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APRESENTAÇÃO

A necessidade de ser um profissional cada dia mais capacitado passa pelo 
compromisso do estudo constante e pela oportunidade de acesso a um material 
atualizado e de qualidade, é com esse proposito que vem o lançamento desse e-book 
“A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinária”, com texto escrito 
de forma clara e direta, trazendo muitos assuntos atuais no campo da medicina 
veterinária, proporcionando ao leitor uma viagem científica e agradável, pelo cuidado 
que os autores dos capítulos tiveram em convidar especialistas com longa experiencia 
em cada área a ser abordada.

Os assuntos são diversos para facilitar atualização dos leitores, que precisam 
saber de temas como: homeopatia e imunidade em gado leiteiro, bem-estar dos 
equídeos, vísceras de bovinos na alimentação, óleo de neem para Chrysomya 
megacephala, babesiose em cães, mormo, pesquisa do vírus zika e alfavírus, 
leishmaniose visceral, habronemose cutânea, topografia vertebromedular de cateto e 
sertolioma benigno em cão. A abordagem de cada tema traz uma pesquisa minuciosa 
pelos principais artigos da área, propiciando uma fácil revisão sobre os temas, tornando 
essa obra uma fonte cientifica nas mais diversas áreas da ciência animal.

Os estudantes e profissionais da área hoje sofrem em busca de uma fonte 
revisada e cientifica, pois, a internet nem sempre entrega um material revisado por 
pesquisadores da área de estudo. O que deixa esse livro ainda mais interessante, por 
ser uma obra baseada em pesquisa, e referencias confiáveis no mundo científico da 
medicina veterinária. Sendo o e-book esclarecedor para todos que desejam estudar 
os assuntos aqui expostos.

Alécio Matos Pereira
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CAPÍTULO 3

AVALIAÇÃO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE 
HIDROLISADOS PROTEICOS OBTIDOS A PARTIR DE 

VÍSCERAS DE BOVINOS

Data de aceite: 15/05/2020

Thailan Arlindo da Silva
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco

Garanhuns - Pernambuco
http://lattes.cnpq.br/5371447938003091

Keila Aparecida Moreira
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco

Garanhuns - Pernambuco
http://lattes.cnpq.br/6589137488914452

Wellington Leal dos Santos
Universidade Federal Rural de Pernambuco, 

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
Recife - Pernambuco

http://lattes.cnpq.br/6417801338031111

Edson Flávio Teixeira da Silva
Universidade Federal Rural de Pernambuco, 

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal 
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http://lattes.cnpq.br/6788630196847634

RESUMO: A conversão de subprodutos 
de abatedouros em componentes com 
propriedades funcionais empregando enzimas, 
soluciona problemas econômicos e de saúde 
devido ao descarte inadequado destes 
resíduos. Os componentes com propriedades 
funcionais, principalmente peptídeos bioativos, 
desempenham função biológica, fisiológica e 
bioquímica no organismo. Diante do exposto, 

a realização do presente trabalho visou a 
investigação das características e aplicações 
biotecnológicas dos peptídeos obtidos pela 
hidrólise enzimática de vísceras bovinas por 
meio da ação de duas enzimas comerciais, 
a tripsina e a pepsina, empregando-se um 
planejamento composto central rotacionado 
com oito ensaios e duas repetições no ponto 
central. O software utilizado para realizar a 
análise estatística foi o SISVAR, versão 5.6, 
DEX-UFLA. A média de hidrólise para a pepsina 
foi de 18,43%, já para a tripsina a hidrólise se 
mostrou mais eficaz alcançando uma média 
de grau de hidrólise de 63,96%. Quanto a 
atividade de quelação de íons de cobre e 
ferro, os hidrolisados da pepsina apresentaram 
médias de quelação de 51,03% e 51,74%, 
respectivamente. Enquanto os hidrolisados da 
tripsina apresentaram média de quelação de 
17,77% para o cobre e de 77,44% para o ferro. 
Frente as atividades de eliminação de radicais 
livres (ABTS, DPPH, hidroxila e superóxido), os 
hidrolisados de ambas as enzimas se mostraram 
eficientes, demonstrando taxas de quelação 
acima de 65,43% para todas as atividades, 
atingindo níveis máximos de quelação do radical 
hidroxila pelos hidrolisados da pepsina. Com os 
resultados da pesquisa é possível constatar o 
potencial biotecnológico dos hidrolisados das 
vísceras bovinas (coração, fígado e pulmão), 
sendo uma fonte de peptídeos bioativos com 
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atividade antioxidante de quelação de íons metálicos (ferro e cobre) e de eliminação 
de radicais livres (hidroxila, superóxido, DPPH e ABTS) in vitro, com potencial de se 
tornarem agentes antioxidantes de uso comercial passíveis de serem utilizados na 
indústria alimentícia, farmacêutica e química.
PALAVRAS-CHAVE: Peptídeos, hidrólise, vísceras, bioprodutos, bovinos.

EVALUATION OF FUNCTIONAL PROPERTIES OF PROTEIN HYDROLYSIS 
OBTAINED FROM OF CATTLE VINCERS

ABSTRACT: The conversion of slaughterhouse by-products into components with 
functional properties using enzymes, solves economic and health problems due to the 
inappropriate disposal of these residues. The components with functional properties, 
mainly bioactive peptides, perform biological, physiological and biochemical functions 
in the body. In view of the above, this study aimed at investigating the biotechnological 
characteristics and applications of peptides obtained by enzymatic hydrolysis of bovine 
viscera through the action of two commercial enzymes, trypsin and pepsin, using a 
central compound rotated with eight trials and two repetitions at the central point. The 
software used to perform the statistical analysis was SISVAR, version 5.6, DEX-UFLA. 
The average hydrolysis rate for pepsin was 18.43%, whereas for trypsin hydrolysis 
was more effective, reaching an average hydrolysis degree of 63.96%. Regarding 
the chelation activity of copper and iron ions, pepsin hydrolysates showed chelation 
averages of 51.03% and 51.74%, respectively. While trypsin hydrolysates showed an 
average chelation of 17.77% for copper and 77.44% for iron. In view of the free radical 
scavenging activities (ABTS, DPPH, hydroxyl and superoxide), the hydrolysates of both 
enzymes proved to be efficient, showing chelation rates above 65.43% for all activities, 
reaching maximum levels of radical chelation. hydroxyl by pepsin hydrolysates. With 
the results of the research, it is possible to verify the biotechnological potential of the 
bovine viscera hydrolysates (heart, liver and lung), being a source of bioactive peptides 
with antioxidant activity of metal ion chelation (iron and copper) and free radical 
scavenging (hydroxyl, superoxide, DPPH and ABTS) in vitro, with the potential to 
become antioxidants for commercial use that can be used in the food, pharmaceutical 
and chemical industry.
KEYWORDS: Peptides, hydrolysis, viscera, bioproducts, cattle.

1 | 	INTRODUÇÃO

Os peptídeos bioativos, podem ser definidos como componentes proteicos 
contendo de 2 a 20 aminoácidos que, além do seu valor nutricional, exercem um efeito 
regulatórios no organismo animal por meio da interação com receptores específicos 
localizados nas células de órgãos específicos, ou pela indução de respostas fisiológicas 
(RYAN et al., 2011; RAIKOS e DASSIOS, 2014). Dentre funções modulatórias, pode-
se citar ação anti-hipertensiva, antioxidante, agonista opioide, imunomoduladora, 
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antimicrobiana, prebiótica, antitrombótica e hipocolesterolêmica (CHABANCE et al., 
1998; RYAN et al., 2011; COSTA et al., 2014; MOHANTY et al., 2016; LORENZO et al., 
2018), além da suas ações terapêuticas, como por exemplo no tratamento de equinos 
atletas com osteoartrite a partir de suplementação alimentar com peptídeos bioativos 
de colágeno (DOBENECKER et al., 2018).

De acordo com Morales-Medina et al. (2016), a conversão de subprodutos de 
matadouros, em particular as vísceras, alguns órgãos, sangue e resíduos da indústria 
cárnea que são descartados ou ineficientemente aproveitados em componentes com 
propriedades funcionais a partir da hidrólise enzimática, pode solucionar problemas 
econômicos e de saúde pública devido ao descarte inadequado destes resíduos. A 
utilização de enzimas proteolíticas para obtenção destes bioprodutos oriundos de 
subprodutos do abate de animais, aumenta o valor agregado e a lucratividade destas 
empresas, beneficiando também a população em termos de saúde pública e geração 
de uma nova fonte de renda.

A atividade antioxidante desempenhada por peptídeos bioativos baseia-se na 
diminuição dos processos oxidativos e da formação de moléculas conhecidas como 
espécies reativas de oxigênio (ROS, reactive oxygen species) (GU et al., 2015; LIU 
et al., 2015; MARQUES et al., 2015), que podem atacar lipídios de membranas 
plasmáticas, proteínas e DNA (ácido desoxirribonucleico), causando, desta forma, 
muitas doenças, tais como doenças cardiovasculares, diabetes, câncer e doença de 
Alzheimer, que afetam tanto animais quanto humanos (RYAN et al., 2011).

Por sua vez, a oxidação lipídica pode causar deterioração da qualidade dos 
alimentos e redução na vida útil do produto, além do consumo de alimentos contendo 
produtos de oxidação lipídica estar associado a inúmeras doenças (ESTERBAUER, 
1993; GIMÉNEZ, 2009; RYAN et al., 2011). 

Os peptídeos bioativos antioxidantes apresentam grande vantagem, do ponto 
de vista comercial, em relação aos antioxidantes sintéticos, já que estes estão sobre 
legislação específica o que restringe seu uso. Desta forma, os antioxidantes naturais, 
tais como os peptídeos bioativos, merecem destaque, além de apresentarem alta 
eficiência e segurança (GU et al., 2015; LIU et al., 2015; MARQUES et al., 2015). 
Diante do exposto, o presente trabalho visa investigar as características e aplicações 
biotecnológicas dos peptídeos obtidos pela hidrólise enzimática destes subprodutos 
do abate.

2 | 	METODOLOGIA

As vísceras bovinas, coração, fígado e pulmão, foram obtidas de fornecedores 
locais, situados em mercados públicos de municípios do agreste pernambucano. As 
vísceras foram coletadas logo após o abate, acondicionadas e transportadas sob 
refrigeração (4 ºC), lavadas, pesadas, trituradas, homogeneizadas e armazenadas sob 
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congelamento (-18 ºC) até a realização das análises e/ou utilização para obtenção dos 
hidrolisados proteicos, apresentando período de armazenamento inferior a 60 dias na 
proporção 1:3 (m/v). Posteriormente empregou-se um planejamento composto central 
rotacionado com oito ensaios e duas repetições no ponto central. Variando o tempo de 
hidrólise e a relação enzima: substrato (Tabela 1).

Hidrolisado Tempo de hidrólisea [E]:[S]b

1 60 1:90
2 60 1:30
3 180 1:90
4 180 1:30
5 35 1:60
6 205 1:60
7 120 1:112
8 120 1:25
9 120 1:60
10 120 1:60

aMinutos. bRelação Enzima/substrato (p/p).

Tabela 1. Planejamento composto central rotacionado para hidrólise enzimática de vísceras 
bovinas empregando pepsina e tripsina.

Para hidrólise das vísceras foram empregadas duas enzimas de origem animal, 
a pepsina (pH 2,0 e 37 ºC) e a tripsina (pH 8,0 e 37 ºC), respeitando suas condições 
ótimas de atividade.

O teor de aminoácidos liberados pela hidrólise das vísceras (grau de hidrólise) 
foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Benjakul e Morrissey 
(1997) com algumas modifi cações. Foram empregados 31,25 µL do hidrolisado, 0,5 
mL de tampão fosfato de sódio (pH 8,2; 0,2 M), em seguida adicionou-se 250 µL de 
solução de TNBS (ácido 2,4,6-trinitrobenzenossulfônico) a 0,01%. A mistura reacional 
foi incubada em banho maria a 50 ºC por 30 minutos. A reação foi interrompida com 
a adição de 0,5 mL de sulfi to de sódio (0,1 M). A mistura foi mantida ao abrigo da luz 
por 15 minutos a temperatura ambiente (25 ºC). A absorbância foi lida a 420 nm em 
espectrofotômetro (Biochrom LibraS22, Reino Unido) e os aminoácidos expressos em 
relação a L-leucina. O grau de hidrólise (GH) foi calculado de acordo com a equação:

 x 100 . Onde At é a quantidade de ligações peptídicas clivadas no tempo t. 
A0 é a quantidade de aminoácido presente no substrato original. Amax é a quantidade 
de aminoácidos presentes na amostra original obtidos após hidrólise ácida (HCl 6 M a 
100 °C durante 24 horas).

A atividade quelante de ferro foi realizada de acordo com a metodologia descrita 
em Sánchez-Vioque et al. (2012) com modifi cações, empregando 125 µL dos 
hidrolisados, misturados a 0,5 mL de tampão acetato de sódio (0,1 M e pH 4,9) e a 12,5 
µL de solução Fe2+ (2 mM). Após 30 minutos de incubação, foi adicionado 50 µL de 
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solução ferrozina (5mM), e decorrido mais 30 minutos foi realizado leitura em 562 nm 
(CARTER, 1971), em espectrofotômetro. A atividade quelante de cobre foi realizada 
de acordo com a metodologia descrita Saiga et al. (2003) com modifi cações, em que 
0,5 mL de tampão acetato de sódio (pH 6,0, 50 mM) misturado a 12,5 µL de solução 
de CuSO4 (5mM) e 125 µL do hidrolisado. Essa mistura foi incubada por 30 minutos 
e em seguida adicionado 12,5 µL da solução de violeta de pirocatecol (4mM), após 
mais 30 minutos de incubação, a mistura foi lida a 632 nm em espectrofotômetro. Para 
ambas as atividades o controle negativo foi realizado com água ao invés da amostra, 
o controle positivo foi realizado com solução de EDTA a 0,045%, a porcentagem de 
inibição foi determinada de acordo com a equação:

O ensaio de eliminação do radical hidroxila foi determinado de acordo com a 
metodologia descrita por Li et al. (2008) com modifi cações propostas por Pownall et al. 
(2010). Foram homogeneizados 50µL da amostra contendo os diferentes hidrolisados, 
50 µL de 1,10-fenantrolina (3 mM) dissolvido em tampão fosfato de sódio (0,1 M, 
pH 7,4), 50 µL de FeSO4 (3 mM) e 30 µL de tampão fosfato de sódio (0,2 M, pH 
7,4) em microplacas de 96 poços de poliestireno (Corning®, Tewksbury, MA). Após 
5 minutos, 50 µL de H2O2 (0,01%) foi adicionado para iniciar a reação de eliminação. 
A mistura reacional foi incubada por 1 h a 37 ºC, a absorbância foi mensurada a 536 
nm empregando leitor de microplaca.  A atividade de eliminação do radical hidroxila foi 
calculado de acordo com a equação:

Onde, os grupos degradados contêm todos dos reagentes envolvidos na reação, 
exceto pelo uso de água substituída pela amostra. O grupo não-degradado possui 
as soluções da amostra do grupo degradado exceto pelo uso de água substituindo o 
H2O2.

A atividade de eliminação do radical superóxido foi determinada de acordo 
com o método descrito por Pownall et al. (2010), com modifi cações, no qual foram 
empregados 80 µL das amostras hidrolisadas e misturadas a 80 µL de tampão Tris-
HCl-EDTA 50 mM (pH 8,3 contendo 1 mM de EDTA). A mistura reacional foi incubada 
a 25 ºC por 10 minutos. Posteriormente, adicionou-se 40 µL de solução de pirogalol 
1,5 mM, empregou-se tampão Tris-HCl–EDTA como controle. A absorbância foi 
determinada a 420 nm por 4 minutos. A capacidade de eliminação do radical superóxido 
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foi quantifi cada de acordo com a equação:

Na qual, Acontrole/min representa a absorbância por minuto da solução controle 
contendo pirogalol e tampão, e Aamostra/min representa a absorbância por minuto da 
amostra.

O efeito de eliminação das amostras frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrasil) foi determinado de acordo com a metodologia previamente descrita por 
Yen e Chen (1995), modifi cada por Li et al. (2008). A mistura reacional consistiu em 
100 µL da amostra contendo os hidrolisados e 100 µL de solução etanólica de DPPH 
0,16 mM.  A reação foi incubada por 30 min no escuro, e a absorbância mensurada a 
517 nm. A habilidade de eliminação do radical DPPH foi calculado usando a equação:

Onde, o Aamostra é a absorbância das amostras, Aamostra branca é a absorbância da 
amostra sem o DPPH e Acontrole é a absorbância do controle (solução de DPPH sem 
amostra). 

O ensaio de atividade antioxidante envolveu a eliminação do radical cátion 
ABTS+•, gerado a partir da oxidação de 2,2’ - azinobis - 3 - etilbenzotiazolina - 6 - 
ácido sulfônico (ABTS) 7 mM com persulfato de potássio 2,45 mm pré-incubados ao 
abrigo da luz por 12-16 horas antes da utilização. A solução ABTS+• foi ajustada para 
absorbância de 0,70±0,02 a 734 nm em espectrofotômetro, por diluição em tampão 
fosfato 5 mM, sendo realizado de acordo com metodologia descrita por Re et al. (1999), 
modifi cada por Chang et al. (2013). Uma alíquota de 50 µL da amostra foi misturada a 
950 µL da solução diluída de ABTS+, a mistura reacional foi incubada por 10 minutos a 
abrigo da luz a temperatura ambiente (24 ºC). A absorbância da reação foi mensurada 
a 734 nm e a atividade de eliminação do radical ABTS foi calculada de acordo com a 
equação:

Onde, o Aamostra é a absorbância das amostras, e Acontrole é a absorbância do 
controle negativo empregando água destilada. 

Por fi m, para realização da análise estatística, os parâmetros foram analisados 
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em triplicata e os dados expressos em média. Diferenças significativas entre as 
vísceras submetidas a diferentes tratamentos enzimáticos e tempo de hidrólise foram 
obtidas através da avaliação de diferenças entre as médias empregando-se o teste de 
comparação múltiplas de Tukey utilizado o software SISVAR, versão 5.6, DEX-UFLA 
(FERREIRA, 2014).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Com a análise dos resultados do grau de hidrólise das vísceras bovinas coração, 
fígado e pulmão, submetidas à ação de duas enzimas pepsina e tripsina, é possível 
constatar que a média de hidrólise para a pepsina foi de 18,43%, já para a tripsina 
a hidrólise se mostrou mais eficaz alcançando uma média de grau de hidrólise de 
63,96%. Os tratamentos que alcançaram maior hidrólise pelo emprego da pepsina 
foram 1 (28,17%), 2 (41,32%), 4 (25,11) e 5 (22,70%) não diferindo estatisticamente 
entre si (p<0,05). Por sua vez, os hidrolisados gerados pela ação da tripsina sobre 
as vísceras que apresentaram maiores valores de grau de hidrólise foram os ensaios 
3 (72,66%), 5 (74,47%), 8 e 10 (ambos com 100%) não sendo verificada diferença 
estatisticamente relevante entre eles (p<0,05).

Os resultados obtidos com a hidrólise de vísceras bovinas nesta pesquisa se 
mostram semelhantes aos dados encontrados por Ramírez et al. (2016), nos quais 
obtiveram os valores máximos de grau de hidrólise de 5,25%, 22,22% e 23,83% a partir 
da hidrólise enzimática de vísceras de pescado empregando pepsina, pancreatina e a 
associação das duas, respectivamente, durante 390 minutos.

Na figura de superfície de resposta para a hidrólise das vísceras pela pepsina 
(Figura 1A), é possível constatar que os tratamentos que apresentam a melhor 
combinação de tempo de hidrólise e proporção enzima:substrato para potencializar 
o grau de hidrólise são aqueles que possuem um tempo de hidrólise entre 180 a 220 
minutos, e proporção enzima:substrato (volume/volume) de 0,005 a 0,025. Demonstra 
uma baixa eficiência enzimática na hidrólise destes bioprodutos. Por outro lado, o 
gráfico de superfície resposta para os hidrolisados da tripsina (Figura 1B), apresenta 
uma configuração diferente, na qual a capacidade hidrolítica das enzimas não é afetada 
pelo tempo de exposição destas ao substrato.
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(A) hidrolisados da pepsina e (B) hidrolisados da tripsina.

Figura 1. Superfície de resposta da relação entre o tempo de hidrólise e proporção 
enzima:substrato (E:S) para obtenção do grau de hidrólise das vísceras submetidas à hidrólise 

enzimática de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22. 

A atividade de quelação de cobre pelos hidrolisados está representada na tabela 
2. A ação da pepsina sobre as vísceras bovinas resultou na obtenção de hidrolisados 
com considerável atividade de quelação deste íon, com média de quelação de 51,03%. 
Os tratamentos que resultaram em hidrolisados com maior capacidade quelante foram 
1, 2, 4, 6, 7, 8, 9 e 10, não sendo verifi cada diferença estatisticamente signifi cativa 
entre eles (p<0,05). No entanto, os hidrolisados obtidos pela atividade da tripsina não 
apresentaram quelação de cobre signifi cativa, quando comparados com os hidrolisados 
gerados pela ação da pepsina. Os produtos da hidrólise da tripsina apresentaram 
uma média de quelação de cobre de 17,77%, sendo o tratamento 7 (120 minutos de 
hidrólise e relação enzima:substrato de 1:112) o que alcançou a maior porcentagem de 
quelação. No entanto, os tratamentos de 1 a 9 não diferiram estatisticamente (p>0,05). 

Tratamento
Quelação de íons de cobre (%) Quelação de íons de ferro (%)

Tripsina Pepsina Tripsina Pepsina
1 7,51 ± 5,27ab 50,83 ± 4,70ab 71,70 ± 6,02ab 62,74 ± 8,70a

2 12,26 ± 5,27ab 43,04 ± 4,70ab 83,38 ± 6,02ab 60,17 ± 8,70a

3 27,28 ± 5,27ab 28,73 ± 4,70a 61,30 ± 6,02a 65,73 ± 8,70a

4 19,95 ± 5,27ab 63,02 ± 4,70b 82,84 ± 6,02ab 51,60 ± 8,70a

5 8,38 ± 5,27ab 28,48 ± 4,70a 73,20 ± 6,02ab 38,93 ± 8,70a

6 28,63 ± 5,27b 47,83 ± 4,70ab 94,38 ± 6,02b 43,17 ± 8,70a

7 30,18 ± 5,27b 60,17± 4,70b 81,81 ± 6,02ab 47,70 ± 8,70a

8 27,96 ± 5,27ab 65,52 ± 4,70b 82,95 ± 6,02ab 45,46 ± 8,70a

9 13,90 ± 5,27ab 62,67 ± 4,70b 71,00 ± 6,02ab 48,34 ± 8,70a

10 1,70 ± 5,27a 60,02 ± 4,70b 71,84 ± 6,02ab 53,59 ± 8,70a

Média 17,77 ± 5,27 51,03 ± 4,70 77,44 ± 6,02 51,74 ± 8,70
CV 1 (%) 15,96 51,34 29,13 13,46
CV 2 (%) 33,15 68,61 14,12 3,38

Os resultados representam a média das triplicatas e seu respectivo desvio padrão. Médias indicadas por letras 
iguais na mesma coluna não diferem entre si ao nível de signifi cância de 5%. CV 1: coefi ciente de variação dos 

ensaios. CV 2: coefi ciente de variação das enzimas. 
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Tabela 2. Atividade quelante de íons de cobre e ferro dos hidrolisados das vísceras bovinas 
obtidos por hidrólise enzimática.

De acordo com Saiga et al. (2003) a capacidade de se ligar à íons metálicos 
(Fe2+ e Cu2+) dos peptídeos, assim como das proteínas, baseia-se na presença de 
aminoácidos de caráter ácido (grupamento carboxila em sua cadeia ramifi cada) e básico 
(grupamento amino em sua cadeia ramifi cada) na sua estrutura. Os resultados sobre 
a atividade de quelação de Cu2+ pelos hidrolisados de vísceras bovinas corroboram 
os de Liu et al. (2010) que identifi caram uma expressiva capacidade quelante de Cu2+ 

pelos hidrolisados de proteínas do plasma suíno obtidos pela hidrólise da alcalase, 
onde a atividade quelante aumenta de acordo com o grau de hidrólise, oscilando de 
24,23% de quelação com 6,2% de hidrólise para 44,45% com 17,6% de hidrólise, 
justifi cado pela maior liberação de peptídeos com aminoácidos básicos e ácidos.

Na fi gura 2A é possível observar a superfície resposta para quelação de cobre 
pela associação do tempo de hidrólise da pepsina sobre as vísceras e a relação 
enzima:substrato, que demonstra a alta efi ciência desta enzima na obtenção de 
hidrolisados com capacidade quelante de cobre. Por conseguinte, a fi gura 2B possui 
a relação entre o tempo de hidrólise da tripsina e a proporção enzima:substrato na 
obtenção de hidrolisados com capacidade de quelar íons de cobre, revelando um menor 
potencial biotecnológico desta enzima para a geração de hidrolisados queladores 
deste íon a partir de vísceras bovinas.

A. Quelação de cobre pelos hidrolisados da pepsina; B. quelação de cobre pelos hidrolisados 
da tripsina; C. quelação de ferro pelos hidrolisados da pepsina; D. quelação de ferro pelos 

hidrolisados da tripsina.



A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinária Capítulo 3 28

Figura 2. Superfície de resposta da relação entre o tempo de hidrólise e proporção 
enzima:substrato (E:S) para a quelação de íons metálicos pelos hidrolisados oriundos da ação 

da enzimática de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22.

Quanto a atividade de quelação de íons de ferro, os hidrolisados obtidos pela 
ação das duas enzimas gastrointestinais (pepsina e tripsina) sobre as vísceras bovinas 
demonstraram apreciáveis porcentagens de quelação desse íon (Tabela 3). A média 
de quelação de ferro pelos hidrolisados da tripsina foi de 77,44%, sendo observada 
diferença significativa apenas entre o tratamento 3 (180 minutos de hidrólise e relação 
de enzima:substrato de 1:90), com a menor capacidade quelante de 61,30% , e o 
tratamento 6 (205 minutos de hidrólise e relação de enzima:substrato de 1:60), que 
apresentou maior atividade quelante de ferro de 94,38%. Por sua vez, os hidrolisados 
da pepsina apresentaram média de 51,74% de quelação de íons ferrosos, não sendo 
verificada diferença estatisticamente relevante entre os tratamentos. Desta forma, como 
os hidrolisados da pepsina não apresentaram diferença estatisticamente significativa 
entre os tratamentos para a atividade de quelação de ferro, o tratamento que apresenta 
melhor custo benefício é o 2 (60 minutos de hidrólise e relação enzima:substrato de 
1:30) já que possui uma pequena relação enzima:substrato associado a um menor 
tempo de hidrólise. 

Esses dados corroboram a pesquisa de Yi et al. (2017) no qual a partir da hidrólise 
enzimática da pele de carpa-do-limo (Ctenopharyngodon idella) encontraram uma 
capacidade que quelação de ferro de 40% e 60% para os hidrolisados obtidos pela 
ação associada de colagenase e tripsina por 20,4 horas e 21,9 horas, respectivamente, 
e de 95% para os hidrolisados gerados pela alcalase® por 1,6 horas. De forma menos 
expressiva quanto a quelação de ferro, WU et al. (2017) através da hidrólise enzimática 
da gelatina de bacalhau do Pacífico, identificaram uma capacidade de quelação 
deste íon de 12%, 6% e 9% para os hidrolisados obtidos da proteólise da tripsina, 
alcalase e flavoenzima, respectivamente, por 120 minutos em condições ótimas para 
cada enzima. Outros autores como Jamdar et al. (2010) e Thiansilakul et al. (2007) 
identificaram alta capacidade de quelação de Fe2+ em hidrolisados de proteínas do 
amendoim obtidos pela atividade da alcalase e hidrolisados de proteínas musculares 
de peixes (Decapterusm urussi), respectivamente.

A figura 2C contém a superfície resposta para a quelação de ferro pela associação 
do tempo de hidrólise da pepsina sobre as vísceras bovinas com a proporção 
enzima:substrato de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22, 
onde é possível visualizar que os hidrolisados com maior capacidade quelante para 
esse íon são aqueles obtidos por uma combinação de relação [E]:[S] entre 0,015 a 
0,035 com tempo de hidrólise entre 80 a 160 minutos. Já em relação aos hidrolisados 
da tripsina (Figura 2D), é possível observar que a maior capacidade quelante de ferro 
ocorre por hidrolisado obtidos por uma junção de baixa relação [E]:[S] (100.5 a 101.5) 
e tempos de hidrólise reduzidos (20 a 80 minutos), o que revela um baixo custo-
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benefício para obtenção de bioprodutos com ação antioxidante de quelação de ferro 
pelo emprego da tripsina sobre as vísceras bovinas.

Analisando a capacidade dos hidrolisados em eliminar os radicais hidroxila e 
superóxido in vitro (Tabela 4), foi constatado que esses bioprodutos obtidos da hidrólise 
enzimática de vísceras bovinas empregando diferentes relações enzima:substrato e 
tempos de exposição às enzimas apresentam alta capacidade de eliminação do radical 
hidroxila, em todas as condições aplicadas (exceto no tratamento 5 da tripsina no 
qual foi empregado 35 minutos de hidrólise e uma relação enzima:substrato de 1:60), 
obtendo uma média de eliminação de 100% para os hidrolisados da pepsina e de 
95,95% para os hidrolisados da pepsina, não apresentando diferença estatisticamente 
relevante (p<0,05) entre as enzimas. Apesar de uma menor taxa de eliminação do 
radical superóxido quando comparados ao radical hidroxila, os hidrolisados se 
mostraram eficientes na eliminação desse radical livre, sendo observado uma média 
de eliminação de 81,02% para os hidrolisados da tripsina e de 65,43% para os 
bioprodutos gerados pela ação da pepsina.  

Tratamento
Eliminação do radical hidroxila (%) Eliminação do radical superóxido (%)

Tripsina Pepsina Tripsina Pepsina
1 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 84,9 ± 4,04 61,73 ± 14,92
2 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 78,92 ± 1,61 65,51 ± 6,77
3 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 78,18 ± 2,63 62,63 ± 2,70
4 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 76,98 ± 1,37 43,64 ± 10,29
5 59,5 ± 10,15 100,0 ± 0,00 72,94 ± 2,02 78,62 ± 11,64
6 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 79,67 ± 3,76 70,25 ± 11,35
7 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 84,15 ± 2,02 49,48 ± 27,06
8 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 81,76 ± 1,12 76,83 ± 22,99
9 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 87,59 ± 2,07 75,93 ± 15,98

10 100,0 ± 0,00 100,0 ± 0,00 85,05 ± 0,52 65,62 ±16,07
Média 95,95 ± 12,80 100,0 ± 0,00 81,02 ± 4,48 65,43 ± 11,57

Os resultados representam a média das triplicatas e seu respectivo desvio padrão.

Tabela 3. Atividade de eliminação de radicais livres in vitro pelos hidrolisados das vísceras 
bovinas obtidos por hidrólise enzimática.

A figura 3A contém o gráfico de superfície resposta para a eliminação do radical 
superóxido pelos hidrolisados da tripsina, onde é possível visualizar que os hidrolisados 
com maior capacidade eliminação para esse radical são aqueles obtidos pelos ensaios 
com alta relação enzima:substrato, não sendo relevante o tempo de hidrólise. 
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Figura 3. Superfície de resposta da relação entre o tempo de hidrólise e proporção 
enzima:substrato (E:S) para a atividade de eliminação dos radicais livres pelos hidrolisados 

oriundos da ação da enzimática de acordo com o planejamento composto central rotacionado 
22.

A. eliminação do radical superóxido pelos hidrolisados oriundos da ação tripsina; B. eliminação do radical 
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrasil) pelos hidrolisados oriundos da ação da pepsina; C. eliminação do radical DPPH 

(2,2-difenil-1-picrilidrasil) pelos hidrolisados oriundos da ação da tripsina.

Outrossim, os dados das taxas de eliminação dos radicais DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidrasil) e ABTS+• (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) estão 
listados na tabela 5. Foi constatado que os hidrolisados da pepsina possuem maior 
capacidade de eliminação do radical DPPH em comparação com os da tripsina, 
sendo uma média de eliminação de 78,68% e 68,74%, respectivamente. Apenas os 
tratamentos 2 (60 minutos de hidrólise e relação [E]:[S] de 1:30) e 6 (205 minutos 
de hidrólise e relação [E]:[S] de 1:60) da tripsina e o tratamento 3 (180 minutos de 
hidrólise e relação [E]:[S] de 1:80) da pepsina não apresentaram poder de eliminação 
para esse radical. Por outro lado, os bioprodutos gerados pela ação da tripsina 
demonstraram maior efi ciência de eliminação do radical ABTS (97,88% de eliminação) 
em comparação aos hidrolisados da pepsina (94,51% de eliminação). Sendo que os 
tratamentos 3, 7, 8, 9 e 10 da tripsina apresentaram máximo poder de eliminação do 
radical ABTS in vitro.
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Tratamento
Eliminação do radical DPPH (%) Eliminação do radical ABTS (%)

Tripsina Pepsina Tripsina Pepsina
1 38,51 ± 7,83 78,98 ± 33,49 96,75 ± 0,77 95,65 ± 0,24
2 0,00 ± 0,00 22,83 ± 9,37 96,75 ± 0,97 93,63 ± 2,81
3 100,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 100,00 ± 0,00 90,52 ± 0,26
4 100,00 ± 0,00 56,25 ± 6,55 99,32 ± 0,06 92,30 ± 0,10
5 84,07 ± 7,63 80,12 ± 7,82 87,06 ± 4,17 98,39 ± 0,30
6 0,00 ± 0,00 76,49 ± 9,04 98,97 ± 0,18 93,36 ± 0,06
7 96,11 ± 27,69 76,60 ± 7,30 100,00 ± 0,00 97,60 ± 0,26
8 89,05 ± 12,72 73,27 ± 5,98 100,00 ± 0,00 92,37 ± 0,76
9 94,55 ± 27,10 68,71 ± 6,98 100,00 ± 0,00 95,38 ± 0,62
10 85,11 ± 32,78 70,26 ± 6,47 100,00 ± 0,00 95,86 ± 0,93

Média 68,74 ± 40,34 78,98 ± 33,43 97,88 ± 4,02 94,51 ± 2,50
Os resultados representam a média das triplicatas e seu respectivo desvio padrão.

Tabela 4. Atividade de eliminação de radicais livres pelos hidrolisados das vísceras bovinas 
obtidos por hidrólise enzimática.

Os gráfico de superfície resposta para a eliminação do radical DPPH pelos 
hidrolisados da pepsina e tripsina de acordo com o planejamento composto central 
rotacionado 22 (Figuras 3B e 3C, respectivamente), demonstram que os hidrolisados 
da pepsina que associam elevada relação [E]:[S] com prolongado tempo de hidrólise e 
baixa relação [E]:[S] com tempo de hidrólise reduzido, apresentam menor capacidade 
de eliminação desse radical. Em contrapartida, os hidrolisado da tripsina que 
apresentam associações de menor relação [E]:[S] com tempo de hidrólise reduzido e 
elevada relação [E]:[S] com tempo de hidrólise aumentado são os que demonstraram 
menor eficiência como agentes antioxidantes para a eliminação do radical DPPH.

As figuras 4A e 4B contêm a superfície resposta da ação antioxidante de 
eliminação do radical ABTS dos hidrolisados da pepsina e tripsina, por essa ordem. 
É possível atestar que os hidrolisados da pepsina que apresentam maior capacidade 
antioxidante para esse radical são aqueles obtidos pelos ensaios do planeamento 
composto central rotacionado 22 que associam relações enzima:substrato medianas 
(0,015 a 0,030) com tempos de hidrólise entre 80 e 160 minutos. Já para os hidrolisados 
da tripsina, aqueles gerados pela associação de altas relações enzima:substrato com 
duradouros tempos de hidrólise (180 a 220 minutos) apresentam maior poder de 
eliminação do radical ABTS. 
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A. hidrolisados da pepsina; B. Hidrolisados da tripsina.

Figura 4. Superfície de resposta da relação entre o tempo de hidrólise e proporção 
enzima:substrato (E:S) para a atividade de eliminação do radical ABTS pelos hidrolisados 

oriundos da ação enzimática de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22.

4 |  CONCLUSÕES 

Com os resultados da pesquisa é possível constatar o potencial biotecnológico 
dos hidrolisados das vísceras bovinas (coração, fígado e pulmão), sendo uma fonte 
de peptídeos bioativos com atividade antioxidante de quelação de íons metálicos 
(ferro e cobre) e de eliminação de radicais livres (hidroxila, superóxido, DPPH e ABTS) 
in vitro. A utilização das enzimas comerciais pepsina e tripsina se mostra efi caz na 
obtenção de peptídeos com capacidade antioxidante a partir de materiais de descarte 
em abatedouros (vísceras bovinas) e as relações enzima:substrato utilizadas no 
planejamento composto central rotacionado 22 se mostram igualmente efetivas na 
liberação por hidrólise destes bioprodutos, apresentando uma favorável relação custo-
benefício. Os hidrolisados da pepsina, apesar de apresentarem um menor grau de 
hidrólise se comparados aos da tripsina, apresentam maior atividade antioxidante de 
quelação de cobre e eliminação do radical DPPH. Por sua vez, os hidrolisados obtidos 
da ação proteolítica da tripsina, que se mostra a enzima mais efi caz na hidrólise das 
vísceras, revelam um maior poder de quelação de íons de ferro e eliminação dos 
radicais superóxido e ABTS. No que concerne a eliminação do radical hidroxila, os 
hidrolisados de ambas as enzimas apresentam boa efi ciência antioxidante para essa 
atividade. Desta forma, o hidrolisados de vísceras bovinas demonstram potencial 
biotecnológico de se tornarem agentes antioxidantes de uso comercial passíveis de 
serem utilizados na indústria alimentícia, farmacêutica e química. 
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