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RESUMO - Neste trabalho foram produzidos diferentes hidrolisados de polpa de anchoita, utilizando a
enzima Protamex, estudando a capacidade antioxidante dos peptideos obtidos. Os valores de grau de
hidrdlise aumentaram com o aumento do tempo de reagdo, variando de 53,6% a 59,3%. Com relagdo a
atividade antioxidante, o hidrolisado obtido em 3 horas de reacdo (P3) foi mais efetivo na captura do
radical livre DPPH (53,32+0,44%) e no poder redutor. Na composi¢do aminoacidica do hidrolisado P3 se
observou a presenga de aminoacidos de grande interesse para criancas e adultos, além da existéncia

relevante de aminoéacidos essenciais.

Palavras-chave: pescado, hidrélise, peptideos, antioxidantes.
1 INTRODUCAO

As proteinas hidrolisadas de pescado podem ser obtidas mediante um processo em que as
enzimas atuam como catalisadores biologicos que aceleram a hidrolise, promovendo seu isolamento a
partir de diferentes espécies. Como resultado da clivagem das ligagbes peptidicas, as proteinas séo
transformadas em peptideos de diferentes tamanhos e em aminoacidos livres (ZAVAREZE et al., 2009).

Algumas espécies de pescado sdo descartadas ou consideradas como produto de baixo valor
comercial. Isto se deve especialmente a elas apresentar a carne escura, suscetivel a oxidacdo e ao sabor
residual (THIANSILAKUL et al., 2007). Diferentes fontes proteicas tém recebido maior atencéo pelo seu
potencial em originar peptideos bioativos (CUDENNEC et al., 2008).

Os antioxidantes sdo compostos que retardam o aparecimento de alteracfes oxidativas em
alimentos. As reacfes de formacdo de radicais livres dentro do alimento pode ser inibida pela adi¢do de

compostos quimicos, que podem retardar a formacao desses radicais (SHIN-YOUNG et al., 2004).
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A composicdo de aminoéacidos de muitos alimentos proteicos possui um papel importante em
diversas atividades fisioldgicas do corpo humano e afeta outras direta ou indiretamente na manutencao da
salde. Os aminoacidos sdo essenciais para a sintese de uma variedade de proteinas que exercem variadas
fungBes, incluindo o transporte de oxigénio, vitaminas, CO2, enzimas e proteinas estruturais
(CHALAMAIAH et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi obter hidrolisados proteicos de anchoita, pela acdo da enzima

Protamex, verificando a atividade antioxidante e o contetido de aminoacidos.

2 MATERIAL E METODOS

A matéria prima foi a polpa de anchoita (Engraulis anchoita) que foi submetida a hidrélise com
a enzima Protamex. A composicdo proximal da polpa foi realizada seguindo a metodologia analitica
descrita pela AOAC (2000). Para a obtencdo do hidrolisado foi utilizado o substrato [2,0%
(Pproteinal Viampao)] € €nzima [1,09% (Penzima/Pproteina)]- A reacéo se procedeu em pH 6,5, na temperatura de
50°C e nos tempos de 1, 3 e 5 horas. A desativacdo da enzima foi feita a 90°C/15 min. O hidrolisado foi
centrifugado (3.220 g/15 min.) e o sobrenadante foi filtrado e liofilizado. Para a determinacdo do grau de
hidrolise (GH) foi utilizado o método descrito por Adler-Nissen (1979), utilizando o 4&cido

trinitrobenzenosulfénico (TNBS), utilizando a Equacéo 1.

%GH= (x,.14,007.V1.d.100)/( w.V,.10000) 1)

Onde foi relacionado nmol de leucina lida na curva padréo (x;), o volume (V) de amostra inicial
preparada (25 mL) e o fator de diluicdo (d), com a massa (m) utilizado no teste (125 mg) e o volume (V)
utilizado para a reagdo (250 pL).

A atividade antioxidante testada foi o efeito sequestrante do radical livre DPPH, realizada

segundo Shimada et al. (1992), sendo expresso em porcentagem, conforme a Equacéo 2.

%ES:[(ABSbranco - ABSamostra)/(ABSbranco)] x100 (2)

O poder redutor foi medido segundo o método realizado por Oyazu (1988), sendo avaliado o
aumento da absorbéncia da mistura da reagdo, o qual indica um aumento do poder redutor.

A composicdo dos aminoacidos totais foi determinada em amostras hidrolisadas com HCI 6 N
por 22h a 110°C.Os aminoéacidos foram separados segundo o protocolo de separagdo desenvolvido por
Bidlingmeyer et al. (1984).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de composicdo da polpa de anchoita foram de 79,3 % de umidade, 16,5 % de
proteina, 2,0 % de lipideos e 1,2 % de cinzas, sendo semelhantes aos valores obtidos por Furlan et al.
(2009). Segundo Yeannes e Almandos (2003), a composicdo varia com os tecidos, sexo, idade do pescado
e estacdo do ano, o que pode explicar as diferencas com a literatura para esta espécie.

Os valores de GH obtidos foram de 53,6%, 54,7% e 59,3%, nos tempos de 1, 3 e 5 horas,
respectivamente. O aumento do GH com o tempo é esperado, pois a acdo da enzima provoca a liberacdo
de peptideos e aminoacidos com grupamentos amino expostos para agir com o TNBS. Kechaou et al.,
(2009) encontraram valores de grau de hidrolise para hidrolisados de visceras de lula e sardinha, com a
enzima Protamex em 24 horas de reacéo, de 3,2% e 3,1%, respectivamente. O baixo valor, relacionado
com os hidrolisados de anchoita, provem da menor concentracdo de enzima (0,1%), que foi dez vezes
menos ao utilizado neste estudo.

Na Tabela 1 estdo presentes os valores de efeito sequestrante do radical DPPH e poder redutor

dos hidrolisados de anchoita com a enzima Protamex.

Tabela 1: Médias e desvio padrdo dos valores de efeito sequestrante do radical DPPH e poder

redutor dos hidrolisados de polpa de anchoita.

Hidrolisado
P1 P3 P5
DPPH 39,70,1° 53,3+0,4° 34,9+0,4°
Poder redutor 0,028+0,005° 0,110+0,006* 0,017+0,003"

P1, P3, P5: hidrolisados de polpa de anchoita obtidos com a enzima Protamex nos tempos de reacdo de 1,
3 e 5 horas, respectivamente. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os

hidrolisados.

O hidrolisado com 3 horas de hidrélise foi 0 que apresentou maior poder sequestrante do radical
livre DPPH. You et al.(2009), com hidrolisados de Misgurnus anguillicaudatus, obtiveram valores de
sequestro do radical DPPH entre 80% e 90%, porém com uma solucdo de concentracdo de 40 mg/mL,
superior ao utilizado neste trabalho (5 mg/mL). Através da medida do poder redutor é possivel verificar a
capacidade antioxidante expressa pela variagdo da absorbancia (700 nm), mostrando que o hidrolisado P3
apresentou atividade maior em comparacao aos demais.

Na Tabela 2 est4 apresentada a composicdo aminoacidica do hidrolisado de polpa de anchoita

com melhor atividade antioxidante (P3).
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Tabela 2: Perfil de aminoécidos do hidrolisado de anchoita produzido pela enzima Protamex em

3 horas de reagdo.

mg /g proteina

Aminoéacido
Hidrolisado Bebés** 2-5 anos** 10-12 anos**  Adultos**
Asp 113,65+2,69 - - - -
Glu 172,92+2,57 - - - -
Ser 43,49+0,45 - - - -
Gly 45,41+1,33 - - - -
His 33,08+0,22 26 19 19 16
Arg 53,64+2,61 - - - -
Thr* 45,88+1,94 43 34 28 9
Ala 61,95+0,70 - - - -
Pro 39,12+7,69 - - - -
Tyr 29,36x0,79 - - - -
Val 49,53+0,83 55 35 25 13
Met* 40,25+0,36 42° 25° 22° 17
lle* 39,03+1,48 46 28 28 13
Leu* 99,08+0,76 93 66 44 19
Phe* 41,82+0,19 72° 63° 22 19°
Lys* 111,39+2,0 66 58 44 1,6
Cys nd - - - -

* Aminoécidos essenciais. ** Perfil de aminoécidos essenciais sugerido para bebés, criancas (2-5 e 10-12
anos) e adultos (FAO/WHO, 1989). a: valores referentes a metionina + cisteina; b: valores referentes a

fenilalanina + tirosina; nd: aminoacido ndo detectado.

A amostra possui o perfil de aminoacidos acima do limite sugerido pela FAO/WHO (1989) para
0 consumo de criangas de 2-5 e 10-12 anos e para adultos. Os aminoacidos constituintes e a sequéncia nos
peptideos sdo importantes para a sua atividade antioxidante. Isto tem sido demonstrado pela presenga de
aminoacidos hidrofébicos e de um ou mais residuos de histidina, prolina, metionina, cisteina, tirosina,
triptofano e fenilalanina, que podem aumentar a bioatividade dos peptideos (You et al., 2010). Esses
aminodcidos estavam presentes no hidrolisado, exceto a cisteina, que ndo foi detectada. A existéncia de
sequéncias hidrofdbicas poderia interagir com moléculas lipidicas e poderiam sequestrar, doando proétons

aos radicais derivados de lipidios (Je et al., 2007).
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4 CONCLUSAO

A atividade antioxidante de hidrolisados de anchoita produzidos com a enzima Protamex em
diferentes tempos de hidrélise foi estudada, obtendo produtos com diferentes graus de hidrolise e
capacidade bioativa. No sequestro do radical livre DPPH e no poder redutor, o hidrolisado P3 foi 0 mais
efetivo, demonstrando maior poder antioxidante. O hidrolisado P3 apresentou valores satisfatorios no

perfil de aminoacidos, podendo ser benéficos por se tornar um produto funcional.
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