comparados os pées contendo extratos de ISP

com o pao controle.

4.2. Material experimental

Foram utilizadas sementes de duas cultivares de trigo: Ok Bullet e
Endurance. A cultivar Endurance € uma cultivar de trigo vermelho (Triticum
aestivum L.) classificado como duro e de inverno. Possui a capacidade de
resistir a pH baixos do solo e de ser tolerante ao frio. A cultivar Ok Bullet é
um trigo vermelho duro de inverno, mas ao contrario da Endurance, ndo é
tolerante ao frio. As sementes foram fornecidas pelo USDA (United States

Department of Agriculture).
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As sementes selecionadas foram semeadas em vasos plasticos de
aproximadamente 3 L, contendo de 8 a 10 sementes. O solo utilizado
composto de uma mistura denominada Osmocote Plus 15-9-12 (Scotts
Fertilizer). Essa mistura possuia fertilizantes encapsulados que eram
liberados vagarosamente no solo, dispensando irrigacdo com fertilizantes.
Ao longo de 2 a 3 dias as plantas foram irrigadas apenas com &agua, iSso
independentemente do regime de luz e temperatura.

As plantas cresceram sob condi¢gdes aclimatadas em regime de luz
(200 PAR)(PAR - Photosynthetically Active Radiation) de 10/14 h (dia/noite)
em camara de crescimento com sistema de refrigeragéo (4 — 7 °C, UR £ 80
%) e em condigbes normais de temperatura e umidade. As folhas foram
colhidas com 21 dias de aclimatagéo. Posteriormente, encaminhadas para
liofilizagdo, colocadas em tubos Falcon com tampa perfurada. Estes foram
colocados em jarros de vidro (méximo de 10 tubos/jarra) no liofilizador
(Marca LabConco, modelo Freezone 6 Plus 7934022 — Kansas City, MO) em
temperatura de - 89 T e vacuo de 0,014 mBar por 24 horas. Apés esse
tempo, os tubos foram removidos e a tampa perfurada substituida pela
tampa convencional. O experimento foi conduzido no USDA e apos

desidratacdo o material foi estocado a -18 C e enviado para o Brasil.

4.3. Esquema do trabalho

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Pesquisa de Cereais, de
Amido e Farinha, de Panificagcdo Experimental do Departamento de
Tecnologia de Alimentos, e no Laboratério de NutricAo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude, todos da Universidade Federal de
Vigosa. Sendo estruturado em dois artigos, um em relagdo ao extrato de ISP
de ambas as cultivares e o segundo em relacdo a qualidade fisico-quimica e
nutricional do p&o francés elaborado com os extratos de ISP e congelado
(Figura 2).
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Figura 2: Esquema do trabalho e distribuicdo do contetido dos artigos

4.4. Preparacao dos extratos de proteinas estrutura  doras de gelo

A extracdo das ISP foi baseada no método de impregnacédo a vacuo
descrito por Roudsari (2011) adaptado por Campelo (2014). As folhas
colhidas foram lavadas com agua destilada, cortadas com tesoura em
secdes de 3 cm de tamanho e impregnadas a vacuo por 30 minutos com
uma solucdo tampdo de 20 mM de é&cido ascorbico (pH 3) e 20 mM de
CaCl,, na proporgéo de 1:5 (amostra g: tampao g/mL). Posteriormente foram
trituradas em processador de alimentos (Mixer Philips Walita), velocidade 1
por aproximadamente 2 minutos. A mistura foi centrifugada a 2000 x g por

20 minutos a 4 °C, o sobrenadante removido por filtragdo em papel filtro
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Whatman n°40. O filtrado foi pasteurizado a 75 °C por 20 minutos,
centrifugado a 4000 x g por 20 minutos e novamente filtrado. Os extratos
assim obtidos foram acondicionados em tubos de centrifuga tipo Falcon,

identificados e mantidos sob-refrigeracdo até realizagcéo das analises.

4.5. Identificacdo das proteinas estruturadoras de gel o

A distribuicdo das ISP nos extratos foi estudada por eletroforese em
gel de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
utilizando o método em placa vertical, com placas 10 x 10 cm, descontinuo
de baixa resolucdo em SDS-PAGE, descrito por Vieira (2011). Foi utilizado
gel de empilhamento (“stacking gel”) de poliacrilamida a 4 % (p/v) e gel de
fracionamento (“running gel”) a 15 % (p/v). A eletroforese foi conduzida em
voltagem constante de 80 V por 4 horas e 30 minutos. Os padrbes de baixa
massa molecular utilizados foram: fosforilase b 97,0 kDa; albumina bovina
66,0 kDa; albumina de ovo 45,0 kDa; anidrase carbénica 30,0 kDa; indicador
de tripsina 20,1 kDa e lisozima purificada da clara de ovo 14,4 kDa. A
coloracdo dos géis foi realizada com solugdo azul brilhante de comassie
blue. Os géis foram avaliados qualitativamente, e as bandas de proteinas

identificadas visualmente.

4.6. Analise da composicgéo fisico-quimica dos extratos

4.6.1. Andlise do conteudo de soélidos totais

Foi pesada uma quantidade de 2 + 0,05 g de amostra do extrato em
placas de vidro previamente taradas e pesadas. Essas foram aquecidas em
estufa a 105 C por 1 hora, resfriadas por 1 hora e novamente pesada. A
operacao de aquecimento, resfriamento e pesagem foi repetida até obtengéo
de peso constante. Os conteddos de umidade foram determinados pela
Equacdo 1 (método 925.09 da AOAC, 2012).

% U1os0oc = 100 x P (Eq 1)
p,
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Sendo:
% U105c = Umidade a 105 T
p = massa da amostra - massa da amostra ap0s secagem

p’= massa da amostra em gramas

4.6.2. Andlise do conteudo de proteinas brutas totais

A quantificacdo do contetdo de proteinas foi realizada pelo método
sensivel de Bradford. Em placa ELISA, foram adicionados, em cada poco,
210 pL de agua, 30 L de extrato e 200 uL de reagente de Bradford. Para o
branco os volumes foram de 240 uL, O yL e 60 pL, respectivamente. A placa
foi entdo movimentada por 1 minuto e deixada em repouso por 15 minutos.
Apos esse tempo foi realizada leitura no comprimento de onda de 595 nm
em leitor de microplacas (BRADFORD, 1976). As leituras encontradas foram
utilizadas para obteng&o dos teores de proteinas brutas através da curva de

guantificacao (Equacéo 2).

Y=0,0211X + 0,0256 R?=0,9987 (Eq. 2)

Em que:
Y = Leitura no leitor de microplacas

X = Teor de proteinas em pg/mL

4.6.3. Andlise do conteudo de cinzas totais

Para essa analise, cadinhos de porcelana (50 mL) foram previamente
aquecidos em mufla a 600 €, resfriados em dessecador por 1 hora e
pesados. Posteriormente foi pesada uma quantidade de 2 + 0,05 g de
amostra nos cadinhos e esses foram incinerados em mufla a 600 C. Os
cadinhos contendo as amostras passaram por resfriamento em dessecador
por 1 hora e posteriormente as amostras foram pesadas. Os contetdos
foram determinados pela Equagdo 3 (método 923.03 da AOAC, 2012).
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% cinzas = 100 x p (Eq. 3)
p

Sendo:
p = massa de cinzas (g) = (massa do cadinho com a amostra - massa do
cadinho vazio)

p’= massa da amostra em gramas.

4.7. Avaliagdo do uso agudo e sub-crbnico dos extratos d e

proteinas estruturadoras de gelo

4.7.1. Local de realizagéo do experiment

O experimento foi conduzido no laboratério de Nutricdo Experimental
do Departamento de Nutricdo e Saude do Centro de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal de Vigosa.

4.7.2. Animais e procedimentos experimentais

Os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Vigosa. Foram utilizados ratos albinos machos, da linhagem
Wistar, recém-desmamados, com 21 dias de idade. As condic6es ambientais
foram controladas através de fotoperiodo de 12 horas e temperatura média
de23C +1 <.

Os animais foram distribuidos, identificados em gaiolas individuais de
aco inoxidavel e aclimatizados por um periodo de cinco dias. Os animais
receberam dieta padronizada (ragdo comercial Nuvilab CR 1- Nuvital) e
dgua, ambos ad libitum. O esquema experimental do estudo esti

demonstrado na Figura 3.
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Figura 3: Esquema experimental do estudo de inocuidade do extrato de ISP de
folhas de trigo das cultivares Endurance e Ok Bullet.

4.7.2.1. Teste de inocuidade aguda

Foram utilizados 30 ratos (n=6/grupo) Wistar macho, randomizados
em cinco grupos, com dieta e agua ad libitum. Para calculo da dosagem foi
utilizado o protocolo de Moreira et al. (2014). Foram administradas doses
correspondentes a 350 e 700 vezes a quantidade utilizada na producédo de
100 gramas de p&o, correspondendo a doses de 40 e 80 mg.kg™* de ISP
obtida do extrato de cada cultivar (quatro grupos teste), por meio de
gavagem em dose Unica de 1000 yL. Um quinto grupo de animais recebeu
apenas o solvente utilizado para a obtencdo do extrato (grupo controle).
ApGs a administragdo, os animais foram observados diariamente e
individualmente, sendo que durante as primeiras 12 horas, no periodo de

15, 30, 60 minutos e a cada 4 horas. A observacdo foi focada na

22



mortalidade, mudanga no comportamento, pele, olhos e atividade motora. A
partir da 242 hora até 14 dias foi observada a cada 2 dias a variagdo de
peso.

Ao final do décimo quarto dia, os animais foram anestesiados com
isoflurano (Isoforine, Cristalia® e eutanasiados. O figado, cérebro e rim

foram coletados, pesados e analisados histologicamente.

4.7.2.2. Teste de inocuidade sub-crénica

Trés grupos de oito animais receberam dieta comercial e 4gua ad
libitum. Dois grupos de oito animais receberam diariamente doses de 114
ug.kg.dia® de ISP obtida do extrato de cada cultivar (grupos testes), por
meio de gavagem, enquanto os animais do grupo controle (oito animais)
receberam os solventes utilizados no preparo dos extratos. A dosagem
estipulada foi baseada em Vieira (2011), correspondendo a ingestao de 100
g de péao francés por um ser humano adulto de aproximadamente 70 kg.
Todos os animais receberam dieta comercial e 4gua ad libitum por 90 dias e
foi observado diariamente para anormalidade e semanalmente para a
ingestéo alimentar.

Ao final de treze semanas e apds 12 horas de jejum, os animais foram
anestesiados e eutanasiados com isoflurano, (Isoforine, Cristélia®),
coletando-se sangue por puncdo cardiaca. Amostras de sangue, 5 mL,
foram coletadas para determinagdo de componentes seéricos. Os 0Orgaos

figado, rim, baco e cérebro foram removidos e pesados.
4.7.3. Componentes séricos

Os componentes séricos analisados foram: aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), uréia, fosfatase alcalina, bilirrubina
total, creatinina, glicose, colesterol total, triglicérides, albumina, calcio,
magnésio e fosforo. Todos determinados por métodos colorimétricos

conforme recomendagdes do fabricante (Bioclin®).
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4.7.4. Peso absoluto e relativo dos érgaos

Os orgéos retirados foram pesados em balanca digital para obteng&o
do peso absoluto (g). O peso relativo (g), ou seja, peso do 6rgédo por 100 g
de massa corporal, foi determinado considerando o peso corporal do animal

ao final do experimento, segundo a Equacéo 4.

Peso relativo (g) = Peso absoluto(g) x 1009 (Eq. 4)

Peso corporal total (g)

4.7.5. Andlise histologica e morfometria

Os tecidos, fixados em solugdo de formalina 10%, foram
desidratados em concentragdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol
e incluidos em parafina. Foram realizados cortes de 5 ym de espessura,
corados com hematoxilina e eosina (HE).

As laminas foram fotografadas em microscépico de luz CX31
Olympus e as imagens foram obtidas em camara digital CS 020 por meio do
software  Analysis GETIT, Olympus, para posterior andlise. As
microfotografias foram analisadas em um sistema de andlise de imagens

(Image Pro Plus®).

4.7.5.1. Figado

As propor¢des volumétricas (%) dos capilares sinusoides, citoplasma
e nucleo de hepat6cidos foram estimadas a partir de aproximadamente 2000
pontos pré-determinados por animal, em imagens capturadas em aumento
de 400x.

Para célculo do volume dos compartimentos hepaticos, foram
determinados os diametros maiores e menores de 20 nucleos de hepatdcitos
por foto, totalizando 1000 nudcleos por grupo experimental. Essas medidas
foram realizadas utilizando-se microscopio de luz, com a objetiva de 20x e

um sistema de analise de imagens (Image Pro Plus®).
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O volume (um® de cada estrutura foi estimado a partir do
conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos e a formula de volume

de um cilindro (equacéo 5).

Volume = % TR® (Eq. 5)

Sendo,

R=raio (um)

4.7.5.2. Rim

Foi realizada a contagem das estruturas glomerulares em 10 campos
por animal utilizando-se microscépio de luz com ocular objetiva de 10x. As
dimensdes (didmetro) das estruturas dos glomérulos renais, corpusculo de
Malphigi e emaranhado capilar glomerular foram mensuradas em 10 campos
por animal em microscépio de luz com ocular de 20x e auxilio do sistema de

andlise de imagens (Image Pro Plus®).
4.7.5.3. Baco
O perimetro e o didmetro do ba¢o foram mensurados em 10 campos

por animal, com o microscépico de luz (ocular de 20x), em 5 animais por

grupo experimental. A area foi calculada a partir da equagéo 6.

Area=1R?> | (Eq. 6)

Sendo:

R=raio (um)
4.8. Preparacdo da massa congelada

As massas de péo francés foram elaboradas segundo método 10-10B
da AACC (2000) com modificagbes de Vieira (2011). Para elaboracdo das
massas foram utilizadas farinha de trigo, tipo especial (marca comercial

Vilma®) com 13 % de proteina e 66 % de absorcdo de &gua, aclcar cristal
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(marca comercial Caeté®), sal de cozinha iodado (marca comercial Cisne®),
fermento biolégico instantaneo (marca comercial Fleischmann®), gordura
vegetal hidrogenada (marca comercial Primor®), glaten vital (marca
comercial Rhodia®). Todos obtidos no Supermercado Escola da
Universidade Federal de Vigosa.

Para cada amostra, aproximadamente 500 g de farinha de trigo foram

utilizadas seguindo a formulacdo (em Bake's %) apresentada na Tabela 1.

Tabela 1: Formulacao da massa de péao francés

Ingrediente Formulagéo (Baker’s %)
Farinha de trigo 100,0
Glaten viral 3,0
Acucar cristal 6,0
Fermento biologico instanténeo 5,5

Sal de cozinha 1,5
Gordura vegetal hidrogenada 1,0
Agua q.s.p.

Fonte: Vieira, 2011.

A quantidade de agua adicionada, baseada em 66% de absorcéo da
farinha de trigo, foi determinada de acordo com contetdo de proteina. Os
extratos de ISP, de cada cultivar, foram diluidos em agua e adicionados a
massa em uma concentracdo de 8 mg de proteina / 100 g de massa.
Amostras sem adicdo de extrato de ISP foram preparadas somente com
agua (amostra controle).

Os ingredientes foram misturados em masseira (marca Amadio,
modelo 56-RC-6504) por, aproximadamente, 8 minutos até o
desenvolvimento 6timo da massa. Posteriormente foram retiradas amostras
de 150 g de cada formulagéo, boleadas, deixadas em descanso por 20
minutos, sendo cilindradas e modeladas manualmente, e embaladas em
sacos de polietileno identificados. As amostras foram armazenadas em
freezer (marca Consul, modelo CVU26) a — 18 . Apo6s p eriodo de 30 dias
de estocagem as massas foram retiradas do congelamento e submetidas a
um descongelamento sob refrigeragdo (12 T) por 12 horas, fermentadas

(30 T por 90 minutos) e finalmente assadas em forno elétrico (marca
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Fischer, modelo 090102) a uma temperatura de 200 C por 20 minutos para

posterior avaliagao.

4.9. Avaliacao fisica dos péaes

4.9.1. Volume especifico

O volume foi medido por deslocamento de semente de paingo e o
volume especifico (mg / g) calculado pela raz&o entre volume e massa de
acordo com AACC (1995), método n° 72-10.

4.9.2. Andlise de cor

A avaliagédo instrumental da cor do miolo dos paes foi feita em
colorimetro triestimulo (HunterLab, ColorQuest XE, USA), trabalhando com
Dss (luz do dia, 6.500 K) com leitura direta de reflectancia das coordenadas
de cromaticidade “L” (luminosidade), “a” (tonalidades de vermelho a verde) e

“b” (tonalidades de amarela a azul), empregando-se a escala Hunter-Lab.

4.9.3. Andlise de perfil de textura

As analises foram feitas em texturdmetro TA-XT Express, com probe
cilindrica de 25 mm de diametro. Os resultados incluiram dureza,
elasticidade, mastigabilidade, coesividade e resiliéncia, como definido por
Bourn (2002). Para cada andlise, foi utilizado uma fatia de pdo de 1 cm. O
instrumento foi calibrado como se segue: velocidade pré-teste: 3 mm/s,
velocidade do teste: 1 mm/s, velocidade poés-teste: 5 mm/s; distancia de
ruptura 1 %; distancia: 50 %, e tempo: 5 s; conforme sugerido por Zhang et
al. (2008).

4.10. Composigéo centesimal

4.10.1. Umidade
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O conteudo de agua foi determinado a 105 C, em placas de petri
previamente taradas e submetidas a aquecimento em estufa com circulagéo
forcada de ar (Marconie, modelo MA 035, Piracicaba, Brasil) até peso
constante, conforme método 925.45b da AOAC (2012). Apbés secagem, as
amostras foram resfriadas em dessecador com silica e gel, por 1 hora,
pesadas em balanga analitica digital, com precisdo de 0,0001 g. O contetdo
de &gua foi calculado pela diferengca de massa entre a amostra Umida e

seca.

4.10.2. Proteina bruta

A determinagd@o de proteinas foi realizada segundo o método micro
Kjeldahl, para a quantificacdo de nitrogénio total, método 960.52 da AOAC,

2012; utilizando-se fator de converséo igual a 6,25.

4.10.3. Lipidios

A determinagdo de lipidios foi realizada por extracdo em aparelho
Soxhlet, utilizando éter de etlilico como extrator, por 8 horas, sob refluxo, de
acordo com o método 920.39 da AOAC, 2012.

4.10.4. Cinzas

Para a determinacdo do contetdo de cinzas, as amostras foram
pesadas em cadinhos de porcelana previamente secos, pesados e
submetidos a calcinacdo em mufla (Quimise, modelo 318, Diadema, Brasil) a
550 T. Posteriormente, os cadinhos com as amostras foram resfriados em
dessecador com silica e gel, novamente pesados em balanga analitica
digital. O conteudo de cinzas foi determinado pela diferenca de massa antes

e apos a calcinagéo, segundo método 923.03 da AOAC, 2012.

4.10.5. Fibra alimentar total
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A determinacdo dos conteudos de fibra alimentar total (FAT), soluvel
(FAS) e insolavel (FAIl) dos paes foi realizada por meio do método
enzimatico gravimétrico (método 985.29 da AOAC, 2012). Utilizou-se para a
hidrélise enzimatica a-amilase termoresistente, protease e amiloglicosidase
(Total dietary fiber assay kiy, Sigma®) com modificacées. Para a filtragéo
utilizou-se cadinhos de vidro com placa de vidro sintetizado com porosidade

n°2 (ASTM 40-60mesh) e celite como auxiliar de filtrag&o.

4.10.5.1. Preparo de cadinhos

Os cadinhos foram deixados de molho com detergente neutro
(Chemcoe) a 20 % durante 24 horas. Foram enxaguados com agua destilada
sob vacuo e no sentido oposto. Foram secos em estufa (Marconie, modelo
MA-035/5, Piracicaba, Brasil) a 105 € por 1 hora e subm etidos a calcinagéo
em mufla (Quimise, modelo 318, Diadema, Brasil) a 525 C por 5 horas. Em
seguida foram resfriados a 105 € em mufla. Os cadinho s foram lavados 5
vezes com 20 mL de HCI 0,5N e, posteriormente, enxaguados trés vezes
com 20 mL de &gua destilada no sentido oposto. Os cadinhos foram secos
em estufa a 105 € por 12 horas e pesados. Foi pesado 1 g de celite e
adicionado aos cadinhos, que foram secos novamente a 105 T por 12

horas e, posteriormente, pesados.

4.10.5.2. Obtencao do hidrolisado

Foi pesado, em duplicata, 1 g de amostra, com precisao de 0,1 mg,
em béquer de 600 mL. Foi adicionada, em cada béquer, 50 mL de tampé&o
fosfato pH 6,0. O pH foi ajustado para 6,0 + 0,2, adicionando, se necessario,
NaOH 0,275 ou HCI 0,325 N. Na solucé&o foi adicionado 0,1 mL de a-amilase
termoresistente. O bequer foi tampado com folha de papel aluminio e
aguecido em banho-maria (Marconie, modelo MA 093, Piracicaba, Brasil) em
ebulicdo por 30 minutos, com agitagdo a cada 5 minutos. As amostras foram
resfriadas por 1 hora. O pH foi ajustado para 7,5 £ 0,1 e adicionado em torno
de 10 mL de NaOH 0,275N. Em seguida, foi adicionado 0,1 mL de protease

(5 mg.0,1mL-1) na solucéo pré digerida e o béquer novamente tampado com
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folha de aluminio e incubado & 60 T por 30 minutos, com agitagdo
horizontal (100 rpm). Ap6s o hidrolizado ser resfriado por 1 hora, foi
adicionado em torno de 10 mL de HCI 0,325 N com a finalidade de ajustar o
pH em 4,3 £ 0,3. Finalmente, foi adicionado 0,1 mL de amiloglicosidase na
solugcdo e o béquer foi novamente tampado com folha de aluminio e
incubado a 60 €T por 30 minutos com agitacao horizontal (100 rpm), para
obtencdo do hidrolisado final. O mesmo procedimento foi realizado em

duplicata para obtencéo do branco.

4.10.5.3. Fibra alimentar insoltvel

Inicialmente com auxilio da bomba de vacuo (Marconie, modelo MA-
058, Piracicaba, Brasil), filtrou-se o hidrolisado em cadinho. Em seguida
lavou-se o residuo do cadinho com 10 ml de &gua destilada, repetindo o
procedimento trés vezes. O volume filtrado no kitasato foi transferido para
um béquer de 600 mL, utilizando-se 320 mL de etanol 98 % aquecido a 60
C para lavar o kitasato, sendo este material reservado para andlise de fibra
soltvel. Os cadinhos foram, em seguida, lavados duas vezes com o volume
de 20 mL de etanol a 95 %, e duas vezes com 20 mL de acetona. Os
cadinhos foram secos em estufa a 105 T durante 12 horas. Posteriormente,
realizou-se analise de proteina e cinzas nos residuos do cadinho (AOAC,
2002).

4.10.5.4. Fibra alimentar soltvel

O volume reservado na etapa de filtrag&o da fibra insoltvel foi deixado
em repouso por 1 hora para precipitagdo. Os cadinhos foram lavados com
auxilio da bomba de vacuo com 20 mL de etanol a 78 %. Em seguida, 0
conteldo reservado foi filtrado no cadinho com auxilio de bomba de véacuo.
Estes foram lavados consecutivamente trés vezes com volume de 20 mL de
etanol a 78 %, duas vezes com 20 mL de etanol a 95 % e duas vezes com
20 mL de acetona. Posteriormente, o residuo do cadinho foi seco em estufa
a 105 € durante 12 horas e prosseguiu-se para analises de proteinas e

cinzas dos residuos, conforme descrito anteriormente.
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4.10.5.5. Fibra alimentar total

A determinagcdo de fibra alimentar total foi realizada pela soma das
fibras soltvel e insoltvel.

4.10.6. Carboidratos disponiveis

O conteudo de carboidratos foi obtido pela diferenca entre o total da
amostra (100 %) e os teores de proteinas, lipidios, fibra alimentar total, teor
de agua e cinzas.

4.11. Estudo da qualidade protéica dos paes elaborados com
extratos de proteinas estruturadoras de gelo

4.11.1. Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus novergicus, variedade
albinus, classe Rodentia), linhagem Wistar, com média de 30 dias de idade,
com peso corporal variando entre 73 a 77 g, provenientes do biotério do
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de

Vicosa. O desenho experimental do estudo esta demonstrado na Figura 4.

o
_—  Animais desmamados
| 30 dias de idade
|
Dieta caseina Dieta p&o controle Dieta p& o Endurance Dieta péo Ok Bullet
n==6 n=6 n=6 n=6

14dias de aconpanhamento
Finald oexperimento

I
I ! I

Ganho || Consumo . Coeficiente Razio || pjgestbiidade Peso dos
depeso aimentar Coeflic_lfent_e de p_rou_e Ica \erdadeia 6rgéos:
de eficienda eficienda liqui da o) figado
alimentar protéica (NPR) -1im
(CEA) (PER)

Figura 4: Esquema experimental do estudo de qualidade protéica de péo francés
com e sem adicéo de extrato de ISP.



Os animais foram divididos em quatro grupos de seis animais. Os
ratos foram alocados em gaiolas individuais, de ac¢o inoxidavel e mantidos
em condi¢des de temperatura de 22 + 3 C, com fotoperio do de 12 horas.
Para avaliacdo da qualidade protéica foi incorporado os paes controle,
Endurance e Ok Bullet na dieta dos animais (Tabela 2). Desta forma, a
composicao das dietas foi baseada na AIN-93G, segundo Reeves, Nielsen e
Fahey (1993) com o teor de proteinas alterado para 9,5 %. Durante o
periodo de 14 dias os animais receberam as dietas experimentais e agua
deionizada ad libitum. Ao final do décimo quarto dia, os animais foram
anestesiados e eutanasiados com isoflurano (Isoforine, Cristalia®). O figado

e o rim foram removidos e pesados.

Tabela 2: Composi¢do das dietas experimentais (g / 100g).

Ingredientes Dietas experimentais
Caseina Pao Controle  Pao Endurance Pao Ok Bullet

Caseina 7,81 0 0 0
P&o Controle 0 74,8 0 0
Pao Endurance 0 0 79,4 0
Pao Ok Bullet 0 0 0 80,85
Amido 13,2 0,79 0 0
dextrinizado
Sacarose 10 10 5,2 3,86
Oleo de soja 9 6,9 6,84 6,85
Celulose 6 2,5 3,5 3,39
Mix mineral 3,5 3,5 3,5 3,52
Mix vitaminico 1 1 1 1
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de 0,25 0,25 0,25 0,25
colina
Amido de milho 51,9 0 0 0
Proteina (g / 100 9,15 9,73 9,5 9,79
g de dieta)
Densidade 3,94 3,6 3,6 3,61
calérica (Kcal /

9)

4.11.2. Coeficiente de eficiéncia alimentar

No periodo experimental os animais foram pesados no 1°, 7° e 14°

dias e determinou-se o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) que
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representa a relagéo entre o ganho de peso (g) e o consumo total de dieta

pelos animais (Q).

4.11.3. Coeficiente de eficiéncia protéica e raz&o protéica li  quida

O coeficiente de eficiéncia protéica (protein efficiency ratio — PER) foi
determinado por meio do método de Hegsted (1977) modificado para 14 dias
de experimento (MORAES et al., 2010), relacionando o ganho de peso dos
animais (g) com o consumo de proteina (g). A razdo protéica liquida (net
protein ratio — NPR) foi determinada, de acordo com Bender e Doell (1957),
levando se em consideracdo o ganho de peso do grupo-teste (g), mais a
perda de peso do grupo com dieta aproteica (g), em relagdo ao consumo de

proteina do grupo-teste (g).

4.11.4. Digestibilidade verdadeira

Para a determinacdo da digestibilidade verdadeira (DV) as dietas
foram marcadas com corante indigo carmim na concentragdo de 0,2 %.
Estas dietas foram oferecidas aos animais no 8° e 11° dias. As fezes
marcadas foram coletadas no 9° dia, bem como a totalidad e das fezes no
10° e 11°dias, e as fezes ndo marcadas, no 12°dia. As fezes coletadas
foram armazenadas em recipientes individuais para cada animal e mantidas
sob refrigeracdo. Posteriormente, as fezes foram secas em estufa
(Marconi®, modelo MA-035/5, Piracicaba, Brasil) a 105 °C durante 24 h. Em
seguida, foram resfriadas, pesadas e trituradas em multiprocessador
(Arno®) para determinacdo da concentragcdo de nitrogénio, pelo método de
semimicro Kjeldahl (AOAC, 2012), com amostras em triplicata. A DV foi
calculada medindo-se a quantidade de nitrogénio ingerido na dieta,
excretado nas fezes e a perda metabdlica nas fezes, que correspondeu ao

nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

4.12. Aspectos éticos
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de Animais
(CEUA/UFRV) da Universidade Federal de Vigosa, MG, processo n107/2013,
sendo o experimento conduzido de acordo com os Principios Eticos de

Experimentagédo Animal (Anexo I).



5. ARTIGO I: INOCUIDADE AGUDA E SUB-CRONICA DO EXTRATO
DE PROTEINAS ESTRUTURADORAS DE GELO DE FOLHAS DE TRIGO.

Resumo

O extrato de proteina estruturadora de gelo (ISP) obtido de folhas de
duas cultivares de trigo (Endurance e Ok Bullet), foi testado quanto a sua
inocuidade em ratos Wistar machos de forma aguda, na dosagem de 40 ou
80 mg.kg™.dia” de proteina por peso corporal (14 dias) e de forma sub-
crénica na dosagem de 114 pg.kg™.dia™ (90 dias). A administracéo de doses
agudas, 350 a 700 vezes maior do que a quantidade utilizada no preparo de
100g de péo francés, dos extratos de ISP ndo causou letalidade. O uso
agudo e sub-cronico do extrato de ISP das cultivares Endurance e Ok Bullet
nao comprometeu o peso corporal, 0 consumo alimentar e o coeficiente de
eficiéncia alimentar (p > 0,05). No teste agudo, os pesos relativos dos
orgdos dos animais dos grupos teste nao diferiram do controle, mas o grupo
que recebeu o extrato de ISP Ok Bullet na dose 80 mg / kg aumentou a
proporcdo de nucleo dos hepatdcitos. No teste sub-cronico, o rim dos
animais dos grupos Endurance e Ok Bullet apresentaram menor peso (p <
0,05) que o dos animais do grupo controle. Na dosagem sub-cronica,
observou-se reducdo nos niveis de uréia, magnésio e fésforo, reducdo do
volume dos hepatécitos, sem alteragbes na morfometria renal e nas
transaminases séricas em ambas as cultivares do trigo. No entanto houve
redugcdo na albumina do grupo Endurance e de bilirrubina no grupo Ok
Bullet. Houve hiperplasia dos centros germinativos do bago no grupo ISP Ok
Bullet. Os extratos de ISP, de ambas as cultivares, administrado de forma
aguda, se mostraram in6cuos em ratos Wistar, na dose de 40 mg.kg'l.dia'l,
enquanto o uso sub-cronico revelou algumas alteragfes celulares e séricas,
embora ndo indicativas de toxicidade.

Palavra chave: ratos Wistar, histologia, toxicologia.
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Abstract

Ice structuring protein obtained from the leaves of two wheat cultivars
(Endurance and Ok Bullet) was tested for its toxicity in male Wistar rats,
acutely at a dose of 40 or 80 mg.kg*.day™ of body weight (14 days), and
sub-chronically at a dose of 114 pg.kg™*.day™® (90 days). Administration of
acute doses of the ISP extracts, 350-700 times greater than the amount used
in the preparation of 100 g of French bread, did not cause lethality. Acute and
sub-chronic use of ISP from Endurance and Ok Bullet cultivars did not affect
body weight, food consumption or the food efficiency coefficient (p > 0.05). In
the acute test, the relative weights of the organs of the animals from the test
groups did not differ from those of the control group, but the nucleus
proportion of the hepatocytes increased in the group that received Ok Bullet
ISP at a dose of 80 mg / kg. In the sub-chronic test, the kidneys of the
animals in the Endurance and Ok Bullet groups presented a lower weight (p
< 0.05) than those control group. At the sub-chronic dose, a reduction in
levels of urea, magnesium and phosphorus was observed in both wheat
cultivars, as well a reduction in the volume of the hepatocytes, without
changes to renal morphology or transaminases serum. However, there was a
reduction in albumin in the Endurance group and bilirubin in the Ok Bullet
group. There was hyperplasia in the germinal centers of the spleen in the Ok
Bullet ISP group. ISP of both cultivars, administered acutely, proved
harmless in Wistar rats at a dose of 40 mg.kg™.day ™, while sub-chronic use
revealed some cell and serum changes, although not indicative of toxicity.

Key-words: Wistar rats , histology, toxicology
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5.1. Introdugéo

Proteinas estruturadoras de gelo (ISP) foram descobertas em peixes
marinhos que necessitam de protecdo contra congelamento. Estas proteinas
sdo encontradas naturalmente em todos os reinos da biologia, e suas
fungdes incluem tolerancia ao congelamento e a adeséo aos cristais de gelo
(DAVIES, 2014). A tolerancia ao congelamento dos cereais € devido a sua
capacidade de sobreviver ao crescimento de cristais de gelo no meio
intersticial em temperaturas inferiores a 0C (GRIFFITH et al ., 2005).

Dependendo da fonte, as ISP apresentam estruturas protéicas
diversas, mas todas com a propriedade comum de se ligarem a cristais de
gelo. Essas proteinas diminuem a temperatura em que os cristais de gelo
sdo formados e também modificam o seu tamanho e formato. Elas s&o
capazes de influenciar o crescimento de cristais de gelo por meio da
adsorgdo para sua superficie. Isto resulta em trés efeitos dependentes da
temperatura: inibicdo da recristalizacdo; modificagdo do formato do cristal,
ou seja, proporciona um crescimento bipiramidal do cristal, e causa histerese
térmica (ACTI e NALBANTOGLU, 2003).

A aplicagdo das ISP como agente de preservacdo de alimentos tem
demonstrado potencial aumento na qualidade de alimentos congelados,
durante a estocagem e transporte. As ISP inibem o crescimento de cristais
de gelo durante a estocagem, transporte e congelamento/descongelamento,
previnem a perda na textura dos alimentos, ou seja, sdo capazes de reduzir
os danos celulares e também a perda de nutrientes pela saida de agua dos
alimentos. Outra vantagem para a inddstria de alimentos € que essas
proteinas sé@o consideradas ativas em quantidades muito pequenas (KIANI e
SUN, 2011; HASS-ROUDSARI e GOFF, 2012).

Porém, uma particular preocupagé@o com o uso de novas proteinas € a
possibilidade de elas causarem reagfes adversas em individuos alérgicos a
proteinas de mesma fonte, por isso, € extremamente importante determinar
a seguranca de tais materiais antes de qualquer aplicagdo extensiva em
alimentos (HALL-MANNING et al., 2004; SITOHY et al., 2013). O numero de

diagnéstico de pessoas alérgicas a proteinas do trigo aumenta cada vez
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mais, sendo que a incidéncia é de 1 a cada 130 - 200 pessoas em paises
industrializados (RONDA e ROSS, 2011).

Portanto, antes de uma nova proteina ser incorporada em alimentos, a
sua seguranca deve ser avaliada. De acordo com as normas internacionais
reconhecidas para produtos de biotecnologia (Codex Alimentarius
Commission), a analise da seguranca deve incluir uma avaliacdo do
potencial de alergenicidade. Esta avaliagdo consiste em examinar o0
potencial da proteina em provocar reagdes no organismo e induzir uma nova
resposta imune em individuos susceptiveis (CREVEL et al., 2007).

Ainda ndo estdo disponiveis estudos especificos que avaliam a
toxicidade de ISP extraidas de folha de trigo, mas acredita-se que o extrato
de proteinas estruturadoras de gelo obtido de folhas de duas cultivares de

trigo, possam ser indcuos em ratos Wistar.

5.2. Material e métodos

O estudo foi realizado no laboratério de Farinha e Amido do
Departamento de Tecnologia de Alimentos e de Nutricdo Experimental do
Departamento de NutricAo e Saude, ambos da Universidade Federal de
Vigosa (UFV).

O experimento foi conduzido em conformidade com normas
brasileiras para experimentagdo com animais e foi aprovado pela Comisséao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vicosa (Processo
n°07 /2013).

5.2.1. Obtencéo e caracterizagao dos extratos

Foram utilizadas folhas de duas cultivares de trigo: Endurance e Ok
Bullet, colhidas ap6s 21 dias de aclimatacdo (regime de luz de 10/14 h, 4 -7
°C, UR % 80 %).

A extracdo das ISP foi realizada baseada no método de impregnacao
a vacuo descrito por Roudsari (2011) adaptado por Campelo (2014),
utilizando 20 mM de é&cido ascorbico (pH 3), com 20 mM de CICa, e EDTA.

Para caracterizac@o do extrato e padronizacdo do contetdo de proteina, foi
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determinado o contetudo de proteina bruta total pelo método sensivel de
Bradford (1976), e a quantidade de solidos e cinzas totais de acordo com
AOAC (2012).

A presenga e distribuicdo das ISP nos extratos obtidos foram
estudadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com presenga de
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), utilizando o método em placa vertical,
com placas 10 x 10 cm, descontinuo de baixa resolugéo, descrito por Vieira
(2011) e adaptado por Campelo (2014).

5.2.2. Animais

Utilizou-se ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinos, classe
Rodentia), da linhagem Wistar, recém-desmamados, com 21 dias de idade.
Os animais foram distribuidos e identificados em gaiolas individuais de ago
inoxidavel e aclimatizados por um periodo de cinco dias. Os animais
receberam dieta padronizada (ragdo comercial Nuvilab CR 1- Nuvital) e
adgua, ambos ad libitum. As condi¢cbes ambientais foram controladas com

fotoperiodo de 12 horas e temperatura média de 23 T+ 1 .

5.2.3. Procedimentos experimentais

Teste de inocuidade aguda

Para esse experimento foram utilizados 30 ratos (n=6/grupo) Wistar
machos, distribuidos de acordo com o peso corporeo (peso inicial médio de
50 g £ 3 g) em cinco grupos (controle e quatro grupos experimentais) com
dieta e 4gua ad libitum, alojados em gaiolas individualmente. Para célculo
da dosagem do extrato foi utilizado o protocolo de Moreira et al., (2014),
sendo administradas doses correspondentes a 350 e 700 vezes a
quantidade utilizada na produgéo de 100 gramas de pao, correspondendo a
doses de 40 e 80 mg.kg* de ISP obtida do extrato de cada cultivar de trigo,
por meio de gavagem em dose Unica de 1000 yL. O grupo controle recebeu
apenas o solvente (4cido ascorbico e cloreto de célcio) utilizado para a

obtencdo do extrato. Apos a administracdo, os animais foram observados
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diariamente e individualmente, sendo que durante as primeiras 12 horas, no
periodo de 15, 30, 60 minutos e a cada 4 horas. A observacgéao foi focada na
mortalidade, mudanca no comportamento, aspectos da pele, olhos e
atividade motora. A partir da 242 hora até 14 dias foram observados
semanalmente a variacdo de peso e consumo alimentar, sendo calculado o
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), que representa a relacéo entre o
ganho de peso e o consumo total de dieta.
Ao final do décimo quarto dia, os animais foram anestesiados e
eutanasiados com isoflurano (Isoforine, Cristélia®). O figado, cérebro e rim
foram removidos, pesados, fixados em solucdo de formalina 10 %

histologicamente.
Teste de inocuidade sub-crbnica

Trés grupos de oito animais foram utilizados neste experimento. Dois
grupos receberam diariamente doses de 114 ug.kg™.dia™* de ISP obtida do
extrato de cada cultivar de trigo (grupos testes), por meio de gavagem
(volume de 1000 pL), enquanto os animais do grupo controle receberam os
solventes utilizados no preparo dos extratos. A dosagem estipulada foi
baseada em Vieira (2011), correspondendo a ingestdo de 100 g de péo
francés (duas unidade/dia) por um ser humano adulto de aproximadamente
70 kg. Todos os animais receberam dieta comercial e &gua ad libitum por 90
dias e foram observados diariamente para anormalidade e semanalmente
para a ingestao alimentar e ganho de peso, sendo determinado o coeficiente
de eficiéncia alimentar.

Ao final de treze semanas, e ap6s 12 h de jejum, os animais foram
anestesiados e eutanasiados com isoflurano, (Isoforine, Cristélia®). Amostras
de sangue, 5 mL, foram coletadas por pun¢do cardiaca para andlises
hematolégicas e para determinagdo de componentes séricos. Os 6rgaos
figado, rim, bagco e cérebro foram removidos, pesados, fixados em solucéo

de formalina 10 % e analisados histologicamente.

5.2.4. Andlise histologica e morfométrica



Os tecidos fixados foram desidratados em concentragdes crescentes
de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Foram realizados
cortes de 5 ym de espessura, corados com hematoxilina e eosina (HE). As
lAminas foram fotografadas em microscopico de luz CX31 Olympus e as
imagens foram obtidas em camara digital CS 020 por meio software Analysis
GETIT, Olympus, para posterior andlise. As microfotografias foram
analisadas em um sistema de andlise de imagens (Image Pro Plus®).

No figado, as proporgbes volumétricas (%) dos capilares sinusoides,
citoplasma e nucleo de hepatécidos foram estimadas a partir de
aproximadamente 2000 pontos pré-determinados por animal. Para o calculo
do volume dos compartimentos hepaticos, foram determinados os didmetros
maiores e menores de 20 ndcleos de hepatdcitos por foto, totalizando 1000
nucleos por grupo experimental. Para morfometria renal, foi realizada a
contagem das estruturas glomerulares em 10 campos por animal utilizando-
se objetiva de 10x. As dimensfes (didmetro) das estruturas dos glomérulos
renais, corpusculo de Malphigi e emaranhado capilar glomerular, foram
mensuradas em 10 campos por animal, com objetiva de 20X. O perimetro e
o diametro do bag¢o foram mensurados em 10 campos por animal, em cinco

animais por grupo experimental.

5.2.5. Anélise estatistica

O estudo foi conduzido em um Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). Os dados foram apresentados em valores de média +
desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada no programa Statistical
Analysis System (SAS, 1996) versdo 9.3, licenciado para a Universidade
Federal de Vigosa, Minas Gerais, 2014.

Para comparagdo de resultados foi realizada andlise de variancia
(ANOVA) e os resultados de caracterizagdo dos extratos diferentes
significativamente (p < 0,05) foram analisados pelo teste “t”, com nivel de
significancia de 5 %; enquanto os resultados dos ensaios bioldgicos pelo

teste de Dunnett, com 5 % de probabilidade.

5.3. Resultados
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5.3.1. Caracterizagéo do extrato

A composicéo geral dos extratos de ISP utilizados esta apresentada
na Tabela 3. Foram verificados maiores contetdos de sdlidos totais e de
proteinas totais no extrato da cultivar Endurance. O contetdo protéico de
cada cultivar de trigo foi considerado durante a diluicdo dos extratos para

posterior administragdo nos animais.

Tabela 3: Valores de médias e desvio padrdo do contelido de solidos totais (mg /
100 g), proteina bruta (mg / 100 g) e cinzas (%) dos extratos de ISP utilizados no
experimento biolégico.

Cultivar Sélidos totais * Proteinas totais * Cinzas
Endurance 980,00 + 20,007 395,33 + 1,437 2,10 + 0,027
Ok Bullet 920,00 + 10,00° 357,96 + 2,87° 2,07 + 0,022

* Os resultados estdo expressos em matéria seca. Letras diferentes numa mesma coluna
mostram diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias das populagfes pelo teste t.

Na Figura 5 esta representado o gel obtido dos extratos das duas
cultivares estudadas, visualizando-se que foi possivel a extracdo das ISP,

Para os dois extratos foi observada uma proteina na faixa de 20,1 — 30,0 kD.

OK BULLET ENDURANCE
AC

97,0 kDa

66.0 kDa

45,0 kDa

30,0 kDa

Figura 5: Perfis protéicos em SDS-PAGE dos extratos obtidos pelas cultivares de
trigo (Ok Bullet e Endurance). Padrdo: Fosforilase b (97,0 kDa); albumina bovina
(66,0 kDa); albumina de ovo (45,0 kDa); anidrase carbonica (30,0 kDa); inibidor de
tripsina (20,1 kDa); lisozima purificada da clara de ovo (14,4 kDa). Setas indicam as
bandas de proteinas presentes nos extratos.

5.3.2. Avaliacdo da inocuidade aguda

ApOGs 24 horas da administracdo, ndo foram observadas morte nem

sinais de toxicidade nas duas dosagens (40 e 80 mg.kg™") de extrato de ISP
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de ambas cultivares. Da mesma forma, ndo foi observado nenhum efeito
adverso durante os 14 dias de experimento.

Todos os animais iniciaram o estudo com pesos semelhantes (p >
0,05) e ao longo do experimento os pesos ndo se diferenciaram entre os

grupos (p > 0,05) (Figura 6).
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Figura 6: Efeito do extrato de ISP Endurance e Ok Bullet, concentragfes de 40 e 80
mg.kg™?, no peso corpdreo dos animais experimentais durante 14 dias (n= 6). N3o
houve diferenca significativa dos grupos testes em relagédo ao grupo controle segundo o teste
de Dunnett com nivel de significancia de 5%.

Os grupos experimentais apresentaram consumo alimentar, ganhos
de peso e coeficiente de eficiéncia alimentar semelhantes ao grupo controle
durante os 14 dias (Tabela 4). Adicionalmente, apds a necropsia foram
verificadas semelhancas no peso absoluto e relativo do cérebro, rim e figado
dos animais independentes do extrato de ISP ou da dose administrada

(Tabela 5) e nenhum sinal de toxicidade macroscépica foi observada.



Tabela 4: Valores de médias e desvio padrdo do consumo total de dieta (g), ganho
de peso total (g) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos animais
experimentais durante 14 dias (n=6).

Consumo alimentar Ganho de Peso CEA

Controle 222,21 + 18,05 83,2 +6,83 2,62+0,11
Endurance 40 mg.kgtdia® 214,54 + 16,93 88,2+ 12,19 2,45 +0,21
Endurance 80 mg.kg'l'dia'l 211,82 +22,51 80,60 + 10,52 2,58 £0,15
Ok Bullet 40 mg.kg™*dia™ 217,36 + 17,57 82,60 + 15,37 2,67+0,35
Ok Bullet 80 mg.kg*dia™ 196,52 + 42,43 69 +18,43 2,90 + 0,33

N&o houve diferenga significativa dos grupos testes em relagéo ao grupo controle segundo o
teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.

Tabela 5: Valores de médias e desvio padrédo do peso absoluto (g) e relativo (g /
100 g corporais) dos 6rgdaos dos animais controle e dos tratados com ISP
Endurance e Ok Bullet, concentracdes de 40 e 80 mg.kg™, ap6s 14 dias (n= 6).

Cérebro Rim Figado
Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto  Relativo
Controle 1,69+0,10 1,29+ 0,100,81 +0,030,62 +0,03 6,51 +0,504,95+0,24

Endurance 40 1,61+ 0,13 1,18+0,13 0,78 £ 0,09 0,57 + 0,06 6,72 + 0,86 4,88 + 0,50
Endurance 80 1,61+ 0,12 1,27+0,17 0,77 £0,100,59 + 0,04 5,87 +1,054,56 + 0,71
Ok Bullet40 1,62+0,12 0,78+0,09 0,79 +0,08 0,60 + 0,05 6,23 +0,47 4,76 £ 0,17
Ok Bullet80 1,63+0,16 1,42+0,290,75+0,2 0,63+0,08 5,38 +0,85 4,58 + 0,23

N&o houve diferenga significativa dos grupos testes em relagéo ao grupo controle segundo o
teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.

Os achados morfométricos renais estao apresentados na Figura 7. Foi
possivel observar os glomérulos renais, bem como suas estruturas,
corpusculo de Malpighi, emaranhado capilar glomerular. N&o houve
diferenca (p > 0,05) no nimero de glomérulos, didmetro dos corpusculos e

dos emaranhados entre os animais dos grupos teste e do grupo controle.
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Figura 7: Avaliacdo histolégica do rim direito dos animais experimentais apds 14
dias da administracdo dos extratos. A- Fotomicrografia de plano transversal
demonstrando os glomérulos renais, seus corplUsculos de Malpighi (CM) e
emaranhado capilar glomerular (ECG) (HE 200X). B- Média e desvio padrdao do
ndamero de glomérulos por campo e dos didmetros das estruturas renais. Nao houve
diferenca significativa dos grupos testes em relacdo ao grupo controle segundo o teste de
Dunnett com nivel de significancia de 5 %.

O volume dos hepatécitos e do seu citoplasma e nudcleo, estédo
representados na Tabela 6, verificando-se a auséncia de diferencgas
significativas entre controle e grupos experimentais. A Figura 8 esta
mostrando o percentual das estruturas hepaticas, observando-se um menor
percentual de citoplasma e maior de nicleos nos animais do grupo Ok Bullet
na dose 80 mg.kg™.dia™.



Tabela 6: Valores de médias e desvio padrdo referente ao volume (um®) dos
hepatdcitos, nucleo e citoplasma no tecido hepatico dos animais experimentais
apos 14 dias de administracéo

Volume Controle Endurance 40 Endurance 80 Ok Bullet 40 Ok Bullet 80

(um®) mg.kg™ mg.kg™ mg.kg™ mg.kg™

Hepatocitos 3225,3 + 2640,7 + 2275,9 + 2831,1 + 21355 +
1096,0 1258,9 162,1 717,3 659,6

Nucleo 392,4+ 50,3 353,1+524 351,3+16,7 412,9+61,9 321,9+26,4

Citoplasma 2832,9 22875+ 1924,7 +147,4 241822+ 18136+
1001,9 1214,7 723,8 637,1

Nao houve diferenga significativa dos grupos testes em relagdo ao grupo controle segundo o
teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.
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Figura 8: A- Fotomicrografia do tecido hepatico indicando a proporgéo de capilares
sinusoides, nlcleo e citoplasma dos hepatécitos. (HE 200X). B- Efeito da
administracao aguda de ISP Endurance e Ok Bullet, nas concentragfes de 40 e 80
mg.kg?, apés 14 dias, nas proporcdes das estruturas hepéticas dos animais
experimentais. *Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle segundo o teste de
Dunnett com nivel de significancia de 5%.



5.3.3. Avaliacdo da inocuidade sub-crbnica

Os pesos corporais dos animais estdo apresentados na Figura 9. Os
animais do grupo controle iniciaram o experimento com pesos médios de
126 + 8,6 g; do grupo Endurance 120 + 7,06g e do Ok Bullet, 132 + 5,6 g.
Todos 0s grupos apresentaram pesos crescentes ao longo das semanas,
sendo que durante o primeiro més 0s animais aumentaram expressivamente
seu peso, uma vez que eles estavam em idade de crescimento (entre 35 e
60 dias de vida). A partir da quarta semana o aumento do peso foi menor,
porém ainda crescente. Mas, nao foi observada diferenca de peso corpoéreo

entres 0s grupos teste e controle.
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Figura 9: Efeito do extrato de ISP Endurance e Ok Bullet no peso corpoéreo dos
animais experimentais durante 13 semanas (n= 8).

N&o houve diferenca significativa dos grupos testes em relagcdo ao grupo controle segundo o
teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.
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O consumo alimentar total, o ganho de peso total e o coeficiente de
eficiéncia alimentar dos grupos experimentais (Endurance e Ok Bullet) foram
comparados ao grupo controle e ndo apresentaram diferengas (p > 0,05) ao
final das 13 semanas (Tabela 7) e semelhantes ao longo do experimento

(dados ndo demonstrados).

Tabela 7: Valores de médias e desvio padrdo do consumo total de dieta (g), ganho
de peso total (g) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos animais dos grupos
experimentais durante 13 semanas.

Consumo alimentar  Ganho de peso CEA
Controle 2136,62 + 94,26 280,37 + 15,53 7,59 £ 0,45
Endurance 2110,87 + 62,94 262,50 + 37,75 8,18+1,14
Ok Bullet 2223,68 + 194,81 271,0 £49,97 8,36 +1,02

N&o houve diferenga significativa dos grupos testes em relagéo ao grupo controle segundo o
teste de Dunnett com nivel de significancia de 5%.

Como apresentado na Tabela 8, a reducdo do peso absoluto e relativo
do rim foi observada nos animais tratados com ISP das duas cultivares em
comparacdo ao grupo controle. Os demais 6rgdos ndo tiveram seus pesos
diferenciados (p > 0,05) em relacdo ao controle. Quanto as variaveis
bioquimicas (Tabela 9), menores valores foram encontrados para uréia,
magnésio e fosforo para ambos os extratos de ISP, enquanto o extrato de
ISP Ok Bullet proporcionou menor valor de bilirrubina total e o Endurance,

menor valor de albumina em comparag&o ao grupo controle.

Tabela 8: Valores de médias e desvio padrao do peso absoluto e relativo (g / 100 g
corporais) dos 6rgdos dos animais dos grupos experimentais apés 13 semanas de
experimento.

Orgaos Peso Controle Endurance Ok Bullet
Figado Relativo 3,05+ 0,07 2,95+0,14 2,92+0,16
Absoluto 12,40 £ 0,69 11,28 £1,24 11,74+ 1,32
Baco Relativo 0,24 + 0,05 0,22 £ 0,05 0,22 £ 0,04
Absoluto 0,98 + 0,19 0,85+ 0,22 0,88 £ 0,24
Rim Relativo 0,43+ 0,07 0,36 + 0,05* 0,35 £ 0,04*
Absoluto 1,74+0,31 1,39 + 0,23* 1,39 +1,45*
Cérebro Relativo 0,49 + 0,06 0,53 +0,04 0,50 £ 0,09
Absoluto 2,01+0,23 2,04+£0,11 1,97 £+ 0,19

*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle segundo o teste de Dunnett com nivel

de significancia de 5 %



Tabela 9: Valores de médias e desvio padrao das variaveis bioquimicas do sangue
dos animais experimentais ap6s 13 semanas de tratamento.

Controle Endurance Ok Bullett
AST (UMl 121,37 + 18,07 116,37 + 49,94 124,5 + 29,59
ALT (U 47,63 +£10,61 38,37 £7,61 39+8,11
Uréia (mg/dl) 44 A7 + 3,27 38,52 +4,67* 36,19 +2,98*
Fosfatase Alcalina (U/l) 88,75 + 20,19 85,37 £ 26,93 85, 87 + 20,77
Bilirrubina total (mg/dl) 0,56 +£ 0,06 0,57 £0,04 0,28 +£0,28*
Creatinina (mg/dl) 0,53 +0,07 0,48 +£ 0,05 0,48 +£ 0,05
Glicose (mg/dl) 168,87 + 37,21 171,0 +17,56 186,5 + 36,87
Colesterol total (mg/dl) 89,25 + 10,02 88,75+ 12,41 87,5+23,59
Triglicérides (mg/dl) 32,12 +12,78 30,0 +14,7 34,0 +9,62
Célcio (mg/dl) 9,99 + 0,39 9,90 + 0,92 9,33+0,39
Magnésio 2,49 + 0,37 1,98 +0,13* 2,03 +0,21*
Fosforo (mg/dl) 9,37 +1,85 7,08 +0,81* 7,0+0,57*%
Albumina (g/dl) 3,14 +0,21 2,85+0,17* 2,95+0,11

* Diferenca significativa em relagédo ao grupo controle segundo o teste de Dunnett com nivel
de significancia de 5 %.

As analises morfométricas do rim (Figura 10) ndo apresentaram
diferencas significativas nas dimensdes das estruturas dos animais dos
grupos experimentais, enquanto da hepética os animais de ambos o0s grupos
teste, Ok Bullet e Endurance, apresentaram reducdo do volume dos
hepatocitos (Tabela 10), menor quantidade de citoplasma e maior
quantidade de espacos sinusoides (Figura 11). A morfometria também
indicou alteragbes no bago dos animais experimentais, com aumento no
perimetro e &rea dos centros germinativos dos animais do grupo Ok Bullet
(Figura 12).
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Figura 10 : Avaliacdo histolégica do rim direito dos animais experimentais tratados
com extrato de ISP por 13 semanas. A- Fotomicrografia de plano transversal
demonstrando os glomérulos renais e seus corpusculos de Malpighi (CM) e
emaranhado capilar glomerular (ECG) (HE 200X). B- Média e desvio padrdo dos
didmetros das estruturas renais e do nimero de glomérulos por campo.

* N&o houve diferenca significativa dos grupos testes em rela¢éo ao grupo controle segundo
o teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.
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Figura 11. A- Fotomicrografia do tecido hepatico indicando a proporcdo de
capilares sinusoides, nlcleo e citoplasma dos hepatécitos dos animais
experimentais ap6és 13 semanas de tratamento (HE 200X). B- Efeito da
administracado sub-crénica de ISP Endurance e Ok Bullet por 13 semanas, nas
proporgdes das estruturas hepaticas dos animais experimentais.

*Diferenca significativa em rela¢@o ao grupo controle segundo o teste de Dunnett com nivel
de significancia de 5 %.

Tabela 10: Valores de médias e desvio padréo referente ao volume (um® dos
hepatdcitos, nucleo e citoplasma no tecido hepatico dos animais experimentais
tratados por 13 semanas.

Volume (um®) Controle Endurance Ok Bullet
Hepatdcitos 4326,4 +1399,7 2171,0 £579,8* 1965,6 + 331,9*
Ndcleo 350,0+ 31,4 293,4+ 27,6 297,2 +33,9
Citoplasma 3976,4 £1374,6 1877,6 + 577,0* 1668,4 + 300,7*

*Diferenca significativa em rela¢@o ao grupo controle segundo o teste de Dunnett com nivel
de significancia de 5 %.
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Figura 12: Avaliacéo histologica do baco dos animais experimentais tratados com
extrato de ISP por 13 semanas. A- Fotomicrografia de baco demonstrando os
centros germinativos. (HE 200x). B- Média e desvio padrao do perimetro e area dos
centros germinativos.
*Diferenca significativa em relacéo ao grupo controle segundo o teste de Dunnett com nivel
de significancia de 5 %.

5.4. Discussao

As proteinas estruturadoras de gelo podem ser extraidas de cereais
por técnicas relativamente simples. Em folhas de trigo, uma impregnacéo a
vacuo, seguida de centrifugacao foi suficiente para a extracdo. O processo
de impregnacéo a véacuo foi utilizado para acelerar a infiltracdo de liquidos
nas estruturas porosas de tecidos vegetais sob-baixas pressoées, resultando
na troca de gases por liquidos (ZHAO e XIE, 2004). Durante essa etapa, 0
contato entre solvente de extracdo e as ISP, localizadas no apoplasto da
célula, foi favorecido, de modo a aumentar o poder de extracdo do solvente,
e consequentemente contetdo de proteinas extraido. O emprego das outras

etapas de calor e de forga centrifuga pode eliminar compostos organicos,
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fitatos, oxalatos e fibras do extrato bruto, reduzindo assim os teores de
sélidos. Apos a extracao, foi verificado que a cultivar Endurance apresentou
o0 maior conteudo de solidos totais e proteinas, pois essa cultivar é uma
cultivar de trigo vermelho (Triticum aestivum L.) classificado como duro e de
inverno, que possui a capacidade de resistir e se recuperar de pastagens
prolongadas e intensivas, além de ser resistente a pH baixos e tolerante ao
frio. Enquanto a cultivar OK Bullet € um trigo vermelho duro de inverno, s6
que ao contrario da primeira cultivar apresenta baixa sensibilidade ao frio.

A identificacdo da ISP tornou-se possivel com uma analise em
eletroforose SDS-PAGE, que identificou proteinas de massas moleculares
em torno de 20 kDa. Da mesma forma, alguns estudos observam as ISP
com massas moleculares em torno de 12-30 kDa (XU et al., 2009; VIEIRA,
2011; HASSAS-ROUDSARI; 2011).

A introducdo de novas proteinas na alimentacdo humana pode
carrear riscos a saude, provocando reacdes alérgicas em individuos
susceptiveis (Bindslev-Jensen, 2003), devendo, portanto, ser avaliada sua
utilizacdo. O comportamento geral e 0s pesos corporais em animais Séo
variaveis criticas para avaliar os primeiros sinais de toxicidade
(SIREERATAWONG et al., 2008).

No estudo de inocuidade aguda, uma Unica utilizagdo dos extratos de
ISP Endurance e Ok Bullet, em concentracdes de 40 e 80 mg.kg ™" néo levou
a mortalidade e nem efeitos adversos na aparéncia e no comportamento
dos animais, no crescimento, consumo alimentar, peso absoluto e relativo
dos Orgdos. Nas andlises morfométricas, a maior dosagem de ISP
proveniente da cultivar Ok Bullet (700 vezes maior) causou uma redug¢éo no
percentual de citoplasma e aumento de nucleos de hepatdcitos do figado
dos animais, sem, entretanto, alterar os volumes de cada estrutura. O
aumento da proporcdo de nucleos de hepatécitos poderia ser indicativo de
aumento no metabolismo protéico (TOMASZEWSKA et al., 2015), porém
essa alteracao acarretaria também no aumento do volume nuclear, fato ndo
observado.

O uso agudo do extrato de ISP da cultivar Endurance se mostrou
seguro apos um periodo de 14 dias, entretanto a maior dosagem (80 mg.kg

!y de ISP proveniente da cultivar Ok Bullet causou alteragdes morfoldgicas
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hepaticas. Cabe ressaltar que esta dosagem foi calculada correspondendo a
uma ingestéo 700 vezes maior do que o utilizado em 2 unidades (100 g) de
pao francés, segundo Vieira (2011), ou seja, uma dose extremamente alta.

No presente estudo as concentracdo de extrato de ISP utilizadas,
para o teste agudo, considerando o peso de um homem adulto (70 kg),
foram de 280 e 560 mg.dia” e ndo causaram mortalidade e nem mesmo
efeito adversos, no caso do extrato da cultivar Endurance. Estas ingestdes
foram maiores que as do estudo de CREVEL et al. (2002) que estimaram,
baseado no consumo humano de peixes de &gua fria, uma ingestao diéria de
1-10 mg.dia™ nos Estados Unidos e entre 50-500 mg.dia™ na Islandia de ISP
de peixe, nao causa mortalidade ou efeito adverso, podendo ser segura sua
utilizagao.

Na avaliagdo da inocuidade sub-cronica do extrato de ISP Endurance
e Ok Bullet, o uso diario de 114 ug.kg™, por um periodo de 13 semanas, ndo
alterou o ganho de peso, o consumo alimentar e o coeficiente de eficiéncia
alimentar dos animais. Esses resultados foram semelhantes ao estudo de
Hall-Manning e colaboradores (2004) que avaliaram da seguranga do uso de
ISP tipo 1l HPLC 12, produzida pela recombinacdo de leveduras, em 20
ratos machos e 20 fémeas que receberam diariamente, por gavagem,
dosagens entre 58 e 580 mg.kg"' em um periodo de 13 semanas. No
presente estudo, a dosagem foi bem menor que a dos autores citados, pois
foi considerada a utilizacdo do extrato de ISP obtido de folhas de trigo para
elaboracdo de pdes com massa congelada, sendo esta a dosagem
necesséaria para producdo de 100 g de massa de péo francés (VIEIRA,
2011).

O peso absoluto e relativo dos 6rgdos figado, baco e cérebro dos
animais experimentais néo diferenciaram (p < 0,05) em relagéo ao controle.
Entretanto, foi verificado um menor peso dos rins dos animais que
receberam o extrato de ambas as variedades do trigo. Essa atrofia pode ter
sido ocasionada por agentes toxicos e infecciosos que agem por meio da
perturbacdo do metabolismo celular (FARIAS et al., 2010), uma vez que o
rim € um dos principais 6rgdos afetados por substancias téxicas, por ser

responsavel pela excre¢cdo de metabolitos (EZEJA et al., 2013) e por ele



passar um alto volume sanguineo podendo ficar retida em seus tubulos
grande quantidade de toxinas (EMILY, 2007).

A hipouremia observada no presente estudo poderia corroborar com o
indicio de dano renal grave, entretanto a variavel deve ser associado as
dosagens de creatinina, como prova de fungéo renal (MARIZ et al., 2006),
sendo que, os niveis de creatinina ndo diferiram entre os grupos teste e
controle. A andlise morfolégica renal também exclui a possibilidade de dano
renal, uma vez que ndo houve diferengas entre as dimensdes das estruturas
renais dos animais experimentais em relagéo ao grupo controle.

Outro aspecto relevante observado foi a hipoalbuminemia em animais
tratados com ISP Endurance. A albumina esta relacionada ao metabolismo
de proteinas (SOARES-MOTA et al., 2010) e sua diminuicdo geralmente
ocorre em casos de danos hepaticos. A baixa producdo de albumina no
presente estudo pode ser justificada pela redugdo de volume dos
hepatocitos e consequentemente dilatacdo dos capilares sinusoéides
visualizadas na andlise histoldgica.

As varidveis séricas das transaminases AST e ALT e da fosfatase
alcalina, neste estudo, ndo se diferenciaram das do grupo controle. O
aumento da atividade de AST e ALT € um sensivel marcador da toxicidade
hepatica (ATEBA et al., 2014) e alteragcbes, especialmente na ALT, s&o
usualmente indicativas de danos hepéticos causados por doenga
hepatocelular, necrose hepética, obstrucdo biliar e infeccdes (OLIVEIRA et
al., 2014), portando, a hipétese de toxicidade hepatica foi descartada. Da
mesma forma, o excesso de bilirrubina (produto da degradagéo do grupo
heme da hemoglobina) est4 associado a doengas hepéticas (FARIAS et al.,
2010; EZEJA et al., 2013), sendo que no presente estudo menores
concentragdes foram vistas nos grupos tratados com extrato de ISP Ok
Bullet.

O bago também é um importante 6rgéo para avaliar a inocuidade de
um composto, pois ele cumpre a fungdo de defesa imune contra os
anticorpos, que séo transportados pelo sangue, e filtro de sangue por meio
da eliminacdo de plaquetas e células envelhecidas (EYNARD, 2011). No
baco, ocorreu aumento da area do centro germinativo nos animais que

receberam ISP Ok Bullet, o que provavelmente se deve a maior presenca de
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linfocitos B, que possuem receptores de superficie na forma de uma
imunoglobulina capaz de realizar ligacdo direta a antigenos de qualquer
tamanho. Durante a resposta imunitaria, as células linfocitarias B de
memoria podem ocupar a regido do centro germinativo esplénico (VEIGA et
al., 2007). No presente estudo, 0 aumento na area dos centros germinativos
no grupo exposto ao extrato de ISP OK Bullet pode ser resultado da ativagéo
deste tipo celular, tanto para mobilizar defesas como para montar uma

"memdria imunoldgica" para essa substancia.
5.5. Concluséo

Os extratos de ISP de folha de trigo de ambas as cultivares foram
indcuos no teste agudo na dosagem de 40 mg.kg™.dia™* e na dosagem de 80
mg.kg™.dia® foi in6cua para ISP cultivar Endurance. Na administracdo de
forma sub-crénica, por 90 dias, a dosagem de 114 pg.kg™.dia™ ndo alterou
variaveis biométricas dos animais. No entanto, ocorreram alteracdes
morfolégicas no figado e bago, e bioquimicas séricas (diminuicdo de uréia,
magnésio e fésforo em ambas as cultivares, albumina na cultivar Endurance
e bilirrubina na cultivar Ok Bullet), sendo estas ndo correlacionadas com

alteracdes indicativas de toxicidade.
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6. ARTIGO Il: EXTRATO DE PROTEINAS ESTRUTURADORAS DE
GELO DE FOLHAS DE TRIGO MELHORA AS CARACTERISTICAS
TECNOLOGICAS DO PAO FRANCES E NAO ALTERA AS
PROPRIEDADES QUIMICAS E NUTRICIONAIS

Resumo

O presente estudo avaliou o efeito da adicdo de extrato de proteinas
estruturadoras de gelo de folhas de duas cultivares de trigo (Endurance e Ok
Bullet) nas propriedades fisico-quimicas, na textura e na qualidade protéica
do péo francés elaborado com massa congelada em comparacdo ao péao
controle (sem adicdo de extrato). Os extratos foram obtidos a partir da
extracao das folhas de trigo e adicionados em concentragédo de 8 mg/ 100 g
na massa durante a elaboracdo. As massas foram congeladas (- 18 ) por
30 dias, fermentadas e assadas para posterior avaliagdo. Foram realizadas
andlises de composi¢do quimica, analises fisicas (volume, cor e textura) e
ensaio biolégico para determinacdo da qualidade protéica dos pées. A
adicdo de extrato de proteinas estruturadoras de gelo, independente da
cultivar do trigo, melhorou o volume especifico e as variaveis de textura,
resiliéncia e adesividade, dos paes apos o congelamento e ndo interferiu na
composicdo centesimal, coloragdo, nem nos indices de qualidade das
proteinas (digestibilidade verdadeira, coeficiente de eficiéncia protéica e
razdo protéica liquida) do péo francés (p > 0,05). A adicdo do extrato de
proteinas estruturadoras de gelo da cultivar Ok Bullet, também, néo alterou o
peso do figado e rim dos animais. A utilizagdo de 8 mg / 100 g de extrato de
ISP extraida das folhas dos trigos Endurance e Ok Bullet foi eficiente na
melhora das propriedades fisicas dos pées elaborados com massa
congelada, sem alterar as propriedades quimicas e qualidade protéica.

Palavra-Chave: Massa congelada, textura, proteina anticongelante,
qualidade protéica.
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Abstract

This study evaluated the effect of adding ice structuring protein
extracted from the leaf of two wheat cultivars (Endurance and OK Bullet) on
the physicochemical properties, the texture and the protein quality of French
bread made from frozen dough, compared to a control bread (no added
extract). ISP was extracted from wheat leaves and added at a concentration
of 8mg/100g of dough during preparation. The dough was frozen (- 18 ) for
30 days, fermented and baked before evaluation. Chemical analyzes were
conducted to determine the chemical composition, physical analysis for the
volume, color and texture and a biological assay for determining the protein
quality of the bread. The addition of extract, regardless of the wheat cultivar,
improved the specific volume and texture variables, and the resilience and
adhesiveness of the bread after freezing, and did not affect the proximate
composition, color, or protein quality indices (true digestibility, protein
efficiency ratio and net protein ratio) of the French bread, compared to the
control bread (p > 0.05). The addition of ice structuring proteins from the Ok
Bullet cultivar also did not change the weight of the liver or kidneys of the
animals. The use of 8 mg / 100 g of ice structuring protein extracted from the
Endurance and OK Bullet wheat leaves was effective in improving the
physical properties of bread made from frozen dough without changing the
chemical properties or the protein quality.

Key-words: Frozen dough , texture, antifreeze protein, protein quality
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d6.1. Introducéo

O pédo & um dos alimentos mais consumidos no mundo e sua
producdo € uma das tecnologias mais antigas j& conhecidas. No entanto,
novas formas de producéo tem sido continuamente procuradas pela industria
de panificagdo com intuito de melhorar a produtividade e distribuicdo dos
produtos sem perda sensorial (SELOMULYO e ZHOU, 2007). Dentre as
opcdes estd o congelamento, que permite uma larga producdo de pdes em
locais centrais para posterior distribuicdo, possibilitando que a massa
congelada seja distribuida para os supermercados e padarias mais proximas
dos consumidores, e acarretando grandes beneficios econédmicos (CHEN et
al., 2012; CHEN et al., 2013).

Porém, apesar da producdo de pdo a partir de massa congelada ter
sido aprimorada pelos avangos tecnoldgicos e pela introdugédo de aditivos,
ainda ha problemas, como a fermentacdo prolongada, o baixo volume, o
sabor e o aroma prejudicados (MATUDA et al.,, 2004). Estes prejuizos
devem-se ao congelamento que provoca o enfraguecimento da estrutura da
massa, causado pela ruptura da matriz protéica, que reduz a retencédo de
gés e diminui o numero de leveduras viaveis para a fermentagdo (MEZIANI
et al., 2012).

As proteinas estruturadoras de gelo (ISP) apresentam-se como
potencial alternativa para minimizar os efeitos do congelamento em massas
de péo. Conhecidas como proteinas anticongelantes, é uma familia de
proteinas com capacidade de controlar o crescimento de cristais de gelo
(BRASLAVSKI et al., 2013). Sua aplicagdo como agente de preservacao de
alimentos tem aumentado a qualidade de alimentos congelados durante a
estocagem e o transporte. Outra vantagem para a industria de alimentos é
que essas proteinas sdo consideradas ativas em quantidades muito
pequenas (HASSAS-ROUDSARI e GOFF, 2012)

As ISP agem diminuindo o ponto de congelamento da &gua e inibindo
0 crescimento e a recristalizagdo durante o congelamento (PIROZI e
MACRITCHIE, 2002; XU et al., 2009). Elas modificam o formato dos cristais

de gelo durante seu crescimento, deixando-o mais arredondado (HOSHINO
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et al., 1999; KIANI e SUN, 2011) e desta forma, menos prejudicial a estrutura
do alimento.

Seus efeitos nas massas de pées (DING et al., 2015; XU et al., 2009;
ZHANG et al., 2008) e em misturas de farinha de trigo e agua (JIA et al.,
2014; KONTOGIORGOS et al., 2008) vém sendo investigados nas ultimas
décadas. Elas diminuem os danos dos cristais de gelo na estrutura da
massa, pois diminuem a ruptura da rede de gluten, consequentemente,
evitando a perda da estrutura e da forca da massa; além de apresentarem
efeito protetor contra morte de leveduras, uma vez que reduzem O
congelamento intracelular. A maioria desses estudos investiga as
propriedades termofisicas das massas e sua capacidade de retencdo de
agua apos a adicao de ISP de diferentes fontes.

Dentre as fontes de ISP mais estudadas estdo leveduras (JIA et al.,
2014), peixes de agua fria (BINDSLEV-JENSEN et al., 2003), vegetais
(ZHANG et al., 2007; ZHANG et al., 2008) e cereais (DING et al., 2015; XU
et al., 2009). Os cereais sintetizam e acumulam essas proteinas no seu
apoplasto desenvolvendo sua habilidade de tolerancia ao frio. As folhas de
trigo foram estudadas quanto a sua habilidade em sintetizar ISP
(ANTIKAINEM e GRIFFITH, 1997; ATICI E NALBANTOGLU, 2003;
REGAND e GOFF, 2006) e quanto a capacidade desta ISP em causar
menor sinerese da massa de pao apoés ciclos de
congelamento/descongelamento (VIEIRA, 2011).

Pouco se sabe a respeito do efeito das ISP extraidas de folhas de
trigo nas propriedades fisicas e, principalmente, na qualidade nutricional de
paes elaborados com massa congelada. A hipotese do estudo baseia-se na
premissa de que as ISP extraidas da folha de trigo melhoram as
caracteristicas fisicas dos pdées, sem interferir na qualidade nutricional.
Portanto, o objetivo deste estudo €& elaborar pdo francés de massa
congelada com extrato de ISP obtida de folhas de duas cultivares de trigo
(Endurance e Ok Bullet) e avaliar suas propriedades fisicas, quimicas e a

qualidade protéica.

6.2. Material e Métodos
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6.2.1. Extrato de proteinas estruturadoras de gelo

Foram utilizados extratos de folhas de duas cultivares de trigo:
Endurance e Ok Bullet, extraidos conforme Roudsari (2011) adaptado por
Campelo 2014, utilizando de acido ascorbico, ClCa, e EDTA. Os extratos
apresentaram diferencas no contetdo protéico (Tabela 11) e massa

molecular em torno de 20,1 KDa (Figura 13).

Tabela 11: Médias e desvio padrao do conteddo de soélidos totais, proteina bruta e
cinzas dos extratos de ISP extraidos de folhas de trigo. (n=3)

. Sdlidos totais Proteinas totais . 0
Cultivar (mg/lOOg)l (mg/lOOg)l Cinzas (%)

Endurance 980,00 + 20,00? 395,33 + 1,43 2,10 + 0,022
Ok Bullet 920,00 + 10,00° 357,96 + 2,87° 2,07 + 0,022

T Os resultados estdo expressos em matéria seca. Letras diferentes numa mesma coluna
mostram diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste t, entre as médias das populacdes.

OK BULLET ENDURANCE
AC nc

97 .0 kDa

66,0 kDa

45.0 kDa

30,0 kDa

Figura 13: Perfis protéicos em SDS-PAGE dos extratos obtidos pelas cultivares de
trigo Ok Bullet e Endurance. Padrdo: Fosforilase b (97,0 kDa); albumina bovina
(66,0 kDa); albumina de ovo (45,0 kDa); anidrase carb6nica (30,0 kDa); inibidor de
tripsina (20,1 kDa) e lisozima purificada da clara de ovo (14,4 kDa). Setas indicam
as bandas de proteinas presentes nos extratos.

6.2.2. Preparo da massa

As massas de péao francés foram elaboradas segundo método 10-10B
da AACC (2000) com modificagdes de Vieira (2011), utilizando: 500 g de
farinha de trigo tipo especial, 30 g de agucar, 7,5 g de sal iodado, 5,5 g de

fermento bioldgico instantédneo, 5 g de gordura vegetal e 330 ml de &gua.
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Todos os ingredientes adquiridos em mercado local. Os extratos de ISP, de
cada cultivar, foram diluidos em &agua e adicionados a massa em uma
concentracdo de 8 mg de proteina / 100 g de massa. A amostra controle foi
preparada sem adi¢ao de extrato de ISP.

Os ingredientes foram misturados em masseira (marca Amadio,
modelo 56-RC-6504) por aproximadamente 8 minutos até o desenvolvimento
completo da massa. Posteriormente foram retiradas amostras de 150 g de
cada formulacéo, boleadas e deixadas em descanso por 20 minutos, sendo
cilindradas e modeladas manualmente, embaladas em sacos de polietileno
identificados. As amostras foram armazenadas em freezer (marca Consul,
modelo CVU26) a -18TC. Apés periodo de 30 dias de estocagem as
amostras foram retiradas do congelamento e submetidas a um
descongelamento sob refrigeragdo (12 C) por 12 horas , fermentadas (30 €
por 90 minutos) e finalmente assadas em forno elétrico (marca Fischer,
modelo 090102) a uma temperatura de 200 T por 20 minutos. Para
avaliacéo fisico-quimica, os paes permaneceram 30 minutos a temperatura

ambiente (25 T aproximadamente).

6.2.3. Avaliacdo fisico-quimica de pao francés elaborados com

extrato de proteinas estruturadoras de gelo

Composigéo centesimal

Foi determinada a quantidade de umidade e matéria seca (método
925.09), utilizando estufa a 105 °C; de cinzas ou material mineral (método
923.03); de proteina bruta, método de micro Kjeldahl, multiplicando-se o
resultado pelo fator 6,25(960.52); de lipidios (método 945.1), utilizando-se
éter de petréleo; e de fibra alimentar total (método 985.29). Todos os
métodos foram baseados na descricdo da AOAC, 2012. Os carboidratos

totais digeriveis foram calculados por diferenga.

Volume e volume especifico
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O volume foi medido por deslocamento de semente de paingo e o
volume especifico (mg / g) calculado pela raz&o entre volume e massa de
acordo com AACC (1995), método n° 72-10.

Andlise de cor

A avaliagdo instrumental da cor do miolo e da crosta dos paes foi
realizada em colorimetro triestimulo (HunterLab, ColorQuest XE, USA),
trabalhando com Dgs (luz do dia, 6.500K) com leitura direta de reflectancia
das coordenadas de cromaticidade “L” (luminosidade), “a” (tonalidades de
vermelho a verde) e “b” (tonalidades de amarela a azul), empregando-se a

escala Hunter-Lab.

6.2.4. Andlise de perfil de textura do miolo

As analises de textura foram feitas em texturbmetro TA-XT Express,
com probe cilindrica de 25 mm de diametro. Os resultados incluiram dureza,
elasticidade, mastigabilidade, coesividade e resiliencia. Para cada analise,
foi utilizado uma fatia de p&o de 1 cm. O instrumento foi calibrado como se
segue: velocidade de pré-teste: 3 mm/s, velocidade do teste: 1 mm/s,
velocidade poés-teste: 5 mm/s; distancia de ruptura 1 %; distancia: 50 %, e

tempo: 5 s; conforme sugerido por Zhang et al. (2008).

6.2.5. Estudo da qualidade protéica de pao francés ela borado

com extrato de proteinas estruturadoras de gelo

Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus novergicus, variedade
albinus, classe Rodentia), linhagem Wistar, recém desmamados, com média
de 30 dias de idade, com peso corporal variando entre 73 a 77 g,
provenientes do biotério do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da

Universidade Federal de Vigosa.
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Os animais foram divididos em quatro grupos de seis animais. Os
ratos foram alocados em gaiolas individuais, de ac¢o inoxidavel e mantidos
em condi¢des de temperatura de 22 + 3 C, com fotoperio do de 12 horas.
Para avaliacdo da qualidade protéica foi incorporado os paes controle,
Endurance e Ok Bullet na dieta dos animais (Tabela 12). Desta forma, a
composicao das dietas foi baseada na AIN-93G, segundo Reeves, Nielsen e
Fahey (1993), com o teor de proteinas alterado para 9,5 %. Durante o
periodo de 14 dias os animais receberam as dietas experimentais e agua

deionizada ad libitum.

Tabela 12: Composicao das dietas experimentais (g / 100 g).

Ingredientes Dietas experimentais
Caseina  Pao Controle Péao P&o Ok Bullet
Endurance
Caseina 7,81 0 0 0
P&o Controle 0 74,8 0 0
Pao Endurance 0 0 79,4 0
Pao Ok Bullet 0 0 0 80,85
Amido dextrinizado 13,2 0,79 0 0
Sacarose 10 10 572 3,86
Oleo de soja 9 6,9 6,84 6,85
Celulose 6 2,5 35 3,39
Mix mineral 3,5 3,5 35 3,52
Mix vitaminico 1 1 1 1
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho 51,9 0 0 0
Proteina (g / 100 g 9,15 9,73 9,5 9,79
de dieta)
Densidade calérica 3,94 3,6 3,6 3,61
(Kcal / g)

Coeficiente de eficiéncia alimentar

No periodo experimental os animais foram pesados no 1°, 7° e 14°
dias e determinou-se o ganho de peso e o CEA, que representa a relagao

entre o ganho de peso (g) e o consumo total de dieta pelos animais (g).

Coeficiente de eficiéncia protéica e razéo protéica liquida



O coeficiente de eficiéncia protéica (protein efficiency ratio — PER) foi
determinado por meio do método de Hegsted (1977) modificado para 14 dias
de experimento (MORAES et al., 2010), relacionando o ganho de peso dos
animais (g) com o consumo de proteina (g). A razdo protéica liquida (net
protein ratio — NPR) foi determinada, de acordo com Bender e Doell (1957),
levando se em consideracdo o ganho de peso do grupo-teste (g), mais a
perda de peso do grupo com dieta aproteica (g), em relagdo ao consumo de

proteina do grupo-teste (g).

Digestibilidade verdadeira

Para a determinagdo da DV as dietas foram marcadas com corante
indigo carmim na concentracdo de 0,2 %. Estas dietas foram oferecidas aos
animais no 8°e 11°dias. As fezes marcadas foram coletad as no 9°dia, bem
como a totalidade das fezes no 10°e 11°dias, e as fe zes ndo marcadas, no
12° dia. As fezes coletadas foram armazenadas em recipientes individuais
para cada animal e mantidas sob refrigeracdo. Posteriormente, as fezes
foram secas em estufa (Marconi®, modelo MA-035/5, Piracicaba, Brasil) a
105 €T durante 24 h. Em seguida, foram resfriadas, pes adas e trituradas em
multiprocessador (Arno®) para determinagdo da concentragdo de nitrogénio,
pelo método de semimicro Kjeldahl (AOAC, 2012), com amostras em
triplicata. A DV foi calculada medindo-se a quantidade de nitrogénio ingerido
na dieta, excretado nas fezes e a perda metabdlica nas fezes, que

correspondeu ao nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.
Peso absoluto e relativo dos 6rgaos
Ao final do décimo quarto dia, os animais foram anestesiados e
eutanasiados com isoflurano (Isoforine, Cristalia®). O figado e o rim foram
removidos e pesados. O peso relativo foi determinado considerando 100 g

de peso corporal.

6.2.6. Anéalise estatistica
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O estudo foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC). Os dados obtidos foram submetidos a uma analise de variancia
(ANOVA), quando significativo (p < 0,05), as médias comparadas pelo de
Dunnett, com nivel de significancia de 5 %, sendo comparados os pées
contendo extratos de ISP com o pdo controle. A andlise estatistica foi
realizada no programa Statistical Analysis System (SAS, 1996) verséo 9.3,

licenciado para a Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, 2014.

6.3. Resultados

6.3.1. Andlise fisico-quimica dos paes

Os pées elaborados com o0s extratos de ISP apresentaram
composicdo centesimal semelhante (p > 0,05) a dos pées controle,
indicando que os extratos ndo interferiram no conteudo de proteina, cinzas e

fibra alimentar (Tabela 13).

Tabela 11: Composicéo centesimal (base Umida) dos paes controle e elaborados
com extrato de ISP obtido da folha de duas cultivares de trigo, na concentracdo de
8 mg / 100 g de massa. Valores apresentados em média + desvio padrdo. (n=3)

Formulacéo Pao Controle Pao Endurance Pao Ok Bullet
Umidade 29,1+0,7 29,4+0,1 28,9+0,7
Carboidratos 54,51 £0,83 545 +0,3 54,51+ 0,17
Proteinas 12,43 +0,35 11,97 £0,21 12,4+0,53
Lipideos 0,16 + 0,09 0,2 +0,05 0,19 + 0,03
Cinzas 1,7+0,1 1,97 +0,21 1,90+0,17
Fibra alimentar soltGvel 1,02 +0,01 0,97 +0,02 1,06 + 0,04
Fibra alimentar insollGvel 1,04 + 0,03 0,99 + 0,06 0,98 + 0,09
Fibra alimentar total 2,06 £0,04 1,96 + 0,08 2,04 + 0,05

N&o houve diferenga significativa dos grupos testes em relagéo ao grupo controle segundo o
teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.

Os volumes, geral e especifico, dos pées produzidos com massa
congelada estdo apresentados na Tabela 14. Ao analisar o volume
especifico, verificou-se que os extratos de ISP de ambas as cultivares de
trigo proporcionaram um maior volume nos paes comparado ao controle
apés 30 dias de congelamento (p < 0,05). Quanto as coordenadas
cromaticas, o extrato de nenhuma cultivar interferiu na luminosidade (“L"), na
intensidade de vermelho (“a”), nem na intensidade de amarelo (“b) do miolo

dos paes em comparacgao ao controle (Tabela 14).
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Tabela 12: Valores de médias e desvio padrao de volume (mL), volume especifico
(mL / g) e analise de cor dos péaes controle e pées contendo 8 mg / 100 g de massa
de ISP obtido de folhas de trigo de duas cultivares (n=3).

Formulacéo Volume Volume Coordenadas cromaticas
especifico
“a” “b” “L”

P&o Controle 296+126 221+0,1 201+0,04 199+055 675+1,55
P&o Endurance 329+29,1 2,64+0,2* 184+0,15 198+0,65 70,8+0,68
P&o Ok Bullet 320+17,3 2,67+0,1* 1,76+0,1 194+0,47 71,1+2]17

*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle segundo o teste de Dunnett com nivel
de significancia de 5 %.

6.3.2. Andlise do perfil de textura do miolo

O perfil da textura do miolo dos pées elaborados com extrato de ISP
foram superiores (p < 0,05) ao pao controle (Figura 14), com valores de
coesividade de 0,72 para péo controle e 0,77 para Endurance e Ok Bullet e
de resiliéncia de 0,37 para os pées controle, 0,44 para o Endurance e 0,77

para o Ok Bullet.
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Figura 14: Andlise de perfil de textura do miolo de paes elaborados com e sem
extrato de ISP da folha do trigo de duas cultivares, elaborados com massa congelada
por 30 dias. Valores de média e desvio padrdo. *Diferenca significativa em relacéo ao
grupo controle segundo o teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.

Os valores de dureza do miolo dos pées variaram de 1113 N a 1530 N,
sendo o valor maior referente ao p&o controle, apesar de ndo significativo
(p=0,1254), os paes com adi¢cdo de extrato apresentaram uma tendéncia na
reducdo da dureza. A elasticidade variou de 0,94 m a 0,93 m; enquanto a
mastigabilidade variou de 976 N.m a 792 N.m, sem diferencas (p > 0,05)
entre os pées estudados.

6.3.3. Qualidade protéica
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Os pesos corporais dos animais estdo apresentados na Figura 15. Os
animais iniciaram o0 experimento com pesos semelhantes (p > 0,05),
conforme planejado. Nao houve diferengas entre os pesos dos animais dos
grupos que receberam o pao, com e sem extrato de ISP, ao longo dos 14
dias de experimento.

140 -
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Dias
Figura 15 : Efeito do consumo de pdo com extrato de ISP no peso corpéreo dos

animais experimentais durante 14 dias (h= 6). Ndo houve diferenca significativa dos
pades testes em relacdo ao pdo controle, segundo o teste de Dunnett com nivel de
significancia de 5 %.

O consumo alimentar, o ganho de peso e o0 coeficiente de eficiéncia
alimentar dos grupos testes (Endurance e Ok Bullet) ndo diferiram do grupo
pao controle (p > 0,05) ao final dos 14 dias (Tabela 15). Da mesma forma, a
adicdo de extrato de ISP Endurance e Ok Bullet na elaboracdo de pé&o
francés ndo influenciou no consumo de proteinas pelos animais, o PER, o
NPR, a DV das dietas experimentais, nem o peso das fezes dos animais
(Tabela 16).

Tabela 13: Valores de médias e desvio padrdo do consumo total de dieta (g), ganho
de peso total (g) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos animais
experimentais durante 14 dias (n=6).

Consumo alimentar Ganho de peso CEA
Caseina 204,55 + 14,75 41,83 +£4,49 2,14 +0,13
P&o Controle 90,49 + 36,16 -6,17 + 1,72 -14,58 + 4,68
P&o Endurance 66,03 £ 20,98 -6,5+4,84 -7,48 + 4,87
P&o Ok Bullet 97,15 + 18,46 -2,83+2,48 -18,56 + 26,34

N&o houve diferenca significativa dos pédes testes em relagdo ao pao controle, segundo o
teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.
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Tabela 14: Valores de médias e desvio padrao do consumo de proteina (g),
coeficiente de eficiéncia protéica (PER), razdo protéica liquida (NPR),
digestibilidade verdadeira (DV) das dietas experimentais contendo caseina e péo
francés, com e sem adi¢do de ISP e o peso das fezes secas (g) dos animais
experimentais.

Dieta Proteina PER NPR DV (%) Fezes
Caseina 18,82 + 2,22+0,11 3,37+0,09 91,84+ 3,95+
1,35 2,52 0,51
P&o Controle 8,78 + -0,78 + -9,11 + 83,68 + 2,02 +
1,86 0,26 1,31 8,65 0,38
Pao Endurance 7,84 + -0,84 + -9,38 + 85,79 + 1,63 +
1,86 0,51 4,72 6,29 0,54
P&o Ok Bullet 8,66 + -0,30 + -5,42 + 85,42 + 2,02 +
1,87 0,34 2,13 3,01 0,48

N&o houve diferenca significativa dos pédes testes em relagdo ao pao controle, segundo o
teste de Dunnett com nivel de significancia de 5 %.

Como apresentado na Tabela 17, o figado dos animais que
receberam o pao contendo extrato de ISP Ok Bullet apresentaram menor

valor, absoluto e relativo, em relagéo aos animais do grupo péo controle.

Tabela 15: Valores de médias e desvio padrdo dos pesos absoluto e relativo (g /
100 g corporais) dos 6rgdos dos animais experimentais apés 14 dias (n= 6).

Figado Rim
Absoluto Relativo Absoluto Relativo
Caseina 4,75+ 0,39 419+0,4 0,58 +0,34 0,62 + 0,05

P&o Controle 3,02 +0,23 4,48 +0,29 0,43 +0,04 0,65+ 0,02
P&o Endurance 2,87 +0,29 4,47 +0,15 0,42 +0,05 0,65 + 0,03
P&o Ok Bullet 2,59+0,26* 3,95+047* 0,42 + 0,06 0,65 + 0,06

*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle segundo o teste de Dunnett com nivel
de significancia de 5 %.

6.4. Discussao

As proteinas estruturadoras de gelo vem sendo estudadas em
massas de pao congeladas por apresentarem a habilidade de diminuir o
conteudo de 4gua congelada na massa, resultando em efeitos benéficos tais
como, estabilidade do volume do péao, maior maciez da massa e aumento da
capacidade fermentativa da massa sem influenciar negativamente no sabor
do péo produzido. No presente estudo, a adigéo de extrato de ISP obtidos de
folhas de trigo proporcionaram um aumento no volume especifico do péo,

independentemente da cultivar do trigo. Estes efeitos estdo associados a
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capacidade das proteinas estruturadoras de gelo de diminuir o ponto de
congelamento e retardar fortemente a recristalizagdo (ZHANG et al., 2007;
ZHANG et al., 2008).

Quanto a composi¢cdo quimica e a coloragdo dos pées, como era
esperado, os extratos de ISP ndo alteraram as caracteristicas tipicas de péo
francés, visto que a adicao do extrato foi de 8 mg por 100 g de massa, e esta
concentragdo esta dentro da faixa de adicdo de ISP em massas de péo.
Estudos apontam para a adi¢céo de 0,1; 0,06 e 0,08 % de ISP em massa de
paes (KONTOGIORGOS, GOFF e KASAPIS, 2008; ZHANG et al., 2007;
ZHANG et al.,, 2008; VIEIRA, 2011), para se ter resultados positivos no
volume e textura sem alterar as demais caracteristicas. Uma das vantagens
dessas proteinas é que s&o consideradas ativas em quantidades muito
pequenas (HASS-ROUDSARI e GOFF, 2012).

A utilizacdo de 0,08 % de extrato de ISP obtido das folhas de trigo (de
ambas as cultivares) diminuiu a perda de coesividade e de resiliéncia do
miolo dos pées, como observado nos paes controle. A coesividade
representa a forga das ligagbes internas (CARR e TADINI, 2002) e € um
bom indicador do frescor do pao (COLLAR e BOLLAIN, 2004), enquanto a
resiliéncia é a capacidade do material de absorver e liberar energia quando
este é deformado, ou seja, é a propriedade verificada quando um péo é
apertado com as pontas dos dedos, e, ao solta-lo retorna a posicao original
(ABNT, 2013). A textura do pao pode ser influenciada pelo congelamento,
causando baixa qualidade em pées, desta forma, os extratos de ISP de
folhas de trigo foram importantes na prevengao destas alteragdes causadas
pela formagé&o de cristais de gelo na massa do péao.

No presente estudo, o resultado encontra-se dentro do esperado para
a digestibilidade verdadeira dos pées controle e adicionados de ISP, que foi
em torno de 85%, uma vez que a digestibilidade protéica de alimentos de
origem vegetal variam de 60 a 85 % (KOPEC et al., 2011), e a mesma néo
foi influenciada pela adicdo do extrato de ISP. A digestibilidade de um
produto é o primeiro fator que reflete a eficiéncia da utilizagdo protéica da
dieta, sendo, portanto um condicionante da sua qualidade. Ela mede a
porcentagem das proteinas que sdo hidrolisadas pelas enzimas digestivas e

absortivas na forma de aminoacidos, ou de qualquer outro composto
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nitrogenado pelo organismo. Proteinas cujas ligacGes peptidicas ndo séo
hidrolisadas pelo processo digestivo sdo excretadas nas fezes ou sofrem
transformacgdes no intestino grosso (MACEDO e DAMICO, 2000; BORGES
et al., 2010).

Os valores de consumo das dietas, CEA, PER e NPR dos grupos
contendo extratos de ISP, ndo se diferenciaram (p > 0,05) do grupo com péo
controle, apesar de todos os animais perderam peso, como consequéncia da
baixa qualidade da proteina do trigo. Desta forma, a proteina do trigo
promoveu baixo crescimento dos animais.

Valores pequenos encontrados de PER indicam que as proteinas
presentes nas dietas com pao ndo sdo suficientes para obtengdo de
crescimento, pois segundo a interpretac@o desse indice, para cada 1 grama
dos pées ingeridos, houve uma perda de 0,3 a 0,8 g de peso corporal. Os
valores de NPR indicam uma baixa capacidade de utilizagdo da proteina
para fins de crescimento. Isto porque, apresar de o trigo apresentar boas
propriedades tecnolégicas para a produgdo de péo, suas proteinas s&o
consideradas de baixa qualidade nutricional, devido a deficiéncia em
aminoacidos essenciais (PIRES, 2006). O p&o é pobre no aminoacido lisina
e esta também foi a razdo para o baixo ganho de peso e baixos valores de
PER encontrado em animais alimentados com pédes enriquecidos com fibra
no estudo de Kopec et al. (2011). Entretanto, cabe ressaltar que a adigéo de
ISP independente da cultivar do trigo ndo influenciou em nenhuma variavel
da qualidade protéica.

Apo6s a necropsia dos animais, foi verificada a redugcdo no peso
absoluto e relativo do figado dos animais que receberam o p&o adicionado
de extrato de ISP Ok Bullet em comparagao aos animais que receberam péo
controle. A concentragédo do extrato de ISP utilizada nos paes garantiu uma
ingest&o de aproximadamente 7 mg.kg™.dia™, considerando um adulto de 70
kg. Esta dosagem é considerada pequena para causar efeitos deletérios no
organismo de animais, visto que estudo mostra que o consumo cronico de
até 580 mg.kg*.dia” de extrato de ISP de peixe possa ser seguro em ratos
(Hall-Manning et al., 2004). Entretanto, torna-se necessario a investigacao

da toxicidade de pées contendo extratos de ISP de folha de trigo.

72



6.5. Conclusao

A utilizacdo de extrato de ISP (7 mg.kg™.dia™) extaido de folhas de
trigo Endurance e Ok Bullet foi capaz de garantir um maior volume e
preservar as propriedade de textura, coesividade e resiliéncia dos pées
elaborados com massa congeladas por 30 dias a -18 °C. Esta mesma
quantidade de extrato ndo interferiu na composi¢cdo quimica, na coloragdo
tipica dos pées, na qualidade das proteinas do pao francés. Entretanto,
houve diminuicdo no peso, absoluto e relativo, do figado dos animais que

receberam dietas contendo extrato de ISP Ok Bullet.
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7. CONSIDERAGCOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A proteina estruturadora de gelo extraida das folhas do trigo das
cultivares norte-americanas apresentou massa molar em torno de 20 kDa. O
extrato protéico da cultivar Endurance apresentou maior contetdo de
proteinas e solidos totais.

Os extratos de ISP obtidos foram in6cuos no teste agudo na dosagem
de 40 mg.kg™t.dia’ e na dosagem de 80 mg.kg™.dia™* foi in6cuo o extrato de
ISP cultivar Endurance.

A dosagem de 114 pg.kg™.dia™® administrada de forma sub-crénica, por
90 dias, nao alterou varidaveis biométricas dos animais. No entanto,
ocorreram alteracbes morfolégicas e séricas, sendo estas néo
correlacionadas com alterac¢des indicativas de toxicidade.

A utilizacdo de 8 mg por 100 g de massa de extrato de ISP extaida de
folhas de trigo Endurance e Ok Bullet foi capaz de garantir um maior volume
e preservar as propriedade de textura, coesividade e resiliéncia, dos péaes
elaborados com massa congeladas por 30 dias a - 18 C, sem alterar a
coloracgdo tipica dos mesmos.

Nutricionalmente, esta mesma quantidade de extrato (7 mg.Kg™.dia™)
ndo interferiu na composi¢do quimica, na qualidade das proteinas do pé&o
francés, porém alterou o peso do figado dos animais que receberam a dieta
contendo extrato de ISP Ok Bullet. Sendo necesséario maior investigacao do
consumo cronico de pdo contendo o extrato de folhas desta cultivar.

O tipo de extracdo utilizado garante uma melhor garantia de seguranga
do uso dos extratos de ISP, pois permite a obtencao de ISP com solventes
simples como acido ascorbico, cloreto de calcio, e EDTA. Entretanto, nao
permite o isolamento destas proteinas, podendo conter no extrato outras
proteinas que causem efeitos deletérios ao organismo animal. Desta forma,
a utlizacdo da ISP purificada em estudos de inocuidade deve ser
considerada.

O extrato de ISP da cultivar Ok Bullet deve ser melhor investigado tanto

na ingestao aguda quanto na sua utilizagdo em paes, devendo ser revista a
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dosagem a ser utilizada, uma vez que ocasionou maiores alteragdes,
principalmente, no figado e bago dos animais do que a cultivar Endurance.
Sugere-se outros estudos a fim de esclarecer melhor os efeitos das ISP
em organismos animais a fim de obter subsidos que fundamentem sua
utilizagdo no consumo humano, tais como:
e Avaliar a inocuidade aguda e sub-crénica de extrato de proteinas
extruturadoras de gelo purificadas.
e Investigar a inocuidade sub-crbnica de paes elaborados com
extrato purificado de ISP.
e Realizar testes de inocuidade em animais machos e fémeas.
e Examinar histologicamente o trato gastro-intestinal dos animais
gue receberam ISP.
e Avaliar a resposta imunoldgica dos animais experimentais.

e Analisar em estudos de inocuidades as cultivares nacionais.
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8. ANEXO |

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que

o processo n° 107/2013, intitulado “Toxicidade de proteinas estruturadoYas
de gelo obtida de folha de trigo”, coordenado pela professora Moénica
Ribeiro Pirozi do Departamento de Tecnologia de Animal, esta de acordo
com a Legislacdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as
Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz
Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia
preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta
Comissdo em 21/02/2014 com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 107/2013, named “Toxicity of ice structuring proteins obtained from
wheat leaf”, is in agreement with the a ctual Brazilian legislation ( Lei N°
11.794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the
DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals for
Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the
Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by
the Committee on February 21, 2014 valid for 12 months.

N

q f\' M one 6 : }JM A
Prof. Claudio César Fonseca
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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