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Vocés néo gostariam de descobrir se é possivel viver neste mundo ricamente,
plenamente, com felicidade e criatividade, sem a compuls&o destrutiva da
ambigdo, sem competicdo? Nao gostariam de saber como viver de modo que
Sua vida ndo destrua outra, ou lance uma sombra em seu caminho?
Pensamos que isso é um sonho utopico que nunca podera se realizar, mas ndo
estou falando de utopia, o que seria absurdo. Podemos, vocés e eu, pessoas
simples, comuns, viver criativamente nesse mundo, sem a compulsdo da
ambigdo, que se mostra como desejo de poder, de posicdo e de muitas outras
maneiras? Descobrirdo a resposta quando amarem o que estao fazendo. Se
vocé é engenheiro porque precisa ganhar a vida, ou porque seu pai ou a
sociedade esperam isso de vocé, essa é outra forma de compulséo, e
compulséo, sob qualquer forma, cria contradi¢do, conflito. Mas, se vocé
realmente ama ser engenheiro, ou cientista, ama plantar uma arvore, pintar um
quadro, ou escrever uma poesia, ndo para ser admirado, mas apenas porque
ama o que faz, entdo descobrira que ndo esta competindo com ninguém.
Penso que o segredo é esse: amar o que se faz.

Jiddu Krishnamurti



RESUMO

A linhaga (Linum usitatissimun) é uma importante oleaginosa consumida crua
como suplemento nutricional, que apesar de representar rica fonte de
nutrientes, pode ter valor nutricional reduzido devido a presencga de fatores
antinutricionais. Neste estudo as principais fracbes protéicas da farinha de
linhaca crua foram extraidas e isoladas, sendo obtidos 12% de albuminas, 82%
de globulinas, 5% de glutelinas e 1% de prolaminas; o padréo eletroforético das
proteinas mostrou que as albuminas apresentaram bandas majoritarias de
baixa massa molecular em torno de 21 kDa e menores, indicativas da presenca
de inibidores de tripsina, e nas globulinas foram observadas algumas bandas
intensas que provavelmente compdem uma proteina multimérica de alta massa
molecular do tipo legumina. Apos a obtengdo da composi¢do centesimal da
farinha crua, esta foi usada como fonte exclusiva de proteinas para ratos
recém-desmamados, a fim de avaliar seu efeito no crescimento dos mesmos.
Os resultados de depressao do crescimento (ganho de peso 73% inferior ao
grupo padrao) e redugao no crescimento dos vilos intestinais (35%) levaram a
verificacdo da digestibilidade in vitro e in vivo da fragao globulina e deteccao de
fatores antinutricionais protéicos (inibidores de enzimas digestérias de
mamiferos e lectinas) na fragdo albumina, como possiveis fatores deletérios ao
crescimento dos ratos em estudo. As globulinas nativas apresentaram baixa
susceptibilidade a digestao in vitro por tripsina e quimotripsina, no entanto
sofreram maior degradacao pela pancreatina. O aquecimento das globulinas

por 5 e 15 minutos a 100°C aumentou consideravelmente a digestibilidade pela



tripsina e pancreatina. No experimento de digestibilidade in vivo, a globulina
apresentou alta susceptibilidade a degradacdo pelas enzimas digestivas
(93,2%), semelhante a proteina padréo. Na avaliagdo da fragdo albumina, esta
apresentou alta atividade inibitéria de tripsina (100%) e, em menor grau,
inibicdo de quimotripsina (28,3%), nado sendo detectada atividade
hemaglutinante. Os resultados obtidos sado indicativos da acao negativa dos
inibidores de tripsina no crescimento dos animais, no entanto ndo se pode
descartar a possibilidade de uma acédo sinergistica com outros fatores
antinutricionais, que comprometem a utilizagdo da linhaca crua como um

alimento alternativo.

Palavras-chave: Linhaca. Globulinas. Albuminas. Fatores Antinutricionais.

Tripsina-inibidores. Proteinas-digestibilidade.



ABSTRACT

Linseed is an important oilseed consumed raw as nutritional supplement, that
although represents a rich source of nutrients, its nutritional value could be
impaired due to the presence of antinutritional factors. In this study, protein
fractions from raw linseed flour were extracted and isolated being obtained 12%
of albumins, 82% of globulins, 5% of glutelins and 1% of prolamins. These
proteins were visualized by SDS-PAGE and albumins showed low molecular
mass protein bands around 21 kDa and minor bands, similar to that of trypsin
inhibitor; Globulins presented protein bands with high molecular masses, which
possibly are constituents of multimeric proteins, such as legumins. After
determination of the centesimal composition of raw linseed, it was used as
exclusive protein source for young rats to evaluate its effect on animal growth.
The results showed negative effects on rat growth (weight gain 73% less than
the control group) and reduction of intestinal villus (35%), that could be related
with in vitro and in vivo globulin digestibility and proteinaceous antinutritional
factors (mammalian digestive enzymes inhibitors and lectins) in albumin
fraction. Native globulins showed, by SDS-PAGE, low susceptibility in vitro to
trypsin and chymotrypsin, however presented high degradation by pancreatin.
Thermal treatment of globulins for 5 and 15 minutes at 100°C improved
considerably its digestibility by trypsin and pancreatin. Globulins presented
93.2% in vivo digestibility, similar to the control protein. Albumin fraction had
high trypsin inhibition activity (100%) and chymotrypsin inhibition of 28.3%;

haemagglutinating activity was not detected. The results of this study indicate



the negative action of trypsin inhibitors on animal growth, but can not be
discarded its combined action with other antinutritional factors, which could

compromise the raw linseed utilization as an alternative food.

Key-words: Linseed. Flax. Flaxseed. Globulins. Albumins. Antinutritional

Factors. Trypsin inhibitors. Protein digestibility.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES SOBRE A LINHAGCA

O linho (Linum usitatissimum) é uma planta pertencente a familia das
Linaceas, de importante cultivo em paises como Canada, China, Argentina e
india, cujas fibras sdo utilizadas pela industria téxtil na fabricagéo de linho, e
suas sementes usadas para a extragado de 6leo (SAMMOUR, 1999).

A semente do linho, denominada de linhaca, é um cereal
(monocotiledbnea) do grupo das oleaginosas (sementes com altos teores de
lipidios) que se caracteriza por ser chata e oval com uma extremidade
pontiaguda e possui coloragdo que varia de marrom-avermelhada ao dourado
(Figura 1). Em sua composig¢ao centesimal pode-se encontrar de 30 a 40% de
lipidios, 20 a 25% de proteinas, 20 a 28% de fibra total, 4 a 8% de umidade, 3 a
4% de cinzas, de vitaminas A, D, E e K, e minerais; esses teores podem variar
de acordo com o cultivar ou variedade, o meio ambiente, o processamento da
semente e métodos de andlise (TREVINO et al, 2000, COSKUNER;
KARABABA, 2007). A linhaga amarela ou dourada, por exemplo, contém menor

quantidade de fibra total em relagdo a linhaga marrom, todavia, possui maiores

FIGURA 1. A - Linhaga dourada (Fonte: www.answer.com/topic/flax-seeds-jpg). B -

Linhagca Marrom (Foto: Katya Anaya)
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teores de proteinas (BELL; KEITH, 1993).

Além de suas qualidades téxteis e nutricionais, a linhaga é bastante
conhecida devido as suas propriedades medicinais, que ja eram conhecidas
desde a antiguidade, uma vez que os gregos recomendavam-na para combater
inflamacgdes nas mucosas (COSKUNER; KARABABA, 2007). Atualmente, ha
um crescente incentivo na inclusdo de linhaca na dieta devido seus potenciais
beneficios a saude, sendo considerada um alimento funcional ou nutracéutico’
(OOMAH; DER; GODFREY, 2006), especificamente pela acéao
anticarcinogéncia e antiaterogénica, conferidos pela presengca de grande
quantidade de fibras, fitoestrogenos e acidos graxos 6mega-3 (PRASAD, 1997,
KRIS-ETHERTON et al., 2002, LUCAS et al., 2004, CHUNG; LEI; LI-CHAN,
2005).

Os fitoestrogenos sao produtos intermediarios do metabolismo das
plantas, geralmente relacionados aos constituintes das fibras. Os principais
grupos de fitoestrogenos encontrados na linhaga s&o as lignanas e os
isoflavonoides (HANF; GONDER, 2005). Essas moléculas apresentam
semelhanca estrutural e funcional com esterdides estrogénicos, influenciando
no metabolismo e atividade de estrogenos, sintese protéica, acdo do fator de
crescimento e angiogénese, assim como na diferenciacdo e proliferacdo de
células malignas (AXELSON; SETCHELL, 1981, KNUST et al., 2006). A
lignana diglicosideo secoisolariciresinol (SDG) presente na linhaca é
precursora de lignanas em mamiferos (enterodiol e enterolactona), produzidas

através da acdo da microflora colénica (AXELSON; SETCHELL, 1981). O

! Segundo a ANVISA, Resolugdo n°18 de 30 de abril de 1999: “O alimento ou ingrediente que
alegar propriedades funcionais ou de saude pode, além de func¢des nutricionais basicas,
quando se tratar de nutriente, produzir efeitos metabodlicos e ou fisiolégicos e ou efeitos
benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisao médica”. Assim sendo,
estes alimentos tém ganhado destaque devido os aspectos positivos que promovem a saude.
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complexo lignana, que apresenta compostos tanto com agado antioxidante
quanto hipolipidémica, é efetivo na reducado do estresse oxidativo, colesterol
total, LDL e relagdo TG/HDL, e aumento de HDL sérico. Desta forma, é
benéfico na prevengao da hipercolesterolemia e aterosclerose, reduz os fatores
de risco de doengas coronarianas (PRASAD, 2005) e promove proteg¢ao contra
a indugao quimica de carcinogénese mamaria € no colon (YUAN; RICKARD;
THOMPSON, 1999). Os acidos graxos insaturados da linhaga, em animais com
deficiéncia hormonal ovariana, foram eficazes na diminuicdo da concentracéo
de colesterol sérico e na progressao de lesdes ateroscleroticas, sdo capazes
de restabelecer a funcdo endotelial da circulacdo arterial mesentérica na
hipertensdo e reduzem os marcadores inflamatérios em pacientes
dislipidémicos, constituindo uma prevencdo primaria e secundaria de
desenvolvimento de doencas coronarianas (RATNAYAKE et al., 1992, TALOM
et al., 1999, RALLIDIS et al., 2003, LUCAS, et al., 2004, MORISE et al., 2004).
A suplementacdo com O6leo de linhaga mostrou-se benéfica ao diminuir o
tamanho de tumores de mama (THOMPSON et al, 1996) e auxiliar na
prevencao do cancer de préstata (DALAIS et al., 2004).

A composicdo de aminoacidos das proteinas da linhagca € comparavel a
da soja e canola, contendo altos teores de arginina, acido aspartico, acido
glutdmico e leucina, embora o conteudo de triptofano seja inferior
(WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998, CHUNG; LEI; LI-CHAN, 2005). Trevifio et
al. (2000) comprovaram que a composi¢do de aminoacidos essenciais na
linhaca € bastante semelhante a encontrada em sementes de soja, com
excecdo do baixo conteudo de lisina (39% menor do que na soja). Em

contrapartida, a linhaca apresenta quantidades consideravelmente maiores de
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aminoacidos sulfurados, o que a torna fonte em potencial de proteina vegetal
de alta qualidade para a incorporacdo em produtos alimenticios
(WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998).

Os estudos mais recentes sobre as proteinas da linhaca tém se proposto
a descrever suas caracteristicas bioquimicas e nutricionais a fim de indicar sua
utilizacdo na alimentacdo (CHUNG; LEI; LI-CHAN, 2005). No entanto, o
primeiro estudo das proteinas da linhaga data de 1892, realizado por Osborne,
quem primeiro as isolou, reportando a presenca de proteinas do tipo globulina

e de proteinas do tipo albumina (WANASUNDARA; SHAHIDI, 1994).

1.2 FRACAO ALBUMINICA DE SEMENTES: FONTE DE FATORES

ANTINUTRICIONAIS

Cereais, leguminosas e tubérculos podem conter quantidades
significantes de componentes antinutricionais de origem nao protéica, como
compostos fendlicos, oligossacarideos (a-galactosideos), fitatos, taninos,
glicosidios cianogéncos, oxalatos, saponinas, entre outros. Na fragéo
albuminica das sementes sdo encontrados os fatores antinutricionais protéicos,
como as lectinas, inibidores alfa-amilase, inibidores de tripsina e inibidores de
quimotripsina, principalmente. Essas substancias reduzem o valor nutricional
dos alimentos por interferir na biodisponibilidade de minerais, digestibilidade de
proteinas e carboidratos e producdo de flatuléncia, tendo entdo, efeitos
adversos na nutricdo e saude (JOOD; MEHTA; SINGH, 1986, REDDY;

PIERSON, 1994, NTI; PLAHAR, 1996).
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Os inibidores de enzimas digestivas (amilases e proteinases) presentes
na dieta reduzem a atividade enzimatica, particularmente a atividade das
enzimas pancreaticas (principalmente tripsina, quimotripsina e amilases) no
lumen intestinal, reduzindo entédo a digestibilidade de proteinas e absorc¢ao de
aminoacidos, assim como influenciam negativamente no crescimento e em
praticamente todos os mecanismos onde proteinas e carboidratos sao
requisitados (LIENER, 1994, NTI; PLAHAR, 1996, LIMA et al., 2004). No trigo,
por exemplo, a maioria das albuminas tem atividade inibitoria de a-amilases,
provocando uma redugao da digestdo do amido presente na alimentagéo, o
que também é verificado em diversos tubérculos (SINGH et al., 2001,
BHANDARI; KAWABATA, 2006).

Os inibidores de tripsina representam um sério obstaculo a inclusao de
leguminosas como feijao, soja, ervilha e grao de bico na alimentagdo humana;
seus efeitos de redugcédo na digestibilidade de proteinas foram demonstrados
em ensaios in vitro e in vivo € nem sempre sua atividade é eliminada apés o
processamento, o que depende do tempo e tipo de tratamento aplicado
(GENOVESE; LAJOLO, 1996b, NTI; PLAHAR, 1996, Qin et al, 1996,
ALONSO; ORUE; MARZO, 1998, CLEMENTE et al., 1998, SAIKIA; SARKAR;
BORUA, 1999, ELSHEIKH; FADUL; EL TINAY, 2000, VASCONCELOS et al.,
2001, OLOYO, 2004, MUBARAK, 2005, SIDDHURAJU; BECKER, 2005,
HADDAD; ALLAF, 2007, SATHE; VENKATACHALAM, 2007). A toxicidade dos
inibidores de proteinases em mamiferos foi bem documentada através de
experimentos biologicos (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002): em animais
alimentados com soja (Glicine max) e feijao-de-corda (Vigna unguiculata), os

inibidores de tripsina foram responsaveis pelo efeito de inibicdo no crescimento
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e pela resposta hipertrofica do pancreas e intestino delgado (GRANT et al.,
1988, GRANT; DORWARD; PUSZTAI, 1993, BAU; VILLAUME;
GIANNANGELI, 2001, VASCONCELOS, et al, 2001). A redugdo no
crescimento dos animais € explicada por um mecanismo de inibicao retroativa
no controle da secrecdo do pancreas, onde os inibidores de tripsina bloqueiam
a acao da tripsina resultando em aumento excessivo da concentracao
plasmatica de colecistocinina (uma vez que o0s niveis de tripsina e
quimotripsina livres no intestino delgado determinam e liberagado desse
horménio), e desta forma, o pancreas €& continuamente estimulado a liberar
mais enzima, provocando hipertrofia pancreatica (RACKIS; GUMBMANN,
1982, LIDDLE; GOLDFINE; WILLIAMS, 1984). Acredita-se que a depressao no
crescimento seja uma consequéncia de perdas endogenas de aminoacidos na
forma de enzimas secretadas por um pancreas hiperativo (LIENER, 1994). Um
estudo com humanos concluiu que inibidores de tripsina presentes na fracao
albumina de ervilhas foram o0s responsaveis pela diminuicdo na
biodisponibilidade das proteinas da dieta; embora ndo se tenham verificado
perdas intestinais de nitrogénio enddgeno causada pelo consumo agudo de
dieta com inibidores, os autores nao descartam a possibilidade de ocorréncia
de efeitos mais severos em caso de ingestdo prolongada (MARIOTTI et al.,
2001).

Um outro tipo de fator antinutricional protéico sao as lectinas, proteinas
de origem n&o imunoldgica que se ligam de forma reversivel a carboidratos,
mas sao desprovidas de atividade enzimatica (LORIS, 2002). As lectinas s&o
capazes de provocar diversos efeitos bioldégicos nas células assim como no

organismo como um todo, e sua presenga nos alimentos vegetais oferece
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potenciais riscos a saude (PEUMANS; VAN DAMME, 1996). Algumas lectinas
presentes nos vegetais consumidos sdo resistentes a degradacdo pelas
enzimas digestivas (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004), e por isso,
permanecem ativas durante a passagem pelo trato gastrintestinal e podem
mediar grande variedade de efeitos bioldgicos (NACHBAR; OPPENHEIM,
1980, PEUMANS; VAN DAMME, 1996, CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002). As
lectinas encontradas nos alimentos podem causar profundas modificacdes
morfoldgicas e fisioldgicas no intestino delgado. Elas podem induzir mudangas
em algumas ou em todas as fungdes: digestiva, absortiva, protetora e
secretdria de todo o sistema digestivo e afetar o turnover e proliferagao celular
(GRANT et al., 1988, BARDOCZ et al., 1996, KORDAS et al., 2000). A ligagédo
das lectinas ao epitélio intestinal é frequentemente acompanhada pela ruptura
da borda em escova e desorganizagdo das células, o que causa redugao da
area absortiva e, consequentemente, da absorgdo de nutrientes (PUSZTAI;
BARDOCZ, 1996, VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004). Pode-se encontrar
lectinas em cereais como trigo, arroz, gergelim, centeio, cevada, milho,
sementes de girassol e café (NACHBAR; OPPENHEIM, 1980, PEUMANS; VAN
DAMME, 1996, CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002, DAVIDSON; STEWART,

2004).

1.3 PROTEINAS DE RESERVA DE SEMENTES

Proteinas de reserva ou de armazenamento sdo acumuladas em

quantidades significativas durante o processo de maturagdo das sementes e

durante a germinagao sao rapidamente hidrolisadas fornecendo nitrogénio na
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forma de aminoacidos precursores de proteinas estruturais, metabdlicas e
outros constituintes celulares utilizados nos primeiros estagios de
desenvolvimento das plantulas. Nas sementes maduras, as proteinas de
reserva sao encontradas em pequenas organelas denominadas corpos
protéicos, que possuem mecanismos de sintese bastante semelhantes dentre
0s géneros de plantas (HIGGINS, 1984).

As proteinas de reserva presentes nas sementes foram inicialmente
classificadas por Osborne (1924), de acordo com as suas propriedades de
solubilidade em: globulinas (soluveis em solugdes salinas), prolaminas
(soluveis em alcoois) e glutelinas (soluveis tanto em solugdes acidas quando
basicas) (BERNARDINO-NICANOR et al., 2006).

As principais proteinas de reserva de cereais (monocotiledéneas) como
trigo (Triticum sp.), cevada (Hordeum vulgare) e centeio (Secale cereale) sao
as prolaminas, e a relacdo taxonémica destes cereais € refletida na estrutura
destas proteinas (KREIS et al., 1985, BURGESS; SHEWRY, 1986, TATHAM;
SHEWRY, 1995, EGOROQV et al., 1996). Diferente dos demais cereais, a
principal proteina de armazenamento da aveia (Avena sativa) sao globulinas, e
a principal globulina da aveia € uma proteina 12S e se assemelha bastante (até
mesmo em relagdo a composicdo aminoacidica) com as proteinas de
armazenamento das leguminosas, as leguminas (MATLASHEWSKI et al.,

1982).

As proteinas de reserva predominante em leguminosas sao as globulinas
e o0s primeiros trabalhos de andlise das globulinas de reserva foram
apresentados por Osborne e Campbell (1898) que mostraram que a fragéo

globulinica de Pisum sativum podia ser separada em duas outras fragoes:
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leguminica, que era insoluvel em solugbes salinas e ndo coagulava quando
aquecida a 100°C e vicilinica, que era soluvel em solugdes salinas e coagulava
quando aquecida a 95°C. Estes autores demonstraram que fracdes protéicas
similares podiam ser extraidas de outras sementes de leguminosas, como por
exemplo, Phaseolus vulgares e Glycine max (DERBYSHIRE; WRIGHT;

BOULTER, 1976).

As propriedades gerais e caracteristicas fisicas de leguminas e vicilinas
de sementes de dicotiledbneas foram sumarizadas por Derbyshire; Wright;
Boulter (1976) e por Spencer et al. (1983). As leguminas (11S-12S) sédo as
proteinas mais estudadas, apresentam massas moleculares variando de 300
kDa a 400 kDa, sdo compostas de 6 subunidades de aproximadamente 60
kDa, cada subunidade possui uma cadeia polipeptidica acida e uma basica, de
massas moleculares de 40 kDa e 20 kDa respectivamente, ligadas por pontes
dissulfeto e sdo glicoproteinas apresentando em suas estruturas agucares
neutros como manose e algumas possuem glicosamina e galactosamina. As
vicilinas (7S- 9S) sdo menos conhecidas, suas massas moleculares variam de
140 a 200 kDa, sdo compostas de trés subunidades com massas moleculares
em torno de 50 kDa cada uma (DESHPANDE; DAMODARAN, 1989b),
apresentam baixos niveis dos aminoacidos sulfurados, metionina e cisteina e,
em muitos casos, sao glicoproteinas contendo agucares neutros como manose
e glicosamina (BRIAN, 1981). Portanto, diversos estudos relacionados a
responder questdes sobre a qualidade nutricional de leguminosas focalizam a
fragcdo globulinica por esta se apresentar em grandes quantidades nas

sementes como proteinas de reserva.
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1.4 DIGESTIBILIDADE DE PROTEINAS

As propriedades que melhor definem a qualidade nutricional de um
alimento em termos protéicos sao sua digestibilidade e seu valor biolégico. A
digestibilidade é a medida percentual da proteina ingerida e efetivamente
absorvida pelo trato gastrintestinal. Ja o valor biolégico refere-se ao
fornecimento dos aminoacidos essenciais ao organismo em quantidades
adequadas (BRESSANI; ELIAS; MOLINA, 1977, DE ALGELIS, 1995).

A digestibilidade e utilizagdo das proteinas vegetais sédo limitadas por
dois tipos de fatores: os exdégenos e endogenos. Os fatores exdgenos incluem
as interagdes das proteinas com polifendis, fitatos, carboidratos, lipidios,
lectinas e inibidores de proteases (DUODU et al.,, 2003, LIENER, 1994). Os
fatores enddgenos se referem as caracteristicas estruturais da proteina, como
estrutura terciaria e quaternaria, que pode ser parcialmente destruida pelo calor
(DESHPANDE; DAMODARAN, 1989a); a estrutura terciaria das proteinas
vegetais € mais complexa que a estrutura de proteinas animais (BRESSANI;
ELIAS; MOLINA, 1977), o que faz com que a sua digestibilidade seja limitada.

Varios métodos de processamento e cozimento podem ser empregados
para melhorar a digestibilidade de proteinas e carboidratos pela diminui¢do dos
niveis dos antinutricionais (SIDDHURAJU; BECKER, 2005). Os grdos séo
geralmente submetidos a algum tipo de tratamento térmico, que melhora a
digestibilidade e remove alérgenos. Recentes estudos tém demonstrado que,
sob condigdes otimas, alta pressao hidrostatica (APH), uma tecnologia n&o
térmica aplicada em produtos alimenticios, pode inativar os fatores

antinutricionais dos graos, preservando a qualidade dos alimentos e seus
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constituintes (ESTRADA-GIRON; SWANSON; BARBOSA-CANOVAS, 2005).
Porém, métodos mais simples como germinagado, torragem e fervura das
sementes sao eficazes no aumento da digestibilidade e reducéo drastica da

atividade inibitoria de tripsina (MANSOUR; ELADAWY, 1994).

1.4.1 Digestibilidade de globulinas

A baixa digestibilidade in vitro de sementes de leguminosas ocorre
devido a presenca de globulinas, que como citado anteriormente, sdo as
principais proteinas de reserva destes gréos, e sdo bastante resistentes ao
ataque de enzimas proteoliticas de mamiferos (LIENER; THOMPSON, 1980).

Globulinas de leguminosas apresentam baixa digestibilidade, e mesmo
apos a desnaturagdo, podem permanecer pouco digeriveis, sugerindo que a
estrutura protéica pode n&o ser o unico fator que limita a sua degradacgéo
(GENOVESE; LAJOLO, 1996a, CLEMENTE et al, 1998). Isto foi bem
demonstrado para globulinas de feijdo (Phaseolus vulgaris), que foram
resistentes a hidrélise por diversas proteases (tripsina, pepsina, ficina,
bromelaina e subtilisina) e, mesmo apds desnaturagao por calor ou uréia, essa
fracdo protéica foi resistente a degradagao por tripsina (SEIDL; JAFFE; JAFFE,
1969). Ja as globulinas de lentilhas e Vigna aconitifolia, apesar de resistentes
a digestdo por tripsina e quimotripsina quando nativas, apdés o tratamento
térmico apresentaram aumento na susceptibilidade as enzimas proteoliticas
(NEVES; LOURENCO, 1995, SATHE; VENKATACHALAM, 2007). Estudos in
vivo comprovam a baixa digestibilidade de globulinas e, ainda, afirmam a

implicacdo de efeitos adversos destas proteinas ou de seus produtos de



degradacdo no metabolismo protéico dos animais (RUBIO et al, 1998,
CARBONARO, 2006).

As proteinas da linhaga sdo conhecidas por terem baixa digestibilidade
(OOMAH; MAZZA, 1998). Analises por calorimetria diferencial de varredura
(DSC) mostraram que interacbes com componentes nao protéicos podem
afetar a sua desnaturagdo por calor; ela pode ser influenciada por varios
fatores, incluindo forga ibnica, pH, sais caotropicos e substancias
desnaturantes. Esses resultados sugerem que intera¢des hidrofébicas e ibnicas
assim como pontes de hidrogénio, desempenham importante papel
estabilizando a conformagdo da proteina nativa. Pontes dissufeto podem
também ter contribuicdo significante na estabilizagcdo da principal fragédo
protéica da linhaca (LI-CHAN; MA, 2002).

Madhusudhan; Singh (1985a) conseguiram melhorar a digestibilidade in
vitro das proteinas da linhaga através da fervura em agua, que promoveu a
dissociagao das globulinas e aumentou a digestibilidade em 38%, apesar de ter
provocado uma reducao de 30% do conteudo de lisina disponivel. O tratamento
térmico aplicado durante as etapas de processamento resulta na redugao dos
acidos fendlicos e da solubilidade das proteinas e aumento na digestibilidade
por pepsina (OOMAH; MAZZA, 1998). O emprego da fermentagdo também foi
eficaz no aumento da digestibilidade protéica de ragcdes a base de linhaga

(MUKHOPADHAY; RAY, 2005).
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1.5 APLICACAO DA LINHAGA E ASPECTOS NUTRICIONAIS

A recomendacdo do uso da linhaga como fonte de compostos
nutracéuticos tem sido uma pratica crescente, tornando seu consumo um
habito diario de muitas pessoas. Apesar de se conhecer as inumeras
propriedades deste cereal, relacionadas a sua excelente composi¢cao de
nutrientes, faz-se necessario estabelecer niveis e formas seguras de consumo,
uma vez que as sementes sdo ricas em compostos antinutricionais e proteinas
de baixa digestibilidade, que comprometem a sua qualidade nutricional.

Estudos anteriores demonstraram efeitos adversos em animais mono e
poligastricos causados pelo consumo de linhaga. Portanto, é interessante o
desenvolvimento de pesquisas que se proponham a averiguar e contribuir para
a descricao das implicacbes metabdlicas provocadas pela utilizagao diaria da
linhaca crua na alimentagdo de mamiferos. Pesquisas sobre a digestibilidade
de suas proteinas e conteudo de fatores antinutricionais protéicos também
podem gerar resultados importantes que sirvam como fundamentos para a
proposicao da inclusado da linhaca na alimentacao de maneira adequada; esses
resultados poderiam, inclusive, subsidiar a indicacdo da semente como um
alimento alternativo em substituicdo a outros cereais ou mesmo leguminosas,

caso sejam comprovados seus efeitos benéficos para humanos e animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito do consumo da linhaga (Linum usitatissimum) em ratos
wistar, quando usada como fonte de proteinas, e relaciona-lo com a
digestibilidade das globulinas e presenca de fatores antinutricionais protéicos

em albuminas.

2.2 Objetivos Especificos

A Analisar a composi¢ao centesimal da linhacga;

A Avaliar a qualidade protéica da linhaca quando administrada em

dietas para ratos em crescimento;

A Realizar andlise morfologica e morfométrica em cortes
histolégicos do intestino delgado (ileo dos animais submetidos ao
ensaio biolégico);

A Quantificar as fragdes protéicas da linhaca;

A Avaliar a digestibilidade in vitro e in vivo das globulinas;

A Verificar a presenga de fatores antinutricionais protéicos nas
albuminas: inibidores de enzimas digestivas (a-amilase salivar, a-

amilase pancreatica, tripsina, quimotripsina e elastase) e lectinas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 Material biolégico

A Sementes

Neste trabalho foram utilizadas sementes de Linum usitatissimum, da
Jasmine Comércio de Produtos Alimenticios Ltda., adquiridas em distribuidor

de produtos naturais na cidade de Natal-RN.

A Animais

Ratos albinos (Ratus novergicus) da linhagem Wistar foram utilizados nos

ensaios biolégicos, os quais foram mantidos no biotério do Departamento de

Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do

Norte.

A Eritrocitos humanos

Os eritrocitos humanos tipo A, B e O, utilizados nos ensaios de

hemaglutinagéo, foram cedidos pelo HEMONORTE, Natal-RN.
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3.1.2 Reagentes

Albumina sérica bovina (BSA), a-benzoil-DLarginina-p-nitrosanilide
(BApNA), azocaseina, acrilamida, N’N’-metilenobisacrilamida, quimotripsina,
tripsina, a-amilase pancreatica, elastase pancreatica, Comassie Blue G-250 e
R-250 foram obtidos da Sigma Co. (St. Louis, USA). Dodecil sulfato de sédio
(SDS) foi adquirido da Reagen e os padrbes de massa molecular para
eletroforese da Amersham Biosciences. Caseina, celulose, misturas minerais e
vitaminicas foram obtidas da Rhoster Industria e Comércio LTDA, S&o Paulo.
L-cistina, Bitartarato de colina e Terc-butilhidroquinona (TBHQ) foram
adquiridos em farmacia de manipulagdo e o amido de milho em mercado local.
Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.

3.2METODOS

3.2.1Preparo da farinha de linhaca

As sementes foram trituradas em moinho elétrico refrigerado até a
obtencdo de uma farinha de fina granulagdo, que foi passada em peneira de
nylon de 40 mesh. A farinha obtida foi armazenada em recipiente plastico com
tampa até a realizacdo dos procedimentos descritos segundo o fluxograma

apresentado na figura 2.

31



32

[ Sementes ]

A7
| Farinha |
v ]
Composi¢ao Extracao e frac1onarnento Quantificacao
centesimal das protemas de proteinas
v
[ Globulinas ] [ Albummas
—>[ Digestibilidade 7 vitro ] Atividade
Y inibitéria de
Avaliagio bioldgica da —’[ Digestibilidade 2 vivo ] proteinases
qualidade protéica

inibitoria de o-
amilases

Avaliacao do Morfometria e morfologia
crescimento do segmento ileal do epitélio
intestinal

=

Lectinas

FIGURA 2. Fluxograma dos procedimentos e ensaios realizados.



3.2.2Determinacdo da composicdo centesimal de farinha de

linhaca

A Determinag¢édo do teor de umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico (AOAC, 1984), o
qual quantifica o teor de agua do alimento submetendo-o a desidratagdo. Para
este procedimento foram pesadas amostras de 10 g de farinha de linhaga em
capsulas de porcelana (previamente pesadas) e levadas a estufa a 105°C para
dessecar até peso constante, cujos pesos foram devidamente registrados. O
teor de umidade foi determinado através da diferenga entre o peso final e

inicial. Foram feitas trés repeticdes.

A Determinacao do teor de fibra bruta

O método utilizado foi o da digestdo acida e alcalina, segundo a AOAC
(1984). Amostras de 2 g de farinha de linhaga crua adicionadas de 200 ml de
solucao de acido sulfurico a 1,25% fervente foram mantidas em ebuligcdo por 30
minutos. O material ainda quente foi filtrado em papel de filtro com auxilio de
bomba a vacuo, e ao residuo foram adicionados 200 ml de hidréxido de sodio
1,25% para a segunda digestdo sob ebulicdo por 30 minutos. Decorrido esse
tempo, o material foi filtrado em cadinhos de Gooch com I|a de vidro,
previamente pesados, e o material lavado sucessivamente com agua destilada,
alcool e éter etilico. Apdés a secagem em temperatura ambiente, o cadinho foi

levado a estufa a 105°C até atingir peso constante. A variacdo de peso
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encontrado fornece a quantidade de fibra bruta da amostra. A analise foi feita

em tripilicata.

A Determinagéo do teor de cinzas

Os minerais (ou cinzas) foram determinados por gravimetria (AOAC,
1984), através da incineragao da matéria organica total. Para tal procedimento
foram pesados 2 g de farinha de linhaga e com o uso de cadinhos de porcelana
previamente pesados, o material foi incinerado em bico de Bunsen até ponto de
carvao; a seguir os cadinhos foram colocados em mufla a 550°C até adquirir
cor uniforme que vai do cinza ao branco, sem pontos de carvdo. Os cadinhos
foram retirados da mufla quando a temperatura atingiu 50°C e colocados em
dessecador para esfriamento e posterior pesagem. A diferenca de peso fornece

o teor de cinzas. Foram feitas trés repeticdes.

A Determinagéo do teor de proteinas

O teor de proteinas da amostra foi determinado pelo método de semimicro
Kjeldahl descrito pela AOAC (1984), através da dosagem do nitrogénio total.
Amostras 0,2 g de farinha de linhaca foram colocadas em baldo de Kjeldahl
onde foram adicionados 0,5 g de sulfato de cobre, 1,0 g de sulfato de soédio e 5
ml de acido sulfurico concentrado. Os balbes foram levados ao digestor de
Kjeldahl até completa mineralizagcédo, durante aproximadamente 4 horas. Apds
o resfriamento do material, foram adicionados 10 ml de agua destilada e, entéo,

o baldo foi acoplado ao destilador. Na mangueira do destilador foi conectado
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um erlenmeyer contendo 10 ml de solugéo de acido bodrico saturado com 3
gotas do indicador misto. Foram adicionados 25 ml de hidroxido de sodio 40%
ao balado de Kjeldahl, e prossegui-se a destilagao de aproximadamente 50ml da
amostra, a qual foi titulada com solugdo de acido sulfurico 0,02 N, previamente
padronizado. A analise foi realizada em triplicata. O teor de proteina foi
calculado utilizando 6,25 como fator para estimativa de proteinas, segundo as

formulas descritas:

% de nitrogénio = Volume de HCI x Normalidade do HCI x fator x 1,401

Massa da amostra (g)

% de proteinas = % de nitrogénio x 6,25

A Determinagéo do teor de lipidios

O método utilizado para a determinacao do teor de lipidios foi o método de
Soxhlet (AOAC, 1984). Cerca de 3 g de farinha de linhaga foram pesados em
envelope de papel poroso, devidamente selado apds a insercdo da amostra, os
quais foram colocados no extrator de Soxhlet. Este aparelho efetua uma
extragdo continua, cujo solvente utilizado foi éter etilico, o qual passa pela
amostra, deposita num baldo aquecido o material lipidico e volatiliza-se para
posterior condensacéao e refluxo pelo compartimento da amostra, até completa
extracao dos lipidos, indicada pelo retorno a caracteristica incolor do solvente.
O baldo foi entdo levado a estufa a 105°C para completa evaporacdo do

solvente e colocado em dessecador para esfriar. A diferenca de peso do baldo
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com e sem fracdo lipidica, determinou o teor de lipidios da amostra. Foram

tomadas trés repeticoes.

A Estimativa do teor de carboidratos

A quantidade de carboidratos da farinha de linhaca foi estimada por
calculo diferencial a partir das demais quantificacbes da composicao

centesimal:

Carboidratos (%) = 100 — (proteinas + lipidios + fibras + umidade + cinzas)

3.2.3 Avaliacéao biolégica da qualidade protéica

A Avaliagcéo nutricional

Ratos albinos da linhagem Wistar, recém-desmamados, com 21 dias de
idade e peso de 53 * 2 g foram utilizados para os experimentos de crescimento
utilizando farinha de linhagca como fonte exclusiva de proteina. Os animais
foram divididos em 3 grupos de 6 animais, mantidos em gaiolas metabdlicas
individuais com agua e comida ad libitum. Cada grupo de animais recebeu um
tipo de dieta: Caseina (dieta padrédo), aprotéica (dieta basal) e farinha de
linhaca crua (dieta teste) (Tabela 1). As ragbes foram confeccionadas segundo

protocolo de Reeves (1997).
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As dietas caseina e linhaga crua continham 10% de proteina. Segundo o
método de Pellet; Young (1980), o coeficiente de eficacia alimentar (CEA), o
coeficiente de eficacia protéica (CEP) e coeficiente de retencao protéica (CRP)
foram calculados apés 28 dias de experimento. O consumo de alimento e peso
dos animais foram quantificados semanalmente, e os calculos de coeficientes

determinados como descrito na figura 3.

CEA = Ganho de peso
Consumo de ragéo

CEP = Ganho de peso
Consumo de proteina

CRP = Ganho de peso do grupo teste + perda de peso do grupo aprotéico
Consumo de proteina

FIGURA 3. Férmulas para calculos do Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA), Coeficiente de
Eficacia Protéica (CEP) e Coeficiente de Retengédo Protéica (CRP), realizados com
os dados referentes coletados aos 28 dias de experimento.
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TABELA 1. Composicao das ragbes utilizadas no experimento de avaliagdo de crescimento de
ratos Wistar alimentados com ragéo a base de farinha de linhaga

g/kg de ragao

Dieta teste
Dieta padrao  Dieta aprotéica .
linhaga crua®

Farinha de linhaga crua - - 431,03
Caseina 100 - -
Celulose 50 50 7.8
Sacarose 100 100 100
Mix de Minerais 35 35 20,8
Mix de Vitaminas 10 10 10
L-Cistina 3 - -
Terc Butilhidroquinona 0,014 0,014 0,014
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5
Oleo de soja 70 70 -
Amido 629,5 732,5 451,2

A inclusdo dos componentes da ragdo levou em consideragdo a composi¢do centesimal da
farinha da linhaca crua.

A Morfometria e morfologia do segmento ileal do epitélio intestinal

Ao fim do ensaio biologico, os animais foram sacrificados e dois
exemplares de cada grupo experimental foram escolhidos aleatoriamente para
a retirada de fragmentos do intestino delgado, porgao ileal, que apds excisdo
foram lavados com solugao salina e fixados em solugao de PBS 0,1 M pH 7,4,
e formaldeido 10%. Foram confeccionados cortes histolégicos transversais do
ileo, que sofreram inclusdo em parafina e tratamento de coloracdo com

hematoxilina-eosina (HE).
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A morfologia do segmento ileal dos animais que se alimentaram com
racdo a base de linhaga foi comparada a dos grupos caseina e aprotéico
(considerados controles positivo e negativo, respectivamente), verificando o
formato, integridade e quantidade dos vilos, quantidade de células secretérias e
presenca de células apoptdticas ou mitdticas nos vilos, além de verificagao da
presenca de tecido inflamatdrio.

A analise morfométrica dos tecidos em estudo foi realizada através de
microscopio 6tico Olympus com ocular micrometrada, em objetiva de 10x. Os
vilos foram escolhidos aleatoriamente e medida a sua altura desde a base até o
apice, assim como a profundidade da cripta adjacente a direita de cada vilo
medido, sendo tomadas 10 medi¢cdes de cada intestino. Os resultados sao
expressos em media e desvio padréo do grupo, e relagao vilo:cripta.

As fotografias dos cortes histolégicos foram obtidas em microscopio o6tico

Nikkon Eclipse E-200 com camera digital Sony Mavica.

3.2.4 Extracéao e fracionamento das proteinas da farinha de linhaca

O fracionamento das proteinas foi realizado de acordo com o método de
Osborne (1924); albuminas e globulinas foram obtidas a partir do método de
Rassam; Laing (2006), com pequenas modificagdes. A farinha de linhaga foi
colocada sob agitagdo magnética numa solugédo de agua destilada contendo 10
mM CaCl, e 10 mM MgCl, (1/30, p/v) a 4°C por 4 h, para a extracdo das
albuminas. A suspenséo foi centrifugada a 16000 x g, 4°C por 30 minutos e o

precipitado foi ressuspenso e extraido por 16 h a 4°C em tampéao Tris—HCI 0,1
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M pH 7,5 contendo NaCl 1,7 M (1/30, p/v). Apds a centrifugagcédo, o
sobrenadante foi precipitado com sulfato de aménio, saturagcéo a 85%; apés 12
h, o material foi centrifugado a 16000 x g, 4°C por 1 h, o precipitado dissolvido
em Tris-HCI pH 7,5 e apds didlise em agua destilada foi liofilizado. As
albuminas e globulinas foram quantificadas e reservadas para analises
posteriores.

O precipitado resultante da extragcdo das globulinas foi usado para a
obtencao de prolaminas, que foram extraidas com etanol 70% (1/10, p/v) por 4
h, a 4°C e, em seguida, centrifugado a 16000 x g, a 4°C por 30 minutos; o
sobrenadante foi reservado e o precipitado usado para a extragcdo das
glutelinas, que foram solubilizadas em tamp&o glicina 0,05 M pH 11,5 (1/30,
p/v) por 4h a 4°C. A suspenséo foi centrifugada a 16000 x g, a 4°C por 1 h, e as

glutelinas e prolaminas foram quantificadas.

3.2.5Quantificacéo de proteinas

A determinacdo da quantidade de proteinas das fragdes foi feita através

do método de Bradford (1976), usando albumina sérica bovina como padréao.

3.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As fragcbes albumina e globulina da linhaga foram visualizadas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida, realizada segundo o método de Laemmili,
1970, na presengca de SDS, usando gel de separagdo de 15%, gel de

concentragéo de 4%, tampao de amostra contendo azul de bromofenol a 1%,
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SDS 10% e glicerol 1% em Tris-HCI pH 6,8, e amperagem constante de 30
mA. O gel foi corado com solugdo corante composta por 0,25% de Comassie
Blue R-250 em acido acético/metanol/agua (1:4:5) e descorado com solugao
contendo 30% de etanol e 10% de acido acético em agua destilada. Os
marcadores de massa molecular utilizados foram: B-galactosidase (116 kDa),
albumina sérica bovina (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), lactato
desidrogenase (34 kDa), endonuclease de restricado Bsp981 (25 kDa), B-

lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,4 kDa).

3.2.7 Digestibilidade in vitro de globulinas de linhaca

Para os ensaios de digestibilidade foram utilizadas fragées globulinicas
nativas e desnaturadas a 100°C por 5 e 15 minutos, submetidas a metodologia
desenvolvida por Araujo et al. (2002). Aliquotas de 1,4 pl da fragdo globulina
(11 mg/ml em tampéo tetraborato de sédio 0,05 M pH 7,5) foram incubados
com 5 pl de tripsina (0,3 mg/ml) ou 1,0 yl de quimotripsina (1,5 mg/ml) ou
pancreatina (1,0 mg/ml), separadamente, na propor¢cdo de 1:10
enzima/substrato. O volume da suspenséo foi ajustado para 10ul com tampéo
tetraborato de sodio 0,05 M pH 7,5 e o sistema foi mantido sob incubacao a
37°C por periodos de 5, 10, 15 e 30 minutos. A reacao foi paralisada com 10 pl
de tamp&o de amostra para eletroforese. A hidrélise das globulinas foi
observada através de eletroforese em gel de poliacrilamida descontinuo e

desnaturante (SDS-PAGE) segundo item anterior.

3.2.8 Digestibilidade in vivo de globulinas da linhaca
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O experimento de digestibilidade de globulinas foi realizado de acordo
com o método de Chick; Hutchinson e Jackson (1935), com ratos Wistar
adultos, com peso médio de 210g, onde 18 ratos foram divididos em 3 grupos,
0s quais receberam ragdo com caseina, ragao aprotéica e ragdo com globulina
de linhaga liofilizada, compreendendo 10% de proteina na dieta (Tabela 2).

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas com agua e comida
ad libtum durante 7 dias, dos quais os primeiros 3 dias serviram como periodo
de aclimatagéao e nos ultimos 4 dias foram registrados o consumo de ragao e
peso das fezes, para posterior analise de nitrogénio e determinagdo da
digestibilidade verdadeira (DV) das globulinas. A quantificagdo do nitrogénio foi
realizada através do método de Kjeldahl (AOAC, 1984), como descrito no item
3.2.2. A digestibilidade verdadeira foi calculada de acordo com a seguinte

formula:

DV = Ni- (NF1-NF2) x 100
Ni

onde, Ni é o nitrogénio ingerido pelo grupo teste, NF1 o nitrogénio
excretado nas fezes pelos animais do grupo teste e NF2 o nitrogénio excretado

pelos animais do grupo aprotéico.

TABELA 2. Composicao das ragdes utilizadas no experimento de avaliagdo da digestibilidade
de globulinas da linhaga em ratos Wistar
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g/kg de ragao

Dieta teste
Dieta padrao Dieta aprotéica

globulina de linhaga

Globulina de linhaga - - 100
Caseina 100 - -
Celulose 50 50 50
Sacarose 100 100 100
Mix de Minerais 35 35 35
Mix de Vitaminas 10 10 10
L-Cistina 1,8 - -
Terc Butilhidroquinona 0,008 0,008 0,008
Bitartarato de colina 25 2,5 2,5
Oleo de soja 40 40 40
Amido 660,7 762,5 662,5

3.2.9 Determinacao de fatores antinutricionais protéicos na fracao

albuminica

A Atividade inibitoria de proteinases serinicas

Os ensaios de inibicao de tripsina foram realizados utilizando o método de
Xavier-Filho et al. (1989), onde aliquotas de 100 ul de albuminas (0,42 mg/ml)
incubadas por 15 minutos a 37°C com 10 yl de solugdo de tripsina (0,5 mg/ml
em Tris-HCI 0,05 M pH 7,5), 120 pl de HCI 2,5 mM e 370 ul de tampé&o Tris-HCI
0,05 M pH 7,5. Ap6s o tempo de incubagdo, foram adicionados 200 pl de
azocaseina a 1% seguido de incubagao de por mais 30 minutos. A reagao foi

parada com a adicdo de 300ul de acido tricloroacético (TCA) a 20%. Apds
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centrifugacéo a 12000 x g, a temperatura ambiente, 700 pl do sobrenadante foi
alcalinizado com 700 uyl de NaOH 2 N e realizada a leitura a 440 nm em
espectrofotbmetro. Todos o0s ensaios foram feitos em ftriplicata e
acompanhados com a realizacao dos respectivos brancos.

A inibicdo de quimotripsina e elastase foi determinada como descrito no
paragrafo anterior, utilizando 30 pl de quimotripsina (3 mg/ml) e 5 pl de
elastase (1 mg/ml), ajustando o volume de tamp&o para obter um volume final

de enzima+tampao igual a 380 pl.

A Atividade inibitoria de a-amilases

A inibicdo de a-amilase salivar foi realizada de acordo com o método de
Mao; Kinsella (1981) utilizando 40 pl de enzima (50 pg/ml), onde foram
adicionados 310 pl de tampéao acetato de sédio 0,05 M oH 5,5 contendo NaCl
20 mM e CaCl; 20 mM, e 100 ul da fragdo albumina (0,48 mg/ml), seguido de
incubacéao por 15 minutos a 30°C e adi¢gdo de 2 ml do substrato amido a 1%. O
sistema foi mantido a 30°C por 1 hora e a reacao foi interrompida em banho de
gelo. Apos a adicdo de substrato aos brancos, 25 pl da suspensdo foram
adicionados a 2,5 ml de solugao de iodo 1 mM e 24 mM de iodeto de potassio.
O resultado foi mensurado através de leitura em espectrofotbmetro a 565 nm.
Todos os ensaios foram feitos em triplicata e companhados com a realizacao
dos respectivos brancos.

A inibicdo de a-amilase pancreatica foi feita de acordo com o protocolo
acima descrito, utilizando 10 yl de enzima (2,7 pg/ml).

A Ensaio de Hemaglutinagéo
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A deteccao de lectinas foi realizada segundo metodologia de Debray et al.
(1981) através de testes de hemaglutinagdo usando eritrécitos humanos ABO
na concentragdo de 4%, em presenca ou auséncia de 200 mM de fons Ca®,
Mg2+ ou Mn?*. Foram utilizadas placas de microtitulagdo com fundo em V,
sendo realizadas diluigdes seriadas da fragdo albumina (0,42 mg/ml), onde em
cada poco continha 25 ul de amostra e 25 ul da suspenséao de eritrocitos. Apos
incubacao por 30 minutos a temperatura ambiente, o grau de hemaglutinagao
foi examinado. Os controles negativo e positivo foram feitos com solugao salina
e lectina purificada de mulungu (Eritrina velutina), respectivamente. Os
resultados foram expressos em Unidade de Hemaglutinagdo (UH), determinada
pelo inverso da maxima diluicdo capaz de provocar aglutinagdo visivel das

hemacias.

3.2.10 Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica dos resultados foi utilizado o
programa Graphpad Instat, sendo aplicada a analise de variancia (Anova),
através dos Testes de Tukey e Coeficiente de Bonferroni, atribuindo

significancia estatistica para p<0,001.
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4 RESULTADOS

4.1 COMPOSIGAO CENTESIMAL

A composicdo centesimal da farinha da linhaga crua foi determinada
para orientar o preparo da ragao utilizada nos ensaios biolégicos. Os resultados
das analises bromatolégicas da linhaga crua estdo expressos na tabela 3 e

mostram altos teores de lipidios, proteinas e fibras.

TABELA 3. Composicao centesimal da linhaga crua
g/100g de farinha de linhaca

crua = DP
Umidade 54 +0,11
Proteinas 23,2+ 0,07
Lipidios 35,3+2,1
Cinzas 3,3+0,04
Fibras 9,8+1,32
Carboidratos 23

4.2 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE RATOS ALIMENTADOS COM
RACAO A BASE DE LINHACA

O ensaio biolégico de crescimento de ratos Wistar alimentados com
ragcao a base de linhaga foi realizado para avaliar a qualidade do cereal como
fonte exclusiva de proteinas, e os resultados deste experimento estdo

representados na tabela 4 e nas figuras 4 e 5.
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TABELA 4. Ganho de peso, consumo de racdo, coeficiente de eficacia alimentar, coeficiente de eficacia

protéica e coeficiente de retengao protéica (média + DP, n = 6)

Consumo (g) Ganho de indice Bioldgico
racao proteina peso g £ DP CEA CEP CRP
Caseina 292,87 + 20,8 29,37 + 2,09 101,72+ 11,5 0,35* 3,47% 4,10°
Linhaga Crua  188,1° + 16,7 18,8° + 1,67 274°+36 0,15 1,46° 245°

Médias, na mesma coluna, identificados com letras diferentes sao estatisticamente diferentes, com p<0,001.
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FIGURA 4. Curva de crescimento dos ratos.
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FIGURA 5. Curva de consumo de racéo.



O consumo de racéo e, consequentemente, de proteina pelos animais
que ingeriram racao a base de linhaga (GL) foi 36% inferior ao consumo do
grupo alimentado com proteina padrao (GP). Esse déficit foi ainda maior em se
tratando do ganho de peso dos animais, onde a diferenga foi de 73%. Portanto,
os valores obtidos dos coeficientes de eficacia alimentar e eficacia protéica
refletiram as diferencas observadas, sendo mais de 2,3 vezes maiores para o
GP, enquanto que o coeficiente de retencao protéica deste grupo foi 1,6

superior ao GL.

4.3 MORFOMETRIA E MORFOLOGIA DE EPITELIO INTESTINAL DE
SEGMENTO ILEAL

A analise morfolégica do ileo dos animais identificou caracteristicas
normais nas vilosidades do GL, com excecao de raros vilos achatados; a
maioria dos vilos era foliacea e abundante em células caliciformes, semelhante
ao GP. Nos ratos do grupo aprotéico (GA), observou-se atrofia, achatamento e
numero reduzido de vilosidades, bem como presenca de poucas células
secretérias. Nao foram encontradas morte celular ou mitose nas criptas em
nenhum dos grupos (Figura 6).

A morfometria de segmento ileal do intestino delgado mostrou
diminuigdo da altura dos vilos e profundidade das criptas do GL, embora a
relacdo vilo:cripta nos animais deste grupo tenha sido semelhante a do GP

(Tabela 5).
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FIGURA 6. Seccgdes histologicas de intestino delgado (ileo) em coloragdo hematoxilina-
eosina (HE). Ratos alimentados com caseina (A), linhaga crua (B) e dieta
aprotéica (C). Objetiva de aumento 10X.

TABELA 5. Morfometria de segmento ileal do intestino delgado (Média + DP, n = 2)

Grupo Vilos (um) Criptas (um) Relacao vilo:cripta
Caseina 5172 + 100 1872 + 30 2,76+ 0,5
Aprotéico 180° + 37 96° + 20 1,86° + 0,2
Linhaca Crua 334° + 58 120° + 32 2,832 +0,5

Médias, na mesma coluna, identificadas com letras diferentes sio estatisticamente
diferentes, com p<0,001.
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4.4 FRACIONAMENTO DAS PROTEINAS DA LINHACA

A quantificagdo das fracbes protéicas revelou que as globulinas

compdem a fragdo predominante, totalizando cerca de 82% das proteinas da

linhaga, enquanto que o percentual de albuminas foi de 12% (tabela 6).

TABELA 6. Fracionamento e quantificacdo das proteinas da

linhaca
Fracéo mg/ml % do total de proteinas
Albumina 23106 12
Globulina 15,4 £2,3 82
Prolamina 0,2 £ 0,01 1
Glutelina 0,9+0,1 5

4.5 SDS-PAGE DAS PRINCIPAIS FRACOES PROTEICAS DA LINHACA

A figura 7 mostra o perfil eletroforético das duas principais fragdes
protéicas da linhaga, as albuminas e globulinas. Na fragdo globulinica, foi
possivel observar 04 bandas mais intensas, uma de alta massa molecular,
possivelmente um aglomerado de globulinas, e 3 bandas protéicas de massa
molecular entre 40 e 55 kDa. Também foram observadas bandas de baixa
massa molecular, abaixo de 34 kDa e outras por volta de 10 kDa. Na fracao
albuminica também foram identificadas varias bandas, com predominancia de

uma Unica banda de cerca de 21 kDa.
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FIGURA 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) das fragbes albumina (A) e
globulina (G) (15 pg). Marcadores de massa molecular (M): B-galactosidase (116
kDa), albumina sérica bovina (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), lactase
desidrogenase (34 kDa), endonuclease de restricdo Bsp981 (25 kDa), B-
lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,4 kDa).
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4.6 DIGESTIBILIDADE IN VITRO DAS GLOBULINAS DA LINHACA

Os ensaios de digestibilidade in vitro das globulinas de linhaga,
visualizados por SDS-PAGE, mostraram que a fragao globulina, quando nativa,
foi pouco suscetivel a degradagao enzimatica por quimotripsina (figura 8-A),
podendo ser observadas varias bandas protéicas de alta massa molecular
(entre 25 e 55 kDa) mesmo apds trinta minutos de incubagéo. A desnaturagao
por calor teve pouca influéncia na digestibilidade quando o tempo de fervura foi
de 5 minutos (figura 8-B), mas foi eficaz com o tempo aumentado para 15
minutos (figura 8-C), onde se verificou que aos 15 minutos de incubagéo com a
quimotripsina as bandas maiores desapareceram ou ficaram pouco nitidas,

mostrando a degradagao quase que completa.

A [ > B

M 1 2 3 4 5 6

FIGURA 8. Digestibilidade in vitro de globulinas da linhaga por quimotripsina (SDS-PAGE) (A)
Globulina nativa (B) Globulina desnaturada a 100°C por 5 minutos (C) Globulina
desnaturada a 100°C por 15 minutos. (M) Marcador de massa molecular (1)
Quimotripsina (2) amostra (3) 5 37°C (4) 10’ 37°C (5) 15 37°C e (6) 30’ 37°C.
Marcadores de massa molecular (M): $-galactosidase (116 kDa), albumina sérica
bovina (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), lactase desidrogenase (34 kDa),
endonuclease de restricdo Bsp981 (25 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima
(14,4 kDa).
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A digestdo por tripsina foi ainda menos efetiva que a acdo da
quimotripsina em se tratando da globulina nativa (figura 9-A). No entanto, a
digestibilidade da fracdo melhorou sensivelmente quando ela foi desnaturada
durante 5 minutos de fervura, pois aos 15 minutos de incubagao as bandas séo
escassas e pouco evidentes (figura 9-B); Na figura 9-C, isto ocorre ja no
primeiro tempo de incubagao (5 minutos), permanecendo apenas uma forte

banda de baixo massa molecular com aproximadamente 10 kDa.

M 1 2 3 4 5 6

FIGURA 9. Digestibilidade in vitro de globulinas da linhaca por tripsina (SDS-PAGE) (A)
Globulina nativa (B) Globulina desnaturada a 100°C por 5 minutos (C) Globulina
desnaturada a 100°C por 15 minutos. (M) Marcador de massa molecular (1)
Tripsina (2) amostra (3) 5° 37°C (4) 10" 37°C (5) 15 37°C e (6) 30" 37°C.
Marcadores de massa molecular (M): B-galactosidase (116 kDa), albumina sérica
bovina (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), lactase desidrogenase (34 kDa),
endonuclease de restricdo Bsp981 (25 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima
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Quando foi utilizada a pancreatina para verificar a digestdo das
globulinas, foi observada a degradacdo completa das bandas de alta massa
molecular da fragdo na sua forma nativa. No entanto, independente do tempo
de incubacdo, ainda se conservaram muitas bandas intermediarias, produtos
da degradagdo das bandas de maior massa (Figura 10-A). A digestao foi
claramente aumentada quando as globulinas foram fervidas (Figura 10-B), aos
30 minutos de incubagao quase néo se pode mais observar bandas no gel. O
maior tempo de desnaturacgéo (Figura 10-C) promoveu melhor digestdo, onde a
agao conjunta das enzimas presentes na pancreatina em apenas 5 minutos de

incubacdo demonstrou grande degradagéo das bandas protéicas.

M 1 2 3 4 5 6

FIGURA 10. Digestibilidade in vitro de globulinas da linhaga por pancreatina (SDS-PAGE) (A)
Globulina nativa (B) Globulina desnaturada a 100°C por 5 minutos (C) Globulina
desnaturada a 100°C por 15 minutos. (M) Marcador de massa molecular (1)
Pancreatina (2) amostra (3) 5 37°C (4) 10’ 37°C (5) 15 37°C e (6) 30’ 37°C.
Marcadores de massa molecular (M): B-galactosidase (116 kDa), albumina sérica
bovina (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), lactase desidrogenase (34 kDa),
endonuclease de restricdo Bsp981 (25 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima
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4.7 DIGESTIBILIDADE IN VIVO DAS GLOBULINAS DA LINHACA

O experimento de digestibilidade in vivo da principal fragdo protéica da
linhaga revelou que as globulinas deste cereal tiveram digestibilidade

semelhante a da caseina.

TABELA 7. Digestibilidade in vivo das globulinas de linhaga

(% + DP)
Proteina Digestibilidade
Caseina 91,7+5,0
Globulina de linhaca 93,2+2,0

4.8 FATORES ANTINUTRICIONAIS NA FRAGAO ALBUMINA DA LINHACA

Os ensaios de inibigdo de enzimas digestivas pela fragdo albumina
mostraram a presenga de grande quantidade de inibidores de tripsina, que
resultou em 100% de inibicdo desta enzima. A presenca de inibidores reduziu
em 28,3% a atividade da quimotripsina, enquanto que as demais enzimas,
elastase pancreatica e a-amilases, tiveram baixa reducdo em sua atividade na
presenga das albuminas de linhaga (Figura 11). Nao foi detectada atividade

hemaglutinante nas albuminas com nenhum dos eritrécitos utilizados.
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Inibicéo da atividade enzimética %

tripsina quimotripsina elastase amilase salivar amilase
pancreatica pancreatica

Enzimas digestivas

FIGURA 11. Inibicdo da atividade de enzimas digestivas pela fracdo albumina da linhaca.
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5 DISCUSSAO

Atualmente, ha um crescente interesse da populagdo em incluir nos seus
habitos diarios o consumo de alimentos que promovam beneficios a saude, os
chamados alimentos com propriedades nutracéuticas ou funcionais. Dentre
eles tem se destacado a linhaga, que é utilizada geralmente na forma crua,
como suplemento alimentar. A composi¢ao da farinha de semente de linhaca
analisada neste estudo apresentou altos teores de lipidios (35,3%) proteinas
(23,2%) e fibras (13,4%), que foram similares aos encontrados em outros
estudos (MADHUSUDHAN; SINGH, 1983, TREVINO et al., 2000, COSKUNER;
KARABABA, 2007).

No fracionamento das proteinas da semente foi verificada a
predominancia de proteinas do tipo globulinas, compreendendo 82% do total
de proteinas da linhaga, 12% de albuminas, 5% de glutelinas e 1% de
prolaminas. O teor elevado de globulinas na linhaga foi descrito por
Madhusudhan e Singh (1985b), que mostraram que a linhaga possuia de 70 a
85% deste tipo de proteina de reserva e Sammour (1999) que publicou
percentuais mais baixos em torno de 40% de globulinas. Essas divergéncias
em relacado a literatura podem ser justificadas pelas variagdes proporcionadas
pelo método de analise utilizado e pela variedade de linhaga estudada.
Portanto, a linhaca, assim como a aveia, possui como proteinas de reserva
predominante as globulinas, assemelhando-se as leguminosas e nado aos
cereais que possuem ou prolaminas ou glutelinas como suas principais

proteinas de reserva (SHEWRY, 1995).
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Analise das fragdes protéicas por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS mostrou que a fracdo albumina possui bandas protéicas
de massa molecular em torno de 21 kDa, caracteristica de inibidores de tripsina
e outras com massas moleculares menores (RYAN, 1973, RICHARDSON,
1991). Nas globulinas foram visualizadas predominantemente 04 bandas mais
intensas, uma de alta massa molecular, possivelmente aglomerado de
proteinas, e 3 bandas protéicas de massa molecular entre 40 e 55 kDa.
Madhusudhan e Singh (1985b) isolaram a principal proteina da fragao
globulinica e verificaram que a proteina 12S da linhaga mostrou em SDS-PAGE
pelo menos cinco subunidades ndo idénticas com massas moleculares de 11
kDa, 18 kDa, 29 kDa, 42 kDa e 61 kDa, sendo as bandas de 18 kDa e 42 kDa
mais intensas. O estudo de Chung, Lei e Li-Chan (2005) constatou a presenca
de pelo menos 15 bandas protéicas dentre as quais se destacaram proteinas
de 40 e 48 kDa, apresentando perfil eletroforético bastante semelhante ao
reportado. Alguns autores verificaram que em condigdes redutoras as
globulinas de linhaga apresentam bandas de menor massa molecular, que néo
aparecem em condi¢gdes nao-redutoras, sugerindo a dissociacdo de cadeias
ligadas por pontes dissulfeto (OOMAH; MAZZA, 1998, SAMMOUR, 1999,
CHUNG,; LEI; LI-CHAN, 2005). Esse comportamento é tipico de proteinas de
reserva 11S compostas por cadeias acidas e basicas S-S ligadas que
caracterizam as proteinas tipo-leguminas (SAMMOUR, 1999), uma vez que as
vicilinas sao desprovidas de pontes dissulfeto (KHAN; GATEHOUSE;
BOULTER, 1980, CASEY et al., 1988, PEDALINO et al., 1992, MACEDO et al.,

1995, SHEWRY; NAPIER; TATHAM, 1995, CARBONARO, 2006).
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Diferente de outros cereais, o teor de proteinas da linhaca foi
comparavel ao das leguminosas (SHEWRY; NAPIER; TATHAM, 1995, NAVES
et al., 2004). Para verificar essa qualidade protéica da linhaga como unica fonte
de aminoacidos, foi realizado um experimento de avaliacao dos seus efeitos no
crescimento de ratos recém-desmamados. Os resultados obtidos mostraram
que em todos os parametros analisados (indices bioldgicos), ndo apenas o
consumo de alimentos foi determinante para a reducdo do crescimento dos
animais usados nos estudos. Trabalhos de mesma natureza também
verificaram déficit no ganho de peso de ratos alimentados com ragédo tendo
como fonte protéica a linhaga, onde foi atribuido baixa qualidade nutricional
deste alimento devido aos indices de crescimento insatisfatérios dos animais
(LEITE et al., 2006, LENZI et al., 2006, MUNIZ et al., 2006). Arora e Rajni
(2006) asseguraram a inocuidade da incorporacéo da linhaga a dieta, onde a
inclusdo de até 25% de linhaga na ragao de ratos mostrou alto valor bioldgico,
mas outros estudos demonstraram efeitos adversos na utilizagado de linhaca
como suplemento na alimentagdo de animais.

Apods 0 ensaio de avaliagado do crescimento dos ratos alimentados com
racao a base de linhaga, foi realizada a morfometria de epitélio intestinal do
segmento ileal dos ratos testados, sendo demonstrado que o consumo de
linhagca crua provocou diminuigdo no trofismo intestinal dos vilos quando
comparado ao do grupo que consumiu caseina. No entanto, ndo foi observada
hiperplasia compensatéria das criptas, fazendo com que a relacao vilo:cripta
tenha se mantido semelhante a do grupo protéico (caseina), o que nao foi
verificado no grupo aprotéico. Rangel et al. (2004) descreveram aspectos

histolégicos normais em epitélio intestinal de ratos alimentados com isolado
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protéico de feijao, mesmo tendo observado diminuigdo na taxa de crescimento
dos animais.

A relacao entre o baixo crescimento dos ratos associado a diminuicdo no
trofismo intestinal dos vilos poderia ser um indicativo do efeito deletério da
linhaca crua, entretanto ndo explica totalmente este efeito. Para isso foi
analisada a relacdo entre os fatores protéicos antinutricionais (inibidores de
enzimas digestivas de mamiferos e lectinas) presentes na fragdo albumina da
linhaca e a digestibilidade in vitro e in vivo da fragdo globulina (proteina de
baixa digestibilidade) com a taxa de crescimento dos ratos, a fim de elucidar
este efeito deletério.

Avaliagbes de qualidade nutricional de diversas leguminosas e cereais
comumente chamam atencdo para os efeitos lesivos que os compostos
antinutricionais  (proteinas deletérias e indigestas) podem causar,
principalmente quando esses alimentos sdo utilizados na forma crua.
Experimentos realizados com diferentes cultivares brasileiros de soja atribuiram
o efeito negativo no crescimento dos ratos a presenca de lectinas e inibidores
de tripsina, além de outros compostos téxicos (VASCONCELOS et al., 2001).
Leguminosas do género Canavalia alcangaram coeficientes ainda menores que
0os encontrados para linhaga, mesmo ofertando grdos cozidos e torrados aos
animais; eles identificaram a presenca de altos teores de compostos fendlicos e
lectinas na leguminosa crua, e embora a submetessem a tratamentos térmicos,
constataram uma acido deletéria dos compostos antinutricionais que
permaneceram ativos (SEENA; SRIDHAR; RAMESH, 2005, SEENA et al.,
2006). Até mesmo o uso de isolados protéicos de feijao (Vigna unguiculata) foi

capaz de acarretar prejuizos ao crescimento de ratos, mostrando efetivamente
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a interferéncia da presenca de inibidores de tripsina nos indices de crescimento
(RANGEL et al., 2004). Lee, Olomu e Sim (1991) reportaram diminuicdo do
crescimento e reducao na eficiéncia alimentar em frangos que se alimentaram
com dietas com 10 e 20% de linhaga; a incluséo de linhaga de 10 a 30% na
dieta de frangos resultou em significante reducéo na taxa de crescimento e o
resultado foi relacionado a fatores antinutricionais. Trevifio et al. (2000)
afirmaram que, apesar de boa qualidade aminoacidica, a adicao de linhaga
como fonte protéica na ragcdo de frangos provocou redugao na retencao de
nitrogénio e aminodacidos, provavelmente causada pela presenga de compostos
antinutricionais.

Muitos estudos com animais monogastricos tém relacionado os efeitos
deletérios, principalmente alteracbes metabdlicas do pancreas (aumento da
secrecdo enzimatica, hipertrofia e hiperplasia) e redugcdo da taxa de
crescimento, a presenga de inibidores de tripsina na alimentagdo (ALWESALI
et al., 1995). Nitsan e Liener (1976) estudaram o efeito de dietas com farinha
de soja crua e aquecida sobre os niveis de tripsina, quimotripsina e amilase no
pancreas de ratos. Estes autores concluiram que a ingestdo de soja crua, ao
contrario da soja cozida, estimulou a secrecdo das enzimas pancreaticas.
Neste caso, o inibidor de tripsina bloqueia a acido da tripsina resultando em
aumento excessivo da concentracdo plasmatica de colecistocinina, e desta
forma, o pancreas € continuamente estimulado a liberar mais enzima,
provocando hipertrofia pancreatica (LIDDLE; GOLDFINE; WILLIAMS, 1984).
Bender (1987) relatou que existem discordancias entre autores sobre a
hipertrofia de péncreas em animais, uma vez que, alguns pesquisadores

observaram aumento do niumero de células e outros aumentos do tamanho das
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células ou ambos fendmenos. Os resultados da pesquisa de Grant et al.
(1988), com ratos alimentados com proteina de soja, mostraram consideravel
aumento do tamanho do pancreas dos animais. Diferentemente de ratos e
galinhas, a ingestdo de farinha de soja e feijsio crus por porcos da india,
bezerros, cachorros e porcos ndao provocou hipertrofia pancreatica, contudo,
observou-se hiposecrecao das enzimas pancreaticas e sérica, depressao do
ganho de peso corporal ou perda de peso de animais (HASDAI et al., 1989). A
inibicdo do crescimento em animais jovens alimentados com leguminosas
cruas é provocada pela excessiva perda fecal de proteina secretada pelo
pancreas, visto que as enzimas pancreaticas sdo ricas em aminoacidos
sulfurados e esta perda endégena n&o pode ser compensada pela ingestao de
proteina de leguminosas (RACKIS; GUMBMANN, 1982).

Outro fator antinutricional associado a baixas taxas de crescimento,
quando presente na dieta, € a indigestibilidade de proteinas. As globulinas e
outras proteinas de reserva sao altamente indigestas devido a sua complexa
forma estrutural que é bastante refrataria a acdo de enzimas digestivas de
mamiferos (SHUTOV et al., 1995).

Os experimentos de digestibilidade in vitro mostraram que a fragéo
globulinica de linhaga nativa tem baixa digestibilidade por quimotripsina e
tripsina isoladamente e alta digestibilidade quando submetida a agdo com
pancreatina. A resisténcia de globulinas nativas a degradagao por tripsina e
quimotripsina é mostrada para esta classe de proteinas em diversas sementes
(SEIDL; JAFFE; JAFFE, 1969, SATHE; VENKATACHALAM, 2007), embora
algumas vezes a tripsina atue melhor que a quimotripsina na sua digestéo

(NEVES; LOURENCO, 1995, ARAUJO et al., 2002). Oliveira et al. (2004)
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também verificaram baixa digestibilidade por tripsina e quimotripsina de
globulinas de oito cultivares brasileiros de feijao (Vigna unguiculata) que, no
entanto, quando submetidas a digestdo por pepsina, apresentaram grande
degradacdo. Uma melhor digestibilidade da faseolina (globulina de Phaseolus
vulgaris) foi observada quando realizada uma digestdo seriada com pepsina e
pancreatina (GENOVESE; LAJOLO, 1996a). Isto foi igualmente verificado por
Sathe e Venkatachalam (2007) para globulinas de Vigna aconitifolia, que
afirmaram que o fato se deve a uma menor especificidade de hidrolise da
pepsina em relagao a tripsina e quimotripsina, e porque o pH ideal da pepsina
(entre 1 e 2) usado nos ensaios de digestibilidade pode provocar a
desnaturacdo das proteinas, aumentando a susceptibilidade do substrato a
protedlise. Apesar da fracdo nativa nao ter sido submetida a hidrdlise por
pepsina, acredita-se que a digestibilidade poderia ser melhorada na presencga
dessa enzima, embora alguns autores certifiquem pouca susceptibilidade a
hidrolise por pepsina de globulinas nativas (LIENER; THOMPSON, 1980,
DESHPANDE; NIELSEN, 1987, ARAUJO et al., 2002). Essas divergéncias de
resultados provavelmente se devem a diferencas de conformacao estrutural
nas proteinas estudadas (leguminas, vicilinas e ou proteinas semelhantes a
estas), que conferem maior ou menor suscetibilidade a degradagao pelas
enzimas digestivas de mamiferos.

O tratamento térmico das globulinas de linhaga melhorou a
digestibilidade tanto para tripsina e quimotripsina quanto para a pancreatina,
mostrando que a desnaturagao € eficaz no aumento da protedlise. Na digestao
das globulinas aquecidas a 100°C por 15 minutos foram observadas bandas de

baixa massa molecular que possivelmente seriam degradadas com o aumento
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do tempo de incubacdo com as enzimas. Numerosos estudos comprovam o
uso de tratamento térmico como meio de melhorar a digestibilidade de
globulinas (SALES; MACEDO; XAVIER-FILHO, 1992, SATHE; IDOURAINE;
WEBER, 1994, NEVES, LOURENCO; DA SILVA, 1996, ARAUJO et al., 2002,
LIMA et al., 2004, GUO; YAO; CHEN, 2007, SATHE; VENKATACHALAM,
2007).

Ainda que verificada uma grande protedlise das globulinas da linhaga
termicamente tratadas, a digestibilidade in vivo da fragdo nativa foi verificada
para auxiliar na elucidacao dos efeitos negativos no crescimento dos ratos
quando linhaca crua foi adicionada a dieta. Quando avaliada a degradagéo das
globulinas nativas durante a digestdo em ratos, foi constatado um alto
percentual de digestibilidade (93,2%), similar ao da proteina padréo (91,7%).
Santoro, Grant e Pusztai (1997) ofertaram faseolina com alto grau de
purificacdo para ratos e constataram apenas 37,5% de digestibilidade; Rangel
et al. (2004) encontraram um percentual de digestibilidade de 86,9% para um
isolado protéico de feijao de corda (Vigna unguiculata); ja para globulinas de
gréao de bico (Cicer arietinum) foi determinada uma digestibilidade de 83,6%
(RUBIO et al., 1998). O resultado obtido para as globulinas de linhaga €&
bastante interessante, visto que valores tdo adequados de digestibilidade para
uma fragdo ou isolado protéico de sementes sdo raramente encontrados na
literatura (Rubio et al., 1994), até mesmo em se tratando de alimentos ou
proteinas processadas termicamente (COELHO; SGARBIERI, 1995, OLGUIN
et al., 2003, MUKHOPADHAY; RAY, 2005, SEENA; SRIDHAR; RAMESH,
2005, SEENA, et al., 2006). Os resultados obtidos comprovam a boa qualidade

protéica da fragao globulinica da linhaga, pois sabe-se que alta digestibilidade



das proteinas de um alimento é uma caracteristica que atesta sua qualidade
nutricional.

Uma vez demonstrado que a fragao globulinica da linhaga possui uma
boa digestibilidade, tanto in vivo quanto in vitro (pancreatina), foi feita a
verificacdo da presenca de fatores antinutricionais protéicos na fragao
albuminica, onde foi detectada a presenca de alto teor de inibidores de
enzimas digestivas, com destaque aos inibidores de tripsina e, em menor
relevancia, para inibidores de quimotripsina. Madhusudhan e Singh (1983)
também observaram a presenca de inibidores de ftripsina, no entanto eles
analisaram extratos protéicos de farinha de linhaga processada (descascada,
delipidada e isenta de mucilagens); em seu estudo n&o foi detectada atividade
inibitéria para a-amilase salivar, e assim como no presente trabalho, nao foi
detectada atividade hemaglutinante. Os inibidores de proteases sdo os maiores
constituintes protéicos de sementes incluindo cereais, feijdes e tubérculos (5 a
15% das proteinas), pois os niveis de inibidores excedem os niveis necessarios
para o controle da protedlise celular, tornando-se assim, fatores antinutricionais
que afetam negativamente o crescimento de animais jovens (KLOSE; HILL;
FEVOLD, 1946, JONGSMA; BOLTER, 1997). Alguns autores descreveram
uma inativagcdo de inibidores de proteinases apds o transito pelo estbmago,
demonstrando que a digestdo gastrica € capaz de destruir os inibidores da
familia Kunitz, enquanto que os da familia Bowman-Birk retém sua atividade;
isso acontece devido a maior quantidade de pontes dissulfeto presente nessa
familia de inibidores, que proporciona maior estabilidade a sua estrutura
(ALARCON; MOYANO; DIAZ, 1999). Experimentos feitos com animais de

laboratério indicam que a ingestdo de inibidores de tripsina tem como
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consequéncia imediata a hipertrofia pancreatica, havendo assim uma limitacao
de aminoacidos para a sintese protéica normal nos demais tecidos, reduzindo
entdo o crescimento e desenvolvimento de cobaias e larvas de insetos
(BROADWAY, 1995).

E importante enfatizar que apesar da detecgdo de alta atividade inibitéria
de tripsina, que constitui um potencial fator antinutricional causador do retardo
no crescimento dos animais, ndo se pode descartar a acdo de outros
compostos antinutricionais (os quais ndao foram alvo de analises no presente
trabalho) — antagonista de vitamina B6 (linatina), glicosidios cianogénicos,
acido fitico, taninos, alérgenos, metais pesados e goitrégenos — que possam
atuar sinergisticamente, causando os efeitos deletérios quando a linhaga é
consumida na forma crua (MADHUSUDHAN; SINGH, 1983, ALONSO et al.,
1996, NIEDZWIEDZ-SIEGIEN, 1998, OOMAH; MAZZA, 1998, BATTHY, 1995,
apud TREVINO et al., 2000, ALZUETA et al, 2002, RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ; LEON; CUEVAS, 2003, ANGELOVA et al, 2004,
MUKHOPADHAY; RAY, 2005, CONNORS; YANG; LACUESTA, 2006).

Deste modo, embora a linhaga possua substéncias com alegacéo de
propriedade funcional e traga em sua composic¢ao elevado teor de proteinas de
boa qualidade nutricional, a presenca de inibidores de tripsina e outros fatores
antinutricionais limitam a sua utilizacdo como unica fonte de proteina na
alimentagdo sob a forma crua, representando um perigo para a saude. A
denominagéo da linhaga como “alimento funcional” é entdo questionada, uma
vez que essa classificagdo, segundo resolugdes da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2002), é direcionada a nutrientes

presentes nos alimentos, sendo atribuida propriedade funcional aos compostos
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e nao ao alimento como um todo; além disso, o alimento deve ser seguro para
0 consumo humano, sem necessidade de orientacdo e ou acompanhamento
médico (BRASIL, 1999a, BRASIL, 1999b, BRASIL, 1999c). Os resultados
encontrados demonstram a necessidade de estudos complementares que
possam auxiliar na determinag¢ao da quantidade e formas seguras de consumo

da linhaca com o intuito de isenta-lo de riscos a saude.
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6 CONCLUSOES

A A composigao centesimal da linhagca crua corroborou os altos teores de

lipidios (35,3%), proteinas (23,2%) e fibras (13,4%) descritos na literatura;

A O fracionamento das proteinas da linhaga resultou em 82% de globulinas,

12% de albuminas, 5% de glutelinas e 1% de prolaminas;

A A eletroforese das principais fracbes mostrou que nas albuminas ha bandas
de massa molecular semelhante a de inibidores de proteinases encontrados
em sementes, e que as globulinas apresentaram padréo eletroforético

semelhante ao de vicilinas;

A Os ensaios biolégicos demonstraram déficit no crescimento de animais
alimentados com linhaca crua, efeito observado tanto através dos parametros

nutricionais quanto na diminuigao do trofismo dos vilos intestinais;

A A digestibilidade in vitro das globulinas nativas da linhaca foi efetiva apenas
sob a acdo da pancreatina, porém apods o tratamento térmico o uso das
enzimas tripsina e quimotripsina isoladamente foi capaz de promover boa

digestéo das globulinas.



A A andlise da digestao in vivo das globulinas comprovou a alta digestibilidade
das mesmas, atingindo um percentual de 93,2% semelhante ao da proteina

padrao (91,7%);

A A fragcao albuminica da linhaca apresentou alta de inibicdo da atividade
triptica (100%), assim como inibicdo menos significativa de quimotripsina
(28,3%); a inibicdo de elastase pancreatica (14,5%), a-amilase salivar (10,8%)
e a-amilase pancreatica (1,5%) foi considerada baixa, e ndo foi detectada

atividade hemaglutinante;

A A linhaca € um alimento que possui substancias com propriedades
funcionais que, no entanto, apresenta em sua composicao fatores
antinutricionais, os quais podem acarretar danos ao organismo, devendo,
portanto, ser recomendada para consumo na sua forma crua apenas mediante

estudos que ratifiquem a sua qualidade nutricional.
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