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RESUMO

Algumas proteinas além das propriedades tecnologicas, funcionais e nutricionais apresentam
atividade bioldgica, entre esta a antioxidante, associada a peptideos bioativos liberados ap6s
hidrolise. Antioxidantes sdo utilizados em alimentos para retardar a peroxidacgéo lipidica que
gera compostos indesejaveis afetando a qualidade. Espécies reativas de oxigénio (ERO)
presentes em organismos vivos podem danificar proteinas, lipidios e acidos nucléicos,
levando ao desenvolvimento de vérias doencas. Uma grande fonte de proteinas sdo os
pescados, principalmente seus rejeitos do beneficiamento industrial, assim as proteinas do
bijupird (Rachycentron canadum), pescado de grande porte e facilmente adaptavel ao cultivo
em aquicultura, desponta como uma alternativa na obtencdo de peptideos com atividade
antioxidante. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi obter peptideos provenientes de
hidrolisados proteicos do musculo e do residuo do bijupirda com diferentes enzimas
comerciais, ultrafiltrar em fracGes peptidicas, comparar o efeito antioxidante dos hidrolisados
integrais e suas fracdes por métodos in vitro, avaliar a toxicidade e a inibicdo de ERO em
celulas in vivo e aplicar os hidrolisados e fraces peptidicas em sistemas alimenticios. Foram
obtidos seis hidrolisados através da hidrélise do musculo e residuo do bijupird com Alcalase,
Flavourzyme e Protamex, em que a ultima apresentou maior capacidade hidrolitica
alcancando grau de hidrolise de 27,94% em 760 min para o musculo e 33,14% em 580 min
para o residuo. O teor de proteinas sollveis (tirosina) variou de acordo com substrato e
enzima. A atividade antioxidante foi determinada através dos métodos do sequestro do DPPH,
em que o musculo hidrolisado por Protamex apresentou maior efetividade (50 mg/mL)
alcancando efeito sequestrante de 81,35%, seguido pelos hidrolisados de musculo e residuo
com Flavourzyme — 60,77 e 60,25%. O residuo hidrolisado por Protamex apresentou-se como
0 mais promissor para o poder redutor e todos os hidrolisados apresentaram inibicdo da
peroxidacdo lipidica do &cido linoleico por seis dias semelhante ou superior aos controles
comerciais. A ultrafiltracdo forneceu fracbes de peptideos maiores e menores que 3 kDa. As
fragbes maiores que 3 kDa apresentaram maior quantidade de grupos sulfidrila, mas néo
foram capazes de sequestrar o DPPH, demonstraram maior potencial no poder redutor e
aumentaram a inibicdo da peroxidacdo lipidica, chegando a mais de 80% frente ao branco. As
fracdes menores que 3 kDa apresentaram capacidades menores ou semelhantes de sequestro
do DPPH, poder redutor e na inibicdo da peroxidacao do acido linoleico quando comparados
aos hidrolisados integrais. Foram selecionados os hidrolisados com Protamex (musculo e
residuo) menores que 3 kDa para avaliar seu efeito sobre células de hepatdcitos de zebrafish,
demonstrando ndo haver citotoxicidade nas concentragfes estudadas (0,1 — 100 pg/mL),
contudo ndo foram capazes de diminuir as ERO. A incorporacdo dos hidrolisados e suas
fracGes em toucinho e carne bovina moida evidenciou que a maioria dos compostos reduziu o
indice de substancias reativas ao acido tiobarbiturico alcangando mais de 80% frente ao
branco. Portanto, através da hidrdlise enzimatica das proteinas do musculo e residuo do
bijupird sob a atuagdo das enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex foi possivel obter
hidrolisados e fragbes peptidicas antioxidantes com potencial para serem utilizados em
alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: atividade antioxidante, hidrdlise enzimética, fracdes peptidicas,
peroxidacao lipidica, bijupira.



ABSTRACT
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PEPTIDES FROM THE HYDROLYZED PROTEIN
COBIA (Rachycentron canadum)

Some proteins, in addition to their technological, functional and nutritional properties, present
biological activity, being one of them, the antioxidant activity, associated to bioactive
peptides released after the hydrolysis. The antioxidants are used in foods to slow the lipid
peroxidation that generates undesirable compounds, affecting the quality. Reactive oxygen
species (ROS) present in organisms can damage proteins, lipids and nucleic acids, leading to
the development of various diseases. A great source of proteins is the fish, specially their
industrial processing wastes. Therefore, the proteins from the cobia (Rachycentron canadum),
a large fish that is easily adaptable to cultivation in aguaculture, emerges as an option to
obtain peptides with antioxidant activity. Thus, the aim of this study was to obtain peptides
from protein hydrolysates from the muscles and residues of cobia with different enzymes,
ultrafiltrate in peptide fractions, compare the antioxidant effect between the whole
hydrolysates and their peptides fractions using in vitro methods, measure the toxicity and the
ROS inhibition in vivo cells and apply both hydrolysates and peptide fractions in food matrix.
Six hydrolysates were obtained through the hydrolysis of the muscles and residues of the
cobia with Alcalase, Flavourzyme and Protamex, wherein the last one presented greater
hydrolytic capacity for the subtrates, reaching a degree of hydrolysis of 27.94% in 760 min
for the muscle and 33.14% in 580 min for the residue. The content of soluble protein
(tyrosine) varied depending on the substrate and the enzyme. The antioxidant activity was
determined through the DPPH free radical scavenging assay, in which the muscle with
Protamex showed itself more effective (50 mg/ml) reaching 81.35%, followed by the muscle
and the residue with Flavourzyme — 60.77 and 60.25%. The residue, also hydrolyzed by
Protamex, showed the best effect in the reducing power and, in the 6 days lipid peroxidation
of the linoleic acid, in which all the hydrolysates presented the same or higher inhibition
compared to the commercial controls. The ultrafiltration provided larger and smaller than
3 kDa fractions. The larger than 3 kDa fractions showed a higher amount of sulfhydryl
groups, but were not capable to sequestrate the DPPH, also showed higher potential in the
reducing power and increased the inhibition of the lipid peroxidation, achieving more than
80% comparing to the blank. The smaller than 3 kDa fractions results were similar or smaller
in the DPPH sequestering, in the reducing power and in the lipid peroxidation of the linoleic
acid when compared to the whole hydrolysates. Smaller than 3 kDa hydrolysates (muscle and
residue) with Protamex were selected to measure its effect over zebrafish hepatocyte cells,
demonstrating no cytotoxicity with the studied concentrations (0.1 - 100 pg/ml), however they
were not capable to reduce the ROS. The incorporation of the hydrolysates and its fractions in
bacon and ground beef showed that most of the composites reduced the tiobarbituric acid
reactive substances index, achieving more than 80% in comparison to the blank. Therefore,
through the enzymatic hydrolysis of proteins from muscles and residues of cobia, under the
action of Alcalase, Flavourzyme and Protamex, it was possible to obtain antioxidant
hydrolysates and peptide fractions with potential to be used in foods.

KEYWORDS: antioxidant activity, enzymatic hydrolysis, peptide fractions, lipid
peroxidation, cobia.
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1 INTRODUCAO

Dos estimados 140 milhdes de toneladas de pescado produzidos a cada ano no mundo,
apenas uma parte € utilizada para consumo humano direto. O restante inclui carcacas, 0ssos,
pele, orgdos intestinais e também uma grande quantidade de pescado comestivel, que
representa até mais de 50% do total das capturas, e € descartado como residuo do
processamento ou subproduto. Estes subprodutos sdo muitas vezes rejeitados ou utilizados
sem tratamento para a alimentacdo animal (farinha) ou como fertilizante. No entanto, o
reconhecimento da limitagdo de recursos bioldgicos, o declinio mundial das populac@es de
peixes e 0 aumento da poluicdo ambiental tem ressaltado a necessidade de uma melhor
utilizacdo das capturas suplementares e dos subprodutos da pesca (FAO, 2008; GUERARD et
al., 2010; JE; KIM; KIM, 2005; JE et al., 2009).

O aproveitamento de residuos no ciclo de processamento de pescado brasileiro é
pouco significativo. Frigorificos processadores de pescado desperdicam entre 62,5 e 66,5%
(BOSCOLO; HAYASH; MEURER, 2004). Em contrapartida, as indistrias mundiais de
beneficiamento de carnes processam aproximadamente 60 milhGes de toneladas por ano de
subprodutos animais, que apés sofrerem elaborados processos, podem ser reaproveitados
como ingredientes de alta qualidade, sendo uma importante forma de reducéo de custos e uma
alternativa excelente para a preservacdo do meio ambiente (BRITO, 2007).

O bijupira (Rachycentron canadum) é um peixe que apresenta rapida taxa de
crescimento (HASSLER; RAINVILLE, 1975) e se adapta bem ao confinamento aceitando
racbes formuladas (SCHWARZ, 2004). Sua carne é considerada um alimento de qualidade
excelente, de alto apelo ao consumidor (OESTERLING, 2001). Estas caracteristicas,
juntamente com o sucesso da expansdo da aquicultura de bijupird em diversos paises, tém
estimulado sua producdo, bem como o seu uso em industrias processadoras de pescado
(BENETTI et al., 2007; LIAO et al., 2004; WEIRICH et al., 2010). Este contribui para o
desenvolvimento de destinos e técnicas alternativas para aproveitamento dos seus
subprodutos.

A obtencdo de ingredientes ativos provenientes de hidrolisados de subprodutos de
pescado tem sido um grande anseio do setor da biotecnologia marinha; esses produtos sao
reduzidos em termos de volume, mas com alto valor comercial, e existe um enorme potencial
para essas moléculas inovadoras (THORKELSSON; KRISTINSSON, 2009)

De fato, processos enzimaticos aplicados para a recuperacdo de proteinas de pescado

tornam possivel produzir um grande e diversificada gama de produtos para diferentes
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aplicagdes (GUERARD et al., 2007). Estudos recentes revelaram uma ampla gama de
aplicagcdes dos hidrolisados proteicos de pescado (HPP), como novas fontes de peptideos
bioativos relacionados com o sistema imunoldgico, opiaceos, antioxidante, anti-hipertensivo,
entre outros (CENTENARO, 2011; GUERARD et al., 2010; SILVA, 2014).

Sugere-se que fracBes peptidicas de proteinas antioxidantes podem ser utilizadas como
aditivos alimentares, nutrientes da dieta e farmacos como uma alternativa aos comumente
antioxidantes sintéticos usados, como o hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de
butila (BHT) que tém sido limitados em suas aplicacbes como aditivos alimentares por causa
de riscos potenciais a saude. Dessa maneira, as Ultimas décadas apresentam um crescente
interesse em encontrar antioxidantes seguros e naturais para aumentar as defesas do
organismo através de suplementos alimentares, além de inibir a oxidacdo lipidica em
alimentos (LI et al., 2007, 2008).

No entanto, mais estudos detalhados sobre fracbes peptidicas que relacionam atividade
antioxidante com a massa molecular, a sequéncia de aminoacidos e 0 mecanismo de atuacao
sdo necessarios (JE et al., 2007), ja que pouco é conhecido sobre sua estrutura, conforme
demonstram os resultados obtidos em pesquisas recentes corroborando com esta hipdtese
(BOUGATEF et al., 2010; DONG et al., 2008; JE et al., 2007, 2009; JE; KIM; KIM, 2005;
JE; PARK; KIM, 2005; JUN et al., 2004; L1 et al., 2007). Assim, a separacdo por membranas,
como ultrafiltracdo (UF) e nanofiltracdo (NF) podem ser utilizadas apds a hidrdlise,
aumentando as atividades especificas dos HPP (BORSEAU et al., 2009) e reduzindo a
utilizacdo das técnicas cromatograficas.

Somando-se a estes estudos, a implementacdo de técnicas in vivo se apresenta como
uma forma de analisar a capacidade antioxidante através de outro mecanismo auxiliando na
elucidacdo desta bioatividade. Assim, as celulas animais de hepatdcitos de zebrafish
despontam como um modelo ja estabelecido na literatura que fornece resultados elucidativos
(HILGEMANN, 2010; SANDRINI et al., 2009).

Neste sentido, este trabalho objetivou a utilizacdo de proteinas de musculo e residuos
do bijupira (Rachycentron canadum) hidrolisados enzimaticamente e fracionados por

ultrafiltracdo, para obtencgdo e caracterizacdo de peptideos com atividade antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Obter peptideos com atividade antioxidante provenientes de hidrolisados proteicos de
bijupird (Rachycentron canadum).

2.2 Especificos

v" Obter hidrolisados proteicos do musculo e do residuo do bijupira;

v' Avaliar o comportamento do processo de hidrolise a partir da atuacdo das
enzimas comerciais Alcalase, Flavourzyme e Protamex sobre o musculo e
residuo do bijupirag;

v Fracionar em diferentes faixas de tamanho de massa molar os peptideos
presentes nos hidrolisados por ultrafiltracéo;

v Quantificar e comparar o efeito antioxidante dos hidrolisados integrais e das
fracOes peptidicas obtidas utilizando métodos in vitro;

v Avaliar a toxicidade e o potencial antioxidante das fracGes peptidicas menores
que 3 kDa dos hidrolisados de musculo e residuo do bijupira por Protamex em
celulas in vivo;

v Aplicar os hidrolisados e fracdes peptidicas em alimentos carneos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pescado

A importancia nutricional do pescado estd baseada no seu contetdo de proteinas de
alto valor bioldgico, alta digestibilidade, vitaminas, especialmente A e D, e a na qualidade da
fracdo lipidica, rica em acidos graxos insaturados e baixos teores de colesterol (SALAN;
GALVAO; OETTERER, 2006).

De acordo com a FAO (2007), o consumo meédio mundial de pescado (kg/per
capita/ano), carnes de frango e bovina sdo de 16,69, 12,62 e 9,59, respectivamente sendo o
consumo de carne total de 40,09 kg/per capita/ano. Em contrapartida, no Brasil, de um total
de 80,49 kg/per capita/ano de carne consumida, 37,16 e 31,66 kg/per capita/ano sdo de carne
bovina e de frango, nesta ordem, enquanto que apenas 6,87 kg/per capita/ano séo de pescado.
Este indice ainda é mais reduzido quando comparado com paises como Espanha, onde o
consumo pode chegar até 40 kg/per capita/ano.

No entanto, segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2010,
2013), o consumo de pescado vem crescendo. Houve um aumento de 7,9% entre 2009 e 2010
e, em 2011 nada menos do que 14,5% a mais do que em rela¢do ao ano anterior alcancando a
média por habitante ano no Pais de 11,17 kg, valor ainda abaixo do minimo recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude, que é de 12 kg por habitante por ano (FAO, 2012). Em dois
anos (2010 e 2011) o crescimento da demanda por peixes e frutos do mar aumentou em média
23,7%.

Baseado em estatisticas, estima-se que anualmente uma média de 7,3 milhdes de
toneladas de pescado capturado sdo descartadas (KELLEHER, 2005; FAO, 2007), enquanto
que industrialmente, com o processamento, o descarte anual é estimado em cerca de 20
milhdes de toneladas, considerando que seja 25% da producao total (RUSTAD, 2003).

Acreditava-se que o pescado era uma fonte de alimento inesgotavel, com seus
subprodutos resultantes do processamento vistos como um rejeito indtil e descartado sem uma
tentativa de recuperagdo (BHASKAR; MAHENDRAKAR, 2008). Porém, devido a captura de
pescado ter diminuido nos ultimos anos, pela pesca mais seletiva, a estrita regulamentacgéo e
ao colapso de algumas espécies, aparece como de suma importancia o reaproveitamento dos
rejeitos e a producdo de pescado atraves de aquicultura, que vem ganhando um espago
significativo alcangando 52,5 milhGes de toneladas, representando 36,93% do total de
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pescado, existindo ainda necessidade e muitas oportunidades de reduzir as perdas durante o
seu processamento (FAO, 2008; KELLEHER, 2005).

Em 2009 o Brasil alcancou uma producdo de 1.240.765 toneladas de pescado, o que
correspondeu a 0,85% do total produzido mundialmente (146 milhdes de toneladas) e, em
2010, foi de 1.264.765 toneladas, registrando-se um incremento de 2% em relagcdo ao ano
anterior. A pesca extrativa marinha continuou sendo a principal fonte de producdo de pescado
nacional, sendo responsavel por 536.455 toneladas (42,4% do total de pescado), seguida,
sucessivamente, pela aquicultura continental com 394.340 toneladas (31,2%), pesca extrativa
continental com 248.911 toneladas (19,7%) e aquicultura marinha com 85.057 toneladas
(6,7%). O Rio Grande do Sul apresentou um incremento na producdo de pescado em 2010 em
relacdo ao ano de 2009, com um crescimento de 24,5% (BRASIL, 2010; FAO, 2012).

Em 2010 foi registrada uma reducdo de 8,4% na producdo de pescado oriunda da
pesca extrativa marinha em relagédo a 2009, por outro lado, a producdo da pesca extrativa
continental e a aquicultura continental e marinha fecharam em alta em relagdo a 2009, com
um acréscimo de 3,9%, 16,9% e 9%, respectivamente (BRASIL, 2010). O total da aquicultura
em 2010 chegou a 499.799 de toneladas ja em 2012 foi de 611.343 de toneladas (FAO, 2012,

2014), evidenciando a importancia do investimento em aquicultura.

3.1.1 Bijupira (Rachycentron canadum)

O bijupira, também conhecido como beijupird, cobia, parambiji ou cacdo de escamas,
é 0 tnico membro da familia Rachycentridae. E uma espécie pelagica e migratoria que é
amplamente distribuida nas aguas tropicais e subtropicais de todos 0s continentes exceto na
porcao leste do Pacifico, entre as latitudes 32 °N e 28 °S (CHOU; SU; CHEN, 2001). Segundo
Figueiredo e Menezes (2000) e Sanches et al. (2008), o bijupira habita toda a costa brasileira
em areas costeiras e alto-mar, podendo ser encontrada, ocasionalmente, em aguas rasas com
fundo rochoso ou de recife, assim como em estuarios e baias.

Trata-se de uma espécie de grande porte, corpo alongado e subcilindrico com cabeca
grande e achatada podendo atingir até 60 kg e mais de 2 m de comprimento. Possui escamas
pequenas, coloracdo marrom escuro, ventre amarelado e apresenta duas faixas prateadas ao
longo do corpo como ilustrado na Figura 1 (FIGUEIREDO; MENEZES, 2000; SANCHES et
al., 2008).
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Figura 1 — Bijupira (Rachycentron canadum).

Fonte: Department of Agriculture, Fisheries and Forestry (2014).

Esta espécie possui habitos alimentares carnivoros e, expressa caracteristicas de
producdo relevantes, tais como: a facilidade de reproducdo em cativeiro, tolerancia a largas
faixas de temperatura (16,8-32,2 °C) e salinidade (5-44,5 ppt), assim como elevada taxa de
crescimento durante os periodos larval e juvenil atingindo até 6 kg em 8 a 12 meses e até 15
kg em 24 meses (BENETTI, et al., 2010; CHOU; SU; CHEN, 2001; FAULK; HOLT, 2008).
De acordo com os indicadores econémicos avaliados por Sanches et al. (2008), o cultivo de
bijupirda em tanques-rede em sistema offshore demonstram sua viabilidade destinada aos
grandes empreendedores, consistindo em uma atraente atividade econdmica quando se
considera o potencial de producgdo das espécies marinhas.

Comparado ao salmdo, possui produtividade até quatro vezes maior e com
possibilidades de mercado superiores, pois a demanda mundial por pescados de carne branca
de alta qualidade € promissora, principalmente para animais que produzem filés acima de 1 kg
adequados ao consumo na forma de sashimi (CHOU; SU; CHEN, 2001; CRAIG,
SCHWARZ; McLEAN, 2006; FAULK; HOLT, 2008; KAISER; HOLT, 2005). Sua carne é
rica em proteinas e possui elevados niveis de &cidos graxos altamente insaturados, em
especial os &cidos eicosapentaendico e docosahexaendico, além de vitamina E, taurina e
ornitina (CHANG, 2003).

3.1.2 Proteinas de pescado

As proteinas constituem a maioria das substancias nitrogenadas e sdo consideradas 0s
componentes mais importantes em alimentos, superadas somente pela dgua e pela gordura, em
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alguns casos. Quimicamente sdo polimeros de alta massa molar, cujas unidades basicas sdo 0s
aminoacidos ligados entre si por ligagdes peptidicas formando longas cadeias, em varias
estruturas geomeétricas e combinacgdes quimicas para formar as proteinas especificas cada qual
com sua atividade fisioldgica. Todas as proteinas sdo compostas de aproximadamente 20
aminoacidos, sendo que a proporcdo dos mesmos varia conforme a caracteristica da fonte de
proteina (BOBBIO; BOBBIO, 2003; SGARBIERI, 1996).

Proteinas sdo componentes essenciais a todas as células vivas e estdo relacionadas com
todas as funcdes bioldgicas. Embora os vegetais sejam capazes de sintetizar proteinas a partir
de fontes inorganicas de nitrogénio, os animais ndo possuem esta capacidade, necessitando de
alimentos ricos em proteinas e aminoacidos (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

As proteinas da carne estdo divididas de acordo com a sua caracteristica histologica,
funcdo e solubilidade: as proteinas miofibrilares, também chamadas citoesqueléticas, soluveis
em solugéo salina concentrada, representadas pela miosina, tropomiosina, actina e troponina
possuem funcdo de contragdo muscular e locomocdo dos animais; as proteinas
sarcoplasmaticas, sollveis em d&gua ou solugcbes salinas, compreendendo a globulina,
mioglobina e hemoglobina e as proteinas estromaticas, insolveis do tecido conjuntivo, que
sdo o colageno, a elastina e a reticulina, (PARDI et al., 1995), sdo responsaveis pela
estruturacdo do musculo, o colageno, principal componente da proteina (20-25%) (BRUCE et
al., 2001) sob acdo do calor é capaz de se gelatinizar sendo esta uma caracteristica
extremamente importante nos processos que envolvem o cozimento de produtos alimenticios
(BAILEY; LIGHT, 1989).

Geralmente, as proteinas de origem animal apresentam melhor equilibrio de seus
amino&cidos indispensaveis e um maior indice de digestibilidade do que as de origem vegetal
(SGARBIERI, 1996).

O musculo de pescado, rico em proteinas de elevado valor bioldgico, apresenta em
torno de 15 a 25%, considerando a variagao entre espéecies, assim como, um balanceamento
em aminoacidos essenciais, comparaveis a proteina padrdo, fornecendo um valor biologico
préximo de 100. Além do seu alto teor de lisina, um aminoacido limitante em cereais como
arroz, milho e farinha de trigo, podendo, entdo, complementar a dieta. A digestibilidade é alta,
acima de 95%, conforme a espécie, e maior do que nas carnes em geral e no leite. Com o
processamento, como o congelamento a qualidade protéica do pescado € mantida, no entanto
um descongelamento erréneo pode levar a extracdo de parte das proteinas. A industria € capaz
de concentrar as proteinas do pescado e produzir os concentrados proteicos com teor de até
95% (OETTERER, 1996; TONIAL et al., 2010).
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A industria se utiliza das propriedades funcionais das proteinas do pescado para
produzir novos alimentos, como é o caso do surimi, do kamaboko e dos analogos; tecnologias
emergentes no mercado do ocidente, porém seculares no oriente. Ainda, a extracdo do
colageno permite aproveitar residuos para obtencdo de gelatina industrial. Para a industria de
racBes o preparo de farinhas, onde hé a concentracdo da fracdo protéica, j& é feito em todo o
mundo e hoje vem sendo substituida pela silagem, processo menos oneroso e que leva a maior
digestibilidade das proteinas do pescado, podendo ser feito por vias quimica, enzimatica e
microbiana. Conforme o tipo de residuo é possivel produzir fertilizante marinho. Ja os
concentrados proteicos e/ou hidrolisados se destinam a fins especiais como a alimentacao
humana e obtencdo de peptona para meios de cultura, ou ainda a alimentacdo de larvas de
alevinos em tanques de piscicultura (OETTERER, 1996).

3.2 Hidrélise enziméatica

As proteinas podem ser modificadas intencionalmente por reacdes quimicas,
enzimaticas, transformacdes fisicas ou alteracbes genéticas. As técnicas que envolvem
modificacbes quimicas das proteinas tém dado lugar aos métodos enzimaticos, pelo fato da
hidrdlise quimica, acida e/ou alcalina, ser inespecifica e ocasionamente destruir aminoacidos
como o triptofano, o que poderia comprometer o valor nutricional da proteina. Essas
modificacbes podem ocorrer in vivo ou in vitro (SGARBIERI, 1996).

Segundo Panyam e Kilara (1996), a hidrdlise enzimatica da proteina resulta em: a)
diminuicdo da massa molar, b) aumento do nimero de grupos ionizaveis, c) exposi¢do de
grupos hidrofébicos que estavam protegidos na estrutura original da proteina. A hidrolise
altera a conformac&o da proteina, quebrando as ligacdes peptidicas e produzindo peptideos de
cadeia curta, aumentado a disponibilidade de sitios polares, concorrendo para uma maior
absorcdo de agua. Uma das principais consequéncias da hidrolise enzimatica € o aumento da
solubilidade e, normalmente este aumento estad associado ao aumento do grau de hidrdlise
(GH). O aumento da solubilidade dos hidrolisados é provavelmente devido a diminui¢do do
tamanho das moléculas e o correspondente aumento da exposicdo de grupos hidrofilicos
amino e carboxil ionizaveis, peptideos maiores promovem maior estabilidade da emulséo, ao
passo que a presenca de peptideos menores prejudica a estabilidade. A hidrolise extensiva das
proteinas resulta em uma drastica perda das propriedades emulsificantes e a atividade

emulsificante da diminui linearmente com o GH.
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A definicdo para os hidrolisados proteicos indica que sdo proteinas clivadas quimica
ou enzimaticamente em peptideos de varios tamanhos, que podem ser utilizados em ampla
variedade de produtos alimenticios, incluindo substitutos de leite, suplementos proteicos
(férmulas hipoalergénicas e alimentacdo enteral), realcadores de sabor e estabilizadores em
bebidas, dentre outros. A hidrolise quimica & mais comumente utilizada na pratica industrial,
mas pode danificar os L-aminoacidos, produzindo D-aminoécidos e ainda formar substancias
toxicas como a lisino-alanina, o que limita o seu uso para a alimentacdo devido a importancia
das proporcdes de aminoacidos, dipeptideos e tripeptideos na absorcdo pelo organismo.
Porém, os processos bioldgicos que utilizam adicdo de enzimas sdo mais promissores quando
se deseja produtos com alta funcionalidade e valor nutritivo. Dessa forma, é possivel produzir
hidrolisados com perfil de peptideos bem definido, ao contrario da hidrélise acida e alcalina
(LAHL; BRAUN, 1994; MARTINS; COSTA; PRENTICE, 2009).

As enzimas de origem microbiana em comparacdo com as de animais ou as derivadas
de plantas oferecem varias vantagens, incluindo uma ampla variedade de atividades
cataliticas, e sdo estaveis em maiores faixas de pH e de temperatura (DINIZ; MARTIN,
1997). Dentre estas se destacam: a Alcalase (EC 3.4.21.62), uma subtilisina que pertence a
subtilases, um grupo de proteases de serina, que inicia o ataque nucleofilico sobre a ligacao
peptidica (amida) por meio de um residuo de serina no local ativo, seu residuo caracteristico
do centro ativo é Asp-32, His-64, Ser-221 dispostos em uma triade catalitica e possui uma
ampla especificidade para um grande residuo sem carga na posi¢do P1; a Flavourzyme (EC
3.4.11.1) é uma exo e endopeptidade em que a principal clivagem é Leu-aminopeptidase; € a
Protamex (E.C. 3.4.21.62 e E.C. 3.4.24.28) que como a Alcalase é uma subtilisina serina-
endopeptidase e também uma bacillolisina metaloendopeptidase neutral em que sua principal
clivagem sdo Leu, Phe, e outros (KUNST, 2003; NC-IUBMB, 1992).

A hidrélise enzimatica das proteinas musculares € caracterizada por uma rapida fase
inicial, durante a qual, varias ligacOes peptidicas sdo hidrolisadas. A seguir, esta taxa de
hidrolise decresce e atinge uma fase estacionaria, na qual nenhuma hidrolise aparente ocorre
(KRISTINSSON; RASCO, 2000).

Os hidrolisados podem ser classificados conforme o GH e sua aplicacédo, agrupando-se
em trés blocos:

1. Hidrolisados com baixo GH, entre 1 e 10%, para a melhoria das propriedades
funcionais;
2. Hidrolisados com GH varidvel, geralmente alto, para a utilizagio como

aromatizantes;
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3. Altamente hidrolisados, com GH superior a 10% para uso em alimentos para fins
especiais (PEDROCHE et al., 2004).

O GH pode ser medido através de diferentes métodos, como o0s que relacionam
proteina soluvel e a proteina total descritos por Hoyle e Merrit (1994) e Liceaga-Gesualdo e
Li-Chan (1999) e o do TNBS (acido trinitrobenzenosulfénico) que determina a quantidade de
grupos amino livre (ADLER-NISSEN, 1979). No entanto o primeiro apenas fornece um
parametro e ndo uma medida de hidrolise e o segundo torna-se dificultoso para o
acompanhamento cinético.

Dessa forma, o método estudado por Adler-Nissen (1986) em que foi baseado no seu
trabalho anterior (ADLER-NISSEN, 1979), que utiliza o principio do pHstat, que se d& pelo
consumo de base padronizada (NaOH), durante a hidrdlise a fim de manter o pH constante
que € proporcional ao GH pode ser utilizado ao longo de uma hidrolise, fornecendo a cinética

da reacdo . As proteinases atacam as ligacGes peptidicas nas proteinas como se segue:

1. Abertura da ligagdo peptidica:

Enzima
—CHR-CO—-NH-CHR™—-+ H,0 — —CHR’—COOH + NH, —CHR”

2. Troca de proton:

—CHR-COOH—NH,—CHR” — —CHR’—COO-+ NH,;*—CHR”

3. Titulacdo dos grupos amino:

NH;*—CHR”+ OH- == NH,—CHR™—+ H,O

Sob condigdes alcalinas ou neutras de hidrolise, a dissociagdo dos grupos amino torna-
se significativa e 0 consumo continuo de base necessario para manter o pH constante durante
a reacdo é, entdo, um meio conveniente de controlar o processo. Portanto, 0 GH ¢ definido
como a razdo entre o numero de ligacGes peptidicas clivadas (por unidade de peso) — h, para o
numero total de ligagdes peptidicas (por unidade de peso) — higtar.

O produto denominado pela sigla FPH (do inglés, Fish Protein Hydrolysate) ou HPP
(Hidrolisado Proteico de Pescado), conforme designado pela FAO, pode atingir uma
concentracdo de proteina de 90%, além de apresentar propriedades funcionais Uteis para a



29

indUstria alimenticia (OETTERER, 2001). Em geral, a hidrélise é um processo eficiente para
a solubilizacéo das proteinas do pescado. A produgdo de materiais solGveis que constituem o
produto final da hidrélise depende de diversos fatores, tais como, reagentes quimicos, tipo de
enzima, substrato, pH, temperatura, tempo de incubacdo e concentragdo da enzima
(MARTINS; COSTA; PRENTICE, 2009).

A hidrolise protéica de pescado com enzimas proteoliticas selecionadas fornece a
possibilidade de controlar o grau de quebra da proteina no substrato, indicando como
vantagens a utilizacdo de propor¢des enzima/substrato e tempos de reacdo adequados,
permitem a producéo de hidrolisados com diferentes estruturas moleculares e funcionalidade,
encontrando aplicacbes na inddstria farmacéutica, de alimentos e cosméticos
(KRISTINSSON; RASCO, 2000).

O estudo das condicBes de hidrdlise proporciona obter um hidrolisado especifico, que
é importante para o preparo de produtos com propriedades funcionais Unicas e caracteristicas
benéficas relacionadas a salde sendo a ferramenta indispensavel para identificar diferentes
compostos bioativos. Apds o processo de hidrolise por uma enzima especifica, ha necessidade
da caracterizacdo dos peptideos obtidos. Varios métodos podem ser utilizados e incluem
eletroforese em gel de poliacrilamida uni ou bidimensional, focalizagdo isoelétrica,
imunoeletroforese, cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR),
eletroforese capilar e espectrometria de massa (PACHECO; AMAYA-FARFAN,;
SGARBIERI, 2002).

S&0 necessarias pesquisas adicionais para a otimizacdo dos processos enzimaticos (por
exemplo, escolha de mais enzimas especificas, o desenvolvimento de modelos de previsdo do
grau de hidrolise e atividades bioldgicas), a fim de desenvolver hidrolisados ricos em
peptideos adequados para a elaboracdo de produtos especificos com compostos ativos
(antioxidante, anti-hipertensivos, etc.). Além disso, os maiores esfor¢cos sdo necessarios para
recuperar os subprodutos de maior qualidade (por exemplo, baixa carga microbiana, com
baixo teor em metais pesados e toxinas) e para a formacdo de pessoas que trabalham na
recuperacio de subprodutos de pescado (GUERARD et al., 2007).

Os peptideos tém sido obtidos a partir de hidrolisados de diversas fontes alimenticias,
principalmente leite (MEISEL, 2004; SAKANAKA et al., 2005), ovos (SAKANAKA et al.,
2004), soja (CHEN; MURAMOTO; YAMAUCHI, 1995; GIBBS et al., 2004), pescado
(GEIRSDOTTIR, 2009; REN et al., 2008) e carne (LI et al., 2009; SAIGA, TANABE;
NISHIMURA, 2003). Em especial, os residuos da industrializacdo de alimentos, como de
pescado (BOUGATEF et al., 2010; CUDENNEC et al., 2008), tem sido considerados um
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material com grande potencial para ser utilizado na geracdo de peptideos bioativos
(BERNARDINI et al., 2011).

3.3 Alimentos funcionais e substancias bioativas

O termo alimentos funcionais foi inicialmente introduzido pelo governo do Japdo em
meados de 1980, como o resultado de esforcos para desenvolver alimentos que
possibilitassem a reducdo dos gastos com saude publica, considerando a elevada expectativa
de vida no pais (ARAI, 1996; HASLER, 1998; ARAYA; LUTZ, 2003).

Alegacdo de propriedade funcional é aquela relativa ao papel metab6lico ou
fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras funcBes normais do organismo humano. Enquanto, alegacdo de
propriedade de saude, é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relacdo entre o
alimento ou ingrediente com doenca ou condi¢do relacionada a satde (BRASIL, 1999).

De acordo com o Regulamento Técnico de Substancias Bioativas, substancia bioativa
é aquela que, além dos nutrientes, 0s ndao nutrientes que possuem acdo metabolica ou
fisiologica especifica, devem estar presentes em fontes alimentares e podem ser de origem
natural ou sintética, desde que comprovada a segurancga para 0 consumo humano (BRASIL,
2002).

Entretanto, ndo devem ser confundidos com “alimentos magicos” ou com
medicamentos tradicionais. Sendo uma é&rea de estudo relativamente recente, um maior
namero de pesquisas sobre as substancias biologicamente ativas contidas nesses alimentos é
necessario para que se possam determinar seus efeitos benéficos com mais exatiddo e
quantificar as doses méximas e minimas que podem ser ingeridas pela populacéo, a fim de
oferecer eficacia sem oferecer riscos de toxicidade e avaliar os efeitos colaterais através do
uso prolongado (ANJO, 2004).

3.4 Antioxidantes

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) sdo consideradas muito importantes na
patogénese de varias doengas humanas, sdo gerados pelo nosso organismo por varios sistemas
endogenos sob exposicdo a diferentes condigdes fisico-quimicas ou estados patoldgicos
exogenos (BARRY, 1991; LOBO et al., 2010). Os radicais livres sdo as principais ERO, sdo

muito instaveis e reagem rapidamente com grupos de outras substancias quimicas ou de
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substancias no organismo, levando a lesdo celular ou tecidual resultando em danos a saude
(JE et al., 2009).

Um equilibrio entre radicais livres e antioxidantes & necessario para a funcao
fisioldgica adequada. Se os radicais livres sobrecarregarem a capacidade do organismo para
regula-los, uma condicdo conhecida como estresse oxidativo se segue (LOBO et al., 2010).
Enzimas celulares antioxidantes como a superoxido dismutase, a glutationa peroxidase e a
catalase, e alguns antioxidantes derivados de alimentos protegem os tecidos de radicais livres
mediados por lesbes oxidativas (CHOW, 1988; MENDIS; RAJAPAKSE; KIM, 2005).

As reacdes de radicais livres, especialmente aqueles com a participacéo de elementos
oxidantes, tém sido associados a muitos processos bioldgicos por danificar lipideos, proteinas,
membranas celulares e acidos nucléicos, resultando em varias doen¢as humanas (LOBO et al.,
2010; MADHAVI; DESHPANDE; SALUNKHE, 1996).

A acdo dos antioxidantes ocorre através da inibicdo de ERO, que sdo gerados durante
0 processo oxidativo, assim, 0 seu uso estad bem estabelecido como protetor dos componentes
celulares contra o estresse oxidativo (EL-BAKY; EL-BAROTY, 2012; GAD et al., 2010) dai
a aplicacdo de fontes externas de antioxidantes podem ajudar a combater este (LOBO et al.,
2010). Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo, através de um
ou mais mecanismos, como inibigédo de radicais livres e complexagdo de metais. Eles podem
ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em alimentos, farmacos ou como
suplementos nutricionais devem ser seguros para a satde. Alguns dos antioxidantes sintéticos
mais importantes sdo hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT) e
entre 0s naturais destacam-se o acido ascorbico, a-tocoferol e [B-caroteno (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006; JE et al., 2009).

Antioxidantes sintéticos tém sido relatados recentemente por serem potencialmente
perigosos para a salde humana. Assim, a busca de compostos naturais eficazes, ndo toxicas
com atividade antioxidante tem se intensificado nos ultimos anos (LOBO et al., 2010). Bem
como, algumas evidéncias tém sugerido que a ingestao de alguns componentes dos alimentos,
como os antioxidantes, pode ter um efeito protetor no organismo atuando na prevenc¢ao ou
reducdo da gravidade de doencas cardiacas, cancer e envelhecimento. (EL-BAKY; EL-
BAROTY, 2012; GAD et al., 2010).

A peroxidagdo lipidica mediada por radicais livres, o estresse oxidativo e 0s
antioxidantes continuam a ser amplamente discutidos. A formacdo de perdxidos lipidicos e
compostos de baixa massa molar produzidos durante a fase tardia da reacdo de oxidacéao, ou

seja, radicais livres como o anion superéxido (O2) e os radicais hidroxila (-OH) € uma
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consequéncia inevitavel em organismos aerdbicos durante a respiracdo (JE et al., 2009). De
forma descontrolada a peroxidagdo lipidica estd envolvida na ocorréncia de inimeras doengas
crénicas por causar danos a biomoléculas como aminoacidos, proteinas e DNA. Logo, a
remocdao de radicais livres, principalmente hidroxila, é provavelmente uma das mais eficazes
alternativas na defesa de organismos vivos contra varias enfermidades (JE et al., 2009).

E reconhecido que a peroxidacdo lipidica em alimentos é de suma importancia nas
mudancas que afetam a qualidade, interferindo no sabor, textura e aparéncia dos alimentos
(RAJAPAKSE et al., 2005). O desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, como 0
de rango o tornam improprios para consumo, além de também provocar outras alteracdes que
irdo afetar ndo so6 a qualidade nutricional, devido a degradacgdo de vitaminas lipossoluveis e de
acidos graxos essenciais, mas também a integridade e seguranca dos alimentos, através da
formacdo de compostos poliméricos potencialmente toxicos, o que leva a deterioracdo e
encurta sua vida util. Mesmo que o uso de alguns antioxidantes sintéticos para superar esses
problemas na industria de alimentos seja comum, ele estd sob normas rigidas devido aos
perigos potenciais a saude (MENDIS; RAJAPAKSE; KIM, 2005; RAMALHO; JORGE,
2006).

A oxidacdo lipidica tem um papel importante também quanto a qualidade dos produtos
farmacéuticos e cosméticos particularmente em relacdo as propriedades sensoriais (odor, cor,
textura) que os tornam desejaveis (RAMALHO; JORGE, 2006).

Com a finalidade de inibir ou retardar a oxidacdo lipidica de 6leos e gorduras sdo
empregados compostos antioxidantes. Os lipidios sdo constituidos por uma mistura de tri, di e
monoacilglicerdis, &cidos graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esterdis e outras
substancias. A maior parte destes constituintes é oxidavel em diferentes graus, sendo que 0s
acidos graxos insaturados sdo as estruturas mais susceptiveis ao processo oxidativo
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Deste modo, para evitar que os alimentos e cosmeticos sofram deterioracdo além de
fornecer protecdo contra varias doencas, € importante inibir a peroxidagdo dos lipidios e
formacédo de radicais livres que ocorrem no organismo e nos géneros alimenticios (LI et al.,
2008).

3.4.1 Mecanismo de acéo e classificacédo

Os antioxidantes sd&o comumente usados para inibir, prevenir ou retardar a

deterioracdo pela oxidacdo, podendo atuar na reducdo dos radicais livres (antioxidante
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primario) ou por um mecanismo que ndo envolve a reducdo direta dos radicais livres
(antioxidante secundério). Os antioxidantes primarios, como os compostos fenolicos, serdo
consumidos durante a fase de iniciacdo. Os antioxidantes secundarios como o acido ascorbico
e 0 acido citrico, irdo atuar por uma variedade de mecanismos incluindo a ligacdo com ions
metalicos, a reducdo de oxigénio, a conversdo de hidroperoxidos a espécies ndo-radicais, a
absorcéo de radiagdo ultravioleta ou a desativacdo do 'O, — oxigénio singlete (MARIUTTI;
BRAGAGNOLO, 2009).

O processo de peroxidacao lipidica é iniciado pela reacao de um radical livre com um
acido graxo insaturado e propagada por radicais peroxila. Resulta na formacdo de
hidroperoxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malonaldeido, 4-hidroxinonenal e
isoprostanos, que podem ser detectados em amostras bioldgicas e utilizados para se avaliar o
estresse oxidativo (LIMA; ABDALLA, 2001). Os lipidios podem ser oxidados por diferentes
caminhos (RAMALHO; JORGE, 2006):

e Reacdes lipoliticas, que sdo catalisadas pelas enzimas lipase ou pela acdo de calor e
umidade, com formacéo de acidos graxos livres;

e Oxidacdo enzimatica, que ocorre pela acdo das enzimas lipoxigenases que atuam
sobre os 4acidos graxos poli-insaturados, catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia
hidrocarbonada poli-insaturada. O resultado € a formacéo de perdxidos e hidroperéxidos com
duplas ligacbes conjugadas que podem envolver-se em diferentes reacdes degradativas;

e Fotoxidacdo, cujo mecanismo acontece a partir de gorduras insaturadas e é
promovida essencialmente pela radiagdo UV em presenca de fotossensibilizadores (clorofila,
mioglobina, riboflavina e outros) que absorvem a energia luminosa de comprimento de onda
na faixa do visivel e a transferem para o *0, (oxigénio triplete), gerando o estado 'O,
(oxigeénio singlete);

e Por adicdo, formando hidroperdxidos diferentes dos que se observam na auséncia de
luz e de sensibilizadores, e que por degradacdo posterior originam aldeidos, alcodis e
hidrocarbonetos;

e Autoxidacdo, que é o principal mecanismo de oxidacdo dos 6leos e gorduras e esta
associada a reacdo do oxigénio com trés etapas ilustradas na Figura 2:

Iniciacdo — ocorre a formacéo dos radicais livres do acido graxo devido a retirada de
um hidrogénio do carbono alilico na molécula do &cido graxo, em condicdes favorecidas por

luz e calor.
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Propagacdo — os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao ataque do
oxigénio atmosférico, sdo convertidos em outros radicais, aparecendo os produtos primarios
de oxidacdo (perdxidos e hidroperoxidos) cuja estrutura depende da natureza dos acidos
graxos presentes. Os radicais livres formados atuam como propagadores da reacao, resultando
em um processo autocatalitico.

Término — dois radicais se combinam com a formacdo de produtos estaveis (produtos
secundarios de oxidacao) obtidos por cisdo e rearranjo dos perdxidos (epdxidos, compostos

volateis e ndo volateis).

Figura 2 — Mecanismo de peroxidacao lipidica — Esquema geral.
[]] -L'I.:!\.:": T R..H _} Rr | H-
Propagacio R*"+0, — ROO

ROO" + RII — ROOH +~ R°

Terming ROO*+R* — ROOR
Produtos

ROO"+ ROO" — ROOR + 0, Estaveis

R*ITR" — RR

Onde: RH — Acido graxo insaturado; R*— Radical; ROO" — Radical peréxido e ROOH — Hidroperdxido.

Para evitar a autoxidacdo de Oleos e gorduras hd a necessidade de diminuir a
incidéncia de todos os fatores que a favorecem, mantendo ao minimo o0s niveis de energia
(temperatura e luz) que s&o responsaveis pelo desencadeamento do processo de formagao de
radicais livres, evitando a presenca de tracos de metais no 6leo, evitando ao méximo o contato
com oxigénio e bloqueando a formacéo de radicais livres por meio de antioxidantes, os quais,
em pequenas quantidades, atuam interferindo nos processos de oxidagdo de lipidios
(ARAUJO, 1999; RAMALHO; JORGE, 2006).

Segundo Sanchez-Moreno (2002), os antioxidantes podem ser classificados em
primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, biologicos, agentes quelantes/sequestrantes e
antioxidantes mistos.

Os antioxidantes primarios sdo compostos que promovem a remogao ou inativagdo dos

radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacdo da reacdo, atraves da doacdo de
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atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia representada pela
Figura 3. Os sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante, que
podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usados em combinacao
adequada. Os removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o oxigénio
presente no meio, através de reacGes quimicas estaveis tornando-os indisponiveis para
atuarem como propagadores da autoxidacdo. Os antioxidantes bioldgicos incluem vérias
enzimas que podem remover oxigénio ou compostos altamente reativos de um sistema
alimenticio. Os agentes quelantes complexam ions metalicos, principalmente cobre e ferro,
que catalisam a oxidacéo lipidica. E, por fim, os antioxidantes mistos incluem compostos de
plantas e animais que tém sido amplamente estudados como antioxidantes em alimentos.
Entre eles estdo varias proteinas hidrolisadas, flavonodides e derivados de &cido cinamico
(&cido caféico) (RAMALHO; JORGE, 2006).

Figura 3 — Mecanismo de acdo para os antioxidantes primarios.

ROO*+ AH — ROOH-+ A"

R*+ AH — RH-+ A’

Onde: ROO’ e R’ — radicais livres; AH — antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo e A’ — radical inerte.

3.4.2 Peptideos antioxidantes

Os peptideos biologicamente ativos sdo derivados de alimentos que exercem, além da
nutricdo normal adequada, um efeito fisiolégico semelhante aos hormoénios em humanos, com
fungdes de regulagdo. Muitos peptideos de origem vegetal e animal com potencial bioativo
relevante foram encontrados, no entanto os produtos a base de leite sdo, de longe, 0os mais
estudados e isolados. Porém, ovos, carnes, pescado, vegetais, sdo bons candidatos por conter
essas proteinas com atividades bioldgicas latentes (HARTMANN; MEISEL, 2007).

Os peptideos bioativos estdo inativos dentro da proteina intacta, mas podem ser
liberados por hidrélise tanto durante a digestdo gastrointestinal como no processamento do
alimento, como em queijos ou leites fermentados. Normalmente contém de 2 a 20 residuos de
aminoéacidos, mas em alguns casos podem conter mais de 20 aminoacidos. Apos a digestéo,
0s peptideos bioativos podem ser absorvidos através do intestino, entrar na corrente sanguinea
e exercer efeitos sisttmicos, ou ainda, produzir efeito local no trato gastrointestinal
(ERDMANN; CHEUNG; SCHRODER, 2008).
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Diferentes efeitos sobre a saude tém sido atribuidos a alimentos derivados de
peptideos, que dependem da sequéncia de aminodcidos, incluindo propriedades
antimicrobianas, anticarcinogénica, antitlcera, acdo anti-hipertensiva, hipocolesterolémica,
antitrombotica, antioxidante, inibicdo do apetite, aumento da absorcdo de minerais e/ou
biodisponibilidade, efeitos imunomoduladores, atividades opioides, estimulo da sintese de
proteinas para o controle da mobilidade intestinal e da secrecdo de enzimas digestivas
(MEISEL, 2004).

Muitos dos peptideos bioativos conhecidos sdo multifuncionais e podem exercer mais
de um dos efeitos mencionados. Devido ao seu potencial reforco para saude e perfil de
seguranca eles podem ser utilizados como componentes em alimentos funcionais ou
nutracéuticos. Contudo, as proteinas do leite frequentemente sdo a principal fonte de varios
peptideos com funcbes bioativas que, devido ao consumo diario de lacteos comprova a sua
importancia em recém-nascidos e adultos (ERDMANN; CHEUNG; SCHRODER, 2008;
KORHONEN; PIHLANTO, 2003; MEISEL, 2004; MEISEL; FITZGERALD, 2003).

Inimeros produtos ja estdo no mercado ou em desenvolvimento por empresas de
alimentos que exploram o potencial de alimentos derivados de peptideos bioativos e que
apresentam alegacBes de salde cientificamente comprovadas com o consumo desses
alimentos funcionais. Alguns desses produtos, entretanto, sdo alimentos tradicionais
oferecidos agora com uma estratégia de marketing diferente (HARTMANN; MEISEL, 2007).
Dessa forma, os HPP sdo significativamente interessantes para uma potencial aplicacdo por
serem fonte de peptideos biologicamente ativos (CUDENNEC et al., 2008). Isto levou a
novas investigacoes utilizando diferentes fontes protéicas.

A atividade antioxidante foi identificada em diversos hidrolisados proteicos, como de
soja (OLIVEIRA et al., 2014; PENA-RAMOS; XIONG, 2002), carnes (KIM et al., 2009; LI
et al., 2007; SAIGA; TANABE: NISHIMURA, 2003), leite, caseinato e soro (CORREA et
al., 2011; GAD et al., 2010; HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2005; HIDALGO et al., 2012;
SUETSUNA; UKEDA; OCHI, 2000), albumina da clara do ovo (TSUGE et al., 1991),
elastina soltvel (HATTORI et al., 1998), algas (GAD et al., 2010), frango (CENTENARO;
PIOTROWICZ; PRENTICE, 2008) e pescado (BOUGATEF et al., 2010; CENTENARO;
PIOTROWICZ; PRENTICE, 2008; DONG et al., 2008; GUERARD et al., 2007; JE et al.,
2009; YOU; REGENSTEIN; LIU, 2010; ZHUANG,; LI; ZHAO, 2009). As propriedades
antioxidantes destes hidrolisados tém sido atribuidas ao efeito cooperativo de um nimero de
propriedades, incluindo a sua capacidade de sequestrar radicais livres, para atuar como

quelante de ions metalicos, supressor de oxigénio ou doador de hidrogénio, e a possibilidade
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de impedir a penetragdo de iniciadores da oxidagdo lipidica, formando uma membrana que
envolve as goticulas de 6leo (MOURE; DOMINGUEZ; PARAJO, 2006).

Os peptideos que contém aminoacidos hidrofobicos, tais como fenilalanina e glicina,
em sua sequéncia sdo relatados por contribuir para a inibicdo da peroxidacdo, aumentando a
solubilidade do peptideo em lipidios, facilitando assim uma melhor interacdo com radicais
livres (RAJAPAKSE et al., 2005). Além disso, uma série de peptideos antioxidantes,
compostos geralmente de 3 a 16 residuos de aminoacidos foram isolados a partir destes
hidrolisados. Dentre esses peptideos, alguns continham aminoacidos hidrofébicos (valina ou
leucina) na extremidade N-terminal, e prolina, histidina ou tirosina em sequéncia (CHEN;
MURAMOTO; YAMAUCHI, 1995), e alguns residuos contendo principalmente &cidos
glutdmico e aspartico (SAIGA; TANABE; NISHIMURA, 2003).

Alguns peptideos que contém aminoacidos de cadeia ramificada (valina, leucina e
isoleucina), mostraram significativa atividade antioxidante. Dipeptideos contendo tirosina e
triptofano no aminoéacido N-terminal, e histidina e metionina no C-terminal, apresentaram
maior atividade antioxidante que uma mistura de componente de aminoacido em sistemas
aquosos (SUETSUNA; UKEDA; OCHlI, 2000). O grupo sulfidrila (SH) da cisteina tem uma
acdo independentemente crucial devido a sua interacdo direta com radicais. Ja tem sido
relatado que grupos SH atuam como sequestradores de radicais livres em plantas e tecidos
animais (PATTERSON; RHOADES, 1988), e grupos SH da cisteina promovem a atividade
antioxidante da glutationa (SELVAM; DEVARAJ, 1996). Também atuam como
sequestradores de radicais protegendo os tecidos contra o estresse oxidativo (SARMADI;
ISMAIL, 2010).

N&do somente o aminoacido terminal determina a atividade antioxidante de um
peptideo, mas também a sequéncia. Li et al. (2007) especularam as sequéncias GIn-Gly, Gly-
Pro e Gly-Pro-Hyp que estavam presentes em diferentes peptideos com propriedades
antioxidantes, entretanto seu mecanismo de acdo nao foi elucidado.

Assim como o tamanho dos peptideos também demonstra interferir na atividade
antioxidante, sugerindo-se que quanto menor a massa molar maior a atividade antioxidante,
encontrando-se na faixa entre 1000 e 3000 Da. Entretanto, alguns estudos apresentaram
peptideos com esta bioatividade com tamanho abaixo de 1000 Da (DONG et al., 2008; JE et
al., 2009).

Jun et al. (2004) obtiveram um hidrolisado proteico de carcaca de atum amarelo em
que se utilizou um método de hidrolise enzimatica combinado, primeiramente se efetuou-a

com pepsina dando sequéncia com extrato bruto intestinal de cavala para aumentar o GH, o
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qual imputa como sendo um dos fatores ligados diretamente com a atividade antioxidante e
confirmado experimentalmente no trabalho em questdo. FracGes peptidicas foram obtidas por
ultrafiltracdo por membranas e a purificacdo da fracdo com maior potencial bioativo foi
purificada cromatograficamente encontrando o peptideo com 10 residuos, Arg-Pro-Asp-Phe-
Asp-Leu-Glu-Pro-Pro-Tyr, e 13 kDa. Foi atribuida ao aminoéacido tirosina terminal a
atividade antioxidante, devido a ser um potente doador de hidrogénio.

A atividade antioxidante de hidrolisado proteico de ossos de polaca do Alasca obtido
atraves da acdo de enzimas enddgenas de cavala foi estudada por Je, Park e Kim (2005).
Apos, cinco fragdes peptidicas de diferentes massas molares foram obtidas atraves de UF por
membranas. A fracdo peptidica com maior atividade antioxidante foi submetida a purificagdo
e a sequéncia do peptideo considerado responsavel pela propriedade foi determinada como
sendo Leu-Pro-His-Ser-Gly-Tyr com massa molar de 672 Da. De acordo com os autores, a
tirosina terminal (por ser doadora de hidrogénio) e a histidina na sequéncia (pelo seu anel
imidazol) na molécula, sdo os responsaveis pela atividade antioxidante no peptideo obtido.

Ranathunga, Rajapakse e Kim (2006) testaram quatro enzimas diferentes (Alcalase, o-
quimotripsina, tripsina e pepsina) para hidrolisar musculo de enguia congro. Os hidrolisados
tiveram suas atividades antioxidantes comparadas ao do a-tocoferol e BHT, em que se
destacou o hidrolisado de tripsina que foi fracionado por UF por membranas. A fracdo de
menor massa molar (menor que 1 kDa) apresentou maior propriedade antioxidante sendo
purificada usando consecutivas técnicas de cromatografia. A determinacdo das sequéncias
revelou que continha nove aminoacidos em sua sequéncia (Leu-Gly-Leu-Asn-Gly-Asp-Asp-
Val-Asn) e a massa molar identificada como 928 Da.

Diferentes hidrolisados de colageno de pele suina foram obtidos a partir de distintas
proteases, assim como a mistura das mesmas. Métodos cromatograficos consecutivos,
incluindo cromatografia de filtracdo em gel, cromatografia de troca i6nica e cromatografia
liquida de alto desempenho foram utilizados para isolamento das fragdes peptidicas que
mostraram elevada atividade. O peptideo antioxidante purificado apresentou massa molar de
430 Da e GIn-Gly-Ala-Arg como sequéncia de aminoacidos (LI et al., 2007).

Bougatef et al. (2010) estudaram a hidrélise de subprodutos de sardinha com diversas
enzimas. O hidrolisado gerado com extrato bruto de sardinha apresentou alta atividade
antioxidante sendo fracionado por cromatografia de excluséo, onde a fracdo que forneceu
maior atividade foi entdo fracionada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa. Sete peptideos antioxidantes foram isolados e suas massas molares e sequéncias de

aminoacidos determinados através de ESI-MS e ESI-MS/MS, respectivamente. Suas
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estruturas foram identificadas como His-Leu-Tyr, Leu-Ala-Leu-Arg, Gly-Gly-Glu, Gly-Ala-
His, Gly-Ala-Ala-Trp, Pro-His-Leu e Tyr-Gly-Ala -Leu-Ala-Ala-His, estando todos abaixo de
1 kDa.

Diversos pesquisadores tém sugerido o uso de peptideos como ingredientes bioativos
na preservacdo de alimentos, inibicdo de algumas doengas e envelhecimento, podendo ser
adicionados em produtos alimenticios, farmacos, suplementos alimentares e cosméticos.
Entretanto, pouco é conhecido sobre a estrutura de peptideos antioxidantes em varias
proteinas (LI et al.,, 2007), demonstrando a necessidade de estudos que esclarecam
efetivamente quais as rela¢fes entre massa molar, sequéncia de aminoéacidos, GH e atividade
antioxidante dos peptideos, assim como o seu mecanismo de atuacdo (BERNARDINI et al.,
2011).

3.4.3 Meétodos de determinacéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante pode ser medida através de diferentes métodos dentro dos
quais estdo os in vitro por métodos quimicos (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995; CENTENARO; MELLADO; PRENTICE, 2011; DONG et al.,, 2008; DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006; GUERARD et al., 2007; GUO; KOUZUMA; YONEKURA, 2009;
JE et al., 2009; JUN et al., 2004; MILARDOVIC; IVEKOVIC; GRABARIC, 2006; RE et al.,
1999; SAKANAKA et al., 2004; WU; CHEN; SHIAU, 2003) ou in vivo por meio de células
animais (HILGEMANN, 2010; SANDRINI et al., 2009), micro-organismos (MARTORELL
et al., 2011; SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2004, 2005) ou em testes utilizando
modelo animal (DIKALOVA; KADIISKA; MASON, 2001; GAD et al., 2010).

3.4.4 Métodos in vitro

Entre os métodos quimicos se destaca o que utiliza como principio a peroxidacéo
lipidica utilizando o &cido linoleico (OSAWA; NAMIKI, 1985). Esta consiste na medi¢do da
inibicdo da oxidacdo de um lipideo, de um sistema modelo, pelo antioxidante a ser testado
(OLIVEIRA et al., 2009). Os hidroperoxidos gerados durante a oxidacdo do acido linoleico
reagem com o sulfato ferroso, originando o sulfato férrico e ap6s, com adi¢cdo do tiocianato
férrico, ocorre a formacgdo de um complexo de cor vermelho sangue, sendo analisado a 500
nm (NASCIMENTO; ARAUJO; MELO, 2010). Apds ser iniciado, o processo oxidativo

torna-se autocatalitico e somente termina quando se esgotarem as reservas de acidos graxos
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insaturados e oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A reducgdo da densidade ¢tica,
pela acdo do antioxidante, corresponde a interrupcdo da oxidacdo, pois o acido linoleico néo
esta disponivel no meio e ocorre o surgimento de outros produtos secundarios da degradacao
dos hidroperdxidos (CHEN et al., 1998).

O teste do poder redutor baseia-se na capacidade de alguns compostos reduzirem o ion
ferricianeto (Fe(CN)g)® a ferricianato (Fe(CN)s)* e, na presenca do fon férrico (proveniente
do FeCls) na solucdo, formam o composto azul da Prussia (MELLO; PINHEIRO, 2012). 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 mudanca de cor do oxidante (SUN; TANUMIHARDJO, 2007). Conforme
aumenta a capacidade dos compostos em doar elétrons para que a reacdo de reducdo ocorra, a
solucdo fica mais escura. Portanto o aumento da absorbancia indica maior potencial redutor
da amostra (YEN; CHEN, 1995).

O que determina as substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) é um teste
que avalia a formacdo de produtos finais da peroxidacdo lipidica, que podem ser
potencialmente toxicos para outras macromoléculas celulares (SANTOS et al., 2007). TBARS
mede a concentragdo de malonaldeido (MDA), o produto mais abundante da oxidacdo de
lipideos, e outros produtos de oxidacdo secundarios em uma amostra (ANTOLOVICH et al.,
2002).

A lipoperoxidacdo caracteriza-se por aumento na producdo de TBARS e MDA em
consequéncia do ataque das ERO as membranas celulares, provocando perda de seletividade
na troca ibnica e liberacdo do conteldo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomos, e formagdo de produtos citotoxicos, culminando com a morte celular
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Como a membrana celular e a matriz intracelular sao
estruturas vitais para a célula, ndo é surpreendente verificar que a lesdo induzida por ERO
influencie na extensao dos processos das doencas (BULKLEY, 1983).

Apesar de suas limitacGes, o teste do TBA é o metodo mais usual na avaliacdo da
oxidacdo de lipidios em carnes e produtos céarneos, devido a sua simplicidade e rapidez,
porém ndo serve para produtos fritos e liofilizados (WILKINSON et al., 2001). Também é
usado satisfatoriamente na avaliagdo dos estagios iniciais de rancidez de banhas, gorduras e
6leos de soja, girassol e colza.

O teste de TBA quantifica 0 MDA, um dos principais produtos de decomposicdo dos
hidroperdxidos de acidos graxos poli-insaturados, formado durante o processo oxidativo — 0

MDA é um dialdeido de trés carbonos, com grupos carbonilas nos carbonos C-1 e C-3. E um
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teste altamente empirico e foi sugerido primeiramente por Patton, Keeney e Kurtz, em 1951,
para leites e produtos lacteos (OSAWA; FELICIO; GONCALVES, 2005).

A reacdo ocorre em meio &cido (pH 1-2) e alta temperatura (cerca de 100 °C) visando
aumentar a velocidade e sensibilidade (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999) envolve o
acido 2-tiobarbitdrico com o MDA (Figura 4), produzindo um composto de cor vermelha,
medido espectrofotometricamente a 532 nm de comprimento de onda (de acordo com a
metodologia, esse comprimento de onda pode variar, situando-se ao redor de 500 a 550 nm).
A formacdo do composto TBA-MDA, na proporcdo de 2:1, é possivelmente iniciada pelo
ataque nucleofilico, envolvendo o carbono 5 do TBA e o carbono 1 do MDA, seguido de
desidratacdo e reacdo similar subsequente do composto intermedidrio com uma segunda
molécula de TBA, na proporcédo de 1:16. A quantificacdo de MDA é feita a partir de curvas de
calibracdo construidas com concentracbes conhecidas de MDA. Os padrGes mais
frequentemente utilizados séo 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) e 1,1,3,3-tetraetoxipropano
(TEP) que, nas condicdes acidas do teste, sofrem hidrolise, resultando na liberacdo do MDA
(OSAWA; FELICIO; GONCALVES, 2005).

Figura 4 — Reacdo do teste de TBA entre o acido 2-tiobarbitarico e o malonaldeido,
formando o composto colorido, medido espectrofotometricamente a 532 nm.
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Fonte: Osawa, Felicio e Gongalves, 2005.

O teste do DPPH, inicialmente proposto por Blois (1958), é baseado na capacidade do
radical livre estavel, 1,1-difenil-2-picrilidrazil, reagir com compostos doadores de H*, o que
pode interromper as reacdes oxidativas em cadeia. O DPPH pode reagir com compostos
fenolicos, bem como com acidos aromaticos contendo apenas um grupamento e tem sido
amplamente utilizado para determinar a atividade antioxidante de alimentos (BOUGATEF et
al., 2010; BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; KULISIC et al., 2004; NGO
etal., 2010; SANTOS et al., 2007).

A molécula de DPPH ¢é caracterizada como um radical livre estavel em virtude da

deslocalizagdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalizacdo confere a
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esta molécula uma coloragdo violeta, caracterizada por uma banda de absor¢édo em etanol em
cerca de 520 nm. Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma
determinada substancia em sequestrar o radical DPPH (Figura 5), reduzindo-o a hidrazina.
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 simultanea na
coloracdo de violeta a amarelo pélido. Esta habilidade foi primeiramente avaliada
espectroscopicamente por ressonancia de elétron spin, uma vez que a intensidade do sinal do
radical DPPH ¢é inversamente relacionada com a concentracdo do antioxidante testado e o
tempo de reagdo. Entretanto, o método de controle mais utilizado é o decaimento da
absorbancia no comprimento de onda observado entre 515 a 528 nm, produzido pela adi¢do
do antioxidante a uma solucéo alcodlica do radical DPPH (ALVES et al., 2010).

Figura 5 — Formas radicalar o,a-difenil-p-picrilidrazil (a) e ndo radicalar/reduzida o,a-difenil-
B-picrilidrazina (b) do DPPH.
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Fonte: Blois, 1958.

As substancias analisadas podem interferir nos resultados caso seus espectros se
sobreponham ao do DPPH ao redor de 515 nm como, por exemplo, os carotenoides. Sendo a
acessibilidade estérica o fator determinante da reacdo, moléculas pequenas que tém melhor
acesso ao sitio do radical podem apresentar uma maior atividade aparente quando comparada
as moléculas maiores (ALVES et al., 2010).
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3.45 Meétodos in vivo

Embora existam ensaios quimicos relativamente simples para avaliacdo da capacidade
antioxidante, estes ndo sdo representativos das condi¢des celulares do homem. Tendo em vista
que antioxidantes assumem papel importante na medicina preventiva é necessario que as
informagdes sejam obtidas a partir de sistemas bioldgicos. O estresse oxidativo acompanha
numerosas patologias, e antioxidantes de baixa massa molar sdo compostos de grande
interesse devido a sua capacidade de prevenir e aliviar os efeitos do estresse oxidativo. No
entanto, apesar de muitos terem demonstrado ser eficazes como antioxidantes em sistemas in
vitro, o seu efeito sobre as células e organismos pode ser complicado por problemas de
permeabilidade e de efeitos secundarios dos produtos das suas reacbes com oxidantes e do seu
metabolismo. No entanto, a transicdo de um tubo de ensaio para os sistemas biologicos podem
ser simples e néo exigir a consideragdo de muitos fatores complicados (BEDNARSKA et al.,
2008).

A avaliacdo da capacidade antioxidante empregando animais de laboratério é, em
geral, de dificil execucdo e necessita de um numero elevado de animais para assegurar
resultados estatisticamente significativos. Diante das criticas que vem sofrendo, o meio
cientifico por realizarem ensaios biolégicos utilizando um modelo animal, juntamente com a
conscientizacdo da mesma, dos vetos dos Comités de Etica e maior atuacdo dos 6rgéos de
protecdo dos direitos dos animais, tem demonstrado uma forte tendéncia em aplicar a politica
dos 3 Rs (em inglés, replace, reduce, refine) introduzida por Russel e Burch (1959), ou seja,
substituicdo, reducéo, refinamento, ndo visando impedir a utilizacdo dos modelos animais nos
experimentos, mas a sua utilizacdo de forma adequada e humanitaria, sem comprometer a
qualidade do trabalho cientifico que esta sendo executado (MARONA; LUCCHESI, 2003;
2004).

E evidente que existe um crescente interesse por métodos alternativos dentro da
propria comunidade cientifica na tentativa de reduzir o nimero de animais utilizados em
experimentacdo e também o custo dos experimentos, pois animais utilizados em pesquisa
necessitam ser acondicionados, alimentados e mantidos nas melhores condi¢Bes de salde e
higiene possivel, caso contrario ndo podem ser utilizados para propositos cientificos (OTA,
1986). A utilizacdo de modelo animal em pesquisas cientificas tem sido muito discutida por
parte de ativistas que sdo simplesmente contra essa pratica. Uma parte dos argumentos
levantados por esse setor da sociedade é baseada no fato de que métodos alternativos sdo
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capazes de substituir a utilizacdo dos animais em pesquisa, pratica que se considera obsoleta
(MORALES, 2008).

Portanto tem-se buscado investir em métodos alternativos in vivo que fornecam
resultados coerentes, reprodutiveis e que elucidem diversos mecanismos que podem ser
comparados ou correlacionados com o modelo humano. Deste modo, se apresentam 0s
ensaios microbianos, utilizando-se principalmente células eucaridticas e 0s ensaios com
células animais e humanas. A parede celular das células eucarioticas € permeavel a muitas
substancias quimicas com massa molar superior a 1 kDa (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA,
2012). Os ensaios realizados com células tém se mostrado muito adequados na determinacgéo
da capacidade antioxidante, sdo faceis, rapidos, econdmicos, reprodutiveis e podem utilizar
um grande ndmero de células com as mesmas caracteristicas genéticas (RABELLO-GAY;
RODRIGUES; MONTELEONE NETO, 1991).

Os ensaios em células eucaridticas permitem a avaliacdo da atividade antioxidante de
inimeros compostos de forma rapida, econémica e reprodutivel e os resultados obtidos
podem ser mais facilmente extrapolados para o homem, do que os obtidos em ensaios
quimicos (HENRIQUES et al., 2001; SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2003). A
avaliacdo da capacidade antioxidante pode ser feita pela medida da sobrevivéncia de células
tratadas com os antioxidantes em presenca e auséncia de agentes estressores (BEDNARSKA
et al., 2008; CIPAK et al., 2008; DANI et al., 2008; GUARIENTI; BERTOLIN; COSTA,
2010; SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2003, 2004, 2005).

Especificamente em estudos relacionados ao estresse oxidativo as células sdo capazes
de detectar o aumento de oxidacdo, causado pelas ERO, e desencadear uma elaborada
resposta de adaptacdo que ativa os dois sistemas de defesa antioxidante: enzimético e ndo-
enzimatico (COSTA; MORADAS-FERREIRA, 2001). Muitas células possuem o sistema de
defesa celular contra as ERO similar ao apresentado em células humanas (Figura 6)
(MAGER; WINDERICX, 2005).
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Figura 6 — Algumas reacdes do sistema de defesa antioxidante em uma célula.
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Fonte: Mariani, 2008.

Células animais tém sido muito utilizadas em diferentes tipos de ensaios, entre elas a
citotoxicidade e a atividade antioxidante através da capacidade de inibir as ERO. Um dos
tipos de células utilizados sdo os hepatdcitos de zebrafish (Danio rerio) peixe-zebra, usado
como modelo em vaérios estudos, principalmente toxicoldégicos (AMANUMA et al, 2000;
CRAIG; WOOD; MCCLELLAND, 2007; POMATI et al, 2007; SEOK et al, 2006). Estes
estudos demonstraram que muitos mecanismos fisioldgicos entre zebrafish e mamiferos sdo
semelhantes. Nestes, as células sdo expostas a diferentes concentra¢cdes do composto a ser
estudado e sdo analisados o nimero de células viaveis e a produgdo de ERO (RIBAS-
FERREIRA et al., 2014).

Estes ensaios podem ser um pre-determinante de oxidagdo, sendo um ensaio prévio
para permitir/facilitar o seguimento dos estudos e também verificar a possivel toxicidade
antes que os compostos sejam adicionados em alimentos, nutracéuticos ou cosméticos.

Células humanas também sdo uma alternativa para determinar diversas bioatividades,
em que a antioxidante se destaca, visto que a oxidacdo pode ser precursora de outras doengas
como arterioesclerose, inflamacGes e cancer (FRLICH; RIEDERER, 1995). Células de
hepatoma humano foram tratadas com sequéncia peptidica purificada de hidrolisado de
gelatina de corvina e foi verificado que os niveis das enzimas antioxidativas, dismutase
superoxido, catalase e glutationa peroxidase foram aumentados significativamente com
relacdo ao controle demonstrando que peptideos podem controlar o potencial redox no interior
da célula (MENDIS; RAJAPAKSE; KIM, 2005).



46

O DNA ¢ outro biomarcador sensivel ao dano oxidativo mediado por ROS, estes
danos gerados ao DNA pelos ROS podem iniciar carcinogénese ou propiciar doencas
neurodegenerativas tais como a doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer; entre ROS, o
radical hidroxila € reconhecido como um agente danificador de DNA (YOU et al., 2002).
Kim, Je e Kim (2007) investigaram o efeito protetor de peptideo oriundo de hidrolisado
proteico de carcaga de corvina sobre os danos induzidos pelo radical hidroxila no DNA
demonstrando eficientemente que este radical foi reduzido pelo peptideo antioxidante.

Portanto, a utilizacdo de células como um modelo vivo € um meio confiavel para
determinar especificamente a capacidade de inibir a oxidacéao, pois é possivel utilizar e avaliar

0 mecaninsmo que se deseja no tipo celular que se pretende.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Matéria prima e reagentes

A matéria prima utilizada neste trabalho foi oriunda do bijupird (Rachycentron
canadum). Os espécimes foram obtidos por despesca em tanques de cultivo offshore da
companhia Aqualider Maricultura Ltda localizada a 10 km mar adentro de Recife-PE, e em
tanques de cultivo nearshore da Fazenda Aquicultura Pousada do sol, localizada a 100 m de
Angra dos Reis-RJ. O material foi transportado em recipientes térmicos com gelo na
proporcdo 1:1 até o Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG), onde foi realizado o processamento. O pescado foi imediatamente,
lavado com &gua clorada 5 ppm, descabecado e eviscerado. O pescado limpo foi triturado em
separador mecanico de carnes (HIGH TECH HT/2500 — Brasil) para separacdo da carne dos
0ss0s e pele para entdo ser obtida a matéria prima denominada musculo, assim como a cabeca
e visceras que foram trituradas no mesmo equipamento a fim de separar 0s 0ssos e a pele para
obtencdo da matéria prima denominada residuo, ambos foram acondicionados separadamente
(musculo e residuo) em embalagens pléasticas de polietileno e armazenados sob congelamento
a-18 £ 2 °C (CONSUL CHB/53) até a utilizacdo.

Antes do uso, as matérias primas foram descongeladas overnight sob temperatura de
refrigeracdo (6 £ 1 °C). O residuo foi centrifugado a 8667 x g por 30 min & temperatura
ambiente em centrifuga de copos para reduzir o conteido de lipideos (sobrenadante).

As enzimas utilizadas neste trabalho foram: Alcalase (endopeptidase de Bacillus
licheniformis), Flavourzyme (mistura de endoprotease e exopeptidase de Aspergillus oryzae),
doadas pela Novozymes Latin America, representante Tovani Benzaquem Rep. Ltda
(Araucaria, Brasil). A enzima Protamex (mistura de endo e exopeptidase, de Bacillus sp.),
obtida do pancreas bovino, foi adquirida da Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, EUA). Os

demais reagentes foram de grau analitico (P.A.).

4.1.2 Infraestrutura

O trabalho foi desenvolvido no LTA e na Unidade de Processamento de Pescado-UPP,

ambos localizados atualmente no Campus Carreiros da Universidade Federal do Rio Grande
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(FURG). Também foram utilizados outros laboratérios do Nucleo de Engenharia de
Alimentos da FURG, os quais disponibilizaram a infra-estrutura necessaria para apoio.

Para o ensaio com células animais foi utilizado o Laboratério de Cultura Celular do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da FURG. E as andlises de microscopia foram realizadas no
CEME-SUL (Centro de Microscopia Eletrénica da Zona Sul) na FURG.

4.2 Meétodos

4.2.1 Caracterizacdo da matéria prima

A composicdo proximal das matérias primas (muasculo e residuo) foi realizada
conforme as metodologias recomendadas pela AOAC (2000). As analises realizadas foram de
umidade (gravimetria), proteinas (micro-Kjeldahl, fator 6,25), lipideos (Soxhlet) e cinzas
(gravimetria), identificadas com os protocolos de n° 960,39; 992,15; 925,30 e 923,03,
respectivamente.

Para a realizacdo da eletroforese, as amostras foram diluidas a 0,2% (m/v) de proteina,
adicionadas de tampdo Tris 0,5 M pH 6,8, contendo B-mercaptoetanol, desnaturadas por
aquecimento a 90 °C por 5 min e analisadas em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) utilizando um gel de concentracdo de 4% (m/v) e de separacdo de 12%
(m/v) (Sistema de Electroforese vertical 10x10 cm) com base no método descrito por
Laemmli (1970). O gel foi corado com 0,1% de Azul Brilhante de Coomassie (m/v) e
descorado com 10% de acido acetico (v/v) e metanol 25% (v/v). A analise qualitativa de
identificacdo das bandas foi atraves de imagens dos géis revelados utilizando o software
Gelanalyzer (GelAnalyzer, 2010).

A atividade proteolitica medida em U, o qual uma unidade corresponde a pmol de
tirosina livre/min, das enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex foi determinada segundo
método padrdo da Sigma (1999), exposto no Anexo 1, que relaciona a capacidade de
hidrolisar a caseina em um tempo de 10 min sendo apds realizada uma reacdo baseada no
principio de Folin & Ciocalteau em meio alcalino utilizando uma curva padrdo do aminoacido
tirosina (Apéndice 2). Para obtencdo da atividade especifica (umol/min/g) (Apéndice 1) foi
realizada a determinag&o do teor proteico da enzima através do método de Lowry et al. (1951)

que quantifica proteinas sollveis, com uma curva padrdo de albumina (Apédice 3).
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4.2.2 Obtencdo dos hidrolisados proteicos de bijupira

Os hidrolisados enzimaticos foram obtidos a partir de duas fracGes de pescado
(musculo e do residuo) em separado, baseados em processo sugerido por Kristinsson e Rasco
(2000). Primeiramente, as matérias primas foram homogeneizadas em &gua destilada na
propor¢do 1:8 (sélido/liquido) utilizando as condigdes de concentracdo de enzima e substrato
proteico 1U:10g que correspondeu em massa/massa a 0,10; 4,33 e 1,19%, para as respectivas
enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex, de acordo com a atividade especifica.

Acompanhando a Figura 7, para a obtencdo dos hidrolisados foram utilizadas trés
enzimas separadamente de acordo com suas condi¢des étimas, Alcalase (pH 8,0 e 50 °C),
Flavourzyme (pH 7,0 e 50 °C) e Protamex (pH 7,0 e 40 °C) (JUNG et al, 2006). A reacédo
ocorreu em um reator de vidro, de parede dupla, conectado a um banho termostatizado
(BROOKFIELD TC/102 — EUA) com agitacdo mecénica de 600 rpm, e um eletrodo de
medicdo de pH introduzido. Antes do inicio das hidrolises, as enzimas endogenas presentes
nas matérias primas foram inativadas a 85 °C por 15 min, este propicia ainda abertura de
algumas cadeias da proteina facilitando a atuacdo das enzimas. Forma ajustados 0s parametros
de pH (com adicdo de hidréxido de sédio 1 M ou &cido cloridrico 1 M) e temperatura de
acordo com cada enzima. As hidrolises foram interrompidas quando o grau de hidrélise (GH)
se tornou constante, portanto, em tempo variavel (300 a 730 min). Este tempo de cessamento
da reacdo foi estipulado como a ndo adicdo de hidroxido de sodio padronizado para ajuste do
pH por 60 min. O GH foi determinado de acordo com o item 4.2.3. Apos, foi realizada a
inativacdo da enzima (90 °C/10 min) em banho termostatizado (QUIMIS, modelo 218.2 —
Brasil). Os hidrolisados foram arrefecidos, centrifugados (3500 x g por 20 min)
(BIOSYSTEMS MPW-350/350-R — Brasil) para separacdo da fragdo insoluvel, os
sobrenadantes filtrados para a retirada da fracdo lipidica e as fragfes solUveis congeladas a
-80 °C por 48 h, liofilizados (LIOBRAS, modelo L108) e armazenados a -18 + 2 °C para
posteriores analises de atividade antioxidante (item 4.2.7).
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Figura 7 — Fluxograma do processo de obtenc¢éo dos hidrolisados proteicos.
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O GH foi determinado pelo método do pH-stat, segundo Adler-Nissen (1986), com

modificagdes, sendo utilizada uma solucéo alcalina padronizada de NaOH 0,2 M para ajuste

do pH constantemente. A cada 10 min foram medidos os volumes gastos de NaOH para

realizar o acompanhamento cinético. O GH foi calculado segundo Equagdo 1.
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Onde: h,,, é o nimero de ligagdes peptidicas (moles equiv/kg) que para pescado o
valor é 8,6 moles equiv/kg (ADLER-NISSEN, 1986); B é o volume da base consumida
durante a hidrélise para manter o pH constante (mL); Ny é a normalidade da base; mP é a

massa de proteina (g, determinado em N x fator de Kjeldahl — 6,25); ¢ a é o grau de
dissociacao.

O grau de dissociacéo o é calculado segundo a Equagdo 2.
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Onde: pH é o pH durante a hidrolise e pK € a constante de dissociagao.

Os valores de pK a diferentes temperaturas, pode ser calculado segundo a Equacéo 3.

pK =78+ 298-T
298T

x 2400 @)

Onde: T é a temperatura absoluta durante a hidrélise (em Kelvin).

4.2.4 Determinacao de proteinas solUveis expressas em tirosina

Foi determinado o teor de proteinas soltveis, quantificando o aminoacido tirosina
conforme Sigma (1999) (Anexo 1) na suspensao antes da hidrélise e ap6s a inativacao térmica
da enzima utilizada na reacdo (no término da hidrélise). Foi considerada a diferenca antes e
apos o processo e quantificado através da curva padrao de tirosina (Apéndice 2). Este também

¢ uma forma indireta de verificar se houve hidrélise.

4.2.5 Fracionamento dos hidrolisados proteicos utilizando ultrafiltracdo (UF)

Os hidrolisados foram fracionados utilizando uma célula de UF (300 mL, Advantec
MFS Inc., Japdo Mod. UHP-76) com agitacdo magnética (agitador Fisatom Mod 751). As
membranas de UF (Millipore Corporation, Billerica, U.S.A., de celulose regenerada, 76 mm
de diametro) apresentam massa molar de corte (cut-off) de 3 kDa . Antes de cada filtracdo as

membranas foram lavadas com &agua ultrapura, conforme determinacdo do fabricante das
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membranas e apés foi utilizada uma pressdo transmembrana de 55 psi por 5 min para retirada
da &gua. Durante cada processo de filtracdo aplicou-se pressdo com gas nitrogénio de 60 psi
(4,14 bar), agitacdo de 400 rpm e temperatura de 21 £ 1 °C. As amostras foram passadas
atraves das membranas em uma concentracdo de 7,5 mg/mL (CARREIRA et al. 2003) onde
foram coletadas 2 fragOes: retentado (fragdo maior que 3 kDa) e permeado (fracdo menor que
3 kDa). O fluxo foi acompanhado em mililitros a cada 5 min. Em seguida as amostras foram
congeladas a -80 °C por 48 h e liofilizadas e logo, analisada a atividade antioxidante de cada
fracdo, conforme item 4.2.7 (CENTENARO et al, 2014). Apds uso, as membranas foram
tratadas conforme instrugdes do fabricante para sua posterior reutilizagéo.

A fim de se verificar a capacidade de reutilizacdo e regenercdo das membranas
utilizadas (sem uso, primeiro e segundo usos), as mesmas foram submetidas a secagem a
vacuo em estufa (Quimis — Q819V2) a 100 mmHg, 35 °C durante 20 min. Suas
microestruturas foram avaliadas no CEME-SUL-FURG, através da microscopia eletronica de
varredura (MEV), utilizando um microscépio eletrénico de varredura (JEOL, JSSM-6010LV,
Japdo) operado a 15 kV. As amostras das membranas foram colocadas em suporte de
aluminio (stubs) e recobertas com carbono (Sputter Coater DESK V) para melhorar a

condutibilidade. As micrografias foram analisadas com 3000x e 6000x de ampliag&o.

4.2.6 Determinacao dos grupos sulfidrila dos hidrolisados e das fracdes peptidicas

O teor total dos grupos sulfidrila (SH) foi determinado utilizando o reagente de Ellman
(5,5 ditiobis-acido 2-nitrobenzdico, 10 mM/L) de acordo com o procedimento descrito por
Shimada e Cheftel (1988) com algumas modificacdes. Amostras (100 mg) de hidrolisado
liofilizado foram homogeneizados durante 3 min com 50 mL de tampdao fosfato 0,1 M/L, pH
8,0, contendo &cido etilenodiamino tetra-acético 1 mM/L, 6 M/L uréia e 0,5 % dodecil sulfato
de sodio. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 8667 x g (Biosystems, modelo MPW-
350/350R — Brasil) durante 20 min. Em 3 mL do sobrenadante foram adicionados 30 pL do
reagente de Ellman e a mistura foi incubada 15 min a temperatura ambiente (25 £ 1 °C). Ap06s
a reacdo, a absorbancia da mistura foi medida a 412 nm em espectrofotémetro (Biospectro
UV, modelo SP-22, Brasil) e 0s grupos R-SH determinados utilizando um coeficiente de
extingdo molar de 13600/M cm (BEVERIDGE; JONES; TUNG, 1986).
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4.2.7 Medida da atividade antioxidante dos hidrolisados e fracdes peptidicas

4.2.7.1 Sequestro do radical DPPHe

A medida de atividade antioxidante foi realizada segundo Shimada et al. (1992)
baseada no efeito sequestrante do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) pelos
hidrolisados, sendo expresso em porcentagem, conforme a Equacédo 4. Foram utilizadas duas
concentracdes diferentes de cada hidrolisado (2,5 e 5,0 mg/mL). Um volume de 1 mL de
amostra foi misturado com 1 mL de solugdo de DPPH 0,1 mM em etanol 95%. Ap6s 30 min
de repouso as amostras foram lidas em espectrofotometro (BIOSPECTRO SP/22) a 517 nm.
Quanto menor absorbancia maior efeito sequestrante do radical DPPH. Foi utilizado como
controle o antioxidante comercial BHT na mesma concentracdo. As andlises dos integrais e

das fracGes peptidicas foram realizadas em momentos distintos.

ABS ABS

branco

ABS

branco

% ES — ( amostra] X 100

(4)

Onde: %ES ¢é a porcentagem de efeito sequestrante; ABSyranco @ absorbancia do branco

e ABS,mostra € @ absorbancia da amostra.
4.2.7.2 Poder redutor

O poder redutor foi medido segundo o método realizado por Oyaizu (1986). Para esta
determinacdo uma amostra de 2 mL de solucéo de hidrolisado 5,0 mg/mL foi misturada com 2
mL de tampé&o fosfato de sédio 0,2 M (pH 6,6) e 2 mL ferrocianeto de potassio 1,0%. Essa
mistura foi incubada em banho a 50 °C (QUIMIS Q-215-1/2 — Brasil) por 20 min. Em seguida
foi adicionado 2 mL de TCA 10%. Aliquotas de 2 mL das amostras incubadas foram
misturadas com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL de cloreto férrico 0,1%. Apdés 10 min a
absorbancia da solucgéo resultante foi lida a 700 nm em espectrofotémetro (BIOSPECTRO
SP/22). O aumento da absorbancia da mistura da reacdo indica um aumento do poder redutor.

As andlises dos integrais e das fracOes peptidicas foram realizadas em momentos distintos.
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4.2.7.3 Sistema modelo do &cido linoleico

A atividade antioxidante foi medida segundo Osawa e Namiki (1985) empregando um
sistema modelo contendo &cido linoleico. Foram dissolvidos 5 mg de hidrolisado em 10 mL
de tampdo fosfato de sédio 50 mM (pH 7,0). Adicionou-se 0,13 mL de &cido linoleico e
10 mL de etanol 99,5%. A suspensédo foi homogeneizada em agitador de solugdes tipo vortex
(PHOENIX AP56 — Sdo Paulo) e seu volume elevado até 25 mL com agua destilada. O
conjunto foi incubado em estufa BIOPAR 5150/BA, no escuro, a 40 °C, sendo entdo
analisado a cada 24 h durante 6 dias. A andlise diaria consistiu em medir a oxidacéo do &cido
linoleico. Assim, 100 puLL de amostra incubada foram misturadas com 4,7 mL de etanol 75%,
100 pL de tiocianato de amonio 30% e 100 puL de cloreto ferroso 0,02 M em HCI 3,5% em
frascos ambar. Esta mistura foi deixada em repouso durante 3 min e lida em
espectrofotometro (BIOSPECTRO SP/22) a 500 nm. Foram utilizados como padrdo o
antioxidante comercial a-tocoferol e o acido ascdrbico diluidos em etanol 99,5%, na mesma
concentracdo. As andlises dos integrais e das fracbes peptidicas foram realizadas em

momentos distintos.

4.2.7.4 Técnica in vivo em células animais

A linhagem celular utilizada foram os hepatécitos de ZFL-zebrafish (Danio rerio)
mantida com meio de cultura RPMI 1640, suplementado com bicarbonato de sodio (0,2 g/L),
L-glutamina (0,3 g/L) e tamp&o Hepes (3 g/L), com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibitico e antimicético, em garrafas de cultura a 28 °C. As células de zebrafish (3 x 10°
celulas/mL) foram incubadas por 48 h para aderéncia em placas de cultura de 96 pogos a
28 °C. As celulas foram tratadas em meio contendo diferentes concentracdes (0,1; 1,0; 10 e
100 pg/mL) de peptideos por um periodo de 0, 24, 48 e 72 h e as células controle receberam o
mesmo volume do veiculo utilizado para solubilizar os compostos (dgua destilada estéril).
Apbs tratadas, as células foram incubadas a 28 °C.

A viabilidade celular foi avaliada pelo método do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) imediatamente, 24, 48 e 72 h, ap0s a exposicdo as diferentes
concentragdes de peptideos, de acordo com Trindade et al. (1999). Resumidamente, as células
apos a incubagdo, foram lavadas com PBS (solucdo tampao de fosfato padrdo) e adicionados
de 200 pL de meio de cultura e 20 pulL de solugdo de MTT (5 mg/mL) em cada pogo. As

placas foram incubadas por 3 h a 28 °C. O meio contendo MTT foi removido e os cristais de
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formazan dissolvidos em 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). Os valores de
absorbancia a 490 nm foram determinados na leitora de placas ELISA (ELX 800 Universal
Leitora, Bio-TEK).

Para a formacdo de ERO as células expostas aos peptideos (1,0 ¢ 10 pg/mL) foram
incubadas a 28 °C por 30 min em PBS com diacetato de 2°,7’diclorofluoresceina (H2DCF-
DA) na concentracdo final de 40 uM, de acordo com Myhre e Fonnum (2001). O composto
H2DCF-DA é clivado por esterases intracelulares presentes na amostra gerando o composto
fluorescente dicloro-fluoresceina. Apds incubacdo com H2DCF-DA, as células foram lavadas
com PBS 2 vezes e ressuspensas neste. Aliquotas de 160 pL de cada amostra foram colocadas
em uma placa de leitura e a intensidade da fluorescéncia determinada durante 30 min a 28 °C
com fluorimetro Victor 2 (Perkin EImer) com comprimentos de onda de excitacdo de 485 nm
e emissdo em 520 nm. O célculo da fluorescéncia total produzida é feito através da integracao
da fungdo polinomial de segunda ordem relacionando as unidades de fluorescéncia em funcéo

do tempo.

4.2.8 Aplicacdo dos hidrolisados e frac6es peptidicas em alimentos

A atividade antioxidante foi determinada em dois tipos de alimentos carneos,
conforme descrito por Sakanaka et al. (2005). Cinco gramas de amostra (toucinho triturado e
carne bovina moida) foram homogeneizadas em 25 mL de tampdo HEPES 50 mM/L (pH 7,0).
A mistura contendo 0,8 mL de suspensao carnea foi adicionada de: 0,2 mL de tampdo HEPES
(branco), BHT ou a-tocoferol na concentracéo final de 10 mg/mL (controles), uma amostra de
uma solucdo de hidrolisado (hidrolisado em tampdo HEPES) na concentracdo final de 10
mg/mL foram incubadas a 37 °C por 60 min. Apds a incubagdo, a mistura foi avaliada pela
formagéo de TBARS. Uma solugdo de TCA/TBA consistindo de TCA 0,9 M/L e TBA 0,03
M/L em HCI 0,25 M/L foi preparada no dia do uso e submetida a leve aquecimento e agitacéo
para dissolver os componentes, 3 mL de BHT 20 g/L em etanol absoluto foram adicionados
para 100 mL de solucdo de TCA/TBA. Em 1,0 mL da mistura foram adicionadas de 2 mL de
solucdo TCA/TBA/BHT e imediatamente misturadas em vortex (Phoenix, AP-56, Brasil). As
amostras foram entdo aquecidas até ebulicdo por 10 min em banho-maria, resfriadas a
temperatura ambiente em banho de agua corrente 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 construcdo de uma curva padrdo de malonaldeido

utilizando tetraetoxipropano (Apéndice 4).
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4.2.9 AnaAlise estatistica

Os ensaios foram realizados no minimo em triplicata e os resultados avaliados
estatisticamente mediante a Analise de Variancia (ANOVA) e as medias comparadas entre si

através do teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da matéria prima

Na literatura podem-se encontrar diversas pesquisas a respeito do bijupird, porém
muito sobre seu cultivo em aquicultura (CHOU; SU; CHEN, 2001; LIU et al, 2009;
NGUYEN et al., 2014; ZHOU et al., 2005). Tais trabalhos fornecem uma grande variacao
com relacdo a composicdo deste pescado, como os encontrados por Chuang, Lin e Shiau
(2007) que avaliaram o dorso e o ventre do bijupira em diferentes tempos de cultivo em
tanques offshore e obtiveram valores em base Umida entre 57,58 e 80,32% para umidade,
16,88 e 22,25% para proteina, 0,47 e 22,07% para lipidios e 0,98 e 1,90% para cinzas. Os
mesmos autores, em 2010, avaliaram o dorso e o ventre do bijupira capturado e por despesca
de dois distintos tanques de cultivo e encontraram valores que variam de 65,03 a 77,14%;
17,82 a 20,25%; 2,64 a 16,65% e 1,23 a 1,46% respectivamente para umidade, proteinas,
lipideos e cinzas.

Portanto, convenientemente o mesmo também pode ser comparado, em parte, ao
salmdo devido a algumas caracteristicas semelhantes, como a sua taxa de crescimento.
Pesquisadores como Salan, Galvdo e Oetterer (2006) avaliaram o filé de salm&o encontrando
58,29; 35,26 e 2,87% e Tonial et al (2010) com 60,46; 34,80 e 4,17% para proteinas, lipideos
e cinzas, respectivamente, em base seca. Segundo a Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos (TACO, 2011) ndo ha dados sobre o bijupird, porém para o salmdo sem pele,
fresco e cru apresenta valores de 62,26% de proteina, de 31,29% de lipidios e de 3,87% de
cinzas. Comparando estes valores com os dispostos na Tabela 1 pode-se observar que 0s

valores da composic¢do do musculo do bijupird concordaram com a literatura.
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Tabela 1 — Composicao proximal do masculo e residuo de bijupird utilizado para hidrolise.

Amostra Umidade Proteina (%) Lipideos (%) Cinzas (%)
(%) B.U. B.S. B.U. B.S. B.U. B.S.
Musculo 69,17 + 16,26 + 52,72°+ 12,04+ 39,05°+ 146+ 4,88+
0,87 1,62 1,93 0,09 0,31 0,06 0.36
Residuo 64,55 + 10,58+ 29,84°+ 18,92+ 53,39°+ 157+ 509°+
0,81 0,18 0,50 0,18 0,51 0,35 0,55
Residuo apds - - 37,46" + - 41,44° + - 5,55 +
centrifugacéo 0,64 0,15 0,24

Todos os dados foram expressos como valores médios (média + desvio padrdo, n=4). B.U.: base imida; B.S.: base seca.
Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as amostras através do teste de Tukey
(p<0,05; n=4).

As amostras apresentaram um contetido proteico em base seca de 52,72, 29,84 e
37,41%, de lipidios de 39,05, 53,39 e 41,44% e de cinzas de 4,88, 5,09 e 5,55%, para
mausculo, residuo e residuo desengordurado, respectivamente. O valor de proteina do musculo
apresenta-se um pouco abaixo dos valores encontrados para o salmé&o e os valores de lipidios
e cinzas foram um pouco maiores.

Ao compararmos os valores em base Umida para o musculo com a variacdo
apresentada por Chuang, Lin e Shiau (2007, 2010) percebe-se que estes se encontram nesta
faixa, mas salientando que a mesma é ampla.

O teor de umidade do musculo de pescado esta geralmente correlacionado
negativamente com o teor de gordura, pois quando a carne do pescado acumula gordura seu
nivel de umidade tende a diminuir e vice-versa. Estes fendmenos tém sido demonstrados em
varios trabalhos (DATA; YAMAMOTO, 1988; HIRANO; NAKAMURA; SUYAMA, 1980;
MORISHITA et al., 1987; SHIAU et al., 1997) e estdo de acordo com os resultados deste
trabalho, onde o residuo apresentou menor teor de umidade (64,55%) que o mdsculo
(69,17%) e maior teor de gordura (18,92 e 12,04%, respectivamente).

O teor de lipidios apresentou-se elevado tanto no musculo quanto no residuo, sendo
esse um interferente no momento da hidrdlise, principalmente pela adicdo de NaOH durante o
processo 0 que pode causar uma reacdo de saponificagdo (ALLINGER, 1976). Foram
realizados testes de hidrélise, em que ndo foi possivel obté-la com o residuo devido ao seu
alto teor lipidico, possivelmente ocorreu uma inibicdo enzimatica devido a oxidacgéo lipidica,

como constataram Matsushita, Kobayashi e Nitta (1970), optando-se por retirar parte da
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gordura do residuo pelo processo fisico de centrifugacdo, alternativo a extracdo com solvente
(hexano) devido a possibilidade de aplicagdo em alimentos, alcan¢ando-se uma reducgdo de
mais de 20% e, consequentemente, aumentou o teor proteico do residuo que foi em torno de
25%. Facilitando e melhorando a qualidade da hidrélise com este substrato.

A Figura 8 apresenta o perfil eletroforético do residuo e do musculo do bijupira frente

a um padrdo que possui uma faixa entre 25 e 220 kDa (Figura 8b).

Figura 8 — Perfil de separacéo de proteinas por eletroforese. (a) residuo; (b) padrao; (c)
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A Figura 8a mostra que as proteinas do residuo do bijupird encontram-se abaixo de 80
kDa, no entanto as proteinas do musculo (Figura 8c) apresentam proteinas desde 100 kDa até
abaixo de 25 kDa, ndo sendo possivel determinar se haviam proteinas abaixo deste devido ao
limite do método nestas condi¢bes. A maior parte das proteinas encontradas no musculo estdo
concentradas em aproximadamente 40 kDa concordando com o encontrado por Silva (2010)
que, ao avaliar residuos oriundos do processamento de tilapia (carcaca, exceto visceras),
encontrou um perfil eletroforético em que a maioria das proteinas se encontram em torno de
40 kDa, variando entre uma faixa de 6 a 200 kDa.

O residuo apresentou proteinas de menor tamanho, quando comparado ao musculo
devido ao processo autolitico que depende apenas da acdo das enzimas digestivas naturais que

ocorrem no préprio pescado (MOHR, 1980).
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5.2 Obtencéo dos hidrolisados proteicos de pescado

Juntamente com a caracterizacdo da matéria prima foi realizada a determinacdo da
atividade especifica das enzimas (Apéndice 1) para ajustar os parametros de hidrolise,
utilizando-se do teor de tirosina liberado e de proteina da mesma (Apéndices 2 e 3), e assim
comparar mutuamente a atuagdo de cada enzima em cada substrato distinto, utilizando a
mesma proporcao em atividade enzimatica por massa proteica do musculo ou residuo. Com o
mesmo objetivo, as enzimas enddgenas contidas no musculo e no residuo foram inativadas,
para que facilitasse a acdo das enzimas e ndo afetasse as caracteristicas dos produtos
resultantes e estes pudessem ser reprodutiveis (BENKAJUL et al., 1997; MARTINS;
COSTA; PRENTICE, 2009; ROSSI 2007).

As reacdes de hidrolise tiveram o seu grau acompanhado durante o processo (Figuras
9 e 10). O estudo cinético do comportamento da hidrélise enziméatica permite que se possa, a
partir dos dados, determinar o produto a ser obtido, sendo possivel produzir hidrolisados com
perfil de peptideos bem definido. Além disso, os hidrolisados enziméticos apresentam alta
funcionalidade e valor nutritivo quando comparados com os hidrolisados quimicos, seja acido
ou alcalino (MARTINS; COSTA; PRENTICE, 2009).

Figura 9 — Cinética do grau de hidrélise de musculo de bijupira utilizando as enzimas

Alcalase, Flavourzyme e Protamex.
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Figura 10 — Cinética do grau de hidroélise de residuo de bijupiré utilizando as enzimas

Alcalase, Flavourzyme e Protamex.
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Foi possivel verificar nas Figuras 9 e 10 que as curvas cinéticas obtidas apresentaram
uma hidroélise intensa no inicio do processo com uma reducdo na sua taxa com o tempo, sendo
um comportamento caracteristico para esse tipo de reacdo ja relatado por diversos autores
(ADLER-NISSEN, 1979; CHEN; MURAMOTO; YAMAUCHI, 1995 MARQUEZ;
VAZQUEZ, 1999; NGUYEN et al., 2011), com exce¢do do musculo hidrolisado com
Flavourzyme.

Segundo Kristinsson e Rasco (2000), a hidrélise enzimatica das proteinas musculares é
caracterizada por uma répida fase inicial, durante a qual, véarias ligacBes peptidicas sdo
rompidas. A seguir, esta taxa de hidrélise decresce e atinge uma fase estacionaria, na qual
nenhuma hidrolise aparente ocorre. Mohr (1980) também defende a hipdtese de que a reacédo
global envolve pelo menos duas etapas. Na primeira, as moléculas de enzima se tornam
associadas com as particulas de pescado. Posteriormente, a hidrélise ocorre, resultando na
liberacdo de peptideos soluveis e aminoacidos.

Pode ser observado nas Figuras 9 e 10 que ap0s a adi¢do da enzima houve uma rapida
fase inicial durante a qual foi clivado um grande nimero de ligacbes peptidicas por unidade
de tempo, e durante o qual uma grande propor¢do de material soltvel foi liberada para a
solucéo (identificada pelo consumo de NaOH para ajuste do pH). Apos as proteinas foram
hidrolisadas lentamente, possivelmente, porque se encontram mais compactadas ou que
possuem as cadeias mais volumosas préximas umas das outras causando o impedimento
estérico (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2012), o que ocorreu concomitante com a

reducdo do substrato disponivel a medida que passou o tempo de reacéo.
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Diniz e Martin (1997) estudando a hidrolise de proteinas de cacdo com a enzima
Alcalase 2.4L sugeriram que o comportamento de diminuicdo constante da taxa de GH
(Apéndices 5 e 6) observado durante o curso da hidrolise pode ser devido a uma desativacao
ou inibicdo da enzima por peptideos inibitérios, que sdo continuamente solubilizados durante
a hidrolise. Tal comportamento indicou também possivel desativacdo da enzima ao longo do
tempo, devido a uma baixa estabilidade em altas temperaturas (em torno de 45 °C) durante
varias horas, incluindo a possibilidade de que a enzima se auto-hidrolisa. Esta observacao,
juntamente com os resultados obtidos permite concluir que a forma das curvas de hidrolise
pode ser explicada como resultado da diminuicdo de ligacGes peptidicas disponiveis para a
hidrélise combinados a uma desativacao parcial da enzima durante o curso de hidrélise.

Ao compararmos as diferentes enzimas utilizadas para hidrolisar as proteinas do
musculo (Figura 9) percebeu-se que o tempo e o GH para as enzimas Alcalase, Flavourzyme e
Protamex (nesta ordem) foram: 300 min e 10,3%, 450 min e 11,5% e 730 min e 27,9%,
respectivamente. Todas estas hidrolises apresentaram um segundo estagio de reacdo intensa.
Esta caracteristica € geralmente atribuida como um efeito de adicdo de enzima ou substrato
(GUERARD et al., 2001), que pode ter ocorrido seja pela liberacéo de partes da proteina com
maior capacidade de atuacdo da enzima, seja pela liberacdo de mais cofatores metalicos
capazes de aumentar a quantidade de enzimas ativas.

A enzima Alcalase demonstrou menor capacidade de atuar sobre este substrato,
quando comparado com as outras enzimas (Flavourzyme e Protamex) devido a apresentar um
grau menor. Piotrowicz (2012) ao hidrolisar carne mecanicamente separada de anchoita na
proporcdo de 1,0%m/m (enzima/proteina) em tempos fixos de 1 e 5 h obteve um GH maior
com a enzima Alcalase que com as enzimas Flavourzyme e Protamex, chegando a cerca de
80% no maior tempo. Visto que neste trabalho foi utilizado dez vezes menos enzima com
relacdo ao substrato, poderia ser explicada essa diferenca de quase dez vezes. Em ambos os
tempos esta apresentou maior atividade que Flavourzyme e Protamex, porem vale salientar
que as atividades das enzimas ndo foram medidas ndo sendo comparaveis entre si, assim
como nao se identificou o término do processo no trabalho citado. Em 270 min (4,5 h) de
protedlise do musculo com Alcalase 0 GH apresentou uma elevagdo mais intensa com uma
taxa de trés a quatro vezes maior do que 0s outros tempos (Apéndice 5).

Na Figura 9 é possivel perceber que a enzima Flavourzyme apresentou uma
dificuldade em hidrolisar as proteinas do masculo ao inicio do processo, sendo que nos 10
min de processo alcancou 1,14% de GH, estabilizando com taxa zero de hidrolise por 30 min.
Em outros momentos (entre 110 e 160, 180 e 190, 210 e 230, 260 e 290, 340 e 370 min) se
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pode perceber que existem taxas bem proximas de zero, enquanto em outros ha picos de
intensidade, onde o mais proeminente se encontra na faixa de 310 e 330 min (Apéndice 5).
Nesta oscilacdo acredita-se como hipdtese de que a enzima Flavourzyme, por ser uma EC
3.4.11.1 (NC-IUBMB, 1992), tenha clivado as leucinas localizadas nas extremidades N-
terminal nos primeiros 10 min, tornando a reacdo estavel até passar a romper as ligacGes
extremas que apresentem outros aminoacidos, os quais tém menos capacidade de atuaco.
Apds, comecar a buscar novamente por ligacdes de leucina N-terminal que tenham sido
liberados durante a hidrdlise, este comportamento pode ter se repetido varias vezes até que a
enzima tenha perdido a atividade, ou algum outro fator, ja citado, possa ter influenciado a
atuacdo da mesma (DINIZ; MARTIN, 1997).

Também é importante salientar o impacto da especificidade da enzima, que é um fator
chave que influencia as caracteristicas dos hidrolisados e a natureza e composi¢cdo dos
peptideos produzidos. A protedlise pode ocorrer sequencialmente, liberando um peptideo de
cada vez, ou através da formacdo de intermediarios que sdo ainda hidrolisados até peptideos
menores conforme progride a hidrélise, 0 que € muitas vezes denominado "mecanismo
zipper" (PANYAM; KILARA, 1996). Este fendmeno pode ter ocorrido durante esta hidrolise.

Silva, Fonseca e Prentice (2014) ao hidrolisarem ossos desmineralizados de corvina
nas mesmas condic¢des obtiveram um comportamento inicial semelhante ao encontrado neste
trabalho, demonstrando que pode ser uma caracteristica importante de atuacdo da enzima que
estd fortemente associado ao tipo de substrato.

A enzima Protamex durante a protedlise do musculo forneceu outro aumento intenso
de GH nos 400 min (Apéndice 5). Esta enzima tem como caracteristica ser uma endoprotease
com afinidade por mais de um tipo de ligacdo, portanto o comportamento percebido pode ter
ocorrido devido a capacidade de interagir com estas ligagcfes, visto que poderia atuar nos
aminoéacidos serina, leucina e fenilalanina, sendo que para romper estes dois Ultimos possui a
necessidade de um cofator metalico que modificaria a conformagdo da enzima de forma
ibnica e, provavelmente, perdendo a afinidade com a serina (NC-ITUBMB, 1992).
Consequentemente, o que pode ter sucedido é que em um momento a enzima estaria ligada ao
cofator e em outro momento estaria sem a presenca do mesmo, explicando assim o dubio
comportamento.

As hidrdlises das proteinas dos residuos (Figura 10) tiveram tempo e GH para as
enzimas Alcalase de 560 min e 12,5%, Flavourzyme de 520 min e 11,7% e Protamex de 540
min 33,1%. Todos ndo demonstraram uma segunda reacdo intensa ao longo do processo e

apresentaram um tempo de reacdo semelhante. Provavelmente por este substrato apresentar
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proteinas menores e/ou parcialmente hidrolisadas e/ou cadeias mais abertas (estruturas
quaterndria e terciéria) pelas enzimas endogenas presentes em maior abundancia nas visceras
como demonstrado atraves da eletroforese (Figura 8).

Silva, Fonseca e Prentice (2014) estudaram diferentes fontes protéicas provenientes da
corvina e, ao utilizar as enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex, nas mesmas condicGes
de hidrdlise utilizadas neste trabalho, encontraram, respectivamente, um GH de 6,0, 5,9 e
30,5% para o isolado proteico e de 14,7, 15,5 e 21,5% para 0s 0ssos desmineralizados. Os
0ssos desmineralizados demonstraram ter proteinas as quais as enzimas testadas possuem
maior capacidade de atuacdo, do que o isolado proteico. A enzima Protamex, apresentou
maior GH para os dois substratos testados, quando comparados com as enzimas Alcalase e
Flavourzyme. Este estudo, juntamente com os resultados obtidos neste trabalho demonstra
que entre cada substrato e cada enzima existem comportamentos diferentes e, portanto, devem
ser avaliados 0s parametros cinéticos para cada hidrolisado.

Dependendo da especificidade da enzima, das condi¢cdes e do GH, uma grande
variedade de peptideos serd gerada. O hidrolisado proteico resultante vai possuir as
propriedades peculiares de acordo com 0s novos peptideos gerados (GUERARD; GUIMAS;
BINET, 2002). Segundo conceitos levantados por Pedroche et al. (2004) todos os hidrolisados
obtidos neste estudo podem ser considerados com GH superior sendo indicados para uso em
alimentos para fins especiais, assim como tem maior probabilidade de apresentarem alguma
bioatividade, o que justificou o uso de diferentes enzimas e substrato para realizar a
investigacdo quanto a atividade antioxidante dos mesmos. Em sintese, a enzima Protamex foi
a que demonstrou maior capacidade de hidrolisar o substrato proteico oriundo do musculo e
do residuo do bijupira devido ao maior GH fornecido pela mesma.

5.3 Teor de proteina solavel medida em tirosina

Os teores de proteina solivel medida em tirosina foram determinados no inicio e no

fim para obtencéo da porcentagem de liberagdo da mesma (Tabela 2).
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Tabela 2 — Percentual de proteina soltvel em tirosina dos hidrolisados proteicos do musculo e

residuo do bijupira pelas enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex.

Proteina soluvel- tirosina (%)

Enzima Musculo Residuo

Alcalase 2,15°°+0,08 8,46* 0,10
Flavourzyme 2,25°°+0,05 2,63° +0,06
Protamex 6,47°® £0,17 6,46 £ 0,33

Letras minudsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as amostras e maitsculas indicam

diferencas significativas entre todos os resultados através do teste de Tukey (p<0,05; n=4).

Ao analisar os resultados de GH expostos anteriormente (Figuras 9 e 10) e os teores de
proteina soltvel em tirosina (Tabela 2), é verificado que os mesmos praticamente podem estar
diretamente correlacionados, por apresentarem maiores teores de proteina soltvel (tirosina) os
que tiveram maior GH, como os hidrolisados de bijupird com a enzima Alcalase produzidos
por Amiza, Kong e Faazaz (2012) que determinaram a composicdo de aminoacidos dos
hidrolisados e obtiveram a porcentagem de tirosina de 0,55, 0,59 e 0,74 para 0s respectivos
GHs (%) de 53,42, 70,81 e 95,63.

Porém para o residuo hidrolisado com Alcalase ndo ocorreu essa proporcionalidade.
Esses valores sdo dependentes dos aminoacidos (tipos e posicdo) presentes no substrato, além
da forma como atua cada enzima (CLEMENTE, 2000). A endoproteinase Alcalase possui
especificidade e forte capacidade de hidrélise, sendo capaz de liberar aminoacidos livres, o
que pode ter explicado esse comportamento distinto dos demais neste hidrolisado. As
propriedades de cada enzima fazem com que fornecam diferentes produtos para 0 mesmo
substrato ou com o mesmo substrato, diferentes caracteristicas para enzimas diferentes.

As endopeptidases hidrolisam as ligacdes peptidicas nas moléculas de proteina de
forma aleatdria para produzir peptideos relativamente grandes. Exoproteases sistematicamente
removem 0s aminoacidos do N-terminal ou no C-terminal ou por hidrélise de peptideos nas
ligacGes terminais (CLEMENTE, 2000).

A Alcalase é uma enzima alcalina que possui especificidade e forte capacidade de
hidrolise, onde o principal componente da enzima, Subtilisina A (Subtilisin Carlsberg) é uma
endoproteinase sendo capaz de quebrar as ligacGes peptidicas e, com isso, diminuir a massa
molar e melhorar as propriedades funcionais de proteinas, além da formagdo de aminoacidos
livres em hidrolisados proteicos (YANG et al., 2011), o que pode explicar o alto teor de

tirosina no residuo hidrolisado por esta enzima. Enquanto a Flavourzyme é um complexo de
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proteases fangicas, constituida de exopeptidases e endopeptidases, atuando na hidrolise sob
condigdes neutras ou ligeiramente acidas, assim como a Protamex é uma protease bacteriana,
sendo complexa pela mistura de endo e exopeptidases.

Em outro trabalho (SILVA; FONSECA; PRENTICE, 2014) ndo houve a
proporcionalidade de GH com o teor de proteina solvel determinada como tirosina para o0s
hidrolisados de ossos desmineralizados e isolado proteico de corvina. Foram utoilizadas as
enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex, apresentando maior valor de proteina soltvel
(tirosina) com a Flavourzyme para os 0ssos desmineralizados e Protamex para o isolado
proteico, sendo os GHs maiores com a enzima Protamex para ambos os substratos,
concordando com o0 exposto anteriormente.

Dentre os aminoacidos que podem ser obtidos por hidrélise, destacamos a tirosina, um
aminoacido ndo essencial encontrado em grandes quantidades em alimentos de origem animal
e vegetal, por ser o precursor metabdlico para a sintese dos neurotransmissores catecolamina,
norepinefrina e dopamina, no sistema nervoso central e periférico. A disponibilidade de
tirosina pode ser um fator limitante para o bom funcionamento do sistema nervoso central.
Por conseguinte, a suplementacdo de tirosina na dieta pode reduzir alguns dos efeitos
adversos do estresse e ativacdo do sistema nervoso central (NERI et al., 1995; THOMAS et
al, 1999).

A determinacdo de proteina solivel em tirosina € importante como um parametro
indireto para demonstrar se houve hidrélise e o quanto desse aminoacido foi liberado. Alguns
autores ao produzirem peptideos bioativos atribuem a presenca da tirosina na sequéncia a
atividade antioxidante. Jun et al. (2004) ao hidrolisarem carcaca de atum amarelo e purificar a
fracdo com maior potencial bioativo encontraram o peptideo com 10 residuos, Arg-Pro-Asp-
Phe-Asp-Leu-Glu-Pro-Pro-Tyr, com 13 kDa, o qual a tirosina terminal é a maior responsavel
pela atividade antioxidante (métodos do sistema modelo do &cido linoleico, poder redutor e
TBA, frente ao a-tocoferol como controle), por ser um potente doador de hidrogénio. No
trabalho de Je, Park e Kim (2005) foi obtida a sequéncia peptidica Leu-Pro-His-Ser-Gly-Tyr
com massa molar de 672 Da, ao hidrolisar ossos de polaca do Alasca e atribuem a atividade
antioxidante (métodos do sistema modelo do acido linoleico e poder redutor, frente ao o-
tocoferol como controle) a tirosina terminal (por ser doadora de hidrogénio) e a histidina na
sequéncia (pelo seu anel imidazol) na molécula.

O hidrolisado proteico obtido do residuo do bijupira sob acdo da enzima Alcalase
apresentou maior contetdo de proteina soltvel (tirosina) diferindo estatisticamente dos
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demais, seguido dos hidrolisados com Protamex (musculo e residuo), que demonstraram ser

iguais entre si, ao nivel de 5% de significancia.

5.4 Obtencéo das fracdes peptidicas dos hidrolisados

Todos os hidrolisados foram submetidos a ultrafiltracdo (UF) utilizando membranas
com cut-off de 3 kDa. Foram obtidas fracdes peptidicas maiores e menores que 3 kDa. O
fluxo foi acompanhado durante o processo (Figura 11) em que o volume do permeado foi
coletado e medido a cada 5 min (Apéndice 7), assim que o fluxo reduziu, apresentando um
volume médio de retentado de 33 mL para o musculo e 17 mL para o residuo, foi cessada a
filtracdo para que a pressdo ndo interferisse na facilitacdo da passagem de moléculas maiores
que o poro. A partir da UF o numero de amostras para as posteriores analises triplicou,

totalizando em 18 amostras: 6 integrais, 6 maiores que 3 kDa e 6 menores que 3 kDa.
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Figura 11 — Cinética da ultrafiltracdo para os hidrolisados de musculo e residuo do bijupira

pelas enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex.
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Onde MA - hidrolisado do muasculo com Alcalase; MF — hidrolisado do misculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do

musculo com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; e RP —

hidrolisado do residuo com Protamex.

Os processos de separacao das fracfes e obtencdo do permeado (menor que 3 kDa) e
retentado (maior que 3 kDa) levaram mais de 100 min. Este tempo elevado pode ter ocorrido
pela baixa temperatura utilizada durante o processo, visto que quanto maior a temperatura
menor é o tempo de permeacdo (BORSEAU et al., 2009; NOGUEIRA; VENTURINI FILHO,
2004), no entanto, temperaturas altas poderiam desnaturar ou reduzir o potencial antioxidante
dos hidrolisados proteicos.

O fluxo de permeacdo da UF foi reduzindo de acordo com o tempo, ao analisar 0s
graficos da Figura 11 pode-se notar que nos ultimos 15-20 min houve uma reducao do fluxo
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que variou de 33 a 88%. Este fluxo diminui @ medida que a concentracdo de solutos aumenta,
devido a dois mecanismos (CHERYAN, 1998); seja pelo aumento da pressdo osmatica pelo
aumento da concentracdo do soluto na superficie da membrana causando uma reducdo da
forca motriz (mesmo que a pressdo osmotica da solucdo de alimentacdo seja muito baixa, o
aumento da concentracdo na parede de membrana pode ser muito importante e a pressao
osmatica pode tornar-se ndo negligencidvel); seja pelo aumento da resisténcia hidrodindmica
da camada limite, quando a resisténcia em série, ocorre normalmente ao utilizar
hidrocoloides, macromoléculas (como proteinas) e outros solutos de estrutura molar grande.
Estes componentes, sendo largamente rejeitados pela membrana, tendem a formar uma
camada na superficie da membrana que, dependendo do tipo de solidos, pode ser viscosa ou
gelatinosa.

Pode se perceber na Figura 11 que nas UF dos hidrolisados de musculo houve uma
maior taxa no inicio do processo e menor tempo total de filtracdo havendo um declinio mais
intenso no final com um volume maior de retentado no término, quando comparado aos
hidrolisados de residuo, essa caracteristica pode ter ocorrido por alguma incrustracdo devido
ao alto fluxo inicial.

Na tentativa de se obter um parametro para reutilizacdo das membranas de UF foram
obtidas microfotografias (Apéndice 8) para avaliar as membranas novas, com um uso e uma
reutilizacdo (segundo uso). Porém, o Unico que se pode observar é que nas membranas novas
existem ranhuras mais evidentes, quando comparadas as outras ja utilizadas e que o material
depositado nas mesmas se apresenta em maior quantidade quanto maior o numero de usos das
membranas. No entanto, estas observagcdes ndo sdo conclusivas para se determinar a

possibilidade de reuso ou o descarte das mesmas.

5.5 Determinacao de grupos sulfidrila

O grupo sulfidrila (SH) esta presente no aminoacido cisteina, residuos deste sdo muito
importantes, uma vez que podem atuar diretamente com radicais, atuando como sequestrador
(PATTERSON; RHOADES, 1988), e também facilitando a atividade antioxidante da
glutationa (SELVAM; DEVARAJ, 1996) ao proteger os tecidos contra o0 estresse oxidativo
(SARMADI; ISMAIL, 2010). A cisteina neste caso possui um grupo tiol antioxidante que
pode sequestrar os radicais peroxil doando elétrons e/ou hidrogénio através de interconversdes

entre os grupos sulfidrila e dissulfeto (ATMACA, 2004) e, como reportado por Harman,
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Mottley e Mason (1984), este grupo tem um papel muito importante na protecdo de células e
biomoléculas de estresse oxidativo.
Na Tabela 3 esta apresentado o teor de grupos sulfidrila presente nos hidrolisados

proteicos integrais e apos fracionamento (fragdes peptidicas maiores e menores de 3 kDa).

Tabela 3 — Teor de grupos sulfidrila dos hidrolisados de musculo e residuo do bijupira pelas
enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex, integrais e fragdes peptidicas maiores e menores
que 3 kDa.

Teor de grupos sulfidrila (umol SH/g proteina)

Amostras Integral > 3 kDa <3 kDa
MA 464+0,01 10,96 +0,90 4,56°F +0,09
MF 10,14® + 0,45 25,83°*+1,00 2,77°C+0,06
MP 495" +081 486" +0,14 1,29 +0,07
RA 8,11°®+0,72 12,56*+0,89 3,42°+0,03
RF 14,26" +1,06 14,60°*+0,82 6,76 +0,80
RP 18,88°% + 0,37 41,43**+0,42 7,37°°+0,73

MA — hidrolisado do muasculo com Alcalase; MF — hidrolisado do musculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do misculo
com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; e RP —
hidrolisado do residuo com Protamex.

Letras minudsculas diferentes na mesma coluna e maitsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas

entre as amostras através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).

Analisando os resultados de grupos SH dos hidrolisados integrais com o0s GHs
percebe-se que ndo ha correlacdo entre eles. A partir da Tabela 3 pode-se verificar que ao
compararmos as amostras entre si (integrais, maiores ou menores que 3 kDa) a que forneceu
maior teor de grupos SH foi o RP 18,88, 41,43 e 7,37 umol SH/g proteina, respectivamente
em cada fragéo. Silva (2014) ao analisar o teor de grupos sulfidrila de hidrolisados de isolado
proteico e 0ssos desmineralizados de corvina com as mesmas enzimas deste trabalho, em
fracbes maiores e menores que 3 kDa, encontrou que a enzima Protamex forneceu resultados
superiores que as demais enzimas, seguidos da Flavourzyme e Alcalase, nesta ordem, porém
os hidrolisados de ossos desmineralizados na fragdo menor que 3 kDa ndo apresentou
diferenca entre as enzimas.

Considerando o masculo percebe-se que para o integral e para a fragdo maior que 3

kDa tem-se o maior valor para o hidrolisado com Flavourzyme (10,14 e 25,83 umol SH/g
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proteina), porém para a fracdo menor que 3 kDa o que forneceu maior valor foi o hidrolisado
com Alcalase (4,56 umol SH/g proteina).

O fracionamento demonstrou que as fracdes peptidicas maiores que 3 kDa séo as que
apresentam maior proporcdo de grupos SH diferindo da amostra integral e menor que 3 kDa
em todas as amostras, exceto para 0 RP que ndo demonstrou diferenca entre o integral e a
fracdo maior que 3 kDa.

Para a mesma enzima, comparando entre musculo e residuo, apenas para a
Flavourzyme maior que 3 kDa e Alcalase menor que 3 kDa as proteinas do musculo
hidrolisadas forneceram maior teor de grupos SH. Assim, ao comparar a atuagao das enzimas
frente a origem do substrato, os resultados dos hidrolisados integrais apresentados na Tabela 3
indicam que, provavelmente, o residuo do bijupira apresenta maior teor de cisteina que o seu
masculo.

Pihlanto (2006) relata a presenca de micro e macronutientes antioxidantes no leite e
soro e atribui a funcdo de eliminacdo de radicais livres por aminoacidos, tais como a tirosina e
cisteina. Entre muitos dos aminoacidos presentes na k-caseina, a cisteina parece desempenhar
um papel importante na capacidade de absorcdo do radical peroxido (ORACRgroo™) dos
caseinofosfopeptideos obtidos de caseina hidrolisada com Alcalase (KIM; JANG; KIM,
2007). Roman e Sgarbieri (2007) encontraram para o isolado proteico de soro de leite bovino
comercial valores em torno de 30 pmol SH/g proteina, considerando que derivados do leite,
principalmente o soro, sdo uma fonte importante de cisteina. Podemos verificar que as
proteinas do residuo do bijupira hidrolisadas pela enzima Protamex sdo promissoras quanto ao
fornecimento deste aminoacido.

Da mesma forma, neste trabalho foram demonstrados resultados maiores de grupo SH
gue outras fontes protéicas como podem ser citados o hidrolisado de musculo do pescado
castanha e de musculo de frango, ambos com Flavourzyme, com valores respectivos 4,7 e 2,7
umol SH/g proteina, esta enzima forneceu melhor desempenho na liberagdo deste aminoacido
em comparagdo com as outras enzimas utilizadas, Tripsina e a-Quimotripsina
(CENTENARO, 2011), no entanto os valores encontrados por Silva (2014) sdao muito
superiores variando de 304,00 a 731,40 umol SH/g de proteina para hidrolisados de 0ssos
desmineralizados e de isolado proteico de corvina fracionados em diferentes tamanhos, os
quais os maiores valores foram dados pelas amostras submetidas a atuacdo da enzima
Protamex frente a Flavourzyme e Alcalase. Isto demonstra que esta enzima tem maior

capacidade de liberar a cisteina, possivelmente pela caracteristica de ser uma endo e
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exoprotease com habilidade de cindir ligacbes de pontes dissulfeto entre duas cistinas
(GILBERT; MC LEAN, 1990).

A cisteina também é considerada um aminoacido limitante na sintese de glutationa,
tripeptideo este, o qual o sitio ativo estd no grupo SH, é considerado um sistema de defesa
antioxidante dentro de células, protegendo-as contra a lesdo resultante da exposi¢do a agentes
como ions ferro, oxigénio hiperbéarico, ozbnio, radiacdo e luz ultravioleta, ainda participa da
detoxificacdo de agentes quimicos e da eliminacdo de produtos da lipoperoxidacdo, entre
outras (DENEKE; FANBURG, 1989; FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Portanto, pode ser
considerado um antioxidante de forma direta e indireta, atuando como um protetor de agentes
pro-oxidantes.

Portanto, analisando todos os resultados da Tabela 3 se identifica que a fracdo maior
que 3 kDa do RP com 41,43 umol SH/g proteina € o que detém o maior contetdo de grupos

SH, remetendo ao maior teor do aminoacido cisteina.

5.6 Determinacédo da atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos

5.6.1 Sequestro do radical DPPHe

Nas Figuras 12, 13 e 14 estdo os resultados de sequestro do DPPHe para os
hidrolisados integrais e as fracdes peptidicas maiores e menores que 3 kDa, onde o método
utilizado se baseia na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um radical
livre, o DPPHe, que ao se reduzir perde sua coloracdo purpura. Desta forma, avalia apenas o
poder redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e por este motivo ndo detecta
substancias pré-oxidantes (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). As analises foram realizadas

em momentos disitintos, portanto sdo apresentados valores diferentes para o controle.



73

Figura 12 — Efeito sequestrante de DPPH relativo ao branco dos hidrolisados de musculo e

residuo de bijupird com Alcalase, Flavourzyme e Protamex integrais.
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MA — hidrolisado do masculo com Alcalase; MF — hidrolisado do musculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do musculo
com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; e RP —
hidrolisado do residuo com Protamex.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as amostras de concentra¢do 2,5 mg/mL (mindsculas) e 5,0 mg/mL
(maiusculas) através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).

Figura 13 — Efeito sequestrante de DPPH relativo ao branco dos hidrolisados de musculo e
residuo de bijupira com Alcalase, Flavourzyme e Protamex nas fracdes peptidicas maiores

que 3 kDa.
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MA — hidrolisado do musculo com Alcalase; MF — hidrolisado do mdsculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do musculo
com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; e RP —
hidrolisado do residuo com Protamex.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as amostras de concentracdo 2,5 mg/mL (mindsculas) e 5,0 mg/mL

(maiusculas) através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).
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Figura 14 — Efeito sequestrante de DPPH relativo ao branco dos hidrolisados de musculo e

residuo de bijupird com Alcalase, Flavourzyme e Protamex nas fracdes peptidicas menores

que 3 kDa.
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MA — hidrolisado do musculo com Alcalase; MF — hidrolisado do musculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do musculo
com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; e RP —
hidrolisado do residuo com Protamex.

Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as amostras de concentragdo 2,5 mg/mL (mindsculas) e 5,0 mg/mL

(maiusculas) através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).

A avaliagéo da atividade antioxidante pelo mecanismo de sequestro do radical DPPHe
é um dos parametros para determinar o potencial de uma substancia em inibir a oxidacéo.
Para verificar esse potencial, todas as amostras testadas foram relacionadas ao branco, onde se
pode perceber que o controle BHT foi o que apresentou maior capacidade de sequestro deste
radical, diferindo estatisticamente dos hidrolisados ao nivel de 5% de significancia.

Dentre os hidrolisados estudados, integrais e fracfes peptidicas maiores e menores que
3 kDa, é possivel relatar que as fracbes maiores que 3 kDa (Figura 13) ndo apresentaram
capacidade de sequestro do radical DPPHe. Este comportamento evidencia que cada método
avalia a atividade antioxidante por mecanismos diferentes, pois ao correlacionarmos 0s
resultados das Figuras 12, 13 e 14 juntamente com a Tabela 3, verificou-se que as amostras
que obtiveram maior teor de grupos SH ndo foram as que tiveram maior capacidade de
sequestrar o radical DPPHe, logo, a habilidade da cisteina em absorver radicais peréxido ndo
pode ser extrapolada a outros radicais, assim como a posi¢cdo do aminoacido na sequéncia
peptidica também é uma caracteristica relevante.

Um dos indicativos é o carater hidrofébico de peptideos derivados de fontes de

proteinas, que tem mostrado que se correlacionam com maior capacidade de sequestro do
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DPPHe ou outras atividades de eliminacéo de radicais quando em comparacgdo com as fragoes
peptidicas de menor teor hidrofobico (LI et al., 2008; ZHU; ZHOU; QIAN, 2006). Kim, Je e
Kim (2007) relataram que os aminoacidos hidrofébicos atuam como antioxidantes,
aumentando a solubilidade dos peptideos em ambientes ndo-polares facilitando assim uma
melhor interagdo com os radicais livres.

Também o GH (Figuras 9 e 10) neste trabalho ndo foi um pardmetro adequado para
predizer o potencial dos hidrolisados em capturar o radical DPPHe (Figura 12), ja que
somente para 0 musculo houve esta relacdo, no entanto para o residuo ndo, logo nao é
possivel determinar o potencial em sequestrar o radical DPPHe+ apenas pelo GH. Este foi
relatado em um trabalho realizado com concentrado proteico de soro de leite hidrolisado por
diferentes enzimas, Kamal e Lu (2011) encontraram que o GH, embora benéfico onde as
fracdes de baixa massa molar sdo requeridas, ndo necessariamente resultam em alta atividade
antioxidante, analisado através do método de sequestro do radical DPPHe.

Outra caracteristica importante € a concentracdo do possivel antioxidante. As amostras
que apresentaram maior potencial de sequestro (BHT, MP integral e RF menor que 3 kDa)
foram também as que ndo demonstraram a influéncia das doses estudadas (2,5 e 5,0 mg/mL),
provavelmente porque estdo acima da dose que possui atividade méaxima. Outras ainda ndo
apresentaram aumento de sequestro com o aumento da concentracdo (MA e RP menores que
3 kDa), ao contrario demonstraram reducdo do mesmo. Este pode ter ocorrido devido a
cinética da reacdo ser mais lenta, pois diferentes compostos apresentam tempos de reacdo
distintos (BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET, 1997).

Ao separarmos as fracOes peptidicas espera-se que uma destas apresente maior
potencial quando comparadas aos hidrolisados integrais, porém pode-se perceber que a
amostra MP teve suas fracbes com menor atividade, possivelmente por haver um efeito
sinérgico entre as fragdes menores e maiores atuando em conjunto.

Centenaro, Mellado e Prentice (2011) testaram a capacidade de sequestro do radical
DPPHe de ossos do pescado castanha e frango hidrolisados por Flavourzyme, ao-
Quimotripsina e Tripsina, em que ambos 0s substratos sob atuacdo da enzima Flavourzyme
foram as que apresentaram maiores valores, chegando a cerca de 25% de atividade
sequestrante com 5 mg/mL. Cheung et al. (2012) ao hidrolisar filés de pescado do pacifico
com 10 diferentes enzimas obtiveram valores entre 18 e 30% de sequestro deste radical
utilizando 1 mg/mL de amostra, sendo a enzima Umamizyme-K a que forneceu o maior

resultado. Ja Bougatef et al. (2010) encontraram valores que variam de 10 a 53% de sequestro
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com 2 mg/mL para hidrolisados de sub-produtos de sardinha com diferentes enzimas, a qual a
que apresentou maior valor foi o obtido com extrato enzimatico cru de visceras de sardinha.

Alves (2010) expBe que compostos menores tem maior acesso ao sitio do radical
DPPHe, uma forma de poder esclarecer porque as maiores capacidades de sequestro neste
trabalho foram apresentadas pelos hidrolisados integrais (mistura de diversos tamanhos de
cadeias peptidicas) e nas fraces peptidicas menores que 3 kDa.

Dentre todos os hidrolisados estudados os que apresentaram maior potencial em
sequestrar o radical DPPHe foram o MP integral com 78,35 e 81,35% e o RF menor que 3
kDa com 64,97 e 68,89% para os respectivos 2,5 e 5,0 mg/mL, que avaliados pelo teste de
Tukey a 95% de confianga demonstra que a concentragdo néo interferiu nestes hudrlisados,
sugerindo uma aplicagdo com a menor concentracdo para esta amostra.

Contudo, ao observar os resultados deste trabalho juntamente com os dos autores
citados verifica-se que para cada substrato e para cada enzima foram obtidas cadeias
peptidicas distintas que, consequentemente, possuem diferente capacidade sequestrante. Para
elucidar melhor o mecanismo seria necessario identificar a interacdo do radical com a
sequéncia peptidica. Concordando com Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) observou-
se que a interacdo de um potencial antioxidante com o DPPH depende, sobretudo, de sua
conformacdo estrutural e do nimero de grupos hidroxilicos disponiveis. Entretanto, para as
substancias testadas 0 mecanismo parece ser muito mais complexo, necessitando de um

estudo posterior.

5.6.2 Poder Redutor

O poder redutor é indicado pelo aumento da absorbancia dado pela capacidade de
transferir elétrons, reduzindo os radicais livres e fornecendo uma estimativa de atividade
antioxidante (FERREIRA et al., 2007; OYAIZU, 1986; SUN; TANUMIHARDJO, 2007,
YEN; CHEN, 1995). Todos os hidrolisados, integrais e as fracbes peptidicas maiores e
menores que 3 kDa, foram avaliados quanto ao poder redutor e os resultados estdo
apresentados nas Figuras 15, 16 e 17, respectivamente. As analises foram realizadas em

momentos disitintos, portanto sdo apresentados valores diferentes para o controle
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Figura 15 — Poder redutor dos hidrolisados de musculo e residuo de bijupird com Alcalase,
Flavourzyme e Protamex integrais.
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com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; e RP —
hidrolisado do residuo com Protamex.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as amostras através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).

Figura 16 — Poder redutor dos hidrolisados de musculo e residuo de bijupird com Alcalase,
Flavourzyme e Protamex nas fracfes peptidicas maiores que 3 kDa.
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MA — hidrolisado do masculo com Alcalase; MF — hidrolisado do musculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do musculo
com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; e RP —
hidrolisado do residuo com Protamex.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as amostras através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).
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Figura 17 — Poder redutor dos hidrolisados de musculo e residuo de bijupird com Alcalase,
Flavourzyme e Protamex nas fra¢fes peptidicas menores que 3 kDa.
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com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; e RP —
hidrolisado do residuo com Protamex.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as amostras através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).

Os hidrolisados mostraram diferente grau de doacdo de elétrons. Ao analisar 0s
resultados para cada fracdo, verifica-se que o RP foi o que obteve maior poder redutor entre
os integrais, diferindo das demais amostras ao nivel de 5% de significancia. Nas fracdes
peptidicas maiores e menores que 3 kDa apenas o controle BHT obteve um valor maior que
este hidrolisado. O hidrolisado que apresentou menor poder redutor foi 0 MP, seguido do MF
constatando que ndo somente a enzima, mas também o substrato é de suma importancia para
fornecer cadeias peptidicas distintas e com diversas bioatividades. Ao compararmos o tipo de
substrato, os residuos foram os que tiveram maior potencial de doacdo de elétrons que o
musculo em todas as fragdes.

Ao hidrolisar filés de pescada do Pacifico com 10 diferentes enzimas Cheung et al.
(2012) obtiveram valores de poder redutor utilizando 3 mg/mL de amostra que variaram de
0,362 a 0,655 sendo as enzimas Protamex e Flavourzyme as que forneceram menores
resultados, nesta ordem, assim como o musculo neste estudo.

Em geral, comparando o poder redutor dos hidrolisados e suas fragdes, percebe-se que
as fragcdes peptidicas maiores que 3 kDa foram as que forneceram maiores valores, exceto
para os residuos hidrolisados com Flavourzyme (menor que 3 kDa) e Protamex (integral).

Este pode ser explicado porque o principio desta habilidade ndo depende do tamanho da
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cadeia peptidica e sim da presenca de aminoécidos doadores de elétrons ou hidrogénio (JE et
al., 2009). Por outro lado Moure, Dominguez e Parajé (2006) ao ultrafiltrarem a proteina de
efluente de soja em diferentes fracGes (entre 5 e 10, 10 e 30, 30 e 50 e maior que 50 kDa)
perceberam que a fracdo menor foi a que apresentou maior poder redutor, no entanto € uma
fragdo de tamanho muito superior a deste trabalho abrangendo as fragdes estudadas.

Seguindo o mesmo principio (tamanho das cadeias peptidicas), apesar de o residuo ter
fornecido maior poder redutor quanto maior o GH (RP, RA e RF, respectivamente), o
musculo ndo se comportou desta forma. Existem trabalhos que correlacionam o poder redutor
com o GH obtendo resultados contraditorios que tem relatado no que diz respeito a influéncia
do tamanho molar na capacidade de reduzir o ferricianeto a ferricianato. Alguns estudos
propGem que o maior GH, massas molares menores, resultam em aumento do poder redutor
(BOUGATEF et al., 2010; DONG et al, 2008), enquanto outros demonstram que o poder
redutor ndo depende do GH (BAMDAD; WU; CHEN, 2011; PIOTROWICZ, 2012) e ainda
ha estudos de proteinas de pescado com e sem hidrélise que demonstram maior potencial
antes de hidrolisar o mesmo (CHEUNG et al., 2012).

As contradicdes encontradas na literatura sugerem que o tamanho pode ndo ser o mais
importante contribuinte para o poder redutor. Uma relacdo positiva entre os aminoacidos
acidicos e hidrofébicos contendo enxofre, com a capacidade de reducdo de ferricianeto foi
postulado por Udenigwe e Aluko (2011), podendo ser constatado neste trabalho, pois o RP foi
o0 hidrolisado que obteve um teor de grupo sulfidrila e um poder redutor muito superior aos
demais.

Outra teoria é que o produto obtido, dependente da enzima e do substrato, por expor
residuos de aminoacidos com uma densa nuvem de elétrons nas cadeias laterais, como
grupamentos polares ou carregados. Uma maior disponibilidade de aminoéacidos livres durante
a hidrolise pode fornecer uma fonte adicional de prétons e elétrons para manter um elevado
potencial redox (BAMDAD; WU; CHEN, 2011; ZHU et al., 2008).

Dessa forma, dentre todos os hidrolisados avaliados quanto a sua capacidade em
reduzir o ferricianeto a ferricianato na concentra¢do de 5 mg/mL, 0s que apresentaram maior
potencial foram o residuo hidrolisado por Protamex integral e sua fragdo peptidica maior que
3 kDa com os respectivos valores de absorbancia de 1,6131 0,7992, correspondendo 79,73 e
-10,95% com relacdo ao controle BHT, demonstrando superioridade e similaridade podendo

substituir este antioxidante comercial com o objetivo de aumentar o poder redutor.
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5.6.3 Peroxidacao lipidica do acido linoleico

Ensaios realizados para medir o sequestro de radicais DPPHe e poder redutor do ion
férrico tém sido amplamente utilizados para avaliar o potencial antioxidante de compostos
fendlicos, flavondides e, recentemente, misturas de peptideos. No entanto, estes ensaios
fornecem medidas de propriedade antioxidante atraves de um mecanismo diferente, o que
pode ndo refletir os maultiplos mecanismos pelo qual as amostras podem atuar como
antioxidantes para retardar ou inibir a oxidacdo lipidica em um sistema alimentar. Assim foi
investigada a capacidade das amostras em suprimir a peroxidacéo lipidica no sistema modelo
de &cido linoleico que estd apresentada na Tabela 4 e a cinética da reagdo mostrada no
Apéndice 10. As analises foram realizadas em momentos disitintos, portanto sdo apresentados

valores diferentes para os controles e o branco.

Tabela 4 — Diferenca de peroxidacdo lipidica entre o Gltimo e primeiro dia e porcentagem de
inibicdo com relacdo ao branco para musculo e residuo de bijupira hidrolisados por Alcalase,

Flavourzyme e Protamex, integrais e nas fracGes peptidicas maiores e menores que 3 kDa.

Integral >3 kDa <3 kDa
Amostras  Diferenca %*  Diferengca %*  Diferenca %*
MA 0,0723*"* 5754 0,0431% 5239 -0,0375% 74,58
MF 0,2102% 40,55 0,0602™ 46,80 -0,0460% 74,41
MP 0,0340™ 60,50 0,0614*" 47,99 -0,0085°C 71,32
RA 0,0142%® 57,02 10,0785 40,93 0,0068°° 65,36
RF -0,0113"™ 46,64 0,1536%" 56,12 0,0014°*° 69,26
RP -0,0899'¢ 5279 0,0390% 53,19 -0,0032°*® 71,16

Branco 0,4893? 0,00 017274 0,00 0,1727° 0,00
Controle E 0,2957¢ 31,10 0,1329° 159 0,1329° 1,59
Controle C 0,3370° 4502 0,0763° 6952 0,0763° 69,52

Onde MA - hidrolisado do musculo com Alcalase; MF — hidrolisado do misculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do

musculo com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; RP —
hidrolisado do residuo com Protamex; Controle E — a-tocoferol; Controle C — acido ascorbico; Branco — auséncia de
potencial antioxidante.
* Porcentagem da inibicdo da peroxidagao lipidica com relagdo ao branco.
Letras minudsculas diferentes na mesma coluna e maitsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas
entre as amostras através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).

Obs.: Nimeros negativos foram considerados como inibi¢cdo maxima.
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No Apéndice 10 pode se observar que todas as amostras de hidrolisados demonstraram
alguma capacidade para atrasar a peroxidagdo do &cido linoleico, assim como os controles (o-
tocoferol e acido ascorbico), embora o controle a-tocoferol tenha exibido uma protecéo fraca,
em comparagdo com o branco (sem a adicdo de antioxidante potencial).

As amostras nas primeiras 24 h apresentaram absorbancias entre 0,0057 e 0,6220,
valores considerados muito distantes um do outro, portanto, os graficos apenas mostram o
comportamento durante o periodo analisado, sendo mais indicado para compara-las que se
utilize da diferenca entre o 6° e 1° dia (Tabela 4), que fornece o quanto foi a inibicdo ao longo
do tempo ou a porcentagem em relacdo ao branco (Tabela 4) que também é um indicativo do
quanto foi possivel inibir com a adi¢cdo do composto no sistema.

No Apéndice 10 o comportamento de cada amostra € apresentado, sendo interessante
salientar os brancos (auséncia de potencial antioxidante) que apresentaram uma absorbancia
acima dos hidrolisados praticamente durante todo o periodo de andlise; o &cido ascorbico que
inibiu fortemente a peroxidacdo durante as primeiras 48 h, sendo muitissimo eficaz para
controlar este inconveniente por um tempo limitado e em condi¢des controladas, pois o
mesmo tem grande instabilidade fisico-quimica, quando em condi¢bes aerdbicas, em
exposicdo a luz, altas temperaturas, oxidando-se facilmente em solucBes aquosas
(GALLARATE et al.,, 1999); o a-tocoferol ndo apresentou uma capacidade de inibir
intensamente a oxidacdo do &cido linoleico, percebendo-se que os hidrolisados demonstraram
maior potencial quando comparados aos controles antioxidantes.

Dentre os hidrolisados de cada fracdo o que alcancou uma maior capacidade de inibir a
oxidagdo do &cido linoleico foi o RP para os integrais e fragdo peptidica maior que 3 kDa,
enquanto para as menores de 3 kDa foi o MF, analisando o quanto foi capaz de manter a
absorbancia ao longo do tempo. E possivel constatar ainda que para os hidrolisados integrais e
as fracBes peptidicas maiores que 3 kDa tiveram a maior inibicdo de peroxidacgdo lipidica
quando utilizado os residuos hidrolisados, ao contrario, para as fracdes peptidicas menores
que 3 kDa, foram os hidrolisados de musculo. Os hidrolisados que demonstram menores
habilidades em retardar a peroxidagdo foram os MF integral, e 0 MF, MP e RA maiores que
3 kDa e em geral, os que apresentaram melhores resultados foram as fragdes peptidicas
menores que 3 kDa seguidos dos hidrolisados integrais.

Alguns trabalhos sugerem que o GH pode influenciar nas respostas de analises para
identificar a propriedade antioxidante (CENTENARO; MELLADO; PRENTICE, 2011),
porém este ndo foi categdrico para o sistema modelo acido linoleico do presente estudo, visto

que, apesar do RP ter fornecido um melhor resultado e possuir maior GH, para 0s outros
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hidrolisados ndo foi seguido. Piotrovicz (2012) verificou que ao estudar a capacidade de
inibicdo da peroxidagdo do &cido linoleico de hidrolisados de carne mecanicamente separada
de anchoita com diferentes enzimas (Alcalase, Flavourzyme e Protamex) em dois tempos de
hidrolise (1 e 5 h) que este ndo havia relacdo, pois somente a Protamex forneceu um produto
em que o maior tempo (maior GH) coincidentemente obteve maior capacidade antioxidante
através deste método.

Cheung et al. (2012) avaliaram filés de pescada do Pacifico hidrolisadas com dez
diferentes enzimas e 0 mesmo sem hidrélise e encontraram que as proteinas sem hidrolisar
obtiveram valores de absorbancia superiores ao branco quando que por outro lado, estas
proteinas hidrolisadas forneceram valores muito inferiores ao branco e semelhantes ao
antioxidante BHT. Bougatef et al. (2010) encontraram valores para seus hidrolisados de
subprodutos de sardinha com diferentes enzimas inferiores ao branco e superiores ao
a-tocoferol sem relagdo do GH com a capacidade de inibir a peroxidacao do acido linoleico.

Outro fator é a quantidade do potencial composto antioxidante utilizado, pois
comparando com o trabalho de Zhuang et al. (2010) alguns, como os peptideos, sdo dose-
dependentes para este parametro, quando foram estudadas concentra¢fes que variaram de 0,5
a 4,0 mg/mL de hidrolisado de gelatina de medusas do mar, que quanto maiores, maior o
potencial de inibigdo de peroxidagdo, inclusive para o controle a-tocoferol, sendo que apenas
para o controle BHT ndo houve esta influéncia.

Zavareze et al. (2014) avaliaram a influéncia do encapsulamento por lipossomas na
capacidade de hidrolisados por Flavourzyme de musculo e do residuo da filetagem de corvina
para inibir peroxidacéo lipidica do &cido linoleico. E alcancaram 8, 27, 32, 22, 22, 26 e 43%
de inibicdo (comparados ao branco) para as respectivas amostras: capsula controle,
hidrolisado do musculo (GH = 28,5%), hidrolisado do residuo (GH = 27,0%), hidrolisado do
masculo encapsulado, hidrolisado do residuo encapsulado, a-tocoferol e acido ascorbico.
Estes resultados demonstraram que o encapsulamento reduziu a atividade antioxidante dos
hidrolisados, sendo significativo apenas no hidrolisado de residuo. Todos foram menores que
as porcentagens encontradas para o sexto dia no presente trabalho que variou entre 41 e 61%
para os hidrolisados integrais, 41 a 56 para as fragdes maiores que 3 kDa, 65 a 75% para as
fragbes menores que 3 kDa e de 1,6 a 70% para os controles a-tocoferol e acido ascorbico.
Porém, Centenaro, Mellado e Prentice (2011) encontraram valores semelhantes ao deste
trabalho ao avaliarem a inibicdo da oxidacdo do &cido linoleico pelas proteinas de ossos de

castanha e frango hidrolisadas por diferentes proteases (Flavourzyme, a-Quimotripsina e
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Tripsina) apos 7 dias alcancando uma inibigdo de 77% para 0s 0ssos de corvina e 62% para 0s
ossos de frango, ambos hidrolisados com Flavourzyme.

Concordando com Nazeer et al. (2011) pode-se dizer que a atividade inibitoria da
oxidacdo do acido linoleico apresentada pela acdo dos hidrolisados e suas fracdes peptidicas
deve ser referente a composi¢do dos peptideos, além da ordem em que os aminoécidos estéo
colocados na cadeia peptidica. Logo, ao final de 6 dias de acompanhamento, os resultados
deste estudo sugerem que ndo houve relacdo da capacidade dos hidrolisados em inibir a
oxidacdo do acido linoleico com o tipo de substrato ou enzima e tampouco com o GH,
contudo sugerem que os hidrolisados podem conter peptideos antioxidantes, obtendo-se 0s
melhores resultados, em geral, para os hidrolisados integrais e fraces peptidicas menores que
3 kDa, sendo os mais promissores o musculo hidrolisados por Alcalase e Flavourzyme
menores que 3 kDa com inibi¢bes consideradas de praticamente 100% neste periodo, pois
apresentaram valores proximos a zero, considerando 0s possiveis erros, assim como chegando

proximo a 75% com relacdo ao branco.

5.6.4 Ensaio com células animais

Os hepatdcitos de zebrafish podem ser utilizados para determinar a toxicidade de um
composto. Nas Figuras 18 e 19 estdo a densidade Otica do ensaio do MTT imediatamente (0),
24, 48 e 72 h apoOs exposicdo a diferentes concentracdes de hidrolisado com Protamex
fracionado menor que 3 kDa. Todos foram diluidos em 4gua e o controle é a auséncia de
hidrolisado no meio. Todos 0s experimentos estdo expressos como valores médios (média +

desvio padrdo, n = 6).

Figura 18 — Efeito do hidrolisado proteico de musculo de bijupira com Protamex menor que

3 kDa na viabilidade celular através do teste do MTT em dois momentos distintos (a e b).
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Figura 19 — Efeito do hidrolisado proteico de residuo de bijupird com Protamex menor que 3
kDa na viabilidade celular através do teste do MTT em dois momentos distintos (a e b).
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As células quando sdo expostas a substancias biologicamente prejudiciais podem sofrer
alteracdes na morfologia, taxa de crescimento celular, morte celular e desintegracdo celular.
Dessa forma, o monitoramento da viabilidade celular deve ser obrigatoriamente realizado para
cada composto (MIRET; GROENE; KLAFFKE, 2006). O MTT pode detectar alteragdes na
atividade mitocondrial, Mosmann (1983) mostra que apenas células vivas reagem ativamente
ao MTT, enquanto que em células mortas a reacdo é praticamente nula, mesmo imediatamente
apos a lise celular. Estes resultados sugerem que a vida celular com mitocéndrias ativas é
necessaria e levantou a possibilidade de que a quantidade de cristais de formazan gerados
pelas células depende do nivel de energia do metabolismo da célula. Os ensaios de MTT
foram realizados em dois momentos distintos (a e b), ou seja, em experimentos independentes
para poder garantir a possivel auséncia de toxicidade do composto. Foi selecionada a fracéo
menor que 3 kDa por haver maior probabilidade de migracéo para o interior da célula devido
ao menor tamanho, pois ja foi evidenciado que compostos de menor massa molar em células
possuem a capacidade de prevenir e aliviar o estresse oxidativo (BEDNARSKA et al., 2008);
os hidrolisados pela enzima Protamex por apresentar melhores resultados na maioria dos
estudos podendo ser mais promissora como um composto bioativo e 0 musculo e residuo para
descartar a presenca de alguma substancia que demonstrasse citotoxicidade em algum dos
substratos.

Foi realizado o teste de Tukey ao nivel de 95% de confianca, comparando as diferentes
concentragdes e o controle em cada tempo, onde foi possivel observar que todas as médias
foram iguais estatisticamente, ndo demonstrando toxicidade dos compostos as ceélulas
hepatdcitas de zebrafish nas condi¢des estudadas (tempo e concentracgao).

O ensaio de citotoxicidade define o potencial de degeneracdo ou morte celular
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provocado pelo composto estudado. Assim, resultados positivos no ensaio de citotoxicidade
descaracterizam a condi¢do de inocuidade do composto, sendo possivel causar processos de
intoxicacdo nos usuarios (DEMARCO et al., 1998).

Silva (2014) estudou a auséncia de citotoxicidade em hepatdcitos de zebrafish expostos
as concentragdes de 10 a 10000 ug/mL de hidrolisados de ossos desmineralizados de corvina
por Protamex na fracdo maior que 3 kDa e verificou que estes peptideos ndo apresentam efeito
toxico para estas células.

A partir destes resultados foram selecionadas duas concentracdes dos compostos (1 e
10 ug/mL), as intermedidrias testadas, para avaliar o potencial em inibir a formacdo de ERO
nas células de hepatocitos de zebrafish. Na Figura 20 estdo expostos os resultados (média +
desvio padrdo, n = 6) da concentracdo de ERO por células viaveis, frente a um controle

(auséncia do potencial antioxidante).

Figura 20 — Efeito do hidrolisado proteico do muasculo e residuo do bijupird com Protamex
menores que 3 kDa em duas concentragdes (1 ¢ 10 pg/mL) nas espécies reativas ao oxigénio

intracelular/viabilidade em células de hepatocitos de zebrafish.
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RP — hidrolisado do residuo com Protamex; MP — hidrolisado do misculo com Protamex.

Ao observarmos a Figura 20 pode-se perceber que ndo houve influéncia destes
hidrolisados na inibicdo de formacdo de ERO, portanto, ndo podem ser considerados
antioxidantes in vivo para estas células nas concentragdes estudadas.

Alguns trabalhos evidenciam que alguns peptideos podem reduzir a formacéo de ERO.
Silva (2014) avaliou o efeito do hidrolisado de ossos desmineralizados de corvina com

Protamex na fracdo maior que 3 kDa e 0 mesmo diminuiu as ERO no interior das células de
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hepatdcitos de zebrafish nas concentragcdes de 10, 100, 1000 e 10000 pg/mL, porém nas
concentragdes de 1000 e 10000 ug/mL ndo apresentaram atividade. Percebe-se que as
concentragcdes maiores de hidrolisado utilizado ocasionaram um resultado negativo.

Os peptideos apresentam um diferencial quando comparados a outras substancias
devido a sua capacidade de atravessar a membrana celular, alguns sdo administrados
acoplados a drogas em medicamentos, sd80 os chamados peptideos célula-penetrantes
(OKUYAMA et al., 2007). No entanto, a via de permeacdo da membrana pode variar para
diferentes peptideos de acordo com a sequéncia de aminoacidos, a composi¢cdo da membrana
lipidica, e a concentracdo de peptideo (ZASLOFF, 2002), logo, a falta de capacidade em
reduzir a formacdo de ERO no interior da célula pode ter ocorrido devido ao tipo de sequéncia
de peptideos obtidas pelas hidrdlises.

Portanto, as fracGes peptidicas menores de 3 kDa dos hidrolisados de residuo e
masculo do bijupird ndo demonstraram ser citotoxicas nas concentragfes estudadas, porém
ndo foram capazes de reduzir a formacdo de ERO. Seriam necessarios estudos com outras
concentracdes e fracbes peptidicas, assim como avaliar quanto ao efeito de protecéo frente a

um agente pré-oxidante.

5.7 Aplicacdo dos hidrolisados e fracdes peptidicas em alimentos

A medida das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), apesar de suas
limitaces, € uma forma prética e rapida de calcular a rancidez, ou oxidacdo de lipidios em
carnes ou produtos carneos. Devido a estas caracteristicas foi avaliada a formagdo de TBARS
em toucinho e carne bovina moida (24,35 + 2,65% de lipideos em base seca) adicionados de
antioxidantes comerciais (BHT e a-tocoferol) e dos hidrolisados inteiros e suas fragoes
peptidicas maiores e menores que 3 kDa, todos na concentragdo de 10 mg/mL, frente a um
branco (sem antioxidante potencial) no inicio e ap6s o tempo de reacdo (BO e B,
respectivamente) a fim de avaliar o potencial destes diante de um alimento simulado,

representado nas Figuras 21, 22 e 23.
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Figura 21 — Efeito dos hidrolisados de musculo e residuo de bijupira com Alcalase,

Flavourzyme e Protamex integrais na formagéo de TBARS em alimentos.
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Figura 22 — Efeito dos hidrolisados de musculo e residuo de bijupird com Alcalase,

Flavourzyme e Protamex nas fracfes peptidicas maiores que 3 kDa na formacéo de TBARS
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do residuo com Protamex; Controle BHT - BHT; Controle E — a-tocoferol; BO — auséncia de potencial antioxidante no tempo

zero; e B — auséncia de potencial antioxidante.

Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre as amostras para o toucinho e letras maitsculas

diferentes indicam diferencas significativas entre as amostras para a carne moida através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).
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Figura 23 — Efeito dos hidrolisados de musculo e residuo de bijupira com Alcalase,
Flavourzyme e Protamex nas frac6es peptidicas menores que 3 kDa na formacdo de TBARS

em alimentos.
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diferentes indicam diferencas significativas entre as amostras para a carne moida através do teste de Tukey (p<0,05; n=3).

Um produto carneo homogeneizado pode ser um meio eficaz para investigar os efeitos
protetores de substancias antioxidantes que sejam solUveis em agua contra a peroxidacao
lipidica em uma matriz alimenticia (LEE; HENDRICKS, 1997). Na legislacdo brasileira ndo
ha indicativo do valor maximo de TBARS permitido para diversos alimentos (OSAWA,;
FELICIO; GONCALVES, 2005), no entanto, altos valores de TBARS comprometem a
comercializagdo e aceitagdo do produto final (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010). Valores de
TBARS acima de 1,59 mg de MDA/kg de amostra podem causar danos a saude do
consumidor (TORRES; OKANI, 1997). Os aromas de ran¢co em carnes sdo inicialmente
detectados sensorialmente em valores de 0,5 a 2,0 mg de MDA/kg de carne (O’NEILL et
al.,1998).

Nas Figuras 21, 22 e 23 mostram-se os teores de TBARS presentes em toucinho e
carne bovina moida. Para ambos os produtos pode-se verificar que no inicio praticamente ndo
existia MDA, pois a amostra BO apresentou um valor muito inferior aos demais (0,13 e 0,11
mg/kg, para o toucinho e carne moida bovina).

Uma caracteristica importante € o tipo de substrato que da origem aos peptideos

presentes em cada hidrolisado, pois tanto para o toucinho, quanto para a carne bovina moida o
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que obteve menor MDA foi o masculo mesmo apds o fracionamento, observando-se que para
a mesma enzima o residuo apresentou sempre um teor superior desta substancia.

Analisando o efeito dos hidrolisados integrais nos produtos é possivel verificar que
existe alguma relacdo entre o0 GH e o teor de MDA, ja que seguiram um comportamento
semelhante, onde os maiores resultados de GH forneceram maior protecdo aos lipideos contra
oxidagéo, enquanto os de menor GH obtiveram maior TBARS. Com relagéo ao tamanho, em
geral, as fracOes peptidicas maiores que 3 kDa resultaram em menor TBARS, ap0s 0s inteiros
e, por ultimo, as fracdes peptidicas menores que 3 kDa.

O branco (auséncia de potencial antioxidante), comparado aos hidrolisados e
controles, obteve MDA superior com diferenca estatistica a 5% de significancia
demonstrando que praticamente todos os hidrolisados puderam atuar na reducdo da oxidacéo
lipidica, exceto na carne bovina moida com o hidrolisado RF integral e menor que 3 kDa,
onde se pode constatar que houve uma indugdo de oxidagdo. Em toucinho o branco obteve
valores maiores de TBARS, talvez devido ao seu maior teor de lipideos em média 83 g/100g
(totais), 53 mg/100g (colesterol) com valores significativos em todos os &cidos graxos com
excecdo do 15:1m9, e considerados maiores quando comparado com outros cortes como 0
lombo, pernil e paleta suina em um trabalho de Bragagnolo e Rodriguez-Amaya (2002).

Os valores de TBARS (mg de MDA/Kg de carne) variaram de 0,13 (B0) a 7,79 (B) no
toucinho e 0,11 (B0) a 7,75 (RF menor que 3 kDa) na carne bovina moida. Os controles foram
os antioxidantes com maior eficacia, sendo capazes de inibir fortemente a peroxidacédo,
sobressaindo aos hidrolisados. Apenas 0 MA maior que 3 kDa e 0 MP menor que 3 kDa
foram semelhantes a algum antioxidante comercial em toucinho, sendo 0s que apresentaram
valores menores (1,28 e 1,92 mg/kg), correspondendo a uma inibicdo de 83,57 e 75,35%. Na
carne bovina moida o MP foi o que obteve maior potencial de inibicdo da formacdo de
TBARS em qualquer fragdo, hidrolisados inteiros, fragdes peptidicas maiores e menores que 3
kDa (2,54, 2,56 e 3,02) com 51,15, 50,77 e 41,92% de inibicé&o.

Outros trabalhos realizados no laboratério demonstraram que os peptideos possuem a
habilidade de reduzir ou retardar o desenvolvimento de TBARS. Piotrowicz (2012) encontrou
3,22 mg MDA/kg de CMS de anchoita utilizando 10 mg de hidrolisado de CMS de anchoita
com Flavourzyme com 5 h de hidrélise maior que o hidrolisado por 1 h e correspondendo a
uma inibicdo de 12,5% com relagdo ao branco com 3,68 mg de MDA/kg de carne, sendo
menor do que o encontrado neste trabalho.

Centenaro (2011) avaliou diferentes concentragdes (2,5 a 40 mg/mL) de hidrolisado de
pescado com Flavourzyme e de frango com Quimotripsina alcancando os respectivos 72 e
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73,8% na concentragdo de 20 mg/mL, e quando se adicionaram 40 mg/mL 93 e 80% da
oxidacdo lipidica foi inibida. Oliveira et al. (2014) aplicaram proteina isolada de soja
hidrolisada por 6 h com protease bacteriana em 2 tipos de produto nas concentracdes de 2 e 10
mg/mL obtendo os respectivos 46,70 e 62,64% para carne suina e 11,74 e 65,09% para o
salméo, ainda considerados inferiores aos melhores resultados deste estudo.

Quanto a peptideos de derivados lacteos, em uma pesquisa utilizando diferentes
concentracdes de hidrolisados de caseina com Flavourzyme (2,5 a 40 mg/mL) em carne
moida foi obtida a inibicdo de formacdo de TBARS em 23 e 94%, e em CMS de aves foi de
10 e 14% para 2,5 e 10 mg/mL e quando usado a partir de 20 mg/mL em carne moida foi
obtido 100% de inibicdo (ROSSINI et al., 2009). Por outro lado, Sakanaka et al. (2005)
obtiveram 69,7% de inibicdo da oxidacdo em carne moida com peptideos de caseinato de
calcio hidrolisado por 20 h com Oryzina empregando 20 mg/mL, considerando a
concentragdo utilizada este potencial antioxidante representa ser menos efetivo que os do
presente trabalho e outros citados, visto que concentragdes menores de outros hidrolisados
apresentaram porcentagem maior desta capacidade.

No estudo de diferentes fracdes de proteina de leite hidrolisada com diferentes
enzimas microbianas incorporados em carne moida para determinar seu impacto sobre a
peroxidacgdo lipidica em 1, 8 e 15 dias, apenas a fragdo entre 1 e 3 kDa com a enzima Validase
(200 ng/g de carne) a reduziu significativamente (35%) e o aumento da dosagem (800 ug/g),
ndo aumentou a inibicdo sobre a oxidacdo lipidica da carne (HOGAN et al., 2009). Assim
como no trabalho de Zhang, Li e Zhou (2010) que fracionaram proteina de soja hidrolisada
com diferentes enzimas microbianas agregadas em carne moida para determinar a
peroxidacdo lipidica por 15 dias, dentro de todos o que apresentou melhor resultado foi com
20,1% de reducdo, sendo este obtido com a adicdo do hidrolisado por uma protease alcalina
de Bacillus licheniformis e ultrafiltrado entre 1 e 3 kDa e de 12,9% quando por uma protease
neutral de Bacillus subtilis e uma fracdo maior que 3 kDa, ambas na concentracdo maxima
estudada (800 pg/g). Com valores menores, contudo as concentracdes sdo inferiores a
empregada com os hidrolisados de bijupira que, considerando a proporgao
antioxidante:amostra foi de 60 mg/g.

Finalmente, varios hidrolisados e suas fracGes obtidas neste trabalho podem ser
potencialmente empregados como antioxidantes naturais alternativos em alimentos,
dificultando e/ou retardando a oxidacdo lipidica que conduz ao ranco, o que melhora a
qualidade e aumenta a vida Util de produtos alimenticios, destacando-se o hidrolisado do
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musculo com Protamex (MP) menor que 3 kDa, que foi capaz de atuar positivamente tanto no

toucinho quanto na carne moida.
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6 CONCLUSAO

Hidrolisados proteicos do musculo e do residuo do bijupira com trés enzimas
comerciais foram obtidos, onde a enzima Protamex foi a que apresentou maior grau de
hidrdlise, quando comparada com as enzimas Alcalase e Flavourzyme, demonstrando,
portanto maior capacidade de atuacdo nas proteinas presentes neste pescado.

A cinética de hidrolise do musculo e residuo do bijupira pelas enzimas Alcalase,
Flavourzyme e Protamex foi acompanhada e o seu comportamento determinado.

O teor de proteina soltvel determinada em tirosina variou de acordo com o substrato e
a enzima, obtendo-se os maiores valores para o residuo hidrolisado por Alcalase e por
Protamex e para 0 masculo hidrolisado por Protamex.

A ultrafiltracdo dos hidrolisados em fracdes peptidicas maiores e menores de 3 kDa
forneceu novos produtos com atividades e intensidades antioxidantes distintas dos
hidrolisados integrais. A eficiéncia da membrana e o nimero de reusos ndo puderam ser
avaliados através da microscopia eletrénica de varredura, ndo sendo este um parametro
alternativo a andlise de distribuicdo de massa molar por cromatografia.

O teor de grupos sulfidrila foi superior nos hidrolisados de residuo que nos de
musculo, o fracionamento permitiu verificar que a maior parte do aminoacido cisteina esta
presente na fracdo peptidica maior que 3 kDa. Dentre as enzimas, sobressaiu-se a Protamex
sobre as proteinas do residuo e a Flavourzyme sobre as do musculo.

Dentre todos os hidrolisados o proveniente de musculo com Protamex se apresentou
mais efetivo no sequestro do radical DPPH (50 mg/mL) alcangcando 81,35%, seguido pelo de
musculo com Flavourzyme — 60,77% e residuo com Flavourzyme — 60,25%. Quanto a
capacidade redutora todos demonstraram algum potencial, sendo os hidrolisados de residuo o0s
que obtiveram maiores valores de absorbancia, destacando-se o obtido pela enzima Protamex.
Todos hidrolisados foram capazes de inibir a peroxidacdo lipidica do é&cido linoleico
apresentando-se semelhantes aos controles a-tocoferol e acido ascorbico, sendo o masculo
hidrolisado por Protamex o que alcangou o maior valor.

Os hidrolisados nas fracBes peptidicas maiores que 3 kDa, tanto de masculo quanto de
residuo, ndo foram capazes de sequestrar o radical DPPH (50 mg/mL), enquanto entre 0s
menores que 3 kDa, os residuos se mostraram mais eficientes que o musculo, porém em geral
suas capacidades foram reduzidas ou permaneceram semelhantes aos integrais, ndo sendo

interessante o fracionamento neste mecanismo.
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No que se refere ao poder redutor, os hidrolisados de residuo mostraram-se superiores
aos de musculo em qualquer fracdo peptidica, porém a ultrafiltracdo ndo melhorou a
eficiéncia. Comparando as fragbes, a maior que 3 kDa foi mais redutora que a menor que
3 kDa para a maioria dos hidrolisados com evidéncia para o hidrolisado de residuo com a
enzima Protamex.

A peroxidacédo lipidica foi inibida por todas as fracbes, dando énfase aos peptideos
menores que 3 kDa através dos parametros de capacidade de manter a absorbancia
aproximadamente constante e da porcentagem de inibicéo relacionado ao branco.

Os hidrolisados avaliados ndo demonstraram ser citotdxicos as células de hepatdcitos
de zebrafish, porém também ndo apresentaram capacidade de inibir a formacdo de espécies
reativas de oxigeénio.

A aplicacdo dos hidrolisados e suas fracGes peptidicas em matrizes alimenticias
(toucinho e carne bovina moida) demonstrou que muitos apresentaram habilidade para inibir a
formacéo de TBARS, apesar de terem sido menos efetivos que os antioxidantes comerciais, as
fracdes peptidicas maiores que 3 kDa dos hidrolisados de mdsculo reduziram em torno da
metade o teor de TBARS formado na carne moida e de mais de 80% no toucinho.

Em geral, os hidrolisados e suas fracdes peptidicas obtidas apresentaram capacidades
antioxidantes diferentes em cada mecanismo e demonstraram ser promissores C€omo
antioxidantes indcuos a saiude em alimentos. Destacando que a ultrafiltracdo ndo seria um
processo necessario e que a enzima Protamex forneceu hidrolisados proteicos de musculo e

residuo de bijupira com altas atividades antioxidantes.
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7 PERSPECTIVAS

Determinar a sequéncia de aminoacidos de cada hidrolisado e cada fracdo peptidica a
fim de identificar os peptideos responsaveis pela atividade antioxidante e explicar o
mecanismo do mesmo;

Avaliar as espécies reativas de oxigénio nos hepatdcitos de zebrafish com a presenca
de agentes oxidantes;

Estudar os peptideos como antioxidantes em diferentes alimentos, em varias
concentracdes durante distintos periodos de armazenamento;

Verificar a eficiéncia das membranas na separagdo das fracGes peptidicas;

Definir a reutilizacdo das membranas, quanto a sua eficiéncia de separacéo.
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APENDICE 1

Atividade especifica apresentada pelas enzimas Alcalase, Flavourzyme e Protamex, utilizadas

no periodo de estudos da hidrolise.

Enzima Atividade Especifica (U/g de enzima)*
Alcalase 99,75
Flavourzyme 2,07
Protamex 8,41

* U corresponde a umol de tirosina livre/min
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Curva padrao de tirosina, utilizada para os calculos da atividade enzimatica e atividade
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proteolitica especifica (SIGMA, 1999).

y =1,4379x
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APENDICE 3

Curva padréo de albumina, utilizada para os calculos da atividade enzimatica e atividade
proteolitica especifica (LOWRY et al., 1951).

Absorbancia
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APENDICE 4

Curva padrédo de malonaldeido, utilizada para os calculos de TBARS em toucinho e carne

Absorbancia
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0,4
0,3
0,2
0,1

moida.

y =0,7032x
R2=0,999
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APENDICE 5

Perfil eletroforético com as bandas sinalizadas no padréo (b) pelo software GelAnalyzer

(2010) das proteinas presentes no residuo (a) e no musculo (c) do bijupira.

M Lo o 7
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Taxa de %GH para os hidrolisados de musculo do bijupira com Alcalase, Flavourzyme e

% GH/min
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APENDICE 7

Taxa de %GH para os hidrolisados de residuo do bijupird com Alcalase, Flavourzyme e

Protamex.

Alcalase
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APENDICE 8

Cinetica da Ultrafiltracdo dos hidrolisados de masculo e residuo de bijupira com Alcalase,

Flavourzyme e Protamex com membranas de 3 kDa (volume x tempo).
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160 - Residuo-Alcalase
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para as membranas de 3 kDa utilizadas na UF de

hidrolisados de residuo e musculo do bijupird com aumento de 3000 e 6000x, sendo

membranas novas, e apds 1 e 2 usos.

SEI  15kV WD11mm SS30

SEI  15kV WD11mm SS30

SEl  15kV WD11mm SS30

Usada duas vezes- 3000x

3

a : '
SEI  15kV WD11mm SS30

Nova- 6000x

SEI  15kV WD10mm SS30

SEl  15kV WD11mm SS30 x6,000 2pm

Usada duas vezes- 6000x
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APENDICE 10

Cinética da peroxidacéo lipidica do &cido linoleico com hidrolisados de musculo e residuo de

bijupira com Alcalase, Flavourzyme e Protamex integrais.

1,2
——MA
1,0 A MF
== MP
0,8 A RA
3 06 - —RF
< 0,6
-o-RP
0,4 1 == Branco
—Controle E
0,2 1
Controle C
0,0 . . . . . . )
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

MA — hidrolisado do musculo com Alcalase; MF — hidrolisado do mdsculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do
musculo com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; RP —

hidrolisado do residuo com Protamex; Controle E — a-tocoferol; e Controle C — 4cido ascérbico.

Cinética da peroxidacéo lipidica do &cido linoleico com hidrolisados de musculo e residuo de

bijupird com Alcalase, Flavourzyme e Protamex nas fracdes peptidicas maiores que 3 kda.

0,4 1
——MA
MF
0,3 T == MP
RA
3 02 - —#RF
< 0,2
—e-RP
—+—Branco
0,1 A
—=Controle E
Controle C
0,0 . . . . . . )
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

MA — hidrolisado do misculo com Alcalase; MF — hidrolisado do mdsculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do
musculo com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; RP —

hidrolisado do residuo com Protamex; Controle E — a-tocoferol; e Controle C — cido ascorbico.
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Cinética da peroxidacéo lipidica do &cido linoleico com hidrolisados de musculo e residuo de

bijupird com Alcalase, Flavourzyme e Protamex nas fragdes peptidicas menores que 3 kda.

0,4 -
—-—MA
MF
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< 0,2
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0,1 - m r—ﬁ '
_X —Controle E
Controle C
0,0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

MA — hidrolisado do misculo com Alcalase; MF — hidrolisado do musculo com Flavourzyme; MP — hidrolisado do
musculo com Protamex; RA — hidrolisado do residuo com Alcalase; RF — hidrolisado do residuo com Flavourzyme; RP —

hidrolisado do residuo com Protamex; Controle E — a-tocoferol; e Controle C — acido ascorbico.
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ANEXO 1

SIGMA

SIGMA QUALITY CONTROL TEST Productinformation
PROCEDURE

Enzymatic Assay of PROTEASE'
Casein as a Substrate

PRINCIPLE:

Casein + H,0 Bret285 Amino Acids
CONDITIONS: T =37°C, pH =7.5, Assonm. Light path =1 cm
METHOD: Colorimetric
REAGENTS:

A. 50 mM Potassium Phosphate buffer, pH 7.5 at 37°C.
(Prepare 200 ml in deionized water using Potassium Phosphate, Dibasic, Trihydrate, Sigma
Prod. No. P-5504. Adjust to pH 7.5 at 37°C with 1 M HCI.)

B. 0.65% (w/v) Casein Solution (Casein)
(Prepare 125 ml in Reagent A using Casein, Sigma Prod. No. C-7078. Heat gently (do not
boil) to 80-90°C for 10 minutes with stirring. Adjust the pH to 7.5 at 37°C, if necessary, with
either 1 M NaOH or 1 M HCI.)

C. 110 mM Trichloroacetic Acid Reagent (TCA)
(Dilute 9 ml of Trichloroacetic Acid, 6.1 N, approximately 100% (w/v), Sigma Stock
No. 490-10, to 500 ml with deionized water.)

D. Folin & Ciocalteu's Phenol Reagent (F-C)
(Dilute 10 ml of Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagent, Sigma Prod. No. F-9252, to 40 ml with
deionized water.)

E. 500 mM Sodium Carbonate Solution (Na,COs3)
(Prepare 500 ml in deionized water using Sodium Carbonate Anhydrous, Sigma Prod.
No. S-2127.)

F. 10 mM Sodium Acetate Buffer with 5 mM Calcium Acetate, pH 7.5 at 37°C (Enzyme Diluent)
(Prepare 100 ml in deionized water using Sodium Acetate, Trihydrate, Sigma Prod. No.
S 8625, and Calcium Acetate, Sigma Prod. No. C-1000. Adjust the pH to 7.5 at 37°C with 0.1
M Acetic acid or 0.1 M NaOH.)
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Enzymatic Assay of PROTEASE'

Casein as a Substrate

REAGENTS: (continued)

G. 1.1 mM L-Tyrosine Standard (Std Soln)

(Prepare 100 ml in deionized water using L-Tyrosine, Free Base, Sigma Prod. No. T-3754.
Heat gently (do not boil) until tyrosine dissolves and cool to room temperature.)

(Immediately before use, prepare a solution containing 0.1 - 0.2 unit/ml of Protease in cold

H. Protease Enzyme Solution
Reagent F.)
PROCEDURE:

Pipette the following reagents into suitable vials (in milliliters):

Reagent B (Casein)
Equilibrate to 37°C. Then add:

Reagent H (Enzyme Solution)

Mix by swirling and incubate at 37°C for exactly 10 minutes. Then add:

Reagent C (TCA)
Reagent H (Enzyme Solution)

Mix by swirling and incubate at 37°C for about 30 minutes. Filter through Whatman #50 filter paper

or a 0.45 um filter and use the filtrate in color development.

COLOR DEVELOPMENT:

Standard Curve:

Prepare a standard curve by pipetting the following reagents into suitable vials (in milliliters):

Std 1

Reagent G(Std Soln) 0.05

Deionized Water 1.95

Reagent E(Na.CQO3) 5.00

Reagent D (F-C) 1.00
SSCASE01.001 Page 2 of 4

Revised: 04/02/99

Test

5.00

1.00

5.00

Std 3

0.20
1.80
5.00
1.00

Blank

5.00

5.00
1.00
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Std
Std 4 Blank
0.40 0.00
1.60 2.00
5.00 5.00
1.00 1.00
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Enzymatic Assay of PROTEASE'
Casein as a Substrate

COLOR DEVELOPMENT: (continued)
Sample:

Pipette the following reagents into 4 dram vials (in milliliters):

Test Blank
Test Filtrate 2.00 ——
Blank Filtrate ————— 2.00
Reagent E (Na,CO,) 5.00 5.00
Reagent D (F-C) 1.00 1.00

Mix by swirling and incubate at 37°C for 30 minutes. Remove the vials and allow them to cool to
room temperature. Filter through a 0.45 um filter immediately prior to reading. Read the
absorbance at 660nm for each of the vials in suitable cuvettes.
CALCULATIONS:
Standard Curve:
AAgsonm Standard = Agsonm Standard - Assonm Standard Blank
Plot the AAgsonm Standard vs pmoles of Tyrosine.
Sample Determination:
AAssonm Sample = Aggonm Test - Assonm Sample Blank
Determine the umoles of Tyrosine equivalents liberated using the Standard curve.
(umole Tyrosine equivalents released) (11)
(1) (10) (2)
11 = Total volume (in milliliters) of assay
10 = Time of assay (in minutes) as per the Unit Definition

1 = Volume of enzyme (in milliliter) of enzyme used
2 = Volume (in milliliters) used in Colorimetric Determination

Units/ml enzyme =

units/ml enzyme

Units/mg solid =
mg solid/ml enzyme
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Enzymatic Assay of PROTEASE!'
Casein as a Substrate

CALCULATIONS: (continued)

units/ml enzyme

Units/mg protein =
mg protein/ml enzyme

UNIT DEFINITION:

One unit will hydrolyze casein to produce color equivalent to 1.0 pmole (181 ng) of tyrosine per
minute at pH 7.5 at 37°C (color by Folin & Ciocalteu's reagent).

FINAL ASSAY CONCENTRATION:

In a 6.00 ml reaction mix, the final concentrations are 42 mM potassium phosphate, 0.54% (w/v)
casein, 1.7 mM sodium acetate, 0.8 mM calcium acetate, and 0.1 - 0.2 unit protease.

REFERENCES:
Anson, M.L., (1938) J. Gen. Physiol. 22, 79-89
Folin, O., and Ciocalteu, V., (1929) J. Biol. Chem. 73, 627
NOTES:
1. This assay procedure is to be used to assay Protease, Sigma Prod. Nos.: P-4630, P-4755, P-

0384, P-5380, P-7431, P-6141, P-1512, P-9040, P-5147, P-5647, P-8775, P-7026, P-4032, P-
8038, P-8298, P-2789, P-4789, P-6670, P-3910, P 5459 and P-4806.

2. This assay is based on the cited references.
3. Where Sigma Product or Stock numbers are specified, equivalent reagents may be
substituted.

Sigma warrants that the above procedure information is currently utilized at Sigma and that Sigma
products conform to the information in Sigma publications. Purchaser must determine the
suitability of the information and products for its particular use. Upon purchase of Sigma products,
see reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.
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