ESTUDO COMPARATIVO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM HID ROLISADOS
PROTEICOS DE PESCADO E DE FRANGO

CENTENARO, Graciela Salete 1; P'IOTROWICZ, Inajara Beatriz : PRENTICE-
HERNANDEZ, Carlos ?

12 Universidade Federal do Rio Grande - Escola de Quimica e Alimentos — FURG
Campus Cidade — Caixa Postal 474 - CEP 96201-900. gracentenaro@yahoo.com.br

1. INTRODUCAO

A oxidacao de lipidios € um processo indesejavel, pois leva principalmente a
mudancas na coloracdo e no sabor dos produtos. Para retardar as mudancas
oxidativas indesejadas tém-se utilizado freqlientemente, substéncias antioxidantes
para auxiliar o processamento e preservacao de alimentos (Suetsuna, 2000).

Das centenas de compostos que tém sido sugeridos para inibir a deterioracédo
através das substancias oxidaveis, somente alguns podem ser usados em produtos
para consumo humano. Na selecdo de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes
propriedades: eficacia em baixas concentracfes (0,001 a 0,01%); auséncia de
efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor e em outras caracteristicas;
compatibilidade com o alimento; ser de facil aplicacdo; estabilidade nas condicdes
de processo e de armazenamento; sendo que o composto e seus produtos de
oxidacdo nao podem ser téxicos, mesmo em doses muitos maiores das que
normalmente seriam ingeridas no alimento (Bailey, 1996).

Além das propriedades funcionais, tecnol6gicas e nutricionais, algumas
proteinas podem apresentar atividade biol6gica, como por exemplo, atividade
antioxidante, que pode estar associada aos peptideos bioativos presentes em
determinadas seqiiéncias da proteina, liberados apds a hidrélise enzimatica (Costa,
et al., 2007). Os peptideos bioativos sdo cadeias seqienciais de aminoacidos de
pequeno tamanho, contendo entre dois e quinze residuos, inativos dentro da
proteina, mas que podem ser liberados, e exercer efeitos benéficos para o
organismo (Vioque et al., 2006). Estes peptideos podem ser Uteis ndo s6 para a
saude do individuo, mas também como antioxidantes naturais para a conservacao
de alimentos. No entanto sua atividade ira depender da composicao e seqliéncia de
aminoacidos e de seu peso molecular (Neves et al., 2006).

Jun et al. (2004) produziram peptideos antioxidantes a partir de hidrolisados
enziméticos de linguado de cauda amarela, através de hidrélise com pepsina e
enzimas endogenas, e apoOs foram purificados e caracterizados. Os autores
determinaram a sequUéncia de aminoacidos do peptideo antioxidante isolado e
verificaram que o mesmo apresentou 10 residuos de aminoéacidos, contendo
residuos de tirosina, que € um potente doador de hidrogénio. Em funcéo disso, este
trabalho teve como objetivo obter diferentes hidrolisados enzimaticos, verificar seu
potencial antioxidante e comparar esse efeito entre hidrolisados obtidos a partir de
proteina de pescado e frango.



2. MATERIAL E METODOS

As matérias-primas utilizadas para a obtencdo dos hidrolisados foram o
musculo de frango fornecido pela Cia. Minuano de Alimentos, e masculo de corvina
(Micropogonias furnieri) doado pela Pescal Industria de Pescados S.A.

Para obtencdo dos hidrolisados utilizou-se a enzima proteolitica Flavouzyme,
fornecida pela Novozymes Latin América Ltda. Consultou-se a literatura cientifica
para a determinagéo das faixas de trabalho, sendo a relagdo enzima/substrato 1%
(p/p), nas faixas oOtimas de pH e temperatura da enzima. As reacdes enzimaticas
foram realizadas com volume total de 150 mL em reator encamisado de vidro, numa
proporcao 1:3 (p/v) utilizando agitador de eixo-hélice a 400 rpm a 50°C durante 60
minutos e pH 7,0 ajustado com NaOH 2N. Tomaram-se amostras no final da reacao
para a medida do grau de hidrdlise de cada ensaio conforme Pezoa e Mellado,
citados por Centenaro e Mellado (2008).

ApoOs o término da reacédo, a enzima foi inativada termicamente a 85°C durante
20 minutos e os hidrolisados foram centrifugados por 3500xg durante 20 minutos
para separar os lipidios presentes. Apos foram congelados por 15 horas a -70C e
liofilizados durante 24 horas. Os hidrolisados protéicos liofilizados, de frango (HPF) e
de corvina (HPP), foram acondicionados em recipientes herméticos até a realizacao
das analises posteriores.

A atividade antioxidante foi medida em sistema modelo com acido linoléico, de
acordo com metodologia de Osawa e Namiki (1985), onde uma amostra (1,3 mg) foi
dissolvida em 10 mL de tampéo fosfato 50 mM (pH 7,0), adicionando-se em seguida
0,13 mL de &cido linoléico e 10 mL de etanol 99.5%. A seguir, o volume total foi
ajustado para 25 mL com &gua destilada. A mistura foi incubada em um frasco
conico com tampa de rosca a 40 + 1 T no escuro e 0 grau de oxidacéo foi avaliado
medindo a presenca de tiocianato férrico. Os valores de tiocianato férrico foram
medidos de acordo com o0 método de Mitsuta et al. (1996). A uma amostra da reacao
(100 pL) incubada em um sistema modelo com acido linoléico foi misturado com 4,7
mL de etanol 75%, 0,1 mL de tiocianato de amonio 30%, e 0,1 mL solucéo de cloreto
ferroso 20 mM em HCI 3,5%. Apds 3 minutos, os valores de tiocianato, que
representam a oxidacdo do acido linoléico, foram medidos pela leitura da
absorbancia a 500 nm seguida do desenvolvimento da cor com o FeCl, e tiocianato
em diferentes intervalos, durante um periodo de incubacéo a 40 + 1<C. O numero de
dias requeridos para atingir a absorbancia de 0,3 foi definido como periodo de
inducdo, o qual se refere a atividade antioxidante relativa das amostras. Utilizou-se
como padrdo de referéncia o antioxidante comercial alfa-tocoferol. Uma mistura
controle foi preparada usando o mesmo procedimento das amostras, mas sem
adicao de hidrolisado ou qualquer antioxidante comercial.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 representa a atividade antioxidante dos hidrolisados de frango, de
pescado, do a-tocoferol e da amostra controle. Os hidrolisados obtidos
apresentaram grau de hidrolise de 46,9 e 59,8% para frango e pescado,
respectivamente.



Uma menor absorbancia a 500 nm representa maior inibicdo da oxidacao
lipidica. Observa-se que os hidrolisados apresentaram maior retardo na peroxidacao
lipidica que o controle e que o alfa-tocoferol. A amostra controle atingiu absorbancia
de 0,3 ap6s 3 dias de incubacgéo, seguido do alfa-tocoferol (4 dias) e do HPF (5
dias). O HPP apresentou maior potencial antioxidante que o HPF e que o
antioxidante natural durante o periodo total de seis dias de avaliacéo.
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Figura 1: Inibicdo da peroxidacéo lipidica apresentada pelos HPF e HPP,
guando comparada com o alfa-tocoferol.

Em estudo desenvolvido por Mendis et al. (2005), ao observar a atividade
antioxidante de hidrolisados de lula, os autores encontraram resultados semelhantes
a este estudo, onde os hidrolisados produzidos também apresentaram atividade
antioxidante maior que o alfa-tocoferol.

Durante a hidrolise, a quebra enzimatica das proteinas envolve uma maior
mudanca em sua estrutura, sendo a proteina hidrolisada em pequenas unidades de
peptideos (Kristinsson e Rasco, 2000). Segundo Moosman and Behl (2002), os
hidrolisados com maior valor de grau de hidrélise apresentam uma maior quantidade
de peptideos de baixo peso molecular, e consequentemente um maior potencial de
inibicdo da oxidag&o, em relagdo aos hidrolisados com baixo grau de hidrolise.

Observou-se neste trabalho que o hidrolisado com maior potencial de inibicdo
da peroxidagdo lipidica (HPP) apresentou o maior grau de hidrolise (59,8%),
sugerindo que o HPP provavelmente continha peptideos de menor peso molecular,
em relacdo ao HPF. Estes resultados concordam com Li et al. (2007), que
verificaram que a atividade antioxidante dos hidrolisados foi melhor para aqueles
gue apresentaram maior grau de hidrélise. Assim, pode-se dizer que o grau de
hidrolise exerce importante efeito nas propriedades antioxidantes dos hidrolisados, e
gue os peptideos de baixo peso molecular contribuem mais significativamente para a
inibicdo oxidativa do que hidrolisados compostos por polipeptideos.

4. CONCLUSOES

O estudo demonstrou que foi possivel obter hidrolisados com potencial
antioxidante a partir de proteinas de origem animal, particularmente na inibicdo da
peroxidacao lipidica em um sistema modelo com acido linoléico. O HPP obtido com



Flavourzyme apresentou maior inibicdo da peroxidacéo lipidica durante um periodo
de incubacdo de seis dias. Futuras pesquisas sdo necessarias para purificar e
caracterizar os peptideos responsaveis por essa propriedade antioxidante, assim
como para investigar aplicagdes desses hidrolisados como ingredientes alimenticios
ou como produtos nutracéuticos.
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