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RESUMO - O objetivo deste estudo foi a obtencéo e avaliacdo da atividade antioxidante de hidrolisado proteico
proveniente da carne mecanicamente separada de Tambaqui (Colossoma macropomum). A obtengdo do
hidrolisado foi realizada através da reacdo de hidrolise com a enzima, Alcalase, em sua condicdo 6tima (pH: 8,0;
T: 50 °C) durante 240 min. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos sequestro do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e atividade de eliminacdo do radical hidroxila nas seguintes concentra¢fes de 0,5;
1,0; 2,5; 5,0 e 10 mg de hidrolisado/mL de solugdo. O hidrolisado apresentou atividade antioxidante para os dois
métodos testados com caracteristicas dose-dependente, sendo mais eficaz na eliminacéo do radical hidroxila.
Apoés a obtencdo do hidrolisado, concluiu-se que este apresentou capacidade antioxidante nos dois testes
analisados. Assim, sugere-se a aplicacdo deste hidrolisado em alimentos suscetiveis a oxidacdo lipidica e
avaliacéo de sua eficécia para conservagdo dos mesmos.

Palavras-chave: carne mecanicamente separada; Alcalase; hidrélise enzimatica, oxidacéo

1 INTRODUCAO

A indUstria esta utilizando a ciéncia e a tecnologia para agregar valor aos subprodutos de origem
animal, além de sua rentabilidade de costume. Independentemente do destino do produto final é necessério
empregar técnicas atualizadas e eficazes para analisar esses subprodutos, quanto as suas propriedades
nutricionais, substancias ativas presentes que podem ser capazes de garantir a seguranca dos alimentos ou aplicar
em outros campos como a medicina e os cosméticos, desenvolvendo novas tecnologias (TOLDRA et al., 2012).
As indUstrias de pescado geram em seu processamento, como residuos ou subprodutos, mais de 30% do total da
matéria-prima, sendo estes 0ssos, pele, cabeca, barbatanas e visceras (GHALY et al., 2013; SUWAL et al.,
2017).

Os subprodutos de pescado sdo ricos em proteinas que podem ser utilizadas no desenvolvimento de
produtos de alto valor agregado, tais como os hidrolisados proteicos (SILVA; FONSECA; PRENTICE, 2014).
A hidroélise enzimética pode ser uma alternativa para a producdo de hidrolisados proteicos, os quais sdo fonte de
peptideos bioativos que possuem propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antidiabética, anti-hipertensiva,

entre outras (LI-CHAN, 2015). Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que retardam o
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aparecimento de alteragdes oxidativas, através de um ou mais mecanismos, como a inibigao de radicais ﬁ\;/re;'e
complexacdo de metais. Estes podem ser sintéticos ou naturais, porém para serem aplicados em alimentos,
farmacos ou suplementos nutricionais, ndo podem oferecer qualquer tipo de risco a satde (JE et al., 2009).

Os antioxidantes podem atuar na reducdo de radicais livres (antioxidante primario) ou por um
mecanismo que ndo envolve a reducdo direta dos radicais livres (antioxidante secundario) (BORGES et al.,
2011). A atividade antioxidante dos peptideos provenientes de proteinas de pescado estd relacionada com a
composi¢do, tamanho, sequéncia e hidrofobicidade dos aminoécidos constituintes. Os peptideos identificados
como antioxidantes geralmente sdo de massa molecular baixa, apresentam cadeia curta entre 5 e 16 aminoacidos,
0 que os tornam mais ativos para doar elétrons e reagirem com os radicais livres. Estes peptideos antioxidantes
contém aminoacidos hidrofébicos, tais como Valina e Leucina, no N-terminal e Prolina, Histidina ou Tirosina
em suas sequéncias (HALIM; YUSOF; SARBON, 2016; LASSOUED, et al. 2015).

A producéo nacional de pescado da piscicultura brasileira foi de 507,12 mil toneladas em 2016. Destes,
0 tambaqui foi a segunda espécie mais produzida em 2016, com uma despesca de 136,99 mil toneladas,
correspondendo a 27,0% da producéo total nacional, sendo a Regido Norte sua principal regido produtora (IBGE,
2016). Neste contexto, o tambaqui torna-se uma matéria-prima interessante para avaliacdo, devido a escassez de
estudos que verifiqguem as propriedades bioativas de seus subprodutos. Assim, o objetivo deste estudo foi a
obtencdo e avaliacdo da atividade antioxidante de hidrolisado proteico proveniente da carne mecanicamente

separada de Tambaqui (Colossoma macropomum).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada foi a carne mecanicamente separada de tambaqui fornecida pela Embrapa

Meio Norte, localizada em Parnaiba/Pl.

2.2 Obtencao do hidrolisado proteico

O hidrolisado proteico foi obtido por meio de hidrélise enzimética utilizando-se a enzima Alcalase, em
sua condicao étima (pH: 8,0; T: 50 °C), segundo método descrito por Chi et al. (2015) com modificacdes e pH-
stat (Adler—Nissen, 1986). Primeiramente, a CMS de tambaqui foi homogeneizada em &gua destilada na
proporgdo de 10% (p/v; proteina/agua destilada) e ap6s foi submetida a banho-maria (Quimis, Q214M2, Brasil) a
85 °C durante 15 min para inativacdo das enzimas enddgenas. Logo apés, colocou-se em reator de vidro
encamisado (Uniglas, 190.901) acoplado de banho termostatico (Quimis, Q214M2, Brasil), com agitacao
constante de agitador (Fisatom, 715) a 500 rpm, até completar a homogeneizacdo da amostra. Entdo, as
condigBes Gtimasde de pH e temperatura da enzima foram ajustadas e iniciou-se a hidrdlise enzimatica com
adicdo da enzima na propor¢do de 2% (E/S), a reacdo foi acompanhada durante 240 min. Ao final, a enzima foi

inativada a 85 °C durante 15 min em banho maria. Entéo, o hidrolisado foi centrifugado a 14.308 x g durante 20
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min a 4 °C, a fragdo soluvel foi filtrada em tecido de algoddo para total retirada da fragéo insoldvel. A ragéo
soltvel foi submetida a congelamento em ultrafreezer (Indrel, [IULT 90-D, Brasil) a -80 °C por 48 h e seca em

liofolizador (Liotop, L108, Brasil) a — 55 °C e 50 uHg durante 48 h. O hidrolisado liofilizado foi armazenado em
frascos de vidro a -18 °C.

2.3 Avaliacao da atividade antioxidante

O sequestro do radical livre DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) pelo hidrolisado proteico foi
determinado segundo o método descrito por Girgih et al. (2015). Uma aliquota de 100 uL de amostra, dispersa
em tampao fosfato (pH 7,0; 0,1 M) foi homogeneizada em 100 pL. de DPPH (0,1 mM) em metanol e mantida em
repouso no escuro durante 30 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi mensurada a 515 nm em leitor de
microplacas Polaris (Celer, ELISA).

A atividade de eliminacéo do radical hidroxila foi determinada segundo o método descrito por Jin et al.
(2016) com adaptagdes. Uma aliquota de 2 mL de solu¢do de hidrolisado proteico em &gua destilada, foi
homogeneizada com 0,5 mL de sulfato de ferro (9 mM), 0,5 mL de peréxido de hidrogénio (9 mM) e 6,5 mL de
agua destilada. Ento, a dispersdo foi homogeneizada e incubada durante 10 min & 25°C. Em seguida, adicionou-
se 0,5 mL de &cido salicilico (9 mM) e a solugdo foi incubada a 30 min a 25 °C. A absorbancia da solucéo foi
mensurada a 510 nm em espectrofotdmetro UV/VIS (Kasuaki, IL 592).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a atividade antioxidante do hidrolisado proteico obtido a partir da carne
mecanicamente separada (CMS) de tambaqui pelos dois métodos avaliados, sequestro do radical livre DPPH e
atividade de eliminag&o do radical hidroxila.

Figura 1 - Atividade antioxidante apresentada pelo hidrolisado proteico obtido da CMS de tambaqui
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DPPH: sequestro do radical livre DPPH; ROH: atividade de eliminag&o do radical hidroxila. Letras mintsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre as diferentes concentragdes para 0 mesmo teste (p < 0,05). Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os testes para a mesma concentragdo de amostra (p <

0,05).
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No ensaio de sequestro do radical livre DPPHe a absorbancia ¢ reduzida gradualmente na mudanga de
coloracdo do purpura ao amarelo, a medida que os radicais livres sdo eliminados ao aceitar um atomo de
hidrogénio ou elétron. Este ensaio é utilizado para testar a capacidade de compostos em atuar como eliminadores
de radicais livres ou doadores de hidrogénio e assim mensurar a atividade antioxidante (ZHUANG; TANG;
YUAN, 2013). A determinacdo da atividade de eliminacdo do radical hidroxila pode fornecer informacdes
relevantes sobre a capacidade antioxidante de compostos bioativos (ZHUANG; TANG; YUAN, 2013). Na
Figura 1, observou-se que o hidrolisado obtido pela enzima Alcalase apresentou comportamento dose-
dependente, pois com o acréscimo da concentragdo ocorreu um aumento na atividade antioxidante nos dois
métodos avaliados. Quando se comparou, os dois métodos entre si em todas as concentra¢des, o hidrolisado foi
mais eficaz na atividade de eliminacéo do radical hidroxila.

4 CONCLUSAO

Apb6s a obtengdo do hidrolisado proteico proveniente de hidrdlise enzimatica a partir da carne
mecanicamente separada de Tambaqui (Colossoma macropomum) com a enzima Alcalase, concluiu-se que este
apresentou capacidade antioxidante nos dois testes analisados. Assim, sugere-se a aplicacéo deste hidrolisado em

alimentos suscetiveis a oxidacao lipidica e avaliacdo de sua eficicia para conservacdo dos mesmos.
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