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1 INTRODUCAO

A associagao entre habitos saudaveis de alimentacdo e o consumo de determinados
alimentos, com a boa salde da populacdo é uma constatacdo antiga que somente nas
Ultimas décadas ganhou maior impulso, direcionando as pesquisas para a busca de
evidéncias cientificas que possam explicar os mecanismos de acdo da cada um dos
componentes dos alimentos.

As proteinas sao substancias nitrogenadas complexas € componentes essenciais a
todas as células vivas, e estao relacionadas, praticamente, a todas as fungdes fisildgicas.
As principais fontes protéicas na alimentacdo humana sdo de origem vegetal e animal
(Bobbio e Bobbio, 2003). Cientistas em varias partes do planeta tém focado sua atengao
para as matérias-primas de origem vegetal e animal como fontes de compostos bioativos,
0S quais sdo reconhecidos por suas propriedades benéficas a salde humana. O termo
bioatividade se refere a componentes alimentares que podem afetar processos ou
substratos bioldgicos e, por este motivo, podem ter um impacto sobre as fungdes corporais
ou condicbes do organismo e, consequentemente, sobre a saiude em geral. Peptideos
biologicamente ativos vém sendo encontrados em hidrolisados enziméticos obtidos a partir
de diversas fontes protéicas e extensivamente estudados durante os Ultimos 15 anos, a fim
de atender os interesses de pesquisadores bem como da industria farmacéutica e
alimenticia no desenvolvimento de dietas contendo ingredientes funcionais, capazes de
modular fungdes fisioldgicas especificas (Das Neves et al., 2006; Sarmadi e Ismail, 2010).

Além das propriedades funcionais, tecnoldgicas e nutricionais, algumas proteinas
podem apresentar atividade bioldgica, como por exemplo, atividade antioxidante, que pode
estar associada aos peptideos bioativos presentes em determinadas sequéncias da
proteina, liberados apds a hidrélise enzimatica (Costa et al., 2007). Os peptideos bioativos
sdo cadeias sequenciais de aminoacidos de pequeno tamanho, contendo entre dois e
quinze residuos, inativos dentro da proteina, que podem ser liberados através de hidrélise,
exercendo efeitos benéficos para o organismo (Vioque et al., 2006). Estes peptideos podem
ser Uteis ndo s6 para a saude do individuo, mas também como antioxidantes naturais para a
conservacao de alimentos. No entanto sua atividade ira depender da composicao de
aminoacidos e do peso molecular (Das Neves et al., 2006), além das condicdes de
obtencao.

A hidrélise enzimatica consiste em uma reacao quimica catalisada por uma enzima
(uma hidrolase) que utiliza agua (H:.O) para quebrar uma molécula em duas outras
moléculas. Um dos produtos da reacdo catalisada recebera um grupo OH e, o outro

produto, um préton de hidrogénio que serao incorporados a suas estruturas quimicas. Em



geral, o processo de hidrélise € um tratamento que propicia o rompimento da molécula
protéica em unidades menores e tem se destacado na melhoria das propriedades
nutricionais e funcionais das proteinas (Boza et al., 2000) e mais recentemente nas
propriedades bioativas, especialmente na atividade antioxidante (Kim e Mendis, 2006; Elias
et al., 2008; Sarmadi e Ismail, 2010).

A producdo de odores e sabores desagradaveis, resultantes do desencadeamento
do processo oxidativo, pode tornar os alimentos inadequados para o consumo. Como
resultado da reagao entre o oxigénio e os acidos graxos insaturados ocorre a formagao de
compostos de baixo peso molecular, os quais sdo o0s principais responsaveis pelo
desenvolvimento de odores indesejaveis e mudancas na coloracdo € no sabor de alguns
produtos. Para retardar mudancgas oxidativas indesejadas, tém-se usado substancias
antioxidantes no processamento de alimentos, (Suetsuna, 2000). Embora os antioxidantes
sintéticos BHA (butil-hidroxi-anisol) e BHT (butil-hidrioxi-tolueno) sejam empregados como
aditivos alimentares para prevenir a deterioragdo dos alimentos e apresentem atividade
antioxidante mais forte que os antioxidantes naturais (incluindo a-tocoferol e &cido
ascorbico), existe uma preocupacao com relacdo a sua seguranca. Estudos relacionados
aos efeitos sinérgicos de aminoacidos, peptideos, proteinas e hidrolisados protéicos tém
sido realizados com o objetivo de desenvolver antioxidantes naturais e seguros (lto et al.,
1986; Kim et al., 2007; Foh et al., 2010).

Grandes esforcos vém sendo realizados para aproveitar a imensa quantidade de
residuos do processamento de alimentos, especialmente de origem animal, gerados a cada
ano, e transforma-los em novos produtos. Devido ao grande nimero de pesquisas sobre
compostos bioativos, ja foram identificados e aplicados em alimentos para consumo
humano, muitos compostos com atividade biolégica. Alguns trabalhos cientificos tém
demonstrado atividade antioxidativa de hidrolisados de gema de ovo (Park et al., 2001), de
pele bovina (Kim et al., 2001a), de proteinas de porco (Saiga et al., 2003), de proteina de
soja (Park et al., 2005), e de caseina (Kitts, 2005; Rossini et al., 2009). Muitos trabalhos ja
foram publicados sobre proteinas de pescado, porém poucos trabalhos sobre peptideos de
hidrolisados de frango foram publicados. As proteinas animais procedentes das matérias-
primas carneas bem como os residuos agroindustriais podem representar uma boa fonte de
peptideos bioativos. Uma vez demonstrada sua atividade, resisténcia a digestao e absorgao
in vivo, esses peptideos podem ser usados na conservacao e elaboragdo de alimentos
funcionais para a prevencgao de doencas.

A captura marinha de pescado contribui com mais de 50% do total da producéo
mundial de pescado e mais de 70% dessa producao tem sido utilizada para processamento.
Como resultado, anualmente uma quantidade consideravel do total capturado é descartada
como sobras do processamento, incluindo cabecas, barbatanas, pele, espinhos, visceras,



além de carapacas de crustaceos e mariscos. Estatisticas da FAO revelam que anualmente
o descarte dos residuos das industrias de pescado ultrapassa 20 milhdes de toneladas,
equivalente a 25% do total da produgdo mundial.

O Brasil é o terceiro maior produtor e lider mundial nas exportacdes de carne de
frango. A produgao total brasileira de carne de frango atingiu 12,3 milhdes de toneladas em
2010 e a estimativa de producdo para 2011 é de 12,9 milhdes de toneladas, ou seja, um
incremento de 4,8% sobre a produgdo de 2010. O frango é o segundo produto nas
exportagdes do agronegdcio e 0 sexto na pauta de exportagdes do pais. Nos abatedouros
de frango o descarte de material (penas, visceras, pés, cabeca, pele e sangue) representa
30% do peso total do animal, ou seja, 3,7 milhdes de toneladas de residuos que sao
descartados por ano (UBABEF, 2010).

A maioria dos subprodutos das industrias de processamento de pescado e frango é
destinada a producao de fertilizantes, farinha, racdo animal, 6leo e silagem, mas muitos
desses produtos apresentam baixo valor econémico. O trato inadequado desses
subprodutos industriais contribui para o agravamento dos problemas ambientais, pois,
quando nao podem ser transformados, sdo lancados em rios € mananciais, causando
poluicao, cujas consequéncias sdo conhecidas. Por isso, esses subprodutos apresentam
um grande potencial para as industrias de processamento de produtos de origem animal,
que podem converter e agregar valor a0os mesmos.

Para o desenvolvimento dessa tese foram escolhidas duas matérias-primas para
obtencao de hidrolisados protéicos: pescado e frango. A primeira devido a proposta de tese
ter sido apresentada dentro do programa de pdés-graduagdo em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos na linha de pesquisa “Valoragdo de Recursos Hidrobioldgicos”, e a segunda em
funcdo do Projeto Chill-On, no qual o Laboratério de Tecnologia de Alimentos da FURG é
um dos integrantes. Assim, esse trabalho propde estudar o efeito antioxidante de peptideos
obtidos a partir de hidrolisados enzimaticos de proteina de origem animal, com énfase em

pescado e frango.



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Produzir peptideos antioxidantes através de hidrélise enzimatica de proteinas de

pescado e de frango utilizando diferentes enzimas.

2.2  Objetivos especificos

- Produzir hidrolisados enzimaticos a partir de musculo € de ossos de castanha (Umbrina
canosai) e de frango (Gallus domesticus) utilizando as enzimas Flavourzyme, a-

Quimotripsina e Tripsina para a avaliagdo da atividade antioxidante;

- Caracterizar os hidrolisados protéicos (musculo e ossos) de pescado e de frango quanto a

sua composicao e atividade antioxidante;

- Fracionar os hidrolisados em fragbes peptidicas de diferentes pesos moleculares utilizando
ultrafiltragcdo por membranas;

- Caracterizar e comparar as fragdes peptidicas em relagao a atividade antioxidante;

- Avaliar a atividade antioxidante dos hidrolisados em um sistema alimenticio.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pescado

O pescado é uma das principais fontes de diversos componentes com elevado valor
nutricional, como as proteinas e os acidos graxos da série dmega-3, que trazem inUmeros
beneficios a saude (Brasil, 1997). O musculo é composto principalmente de proteinas de
elevado valor nutritivo e rico em aminodacidos essenciais, especialmete aqueles limitantes
em proteinas de origem vegetal (Neves et al., 2004). Além de ser importante na alimentagao
humana, proporciona o desenvolvimento de produtos de valor para a industria. A
composigao quimica do pescado depende de muitas variaveis, entre as quais se destacam
a espécie, idade, estado fisiolégico, época e regido de captura. O pescado de mais idade,
por exemplo, é geralmente rico em gordura e, portanto contém menor proporcao de agua
(Ordoiez, 2005).

O Rio Grande do Sul é responsavel por grande parte do potencial pesqueiro
nacional, apresentando um desembarque de 31.650,639 ton em 2008, dos quais a castanha
(Umbrina canosai) foi responsavel por 29,5% (IBAMA, 2009). A castanha (Figura 1), ou
“pargo branco” como é chamada no Uruguai e na Argentina, € um importante recurso
pesqueiro explorado principalmente no sul do Brasil. E uma espécie semi-gorda da familia
Sciaenidae com habito demersal. A pesca de castanha é sazonal, com a maior parte dos
desembarques concentrada no segundo semestre de cada ano, época em que o estoque
adulto se encontra em sua maior parte em &aguas brasileiras quando se deslocam,
acompanhando a penetracido de aguas mais frias, para desovar no litoral do Rio Grande do
Sul (Haimovici et al., 2006).

Segundo a FAO (2009), a proteina de origem animal mais consumida mundialmente
€ 0 pescado, no entanto o Brasil apresenta um baixo indice de consumo (9,03kg/per
capita/ano), quando comparado com paises europeus € americanos. Este indice, dentre
outros fatores, provalvemente deve-se a falta de conhecimento da importancia do pescado
na alimentagao. Conforme Neiva (2005) as perspectivas da demanda mundial de pescado
para consumo humano direto sdo determinadas pelo crescimento da populagcdo, mudancgas

de ingresso per capita e ritmo da urbanizacao.
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Figura 1. Castanha (Umbrina canosai)



3.2 Frango

Os habitos alimentares do homem moderno vém sofrendo alteracbes e
acompanhando o progresso tecnolégico das industrias alimenticias, que lancam cada vez
mais produtos no mercado. O Brasil é o terceiro maior produtor, e lider mundial nas
exportagdes de carne de frango. A producédo total brasileira de carne de frango atingiu cerca
de 12,3 milhdes de toneladas em 2010. A estimativa de producédo para 2011 é de 12,9
milhdes de toneladas, ou seja, um incremento de 4,8% sobre a producdo de 2010. E o
segundo produto nas exportagcdes do agronegécio e o sexto na pauta de exportagdes do
pais com estimativa de geracéo de 3,8 milhdes de empregos na cadeia produtiva (UABEF,
2010).

Em geral a composicdo da carne de aves depende de sua espécie, sexo, idade e
dieta. A carne de aves, especialmente de frango (Figura 2) é considerada de boa qualidade
nutricional pelo seu alto teor protéico, baixo colesterol e baixo teor de acidos graxos
saturados. Em geral, constitui de 18 a 20% do peso do musculo magro, enquanto que a
agua e a gordura representam acima de 75 e 5% respectivamente (Barbut, 2002). E um
alimento de facil digestdao, sendo indicado na alimentacao infantil, de pessoas idosas e
convalescentes. Contribui ainda, com 21% das necessidades diarias de calcio, nutriente

essencial que atua na preservacao dos o0ssos e dos dentes (Moraes, 1987).
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Figura 2. Frango (Gallus domesticus)

3.3 Proteinas de origem animal

Quimicamente, as proteinas sao polimeros (Figura 3) cujas unidades basicas sao os
aminoacidos, unidos entre si por ligagbes peptidicas (Figura 4) formando longas cadeias,
em varias estruturas geométricas e combinagbes quimicas para formar as proteinas
especificas, cada qual com sua atividade fisiologica. As proteinas sdo geralmente formadas
por aminoacidos padroes, sendo que a proporcdo dos mesmos varia conforme a

caracteristica da fonte de proteina (Sgarbieri, 1996).



Figura 3. Estruturas da proteina (Fonte: Nelson e Cox, 2004)

As proteinas da carne sao, essencialmente, muito similares em todos os animais de
abate, podendo ser classificadas, segundo sua solubilidade, em trés grandes grupos:
proteinas miofibrilares, sarcoplasmaticas e insollveis (Ordoéiez, 2005). Com raras
excegdes, as proteinas de origem animal apresentam melhor equilibrio de seus
aminoacidos essenciais e um maior indice de digestibilidade do que as de origem vegetal
(Sgarbieri, 1996).
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Figura 4. Ligacdo peptidica responsavel pela formacdo das proteinas (Fonte: Lehninger,
1995)

O muisculo do pescado (composto por uma mistura de fibras, uma matriz
extracelular, macrofagos e sangue) é constituido por varios grupos de proteinas; as que
formam a fracdo sarcoplasmatica, que desempenham funcbes bioquimicas nas células; as
proteinas miofibrilares do sistema contratii e as proteinas dos tecidos conjuntivos,
responsaveis principalmente pela integridade dos musculos (Penna et al.,1991).

Com relacao a quantidade das proteinas do pescado, pode-se dizer que sua carne é
excelente fonte protéica considerando alguma variagdo entre as espécies, ainda assim, o
teor é sempre alto, da ordem de 15 a 20%. Quanto a qualidade, esta apresenta todos os
aminoacidos essenciais, com elevado teor de lisina. A digestibilidade é alta, acima de 95%,
conforme a espécie, e maior do que nas carnes e no leite. O valor bioldgico é préximo de
100, determinado pela alta absorcdo dos aminodcidos essenciais. Em funcdo do
processamento, durante o congelamento, a qualidade protéica do pescado é mantida, no



entanto, um descongelamento inadequado pode levar a extracao de parte das proteinas. Na
industria pode-se concentrar a fragao protéica do pescado e produzir concentrados com teor
protéico de 95% ou superior (Oetterer, 1996).

As mudancgas que alteram a textura do pescado sdo resultado direto das mudancas
que ocorrem nas proteinas miofibrilares. No pescado, a proporgdo de proteinas
miofibrilares, em termos de proteina muscular, é superior a da carne dos animais de abate
como o frango, mas basicamente encontram-se os mesmos tipos de proteinas e quase nas
mesmas proporgoes relativas (Ordoéiez, 2005).

As proteinas do tecido conjuntivo (colageno, elastina e reticulina) constituem as
fibras extracelulares que, por sua vez fazem parte do tecido conectivo tipico que recobre as
fibras e os feixes musculares. O colageno é a proteina mais abundante nos animais de
abate, podendo atingir 30% do total das proteinas nos individuos adultos. Os tecidos ricos
em colageno compreendem 0ssos, cartilagens, tenddes e pele. O colageno é definido como
uma proteina que possui um ou mais dominios caracteristicos com conformacgao ftripla
helicoidal repetitiva de aminoacidos Gly-X-Y (onde X é prolina e Y hidroxiprolina). A
molécula de colageno é formada pelo entrelacamento em triplice hélice de trés cadeias
polipeptidicas chamadas cadeias alfa. Essa estrutura protéica justifica as propriedades
fisicas e biolégicas do colageno, sendo elas rigidez, solidez e estabilidade (Guimaraes et al.,
1995). O colageno tem composicdo em aminoacidos muito caracteristica: 33% dos residuos
de aminoacido que formam o colageno sado de glicocola e 23% de mistura de prolina e
hidroxiprolina. Outro aminoacido tipico do colageno é a hidroxilisina. O colageno e a gelatina
sao proteinas Unicas comparadas com as proteinas do musculo e essa diferenca deve-se
ao seu contetdo de aminodcidos os quais sdo ricos em aminoacidos apolares (acima de
80%) como glicina, alanina, valina e prolina. Além da pele de pescado, o colageno pode se
isolado a partir de ossos espinhas e barbatanas (Ordéfiez, 2005). No pescado sua
quantidade é quase sempre menor do que na carne dos animais de abate, variando de 3 a
10%, sendo que quando encontrado na pele, tendées e como parte do musculo esquelético,
influi muito na maciez da carne. As proteinas de pescado, ou derivadas dos subprodutos do
processamento, podem ser hidrolisadas enzimaticamente para recuperar essa biomassa
protéica que é descartada como residuo (Kim e Mendis, 2006). A transformacdo de um
material descartavel em um subproduto e finalmente em um produto, requer um longo
processo, baseado em tecnologia, conhecimento, necessidade, fatores econdmicos e
legislacao.

A carne de aves se destaca por ter uma aceitagdo quase universal entre as diversas
culturas e tradigées culinarias. Deve-se considerar também que essas carnes apresentam
baxo custo de producao, principalmente porque a conversao da ragdo em carne de frango é
alta (Godoy Filho, 1997). A evolugdo da tendéncia pela preferéncia por carnes brancas esta



vinculada a varios fatores: reducdo de custos na obtencdo da matéria-prima, pequena
oscilacdo de precos no varejo e oferta cada vez maior de produtos derivados como
presuntos, linguicas, hamburgueres, empanados, reestruturados, entre outros. A carne de
aves além de ser rica em proteinas, é também fonte importante de energia e de outros
nutrientes como vitaminas, minerais e lipidios. A carne de frango é bastante rica em ferro e
vitaminas do complexo B, em especial niacina e riboflavina, e € uma das mais consumidas
pela populacéo brasileira. O papel chave dos produtos alimenticios de origem animal na
dieta da maioria das civilizagbes reside na importancia destes alimentos serem
fornecedores de minerais, vitaminas e de proteina de alta qualidade. Por ser considerada
uma boa fonte de carne magra, é provavel que a demanda destes produtos continue em
alta por muitos anos (Moreira et al., 1998).

O aumento de consumo de produtos processados de frangos gera um grande
volume de componentes subutilizados da carcaga tais como, pele, coracdo, moela, pés
além da carne mecanicamente separada, os quais sdo ricos em colageno (Bonifer e
Froning, 1996). InUmeros residuos das industrias de carne que contém colageno poderiam
ser utilizados para a extracao desta proteina. Com excecao da sua utilizacdo como gelatina,
0 mesmo nao é muito aproveitado tecnologicamente (Barbut, 2002). Grandes quantidades
de residuos animais podem ser aproveitadas, principalmente em paises onde parte da
populacdo é subnutrida. A recuperacdo e transformagédo dos residuos das industrias de
alimentos assumem grande importancia, pois permitem nao sé diminuir o custo com
insumos principais, minimizar os problemas de poluicdo ambiental, como também criar
novas fontes alternativas de alimentos de alto valor nutricional com caracteristicas
sensoriais adequadas e prego acessivel, além de serem um potencial para a descoberta de
novos compostos e estruturas (Rosa, 2000).

3.4 Processos Enzimaticos

As proteinas podem ser modificadas intencionalmente por reagbes quimicas,
transformacobes fisicas, alteracdes genéticas ou pela utilizagdo de enzimas. As técnicas
envolvendo modificagdes quimicas das proteinas tém dado lugar aos métodos enzimaticos
pelo fato das reagdes hidroliticas &cida e alcalina serem totalmente inespecificas e
destruirem aminoacidos como o triptofano, o que compromete o seu valor nutricional. Essas
modificagbes podem ocorrer in vitro ou in vivo (Sgarbieri, 1996).

A hidrolise de proteinas alimentares é realizada por vérias razdes, incluindo
caracteristicas de melhoramento nutricional, retardamento da deterioragdo, aumento ou
diminuicdo da solubilidade, aumento de propriedades espumantes ou coagulantes, aumento

da capacidade emulsificante, prevencao de interacdes indesejaveis, remocao de sabores,
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odores, inibidores e ingredientes téxicos, entre outros. A hidrélise com enzimas é mais
indicada para a producao de hidrolisados com aplicagdes nutricionais, que os métodos
quimicos. O uso de enzimas na manipulagdo de proteinas garante maior especificidade,
controle e seguranga dos hidrolisados, obtidos do que a utilizagdo de meios quimicos. A
hidrélise enzimatica de proteinas produz peptideos com pesos moleculares variaveis e
alteracdes na estrutura nativa da proteina, assim como previne reagdes indesejaveis devido
a sua especificidade de acéo, utiliza condicbes moderadas de tratamento e menor energia
no processo, sendo possivel sua inativagao apds o uso (Kristinsson e Rasco, 2000b).

Também é possivel produzir hidrolisados com perfil peptidico bem definido, enquanto
que as hidrdlises acida e alcalina podem destruir L-aminoéacidos, produzindo D-aminoacidos
e ainda formar substancias toxicas. Isso & especialmente critico em hidrolisados protéicos,
onde a proporcao de aminoacidos, dipeptideos e tripeptideos é importante para a absorcao
pelo organismo (Lahl e Braun, 1994). Geralmente, a hidrélise enzimatica das proteinas
musculares é caracterizada por uma rapida fase inicial, durante a qual, varias ligacoes
peptidicas sao hidrolisadas. A seguir, esta taxa de hidrélise enzimatica decresce e atinge
uma fase estacionaria, na qual nenhuma hidrélise aparente ocorre (Kristinsson e Rasco,
2000a).

Varias enzimas hidroliticas de origem microbiana, vegetal e animal sdo empregadas
na hidrélise de subprodutos do processamento de alimentos. Os peptideos presentes nos
hidrolisados protéicos digeridos enzimaticamente tém mostrado diferentes propriedades
fisico-quimicas e atividades biologicas que dependem de sua sequéncia de aminoacidos e
de seu peso molecular. Sabe-se que o peso molecular dos fragmentos de peptideos é o
fator chave para sua atividade biolégica e para o desenvolvimento de métodos de
separagao desses peptideos (Li et al., 2008; Sarmadi e Ismail, 2010).

A hidrélise enzimatica de proteinas é importante para o preparo de produtos com
propriedades funcionais Unicas e caracteristicas benéficas relacionadas a saude sendo a
ferramenta mais importante para identificar diferentes compostos bioativos (Shahidi e Kamil,
2001). Ela tem sido empregada para converter biomassa subutilizada, a qual é geralmente
destinada a producao de racdo animal ou fertilizantes, em produtos protéicos.

Os hidrolisados podem ser classificados de acordo com o grau de hidrolise e com a
sua aplicacao, agrupando-se em trés classes: a) hidrolisados com baixo grau de hidrdlise,
para melhoria das propriedades funcionais; b) hidrolisados com grau de hidrélise variavel,
para a utilizagdo como aromatizantes; c) altamente hidrolisados, usados em alimentos para
fins especiais (Vioque, et al., 2001). O grau de hidrélise (GH) é definido como o nimero de
ligacbes peptidicas hidrolisadas em relacdo ao numero total de ligagbes peptidicas de uma
determinada proteina. Proteinas intactas tém valor de GH = 0% e uma proteina
completamente hidrolisada tem valor de GH = 100%. O GH é determinado pelas condigdes
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do processo (relacdo enzima:substrato, tempo, temperatura e pH) e influenciado pela
natureza da atividade enzimatica (Panyam e Kilara, 1996).

Os hidrolisados também tém sido utilizados como suplementos protéicos na
elaboracdo de dietas para a alimentacdo enteral de bebés e adultos enfermos, férmulas
hipoalergénicas para lactentes e lactantes, suplementos para praticantes de atividade fisica,
dietas para idosos e controle de peso (Candido e Sgarbieri, 2003).

Kristinsson e Rasco (2000a) informaram que a hidrolise protéica, com enzimas
proteoliticas selecionadas, possibilita controlar o grau de quebra da proteina, indicando que
a utilizacdo de proporcdes enzima/substrato e tempos de reacdo adequados, permitem a
producdo de hidrolisados com diferentes estruturas moleculares, funcionalidade e
bioatividade, encontrando aplicagdes na industria farmacéutica, de alimentos e de
cosmeéticos.

Logo, a aplicacao de tecnologia enzimatica € um método alternativo para um melhor
aproveitamento de espécies de pescado sem valor comercial € matérias-primas carneas
com grande disponibilidade como o frango e seus residuos do processamento. Esta pratica
eleva o valor protéico dos produtos tornando-os mais aceitaveis para o consumo humano na
forma de uma nova fonte alimentar, ou para a elaboragdo de compostos bioativos com
funcoes especificas (Diniz e Martin, 1996; Kim e Mendis, 2006).

Na ciéncia e tecnologia de alimentos, as enzimas sdo exploradas para realizar
determinadas funcdes em processos e analises facilitando a conversao de matérias-primas
em alimentos de alta qualidade. Estas tornam isso possivel porque seu sitio ativo é
altamente especifico para certos substratos, pois agem formando um complexo com o
substrato catalisando sua transformacéo (Kristinsson e Rasco, 2000a).

As enzimas sdo catalisadores bioquimicos essenciais para a sobrevivéncia, pois
aceleram reagdes quimicas entre os constituintes organicos das células. Existe uma grande
variedade de enzimas disponiveis comercialmente que diferem em relagao a fonte bioldgica,
atividade, pureza, forma fisica e caracteristicas tais como pH e temperatura étima, além de
seu preco. As enzimas utilizadas pela indlstria de alimentos € em pesquisas sao
predominantemente as hidrolases, a maioria carboidrases, seguido das proteases e lipases.
As enzimas proteoliticas, proteases ou proteinases pertencem ao grupo das hidrolases as
quais tém em comum o envolvimento da agua na formacédo do produto. As proteases
catalisam a reacdo de hidrélise das ligacdes peptidicas das proteinas, ocasionando a
transferéncia de componentes do substrato para a agua. Estas enzimas podem ser de
origem animal, vegetal ou microbiana (Whitaker, 1994).

As proteases estdo entre as enzimas mais estudadas e os preparados de enzimas
proteoliticas sdo economicamente o grupo mais importante, € seu uso esta bem

estabelecido na industria de alimentos. Sao caracterizadas de acordo com a especificidade
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de ligacdes peptidicas atacadas e seu mecanismo de acado. As enzimas utilizadas na
hidrélise da proteina de pescado possuem pelo menos uma caracteristica em comum que é
fazerem parte da categoria de alimentos e, se forem de origem microbiana, o organismo
produtor deve ser nao-patogénico. A escolha da enzima é normalmente determinada pela
combinacao entre eficacia e economia (Kristinsson e Rasco, 2000a). Usando proporgcoes
enzima-substrato e tempos de reacdo adequados é possivel produzir hidrolisados com
diferentes estruturas moleculares, diferentes propriedades funcionais e bioativas que podem
encontrar aplicagbes em varios produtos alimenticios (Onodenalore e Shahidi, 1996;
Sakanaka et al, 2005).

Quatro principais classes de proteases sao conhecidas, sendo denominadas pelo
grupo funcional principal no seu sitio ativo: serina, tiol, carboxil e metalo. As proteases sao
caracterizadas em endoproteinases e exopeptidases. As endoproteinases hidrolisam as
ligacbes peptidicas nas moléculas de proteinas, geralmente em residuos especificos a fim
de produzir peptideos relativamente grandes. As exopeptidases removem sistematicamente
aminodacidos do nitrogénio terminal, chamadas aminopeptidases ou do carbono terminal,
chamadas carboxipeptidases. Para hidrolisar proteinas alimentares, geralmente sdo usadas
endoproteinases, ocasionalmente combinadas com exopeptidases a fim de realizar uma
degradagao completa (Kristinsson e Rasco, 2000a). No processo de hidrélise, as enzimas
proteoliticas sdo utilizadas para solubilizar a proteina muscular, resultando em duas fases
distintas, a soluvel e a insoltvel. A fragédo insoluvel é utilizada como ragdo animal, enquanto
que a soluvel pode ser convertida em ingredientes e incorporada em alimentos. O
hidrolisado solivel pode ser submetido a desidratacdo resultando em uma forma mais
estavel, em po, com alta concentragao protéica (Diniz e Martin, 1996). A Figura 5 representa
um processo tipico de obtencdo de hidrolisado protéico sugerido por Kristinsson e Rasco
(2000a).
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Figura 5. Fluxograma do processo de obteng¢édo de hidrolisado protéico. (Fonte: Kristinsson
e Rasco, 2000a)

3.4.1 Flavourzyme

Flavourzyme (EC 3.4.11.1) também conhecida como leucil aminopeptidase, contém
atividade de ambas exo e endopeptidase, e é produzida por fermentagdo submersa do
fungo Aspergillus oryzae, desenvolvida pela Novozyme Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca).
Apresenta 6tima atividade em pH na faixa de 5-7 e temperatura em torno de 45-50 °C. A
hidrélise resulta na liberagdo de aminoacidos N-terminal de ordem sequencial Xaa + Yaa-,
onde Xaa representa o primeiro aminoacido hidrolisado e é preferencialmente Leucina, mas
pode ser outros, incluindo Prolina. Yaa representa o segundo aminoéacido hidrolisado e pode
ser Prolina (Hammershgj et al., 2008). A Flavourzyme tem sido amplamente utilizada para
producao de hidrolisados protéicos (Rossini et al, 2009; Martins et al., 2009; Hou et al.,
2011).

3.4.2 a - Quimotripsina
Serino endopeptidase (EC 3.4.21.1), a enzima a-Quimotripsina é obtida a partir do

quimotripsinogénio do pancreas bovino e suino e atua na hidrélise preferencialmente de

ligagbes peptidicas nos grupos carboxila da fenilalanina, tirosina, triptofano e leucina.
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Também atua na clivagem de ligagdes peptidicas nos grupos carboxila da metionina,
aspargina e glutamina. As condigcbes 6timas de atuacdo sdo pH variando de 7 a 9 e
temperatura em torno de 40 °C (IUBMB, 2011).

3.4.3 Tripsina

A Tripsina, serino endopeptidase (EC 3.4.21.4), é uma enzima mais seletiva em
relacdo a outras enzimas, catalisa preferencialmente a hidrélise de ligacdes peptidicas onde
0 grupo carboxila faz parte do residuo da lisina ou da arginina. Assim como a o-
Quimotripsina, suas condi¢cdes 6timas de atividade sdo, pH variando de 7 a 9 e temperatura
em torno de 40 °C (IUBMB, 2011).

3.5 Alimentos de natureza protéica com atividade biologica

Esta cada vez mais acentuada a procura por alimentos, que de um modo especifico,
oferegam beneficios a salde dos consumidores. Por isso, tem crescido o interesse por
parte das industrias em incorporar as dietas ingredientes que contenham substancias
capazes de oferecer beneficios a salde. Em principio, todos os alimentos desempenham o
papel funcional de nutrir o organismo, fornecer energia e contribuir para a preveng¢édo de
doencas, pois fornecem elementos para o crescimento, desenvolvimento e manutencao das
atividades vitais (Bello, 1995). Geralmente a producdo de insumos e alimentos
industrializados para consumo humano gera boa rentabilidade, mas atualmente a
espectativa de valorizagao de certos produtos a partir da produgédo de compostos bioativos
desperta interesse tanto dos setores industriais como de instituicdes de pesquisa. Esses
compostos podem ser extraidos e purificados com tecnologias que variam das mais simples
as mais complexas, pois tais compostos podem envolver a preparacao e o isolamento de
peptideos bioativos, oligossacarideos, acidos graxos, enzimas, minerais e biopolimeros,
para aplicacoes biotecnoldgicas e farmacéuticas (Kim e Mendis, 2006).

Ha consideraveis evidéncias de que proteinas intactas e peptideos podem entrar na
circulagdo em quantidades fisiologicamente importantes, como demonstrado por Chabance
et al. (1998), que detectaram dois fragmentos da ass-caseina (residuos 1-23 e 1-21) no
plasma humano, 20 min e 1 h apds a ingestao de leite fermentado. Os peptideos funcionais
sdo absorvidos principalmente pela via paracelular, ou seja, qualquer substancia solivel em
agua que nao tenha um transportador especifico pode ser absorvida por difusdo passiva
entre os enterécitos (Shimizu, 1999). Em seguida, entram para a circulagcdo sanguinea via
sistema porta-hepatico, atingindo os 6rgaos especificos, onde exercem suas atividades.
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Dentre as propriedades fisiol6gico-funcionais que os peptideos podem desempenhar
destacam-se:

« atividade opidide;

* acao estimulante do sistema imunolégico;

» aumento da biodisponibilidade de minerais, particularmente do calcio;

« atividade antitlcera, anti-hipertensiva e anticarcinogénica;

» atividade anti-tumoral e antimicrobiana;

« capacidade de complexagao aos acidos biliares e

» atividade antioxidante.

Os chamados peptideos opiodides sao aqueles derivados da hidrélise enzimatica de
proteinas alimentares que apresentam afinidade por receptores opidides. Assim como 0s
opidides enddgenos, caracterizam-se por similaridades na sequéncia primdaria, como por
exemplo, a presenca de tirosina na porcao N-terminal. Alguns destes peptideos, quando
injetados na corrente sanguinea, induzem um efeito analgésico. Devido a a¢ao no sistema
nervoso, estes podem estimular a atividade do pancreas endécrino e reduzir o tempo de
transito gastrintestinal, neste caso afetando diretamente o aumento da absorgdo de
aminoacidos (Costa, 2004).

O sistema imunolégico pode ser modulado pelas imunoglobulinas presentes no soro
do leite através da transmissdo da imunidade passiva. A partir dessa observagado, a
industria de alimentos tem desenvolvido produtos como o Inmune milk™ enriquecido com
imunoglobulinas produzidas por vacas imunizadas contra diversos patégenos da microbiota
intestinal humana (Richards, 2002). A atividade estimulante do sistema imunolégico também
pode ser manifestada por peptideos derivados da hidrélise de outras proteinas do leite,
como a k-caseina e a-lactoalbumina. Os caseinofosfopeptideos originados da hidrélise das
caseinas inibem a cristalizacdo e precipitagdo do célcio e fosfato e sdo resistentes a
hidrélise pelas enzimas pancreaticas. Dessa forma, eles apresentam uma grande
importancia na disponibilidade do célcio, embora também possam atuar como carreadores
de outros elementos, como zinco, ferro e cobre (Meisel, 1998).

De acordo com Kahlon e Woodruff (2002) acredita-se que a menor incidéncia das
doencas coronarias nos paises asiaticos seja devido ao elevado consumo de soja e
derivados. O mecanismo de agao proposto inclui a reducido da absorcdo do colesterol ou
acidos biliares e alteragdo no metabolismo hepético de colesterol e lipoproteinas por meio
da complexacdo com proteinas da soja, durante a digestdo. Esses autores também
observaram o mesmo potencial hipocolesterolémico na proteina do feijao preto.

O desenvolvimento de alimentos funcionais significa uma maneira eficaz de
incrementar os beneficios terapéuticos de muitos alimentos convencionais, além de manter

seu nivel de aceitagdo como produto natural. Esta revolugdo comegou na década de 80,
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quando estudos clinicos divulgaram os efeitos deletérios a salude relacionados ao consumo
excessivo de alimentos refinados, ricos em gorduras saturadas e sodio, e pobres em fibras
(Bello, 1995). Conforme De Felice (1995) neste mesmo periodo houve a divulgacdo dos
beneficios das fibras na prevengdo do cancer do célon, o que deu suporte a introdugao,
pela industria americana, dos alimentos enriquecidos com fibra dietética, gorduras
insaturadas de estrutura 6mega e B-caroteno, como substancia de atividade antioxidante.

Diversos pesquisadores tém relatado que alguns peptideos derivados de ostras
mostraram atividade antihipertensiva inibindo a agéo da enzima conversora de angiotensina
| (ACE) tao intensa quanto outros peptideos naturais. Esses peptideos exibiram atividade de
diminuicdo da pressdo sanguinea em ratos espontaneamente hipertensivos (Je et al.,
2005b).

A capacidade das proteinas de soro de melhorar as defesas antioxidantes do
organismo e reduzir a carga de oxidantes esta surgindo como uma das mais promissoras
contribuicbes para a saude em geral. De acordo com Walzem (2007) os peptidos derivados
da proteina de soro, administrados por meio da alimentagéo, tiveram bom desempenho
como inibidores de tensao oxidante em ratos, mesmo com baixos niveis de vitamina E

alimentar.

3.6 Historico sobre o uso de antioxidantes

O retardamento das reacbes oxidativas por certos compostos foi primeiramente
registrado por Berthollet, em 1797, e depois esclarecido por Davy, em 1817. O curso da
rancificagdo de gorduras permaneceu desconhecido até Duclaux demonstrar que o oxigénio
atmosférico era o maior agente causador de oxidacao dos acidos graxos livres. Varios anos
mais tarde, Tsujimoto descobriu que a oxidacdo de triglicerideos altamente insaturados
poderia provocar odor de ranco em 6leo de pescado. Wright, em 1852, observou que indios
americanos do Vale de Ohio preservavam gordura de urso usando casca de omeiro
(Ramalho e Jorge, 2006).

O uso de antioxidantes na industria de alimentos e seus mecanismos funcionais tém
sido amplamente estudado. O conhecimento atual das propriedades de varios produtos
quimicos para prevenir a oxidacdo de gorduras e alimentos gordurosos comegou com
estudos classicos de Moureu e Dufraise. Durante a 12 Guerra Mundial e pouco depois, estes
pesquisadores testaram a atividade antioxidante de mais de 500 compostos. Esta pesquisa
basica, combinada com a vasta importancia da oxidagdo em praticamente todas as
operagdes de producdo, desencadeou uma busca por aditivos quimicos para controlar a
oxidacao, que ainda hoje esta em curso (Bailey, 1996; Ramalho e Jorge, 2006).

Das centenas de compostos que tém sido sugeridos para inibir a deterioracdo das
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substancias oxidaveis, somente alguns podem ser usados em produtos para consumo
humano. Na selecdo de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes propriedades: eficacia
em baixas concentragdes (0,001 a 0,01%); auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor,
no sabor e em outras caracteristicas do alimento; compatibilidade com o alimento e facil
aplicacao; estabilidade nas condicdes de processo e armazenamento sendo que o
composto e seus produtos de oxidagcdo nao podem ser téxicos, mesmo em doses muitos
maiores das que normalmente seriam ingeridas no alimento (Bailey, 1996). A medida da
oxidagao lipidica do radical livre, o estresse oxidativo e os antioxidantes sdo amplamente
discutidos em muitas areas de pesquisa. A geracdo descontrolada de radicais livres que
atacam a membrana lipidica, proteinas e DNA é conhecida por estar envolvida em muitas
doencas como diabetes mellitus, cancer, doencas inflamatérias, neurodegenerativas entre
outras (Butterfield et al., 2002). Além disso, na escolha de um antioxidante deve-se
considerar também outros fatores, incluindo legislacao, custo e preferéncia do consumidor
por antioxidantes naturais (Rafecas et al., 1998).

3.7 Antioxidantes mais utilizados em alimentos

Os antioxidantes podem ser definidos como um conjunto heterogéneo de
substancias formadas por vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos
vegetais e, ainda, enzimas, que bloqueiam o efeito danoso dos radicais livres (Bianchi,
1999). Segundo o FDA (Food and Drug Administration), sdo substancias utilizadas para
preservar e estender a vida-Util dos alimentos que possuem lipidios oxidaveis, retardando as
reacoes de oxidacdo (Pokorny, 1991). Estes compostos inibem nao s6 a peroxidagao
lipidica, mas também a oxidagao de outras moléculas como, proteinas, DNA, entre outras.

Os antioxidantes mais abundantes sdo compostos aromaticos que contém pelo
menos uma hidroxila podendo ser sintéticos como o butilhidroxianisol (BHA) e o
butilhidroxitolueno (BHT), largamente utilizados pela industria alimenticia, ou naturais, como
substancias bioativas (organosulfurados, fendlicos, terpenos, carotendides e &cido
ascorbico) que fazem parte da constituicado de diversos alimentos (Velioglu et al., 1998;
Melo e Guerra, 2002).

3.7.1 Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na indUstria de alimentos séo

butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), propilgalato (PG) e tercbutilhidroquinona
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(TBHQ). A estrutura fenodlica destes compostos (Figura 6) permite a doacao de um préton a
um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o
mecanismo de oxidagdo por radicais livres. Dessa maneira, os derivados fendlicos
transformam-se em radicais livres. Entretanto, estes radicais podem se estabilizar sem

promover ou propagar reagoes de oxidagao (Ramalho e Jorge 2006).

(?/E([‘H ), (CHy),C \@/C{CIL}

BHA BHT
OH OH

HO. i JOH i ~C(CH,),
COOC.H, OH
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Figura 6. Estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos (Fonte: Ramalho e Jorge, 2006)

Estudos toxicolégicos tém demonstrado que estes antioxidantes apresentaram efeito
carcinogénico em experimentos com animais. Em outros estudos, o BHA mostrou induzir
hiperplasia gastrointestinal em roedores por um mecanismo desconhecido. Em humanos, a
relevancia dessa observacdo nao esta clara, mas a reducao do nivel de hemoglobina e a
hiperplasia de células basais foram atribuidas ao uso de TBHQ (Botterweck et al., 2000).
Em funcéo disso, existem varias regulamentacbes em diferentes paises para o controle da
quantidade destes compostos em alimentos. No Brasil, o uso destes antioxidantes é
controlado pelo Ministério da Saude que limita 200 mg/kg para BHA e TBHQ e 100 mg/g
para BHT como concentragbes maximas permitidas (Brasil, 1998).

3.7.2 Antioxidantes naturais

Nos ultimos anos, tém-se dado énfase as pesquisas em busca de substancias com
atividade antioxidante, provenientes de fontes naturais, que possam atuar sozinhas ou
sinergicamente com outros aditivos prevenindo a deterioragdo oxidativa de alimentos,
limitando assim, o uso de antioxidantes sintéticos (Melo e Guerra, 2002; Kim et al., 2007).

Compostos tipicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de fendis, acidos
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fenolicos e seus derivados, flavonéides, tocoferois, fosfolipidios, aminoacidos, acido fitico,
acido ascorbico, pigmentos e esterdis (Roesler et al., 2007). Entre os antioxidantes naturais
mais utilizados podem ser citados tocoferois, acidos fendlicos e extratos de plantas como
alecrim e salvia. O tocoferol, por ser um dos melhores antioxidantes naturais € amplamente
aplicado como meio para inibir a oxidacao dos 6leos e gorduras comestiveis, prevenindo a
oxidacao dos acidos graxos insaturados. A legislacdo brasileira permite a adicdo de 300
mg/kg de tocoferbis em 6leos e gorduras, como aditivos intencionais, com fungdo de
antioxidante (ABIA, 1999). Os tocoferéis (Figura 7) estao presentes de forma natural na
maioria dos Oleos vegetais, em alguns tipos de pescado e atualmente sao fabricados por
sintese. A atividade antioxidante dos tocoferdis é principalmente devida a capacidade de
doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos interrompendo a propagagao em
cadeia (Ramalho e Jorge, 2006). Os acidos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um
anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou
metoxila na molécula, que conferem propriedades antioxidantes. Os antioxidantes fendlicos
funcionam como sequestradores de radicais e, algumas vezes, como quelantes de metais,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo. Os produtos
intermediarios formados pela agao destes antioxidantes sdo relativamente estaveis, devido
a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (Shahidi et al., 1992).

¢ - tocoferol: R, =R, =R, =CH,

B - tocoferol: R, =R,=CH,;R,=H
¥ - tocoferol: R, = H; R, = R, =CH,
& - tocoferol: R, = R, =H; R, = CH,

Figura 7. Molécula dos tocoferéis (Fonte: Ramalho e Jorge, 2006)

A adigado de a-tocoferol como antioxidante em carnes e produtos carneos tem sido
descrito por varios pesquisadores. O a-tocoferol também tem sido utilizado em
suplementacdo de dietas de animais onde foi investigado o seu efeito antioxidante contra
peroxidacao lipidica de carnes e produtos derivados. A cor das carnes é um dos atributos de
qualidade considerado muito importante. Em carnes frescas, o pigmento responsavel pela
cor € a mioglobina (pigmento heme) que pode estar sob trés formas, dependendo
principalmente do estado de oxidacdo do ferro do grupo heme (Barreto et al., 1999). A
mioglobina reduzida apresenta coloragdo vermelha purpura, a metamioglobina (mioglobina
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oxidada), coloragdo marrom e a oximioglobina (mioglobina oxigenada), coloragao vermelha
brilhante. Varias investigacbes tém demonstrado que o a-tocoferol suplementado em dietas
de animais ou adicionado diretamente nos produtos melhora a estabilidade da cor de carnes
e seus produtos (Barreto et al., 1999).

Juntamente com diversos antioxidantes naturais conhecidos, como vitamina C,
polifendis, flavondides e carotendides, peptideos com propriedades antioxidantes também
sao o foco de recentes pesquisas (Sarmadi e Ismail, 2010).

3.8 Classificacdao e Mecanismo de Acao dos Antioxidantes

De acordo com seu modo de acgao, os antioxidantes podem ser classificados em
primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, biolégicos, agentes quelantes e
antioxidantes mistos (Sanchez-Moreno, 2002). Dentre eles os antioxidantes mistos incluem
compostos de plantas e animais que tém sido amplamente estudados como antioxidantes
naturais em alimentos, incluindo varias proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados de
acido cinamico (acido caféico). A Figura 8 representa o mecanismo de agao dos
antioxidantes.

ROO*+ AH —» ROOH+ A*

R*+ AH — RH+ A"

onde: ROO® e R® - radicais livres; AH - antioxidante
com um atomo de hidrogénio ativo ¢ A® - radical inerte

Figura 8. Mecanismo de agao dos antioxidantes primarios (Fonte: Ramalho e Jorge, 2006)

O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é abstraido pelos radicais livres R™ e
ROQO’ com maior facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Assim
formam-se espécies inativas para a reagdo em cadeia e um radical inerte (A’) procedente do
antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou

propagar as reagdes oxidativas (Ramalho e Jorge, 2006).
3.9 Atividade antioxidante dos peptideos

A oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producido de energia necessaria
para as atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas
células vivas também leva a produgdo de radicais. Oxidantes sdo compostos produzidos
pelo metabolismo normal do corpo e, se ndo controlados, podem provocar grandes danos.
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O estresse oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento de muitas doencgas crénicas e
degenerativas, incluindo o cancer, doencas cardiacas, doencas degenerativas como
Alzheimer, além de estar envolvido no processo de envelhecimento. O balango entre o
estresse oxidativo e as fungdes antioxidantes dos organismos vivos parece ter um papel na
carcinogénese. Desde entdo, o interesse nesta area levou pesquisadores a buscarem
peptideos antioxidativos a partir de diversas proteinas (Roesler et al., 2007). O potencial
antioxidante de um composto é determinado pela reatividade do mesmo como doador de
elétrons ou hidrogénio, capacidade de deslocar ou estabilizar um elétron desemparelhado,
reatividade com outro antioxidante e reatividade com oxigénio molecular (Oliveira, 2005).

Peptideos antioxidantes obtidos a partir de hidrolisados enzimaticos de esqueleto de
linguado de cauda amarela foram produzidos por Jun et al. (2004), através de hidrélise com
pepsina e enzima do intestino de cavala e apés, purificados e caracterizados. Os autores
determinaram a sequéncia de aminoacidos do peptideo antioxidante isolado e verificaram
que 0 mesmo era composto de 10 residuos de aminoacidos, Arg-Pro-Asp-Phe-Asp-Leu-Glu-
Pro-Pro-Tyr, o qual continha residuos de tirosina, que é um potente doador de hidrogénio.

No estudo de Je et al. (2005c) a proteina do esqueleto de polaca do Alaska
(Theragra chalcogramma) foi hidrolisada com enzimas enddgenas de cavala. Os
hidrolisados foram fracionados de acordo com o peso molecular, usando um sistema de
ultrafiltracdo por membranas, obtendo-se cinco fragbes com diferentes pesos moleculares.
Em seguida os autores determinaram a atividade antioxidante dos hidrolisados e
compararam com o antioxidante natural a-tocoferol. A fracdo que apresentou a maior
atividade antioxidante foi purificada e a sequéncia do peptideo foi verificada como sendo
Leu-Pro-His-Ser-Gly-Tyr com um peso molecular de 672 Da.

No trabalho de Mendis et al. (2005b) foi proposta uma investigacao in vitro do efeito
antioxidante de peptideos obtidos a partir da hidrélise de gelatina de pele de lula gigante,
empregando trés enzimas: tripsina, a-quimotripsina e pepsina. Os autores relataram que o
grau de hidrolise, assim como a atividade antioxidante auxiliaram na inibicao da peroxidacao
lipidica medida em sistema modelo com acido linoléico. Os hidrolisados foram fracionados
usando a técnica de ultrafiltragdo por membranas e como esperado, a maior atividade
antioxidante foi observada na fracdo peptidica com menor peso molecular (<3000 Da).
Segundo os pesquisadores, a hidrolise favoreceu a atividade antioxidante dos hidrolisados,
pois 0s mesmos sao constituidos de pequenos peptideos com elevado grau de hidrélise.

Os hidrolisados de gelatina de lula, obtidos por Mendis et al. (2005b), se
apresentaram ricos em aminodcidos hidrofébicos (>51%) e a abundancia desses
aminoacidos era esperada por exercerem alta afinidade com &cido linoléico. Dois peptideos
(P1 e P2) com os maiores potenciais antioxidantes foram purificados e caracterizados como
sendo Phe-Asp-Ser-Gly-Pro-Ala-Gly-Val-Leu (880,18 Da) e Asn-Gly-Pro-Leu-Gin-Ala-Gly-
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Pro-Gly-Glu-Arg (1241,59 Da). Os autores relatam que especificamente, residuos de
fenilalanina e leucina no N-terminal e C-terminal podem contribuir para a atividade e que a
atividade antioxidante dos peptideos de gelatina de pele de lula deve-se a hidrofilicidade-
hidrofobicidade na sequéncia e também ao baixo peso molecular de P1 podendo
desempenhar uma maior atividade antioxidante em relagao a P2.

Suetsuna (2000) estudou a atividade antioxidante de peptideos obtidos a partir de
musculo de camarao hidrolisado por varias proteases e verificou que leucina pode favorecer
a atividade antioxidante quando presente no C-terminal. Segundo o autor, o hidrolisado
digerido com pepsina por 20 h, em pH 2,0, a 37 °C, apresentou a maior atividade
antioxidante. Trés peptideos foram isolados e suas estruturas foram identificadas como
sendo lle-Lys-Lys, Phe-Lys-Lys, Phe-lle-Lys-Lys. O autor concluiu que em relacdo ao
aminoacido amino-terminal dos peptideos antioxidantes, a isoleucina, um aminoacido
alifatico, foi mais significativa como antioxidante que a fenilalanina. Provavelmente os
aminoacidos com residuos hidrofébicos aumentam a interagdo entre os peptideos e os
acidos graxos.

Relatos dizem ainda que a agregacao de proteinas através de qualquer ligacao
secundaria ou covalente, também tem sido resultado da oxidacdo e diminuicdo na
disponibilidade do a-amino-grupo da lisina e perdas de aminoacidos como histidina, tirosina,
metionina, lisina e cisteina resultam da oxidagdo de sistemas proteina-lipidio. Alguns
peptideos que contém aminoacidos de cadeia ramificada (valina, leucina e isoleucina),
mostraram significativa atividade antioxidante. Dipeptideos contendo tirosina e triptofano no
aminoacido (N-terminal), e histidina e metionina no (C-terminal), apresentaram maior
atividade antioxidante que uma mistura de componente de amino&cido em sistemas
aquosos (Suetsuna, 2000).

A atividade antioxidante de carnosina e histidina tem sido relatada e atribuida a
habilidade para doar hidrogénio capturando o radical peroxi-lipidico, ou a habilidade
quelante e sequestrante do radical lipidico pelo anel imidazol (Suetsuna, 2000 e Je et al.,
2005c¢). Park et al. (2001), estudaram a atividade antioxidante de peptideos de gema de ovo
contendo histidina. Estes atribuiram essa atividade a habilidade quelante e de captura do
radical lipidico pelo anel imidazol. Além disso, o peptideo identificado pelos autores
apresentou um residuo de tirosina, assim como no estudo de Jun et al. (2004), a qual € um
potente doador de hidrogénio na sequéncia.

No trabalho de Tsuge et al. (1991) foi isolado um potente peptideo antioxidante, Ala-
His-Lys, a partir de hidrolisado de albumina de ovo, onde His-Lys e uma mistura dos
aminoacidos nao tiveram qualquer atividade, mas Ala-His se mostrou tdo potente quanto o
peptideo original.

A atividade antioxidante de peptideos obtidos a partir de gelatina hidrolisada de pele
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de polaca do Alaska foi descrita por alguns pesquisadores, € comparada com antioxidantes
comerciais BHT e a-tocoferol. Os extratos de gelatina foram hidrolisados e fracionados
consecutivamente em trés etapas, inicialmente com Alcalase, seguido de Pronase E, e
colagenase. Os resultados mostraram que a atividade oxidativa do acido linoléico foi inibida
pela adicdo dos hidrolisados de gelatina. Apo6s purificacdo das fracdes, foram isolados dois
peptideos (P1 e P2) a partir da fracao que apresentou maior atividade antioxidante, sendo
sua sequéncia de amino&cidos identificada. Os autores verificaram que os peptideos eram
compostos respectivamente de 16 e 13 residuos de aminoacidos na seqgéncia Gly-Glu-Hyp-
Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly para o peptideo P1. O peptideo P2
apresentou a mesma seqgéncia Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly,
exceto para trés residuos adicionais de aminoacidos (Gly-Glu-Hyp) no N-terminal do
peptideo P1. A atividade antioxidante dos peptideos isolados, P1 e P2, foi determinada e
verificou-se que P2 mostrou atividade antioxidante maior que P1, comprovando que a
mesma depende da segéncia de amino&cidos (Kim et al., 2001b).

No estudo apresentado por Saiga et al. (2003), apds hidrolise de proteina miofibrilar
do musculo suino com papaina e Actinase E, verificou-se a presenca de peptideos
antioxidantes. Embora o maior constituinte de aminoacidos de ambos hidrolisados foi Gix,
Asx e Lys, a composicao de aminoacidos dos hidrolisados obtidos com papaina foi diferente
dos obtidos a partir de Actinase E, e o conteido de aminoacidos hidrofébicos dos
hidrolisados de papaina foi maior que nos hidrolisados obtidos com Actinase E.

Mendis et al. (2005a) estudaram as propriedades antioxidantes de um peptideo com
potencial radical sequestrador, obtido de hidrolisados de gelatina de pele de hoki (Johnius
belengerii), preparado enzimaticamente. O peptideo foi purificado e separado a partir da
fracdo mais ativa e nomeado pelos autores de peptideo derivado de gelatina com radical
sequestrante (GRSP). Estes observaram que na segéncia do GRSP mais de 50% dos
residuos eram compostos de aminoacidos hidrofébicos e leucina. Segundo os autores o
elevado potencial antioxidante desse peptideo era esperado devido a ampla hidrofobicidade,
a qual pode levar a uma maior interacao entre os peptideos e os acidos graxos. Além disso,
a hidrofobicidade e a posicdo especifica dos residuos de aminoacidos na seqgéncia da
cadeia peptidica representam um papel importante na atividade antioxidante.

Estudos realizados com extrato de carne de aves atribuiram a atividade antioxidante
do mesmo a dois peptideos, anserina (B-alanil-L-1-metil histidina) e carnosina (B-alanil-metil
histidina) derivados do musculo esquelético animal, sendo estes capazes de inibir a
oxidagao lipidica catalisada por ferro heme e nao-heme. O estudo utilizou uma técnica de
desmineralizagdo e a enzima papaina, a fim de reduzir os niveis de prooxidantes, mantendo
elevado os niveis de anserina e carnosina em extratos de carne de aves (frango, peru e

pato). Os extratos desmineralizados apresentaram maior quantidade de anserina, carnosina
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e ferro heme e ndo-heme, que os extratos ndo desmineralizados. Os autores observaram
que a capacidade de doar hidrogénio dos extratos de carne de frango, desmineralizados e
ndo desmineralizados, nao apresentou diferenca significativa, no entanto, os extratos de
carne de frango desmineralizados mostraram maior habilidade quelante do ferro que os néo
desmineralizados (Huang e Kuo, 2000).

Todas estas evidéncias tém levado pesquisadores a sugerir 0 uso de peptideos
como ingredientes funcionais na preservagao de alimentos e de doencas relacionadas a
dieta, porém somente nos ultimos anos vém aumentando os estudos para determinar a
atividade antioxidante desses peptideos derivados de hidrolisados de proteina animal.
Segundo Meisel (1998), é importante obter dados suficientes, baseados em estudos com
modelo humano, animal e celular, para que a avaliagao clinica das substancias bioativas
derivadas dos alimentos nao seja super estimada. Além disso, pesquisar as alteragcdes em
longo prazo e a ocorréncia de efeitos adversos é fundamental para avaliar a atividade
antioxidante dos peptideos.

3.10 Métodos para determinacao da atividade antioxidante

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com substratos
lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas instrumentais.
Embora existam poucos estudos in vivo realizados até a data, estudos in vitro, usando
diferentes ensaios quimicos tém indicado o potencial de peptideos derivados de alimentos
como agentes antioxidantes para controlar varios processos oxidativos em alimentos e
também no corpo humano (Frankel e Finley, 2008). Estes testes tém se tornado
ferramentas usuais e extremamente necessarias na selecao inicial de substancias que
possam ser utilizadas como farmacos, auxiliando os pesquisadores na avaliacdo da
atividade de substancias isoladas de produtos naturais, bem como obtidas de fontes
sintéticas. Além disso, estes métodos podem auxiliar na escolha das espécies de planta ou
animais para estudos quimicos e farmacoldgicos, e comprovar a presenca de substancias
antioxidantes em alimentos.

Visando proporcionar ao consumidor alimentos com maior grau de qualidade,
existem diversas metodologias descritas na literatura para quantificacdo da oxidacao
durante o processo de armazenamento. Devido a larga divergéncia dos resultados de testes
com antioxidantes naturais em alimentos, muitos protocolos e diretrizes tém sido
estabelecidos no sentido de trazer ordem e concordancia a este importante campo (Frankel
e Finley, 2008).
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3.10.1 Método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

O método da atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH, foi inicialmente
proposto por Blois (1958), e tem sido amplamente utilizado para determinar a atividade
antioxidante de alimentos (Thiansilakul et al., 2007; Je et al., 2009; Ngo et al., 2010;
Bougatef et al., 2010; Liu et al., 2011). A molécula de DPPH ¢é caracterizada como um
radical livre estavel em virtude do desemparelhamento do elétron na molécula. Este
desemparelhamento confere a molécula uma coloracdo violeta, caracterizada por uma
banda de absor¢do em 500 nm. Este ensaio se baseia na medida da capacidade
antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o radical DPPH (Figura 9),

reduzindo-o a hidrazina.
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Figura 9. Formas radicalar (a) e ndo radicalar/reduzida (b) do DPPH. (Fonte: Rufino et al.,
2007)

Quando uma determinada substancia que age como doador de atomos de
hidrogénio é adicionada a uma solucdo de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca
simultdnea na coloracdo de violeta a amarelo palido. Esta habilidade foi primeiramente
avaliada espectroscopicamente por ressonancia de elétron spin, uma vez que a intensidade
do sinal do radical DPPH ¢ inversamente relacionada com a concentragdo do antioxidante
testado e o tempo de reacdo. Entretanto, o método de controle mais utilizado é o
decaimento da absorbancia no comprimento de onda, produzido pela adigdo do antioxidante
a uma solugéo alcodlica do radical DPPH. Este método é considerado, do ponto de vista
metodolégico, um dos mais faceis, precisos e reprodutivos na avaliacdo da atividade
antioxidante (Alves et al., 2010).

3.10.2 Método de sequestro do radical hidroxila (OH-)

O radical hidroxil (OH+) € um dos mais deletérios radicais livres, pois sua meia-vida é
muito curta e dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Em experimentos in vitro pode ser
sequestrado facilmente devido a sua alta reatividade, porém para que esse resultado se

reproduza in vivo é necessario que sejam ministradas altas concentragdes de antioxidante.
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Este radical frequentemente ataca as moléculas por abstracdo de hidrogénio e pode ser
gerado através da reacdo do H,O, com metais de transicdo ou pela homdlise da agua por
exposicao a radiagdo ionizante (Sarma e Sharma, 1999). Um dos métodos especificos para
determinar o sequestro do radical hidroxil é o ensaio empregando-se a 2-deoxirribose.
Neste ensaio, OHe é gerado pela reacdo do cloreto férrico (FeCl;) e &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) na presenca de ascorbato, que reage para formar Ferro
(IN-EDTA juntamente com ascorbato oxidado. O H.O, reage com Ferro (II)-EDTA para
formar Ferro (Ill)-EDTA e OH- através da reacdo de Fenton. O radical formado pode entéo
reagir com 2-deoxirribose para formar produtos que, sob aquecimento com &cido
tiobarbitarico (TBA) em pH baixo, apresentam coloragdo rosada, sendo monitorado por
espectrofotometria na regido do visivel (532 nm). Substancias que tenham propriedades
antioxidantes podem competir com a 2-deoxirribose pelo radical, produzindo uma diminuicao

na intensidade da coloracao (Gutteridge e Halliwell, 1988).

3.10.3 Meétodo Sequestro do radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS")

O ensaio do sequestro do radical 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
€ baseado na inibicdo, por antioxidantes, da absorbancia do cation radical ABTS" que tem
um espectro de absorgdo caracteristico de comprimento de onda longo com absorgao
maxima principal a 415 nm e absor¢gbes maximas secundarias em 660, 734 e 820 nm.
Modificacdo do método foi introduzida por uma técnica de descoloracdo em que o radical é
gerado diretamente em uma forma estavel usando persulfato de potassio (Re et al., 1999).
Posteriormente, o radical formado é misturado com o antioxidante no meio reacional (Figura
10) e a percentagem de inibicao da absorbéncia a 734 nm é calculada e plotado como uma
funcdo da concentragao de antioxidantes.
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Figura 10. Estabilizacdo do radical ABTS® por um antioxidante e sua formacdo pelo
persulfato de potassio (Fonte: Rufino et al., 2007)
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O uso habitual de Trolox como um padrao, permite que o ensaio seja chamado de
atividade antioxidante em equivalentes de Trolox (TEAC), ou seja, a concentracdo da
solugdo de Trolox (mmol/L) com um potencial antioxidante equivale a 1,0 mmol/L da
substancia em estudo. Como o cétion radical ABTS" pode ser dissolvido em meio aquoso e
etanol acidificado, este ensaio é capaz de testar a atividade antioxidante dos compostos

hidrofilicos e lipofilicos (Kuskoski, et al., 2005).

3.10.4 Inibicao da peroxidacao lipidica

Neste ensaio, os hidroperéxidos gerados durante a oxidagcdo do acido linoléico
reagem com o sulfato ferroso, dando origem ao sulfato férrico e, em seguida, ao tiocianato
férrico, de cor vermelho sangue, que é monitorado espectrofotometricamente a 500nm
(Nascimento et al., 2010). Segundo Chen et al. (1996), o decréscimo da densidade 6tica
causada por uma substancia antioxidante revela a interrupcdo da oxidacdo em decorréncia
da nao disponibilidade do acido linoléico no meio da reacédo e do surgimento de produtos

secundarios oriundos da degradacao dos hidroperoxidos.

3.10.5 Poder Redutor

O teste do poder redutor baseia-se na capacidade de alguns composos reduzirem o
fon ferricianeto ([Fe(CN)e)*] a ferricianato ([Fe(CN)s)*] e, na presenca do ion férrico
(proveniente do FeCls;) na solugdo, formam o composto azul da Prissia. E um método
baseado na transferéncia de elétrons e mede a habilidade de um potencial antioxidante
transferir um elétron a fim de reduzir radicais, metais ou carbonilas, o qual usa como
indicativo a mudanga de cor do oxidante (Sun e Tanumihardjo, 2007). Conforme aumenta a
capacidade dos compostos em doar elétrons para que a reacdo de reducdo ocorra, a
solugdo fica mais escura. Portanto o aumento da absorbancia, indica maior potencial
redutor da amostra (Yen e Chen, 1995).

3.11 Separacado de compostos bioativos usando ultrafiltracdo por membranas

Uma membrana pode ser definida como uma barreira semipermeavel, que separa
duas fases e restringe o transporte de uma ou varias espécies quimicas de maneira
especifica. O transporte de espécies selecionadas pela membrana é alcancado pela
aplicagdo de uma forga motriz através da mesma. Esta pode resultar de gradientes de

pressao, concentragdo, potencial elétrico ou temperatura. O processo de separagdo por
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membranas € caracteizado pelo fato do fluxo de alimentagcédo originar dois fluxos, o do
retentado (concentrado) e o do permeado, o que implica que, um dos fluxos sera o
resultado da separagcédo (produto) (Tullio, 2007). A Figura 11 ilustra o processo de

separagao por membranas.
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Figura 11. Correntes do processo de separacao por membranas (Fonte: Montagnoli, 2005)

As membranas geralmente sdo especificadas através de seu peso molecular de
corte ou “cut off”. O “cut off” de uma membrana é definido como sendo o peso molecular da
proteina globular que é 90% retida pela membrana (Rosenberg, 1995). Levantamentos
bibliograficos tém mostrado até o momento que pesquisadores vém usando uma faixa de
permeabilidade das membranas de ultrafiliracdo, compreendida geralmente entre 1000 e
30.000 Da, para fins de estudos de separacao de produtos bioativos.

Os sistemas de ultrafiltragdo utilizam membranas com peso molecular de corte
variando, geralmente, de 1-200 kDa e tamanho de poro de aproximadamete 0,01um. Agua
e solutos de baixo PM fluem através da membrana, constituindo o "permeado” (Rosenberg,
1995). O grau de concentracao é determinado pelo aumento da viscosidade do retentado,
sendo que existe um limite de concentragcéo, diretamente relacionado ao volume minimo de
retentado necessario para alimentar o sistema, sendo definido pelo tipo de equipamento e
condi¢des de processamento, utilizados. A ultrafiltragdo permite concentrar solutos de alto
peso molecular presentes em solugcdes sem aplicacdo de calor e sem uso de condicoes
fisicas e/ou quimicas severas. Para as proteinas isso significa concentrar, sem qualquer
modificagcdo drastica na estrutura e na funcionalidade. Assim é possivel concentrar as
proteinas com o minimo de desnaturacao, sem perda significativa de atividade. Durante a
ultrafiltracdo, com a retirada do permeado através da membrana, pode ocorrer a formagao
de uma camada secundaria dos componentes retidos sobre a superficie da membrana. Este
fendbmeno é conhecido como concentracdo polarizada ou, se a camada superficial se torna
aderente a membrana, o termo “fouling” € mais apropriado, levando a queda gradual do
fluxo, diminuicdo do rendimento do processo e da eficiéncia de separagdo na membrana.
Isto é causado principalmente pela precipitacdo de sais e/ou adsor¢ao de proteinas na
superficie e dentro dos poros da membrana (Carié et al., 2000).
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O processo de separacao por membranas vem sendo empregado em diferentes
areas industriais, proporcionando as seguintes vantagens: baixo consumo energético, nao
requer aditivos quimicos, sdo sistemas compactos e de facil ampliacdo de escala,
apresentam a possibilidade de emprego em sistemas continuos e podem ser combinados
com outros processos de separagdo. Sao exemplos de aplicagbes ja estabelecidas a
separagdo de proteinas, a clarificacdo de liquidos, a concentracdo de produtos e a
esterilizacao a frio (Kelly et al., 2000).

Membranas com “cut off” de baixo peso molecular, como por exemplo, 500, 1000 e
3000 Da sao recomendadas para concentrar pequenos peptideos com diferentes
bioatividades a partir de fracbes de elevado peso molecular. Sistemas de ultrafiltracao,
equipados com membranas de peso molecular de corte apropriadas, sdo eficientes na
separagdo de peptideos com pesos moleculares desejados a partir de hidrolisados de
pescado. Esse € um método comum que usa uma classe de enzimas que permitem
digestdo enzimatica sequencial para obter peptideos com funcionalidade (Kim e Mendis,
2006).

3.12 Desmineralizacdao

Ossos, espinhas, peles e cabecas de pescado, separados durante o processamento
podem servir de uma fonte adicional de proteinas, principalmente de colageno. Os ossos e
espinhas sdo um dos principais subprodutos rendendo cerca de 15% do peso do animal.
Eles contém colageno, uma proteina do tecido conjuntivo, bem como sais minerais,
principalmente fosfato de calcio e carbonato. E possivel obter colageno nativo a partir de
0Ss0s apos prévia desmineralizacdo. O processo de desmineralizagdo tem por objetivo a
retirada de materiais inorganicos presentes na amostra (Moura et al., 2006). Para dissolver
0s sais minerais a partir de elementos 6sseos HCI é geralmente utilizado. EDTA também
pode ser empregado para desmineralizagdo, uma vez que forma sais sollveis com muitos
metais e minerais (Skierka et al.,, 2007). O colageno possui uma ampla variedade de
aplicagbes na industria farmacéutica, cosmética, de materiais biomédicos, de alimentos,

entre outros (Kittiphattanabawon et al., 2005).
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ESTUDO DA DESMINERALIZAGAO DE OSSOS DE PESCADO E DE FRANGO

Graciela Salete Centenaro, Myriam Salas-Mellado, Carlos Prentice-Hernandez

RESUMO

Pele, ossos, espinhas, entre outros, separados durante o processamento de produtos
carneos podem ser uma boa fonte de proteina, especialmente de colageno. Para obtencao
de colageno nativo a partir de ossos é necessario um tratamento prévio de desproteinizacao
e desmineralizagdo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar os melhores
parametros para a desmineralizagcdo de ossos de pescado e frango utilizando solugbes de
HCl e EDTA um complexante de ions metalicos. O melhor efeito da desmineralizagdo foi
obtido com solucao de HCI 1,0 mol/L. Apés 48 h de extracao, 99,4 e 95,4% das substancias
minerais foram solubilizadas para os ossos de pescado e para ossos de frango,
respectivamente. Paralelamente, a menor perda de colageno também foi observada nessas
condigoes. O processo realizado empregando solugdes de EDTA foi menos eficaz do que
com solugdo de HCI. Apés 48 h de extragdo com EDTA 0,1 mol/L, 37,5 e 32,4% dos
compostos minerais foram removidos dos ossos de pescado e dos ossos de frango,
respectivamente. Uma maior eficiéncia foi alcancada com solugdo de EDTA 0,5 mol/L. O
rendimento do processo foi de cerca de 66,6% a partir dos ossos de pescado e 70,6% a
partir os 0ssos de frango. A desmineralizacdo com EDTA nao provocou perda de colageno.

Palavras-chave: frango; pescado; ossos; desmineralizacao; colageno

ABSTRACT

Skins, bones, backbones, among others, that were separated during the meat products
processing can be a good source of proteins, especially collagen. To obtain native collagen,
previous deprotenization and demineralization treatment of bones is necessary. Therefore,
the aim of this work was to determine best parameters for demineralization of fish and
chicken bones using HCI solutions, and EDTA a complexing metal ions. The best
demineralization effect was achieved with 1.0 mol/l HCI solution. After 48 h of extraction,
99.4 and 95.4% of mineral substances were solubilized, respectively, for fish and chicken
bones. In parallel, the smallest loss of collagen, was also observed in these conditions. The
process conducted using EDTA solutions was less effective than that with HCI solutions.
After 48 h extraction in 0.1 mol/l EDTA only about 37.5 and 32.4% of mineral compounds
were removed from fish and chicken bones, respectively. Somewhat higher efficiency was
reached with 0.5 M EDTA solution. The yield of the process reached about 66.6% for fish
and 70.6% for chicken bones and demineralization with EDTA did not cause loss of
collagen.

Keywords: chicken; fish; bone; demineralization; collagen
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6.1 INTRODUCAO

Dados estatisticos indicam que existe no Brasil uma oferta anual de subprodutos de
origem animal (ossos, cascos, chifres, gorduras, aparas de carne, pele e visceras)
equivalente a 8,8 milhdes de toneladas, com potencial para ser transformado em produtos
de valor agregado, movimentando aproximadamente R$ 3,5 bilhées (SINCOBESP, 2010).

O colageno, uma proteina fibrosa que esta presente nesses subprodutos de origem
animal, desempenha um papel fundamental na manutengao da estrutura de varios tecidos e
orgaos, e tem sido amplamente aplicado em industrias de alimentos, cosmética e
farmacéutica, por apresentar boas propriedades biolégicas e funcionais (Miller, 1983; Rocha
et al., 2002; Olsen et al., 2003; Zelechowska et al., 2010). Por outro lado, grande parte dos
subprodutos ricos em proteinas, sdo ainda usados para produzir farinhas para racao animal
ou fertilizantes e, quando nao aproveitados, sdo descartados poluindo o meio ambiente.
Diante disso, a recuperacao e modificacdo dos residuos assumem grande importancia, uma
vez que permitiiam ndo sé diminuir o custo dos insumos e minimizar os problemas de
poluicao ambiental, como também criar novos ingredientes e oferecer no mercado, produtos
mais variados e de menor preco.

Para a eficaz separagdo do colageno presente nos subprodutos sélidos, alguns
componentes, como lipidios, cinzas e proteinas nao-colagenosas, devem ser removidos
(Nagai et al. 2000; Kittiphattanabawon et al., 2005), pois a presenca destes prejudica as
propriedades fisico-quimicas dessa proteina.

O colageno de pescado, especialmente de espécies de aguas frias, difere do de
outros animais devido ao menor conteudo dos aminodacidos prolina e hidroxiprolina (Park,
2000) ou ainda pela sua elevada solubilidade em acidos diluidos (Kittiphattanabawon et al.,
2005). Para dissolver os sais minerais a partir de elementos 6sseos é geralmente usado
acido cloridrico (HCI). EDTA também pode ser usado para essa finalidade, uma vez que
forma complexos solUveis com muitos metais e minerais (Skierka et al., 2006). Varios
estudos tém mostrado o aproveitamento de subprodutos para producao de colageno e sua
aplicacdo na obtencg&o de diferentes compostos com propriedades nutritivas, funcionais e
bioativas (Nagai e Suzuki, 2000; Morimura et al., 2002; Sadowska et al., 2003; Ogawa et al.,
2004; Kittiphattanabawon et al., 2005; Li et al., 2007; Li et al., 2009; Zelechowska et al.,
2010).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar a melhor condicdo para a
desmineralizagdo de ossos de pescado e ossos de frango utilizando solucdes de HCI e
EDTA simultaneamente, com a menor perda de colageno, para que estes posteriormente
sejam utilizados como fonte efetiva na elaboracao de diversos produtos.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Matérias-primas

Os ossos de pescado, doados pela industria Pescal S/A, localizada na cidade de Rio
Grande, RS-Brasil, foram separados manualmente do musculo da castanha (Umbrina
canosai) ap6s o processo de filetagem. Os ossos de frango, doados pela Cia. Minuano de
Alimentos localizada na cidade de Lajeado, RS-Brasil, foram separados do musculo
mecanicamente. Ambas as matérias-primas foram trituradas em um moinho de facas
(Thomas Scientific — modelo Wiley Mill - EUA) e armazenadas a -20 °C em sacos de

polietileno até o momento do uso.

6.2.2 Remocao de proteinas nao-colagenosas

As proteinas nao-colagenosas foram removidas dos ossos de acordo com o
procedimento descrito por Skierka et al. (2006), com algumas modificacbes. As amostras
foram misturadas com solucao de NaOH 0,1 mol/L (1:2, p/v), homogeneizadas a 600 rpm
em homogeneizador eixo-hélice (IKA®, modelo RW28, Staufen, Alemanha) por 5 min e
mantidas a 4 °C. Apds 24 h a mistura foi centrifugada a 9000 x g (Biosystems, modelo
MPW-350/350R, Brasil) durante 20 min e o sobrenadante foi descartado. Esse
procedimento foi novamente repetido. O material sedimentado foi lavado com agua
destilada fria, para eliminar o NaOH e as proteinas musculares remanescentes, até a agua
de lavagem atingir pH neutro e entdo novamente centrifugado a 9000 x g (Biosystems,
modelo MPW-350/350R, Brasil).

6.2.3 Processo de desmineralizacao

Os ossos foram desmineralizados de acordo com Skierka et al. (2007), com algumas
modifica¢des, usando solugdes de HCI 0,5 e 1,0 mol/LM ou EDTA 0,1 € 0,5 mol/L (1:4, p/v).
As amostras foram homogeneizadas a 600 rpm (IKA®, modelo RW28, Staufen, Alemanha)
por 2 min e mantidas por 48 h a 4 °C com mudancga da solucdo apds 24 h. Os 0ssos
desmineralizados foram entdo filtrados em tecidos de algoddo e armazenados sob
congelamento a -20 °C em sacos de polietileno sua utlizacdo. O rendimento da
desmineralizagéo foi calculado através da equagéo 1:

W = (A-B)/A x100 (1)
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onde: W = rendimento da desmineralizacdo dos o0ssos (%); A = massa de cinzas na

matéria-prima (%); B = massa de cinzas na amostra desmineralizada (%).
6.2.4 Composicao proximal das amostras

O conteudo de umidade, peso seco, cinzas, lipidios e nitrogénio total foram
determinados de acordo com metodologia da AOAC (1995). O conteludo de proteina foi

calculado usando o fator de conversao de nitrogénio de 5,5.
6.2.5 Determinacao de Hidroxiprolina

O conteldo de hidroxiprolina foi determinado apés hidrélise das amostras com HCI
6,0 mol/L a 110 °C por 8 h sob refluxo, de acordo com metodologia descrita por Della Torre
et al. (2004). A hidroxiprolina oxidada a pirrol pela cloramina T em tampao citrato-acetato pH
6,0, converte-se em um complexo avermelhado pela reagdo com o reagente de Ehrlich (p-
dimetilaminobenzaldeido em &cido perclérico/2-propanol). A absorbancia foi medida a 558
nm e os resultados foram calculados a partir de uma curva de calibragao de hidroxiprolina.

A perda de colageno (%) foi determinada como a taxa de hidroxiprolina presente nos
0ssos apds a desmineralizacdo com solugdes de HCI ou EDTA, em relagdo a sua

concentracao inicial na matéria-prima.
6.2.6 Analise Estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. Os valores médios para
alguns parametros foram comparados através de andlise de variancia (ANOVA) com o

auxilio do programa STATISTICA® vers&o 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA). As diferencas
significativas (p<0,05) entre os resultados foram identificadas usando teste de Tukey.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1 Composicao proximal dos ossos de castanha e de frango
Na Tabela 1 esta apresentada a composicao proximal dos ossos de pescado e

frango. Os resultados da composicao quimica dos ossos de pescado sdo semelhantes aos
valores encontrados para polaca do Alaska (Hou et al., 2011). O valor de hidroxiprolina
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(b.u.) para os ossos de frango in natura (7,5 mg/g) foi maior que para os 0ssos de pescado
(4,8 mg/g). Valores semelhantes foram relatados com “bigeye snapper” no trabalho de
Kittiphattanabawon et al. (2005). Segundo a AOAC (1995), a hidroxiprolina &
quantitativamente determinada como medida do material colagenoso. O conteldo de
colageno (b.u.) nas matérias-primas foi de 3,9 e 6,0% para os ossos de pescado e de
frango, respectivamente. Levando em consideracao a proporcdo de colageno na proteina
total, pode-se avaliar que os ossos de pescado e os 0ssos de frango continham 37,7 e
27,0% (b.s.) de proteinas nao-colagenosas, peptideos e aminoacidos livres,
respectivamente. Dessa forma, as proteinas nao-colagenosas podem ser recuperadas em

grande parte por extracao alcalina. O restante do peso seco consiste de cinzas e de lipidios.

Tabela 1. Composicao proximal dos ossos de pescado e de frango.

Concentragéo (%)?

Componente Matéria-prima Ap0s desproteinizacao
Pescado Frango Pescado Frango
Umidade 71,015 55,2+1,3 71,5+1.8 62,5+1,5
Proteina (N x 5,5) (b.u.) 15,1+0,9 18,1+0,9 12,6 £ 0,9 13,8+0,9
Cinza (b.u.) 13,3+0,6 15,9+1,7 14,9+ 0,6 21,0 +1,7
Lipidios (b.u.) 1,6 £0,3 10,7+0,8 0,9 £0,4 2,7+0,8
Colageno (b.u.) 3,9+0,4 6,0£0,2 74+0,7 9,1+0,9

Valores médios * desvio padrao de trés repeticdes (b.u. = base umida).

O colageno é a unica proteina que contém quantidade relativamente elevada e
constante de hidroxiprolina, sendo este aminoacido utilizado para quantificar o colageno
presente em um tecido (Pardi et al., 1993; Price e Schweigert, 1994). A Figura 1 representa
a composicao proximal (b.s.) dos ossos de pescado e de frango antes e apds o processo de
remocao das proteinas nao-colagenosas. Apos a desproteinizagdo, os ossos de pescado e
os ossos de frango apresentaram 52,4 e 56% de cinzas e 26 e 24,2% de colageno (b.s.),
respectivamente. Evidenciou-se um aumento no conteddo de cinzas apds o processo de
desproteinizacdo, indicando que o hidroxido de so6dio ndo foi completamente removido
durante o processo de lavagem para neutralizacdo do pH. Além disso, as proteinas nao-
colagenosas aderidas as matérias-primas foram solubilizadas durante a desproteinizagao
concentrando a fragcdo de cada componente. Em relacdo ao teor de lipidios observou-se
uma diminuicao de 5,3 para 3,1% nos ossos de pescado e de 23,8 para 7,2% (b.s.) nos
ossos de frango.
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Figura 1. Composicao proximal (%) dos ossos de pescado e frango antes (A) e apos (B) a o

pré-tratamento de desproteinizagao (b.s.).

6.3.2 Desmineralizacao com solugao de HCI

A etapa de desmineralizagdo tem por objetivo reduzir o conteldo de cinzas da
matéria-prima (Moura et al., 2006). O rendimento da desmineralizacido depende da
concentracao de HCl e do tempo de processo. A quantidade de minerais dissolvidos
aumentou com o aumento da concentracdo de HCI, dentro da faixa estudada (Figura 2). A
maior porcentagem de minerais foi removida dos 0ssos de pescado e dos ossos de frango
(99,4 e 95,4%, respectivamente) com tratamento em solucdo de HCI 1,0 mol/L, durante 48
h, trocando a solucdo ap6s 24 h. Usando o mesmo procedimento, 92,1 e 81,6% dos
minerais foram extraidos empregando solucdo de HCI 0,5 mol/L. Durante a
desmineralizagdo com HCI, pequena parte do colageno, contido nas espinhas e nos 0ssos,
foi solubilizada. Segundo Skierka et al. (2007), a solubilidade do colageno depende da
concentragdo do acido. A perda de colageno apés 24 h de desmineralizagcdo em solucao de
HCI 0,5 mol/L foi 8,0 e 7,1% para os ossos de pescado e de frango, respectivamente. O
intumescimento do material durante a desmineralizagdo com solucao de HCI 0,5 mol/L

causou dificuldades durante a filtracao da amostra.



50

1004 A b 1004 B d
a a b
Cc
80- 80- °
60 604
= 404 = 40
20 204
0- 0- .
24 48 24 48
Tempo (h) Tempo (h)

I HC! 0,5 mol/L, T HCI 1,0 mol/L I HCI 0,5 mol/L, L1 HCI 1,0 mol/L

Figura 2. Efeito do tempo e da concentracdo de HCI no rendimento da desmineralizagao
(W) dos ossos de pescado (A) e de frango (B). Letras iguais, ndo ha diferenca significativa
(p>0,05).

A desmineralizagdo em solugdo de HCI 1,0 mol/L apds 24 e 48 h apresentou menor
perda na quantidade de colageno que o HCI 0,5 mol/L, alcangando somente 2,2 € 3,1%
para ossos de pescado e ossos de frango, respectivamente. Em meio &cido, (Tabela 2) o
colageno intumesce e isso facilita a sua solubilidade.

A diminuicdo da massa seca confirmou este fendmeno podendo ser verificado na
Tabela 3. O colageno foi consideravelmente menos soluvel na solugao de HCI 1,0 mol/L. De
acordo com Skierka et al. (2007), a hidratacdo do colageno é maxima na faixa de pH 3-4.

No entanto, em pH muito baixo, como no caso dos ossos descalcificadas com
soluggo de HCI 1,0 mol/L (Tabela 2), a captacdo de agua pelo colageno é
consideravelmente menor. A estrutura das fibras colagenosas se torna compacta e a
solubilidade do colageno é reduzida, pois ha menos espago para a agua penetrar entre as

macromoléculas.
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Tabela 2. Valores de pH da mistura de ossos em solugdes de HCI ou EDTA antes e apos

24h de desmineralizacao.

B Ossos de Pescado Ossos de Frango
Concentragao da

pH antes do pH depois do pH antesdo  pH depois do

solugao
processo processo processo processo
HCI 0,5 mol/L 0,8 2,1 1,8 3,7
HCI 1,0 mol/L 0,2 1,0 0,4 1,6
EDTA 0,1 mol/L 7,4 7,9 7,6 8,0
EDTA 0,5 mol/L 7,5 7,9 7,5 7,6

6.3.3 Desmineralizacdo com solucao de EDTA

A solugédo de EDTA foi menos eficiente na extragdo dos minerais que a solugdo de
HCI. Durante 24 h de desmineralizagdo, empregando solugées de EDTA 0,1 e 0,5 mol/L,
aproximadamente 33 e 43% de minerais foram removidos dos 0ssos de pescado e 29 e

64% dos ossos de frango, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do tempo e da concentragdo de EDTA no rendimento da desmineralizagao
(W) dos ossos de pescado (A) e dos ossos de frango (B). Letras iguais, ndo ha diferenca
significativa (p>0,05).

O aumento na eficiéncia de remocao de sais minerais foi obtido apés 48 h com
solugédo de EDTA 0,5 mol/L (cerca de 66 e 70%, para os 0ssos de pescado e de frango,
respectivamente). A extensdo do tempo de desmineralizacdo, com solucdo de EDTA 0,1
mol/L, de 24 para 48 h trouxe pequenas alteragcbes no conteldo de cinzas, as quais nao
foram significativas (p>0,05) para o rendimento do processo (Figura 3). Na presenca de
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EDTA, o material ndo sofreu inchaco e, consequentemente, a retencao de agua nos 0ssos
desmineralizados ndo foi dependente da concentracdo da solucédo (Tabela 3). Por estas
razées, as dificuldades com a filtragao, observadas durante a utilizagdo da solugdo de HCI
0,5 mol/L, ndo ocorreu utilizando EDTA. Além disso, a desmineralizacdo dos 0ssos com
solugdo de EDTA nao causou perda de colageno. De acordo com Tonhi e Plepis (2002), a
falta de solubilidade do colageno é resultante do meio de extragdo ligeiramente alcalino
(Tabela 2), sendo que o pH da solugao corresponde ao ponto isoelétrico de colageno, onde
a solubilidade é menor.

Tabela 3. Peso seco dos ossos de pescado e de frango apds a desmineralizacao.

_ Peso seco (%)
Concentragao da

. N Ossos de pescado Ossos de frango
solucao utilizada
24h 48h 24h 48h
HCI 0,5 mol/L 18,7 + 1,25° 17,0 +1,0° 30,0+0,3% 28,8 +1,5%

HCI 1,0 mol/L 27,7 +0,6° 272+1,.2° 36,6 +0,4° 36,1+0,2°
EDTAO,1 mol/lL 26,0+ 1,0% 23,8+0,7° 34,0+ 1,0° 33,0+ 1,0°
EDTA 0,5 mol/L 27,0+ 1,0 25,141 Q°° 35,3 +0,6"° 34,9 +1,0°°

" Valores médios + desvio padrdo de trés repeticbes. Médias com letras diferentes na mesma coluna

diferem significativamente (p<0,05).

6.4 CONCLUSAO

O maior rendimento da desmineralizagcdo dos ossos de pescado (99,4%) e dos ossos de
frango (95,5%), foi alcangado utilizando solugio de HCI 1,0 mol/L durante 48 h de extracéo
e a perda de colageno atingiu somente 2,2 e 3,1% para os 0ssos de pescado e de frango,
respectivamente. Nas mesmas condicdes, mas com uso de solucdo de EDTA 0,5 mol/L, foi
possivel remover 66 e 70% de sais minerais dos ossos de pescado e de frango,
respectivamente. Ao contrario das solugées com HCI, as solugbes com EDTA néo causaram
perda de colageno, porém a eficiéncia do processo foi menor.
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CARACTERISTICAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE HIDROLISADOS PROTEICOS DE
OSSOS DE PESCADO E DE FRANGO

Graciela Salete Centenaro, Myriam Salas-Mellado, Carlos Prentice-Hernandez

RESUMO

Foram hidrolisados ossos de castanha (Umbrina canosai) e de frango (Gallus domesticus)
com diferentes proteases (Flavourzyme, a-Quimotripsina e Tripsina) a fim de obter
peptideos com atividade antioxidante. Os hidrolisados apresentaram diferentes graus de
hidrélise e variagdo na atividade antioxidante. O poder antioxidante dos hidrolisados foi
avaliado através da inibicdo da peroxidacdo do &cido linoléico, do sequestro do radical
hidroxila, do sequestro do radical livre DPPH, do sequestro do radical livre ABTS e do poder
redutor. Os hidrolisados de ossos de pescado (PF) e ossos de frango (FF) produzidos com
Flavourzyme apresentaram elevada atividade de inibicAdo da peroxidacao lipidica (77,3 e
61,6% respectivamente) e moderada atividade de sequestro do radical DPPH, radical ABTS
e radical hidroxila. A fragdo com peso molecular <3000 Da foi a principal constituinte dos
seis hidrolisados, seguida pela fragdo com peso molecular <1000 Da. Os resultados desse
estudo sugerem que hidrolisados protéicos de ossos de pescado e de frango sao boas
fontes de antioxidantes naturais. PF mostrou melhor desempenho e pode ser usado como
agente antioxidativo.

Palavras-chave: atividade antioxidante; ossos; pescado; frango; hidrélise enzimatica

ABSTRACT

Argentine croaker (Umbrina canosai) and chicken (Gallus domesticus) bones with different
proteases (Flavourzyme, a-Chymotrypsin and Trypsin) were hydrolyzed in order to obtain
antioxidant peptides. The hydrolysates had different degrees of hydrolysis and antioxidant
activity. The antioxidant power of the hydrolysates was evaluated through inhibition of the
peroxidation of linoleic acid, hydroxyl radical scavenging, DPPH free radical scavenging,
ABTS free radical scavenging and reducing power. The hydrolysates of fish (PF) and
chicken bones (FF) produced with Flavourzyme had high activity of lipid peroxidation
inhibition (77.3 and 61.6% respectively) and moderate DPPH free radical scavenging, ABTS
scavenging and hydroxyl radical scavenging activity. The fraction with molecular weight
<3000 Da was the main constituent of the six hydolysates followed by the fraction with
molecular weight <1000 Da. The results of this study suggest that protein hydrolysates of
fish and chicken bones are good sources of natural antioxidants. PF showed better
performance e can be used as antioxidant substance.

Keywords: antioxidant activity; bones; fish; chicken; enzymatic hydrolysis
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7.1 INTRODUCAO

A cada ano, uma quantidade consideravel de subprodutos é gerada pelas industrias
processadoras de pescado e frango. Anualmente a oferta de subprodutos de origem animal
no Brasil equivale a 8,8 milhdes de toneladas (SINCOBESP, 2010). Ossos, espinhas,
cabecas e visceras sao comumente usados para producdo de ragdo animal ou entdo
descartados, devido ao seu baixo valor comercial. Contudo, o trato inadequado dos
residuos industriais contribui para o agravamento dos problemas ambientais. Dessa forma,
uma alternativa de aproveitamento desses residuos consiste no desenvolvimento de novos
produtos com maior valor agregado. Ossos de pescado e de frango sao importantes fontes
minerais e protéicas e uma das formas para aproveita-las consiste na recuperacdo das
proteinas através da hidrélise enzimatica, amplamente aplicada para melhorar e valorizar
propriedades funcionais € nutricionais.

Por outro lado, a oxidagao lipidica é motivo de grande preocupacéo para a industria
de alimentos e consumidores, pois leva ao desenvolvimento de sabores e odores
indesejaveis e produtos da reacao potencialmente toxicos (Lin e Liang, 2002). Além disso, a
producdo de radicais livres provenientes da oxidacdo pode estar associada com o
aparecimento de muitas doengas como cancer, doencgas neurodegenerativas e coronarianas
(Halliwell e Gutteridage, 1984; Diaz et al., 1997). Varios antioxidantes sintéticos, como o
butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butihidroquinona (TBHQ) e propil
galato (PG) sao usados como aditivos para prevenir a peroxidagao lipidica em muitas areas,
especialmente em alimentos (Wanita e Lorenz, 1996). No entanto, o uso desses compostos
quimicos antioxidantes é restrito, devido aos riscos potenciais a saude (Park et al., 2001).
Entdo, a busca por antioxidantes naturais como alternativa aos sintéticos € de grande
interesse entre os pesquisadores. A atividade antioxidante de proteinas e peptideos pode
ser resultado do sequestro especifico de radicais, formados durante a peroxidagdo, do
sequestro de compostos contendo oxigénio, ou da capacidade quelante dos metais
(Kristinsson e Rasco, 2000a).

Vérios estudos tém descrito a atividade antioxidante de hidrolisados protéicos de
origem animal, como a gema de ovo (Park et al., 2001), espinhas de solha aspera (Limanda
aspera) (Jun et al., 2004), extratos de frango (Wu et al., 2005), colageno de porco (Li et al.,
2007), residuos de camarao (Guerard et al., 2007), crista de frango (Rosa et al., 2008),
figado de atum (Je et al., 2009), caseina (Rossini et al., 2009), residuo de sardinha
(Bougatef et al., 2010) ou entdo pele de atum, lula e linguado (Aleman et al., 2011). O
objetivo desse estudo foi investigar a atividade antioxidante de hidrolisados protéicos
enzimaticos provenientes de o0ssos de pescado e de frango, os quais sdo geralmente
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subutilizados ou descartados durante o processamento.

7.2  MATERIAL E METODOS

7.2.1 Matérias-primas

Ossos de castanha (Umbrina canosai), obtidos apdés o processo de filetagem
(contendo 15,1% b.u. de proteina) foram doados pela industria Pescal S/A, localizada na
cidade de Rio Grande, RS, Brasil. Ossos de frango (contendo 18,1% de proteina)
separados mecanicamente do musculo foram doados pela Cia. Minuano de Alimentos
localizada na cidade de Lajeado, RS, Brasil. Ambas as matérias-primas foram trituradas em
um moinho de facas (Thomas Scientific — modelo 4, Wiley Mill, EUA) e armazenadas sob
congelamento a -20 °C em sacos de polietileno até o momento do uso.

7.2.2 Remocgiéo de proteinas nao-colagenosas e desmineralizacao

As proteinas nao-colagenosas foram removidas dos ossos de acordo com o
procedimento descrito por Skierka et al. (2006), com algumas modificacoes. As amostras de
ossos triturados foram misturadas em solugdo de NaOH 0,1 mol/lL (1:2, p/v),
homogeneizadas a 600 rpm com agitador eixo-hélice (IKA®, modelo RW28, Staufen,
Alemanha) e mantidas a 4 °C por 24 h. Apds a mistura foi centrifugada a 9000 x g
(Biosystems, modelo MPW-350/350R, Brasil) durante 20 min e o sobrenadante foi
descartado. Esse procedimento foi repetido novamente. O material sedimentado foi lavado
com agua fria, para eliminar o residual de NaOH e as proteinas musculares remanescentes,
até a a4gua de lavagem atingir pH neutro.

A amostra desproteinizada foi desmineralizada com solugdo de HCI 1,0 mol/L (1:4,
p/v). Inicialmente a mistura de 0ssos e acido cloridrico foi homogeneizada a 600 rpm com
agitador eixo-hélice (IKA®, modelo RW28, Staufen, Alemanha) por 2 min e mantida por 48 h
a 4 °C com mudanca da solugao apéds 24 h e entao filtrada em tecido de algodao. Os 0ssos
desmineralizados foram armazenados sob congelamento a -20 °C em sacos de polietileno

até o momento do uso.

7.2.3 Reagentes e Enzimas

A enzima Flavourzyme 1000L® (mistura de endoprotease e exopeptidase de

Aspergillus oryzae) foi doada pela Novozymes Latin America (Araucaria, Brasil). As
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enzimas Tripsina e a-Quimotripsina (endopeptidases obtidas do péncreas bovino) foram
fornecidas pela Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Todos os demais reagentes e
solventes utilizados foram de grau analitico (p.a.).

7.2.4 Preparacao dos hidrolisados protéicos

Os ossos de pescado e de frango desmineralizados foram homogeneizados em
agitador (IKA®, modelo RW28, Staufen, Alemanha), com solugao tampao fosfato 0,2 mol/L,
na proporcao de 1:3 (p/v), considerando o contelddo protéico. Antes do inicio da reagao, as
misturas foram pré-incubadas em reator de vidro encamisado (Figura 1) por 20 min, nas
condigbes 6timas para cada enzima (50 °C e pH 7,0 para Flavourzyme e 37 °C e pH 8,0
para Tripsina e a-Quimotripsina). A reagao de hidrdlise iniciou com a adigdo de enzima na
quantidade de 1% (p/p) com agitacdo de 600 rpm durante 8 h. Tomaram-se amostras em
tempos preestabelecidos (zero, 15, 30, 60, 120, 240, 480 min) para medir o grau de
hidrélise (GH) conforme o método do acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) descrito por
Alder-Nissen (1979) pela determinacédo da porcentagem de ligagdes peptidicas hidrolisadas
através da medida do numero de grupamentos amino livres no sobrenadante, pela reacao
com TNBS. Foi preparada uma curva padrao de leucina na concentragao de 0 a 1,6 mmol/L.
Apos o fim da reagéo, a enzima foi inativada termicamente a 85 °C por 15 min com agitagao
ocasional. Os hidrolisados foram centrifugados a 3500 x g (Biosystems, modelo MPW-
350/350R, Brasil) durante 20 min para remover residuos nao hidrolisados.

(A) reator de vidro encamisado
(B) banho ultratermostatico
(C) agitador eixo-élice

o

e T

Figura 1. Sistema utilizado para as reagdes de hidrélise enzimatica dos ossos de pescado e

frango.

Finalmente o sobrenadante obtido foi liofilizado (liofilizador MicroModulyo, Edwards,
Sussex, UK) e depois armazenado em frascos selados a -20 °C até sua utilizagdo. Foram
produzidos seis hidrolisados denominados: hidrolisado de ossos de pescado com
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Flavourzyme (PF), hidrolisado de ossos de pescado com a-Quimotripsina (PQ), hidrolisado
de ossos de pescado com Tripsina (PT), hidrolisado de ossos de frango com Flavourzyme
(FF), hidrolisado de ossos de frango com a-Quimotripsina (FQ) e hidrolisado de ossos de
frango com Tripsina (FT).

7.2.5 Determinacao da distribuiciao do peso molecular

A distribuicdo do peso molecular dos hidrolisados protéicos foi estimada por
cromatografia de filtragdo em gel em um cromatoégrafo liquido de rapido desempenho (FPLC
AKTA - Amersham Biosciences, Suécia) equipado com uma coluna Superdex peptide
10/300 GL, com 30% de acetonitrila e acido trifluoracético 0,1% como eluente. O volume de
exclusao da coluna foi estimado com blue dextran 2000. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min
e as leituras foram realizadas a 280nm. Para determinacdo quantitativa dos pesos
moleculares foram integradas as areas dos picos dos cromatogramas. Foi preparada uma
curva de calibracdo com ribonuclease A (13700 Da), aprotinina (6500 Da), angiotensina |
(1296 Da) e triptofano (204 Da) (Pires et al., 2008).

7.2.6 Determinacéao de cor

A cor dos hidrolisados liofilizados foi medida com um colorimetro (Macbeth, modelo
Color-Eye® 3000, New Windsor, EUA). Antes de iniciar a medicdo, o equipamento foi
calibrado € as amostras foram avaliadas através dos parametros luminosidade L* (branco, +
ou preto, -) e cromaticidade a* (verde, - ou vermelho, +) e b* (azul, - ou amarelo, +). Para
uma melhor avaliagdo da cor, as trés coordenadas mencionados foram combinadas de
modo a obter os valores do indice de brancura (IB) calculada pela equagao 1, conforme Fujii
et al. (1973).

IB =100 -[(100 - L*)? + a*® + b®]"? (1)

7.2.7 Determinacao da atividade antioxidante

7.2.7.1 Inibicdo da peroxidacao lipidica

A peroxidagao lipidica foi determinada in vitro a partir da habilidade dos hidrolisados
em inibir a oxidacdo de uma emulsdo que contém acido linoléico, conforme citado por
Osawa e Namiki (1985). Amostras de hidrolisado (5,0 mg) ou padrdo a-tocoferol foram
dissolvidas em 10 mL de tampao fosfato pH 7,0 (50 mmol/L), adicionou-se 0,13 mL de &cido
linoléico e 10 mL de etanol 99,5% em tubos de vidro com tampa de rosca. A mistura foi
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homogeneizada e o volume final foi ajustado para 25 mL com agua deionizada. Foi
preparada uma reagdo controle usando o mesmo procedimento, com substituicdo da
amostra por tampao fosfato pH 7,0 (50 mmol/L). O contetido dos tubos foi incubado a 40 °C
no escuro e o grau de oxidagdo do acido linoléico foi medido de acordo com Mitsuda et al.
(1966), em intervalos de 24 h durante 7 dias. Aliquotas de 100 pL da solucédo incubada
foram misturadas com 4,7 mL de etanol 75% seguido da adicdo de 100 uL de tiocianato de
amoénio 30% e 100 pL de solugado de cloreto ferroso 0,02 mol/L em HCI 3,5%. Apés 3 min, o
grau de desenvolvimento de cor, que representa a oxidagcao do acido linoléico, foi medido a
500 nm em espectrofotbmetro (Biospectro UV, modelo SP-22, Brasil). A inbicdo da
peroxidacao apresentada pelos hidrolisados foi calculada conforme a equacao 2, onde: Abs
= absorbancia.

Inibigéo (0/0) = [1 - (Absamostra/ Abscontrole)] x 100 (2)

7.2.7.2 Capacidade de sequestro do radical hidroxila

A capacidade dos hidrolisados de inibir radicais hidroxila formados pela reagao de
Fenton, mediante degradacao da 2-desoxi-D-ribose foi determinado conforme Chung et al.
(1997). Uma mistura contendo 0,2 mL de FeSO,.7H,O 10 mmol/L, 0,2 mL de EDTA 10
mmol/L, 0,2 mL de 2-desoxi-D-ribose 10 mmol/L, 0,2 mL de amostra (1 mg/mL) e 1 mL de
solugdo tampao fosfato (0,2 mol/L, pH 7,4) foi homogeneizada com 0,2 mL de H,O, 10
mmol/L e incubada a 37 °C por 4 h. Em seguida, 1 mL de TCA 2,8% e 1 mL de TBA 1%
foram adicionados aos tubos. As amostras foram fervidas em banho-maria a 100 °C,
durante 10 min e resfriadas por imersdo em um banho de agua e gelo por 5 min. A
absorbancia foi lida a 532 nm em espectrofotometro UV/VIS (ATI UNICAM Helios, modelo
Alfa, UK). O percentual de inibigao foi calculado pela equagao 3, onde: Abs = absorbancia.

Inibigéo (OA’) = [(Abscontrole - Absamostra)/ Abscontrole] x 100 (3)

7.2.7.3 Capacidade de sequestro do radical livre DPPH

O efeito sequestrador do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) foi medido
conforme descrito por Shimada et al. (1992), com modificagcdes. Amostras de 1,0 mL em
diferentes concentragées (0, 5, 1,0, 2,5 e 5,0 mg/mL), foram adicionadas em 1,0 mL de
DPPH 0,1 mmol/L em etanol 95%. A mistura foi homogeneizada em vortex (Phoenix, AP-56,
Brasil) e mantida por 30 min a temperatura ambiente. A absorbancia resultante da solugao
foi medida a 517 nm em espectrofotdmetro UV/VIS (ATl UNICAM Helios, modelo Alfa, UK).
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Menor absorbancia representa maior atividade de sequestro do radical DPPH pelos

hidrolisados, a qual foi expressa de acordo com a equacao 3.

7.2.7.4 Captura do radical livre ABTS

A atividade antioxidante foi determinada conforme Re et al. (1999), com
modificagbes. ABTS, 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi dissolvido em
agua a uma concentragdo de 7 mmol/L. O cétion radical (ABTS") foi produzido pela reacao
da solugéao estoque de ABTS com persulfato de potassio 2,45 mmol/L (concentracao final)
deixando a mistura em repouso no escuro a temperatura ambiente por 16 h antes do uso. A
solucéo estoque foi usada por no maximo 3 dias. No momento do uso, a solugdo de ABTS"
foi diluida com tampéao fosfato de sédio pH 7,4 (5 mmol/L) até absorbancia de 0,7 £ 0,02 a
734 nm. Apods a adicdo de 20 pL de amostra (5 mg/mL), adicionou-se 2 mL de solucéo
diluida de ABTS", agitou-se em voértex (Phoenix, AP-56, Brasil) e incubou-se em banho-
maria a 30 °C durante 6 min. Realizou-se a leitura da absorbéncia a 734nm em
espectrofotémetro UV/VIS (Hitachi U-2001, Japao). Como solugdo padrdo, usou-se 0
antioxidante sintético Trolox (derivado hidrossoltvel do a-tocoferol) nas concentracées de 0
a 1500 ymol/L em etanol e os resultados foram expressos como capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) em mmol/g de amostra.

7.2.7.5 Poder Redutor

A capacidade dos hidrolisados em reduzir Fe* para Fe®* foi medida
espectrofotometricamente (Oyaziu, 1988). Um volume de 2 mL de amostra (5 mg/mL) foi
adicionado em 2 mL de tampao fosfato 0,2 mol/L (pH 6,6) e 2 mL de ferricianeto de potassio
1%. A seguir, a mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min, e ap6s adicionou-se na reagao
2 mL de TCA 10%. Uma aliquota (2 mL) foi misturada com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL
de cloreto férrico 0,1% em tubos de ensaio. Apdés 10 min de reagao, a absorbancia da
solugéo resultante foi lida a 700 nm em espectrofotémetro UV/VIS (ATI UNICAM Helios,

modelo Alfa, UK). O aumento da absorbéancia da reacao indica aumento do poder redutor.

7.2.8 Andlise Estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em ftriplicata. Os dados para os diferentes
parametros foram comparados através de analise de variancia (ANOVA) com o auxilio do
programa STATISTICA® versdo 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA). As diferencas
significativas (p<0,05) entre os resultados foram identificadas usando teste de Tukey.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Hidrdlise enzimatica dos ossos de pescado e de frango

No presente estudo, ossos de pescado € de frango foram hidrolisados
separadamente pelas enzimas Flavourzyme, a-Quimotripsina e Tripsina, para produgao de
peptideos antioxidantes. A extensdo da degradacdo das proteinas pelas enzimas
proteoliticas foi medida pela avaliacdo do grau de hidrélise. O grau de hidrélise (GH) é o
indicador mais utilisado para a comparagdo entre diferentes hidrolisados protéicos
(Bougatef et al., 2010). Foram observados valores de GH de 9,7, 8,5 e 6,5 % para os
hidrolisados de ossos pescado com Flavourzyme, a-Quimotripsina e Tripsina,
respectivamente e 13,1, 13,0 e 5,6% para os hidrolisados de ossos de frango com
Flavourzyme, a-Quimotripsina e Tripsina, respectivamente (Figura 2).

Os valores de GH para PF e PQ foram significativamente iguais (p>0,05), assim
como FF e FQ, indicando que a hidrélise enzimética com Flavourzyme e a-Quimotripsina
resultou em aumento de proteina sollvel ap6s 8 h com possivel liberacdo de aminoacidos
livres. Os hidrolisados produzidos com a enzima Tripsina apresentaram valores menores de
GH em relagao aos demais. Conforme relatado por Hinsberger e Sandhu (2004), isso pode
ser devido a seletividade da enzima, a qual catalisa apenas a hidrélise das ligacoes
peptidicas em que o grupo carbonila (-CO-) é fornecido pelos aminoacidos basicos arginina

ou lisina.
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Figura 2. Grau de hidrélise dos hidrolisados de ossos de pescado e de frango tratados com
diferentes enzimas apés 8 h de reagdo. Valores representam a média = desvio padrdo. Letras

iguais, ndo ha diferengas significativas (p>0,05).
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7.3.2 Cor

Na Tabela 1 estdao apresentados os parametros de cor para os hidrolisados
enzimaticos. A cor é um atributo de grande importancia na comercializagdo de alimentos,
considerado o primeiro critério de aceitagdo ou rejeicdo de um produto. Em geral, os
hidrolisados de ossos de pescado apresentaram cor creme, levemente mais escurecida que
os hidrolisados de ossos de frango, os quais foram brancos. Observou-se que PF e FF
foram iguais (p>0,05) em L* e os hidrolisados PQ, PT, FF e FQ foram similares em relagao
ao parametro a*. FF apresentou o menor valor de b* (4,5) enquanto que PT foi o mais
amarelado com valor de b* de 7,4. De acordo com Zelechowska et al. (2010), a cor mais
escura nos hidrolisados protéicos de pescado pode ser devido a presenca de proteina
muscular residual que nao foi removida completamente, mesmo ap6s os tratamentos de
desproteinizacado e desmineralizacao.

Além disso, as caracteristicas de cada matéria-prima também podem contribuir para
essa diferenga, visto que provém de duas espécies animais diferentes. Os hidrolisados
mostraram diferencas significativas (p<0,05) nos valores de IB, porém nao houve uma

relacao clara entre as matérias-primas e as diferentes enzimas utilizadas.

Tabela 1. Parametros de cor apresentados pelos hidrolisados protéicos de ossos de

pescado e de frango.

Amostras L* a* b* (IB)
PF 90,6 £0,14*°  -0,0445 + 0,02° 6,8 + 0,05° 88,4 +0,08°
PQ 92,4 +0,49°  -0,3705+0,08°°  4,9+0,003" 90,9+ 0,41°
PT 90,4+0,28*  -0,2135+0,08*°  7,4+0,04° 87,9 +0,20°
FF 91,1+0,01°  -0,5030+0,02°°  4,5+0,001° 90,0 +0,01°
FQ 91,2+0,15°  -0,5275+0,01°°  59+0,10° 89,3 +0,07¢
FT 90,4 +0,11° -0,3695 + 0,11° 5,8+ 0,21° 88,8 + 0,20%*

Valores correspondentes a média de trés repeticdes + desvio padrdo. Valores médios com letras
diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05). PF = hidrolisado de ossos de pescado com
Flavourzyme; PQ = hidrolisado de ossos de pescado com a-Quimotripsina, PT = hidrolisado de ossos de pescado
com Tripsina; FF = hidrolisado de ossos de frango com Flavourzyme; FQ = hidrolisado de ossos de frango com
a-Quimotripsina; FT = hidrolisado de ossos de frango com Tripsina.

7.3.3 Atividade Antioxidante dos hidrolisados protéicos de pescado e frango

Hidrolisados protéicos produzidos usando diferentes enzimas apresentam peptideos
de diferentes tamanhos e segéncias de aminoacidos que podem determinar a sua
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capacidade antioxidante. Os ensaios radicais utilizados para avaliacdo do poder
antioxidante podem influenciar os resultados experimentais. Assim, duas ou mais avaliacoes
distintas sdo requeridas para investigar a capacidade sequestrante de um determinado
antioxidante (Yu et al., 2002). Os hidrolisados de ossos de castanha e de frango foram
liofilizados e tiveram sua atividade antioxidante avaliada usando diferentes ensaios
incluindo, inibicdo da peroxidacdo do acido linoléico, capacidade de sequestro do radical
hidroxila (OH®), capacidade de sequestro do radical livre DPPH, capacidade de sequestro
do radical livre ABTS e poder redutor.

7.3.3.1 Inibicdo da peroxidagao lipidica

Os hidrolisados contendo uma mistura de peptideos foram avaliados utilizando o
ensaio de inibicido da peroxidacao lipidica em sistema modelo com &acido linoléico em
emulsdo, como descrito anteriormente. Como observado na Figura 3, todos os hidrolisados
atuam como retardadores da peroxidagao lipidica visto que apresentaram capacidade de
inibir a oxidagéo, no entanto, a atividade antioxidante desses produtos foi menor que do a-
tocoferol. Menores valores de absorbancia representam maior inibicdo da peroxidacao
lipidica. O controle (sem antioxidante) mostrou os maiores valores de absorbancia indicando
0 maior grau de oxidagéo entre as amostras analisadas. Entre os hidrolisados de ossos de
pescado, o hidrolisado obtido com a enzima Flavourzyme (PF) exerceu a maior inibicdo
(77,3%) ao final de 7 dias de avaliagdo, semelhante ao antioxidante natural a-tocoferol
(77,6%). Entre os hidrolisados de ossos de frango, o hidrolisado obtido com a enzima
Flavourzyme (FF) apresentou maior poder de inibicdo (61,6%), indicando que esse
hidrolisado possivelmente contém peptideos antioxidantes. Além disso, verificou-se que a
capacidade dos hidrolisados inibirem a oxidagao lipidica foi influenciada pelo GH.
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Figura 3. Atividade antioxidante dos hidrolisados enzimaticos de pescado e frango medida
pela inibicao da peroxidagéao lipidica. Valores correspondentes & média de trés repeticdes + desvio
padréo. Toco = a-Tocoferol; PF = hidrolisado de ossos de pescado com Flavourzyme; PQ = hidrolisado de ossos
de pescado com a-Quimotripsina, PT = hidrolisado de ossos de pescado com Tripsina; FF = hidrolisado de ossos
de frango com Flavourzyme; FQ = hidrolisado de ossos de frango com a-Quimotripsina; FT = hidrolisado de

0ssos de frango com Tripsina.

Também foi verificado que os hidrolisados protéicos produzidos com a enzima
Flavourzyme apresentaram melhor desempenho na inibicdo da peroxidagao lipidica que
enzimas especificas como a a-Quimotripsina e a Tripsina. Hidrolisados que mostraram
maiores valores de GH (PF, PQ, FF) exibiram atividade antioxidante mais pronunciada,
possivelmente devido a fatores como tamanho e composicdo dos peptideos, os quais
desempenham um papel importante na capacidade de retardar ou inibir a oxidacdo. O
hidrolisado de ossos de frango obtido com a enzima Tripsina (FT) se destacou
significativamente dos restantes, apresentando o menor poder antioxidante. Conforme
Pihlanto (2006), isso pode ser devido a possibilidade do hidrolisado conter ambos
componentes antioxidativos e pré-oxidativos, formando um sistema antioxidante menos

eficiente contra a oxidagao lipidica.

7.3.3.2 Capacidade de sequestro do radical hidroxila

O radical hidroxila é uma das espécies reativas de oxigénio, geradas no corpo
humano, que apresenta elevada reatividade quimica e a sua remocao pode proteger o
organismo de varias doencas (Je et al., 2005a; Je et al., 2009). Além de ser um poderoso
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oxidante, principalmente de lipidios, este pode reagir facilmente com aminodcidos,
proteinas, DNA e componentes da membrana, causando significativos danos fisiolégicos
(Batista et al., 2010). Na Figura 4, os resultados obtidos indicaram que os hidrolisados
protéicos com maior GH, ou seja, aqueles preparados com a enzima Flavourzyme,
mostraram atividade sequestradora do radical hidroxila significativamente maior (p<0,05) do
que os obtidos com as enzimas a-Quimotripsina e Tripsina, porém FF nao diferiu
significativamente de FQ.

O poder de inibicdo do radical hidroxila foi de 28,1 e 12,8%, para PF e FF,
respectivamente, valores estes relativamente menores quando comparados com a atividade
de sequestro do radical hidroxila de hidrolisados protéicos provenientes de carpa prateada
(Dong et al., 2008). PF se destacou dos demais hidrolisados, pois se observa claramente
seu maior poder sequestrador. Essa diferenca pode ser atribuida a presenca de
aminoacidos e peptideos especificos e a sua composicao (Wu et al., 2003).

Utilizando a enzima Flavourzyme foram produzidos hidrolisados a partir de ossos de
pescado com maior poder sequestrante em relacdo aos hidrolisados de ossos de frango.
Observando os hidrolisados produzidos com a enzima a-Quimotripsina, verificou-se que
maior efeito seqlestrador foi alcancado com os hidrolisados de ossos de frango. A enzima

Tripsina mostrou o mesmo efeito sobre as duas espécies estudadas.
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Figura 4. Atividade sequestradora do radical hidroxila. Valores correspondentes a média de trés

repeticdes * desvio padrao. Letras iguais, nao ha diferengas significativas (p>0,05).

7.3.3.3 Capacidade de sequestro do radical livre DPPH
DPPH é um radical livre estavel que apresenta maxima absorbancia a 517 nm.
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Quando o DPPH encontra um doador de prétons (H*) como, por exemplo, um antioxidante,
o radical é eliminado e a absorbancia é reduzida, o que pode ser evidenciado pela mudanca
na coloragao violeta para amarelo (Shimada et al., 1992). Baseado nesse principio, a
atividade antioxidante de uma substancia pode ser expressa como a sua habilidade de
sequestrar o radical DPPH. A Figura 5 mostra os resultados da capacidade dos hidrolisados
de ossos de pescado e de frango sequestrar o radical DPPH, empregando diferentes
concentragoes.

Observou-se que o efeito sequestrador aumentou com o incremento da
concentracdo de hidrolisado, ou seja, 0s resultados mostram uma atividade dose-
dependente. Os hidrolisados com os maiores valores de GH, produzidos com a enzima
Flavourzyme exibiram maior atividade de sequestro do radical DPPH (23,3 e 21,3% para PF
e FF respectivamente), empregando uma concentracdo de 5 mg/mL. Isso indica que o GH
pode influenciar grandemente as propriedades antioxidantes dos peptideos (Li et al., 2007).
Resultados semelhantes foram relatados para proteina de bijupira (Yang et al., 2008) e
ossos de atum (Je et al.,, 2007). Em concentragdes abaixo de 2,5 mg/mL, nenhum
hidrolisado apresentou atividade de sequestro do radical DPPH acima de 20%, um valor
relativamente menor comparado com hidrolisados protéicos de figado de atum produzidos
por Je et al. (2009).

25 1

20 1

15 1

10 1

Efeito sequastrador do radical DPPH (%)

0 1 2 3 4 5
Concentragao (mg/mL)
Figura 5. Atividade de sequestro do radical DPPH. Valores correspondentes a média de trés

repeticdes (desvio padrao < 1%). PF = hidrolisado de ossos de pescado com Flavourzyme; PQ = hidrolisado
de ossos de pescado com a-Quimotripsina, PT = hidrolisado de ossos de pescado com Tripsina; FF = hidrolisado
de ossos de frango com Flavourzyme; FQ = hidrolisado de ossos de frango com a-Quimotripsina; FT =
hidrolisado de ossos de frango com Tripsina.
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A enzima Flavourzyme apresenta novamente um efeito eficaz na producdo de
peptideos com atividade de sequestro do radical DPPH, maior que as enzimas a-

Quimotripsina e Tripsina.

7.3.3.4 Capacidade de sequestro do radical livre ABTS

Um dos métodos utilizados para medir a atividade antioxidante é através da captura
do radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que pode ser gerado
através de uma reagcao quimica, eletroquimica ou enzimatica (Kuskoski et al., 2005). O
ABTS" é um radical relativamente estavel e facilmente reduzido por um antioxidante (Miller
et al., 1993). Através da reducao da cor do radical ABTS, hidrolisados protéicos de varias
fontes ja foram identificados como potenciais antioxidantes (Miliauskas et al., 2004; Rossini
et al., 2009). Em nosso trabalho, os peptideos de ossos de pescado e de frango exibiram

atividade sequestradora do radical livre e os resultados estao representados pela Figura 6.
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Figura 6. Inibicao do radical livre ABTS. Valores correspondentes & média de trés repeticbes +

desvio padrao. Letras iguais, ndo ha diferengas significativas (p>0,05).

A Figura 6 indica que os peptideos ou aminoé&cidos livres nos hidrolisados possuem
capacidade de doar o atomo de hidrogénio aos radicais livres, retardando o processo de
propagacao (Faithong et al., 2010). Os valores de TEAC variaram de 0,109 a 0,248 mmol/g
e 0s maiores potenciais foram encontrados para os hidrolisados obtidos com a enzima
Flavourzyme (0,248 e 0,225 mmol/g, para FF e PF respectivamente), no entanto o PF néo
diferiu significativamente (p>0,05) de PQ e FT. Valores semelhantes foram relatados por
Faithong et al. (2010) em pasta fermentada de camar&o. Esse resultado indica que os
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peptideos produzidos podem ser diferentes em termos de composicdo de aminoacidos,
segéncia e comprimento da cadeia (Khantaphant e Benjakul, 2008). Comparando os
resultados obtidos para os hidrolisados produzidos com a enzima Flavourzyme (PF e FF),
utilizando concentragdes de 1 mg/mL, evidencia-se que a atividade de sequestro do radical
hidroxila foi mais efetiva que o DPPH, no entanto, quando se compara os resultados de
atividade antiradicalar entre ABTS e DPPH, os hidrolisados PF e FF apresentaram maior
capacidade de inibir o radical ABTS, utilizando concentragdes de 5 mg/mL, sugerindo que
os hidrolisados podem sequestrar os radicais hidroxila, DPPH e ABTS diferentemente.

7.3.3.5 Poder Redutor

O poder redutor € uma medida que fornece uma estimativa da capacidade de um
composto reduzir Fe** (na forma de ferricianeto) para Fe* (forma ferrosa) na presenca de
um composto antioxidante através da mudanca da cor amarela da solugdo para tons de

verde e azul, formando o composto azul da Prussia (Ferreira et al., 2007).
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Figura 7. Poder redutor dos hidrolisados de pescado e frango. Valores correspondem a média

de 3 repetigbes. Letras iguais, ndo ha diferengas significativas (p>0,05).

Os hidrolisados produzidos a partir de ossos de pescado apresentaram em geral,
maior poder redutor em relagdo aos hidrolisados de ossos de frango (Figura 7). O poder
redutor mais elevado foi observado para PF, o qual mostrou o maior GH entre os
hidrolisados de pescado, seguido por PT e PQ. Entre os hidrolisados de frango, o maior
poder redutor foi observado para FF, que também apresentou o maior GH. No entanto, os
resultados de FF, PQ e PT nao diferiram significativamente (p>0,05). De acordo com Je et
al. (2009), o poder redutor mais elevado pode ser atribuido ao maior contetudo de peptideos
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doadores de elétrons ou hidrogénio. Os valores de absorbancia nao foram superiores a 0,2
utilizando concentracdo de 5 mg/mL. Valores semelhantes foram relatados por Wu et al.
(2005) para extratos de esséncia de frango.

7.3.4 Distribui¢do do peso molecular dos hidrolisados

A distribuicdo de peso molecular dos hidrolisados foi analisada por cromatografia de
filtracdo em gel (Tabela 5). FQ teve a maior porcentagem (74,5% + 2,4) de peptideos de
peso molecular <3 kDa e <1kDa. As porcentagens das fracées com peso molecular entre 3-
6 e >6 kDa foram menores. A Tabela 2 mostra que todos os hidrolisados de frango
apresentaram como principal componente a fragdo peptidica de peso molecular <3 kDa.
Considerando a area do pico da fragdo <1 kDa (contida na fracdo <3 kDa), a ordem, com
base na porcentagem de area, para frango foi: FQ (74,5%) > FF (72,0%) > FT (65,6%), €
para pescado: PQ (53,5%) > PF (48,7%) > PT (47,6%). Observou-se ainda que, as
proteases mais eficazes para hidrolisar proteinas de colageno de pescado e frango foram a-
Quimotripsina e Flavourzyme, seguidas pela Tripsina.

Tabela 2. Distribuicdo de peso molecular dos hidrolisados protéicos de ossos de pescado e

de frango.
Peso Area do pico (%)*
molecular
estimado PF PQ PT FF FQ FT
(kDa)
>6 0,49 + 0,04 3,9£0,2 22+0,37 105+0,9 1,1+ 0,1 3,8+0,1
3-6 50,8+ 0,4 384+19 499+09 174+26 244+10 30,6143
<3 48,7 +£1,3 57,7+ 6,6 478+23 72,0+40 745+24 656+t44
<1 48,7+1,3 535+6,5 476+27 720+40 745+24 656+t44

"Valores correspondentes a média de 3 repeti¢cdes + desvio padrdo. PF = hidrolisado de ossos de pescado
com Flavourzyme; PQ = hidrolisado de ossos de pescado com a-Quimotripsina, PT = hidrolisado de ossos de
pescado com Tripsina; FF = hidrolisado de ossos de frango com Flavourzyme; FQ = hidrolisado de ossos de
frango com a-Quimotripsina; FT = hidrolisado de ossos de frango com Tripsina.

74 CONCLUSAO

Foi possivel mostrar que a atividade antioxidante dos peptideos dos hidrolisados de
ossos de pescado e de frango difere segundo o tipo de enzima utilizada, o grau de hidrélise
e o tipo de sistema em que os antioxidantes sdo testados. Os hidrolisados de ossos de
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pescado e de frango apresentaram diferenca na distribuicido do peso molecular resultando
em diferentes comportamentos de atividade antioxidantes. Os hidrolisados de ossos de
pescado e frango obtidos com a enzima Flavourzyme apresentaram elevada atividade de
inibicdo da peroxidacéo lipidica podendo atuar efetivamente como antioxidantes. A enzima
Flavourzyme foi mais eficaz na produgéo de hidrolisados antioxidantes que a-Quimotripsina
e Tripsina, no entanto, a maior proporcao de peptideos de baixo peso molecular, para ossos
de pescado e frango, foi observada nos hidrolisados com a-Quimotripsina. O GH néo se
mostrou inteiramente relacionado com a distribuicdo de peso molecular dos hidrolisados
indicando que outros fatores podem estar envolvidos, como, por exemplo, a composi¢ao de

aminoacidos.
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PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES E BIOQUIMICAS DE HIDROLISADOS PROTEICOS
PREPARADOS A PARTIR DE MUSCULO DE PESCADO E DE FRANGO

Graciela Salete Centenaro, Myriam Salas-Mellado, Carlos Prentice Hernandez

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi investigar a atividade antioxidante de hidrolisados protéicos
produzidos com musculo de pescado e frango utilizando diferentes sistemas in vitro. Foram
determinadas a atividade antioxidante e as propriedades bioquimicas de hidrolisados
protéicos de musculo de pescado (Umbrina canosai) e de frango (Gallus domesticus)
usando as enzimas proteoliticas Flavourzyme, a-Quimotripsina e Tripsina. Os hidrolisados
protéicos de pescado apresentaram cor amarelada e os hidrolisados de frango cor branca.
As atividades antioxidantes foram avaliadas através da inibicdo da peroxidacdo do &cido
linoléico, do poder redutor, da capacidade de sequestro dos radicais hidroxila (OH®), do 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfnico)
(ABTS). Entre os seis hidrolisados, o hidrolisado de musculo de pescado com Flavourzyme
(HPF) apresentou maior atividade antioxidante em relagao a todos os ensaios testados e,
em geral os hidrolisados de pescado foram significativamente (p<0,05) mais potentes na
atividade antioxidante que os hidrolisados de frango. A fragdo com peso molecular <3 kDa
foi a principal constituinte dos seis hidrolisados seguida pela fragcdo <1 kDa.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the antioxidant activity of protein hydrolysates
produced with fish and chicken muscle using different in vitro systems. Antioxidant activity
and biochemical properties of protein hydrolysates from fish (Umbrina canosai) and chicken
(Gallus domesticus) muscle using the proteolytic enzymes Flavourzyme, a-Chymotrypsin
and Trypsin were determined. The fish protein hydrolysates had a yellowish color and the
chicken hydrolysates a white color. The antioxidant activities were assessed by inhibition of
linoleic acid peroxidation, reducing power, hydroxyl radical (OH®), 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
scavenging activities. Among the six hydrolysates, fish meat that was hydrolyzed with
Flavourzyme (HPF) had the highest antioxidant activity when compared with all the other
tests, and in general the fish hydrolysates were significantly (p<0.05) more potent in
antioxidant activity than the chicken hydrolysates. The fraction with molecular weigth <3 kDa
was the main constituent of the six hydrolysates followed by fraction <1 kDa.

Keywords: antioxidant activity; muscle; Argentine croaker; chicken, enzymatic hydrolysis;

peptides
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8.1 INTRODUCAO

Tradicionalmente, as proteinas sdo consumidas como parte importante da dieta
humana, pois sado fonte de aminodcidos essenciais necessarios para o crescimento e
manutencdo das fungdes fisioldgicas. Na ultima década, vem aumentando o interesse em
identificar e caracterizar peptideos bioativos de fontes vegetais e animais. Estes exercem
varias fungdes biol6gicas, e uma das mais importantes é a atividade antioxidante (Sarmadi e
Ismail, 2010). Hidrolisados protéicos de diferentes fontes animais como porco (Saiga et al.,
2003), frango (Wu et al., 2005), carpa prateada (Dong et al., 2008), atum (Je et al., 2009),
sardinha (Bougatef et al., 2010) e tilapia (Foh et al., 2010), tem sido descritos por
apresentarem propriedades antioxidativas.

A oxidacao lipidica é motivo de grande preocupacdo para a industria de alimentos,
pois leva ao desenvolvimento de sabores e odores indesejaveis, alteracdo da cor, formacao
de produtos potencialmente téxicos ocasionando reducdo do valor nutricional (Erickson,
1992; Lin e Liang, 2002). Devido a tendéncia atual pela procura cada vez maior de produtos
naturais pelos consumidores, causada pela crescente preocupagdo com a saude, torna-se
necessario o estudo de novas fontes protéicas como antioxidantes naturais, em substituicao
aos convencionais BHA e BHT amplamente utilizados, porém suspeitos de causar ou
provocar efeitos negativos na saude (Pokorny, 1991).

O entendimento das propriedades antioxidantes de hidrolisados protéicos de origem
animal como pescado e frango pode levar a utilizagdo dessas proteinas como potentes
antioxidantes naturais. Por outro lado, as caracteristicas da matéria utilizada na obtencao de
hidrolisados, o seu modo de produgédo e a consequente complexidade da sua composicao
quimica ndo permitem estabelecer ainda com exatiddo as suas respectivas propriedades
antioxidantes (Faria e Batista, 2007).

Considerando que o Brasil ocupou o terceiro lugar na produgao mundial de carnes
de frango em 2009 (UBABEF, 2009), e que dentre as espécies marinhas, a castanha é
intensamente explorada na plataforma continental do sul do pais (Haimovici et al., 2006), o
objetivo desse trabalho foi investigar a atividade antioxidante de hidrolisados protéicos
produzidos com musculo de pescado e frango utilizando diferentes sistemas in vitro.

8.2 MATERIAL E METODOS

8.2.1 Matérias-primas

A espécie de pescado utilizada foi castanha (Umbrina canosai), doada pela industria
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Pescal S/A, localizada na cidade de Rio Grande, RS, Brasil. Depois de capturado, o
pescado foi filetado e o musculo obtido (contendo 18,2% de proteina) foi triturado
uniformemente e armazenado sob congelamento a -20 °C em sacos de polietileno até o
momento do uso. O musculo de frango congelado (contendo 21,4% de proteina) foi
fornecido pela Cia. Minuano de Alimentos localizada na cidade de Lajeado, RS, Brasil, e

armazenado sob congelamento a -20 °C em sacos de polietileno até o momento do uso.

8.2.3 Reagentes e Enzimas

A enzima Flavourzyme 1000L® (mistura de endoprotease e exopeptidase de
Aspergillus oryzae) foi doada pela Novozymes Latin America (Araucaria, Brasil). As enzimas
Tripsina e a-Quimotripsina (endopeptidades obtidas do pancreas bovino) foram fornecidas
pela Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Todos os demais reagentes e solventes
utilizados nesse estudo foram de grau analitico (p.a.).

8.2.4 Preparacao dos hidrolisados protéicos

O musculo foi homogeneizado (agitador eixo-hélice IKA®, modelo RW28, Staufen,
Alemanha), com solucdo tampao fosfato 0,2 mol/L, na propor¢cdo de 1:3 (p/v), antes do
inicio da reagéo considerando o conteudo protéico. Antes do inicio da reacdo, as misturas
foram pré-incubadas em reator de vidro encamisado (Figura 1, pag. 61) por 20 min, nas
condigbes 6timas para cada enzima (50 °C e pH 7,0 para Flavourzyme e 37 °C e pH 8,0
para Tripsina e a-Quimotripsina) por 20 min. A reacgao de hidrélise iniciou com a adi¢ao de
enzima na quantidade de 1% (p/p) com agitacdo a 600 rpm (agitador eixo-hélice, IKA®,
modelo RW28, Staufen, Alemanha), durante 4 h.

Tomaram-se amostras em tempos preestabelecidos (zero, 15, 30, 60, 120, 240 min)
para medir o grau de hidrélise (GH) conforme o método do acido trinitrobenzenosulfénico
(TNBS) descrito por Alder-Nissen (1979) pela determinacdo da porcentagem de ligagdes
peptidicas hidrolisadas através da medida do numero de grupamentos amino livres no
sobrenadante, pela reagdo com TNBS. Foi preparada uma curva padrdo de leucina na
concentracao de 0 a 1,6 mmol/L.

Ap6s o fim da reagdo, a enzima foi inativada termicamente a 85 °C por 15 min com
agitacdo ocasional. Os hidrolisados foram centrifugados a 3500 x g (Biosystems, modelo
MPW-350/350R, Brasil) durante 20 min para remover residuos nao hidrolisados. Finalmente
0 sobrenadante obtido foi liofilizado (liofilizador MicroModulyo, Edwards, UK) e armazenado
em frascos selados a -20 °C até sua utilizacdo. Foram produzidos seis hidrolisados
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denominados: hidrolisado de musculo de pescado com Flavourzyme (HPF), hidrolisado de
musculo de pescado com a-Quimotripsina (HPQ), hidrolisado de musculo de pescado com
Tripsina (HPT), hidrolisado de musculo de frango com Flavourzyme (HFF), hidrolisado de
musculo de frango com a-Quimotripsina (HFQ), hidrolisado de musculo de frango com
Tripsina (HFT).

8.2.5 Determinacao da distribuicao do peso molecular

A distribuicdo do peso molecular dos hidrolisados protéicos foi estimada por
cromatografia de filtragdo em gel em um cromatdgrafo liquido de répido desempenho (FPLC
AKTA - Amersham Biosciences, Suécia) equipado com uma coluna Superdex peptide
10/300 GL, com 30% de acetonitrila e acido trifluoracético 0,1% como eluente. O volume de
exclusao da coluna foi estimado com blue dextran 2000. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min
e as leituras foram realizadas a 280nm. Para determinagdo quantitativa dos pesos
moleculares foram integradas as areas dos picos dos cromatogramas. Foi preparada uma
curva de calibracdo com ribonuclease A (13700 Da), aprotinina (6500 Da), angiotensina |
(1296 Da) e triptofano (204 Da) (Pires et al., 2008).

8.2.6 Determinacao de cor

A cor dos hidrolisados liofilizados foi medida com um colorimetro (Macbeth, modelo
Color-Eye® 3000, New Windsor, EUA). Antes de iniciar a medicdo o equipamento foi
calibrado € as amostras foram avaliadas através dos parametros luminosidade L* (branco, +
ou preto, -) e cromaticidade a* (verde, - ou vermelho, +) e b* (azul, - ou amarelo, +). Para
uma melhor avaliagdo da cor, foram combinadas as trés coordenadas mencionadas de
modo a obter os valores do indice de brancura (IB) calculada pala equagao 1, conforme Fuijii
et al. (1973).

IB=100-[(100 - L*)® + a® + b*]"? (1)
8.2.7 Determinacao da atividade antioxidante
8.2.7.1 Inibicdo da peroxidacgéo lipidica
A peroxidagao lipidica foi determinada in vitro a partir da habilidade dos hidrolisados

em inibir a oxidacdo de uma emulsao contendo acido linoléico (Osawa e Namiki, 1985).
Amostras de hidrolisado (5,0 mg) ou padrao a-tocoferol (0,2 mg/mL) foram dissolvidas em
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10 mL de tampao fosfato pH 7,0 (50 mmol/L), adicionou-se 0,13 mL de acido linoléico e 10
mL de etanol 99,5% em tubos com tampa de rosca. A mistura foi homogeneizada e o
volume final foi ajustado para 25 mL com agua deionizada. Foi preparada uma reagao
controle usando o mesmo procedimento, com substituicdo da amostra protéica por tampao
fosfato pH 7,0 (50 mmol/L). O conteltdo dos tubos foi incubado a 40 °C no escuro e o grau
de oxidagao do acido linoléico foi medido de acordo com Mitsuda et al. (1966) em intervalos
de 24 h durante 7 dias. Aliquotas de 100 uL da solugéo incubada foram misturadas com 4,7
mL de etanol 75% seguido da adicdo de 100 uL de tiocianato de aménio 30% e 100 uL de
solugéo de cloreto ferroso 0,02mol/L em HCI 3,5%. Apds 3 min, o grau de desenvolvimento
de cor, que representa a oxidacdo do acido linoléico foi medido a 500 nm em
espectrofotdbmetro (Biospectro UV, modelo SP-22, Brasil). A inibicdo da peroxidagao
apresentada pelos hidrolisados calculada conforme a equacao 2, onde: Abs = absorbancia.

INibicao (%) = [1 - (AbSamosta’ ADS conrore)] X 100 2)

8.2.7.2 Capacidade de sequestro do radical hidroxila

A capacidade dos hidrolisados inibir radicais hidroxila formados pela reagdo de
Fenton, mediante degradacao da 2-desoxi-D-ribose foi determinado conforme Chung et al.,
(1997). Uma mistura contendo 0,2 mL de FeSO,.7H,O 10 mmol/L, 0,2 mL de EDTA 10
mmol/L, 0,2 mL de 2-desoxi-D-ribose 10 mmol/L, 0,2 mL de amostra (1 mg/mL) e 1 mL de
solugdo tampao fosfato (0,2 mol/L, pH 7,4) foi homogeneizada com 0,2 mL de H,O, 10
mmol/L e incubada a 37 °C por 4 h. Em seguida, 1 mL de TCA 2,8% e 1 mL de TBA 1%
foram adicionados aos tubos. As amostras foram fervidas em banho-maria a 100 °C,
durante 10 min e resfriadas por imersdo em um banho de agua e gelo por 5 min. A
absorbancia foi lida a 532 nm em espectrofotometro UV/VIS (ATI UNICAM Helios, modelo
Alfa, UK). O percentual de inibigdo foi calculado pela equacgao 3.

Inibigéo (OA’) = [(Abscontrole - Absamostra)/ Abscontrole] x 100 (3)

8.2.7.3 Capacidade de sequestro do radical livre DPPH

O efeito sequestrador do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi medido
conforme descrito por Shimada et al. (1992) com modificagcbes. Amostras de 1,0 mL em
diferentes concentragbes (0, 5, 1,0, 2,5 e 5,0 mg/mL), foram adicionadas em 1,0 mL de
DPPH 0,1 mmol/L em etanol 95%. A mistura foi homogeneizada em vértex (Phoenix, AP-56,
Brasil) e mantida 30 min a temperatura ambiente. A absorbéancia resultante da solugao foi
medida a 517 nm em espectrofotémetro UV/VIS (ATI UNICAM Helios, modelo Alfa, UK).
Menor absorbancia representa uma maior atividade de sequestro do radical DPPH pelos



84

hidrolisados, a qual foi expressa de acordo com a equacao 3 e os valores da concentracao
efetiva (concentracdo capaz de inibir 50% da oxidacao, ECs), foram estimados a partir da
porcentagem de inibicao, plotados em relagdo a concentragao de hidrolisado.

8.2.7.4 Captura do radical livre ABTS

A atividade antioxidante foi determinada conforme Re et al. (1999), com
modificagdes. ABTS, 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi dissolvido em
&gua a uma concentragdo de 7 mmol/L. O cétion radical (ABTS") foi produzido pela reagdo
da solucao estoque de ABTS com persulfato de potassio 2,45 mmol/L (concentracao final)
deixando a mistura em repouso no escuro a temperatura ambiente por 16 h antes do uso. A
solucdo estoque é usada por no maximo 3 dias. No momento do uso, a solugdo de ABTS"
foi diluida com tampao fosfato de sodio pH 7,4 (5 mmol/L) até absorbancia de 0,7 £ 0,02 a
734 nm. Apods a adicdo de 20 pL de amostra (5 mg/mL), adicionou-se 2 mL de solucéo
diluida de ABTS", agitou-se em vortex (Phoenix, AP-56, Brasil) e incubou-se em banho-
maria a 30 °C durante 6 min. Realizou-se a leitura da absorbéncia a 734nm em
espectrofotdmetro UV/VIS (Hitachi U-2001, Japdo). Como solucdo padrdo, usou-se o0
antioxidante sintético Trolox (derivado hidrossoltvel do a-tocoferol) nas concentracées de 0
a 1500 pMmol/Lem etanol e os resultados foram expressos como capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) em mmol/g de amostra.

8.2.7.5 Poder Redutor

A capacidade dos hidrolisados para reduzir Ferro®* para Ferro® foi medida
espectrofotometricamente (Oyaizu, 1988). Um volume de 2 mL de amostra (5mg/mL) foi
adicionado em 2 mL de tampéao fosfato 0,2 mol/L (pH 6,6) € 2 mL de ferricianeto de potassio
1%. A seguir a mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min, e apés adicionou-se na reagao
2 mL de TCA 10%. Uma aliquota (2 mL) foi misturada com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL
de cloreto férrico 0,1% em tubos de ensaio. Apdés 10 min de reacdo, a absorbancia da
solugéo resultante foi lida a 700 nm em espectrofotémetro UV/VIS (ATI UNICAM Helios,
modelo Alfa, UK). Acido ascérbico (AA) foi usado como padrdo para a construcdo de uma
curva de calibracao e o poder redutor foi expresso como ymol de AA / g de amostra.

8.2.8 Determinacéao de grupos sulfidrila (-SH)
O teor total dos grupos sulfidrila (T-SH) foram determinados utilizando o reagente de

Ellman (5,5 ditiobis-acido 2-nitrobenzéico, 10 mmol/L) de acordo com o procedimento
descrito por Shimada e Cheftel (1988) com algumas modificagbes. Amostras (100 mg) de
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proteina liofilizada foram homogeneizadas durante 3 min com 50 mL de tamp&o fosfato 0,1
mol/L, pH 8,0, contendo EDTA 1 mmol/L, 6 mol/L uréia e 0,5 % SDS. Em seguida, a mistura
foi centrifugada a 9000 x g (Biosystems, modelo MPW-350/350R) durante 20 min. Em 3 mL
do sobrenadante foram adicionados 30 uL do reagente de Ellman e a mistura foi incubada
15 min a temperatura ambiente. Apds a reagao, a absorbancia da mistura foi medida a 412
nm em espectrofotdmetro (Biospectro UV, modelo SP-22, Brasil) e os grupos R-SH
determinados utilizando um coeficiente de extingdo molar de 14150 M™" cm™.

8.2.9 Analise Estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em ftriplicata. Os dados para os diferentes
parametros foram comparados através de analise de varidncia (ANOVA) com o auxilio do
programa STATISTICA® versdo 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA). As diferencas
significativas (p<0,05) entre os resultados foram identificadas usando teste de Tukey.

8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
8.3.1 Hidrdlise enzimatica do musculo de pescado e de frango

Considerando que as enzimas tém posi¢cdes especificas para clivagem da cadeia
polipeptidica segundo Bougatef et al. (2010), no presente estudo, proteina de musculo de
pescado € proteina de musculo de frango foram hidrolisadas separadamente pelas enzimas
Flavourzyme, a-Quimotripsina e Tripsina, para a obtencdo de peptideos antioxidantes. As
curvas das reagdes de hidrélise com Flavourzyme, a-Quimotripsina e Tripsina, apés 4 h de
reacao, estdo mostradas na Figura 1. Os valores de GH obtidos aumentaram com o
aumento do tempo de hidrélise. Observou-se uma maior taxa de conversao na primeira hora
de reagao e ap0ds prosseguiu de modo mais lento indicando que a clivagem méaxima das
proteinas ocorreu durante os primeiros 60 min de hidrolise semelhante aos resultados
relatados por Fonkwe e Singh (1996), Benjakul e Morrissey (1997) e Guerard et al. (2002).
O GH é um importante fator, amplamente relacionado com o rendimento do processo de
hidrélise (Shahidi et al., 1994). Em geral, os hidrolisados obtidos com castanha
apresentaram valores maiores de GH que os hidrolisados de frango. Isso indica que as
proteinas de pescado sdo mais facilmente hidrolisadas que as proteinas de frango.
Considerando o mesmo substrato protéico e a mesma quantidade de enzima, o valor de GH
dos produtos obtidos com a-Quimotripsina foram significativamente maiores (p<0,05), que
os hidrolisados obtidos com Tripsina e Flavourzyme.
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Figura 1. Curvas de hidrélise para musculo de castanha e frango tratados com diferentes

enzimas. HPF = hidrolisado de musculo de pescado com Flavourzyme; HPQ = hidrolisado de musculo de
pescado com a-Quimotripsina; HPT = hidrolisado de musculo de pescado com Tripsina; HFF = hidrolisado de
musculo de frango com Flavourzyme; HFQ = hidrolisado de musculo de frango com a-Quimotripsina; HFT =
hidrolisado de musculo de frango com Tripsina.

Ap6s 4 h ao término das reacoes, os valores de GH para pescado e frango foram:
27,6% e 20,6% com a-Quimotripsina, 23,5% e 18,1% com Tripsina e 25,9% e 17,8% com
Flavourzyme, respectivamente. A forma das curvas de hidrélise é semelhante a relatada em
estudos anteriores com sardinha (Quaglia e Orban, 1987; Bougatef et al., 2010), salmao
(Kristinsson e Rasco, 2000b) e atum (Guérard et al., 2001).

8.3.2 Cor

Os hidrolisados liofilizados de pescado apresentaram cor levemente amarela, ja os
hidrolisados de frango resultaram em produtos de cor mais branca conforme os valores de
L* a* e b* apresentados na Tabela 1. O HFT apresentou o menor valor de b* (4,5) enquanto
que HPQ foi 0 mais amarelado com valor de b* de 11,8. Os valores de IB dos hidrolisados
de musculo de pescado foram significativamente menores (p<0,05) que os hidrolisados de
musculo de frango, porém nao diferiram em relagdo as enzimas empregadas em sua
obtengédo. Como as proteinas foram hidrolisadas extensivamente, o produto pode se tornar
escuro, provavelmente devido a oxidagao da mioglobina e do pigmento melanina presente
nessas matérias-primas (Benjakul e Morrissey, 1997).

Hidrolisados de carpa prateada produzidos por Dong et al. (2008), apresentaram cor
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mais amarelada (L* = 83,4, a* = -2,56, b* = 17,15) em tempos de hidrélise prolongados (4
h), comparados aos hidrolisados de castanha obtidos nesse estudo. A diferenca no
tamanho dos peptideos e na seqgéncia de aminoacidos dos hidrolisados também podem ser
responsaveis por essa divergéncia, conforme relatado por You et al. (2009).

Tabela 1. Parametros de cor dos hidrolisados protéicos de musculo de pescado e de frango.

Amostras L* a* b* (1B)
HPF 86,4 +2,172 0,02 + 0,002 10,1 + 0,25° 82,9 +1,65°
HPQ 87,2 + 0,86%° 0,03 + 0,002 11,8 + 0,50° 82,5+ 0,292
HPT 85,4 + 0,55° -0,10 +0,03° 11,0 £ 0,16° 81,7 +0,35°
HFF 92,0+0,12° -0,06 + 0,00° 6,6 + 0,07° 89,6 +0,14°
HFQ 90,5+ 0,42°°  -0,46+0,01° 6,2+0,17¢ 88,6 + 0,45°
HFT 91,9+0,63° -0,74 +0,01° 4,5+0,01° 90,7 + 0,55°

Valores correspondentes a media + desvio padréo. Valores médios com letras diferentes em cada
coluna diferem significativamente (p<0,05). HPF = hidrolisado de muUsculo de pescado com Flavourzyme;
HPQ = hidrolisado de musculo de pescado com a-Quimotripsina; HPT = hidrolisado de musculo de pescado com
Tripsina; HFF = hidrolisado de musculo de frango com Flavourzyme; HFQ = hidrolisado de musculo de frango
com a-Quimotripsina; HFT = hidrolisado de musculo de frango com Tripsina.

8.3.4 Atividade antioxidante dos hidrolisados

Hidrolisados protéicos produzidos usando diferentes enzimas provavelmente
possuem peptideos de diferentes tamanhos e segéncia de aminoacidos que podem
determinar a sua capacidade antioxidante. Os hidrolisados de pescado e frango foram
liofilizados e suas atividades antioxidantes foram avaliadas usando diferentes ensaios
incluindo inibicdo da peroxidacdo do acido linoléico, capacidade de sequestro do radical
hidroxila (OH®), capacidade de sequestro do radical livre DPPH, capacidade de sequestro
do radical livre ABTS e poder redutor.

8.3.4.1 Inibicdo da peroxidacao lipidica

Como mostrado na Tabela 2, a oxidacdo do acido linoléico foi marcadamente inibida
pelos hidrolisados derivados de proteina de musculo de pescado e de frango com as
diferentes proteases utilizadas. Entre os hidrolisados produzidos com musculo de pescado,
a maior atividade antioxidante foi observada naqueles obtidos com Flavourzyme, que
exerceu cerca de 67,1% de inibicdo da peroxidacao do acido linoléico.

Entre os hidrolisados produzidos com mdsculo de frango, o hidrolisado de a-
Quimotripsina foi 0 que apresentou a maior inibicao (58,5%), no entanto essa inibigao foi
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menor comparada com o antioxidante comercial a-tocoferol (78,1% de inibicao). Outros

hidrolisados mostraram menor inibicao da peroxidacao lipidica.

Tabela 2. Atividade antioxidante dos hidrolisados protéicos de musculo de pescado e de
frango determinada por diferentes ensaios.

Inibicao da Sequestradores de Radicais Livres Poder
Amostras oxidagao ABTS Redutor
lipidica (%)  Hidroxila (%) DPPH (%) (mmolig) (umol/g)
HPF 67,1 11,04 487+294° 6494098 0,914+0,02° 328,4+0,42°
HPQ 61,8+0,37° 20,5+2,00° 64,6+0,70° 0,895+0,05* 321,4+ 2,96
HPT 13,5+0,89° 65+0,71° 41,7+0,82° 0,115+0,01° 187,7+0,91°
HFF 46,8+2,02° 145+1,17° 38,6+0,95°° 0,652+0,01° 214,4+1,20°
HFQ 58,5+ 0,39° 12,8+0,68°° 49,0+0,91° 0,689+0,02° 2221+241°
HFT 182+0,51"  6,4+0,75° 343+1,46° 0,255+0,02° 161,5+1,68°

Valores correspondentes a média + desvio padrao. Valores médios com letras diferentes em cada
coluna diferem significativamente (p<0,05). HPF = hidrolisado de musculo de pescado com Flavourzyme;
HPQ = hidrolisado de musculo de pescado com a-Quimotripsina; HPT = hidrolisado de musculo de pescado com
Tripsina; HFF = hidrolisado de musculo de frango com Flavourzyme; HFQ = hidrolisado de musculo de frango
com a-Quimotripsina; HFT = hidrolisado de musculo de frango com Tripsina.

8.3.4.2 Capacidade de sequestro do radical hidroxila

O radical hidroxila € uma das principais espécies ativas de oxigénio com alta
reatividade quimica. Este reage mais facilmente com aminodacidos, DNA e componentes da
membrana, podendo causar significativos danos biolégicos as células. Além disso, o radical
hidroxila € um poderoso oxidante particularmente de lipidios (Batista et al., 2010). Assim,
sua remogao ou inativagdo é um meio de defesa mais eficaz contra o desenvolvimento de
varias doengas (Je et al.,, 2009). Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados do
sequestro de radicais hidroxila pelos hidrolisados de musculo de pescado e frango. O HPF
apresentou potencial sequestrante (48,7%) significativamente maior (p<0,05) entre os seis
hidrolisados estudados, seguido pelo HPQ (20,5%). Em relacdo aos hidrolisados produzidos
com a enzima Flavourzyme, que apresentaram valores altos de GH (25,9%) foi observado
maior capacidade de sequestro do radical hidroxila. Entre os hidrolisados de frango, HFF e
HFQ exibiram maior atividade de sequestro do radical hidroxila que o HFT, porém nao
apresentaram diferenga significativa entre si. Comparando esses resultados com hidrolisado
de musculo de doj6 (Misgurnus anguillicaudatus), a atividade antioxidante encontrada foi
relativamente baixa (You et al, 2009). No entanto, essa atividade antioxidante dos
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hidrolisados protéicos de pescado e frango foram similares aos valores relatados para
hidrolisados de carpa prateada (Dong et al., 2008).

Observou-se em geral, que os hidrolisados de musculo de pescado mostraram
maiores valores de GH e atividade de sequestro do radical hidroxila maior que os
hidrolisados de musculo de frango, indicando que o tamanho dos peptideos desempenha
um papel importante na sua capacidade de sequestrar radicais livres. A atividade
antioxidante dos hidrolisados protéicos depende também do tipo de enzima e das condigdes
de hidrélise empregadas (Jao e Ko, 2002; Jun et al, 2004).

8.3.4.3 Capacidade de sequestro do radical livre DPPH

O DPPH é um radical livre estavel que tem sido amplamente usado para testar a
habilidade de captura de radicais livres de varias amostras (Jao e Ko, 2002; Saiga et al.,
2003; Klompong et al., 2007; Thiansilakul et al., 2007; Raghavan et al., 2008). Quando
DPPH encontra uma substancia doadora de prétons (H"), o radical é capturado, e isso pode
ser observado através da mudanga da cor pUrpura para amarela, ocorrendo diminui¢cdo dos
valores de absorbancia (Liu et al., 2010). Em nosso teste, todos os hidrolisados reduziram o
radical DPPH a um composto de cor amarela, aparentemente devido ao DPPH aceitar um
elétron ou um hidrogénio para tornar-se uma molécula diamagnética estavel. A atividade de
sequestrar radicais DPPH exibida pelos hidrolisados de pescado e frango estéo
apresentados na Tabela 2. Nao foi observada diferenga significativa (p>0,05) na
porcentagem de inibicdo entre os hidrolisados de pescado produzidos com as enzimas
Flavourzyme e a-Quimotripsina. Esse resultado foi melhor que o obtido por Wu et al. (2003),
com hidrolisados de cavala (Scomber austriasicus), que apresentou efeito sequestrante de
15,4%. Os valores ECsy foram estimados a partir da porcentagem de inibicdo e plotados em
relacdo a concentracdo de hidrolisado. A concentragcdo efetiva (mg/mL) necessaria para
inibir 50% da peroxidagao foi: HPF (3,1£0,04) > HFF (3,4£0,12) > HFQ (4,5£0,29) > HPQ
(5,1£0,21) > HPT (5,5+0,39) > HFT (7,7+0,58). Segundo esses autores, a atividade
antioxidante depende da especificidade da enzima, das condigdes de hidrélise empregadas,
do tamanho e composicao dos peptideos e da composicdo de aminoacidos livres. Assim, os
resultados encontrados sugerem que alguns peptideos contidos nos hidrolisados protéicos
de pescado e frango foram consideravelmente potentes sequestradores de radicais livres.

8.3.4.4 Capacidade de sequestro do radical livre ABTS

O ensaio do radical ABTS é um método amplamente utilizado para triagem da
atividade antioxidante e é relatado como um ensaio de descoloragdo aplicavel tanto a
compostos lipofilicos como hidrofilicos. Através da redugdo da cor do radical ABTS,
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hidrolisados protéicos de varias fontes ja foram identificados como antioxidantes potenciais
(Miliauskas et al., 2004). ABTS" é um radical relativamente estavel sendo facilmente
reduzido por um antioxidante (Miller et al.,, 1993). Os resultados revelaram que os
hidrolisados de pescado e de frango contém peptideos potencialmente doadores de elétrons
e podem reagir com os radicais livres a fim de converté-los em produtos mais estaveis, e
cessar a reacéo radicalar em cadeia. Os resultados da capacidade de sequestro do radical
ABTS, expresso em valores de TEAC estdao apresentados na Tabela 2. Hidrolisados de
pescado e frango mostraram diferentes atividades. Os valores de TEAC variaram de 0,115
a 0,914 mmol/g de amostra. O maior potencial de sequestro (0,914 mmol/g) foi encontrado
para o HPF, seguido pelo HPQ (0,895 mmol/g), HFQ (0,689 mmol/g) e HFF (0,652 mmol/g).
Os resultados obtidos com os hidrolisados produzidos com as enzimas Flavourzyme e a-
Quimotripsina mostraram elevada capacidade de capturar radicais livres € podem reduzir
respectivamente, em torno de 90 e 89% para pescado e 69 e 65% para o frango os radicais
ABTS, com concentracdo de amostra de 5 mg/mL. No entanto, os hidrolisados produzidos
com a enzima Tripsina apresentaram os menores valores de inibicdo do radical ABTS. O
resultado indica que os peptideos produzidos podem ser diferentes em termos de
composicao de aminoacidos, segéncia e comprimento da cadeia (Khantaphant e Benjakul,
2008).

8.3.4.5 Poder Redutor

A capacidade de redugdo de um determinado composto pode servir como um
indicador de sua atividade antioxidante potencial. E possivel observar a reducdo do Fe* (na
forma de ferricianeto), para a forma ferrosa (Fe®*), na presenca de um composto
antioxidante, através da mudanca da cor amarela da solucao para tons de verde e azul,
formando o composto azul da Prussia (Ferreira et al., 2007). O poder redutor dos
hidrolisados de pescado produzidos com Flavourzyme (328,4 umol/g) e a-Quimotripsina
(321,4 umol/g) foi alto ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05) entre ambos,
sendo o0 mesmo observado para os hidrolisados de frango (Tabela 2). Assim como para o
radical ABTS, o poder redutor foi maior para os hidrolisados que exibiram maior GH,
sugerindo uma relacdo direta com a capacidade de doar elétrons a radicais livres e
converté-los em produtos mais estaveis, interrompendo reagdes em cadeia (Ferreira et al.,
2007). A mesma tendéncia também foi mostrada com hidrolisados de cavala e autolisados

em periodos crescentes de hidrélise (Wu et al., 2003).



91

8.3.5 Distribui¢do do peso molecular dos hidrolisados

A distribuicdo do peso molecular dos hidrolisados de pescado e de frango foram
determinadas por cromatografia de filiracdo em gel e o perfil de ambas as matérias-primas
mostrou a presenca de moléculas protéicas com pesos moleculares predominantemente
abaixo de 6 kDa. A Tabela 3 mostra que a fragdo <3 kDa foi a principal componente para
cada um dos seis hidrolisados seguido da fracdo <1 kDa (contida na fracdo <3 kDa).
Considerando a area do pico da fracdo <3 kDa, a ordem, com base na porcentagem de
area, para frango foi: HFQ (92,4%) > HFF (83,0%) > HFT (71,6%), e para pescado: HPF
(60,8%) > HPQ (51,0 %) > HPT (50,8 %), a qual esta diretamente em relacionada com a
atividade antioxidante.

Tabela 3. Distribuicao de peso molecular dos hidrolisados protéicos de pescado e de frango
por cromatografia de filtragdo em gel.

Peso Area do pico (%)?
molecular
estimado HPF HPQ HPT HFF HFQ HFT
(kDa)
>6 3,4+0,2 0,7+ 0,1 0,2+0,1 3,5+0,2 0,5%+0,1 7,105
3-6 35,8+34 48,4+55 490+2,2 13,5+ 0,6 7,1 +11 21,3+29
<3 60,8+5,7 51,0£59 50,8+6,8 83,039 924+71 716x74
<1 441+43 50,9+5,8 50,8 £ 6,8 78,6+3,7 841+55 716=x74

? Valores correspondentes a média + desvio padrdo. HPF = hidrolisado de musculo de pescado com
Flavourzyme; HPQ = hidrolisado de musculo de pescado com a-Quimotripsina; HPT = hidrolisado de musculo de
pescado com Tripsina; HFF = hidrolisado de musculo de frango com Flavourzyme; HFQ = hidrolisado de musculo
de frango com a-Quimotripsina; HFT = hidrolisado de musculo de frango com Tripsina.

O resultado indicou que a fragdo <3 kDa foi a que apresentou maior associagdo com
a atividade antioxidante dos hidrolisados. Destes, as proteases mais eficazes para hidrolisar

proteinas de pescado e frango foram a Flavourzyme e a-Quimotripsina, respectivamente.

8.3.6 Determinacao de grupos sulfidrila (-SH)

Estudos recentes tém mostrado que a chave para a funcdo antioxidante esta
fortemente ligada aos grupos SH (Collinson et al., 2002) que atuam como doadores de
elétrons ao interagir diretamente com os radicais (Patterson e Rhoades, 1988). HPF

apresentou significativamente (p<0,05) maior contetido de grupos sulfidrila totais (4,7+2,6
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pmol/g de proteina) seguido pelo HFF (2,7+1,4 ymol/g de proteina), HPQ (2,5t1,0 ymol/g de
proteina), HFQ (2,2+1,1 pmol/g de proteina) HPT (1,7£0,9 pmol/g de proteina) e HFT
(1,4+0,7 umol/g de proteina). Isso, provavelmente, deve-se a atividade da Flavourzyme a
qual contém, além de endoproteases em sua composicdo, exopeptidades, que sao
responsaveis pela maior liberagdo de aminoacidos livres. Consequentemente, o0s
hidrolisados de Flavourzyme apresentam maior conteddo de grupos sulfidrilas livres,
provavelmente devido a maior liberagdo de cisteina e peptideos de baixo peso molecular
contendo cisteina (Pacheco et al., 2005). Por outro lado, essa taxa foi menor comparada
com a de isolado protéico de soro de leite (Roman e Sgarbieri, 2007) o que pode evidenciar
a maior formacdo de ligagdes dissulfeto. O grupo SH da cisteina tem uma acéo
independentemente crucial devido a sua interagao direta com radicais. Ja tem sido relatado
que grupos SH atuam como sequestradores de radicais livres em plantas e tecidos animais
(Patterson e Rhoades, 1988), e grupos SH da cisteina facilitam a atividade antioxidante da
glutationa (Selvam e Devaraj, 1996). Em nosso estudo, a atividade de sequestro de radicais
pode ser devido ao consideravel nimero de grupos sulfidrilas presentes nos hidrolisados
obtidos que, de acordo com Sarmadi e Ismail (2010), atuam como sequestradores de
radicais protegendo os tecidos contra o estresse oxidativo. Além dos grupos sulfidrilas,
outros compostos antioxidantes como peptideos contendo histidina ou tirosina, podem estar
presentes nos hidrolisados e a atividade antioxidante pode representar o efeito combinado
desses compostos.

8.4 CONCLUSAO

Os hidrolisados com maiores valores de GH mostraram melhor capacidade
antioxidativa. De acordo com esse estudo, os hidrolisados preparados a partir de pescado
apresentaram cor amarelada, e os hidrolisados de frango cor branca. A atividade
antioxidante, nos sistemas testados in vitro, indica que os peptideos musculares de pescado
e frango sao potentes antioxidantes capazes de sequestrar os radicais livres e inibir a
oxidacao lipidica. O maior conteido de grupos SH do HPF provavelmente contribuiu para
que esse hidrolisado mostrasse maior atividade antioxidante. No entanto, os efeitos dos
hidrolisados de pescado e frango no sabor, e na qualidade alimentar, e a identificagdo dos
peptideos responsaveis pela sua capacidade antioxidante geral precisam ainda ser

estudados.
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RESUMO

Nesse trabalho, peptideos de pescado e frango foram obtidos usando as enzimas
proteoliticas Flavourzyme e a-Quimotripsina. O musculo foi hidrolisado por 4 h e os
peptidoes resultantes foram avaliados. Foram produzidos hidrolisados de castanha
(Umbrina canosai) com grau de hidrélise (GH) de 25,9 e 27,6% e hidrolisados de frango
(Gallus domesticus) com GH de 17,8 e 20,6%, respectivamente para Flavourzyme e a-
Quimotripsina. A ultrafiltracdo por membranas foi utilizada para separar os hidrolisados de
pescado e frango com Flavourzyme e a-Quimotripsina baseada em pesos moleculares de
corte >1000 Da, <1000 e >500 Da e <500 Da, para produzir fracées (F1000, F1000-500 e
F500) com atividade antioxidante. HPF e HPQ apresentaram 60,8 e 50,9% de peptidos com
peso molecular <3 kDa em sua composicao, respectivamente. Observou-se para HFF e
HFQ 83 e 92,4 % de peptideos com peso molecular <3 kDa. A fragdo que apresentou, em
geral, maior potencial antioxidante foi F1000 do hidrolisado de pescado obtido com a
enzima Flavourzyme. Quando se adicionaram 40mg/mL de HPF e HFQ, 93 e 80% da
oxidagao lipidica em homogeneizados de carne moida bovina, foi inibida, respectivamente.
A composicdo de aminoacidos indicou maior conteido de aminoacidos hidrofébicos e
aminoacidos contendo residuos sulfuricos para o HPF, o qual mostrou maior potencial
antioxidante.

Palavras-chave: atividade antioxidante; hidrolisados; peso molecular de corte; ultrafiltragéo
por membranas
ABSTRACT

In this work, chicken and fish peptides were obtained using the proteolytic enzymes a-
Chymotrypsin and Flavourzyme. The muscle was hydrolyzed for 4 h and the resulting
peptides were evaluated. Hydrolysates were produced from Argentine croaker (Umbrina
canosai) with degree of hydrolysis (DH) of 25.9 and 27.6% and from chicken (Gallus
domesticus) with DH of 17.8 and 20.6% respectively for Flavourzyme and a-Chymotrypsin.
Membrane ultrafiltrations was used to separate fish and chicken hydrolysates from
Flavourzyme and a-Chymotrypsin based on molecular weight cut-offs >1000 Da, <1000 and
>500 Da and <500 Da, to produce fractions (F1000 , F1000-500 and F500) with antioxidant
activity. HPF and HPQ showed 60.8 and 50.9% of peptides with molecular weight <3 kDa in
its composition, respectively. To HFF and HFQ was observed 83 and 92.4% of peptides with
molecular weight <3 kDa. The fraction that showed, in general, higher antioxidant potential
was F1000 from fish hydrolysate obtained with Flavourzyme. When added 40mg/ml of HPF
and HFQ, 93 and 80% of lipid oxidation in ground beef homogenates was inhibited,
respectively. The composition of amino acids indicated higher amino acids hidrophobic
content and amino acids containing sulfuric residues for HPF, which showed antioxidant
potential.

Keywords: antioxidant activity; hydrolysate; ultrafiltration membranes; cut-off
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9.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, vem aumentando o interesse em identificar e caracterizar
peptideos bioativos obtidos a partir de plantas e animais. Os peptideos bioativos sao
considerados fragmentos protéicos especificos que estdo inativos na estrutura molecular
das proteinas. Depois de serem liberados por hidrélise enzimatica, podem exercer fungdes
fisiolégicas (Sarmadi e Ismail, 2010). A hidrélise enzimatica de proteinas tem sido
extensivamente usada e se destaca por melhorar as propriedades funcionais e nutricionais
dos ingredientes alimenticios produzidos. Varios trabalhos ja foram publicados em nosso
laboratério mostrando que as proteinas tiveram suas propriedades funcionais melhoradas
apos processos de hidrolise (Salas-Mellado et al., 2007; Centenaro et al., 2009; Fontana et
al., 2009; Martins et al., 2009).

InUmeros peptideos derivados de proteinas alimenticias hidrolisadas tém
demonstrado propriedades bioativas. Esses peptideos apresentam tamanho de 2 a 20
aminoacidos (Meisel e Fitzgerald, 2003) e peso molecular inferior a 6000 Da (Sun et al.,
2004). Com base em suas propriedades estruturais, sua composicdo e segéncia de
aminoacidos, estes peptideos podem desempenhar varias fungbes, tais como:
imunomodulatéria (Gauthier et al., 2006), antimicrobiana (Mccann et al.,, 2006),
antitrombética (Shimizu et al., 2008), hipocolesterolémica (Zhong et al., 2007), anti-
hipertensiva (Jia et al., 2010) e antioxidante (Mendis et al., 2005a; Wu et al., 2005; Je et al.,
2009; Aewsiri et al., 2010; Bougatef et al., 2010). Além disso, diversos peptideos foram
também caracterizados por apresentarem propriedades multifuncionais (Meisel e Fitzgerald,
2003).

Pesquisas focadas nos peptideos contidos nos hidrolisados protéicos de proteinas
de origem animal demonstraram que eles contém moléculas que podem trazer beneficios a
saude, as quais sdo promissoras para aplicagdes nutricionais e farmacéuticas (Guérard et
al., 2005).

Os radicais livres sao espécies que contém um ou mais elétrons desemparelhados,
que sao produzidos no metabolismo celular normal ou patoldgico (Gulcin et al., 2003) e
estdo envolvidos na causa de muitas doencas crbnicas como diabetes, doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer. Superoxido (Oy), peroxido de hidrogénio
(H20,) e radical hidroxila (HO’), conhecidos como espécies reativas do oxigénio (ERO), sao
alguns dos radicais livres relatados por se formarem in vivo (Ekanayake et al., 2004). Nos
alimentos, a peroxidagcado lipidica gerada pelos radicais livres, € uma das principais
preocupacdes durante o processamento industrial e o armazenamento dos produtos, pois
além de diminuir a qualidade nutricional e a seguranca alimentar (Shih e Daigle, 2003), leva
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ao desenvolvimento de produtos da reacdo potencialmente téxicos, sabores e odores
indesejaveis e alteracbes na textura, entre outros (Maillard et al., 1996; Je et al., 2009).

Os antioxidantes sintéticos como butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT),
propil galato e terc-butil hidroquinona (TBHQ), sdo usados para inibir ou retardar a formacgao
de radicais livres, prevenindo a oxidacdo lipidica e a consequente deterioracdo dos
alimentos. No entanto, a seguranca e a percepcao negativa dos antioxidantes sintéticos
pelo consumidor, restringem suas aplicagbes em produtos alimenticios (Park et al., 2001).
Embora os compostos sintéticos sejam eficientes e relativamente de baixo custo, atencao
especial tem sido atribuida aos antioxidantes naturais, devido a uma tendéncia mundial de
evitar ou minimizar o uso desses aditivos sintéticos (Shih e Daigle, 2003; Qian et al., 2008).

A tecnologia de ultrafiltracdo por membrana tem sido de grande importancia para a
purificagdo, concentragao e fracionamento de varios produtos em diversas areas, tais como
industrias alimenticias, farmacéuticas e biotecnolégicas, e tem sido uma das melhores
técnicas disponiveis para o enriquecimento de peptideos (Foh et al., 2010). No entanto, ha
pouca informacao a respeito da atividade antioxidante de hidrolisados protéicos de musculo
de frango e nenhum trabalho foi encontrado sobre a atividade antioxidante de hidrolisados
de castanha (Umbrina canosai). Nessa pesquisa, hidrolisados de pescado e frango foram
produzidos enzimaticamente e fracionados utilizando técnica de ultrafiltracdo por
membranas com pesos moleculares de corte de 1000 e 500 Da. Foram obtidas 3 fragbes
(>1000 Da, <1000 e >500 Da e <500 Da) e suas atividades antioxidantes foram investigadas
em conjunto com o perfil peptidico dessas fracbes € a composicdo de aminodacidos
apresentada pelos hidrolisados protéicos. O objetivo do trabalho foi obter fragbes peptidicas
a partir dos hidrolisados utilizando ultrafiltracdo por membranas, caracterizar os hidrolisados
e as fracbes em relacdo a distribuicdo de peso molecular e avaliar a atividade antioxidante

bem como verificar a atividade antioxidante dos hidrolisados em um sistema alimenticio.

9.2 MATERIAL E METODOS

9.2.1 Matérias-primas

A espécie de pescado utilizada foi a castanha (Umbrina canosai), doada pela
industria Pescal S/A, localizada na cidade de Rio Grande, RS, Brasil. Depois de capturado,
o pescado foi filetado e o musculo (contendo 18,2% de proteina) foi triturado uniformemente
e armazenado sob congelamento a -20 °C em sacos de polietileno até o momento do uso.
O musculo de frango congelado (contendo 21,4% de proteina) foi doado pela Cia. Minuano
de Alimentos localizada na cidade de Lajeado, RS, Brasil, e armazenado sob congelamento
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a -20 °C em sacos de polietileno até o momento do uso.

9.2.2 Reagentes e Enzimas

Foram utilizadas as enzimas Flavourzyme 1000L® (mistura de endoprotease e
exopeptidase de Aspergillus oryzae), doada pela Novozymes Latin America (Araucaria,
Brasil) e a-Quimotripsina (endopeptidase obtidas do pancreas bovino) fornecida pela Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Todos os demais reagentes utilizados nesse estudo foram
de grau analitico (p.a.).

9.2.3 Preparacao dos Hidrolisados Protéicos

O musculo foi homogeneizado (agitador eixo-hélice IKA®, modelo RW28, Staufen,
Alemanha), com solugéo tampéo fosfato 0,2 mol/L, na proporcao de 1:3 (p/v), considerando
sempre o conteldo protéico. Antes do inicio da reacao, as misturas foram pré-incubadas em
reator de vidro encamisado (Figura 1, pag. 61) nas condicbes 6étimas para cada enzima (50
°C e pH 7,0 para Flavourzyme e 37 °C e pH 8,0 para a-Quimotripsina) por 20 min. A reacao
de hidrélise iniciou com a adi¢cdo de enzima na quantidade de 1% (p/p) com agitacdo a 600
rpm (agitador eixo-hélice IKA®, modelo RW28, Staufen, Alemanha), durante 4 h.

Tomaram-se amostras em tempos preestabelecidos (zero, 15, 30, 60, 120, 240 min)
para medir o grau de hidrélise (GH) conforme o método do acido trinitrobenzenosulfénico
(TNBS) descrito por Alder-Nissen (1979) pela determinacdo da porcentagem de ligagdes
peptidicas hidrolisadas através da medida do numero de grupamentos amino livres no
sobrenadante, pela reagdo com TNBS. Foi preparada uma curva padrdo de leucina na
concentracao de 0 a 1,6 mmol/L.

Ap6s o fim da reagdo, a enzima foi inativada termicamente a 85 °C por 15 min com
agitacao ocasional. Os hidrolisados foram centrifugados por 3500 x g (Biosystems, modelo
MPW-350/350R) durante 20 min para remover residuos nao hidrolisados e 0 sobrenadante
obtido foi liofilizado (liofilizador MicroModulyo, Edwards, Sussex, UK). Foram produzidos
hidrolisados de pescado e frango com as enzimas Flavourzyme (HPF; HFF) e a-
Quimotripsina (HPQ; HFQ).

9.2.4 Fracionamento por Ultrafiltracao

Os hidrolisados foram fracionados utilizando uma célula de ultrafiltracdo (Advantec,

UHP-76, Japan) com agitacdo magnética e capacidade de 450 mL (Figura 1). Foram
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usadas membranas de ultrafitragdo (Amicon Inc., Beverly, MA, EUA, de celulose
regenerada, 76mm de didmetro) com peso molecular de corte (cut-off) de 500 e 1000
Daltons. Durante cada processo de filiragdo aplicou-se pressdo com gas nitrogénio,
conforme determinacao do fabricante das membranas. Um volume de amostra (10mg/mL)
foi passado através de cada membrana onde foram coletadas 3 fragdes: retentado F1000
(fragdo >1000 Da), permeado e retentado F1000-500 (fragdo <1000 e >500 Da) e permeado
F500 (fragdo <500 Da). Todas as fragdes foram liofilizadas e analisadas em seguida. As
membranas foram substituidas por novos exemplares apés 3 filtracdes, considerando a

avaliacao do fluxo.

<
(.

Figura 1. Sistema de ultrafiltracao utilizado para o fracionamento dos hidrolisados.

9.2.5 Determinacéao da Distribuicao do Peso Molecular

A distribuicdo do peso molecular dos hidrolisados protéicos foi estimada por
cromatografia de filtragdo em gel em um cromatégrafo liquido de rapido desempenho (FPLC
AKTA - Amersham Biosciences, Suécia) equipado com uma coluna Superdex peptide
10/300 GL, com 30% de acetonitrila e acido trifluoracético 0,1% como eluente. O volume de
exclusao da coluna foi estimado com blue dextran 2000. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min
e as leituras foram realizadas a 280nm. Para determinacdo quantitativa dos pesos
moleculares foram integradas as areas dos picos dos cromatogramas. Foi preparada uma
curva de calibragdo com ribonuclease A (13700 Da), aprotinina (6500 Da), angiotensina |
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(1296 Da) e triptofano (204 Da) (Pires et al., 2008).
9.2.6 Eletroforese dos hidrolisados

Foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) numa concentracdo de 12%, de acordo com Laemli (1970).
Todas as amostras foram tratadas com B-mercaptoetanol 5%. Os géis foram submetidos a
uma corrente elétrica de 0,02 A durante 1 h e em seguida, a corrente foi aumentada para
0,04 A por mais 1 h. Apbs a corrida, os géis foram corados com uma solucdo contendo
metanol 50% (v/v), &cido acético glacial 6,8% (v/v) e Coomassie Brilliant Blue-R (1 mg/mL)
por aproximadamente 3 h. Os géis foram descorados em uma solugdo contendo &cido
acético 7,5% (v/v) e metanol 5% (v/v), renovando-se a solugéo até a revelacao nitida do gel.
O peso molecular das bandas foi determinado por comparagcdo com padrdo de peso
molecular entre 10 a 220 kDa (Bench Mark™ Protein Ladder, Invitrogen, SP, Brasil).

9.2.7 Determinacéo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das fragcées dos hidrolisados de pescado e frango foram
avaliadas usando diferentes ensaios incluindo, capacidade de sequestro do radical hidroxila
(OH®), capacidade de sequestro do radical livre DPPH, capacidade de sequestro do radical
livre ABTS e poder redutor.

9.2.7.1 Capacidade de sequestro do radical hidroxila

A capacidade das fragbes em inibir radicais hidroxila, formados pela reagdo de
Fenton, mediante degradacao da 2-desoxi-D-ribose foi determinado conforme Chung et al.,
(1997). Uma mistura contendo 0,2 mL de FeSO,.7H,O 10 mmol/L, 0,2 mL de EDTA 10
mmol/L, 0,2 mL de 2-desoxi-D-ribose 10 mmol/L, 0,2 mL de amostra (1 mg/mL) e 1 mL de
solugcado tampéao fosfato (0,2 mol/L, pH 7,4) foi homogeneizada com 0,2 mL de H,O, 10
mmol/L e incubada a 37 °C por 4 h. Em seguida, 1 mL de TCA 2,8% e 1 mL de TBA 1%
foram adicionados aos tubos. As amostras foram fervidas em banho-maria a 100 °C,
durante 10 min e resfriadas por imersao em um banho de agua e gelo por 5 min. A
absorbancia foi lida a 532 nm em espectrofotometro UV/VIS (ATI UNICAM Helios, modelo
Alfa, UK). O percentual de inibicao foi calculado pela equacao 1, onde: Abs = absorbancia.

Inibigéo (0/0) = [(Abscontrole - Absamostra)/ Abscontrole] x 100 (1)
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9.2.7.2 Capacidade de sequestro do radical livre DPPH

O efeito sequestrador do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi medido
conforme descrito por Shimada et al. (1992) com modificagdes. Amostra de 1,0 mL em
diferentes concentragdes (0, 5, 1,0, 2,5 e 5,0 mg/mL), foi adicionada em 1,0 mL de DPPH
0,1 mmol/L em etanol 95%. A mistura foi homogeneizada em vértex (Phoenix, AP-56, Brasil)
e mantida 30 min a temperatura ambiente. A absorbancia resultante da solugao foi medida a
517 nm em espectrofotdmetro UV/VIS (ATI UNICAM Helios, modelo Alfa, UK). Menor
absorbancia representa uma maior atividade de sequestro do radical DPPH, a qual foi
calculada de acordo com a equacao 1. Os valores da concentracdo efetiva (concentracao
capaz de inibir 50% da oxidacdo, ECs), foram estimados a partir da porcentagem de
inibicdo.

9.2.7.3 Capacidade de sequestro do radical livre ABTS

A atividade antioxidante foi determinada conforme Re et al. (1999), com
modificagdes. ABTS, 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi dissolvido em
agua a uma concentragdo de 7 mmol/L. O cétion radical (ABTS") foi produzido pela reagéo
da solucao estoque de ABTS com persulfato de potassio 2,45 mmol/L (concentracao final)
deixando a mistura em repouso no escuro a temperatura ambiente por 16 h antes do uso. A
solugdo estoque é usada por no maximo 3 dias. No momento do uso, a solugdo de ABTS"
foi diluida com tampao fosfato de sodio pH 7,4 (5 mmol/L) até absorbéancia de 0,7 £ 0,02 a
734 nm. Apods a adicdo de 20 pL de amostra (5 mg/mL), adicionou-se 2 mL de solucéo
diluida de ABTS", agitou-se em vortex (Phoenix, AP-56, Brasil) e incubou-se em banho-
maria a 30 °C durante 6 min. Realizou-se a leitura da absorbéncia a 734nm em
espectrofotdmetro UV/VIS (Hitachi U-2001, Japao). Como solucdo padrao, utilizou-se o
antioxidante sintético Trolox (derivado hidrossolUvel do a-tocoferol) nas concentragdes de 0
a 1500 uyM em etanol e os resultados foram expressos como capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) em mmol/g de amostra.

9.2.7.4 Poder Redutor

A capacidade das fragdes hidrolisadas em reduzir Ferro® para Ferro®* foi medida
espectrofotometricamente (Oyaizu, 1988). Um volume de 2 mL de amostra (5mg/mL) foi
adicionado em 2 mL de tampéao fosfato 0,2 mol/L (pH 6,6) € 2 mL de ferricianeto de potassio
1%. A seguir a mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min, e apds adicionou-se na reacao
2 mL de TCA 10%. Uma aliquota (2 mL) foi misturada com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL
de cloreto férrico 0,1% em tubos de ensaio. Apés 10 min de reacdo, a absorbancia da
solugéo resultante foi lida a 700 nm em espectrofotémetro UV/VIS (ATI UNICAM Helios,
modelo Alfa, UK). Acido ascérbico (AA) foi usado como padrao para a construcdo de uma
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curva de calibracao e o poder redutor foi expresso como umol de AA/g de amostra.
9.2.8 Atividade Antioxidante dos hidrolisados protéicos em Carne Moida

A atividade antioxidante em carne bovina moida foi determinada conforme descrito
por Sakanaka et al. (2005). Carne moida (5 g) foi homogeneizada em 25 mL de tampéao
HEPES 50mmol/L (pH 7,0). A mistura contendo 0,8 mL de suspensao de carne moida e 0,2
mL de tampao HEPES ou uma amostra de uma solucdo de hidrolisado (hidrolisado em
tampao HEPES) nas concentragdes finais de 2,5, 5, 10, 20 € 40 mg/mL foram incubadas a
37 °C por 60 min. Apbs a incubacéo, a mistura foi avaliada pela formagao de substancias
que reagem com o &cido tiobarbitarico (TBARS). No dia do uso foi preparada uma solugao
estoque de acido tricloroacético (TCA/TBA) consistindo de TCA 0,9 mol/L e TBA 0,03 mol/L
em HCI 0,25 mol/l. Apés leve aquecimento e agitacao para dissolver os componentes, 3 mL
de butil hidroxitolueno (BHT) 20 g/L em etanol absoluto foram adicionados para 100 mL de
solugédo estoque de TCA/TBA. Em intervalos apropriados, aliquotas de 1,0 mL da mistura
foram adicionadas em tubos de ensaio contendo 2 mL de solucdo estoque TCA/TBA e
imediatamente misturadas em vortex (Phoenix, AP-56, Brasil). As amostras foram entao
aquecidas até ebulicAdo por 10 min em banho-maria, resfriadas a temperatura ambiente e
centrifugadas a 1710 X g (Biosystems, modelo MPW-350/350R) por 10 min. A absorbancia
do sobrenadante foi medida a 532 nm. TBARS foram calculadas a partir da construcao de

uma curva padrao de malonaldeido utilizando tetrametoxipropano.

9.2.9 Composicao de Aminoacidos dos hidrolisados

A determinacdo da composicdo de aminoacidos das amostras de hidrolisados
musculo de pescado com Flavourzyme e de frango com a-Quimotripsina foram realizadas
pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (UNESP, Ribeirdao Preto, SP, Brasil). Os
aminoacidos foram obtidos por hidrélise dos peptideos com HCI 6 mol/L durante 22 h a 110
°C £1 °C, conforme Spackman et al. (1958).

9.2.10 Analise Estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em ftriplicata. Os dados para os diferentes
parametros foram comparados através de analise de variancia (ANOVA) com o auxilio do
programa STATISTICA® versdo 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA). As diferencas
significativas (p<0,05) entre os resultados foram identificadas usando teste de Tukey.
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9.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.3.1 Hidrdlise enzimatica do musculo de pescado e frango

No presente estudo, proteinas musculares de pescado e de frango foram
hidrolisadas separadamente com Flavourzyme e a-Quimotripsina para a producido de
peptideos antioxidantes. Os hidrolisados foram fracionados através de ultrafiltracdo por
membranas. As trés fracoes obtidas para cada hidrolisado produzido tiveram sua atividade
antioxidante avaliada. A extensao da degradagao das proteinas pelas enzimas proteoliticas
foi estimada pela medida do grau de hidrélise (GH) onde foi observado para os hidrolisados
de pescado valores de 25,9 e 27,6% e para os hidrolisados de frango, 17,8 e 20,6%,
respectivamente para Flavourzyme e a-Quimotripsina. De acordo com Shabhidi et al. (1994),
o GH é um importante fator altamente relacionado com o rendimento do processo de
hidrélise. Observou-se um aumento inicial rapido do GH, a medida que o tempo aumentava,
indicando uma clivagem muito elevada das proteinas nas primeiras horas de reagdo. Em
seguida houve uma estabilizagdo das reagdes de hidrélise. Conforme Souissi et al. (2007), a
diminuicdo ou estabilizagdo na taxa de reagédo pode ser explicada pela inibicdo da enzima
por produtos que sédo formados em valores elevados de GH. Esses produtos competem
com o substrato causando indigestao ou digestao parcial das proteinas. A forma das curvas
de hidrolise foi semelhante a relatada em estudos anteriores com salmao (Kristinsson e
Rasco, 2000b), atum (Guérard et al., 2001), frango (Kurozawa et al., 2009) e tilapia (Foh et
al., 2010). Com o mesmo substrato e a mesma quantidade de enzima, a-Quimotripsina
mostrou maiores valores de GH para os hidrolisados de pescado e de frango que a
Flavourzyme. Os niveis mais elevados de GH sugerem que a-Quimotripsina tem maior
afinidade pelo substrato e, portanto € mais eficiente que a Flavourzyme para a producéao de
hidrolisados protéicos de musculo de pescado e de frango. Em geral proteases alcalinas,
como a-Quimotripsina apresentam atividade mais elevada que proteases &cidas ou neutras
(Rebeca, et al., 1991; Klompong et al., 2007).

9.3.2 Fracionamento dos hidrolisados por Ultrafiltracao (UF)

O uso do sistema de ultrafitracdo por membranas é apropriado para obter
hidrolisados protéicos com faixas de peso molecular desejados (Jeon et al., 1999). Durante
o processo de UF em dois estagios, trés diferentes fragbes (F1000 Da, F1000-500 Da e
F500 Da) foram obtidas usando membranas de “cut-off” de 1000 e 500 Da. Os valores das
fracbes em termos de peso molecular, e seu impacto na populacdo de peptideos,
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composicao de aminoacidos e propriedades antioxidantes sdo discutidas a seguir. Os
ultrafiltrados (F1000-500 Da e F500 Da) e o retentado (F1000 Da) se mostraram ricos em
peptideos com peso molecular conforme o “cut-off” prescrito pela membrana de
ultrafiltracao utilizada. Porém, pequena porcentagem de peptideos acima ou abaixo do "cut-
off” foram encontradas nas fracoes analisadas.

De acordo com Picot et al. (2010), as membranas nao realizam separagdes com
total eficiéncia, sendo que algumas classes de pesos moleculares podem ser encontradas
em varias fragbes. Um fenémeno complicado devido a fatores fisicos e quimicos ocorre
durante a filtracdo de solugdes contendo proteinas e sélidos proteinaceos, sollveis e
insollveis, o que causa uma polarizacdo de concentragdo e incrustagao/colmatacdo da
membrana e consequentemente, um drastico declinio no fluxo. Devido a sua
hidrofobicidade, interagdes entre proteinas € membranas podem ocorrer e sdo inerentes ao
processo. Dependendo do tamanho da particula, as proteinas podem entrar nos poros da
membrana, ou permanecerem como uma camada em forma de gel na superficie formando

um depésito, aumentando significativamente a resisténcia a filtracdo (Foh et al., 2010).

9.3.3 Distribui¢dao do Peso Molecular

A cromatografia de filtragdo em gel, empregando sistema FPLC, foi usada para
estudar os perfis de distribuicdo de peso molecular das fragdes dos hidrolisados protéicos
de pescado (HPF e HPQ) e de frango (HFF e HFQ) obtidos através da ultrafiltragao por
membranas. A partir dos dados cromatograficos (Figuras 2 e 3), evidenciou-se uma redugao
de peptideos de elevado peso molecular.

Considerando os hidrolisados integrais, antes do processo de ultrafiltracdo (dados
nao mostrados), observou-se que 60,8% do HPF e 50,9% do HPQ eram compostos de
pequenos peptideos, menores que 3 kDa. Valores semelhantes foram relatados por Ren et
al. (2008), em hidrolisados de carpa prateada obtidos com pancreatina e Neutrase,
mostrando que 69,3 e 64,7% dos peptideos apresentavam peso molecular menor que 3
kDa, respectivamente. No entanto, para HFF e HFQ, 83 e 92,4% dos peptideos

apresentavam peso molecular menor que 3 kDa, respectivamente.



mAU

mAU

110

A 123 4 o0 123 4
123 4 200 1
140 F1000 F1000-500) F500
120
1204
150+ 1004
100
801 01
2™ 2
60 I £ 60
i 40+
40 507
20+ 20
07 T T T T T T T 1 07 T T T T T T T 1 O T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 3 490 0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
B volume (mL) volume (mL) volume (mL)
250- . 250-,
F1000 207 F1000500 F500
2001 200 2001
1504 150 3150,
2 E
1001 € 100 100-|
50 50 504
04 7 ‘ ‘ ‘ : : : 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ; ; 0
0 5 10 15 20 25 30 3% 40 0o 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 {0 15 20 25 30 35 40
volume (ml) volume (ml) volume (L)

Figura 2. Perfil da distribuicdo de peso molecular das fragées de hidrolisados de pescado
(F1000, F100-500 e F500) com as enzimas (A) Flavourzyme e (B) a-Quimotripsina. 1,
ribonuclease A (13700 Da); 2, aprotinina (6500 Da); 3, angiotensina | (1296 Da); 4,
triptofano (204 Da).

Esses resultados também concordam com os resultados publicados por Chabeaud
et al. (2009), os quais relatam que hidrolisados de Pollachius virens, uma espécie da familia
do bacalhau, produzidos com a enzima Alcalase, eram compostos de 90% de peptideos
menores que 3 kDa. Em geral, as fragdes peptidicas obtidas com musculo de frango (Figura
3) apresentaram maior porcentagem de peptideos de baixo peso molecular em relacao as
fracdes peptidicas dos hidrolisados obtidos com musculo de pescado (Figura 2). Embora as
proporcdes relativas dos picos tenham variado de acordo com a porosidade da membrana
utilizada, as distribuicdes de peso molecular foram semelhantes ao comparar as fragdes
obtidas com as mesmas enzimas, tanto para os peptideos de pescado como para os
peptideos de frango. A partir desses resultados, verifica-se que os hidrolisados de musculo
de pescado e de frango eram formados provavelmente por uma mistura de peptideos de

pequeno tamanho.
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Figura 3. Perfil da distribuicdo de peso molecular das fragdes de hidrolisados de frango
(F1000, F100-500 e F500) com as enzimas (A) Flavourzyme e (B) a-Quimotripsina. 1,
ribonuclease A (13700 Da); 2, aprotinina (6500 Da); 3, angiotensina | (1296 Da); 4,
triptofano (204 Da).

Todas as fracées, tanto para os hidrolisados de pescado como para os hidrolisados
de frango apresentaram elevadas concentracbes de peptideos (acima de 80%) dentro do
“cut-off” da membrana utilizada, exceto a F1000, que reteve uma concentracdo de
peptideos com peso molecular menor que a porosidade da membrana, e isso

provavelmente se deve a incrustacao da mesma.

9.3.4 Eletroforese

Os hidrolisados também foram analisados através de eletroforese SDS-PAGE
visando a determinacdo do perfil de peso molecular e também para confirmar que a

hidrélise foi alcangada. Os perfis eletroforéticos mostraram que os tratamentos enzimaticos
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foram eficazes na degradagédo tanto do musculo de pescado como do musculo frango,

resultando em pequenos peptideos como pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Perfil eletroforético dos hidrolisados: de pescado obtido com a enzima (B)

Flavourzyme, de frango obtido com a enzima (C) a-Quimotripsina e (A) dos marcadores
padréo de peso molecular.

Observou-se, apos a hidrolise, a presenca de duas bandas peptidicas, uma com
peso molecular estimado em 10 kDa e a outra abaixo de 10 kDa, para o hidrolisado de
musculo de pescado com a enzima Flavourzyme. Rossini et al. (2009) também observaram
a presencga de duas bandas peptidicas com pesos moleculares estimados em 9 e 14 kDa
para peptideos de caseina com atividade antioxidante produzidos com Flavourzyme. Cinco
bandas peptidicas foram observadas para o hidrolisado de musculo frango com a enzima a-
Quimotripsina. Quatro delas de maior peso molecular sendo estimadas na faixa de 35, 27,5
e 20 kDa e as demais bandas com peso molecular estimado em 15 kDa e menor que 10
kDa.

No estudo de Soussi et al. (2007), os perfis eletroforéticos de hidrolisados de
Sardinella aurita, apresentaram uma banda com peso molecular menor que 14,2 kDa e
duas bandas com pesos moleculares na faixa de 55 e 30 kDa. Segundo estes autores, isso
pode ser resultado de proteinas maiores presentes na matéria-prima ou de proteinas que
nao foram totalmente hidrolisadas pela enzima.

Durante a hidrélise, a clivagem das proteinas envolve uma maior mudanga
estrutural, na qual a proteina é hidrolisada em pequenas unidades peptidicas (Kristinsson e
Rasco, 2000a). Comparando os perfis eletroforéticos verificou-se que HPF (GH=25,9%)
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apresentou bandas com pesos moleculares menores em relacdo ao HFQ (GH=20,6%),

indicando que a enzima Flavourzyme pode favorecer a hidrélise das proteinas musculares.

9.3.5 Atividade Antioxidante das fracoes dos hidrolisados de musculo de pescado e

frango

Embora existam varios métodos para avaliar a capacidade antioxidante em sistemas
alimenticios, como os testados nesse trabalho, nenhum destes pode ser usado como um
método padronizado oficial. Portanto, sugere-se que cada avaliacdo seja feita usando varias
técnicas de medida, em diferentes meios e condigées de oxidagao (Frankel e Meyer, 2000).
De modo geral, considerando os métodos de avaliacdo empregados, observou-se que todas

as fracoes apresentaram capacidade antioxidante.

9.3.5.1 Capacidade de sequestro do radical hidroxila

A capacidade de sequestro do radical hidroxila foi investigada através do método da
oxidacao da 2-desoxiribose. A Figura 5 mostra o efeito sequestrante do radical hidroxila
apresentado pelas fragdes dos hidrolisados de musculo de pescado e frango. As fragdes
obtidas a partir dos hidrolisados de pescado se mostraram mais efetivas que as fragoes
obtidas a partir dos hidrolisados de frango na capacidade de sequestro do radical hidroxila.
F1000-500, obtida a partir do HPF atingiu 55,3% de inibicdo com 1 mg/mL (Figura 5A).
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Figura 5. Atividade sequestradora do radical hidroxila das fragdes dos hidrolisados de (A)
pescado e (B) frango. Valores correspondentes & média de trés repetigdes + desvio padrédo. Letras

iguais, ndo ha diferencas significativas (p>0,05).

Entre as trés fragbes obtidas para cada hidrolisado, a partir da ultrafiltragcao por
membranas, a fracao intermediaria F1000-500 foi a que mostrou maior inibicdo, tanto para
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os hidrolisados de pescado como para os hidrolisados de frango, exceto para F1000-500 do
HFF (Figura 5B). Os hidrolisados de pescado obtidos com Flavourzyme foram mais
eficientes na capacidade de sequestro do radical OHe que do que os obtidos com a-
Quimotripsina (Figura 5A). Ja para os hidrolisados de frango o comportamento foi diferente

e contrario onde a a-Quimotripsina produziu fragdes com poder antioxidante mais eficiente.

9.3.5.2 Capacidade de sequestro do radical DPPH

A Figura 6 mostra a capacidade de sequestro do radical DPPH dos hidrolisados
fracionados. A fracdo F1000, tanto para os hidrolisados de pescado como para os
hidrolisados de frango, produzidos com Flavourzyme e a-Quimotripsina, mostrou maior
capacidade de sequestro do radical DPPH na maioria das concentragbes testadas. Os
valores de ECs, capaz de inibir 50% da oxidagao, foram 2,1 e 1,4 mg/mL para F1000 dos
HPF e HPQ, respectivamente (Figura 6A). Para F1000 dos HFF e HFQ, os valores de ECs
foram 2,9 e 1,9 mg/mL respectivamente (Figura 6B).
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Figura 6. Atividade de sequestro do radical DPPH das fragdes dos hidrolisados de (A)
pescado e (B) frango. (=) Flavourzyme; (---) Quimotripsina. Valores correspondentes a média de

trés repeticoes.

Observou-se ainda que a capacidade de sequestrar os radicais DPPH apresentada
pelas fracbes do HFF, HFQ e HPF foi dose-dependente, concordando com resultados
apresentados por Je et al. (2007). Essa tendéncia ndo foi observada nas fragbes obtidas a
partir dos HPQ, ou seja, quando se aumentaram as concentracées de amostra acima de 2,5
mg/mL o poder de inibicdo ndo aumentou, pois em maiores concentra¢des os hidrolisados
podem ter causado efeito pré-oxidante.
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9.3.5.3 Capacidade de sequestro do radical livre ABTS

O método da captura do radical ABTS é amplamente utilizado para verificar a
atividade antioxidante e é relatado como um ensaio de descoloracdo aplicavel para ambos
compostos hidrofilicos e lipofilicos, dessa forma uma reducdo na cor indica redugéo do
radical ABTS (Miliauskas et al., 2004). A Figura 7 mostra a capacidade e sequestro do
radical ABTS dos hidrolisados fracionados. A fragao F1000, tanto para HPF como para HFF,
mostrou maior capacidade de sequestro do radical ABTS, enquanto que para HPQ e HFQ o
maior potencial antioxidante foi exibido pela F1000-500. Segundo Phanturat et al. (2010),
peptideos produzidos a partir de hidrélise com diferentes enzimas podem variar em relacao
a capacidade de captura do radical livie ABTS. Estes autores também verificaram que a
capacidade de sequestro do radical livre ABTS dos hidrolisados de Priacanthus

macracanthus foi maior na fragdo que continha peptideos com peso molecular de 1700 Da.
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Figura 7. Atividade de sequestro do radical ABTS das fragdes dos hidrolisados de (A)
pescado e (B) frango. Valores correspondentes & média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras

iguais, ndo ha diferengas significativas (p>0,05).

9.3.5.4 Poder Redutor

O poder redutor é o método mais eficaz de avaliar a capacidade de um antioxidante
doar elétrons (Kong e Xiong, 2006). A Figura 8 representa o poder redutor das fragdes dos
hidrolisados de pescado e frango. Todas as fracdes dos hidrolisados apresentaram alguma
atividade antioxidante, ou seja, alguma capacidade de doar elétrons. Quando se compara o
poder redutor em relagéo ao substrato empregado no processo de hidrélise, as fragcdes dos
hidrolisados preparados com musculo de pescado mostraram maior potencial redutor que
as fragcbes dos hidrolisados preparados com muasculo de frango. Isso se deve
provavelmente aos maiores valores de GH exibidos pelos hidrolisados de pescado (25,9 e
27,6%, para HPF e HPQ respectivamente), ou ainda devido ao aumento da disponibilidade
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de ions hidrogénio produzidos durante a hidrélise protéica (Kong e Xiong, 2006).

Diante disso podemos dizer que F1000 obtida a partir de HPF e HFF foi a fracado que
mais contribuiu para a atividade desses hidrolisados. Por outro lado F1000-500 foi a frag&o
que mostrou maior contribuicdo na atividade antioxidante dos hidrolisados produzidos com
a-Quimotripsina, seguindo a mesma tendéncia que a atividade antioxidante medida com o
ensaio do radical ABTS.
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Figura 8. Poder redutor das fragdes dos hidrolisados de (A) pescado e (B) frango. Valores
correspondentes a média de trés repeticbes + desvio padrdo. Letras iguais, ndo ha diferengas

significativas (p>0,05).

Neste estudo, foi observada forte atividade antioxidante em F1000 e F1000-500 Da.
Em geral, para as fragbes obtidas a partir dos hidrolisados de pescado, foram observados
valores mais elevados de atividade antioxidante para a enzima Flavourzyme. No entanto,
para as fragbes obtidas a partir dos hidrolisados de frango, melhores resultados foram
apresentados pela enzima a-Quimotripsina. Estas observagdes parecem estar de acordo
com os resultados encontrados para os hidrolisados integrais. De acordo com Kitts (2005),
pequenos peptideos sdo frequentemente relacionados com a atividade antioxidante, no
entanto os resultados obtidos ndo concordam com esse autor. Porém, Wu et al. (2003)
relataram que hidrolisados de cavala (Scomber austriasicus), com peso molecular de
aproximadamente 1400 Da, apresentaram maior atividade antioxidante in vitro, contra a
peroxidacdo lipidica, capacidade de sequestro do radical DPPH e poder redutor, que
peptideos com pesos moleculares na faixa de 900-200 Da.

Je et al. (2005a) produziram hidrolisados de ossos de merluza e verificaram que a
fragdo com peso molecular na faixa de 1000-3000 Da, obtida apds ultrafiltracdo por
membranas, apresentou o maior potencial antioxidante. Esses resultados sugerem que a

atividade antioxidante das proteinas ou dos peptideos depende, além do seu peso
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molecular, da natureza e composicao e das diferentes fracdes peptidicas produzidas, de
propriedades como hidrofobicidade, habilidade de transferir elétrons dos residuos de
aminoacidos na segéncia e das condigdes de hidrolise (Qian et al., 2008; Chabeaud et al.,
2009). Pihlanto (2006) sugere que a deteccdo da atividade antioxidante usando ensaios in
vitro baseia-se em diferentes mecanismos antioxidantes e reflete as propriedades
multifuncionais dos peptideos. No entanto, nem a relacdo estrutura-atividade, nem o

mecanismo antioxidante sédo ainda totalmente compreendidos.

9.3.6 Atividade Antioxidante em Carne Moida

A partir de HPF e HFQ, os quais mostraram boas respostas para a atividade
antioxidante in vitro suas atividades foram testadas em um sistema modelo de carne bovina
moida. Os hidrolisados foram adicionados a carne moida homogeneizada em diferentes
concentracoes, e a oxidacao lipidica foi avaliada. A reacao foi medida pelo monitoramento
das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e os resultados estao

representados na Figura 9.
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Figura 9. Efeito aos niaronsados ae pescado (HPF) e frango (H-W) na formacao de TBARS
em carne moida bovina. Valores correspondentes a média de trés repeticdes + desvio padro.

Letras iguais, ndo ha diferengas significativas (p>0,05).

Segundo Lee e Hendricks (1997), a carne moida homogeneizada pode ser um meio
eficaz para investigar os efeitos protetores de antioxidantes solUveis em &gua contra a
peroxidacdo lipidica. Quando incorporados a carne moida, HPF e HFQ inibiram
respectivamente, 72 e 73,8% da oxidacao lipidica adicionados na concentracdo de 20
mg/mL. Quando se adicionaram 40mg/mL de HPF e HFQ, 93 e 80% da oxidagao lipidica foi
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inibida, respectivamente. Evidenciou-se que o hidrolisado produzido com a enzima
Flavourzyme foi mais eficiente na inibicdo da oxidacao e dessa forma, pode ser usado como
potente antioxidante natural em sistemas carneos e que Sakanaka et al. (2005) obtiveram
69,7% de inibicdo da oxidacdo em carne moida com peptideos de caseinato de calcio
(obtidos por hidrélise com enzima microbiana da caseinato de calcio) empregando 20
mg/mL. Ja Rossini et al. (2009), obtiveram 100% de inibicdo da oxidacdo utilizando 20
mg/mL de peptideos de caseina obtidos com Flavourzyme. Lee e Hendricks (1997)
alcangaram 76,2% de inibicao utilizando 20 mmol/L de carnosina (um dipeptideo endégeno
encontrado no musculo esquelético da maioria dos vertebrados).

9.3.7 Composicao de Aminoacidos

A composicdo de aminoacidos dos hidrolisados de musculo de pescado com
Flavourzyme (HPF) e de musculo de frango com a-Quimotripsina (HFQ) esta apresentada
na Tabela 1.

Verificou-se que 34,0% e 32,9% dos aminoacidos presentes em HPF e HFQ eram
compostos de aminoacidos hidrofébicos, respectivamente. Para hidrolisados de proteinas e
peptideos, quanto maior a hidrofobicidade maior serd sua solubilidade em lipidios e,
portanto, sua atividade antioxidante aumenta (Rajapakse et al., 2005).

Maior quantidade de histidina foi observada em HFQ, a qual tem habilidade de
sequestrar o radical lipidico pelo anel imidazol, de acordo com Je et al. (2005c). No entanto,
a quantidade de aminodcidos contendo residuos sulfaricos (cisteina e metionina) foi maior
para HPF do que para HFQ, o que pode ter contribuido mais intensamente para a atividade
antioxidante mais elevada desse hidrolisado, juntamente com o maior conteldo de

aminodcidos hidrofébicos, especialmente Leucina, Alanina, Valina e Isoleucina.
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Tabela 1. Composicdo de aminoacidos dos hidrolisados de musculo de pescado com

Flavourzyme (HPF) e de musculo de frango com a-Quimotripsina (HFQ) (mg aminoéacido /g

proteina).

Aminoacido HPF? HFQ®
Acido aspartico 91,9+26 82,8+0,6
Treonina 43,5+2,6 40,6 0,2
Serina 453+1,2 41,7+ 3,6
Acido glutamico 167,8+0,8 162,3+2,5
Glicina 48,8+0,5 33,9+0,1
Alanina 63,3+0,1 52,3£0,3
Valina 50,6 £ 1,1 47,0+ 3,0
1/2 Cisteina 4,6 £0,1 3,3+0,3
Metionina 35,7+1,7 31,1+£3,3
Isoleucina 456+1,5 45,2 +0,7
Leucina 85,1 £3,2 83,1+£1,2
Tirosina 19,8+1,4 29,5+ 3,7
Fenilalanina 40,4 +0,3 40,9+ 0,7
Lisina 100,214 1059+ 3,5
Histidina 245+0,6 61,7%0,7
Triptofano ° °
Arginina 47,3+0,7 71,48 +1,0
Prolina 85,7+1,4 64,27 £ 0,6

# Composicao de aminoacidos dos hidrolisados integrais ap6s hidroélise com HCI 6 mol/L.

b ~ .
nao determinado.

Resultados semelhantes foram observados no estudo de Rossini et al. (2009) para

hidrolisados de caseina com Flavourzyme onde a quantidade de aminoé&cidos hidrofébicos

foi 35,6% (sem considerar Triptofano). Dong et al. (2008) encontraram 39,1% e 40,8% de

aminoacidos hidrofébicos em hidrolisados protéicos de mdusculo de carpa prateada

(Hypophthalmichthys molitrix) com Flavourzyme para

respectivamente.

1,5 e 4 h de hidrdlise,
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9.4 CONCLUSAO

Hidrolisados protéicos de musculo de pescado e frango foram preparados por
hidrélise enzimatica utilizando as enzimas Flavourzyme e a-Quimotripsina e posteriormente,
foram separados através da técnica de ultrafiltracdo por membranas e avaliados em relacao
a sua atividade antioxidante através de diferentes ensaios in vitro incluindo, capacidade de
sequestro dos radicais livres, DPPH e ABTS, radical hidroxila e poder redutor. As diferentes
fracoes obtidas exibiram apreciaveis niveis de atividade antioxidante e sequestradora de
radicais livres. Os resultados revelaram que a fracao do hidrolisado de pescado obtido com
a enzima Flavourzyme, com peso molecular maior que 1000 Da, foi a que apresentou a
maior atividade antioxidante. HPF apresentou maior conteldo de aminodacidos hidrofoébicos
e aminodcidos sulfurados, o que levou a uma maior inibicdo da oxidagao lipidica quando

empregado em um sistema carneo.
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10 CONCLUSOES GERAIS

Foi possivel obter peptideos antioxidantes através da hidrélise enzimatica de
proteinas de musculo e ossos de pescado e de frango utilizando as enzimas Flavourzyme,
a-Quimotripsina e Tripsina.

O processo de desmineralizagédo, anterior ao processo de hidrélise, dos ossos de
pescado e frango mostrou melhor rendimento empregando solugdo de HCI 1,0 M durante 48
h de extracdo com pequena perda de colageno.

Em relagéo aos hidrolisados enzimaticos de ossos de pescado e frango, observou-se
que a atividade antioxidante dos peptideos diferiu com o tipo de enzima utilizada, com o
grau de hidrélise e com o tipo de sistema em que os antioxidantes sdo testados. Esses
mesmos hidrolisados apresentaram diferenca na distribuicdo do peso molecular resultando
em diferentes comportamentos de atividade antioxidantes.

Os hidrolisados enzimaticos obtidos com a enzima Flavourzyme apresentaram
elevada atividade de inibicdo da peroxidacdo lipidica sendo mais eficaz na producéo de
hidrolisados antioxidantes que a-Quimotripsina e Tripsina, no entanto, maior proporcao de
peptideos de baixo peso molecular, para ossos de pescado e frango, foi observada nos
hidrolisados com a-Quimotripsina. O GH ndo se mostrou inteiramente relacionado com a
distribuicdo de peso molecular dos hidrolisados. Os hidrolisados de ossos de pescado
apresentaram cor creme, levemente mais amarelada que os hidrolisados de ossos de
frango.

Em relagdo aos hidrolisados enzimaticos de musculo de pescado e frango a
atividade antioxidante, nos sistemas testados in vitro, indicou que os peptideos musculares
dessas duas matérias-primas sao potentes sequestradores de radicais livres e capazes de
inibir a oxidagao lipidica.

Os hidrolisados enzimaticos preparados a partir de musculo de pescado
apresentaram cor amarelada, e os hidrolisados de musculo de frango cor branca. Os
hidrolisados com maiores valores de GH também mostraram melhor capacidade
antioxidativa. O hidrolisado de musculo de pescado produzido com a enzima Flavourzyme
foi mais efetivo como antioxidante e apresentou maior quantidade de grupos SH, os quais
sao eficientes sequestradores de radicais livres.

Entre os hidrolisados enzimaticos de musculo de pescado e frango separados por
ultrafiltracdo por membranas verificou-se que a fragdo com peso molecular de 1000 Da do
hidrolisado de pescado obtido com a enzima Flavourzyme foi a que apresentou a maior
atividade antioxidante. Esse mesmo hidrolisado, quando incorporado a um sistema
alimenticio apresentou 93% de inibicdo da oxidacao lipidica e pode ser usado como potente

antioxidante natural em sistemas carneos, devido principalmente ao maior conteldo de
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aminoacidos hidrofébicos em sua composicao.

Através da determinagdo da composicdo de aminodacidos foi possivel verificar que
HPF apresentou maior conteldo de aminoacidos hidrofébicos e aminoacidos contendo
residuos sulfaricos (cisteina e metionina), fazendo com que esse hidrolisado mostrasse
maior potencial antioxidante.

Em comparagdo com os hidrolisados de ossos, os hidrolisados de musculo
apresentaram, em geral, maior potencial antioxidante com destaque para HPF.
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11 CONTRIBUIGOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho traz como principal contribuicdo, a avaliacdo da atividade antioxidante
de peptidos obtidos através da hidrélise enzimatica de musculo e de ossos de pescado e de
frango com trés enzimas: Flavourzyme, a-Quimotripsina e Tripsina.

Com a comprovagdo da atividade biolégica dos hidrolisados em sistemas in vitro
este trabalho abre caminho para sua aplicacdo em testes com alimentos e animais, como
agente antioxidante. Para isto, é necessaria ainda a realizagdo de estudos complementares,
tais como:

- Utilizacao de técnicas de purificacdo e identificacdo da segéncia peptidica da
fracao de maior atividade, bem como, a investigacédo de seus mecanismos de acao;

- Pesquisas sobre possiveis efeitos secundarios que possam ocorrer nos alimentos,
provocados pelos hidrolisados enzimaticos;

- Avaliagao da atividade antioxidante a longo prazo para verificagcdo da estabilidade
de armazenamento;

- Avaliagdo da estabilidade da atividade biolégica do hidrolisado, na presenca de
sistemas contendo carboidratos e lipideos;

- Desenvolvimento de alimentos funcionais, com caracteristicas sensoriais
adequadas, contendo o hidrolisado antioxidante;

- Avaliacao da eficacia do hidrolisado antioxidante em estudos com ratos.
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