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APRESENTACAO

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 langamento desse e-book
“A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria”, com texto escrito
de forma clara e direta, trazendo muitos assuntos atuais no campo da medicina
veterinaria, proporcionando ao leitor uma viagem cientifica e agradavel, pelo cuidado
gue os autores dos capitulos tiveram em convidar especialistas com longa experiencia
em cada area a ser abordada.

Os assuntos séo diversos para facilitar atualizagao dos leitores, que precisam
saber de temas como: homeopatia e imunidade em gado leiteiro, bem-estar dos
equideos, visceras de bovinos na alimentacdo, 0leo de neem para Chrysomya
megacephala, babesiose em cées, mormo, pesquisa do virus zika e alfavirus,
leishmaniose visceral, habronemose cutanea, topografia vertebromedular de cateto e
sertolioma benigno em cao. A abordagem de cada tema traz uma pesquisa minuciosa
pelos principais artigos da area, propiciando uma facil revisédo sobre os temas, tornando
essa obra uma fonte cientifica nas mais diversas areas da ciéncia animal.

Os estudantes e profissionais da area hoje sofrem em busca de uma fonte
revisada e cientifica, pois, a internet nem sempre entrega um material revisado por
pesquisadores da area de estudo. O que deixa esse livro ainda mais interessante, por
ser uma obra baseada em pesquisa, e referencias confiaveis no mundo cientifico da
medicina veterinaria. Sendo o e-book esclarecedor para todos que desejam estudar
0S assuntos aqui expostos.

Alécio Matos Pereira
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CAPITULO 3

AVALIACAO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE
HIDROLISADOS PROTEICOS OBTIDOS A PARTIR DE
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RESUMO: A conversao de
de abatedouros em

subprodutos
componentes com
propriedades funcionais empregando enzimas,
soluciona problemas econémicos e de saude
inadequado
residuos. Os componentes com propriedades

devido ao descarte destes
funcionais, principalmente peptideos bioativos,
desempenham funcéo bioldgica, fisioldégica e

bioguimica no organismo. Diante do exposto,

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria

VISCERAS DE BOVINOS

a realizagdo do presente trabalho visou a
investigacdo das caracteristicas e aplicacoes
biotecnolégicas dos peptideos obtidos pela
hidrélise enzimatica de visceras bovinas por
meio da acdo de duas enzimas comerciais,
a tripsina e a pepsina, empregando-se um
planejamento composto central rotacionado
com oito ensaios e duas repeticbes no ponto
central. O software utilizado para realizar a
analise estatistica foi o SISVAR, verséo 5.6,
DEX-UFLA. A média de hidrélise para a pepsina
foi de 18,43%, ja para a tripsina a hidrélise se
mostrou mais eficaz alcangcando uma média
de grau de hidrélise de 63,96%. Quanto a
atividade de quelacédo de ions de cobre e
ferro, os hidrolisados da pepsina apresentaram
médias de quelacdo de 51,03% e 51,74%,
respectivamente. Enquanto os hidrolisados da
tripsina apresentaram média de quelacdo de
17,77% para o cobre e de 77,44% para o ferro.
Frente as atividades de eliminacdo de radicais
livres (ABTS, DPPH, hidroxila e superéxido), os
hidrolisados de ambas as enzimas se mostraram
eficientes, demonstrando taxas de quelagcao
acima de 65,43% para todas as atividades,
atingindo niveis maximos de quelacao do radical
hidroxila pelos hidrolisados da pepsina. Com os
resultados da pesquisa é possivel constatar o
potencial biotecnologico dos hidrolisados das
visceras bovinas (coracao, figado e pulmao),
sendo uma fonte de peptideos bioativos com
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atividade antioxidante de quelacédo de ions metalicos (ferro e cobre) e de eliminagéo
de radicais livres (hidroxila, superoxido, DPPH e ABTS) in vitro, com potencial de se
tornarem agentes antioxidantes de uso comercial passiveis de serem utilizados na
industria alimenticia, farmacéutica e quimica.

PALAVRAS-CHAVE: Peptideos, hidrolise, visceras, 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.

11 INTRODUCAO

Os peptideos bioativos, podem ser definidos como componentes proteicos
contendo de 2 a 20 aminoacidos que, além do seu valor nutricional, exercem um efeito
regulatérios no organismo animal por meio da interacdo com receptores especificos
localizados nas células de 6rgéos especificos, ou pela inducéo de respostas fisiologicas
(RYAN et al., 2011; RAIKOS e DASSIOS, 2014). Dentre fungbes modulatorias, pode-
se citar acao anti-hipertensiva, antioxidante, agonista opioide, imunomoduladora,
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antimicrobiana, prebibtica, antitrombética e hipocolesterolémica (CHABANCE et al.,
1998; RYAN et al., 2011; COSTA et al., 2014; MOHANTY et al., 2016; LORENZO et al.,
2018), além da suas ac¢des terapéuticas, como por exemplo no tratamento de equinos
atletas com osteoartrite a partir de suplementacao alimentar com peptideos bioativos
de colageno (DOBENECKER et al., 2018).

De acordo com Morales-Medina et al. (2016), a conversdo de subprodutos de
matadouros, em particular as visceras, alguns 6rgaos, sangue e residuos da industria
carnea que sao descartados ou ineficientemente aproveitados em componentes com
propriedades funcionais a partir da hidrélise enzimatica, pode solucionar problemas
econdmicos e de salude publica devido ao descarte inadequado destes residuos. A
utilizacdo de enzimas proteoliticas para obtencdo destes bioprodutos oriundos de
subprodutos do abate de animais, aumenta o valor agregado e a lucratividade destas
empresas, beneficiando também a populacédo em termos de saude publica e geragcéo
de uma nova fonte de renda.

A atividade antioxidante desempenhada por peptideos bioativos baseia-se na
diminuicdo dos processos oxidativos e da formagcdo de moléculas conhecidas como
espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species) (GU et al., 2015; LIU
et al., 2015; MARQUES et al., 2015), que podem atacar lipidios de membranas
plasmaticas, proteinas e DNA (acido desoxirribonucleico), causando, desta forma,
muitas doencas, tais como doencgas cardiovasculares, diabetes, cancer e doenca de
Alzheimer, que afetam tanto animais quanto humanos (RYAN et al., 2011).

Por sua vez, a oxidagéo lipidica pode causar deterioracdo da qualidade dos
alimentos e reducéo na vida util do produto, além do consumo de alimentos contendo
produtos de oxidacao lipidica estar associado a inUmeras doencas (ESTERBAUER,
1993; GIMENEZ, 2009; RYAN et al., 2011).

Os peptideos bioativos antioxidantes apresentam grande vantagem, do ponto
de vista comercial, em relacéo aos antioxidantes sintéticos, ja que estes estéo sobre
legislacé@o especifica o que restringe seu uso. Desta forma, os antioxidantes naturais,
tais como os peptideos bioativos, merecem destaque, além de apresentarem alta
eficiéncia e seguranca (GU et al., 2015; LIU et al, 2015; MARQUES et al., 2015).
Diante do exposto, o presente trabalho visa investigar as caracteristicas e aplica¢des
biotecnolédgicas dos peptideos obtidos pela hidrélise enzimatica destes subprodutos
do abate.

2| METODOLOGIA

As visceras bovinas, coracao, figado e pulméo, foram obtidas de fornecedores
locais, situados em mercados publicos de municipios do agreste pernambucano. As
visceras foram coletadas logo ap6s o abate, acondicionadas e transportadas sob
refrigeracao (4 °C), lavadas, pesadas, trituradas, homogeneizadas e armazenadas sob
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congelamento (-18 °C) até a realiza¢do das analises e/ou utilizagdo para obtencao dos
hidrolisados proteicos, apresentando periodo de armazenamento inferior a 60 dias na
proporcéao 1:3 (m/v). Posteriormente empregou-se um planejamento composto central
rotacionado com oito ensaios e duas repeticdes no ponto central. Variando o tempo de
hidrélise e a relacdo enzima: substrato (Tabela 1).

Hidrolisado Tempo de hidrélise? [E]:[S]P
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. PRelacdo Enzima/substrato (p/p).

Tabela 1. Planejamento composto central rotacionado para hidrélise enzimatica de visceras
bovinas empregando pepsina e tripsina.

Para hidrélise das visceras foram empregadas duas enzimas de origem animal,
a pepsina (pH 2,0 e 37 °C) e a tripsina (pH 8,0 e 37 °C), respeitando suas condicoes
6timas de atividade.

O teor de aminoacidos liberados pela hidrélise das visceras (grau de hidrolise)
foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Benjakul e Morrissey
(1997) com algumas modificacées. Foram empregados 31,25 pL do hidrolisado, 0,5
mL de tampéao fosfato de sédio (pH 8,2; 0,2 M), em seguida adicionou-se 250 L de
solucao de TNBS (4cido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico) a 0,01%. A mistura reacional
foi incubada em banho maria a 50 °C por 30 minutos. A reacao foi interrompida com
a adicao de 0,5 mL de sulfito de sodio (0,1 M). A mistura foi mantida ao abrigo da luz
por 15 minutos a temperatura ambiente (25 °C). A absorbéancia foi lida a 420 nm em
espectrofotdmetro (Biochrom LibraS22, Reino Unido) e os aminoacidos expressos em

relacdo a L-leucina. O grau de hidrélise (GH) foi calculado de acordo com a equacéo:
Ar=Ap
[Amax'Ao

] x 100 . Onde A, é a quantidade de ligagGes peptidicas clivadas no tempo t.
A, é a quantidade de aminoacido presente no substrato original. A__ € a quantidade
de aminoacidos presentes na amostra original obtidos apés hidrélise acida (HCI 6 M a
100 °C durante 24 horas).

A atividade quelante de ferro foi realizada de acordo com a metodologia descrita
em Sanchez-Vioque et al. (2012) com modificagcbes, empregando 125 pL dos
hidrolisados, misturados a 0,5 mL de tampao acetato de sédio (0,1 MepH4,9)ea 12,5
pL de solucao Fe?* (2 mM). Apés 30 minutos de incubacao, foi adicionado 50 yL de
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solucéo ferrozina (5mM), e decorrido mais 30 minutos foi realizado leitura em 562 nm
(CARTER, 1971), em espectrofotdmetro. A atividade quelante de cobre foi realizada
de acordo com a metodologia descrita Saiga et al. (2003) com modificacdes, em que
0,5 mL de tampéo acetato de sbdio (pH 6,0, 50 mM) misturado a 12,5 yL de solucao
de CuSO, (5mM) e 125 plL do hidrolisado. Essa mistura foi incubada por 30 minutos
e em seguida adicionado 12,5 pL da solucéo de violeta de pirocatecol (4mM), apos
mais 30 minutos de incubacgéo, a mistura foi lida a 632 nm em espectrofotébmetro. Para
ambas as atividades o controle negativo foi realizado com agua ao invés da amostra,
o controle positivo foi realizado com solugcéo de EDTA a 0,045%, a porcentagem de
inibicéo foi determinada de acordo com a equagao:

A role —A mostr
Atividade quelante (%) = Acontrol Amostra ) * 100

ACuntrule

O ensaio de eliminagdo do radical hidroxila foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Li et al. (2008) com modificacbes propostas por Pownall et al.
(2010). Foram homogeneizados 50uL da amostra contendo os diferentes hidrolisados,
50 pyL de 1,10-fenantrolina (3 mM) dissolvido em tampao fosfato de sédio (0,1 M,
pH 7,4), 50 pL de FeSO, (3 mM) e 30 pL de tampéo fosfato de sodio (0,2 M, pH
7,4) em microplacas de 96 pocos de poliestireno (Corning®, Tewksbury, MA). Ap6s
5 minutos, 50 pL de H,0, (0,01%) foi adicionado para iniciar a reagéo de eliminagéo.
A mistura reacional foi incubada por 1 h a 37 °C, a absorbancia foi mensurada a 536
nm empregando leitor de microplaca. A atividade de eliminagédo do radical hidroxila foi
calculado de acordo com a equacéo:

A —A
Atividade quelante do radical 0H™ (%) = ( Amostra Degradada ) x 100

nio degradada — ADegradada

Onde, os grupos degradados contém todos dos reagentes envolvidos na reacao,
exceto pelo uso de agua substituida pela amostra. O grupo néo-degradado possui
as solugdes da amostra do grupo degradado exceto pelo uso de agua substituindo o
H,O.,.

A atividade de eliminagdo do radical superoxido foi determinada de acordo
com o método descrito por Pownall et al. (2010), com modifica¢cdes, no qual foram
empregados 80 pL das amostras hidrolisadas e misturadas a 80 yL de tampao Tris-
HCI-EDTA 50 mM (pH 8,3 contendo 1 mM de EDTA). A mistura reacional foi incubada
a 25 °C por 10 minutos. Posteriormente, adicionou-se 40 L de solu¢ao de pirogalol
1,5 mM, empregou-se tampédo Tris-HCI-EDTA como controle. A absorbancia foi
determinada a 420 nm por 4 minutos. A capacidade de eliminagéo do radical superdxido
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foi quantificada de acordo com a equacéo:

Atividade de elimina¢do do anion superoxido (%)

_ AAContr oiexmin - AAAmostm /min « 100

AAContrale /min

Na qual, A /min representa a absorbancia por minuto da solugé&o controle

controle

contendo pirogalol e tampéo, e A /min representa a absorbéncia por minuto da

amostra
amostra.

O efeito de eliminacédo 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), modificada por Li et al. (2008). A mistura reacional consistiu em
100 pL da amostra contendo os hidrolisados e 100 pL de solugao etandlica de DPPH
0,16 mM. A reacéo foi incubada por 30 min no escuro, e a absorbéncia mensurada a

517 nm. A habilidade de eliminagéo do radical DPPH foi calculado usando a equagéo:

A — A
Eliminacido do radical DPPH (%) = [1 — ( amostra amostra bmn“’)] * 100
AConErole

Onde, o A
amostra sem o DPPH e A

€ a absorbancia das amostras, A € a absorbéancia da

amostra amostra branca

wonroie © @ absorbancia do controle (solugédo de DPPH sem
amostra).

O ensaio de atividade antioxidante envolveu a eliminacdo do radical cation
ABTS++, gerado a partir da oxidagéo de 2,2’ - azinobis - 3 - etilbenzotiazolina - 6 -
acido sulfénico (ABTS) 7 mM com persulfato de potassio 2,45 mm pré-incubados ao
abrigo da luz por 12-16 horas antes da utilizacdo. A solucao ABTS+- foi ajustada para
absorbancia de 0,70+0,02 a 734 nm em espectrofotometro, por diluicdo em tampao
fosfato 5 mM, sendo realizado de acordo com metodologia descrita por Re et al. (1999),
modificada por Chang et al. (2013). Uma aliquota de 50 pyL da amostra foi misturada a
950 pL da solugdo diluida de ABTS+, a mistura reacional foi incubada por 10 minutos a
abrigo da luz a temperatura ambiente (24 °C). A absorbéncia da reacéo foi mensurada
a 734 nm e a atividade de eliminacéo do radical ABTS foi calculada de acordo com a
equacao:

A —A
Efeito de eliminacio do radical ABTS (%) = [( Controle  amostra )] * 100
AContmie

Onde, o A
controle negativo empregando agua destilada.

€ a absorbancia das amostras, e A é a absorbancia do

amostra controle

Por fim, para realizacdo da analise estatistica, os parametros foram analisados
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em triplicata e os dados expressos em média. Diferengas significativas entre as
visceras submetidas a diferentes tratamentos enzimaticos e tempo de hidrélise foram
obtidas através da avaliacao de diferencas entre as médias empregando-se o teste de
comparacao multiplas de Tukey utilizado o software SISVAR, verséao 5.6, DEX-UFLA
(FERREIRA, 2014).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a andlise dos resultados do grau de hidrolise das visceras bovinas coragao,
figado e pulméao, submetidas a acéo de duas enzimas pepsina e tripsina, é possivel
constatar que a média de hidrélise para a pepsina foi de 18,43%, ja para a tripsina
a hidrélise se mostrou mais eficaz alcancando uma média de grau de hidrolise de
63,96%. Os tratamentos que alcancaram maior hidrélise pelo emprego da pepsina
foram 1 (28,17%), 2 (41,32%), 4 (25,11) e 5 (22,70%) néo diferindo estatisticamente
entre si (p<0,05). Por sua vez, os hidrolisados gerados pela acao da tripsina sobre
as visceras que apresentaram maiores valores de grau de hidrélise foram os ensaios
3 (72,66%), 5 (74,47%), 8 e 10 (ambos com 100%) ndo sendo verificada diferenca
estatisticamente relevante entre eles (p<0,05).

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

Na figura de superficie de resposta para a hidrolise das visceras pela pepsina
(Figura 1A), é possivel constatar que os tratamentos que apresentam a melhor
combinacao de tempo de hidrolise e propor¢cdo enzima:substrato para potencializar
o grau de hidrélise séo aqueles que possuem um tempo de hidrolise entre 180 a 220
minutos, e propor¢cao enzima:substrato (volume/volume) de 0,005 a 0,025. Demonstra
uma baixa eficiéncia enzimatica na hidrélise destes bioprodutos. Por outro lado, o
gréafico de superficie resposta para os hidrolisados da tripsina (Figura 1B), apresenta
uma configuracao diferente, na qual a capacidade hidrolitica das enzimas néo € afetada
pelo tempo de exposicao destas ao substrato.
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Figura 1. Superficie de resposta da relacao entre o tempo de hidrélise e proporcéao

enzima:substrato (E:S) para obtencao do grau de hidrélise das visceras submetidas a hidrélise

enzimatica de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22.

A atividade de quelacéo de cobre pelos hidrolisados esta representada na tabela
2. A acao da pepsina sobre as visceras bovinas resultou na obtencéo de hidrolisados
com consideravel atividade de quelacao deste ion, com média de quelacao de 51,03%.
Os tratamentos que resultaram em hidrolisados com maior capacidade quelante foram
1,2, 4,6,7,8,9 e 10, ndo sendo verificada diferenca estatisticamente significativa
entre eles (p<0,05). No entanto, os hidrolisados obtidos pela atividade da tripsina nao
apresentaram quelagao de cobre significativa, quando comparados com os hidrolisados
gerados pela acdo da pepsina. Os produtos da hidrélise da tripsina apresentaram
uma média de quelacéo de cobre de 17,77%, sendo o tratamento 7 (120 minutos de
hidrélise e relacéo enzima:substrato de 1:112) o que alcangou a maior porcentagem de
quelacao. No entanto, os tratamentos de 1 a 9 ndo diferiram estatisticamente (p>0,05).

Quelacgéo de ions de cobre (%)

Quelacgéao de ions de ferro (%)

Tratamento Tripsina Pepsina Tripsina Pepsina

1 7,51 £5,27% 50,83 + 4,70% 71,70 + 6,022 62,74 + 8,702

2 12,26 £5,27% 43,04 +4,70%® 83,38 + 6,02 60,17 + 8,702

3 27,28 + 5,27 28,73 4,702 61,30 + 6,022 65,73 £ 8,702

4 19,95 + 5,272 63,02 + 4,70b 82,84 + 6,022 51,60 + 8,702

5 8,38 + 5,27 28,48 + 4,702 73,20 + 6,02% 38,93 + 8,702

6 28,63 +5,27° 47,83 + 4,70% 94,38 + 6,02° 43,17 + 8,702

7 30,18 +5,27° 60,17+ 4,70° 81,81 + 6,02 47,70 + 8,702

8 27,96 + 5,27% 65,52 + 4,70° 82,95 + 6,02% 45,46 + 8,702

9 13,90 + 5,272 62,67 +4,70° 71,00 + 6,022 48,34 + 8,702

10 1,70 £ 5,272 60,02 + 4,70° 71,84 + 6,02 53,59 + 8,702

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 padrao. Médias indicadas por letras
iguais na mesma coluna nao diferem entre si ao nivel de significancia de 5%. CV 1: coeficiente de variacao dos
ensaios. CV 2: coeficiente de variacdo das enzimas.
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Tabela 2. Atividade quelante de ions de cobre e ferro dos hidrolisados das visceras bovinas
obtidos por hidrélise enzimatica.

De acordo com Saiga et al. (2003) a capacidade de se ligar a ions metalicos
(Fe?* e Cu?) dos peptideos, assim como das proteinas, baseia-se na presenca de
aminoacidos de carater acido (grupamento carboxila em sua cadeia ramificada) e basico
(grupamento amino em sua cadeia ramificada) na sua estrutura. Os resultados sobre
a atividade de quelacao de Cu2+ pelos hidrolisados de visceras bovinas corroboram
os de Liu et al. (2010) que identificaram uma expressiva capacidade quelante de Cu?*
pelos hidrolisados de proteinas do plasma suino obtidos pela hidrélise da alcalase,
onde a atividade quelante aumenta de acordo com o grau de hidrélise, oscilando de
24,23% de quelagcdo com 6,2% de hidrélise para 44,45% com 17,6% de hidrdlise,
justificado pela maior liberagao de peptideos com aminoacidos basicos e acidos.

Na figura 2A é possivel observar a superficie resposta para quelagao de cobre
pela associagdo do tempo de hidrélise da pepsina sobre as visceras e a relacéo
enzima:substrato, que demonstra a alta eficiéncia desta enzima na obtencdo de
hidrolisados com capacidade quelante de cobre. Por conseguinte, a figura 2B possui
a relacao entre o tempo de hidrélise da tripsina e a propor¢cado enzima:substrato na
obtencéo de hidrolisados com capacidade de quelar ions de cobre, revelando um menor
potencial biotecnolégico desta enzima para a geragdo de hidrolisados queladores
deste ion a partir de visceras bovinas.
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A. Quelagao de cobre pelos hidrolisados da pepsina; B. quelagéo de cobre pelos hidrolisados
da tripsina; C. quelacgéo de ferro pelos hidrolisados da pepsina; D. quelagao de ferro pelos
hidrolisados da tripsina.
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Figura 2. Superficie de resposta da relacdo entre o tempo de hidrélise e propor¢éao
enzima:substrato (E:S) para a quelacao de ions metalicos pelos hidrolisados oriundos da acao
da enzimatica de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22.

Quanto a atividade de quelacéo de ions de ferro, os hidrolisados obtidos pela
acao das duas enzimas gastrointestinais (pepsina e tripsina) sobre as visceras bovinas
demonstraram apreciaveis porcentagens de quelacédo desse ion (Tabela 3). A média
de quelacéo de ferro pelos hidrolisados da tripsina foi de 77,44%, sendo observada
diferenca significativa apenas entre o tratamento 3 (180 minutos de hidrélise e relagdo
de enzima:substrato de 1:90), com a menor capacidade quelante de 61,30% , € 0
tratamento 6 (205 minutos de hidrélise e relagcdo 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 quelacéo de ions ferrosos, néo sendo
verificada diferenga estatisticamente relevante entre os tratamentos. Desta forma, como
os hidrolisados da pepsina n&o apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos para a atividade de quelagao de ferro, o tratamento que apresenta
melhor custo beneficio € o 2 (60 minutos de hidrélise e relagédo enzima:substrato de
1:30) ja que possui uma pequena relagcado enzima:substrato associado a um menor
tempo de hidrélise.

Esses dados corroboram a pesquisa de Yi et al. (2017) no qual a partir da hidrélise
enzimatica da pele de carpa-do-limo (Ctenopharyngodon idella) encontraram uma
capacidade que quelacéo de ferro de 40% e 60% para os hidrolisados obtidos pela
acao 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 quelacéo de ferro, WU et al. (2017) através da hidrolise enzimatica
da gelatina de bacalhau do Pacifico, identificaram uma capacidade de quelagéao
deste ion de 12%, 6% e 9% para os hidrolisados obtidos da protedlise da tripsina,
alcalase e flavoenzima, respectivamente, por 120 minutos em condi¢des 6timas para
cada enzima. Outros autores como Jamdar et al. (2010) e Thiansilakul et al. (2007)
identificaram alta capacidade de quelacdo de Fe?* em hidrolisados de proteinas do
amendoim obtidos pela atividade da alcalase e hidrolisados de proteinas musculares
de peixes (Decapterusm urussi), respectivamente.

Afigura 2C contém a superficie resposta para a quelacéo de ferro pela associacéao
do tempo de hidrolise da pepsina sobre as visceras bovinas com a proporcao
enzima:substrato de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22,
onde é possivel visualizar que os hidrolisados com maior capacidade quelante para
esse ion sao aqueles obtidos por uma combinacéo de relacéo [E]:[S] entre 0,015 a
0,035 com tempo de hidrélise entre 80 a 160 minutos. Ja em relacéo aos hidrolisados
da tripsina (Figura 2D), é possivel observar que a maior capacidade quelante de ferro
ocorre por hidrolisado obtidos por uma juncéo de baixa relagao [E]:[S] (100.5 a 101.5)
e tempos de hidrolise reduzidos (20 a 80 minutos), o que revela um baixo custo-
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beneficio para obtencao de bioprodutos com acéo antioxidante de quelacao de ferro
pelo emprego da tripsina sobre as visceras bovinas.

Analisando a capacidade dos hidrolisados em eliminar os radicais hidroxila e
superoéxido in vitro (Tabela 4), foi constatado que esses bioprodutos obtidos da hidrélise
enzimatica de visceras bovinas empregando diferentes relagdes enzima:substrato e
tempos de exposicao as enzimas apresentam alta capacidade de eliminag¢ao do radical
hidroxila, em todas as condi¢cbes aplicadas (exceto no tratamento 5 da tripsina no
qual foi empregado 35 minutos de hidrélise e uma relagdo enzima:substrato de 1:60),
obtendo uma média de eliminacdo de 100% para os hidrolisados da pepsina e de
95,95% para os hidrolisados da pepsina, ndao apresentando diferenca estatisticamente
relevante (p<0,05) entre as enzimas. Apesar de uma menor taxa de eliminacdo do
radical superdxido quando comparados ao radical hidroxila, os hidrolisados se
mostraram eficientes na eliminacdo desse radical livre, sendo observado uma média
de eliminagcdo de 81,02% para os hidrolisados da tripsina e de 65,43% para 0s
bioprodutos gerados pela acéo da pepsina.

Eliminagcéo do radical hidroxila (%) Eliminacao do radical superdxido (%)

Tratamento 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 59,56 +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 padréo.

Tabela 3. Atividade de eliminagé&o de radicais livres in vitro pelos hidrolisados das visceras
bovinas obtidos por hidrélise enzimatica.

A figura 3A contém o grafico de superficie resposta para a eliminagao do radical
superoxido pelos hidrolisados da tripsina, onde € possivel visualizar que os hidrolisados
com maior capacidade eliminac&o para esse radical séo aqueles obtidos pelos ensaios
com alta relagéo enzima:substrato, ndo sendo relevante o tempo de hidrdlise.
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Figura 3. Superficie de resposta da relacao entre o tempo de hidrélise e propor¢céao
enzima:substrato (E:S) para a atividade de eliminagcéo dos radicais livres pelos hidrolisados
oriundos da agao da enzimatica de acordo com o planejamento composto central rotacionado
22,

A. eliminagéo do radical superéxido pelos hidrolisados oriundos da agéo tripsina; B. eliminagéo do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrasil) pelos hidrolisados oriundos da acao da pepsina; C. eliminacéo do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrasil) pelos hidrolisados oriundos da agéo da tripsina.

Outrossim, os dados das taxas de eliminacdo dos radicais DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidrasil) e ABTS++ (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) estao
listados na tabela 5. Foi constatado que os hidrolisados da pepsina possuem maior
capacidade de eliminacédo do radical DPPH em comparagdo com os da tripsina,
sendo uma média de eliminacdo de 78,68% e 68,74%, respectivamente. Apenas 0s
tratamentos 2 (60 minutos de hidrélise e relacao [E]:[S] de 1:30) e 6 (205 minutos
de hidrolise e relacao [E]:[S] de 1:60) da tripsina e o tratamento 3 (180 minutos de
hidrélise e relacao [E]:[S] de 1:80) da pepsina ndo apresentaram poder de eliminacéo
para esse radical. Por outro lado, os bioprodutos gerados pela acdo da tripsina
demonstraram maior eficiéncia de eliminacao do radical ABTS (97,88% de eliminacao)
em comparacao aos hidrolisados da pepsina (94,51% de eliminacéo). Sendo que 0s
tratamentos 3, 7, 8, 9 e 10 da tripsina apresentaram maximo poder de eliminagdo do
radical ABTS in vitro.

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria Capitulo 3



Eliminac&o do radical DPPH (%)

Eliminacao do radical ABTS (%)

Tratamento 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 padrao.

Tabela 4. Atividade de eliminagéo de radicais livres pelos hidrolisados das visceras bovinas
obtidos por hidrolise enzimatica.

Os grafico de superficie resposta para a eliminacdo 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 relacdo [E]:[S] com prolongado tempo de hidrélise e
baixa relacao [E]:[S] com tempo de hidrélise reduzido, apresentam menor capacidade
de eliminacdo desse radical. Em contrapartida, os hidrolisado da tripsina que
apresentam associacdes de menor relagao [E]:[S] com tempo de hidrélise reduzido e
elevada relacao [E]:[S] com tempo de hidrélise aumentado sdo os que demonstraram
menor eficiéncia como agentes antioxidantes para a eliminagéo do radical DPPH.

As figuras 4A e 4B contém a superficie resposta da acdo antioxidante de
eliminacéo do radical ABTS dos hidrolisados da pepsina e tripsina, por essa ordem.
E possivel atestar que os hidrolisados da pepsina que apresentam maior capacidade
antioxidante para esse radical sdo aqueles obtidos pelos ensaios do planeamento
composto central rotacionado 22 que associam relagcdes enzima:substrato medianas
(0,015 a0,030) com tempos de hidrélise entre 80 e 160 minutos. Ja para os hidrolisados
da tripsina, aqueles gerados pela associacéo de altas relagdes enzima:substrato com
duradouros tempos de hidrélise (180 a 220 minutos) apresentam maior poder de
eliminacdo do radical ABTS.
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Figura 4. Superficie de resposta da relagdo entre o tempo de hidr6lise e proporgao
enzima:substrato (E:S) para a atividade de eliminagédo do radical ABTS pelos hidrolisados
oriundos da agéo enzimatica de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22.

41 CONCLUSOES

Com os resultados da pesquisa € possivel constatar o potencial biotecnolégico
dos hidrolisados das visceras bovinas (coracéo, figado e pulmao), sendo uma fonte
de peptideos bioativos com atividade antioxidante de quelagdo de ions metalicos
(ferro e cobre) e de eliminacédo de radicais livres (hidroxila, superdxido, DPPH e ABTS)
in vitro. A utilizacdo das enzimas comerciais pepsina e tripsina se mostra eficaz na
obtencéo de peptideos com capacidade antioxidante a partir de materiais de descarte
em abatedouros (visceras bovinas) e as relagdes enzima:substrato utilizadas no
planejamento composto central rotacionado 22 se mostram igualmente efetivas na
liberacao por hidrélise destes bioprodutos, apresentando uma favoravel relacao custo-
beneficio. Os hidrolisados da pepsina, apesar de apresentarem um menor grau de
hidrélise se comparados aos da tripsina, apresentam maior atividade antioxidante de
quelacao de cobre e eliminagao do radical DPPH. Por sua vez, os hidrolisados obtidos
da acdo proteolitica da tripsina, que se mostra a enzima mais eficaz na hidrélise das
visceras, revelam um maior poder de quelacdo de ions de ferro e eliminagdo dos
radicais superéxido e ABTS. No que concerne a eliminagao do radical hidroxila, os
hidrolisados de ambas as enzimas apresentam boa eficiéncia antioxidante para essa
atividade. Desta forma, o hidrolisados de visceras bovinas demonstram potencial
biotecnoldgico de se tornarem agentes antioxidantes de uso comercial passiveis de
serem utilizados na industria alimenticia, farmacéutica e quimica.
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