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INTRODUCAO

Dentre as espécies de peixes mais cultivadas no Brasil, o hibrido tambatinga (Colossoma macropomum X
Piaractus brachypomus) possui destaque na regido Centro-Oeste, por ter uma producdo que se aproximou de 25
mil toneladas no ano de 2020 (BRASIL, 2020). Apesar da grande producdo, um dos maiores problemas na cadeia
produtiva de peixes é a geragdo de residuos durante o processamento, que podem representar mais de 50% da
matéria-prima, podendo variar de acordo com a espécie (SANTOS, 2016). Grande parte desses residuos possuem
excelente qualidade em relag&o a nutrientes, principalmente no que diz respeito a proteinas (IDOWU et al., 2020),
podendo, em alguns casos, serem comparados ao teor nutricional dos produtos de primeira linha, como os filés,
por exemplo. Uma das alternativas para o aproveitamento dos residuos gerados no processamento de pescado é a
producdo de hidrolisados proteicos de pescados (HPP). Os HPP podem conter peptideos bioativos, sendo seu modo
de acdo dependente da sequéncia de aminodcidos. Os HPP podem apresentar atividade antioxidante,
antimicrobiana e ser utilizados tanto na industria de alimentos como na produgdo de farmacos (IDOWU et al.,
2020). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar o padrdo microbiolégico do filé e residuo (espinhaco)
in natura de tambatinga, assim como elaborar, avaliar e comparar o grau de hidr6lise e as atividades antimicrobiana
e antioxidante ABTS, DPPH e FRAP dos hidrolisados proteicos, por meio de um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR?). Apos a avaliacdo dos resultados estatisticos e das superficies de resposta, 0os melhores ensaios
foram selecionados para as andlises de vida prateleira, a fim de determinar a estabilidade dos hidrolisados em
diferentes tempos de congelamento.

METODOLOGIA
O filé e o espinhaco de tambatinga foram adquiridos de uma empresa processadora de pescado, localizada
na cidade de Varzea Grande — MT, ja triturados individualmente e acondicionados em sacos de polietileno,
congelados a -25 °C e, em seguida, transportados em caixas de isopor com gelo atéxico reutilizavel, por meio de
transporte aéreo, até o Laboratério de Bioguimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Unicamp. As amostras foram descongeladas a 5 °C e entdo avaliadas quanto ao Padrédo Microbiolégico estabelecido
pela legislacdo vigente da ANVISA para “7. Pescados: a) Pescados (peixes, crustaceos, moluscos) e miudos (ovas,
moela, bexiga natatdria) crus, temperados ou néo, frescos, resfriados ou congelados”, composto por Salmonella sp.,
estafilococos coagulase positiva e Escherichia coli (BRASIL, 2022), seguindo metodologia descrita por SILVA et
al. (2017), utilizando métodos ISO 6579, ISO 6888 e 1ISO 7251 para 0s micro-organismos citados, respectivamente.
Foram produzidos 4 tipos de hidrolisados: hidrolisado de filé in natura (FI); hidrolisado de filé seco (FS);
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hidrolisado, utilizando o tempo mé&ximo de reacdo (180 min) e sem adicdo da enzima. A Figura 1 ilustra um
esquema simplificado da metodologia utilizada para a obtencéo dos hidrolisados proteicos de tambatinga (CASTRO
e SATO, 2014) e a Tabela 1 ilustra os valores das variaveis estudadas, conforme o DCCR.

Tabela 1. Concentracdo da protease Alcalase® e tempo de reacdo de cada ensaio descrito no DCCR-22 para a producao
de hidrolisados proteicos de tambatinga
Ensaios 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 controle
Concentracédo da 71,8 | 1782 | 71,8 | 178,2 | 50 | 200 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 0
protease (U/mL)
Tempo (min) 775 ] 775 |1625 | 1625 | 120 | 120 | 60 | 180 | 120 | 120 | 120 180

O teor de proteina sollvel foi determinado conforme a metodologia descrita por Lowry et al. (1953),
utilizando albumina sérica bovina como padréo. O grau de hidrélise foi estimado indiretamente pelo teor de proteina
solvel em &cido tricloroacético (TCA; 0,44 mol/L), conforme descrito por Pericin et al. (2009), com adaptacdes
de De Matos et al. (2022). A razdo entre o teor de proteina solivel em TCA (sobrenadante) e o teor de proteina total
nas amostras (sem TCA) foi determinada e expressa em porcentagem.

A atividade antimicrobiana dos hidrolisados proteicos foi testada contra seis cepas de bactérias (Bacillus
cereus ATCC 11778, Clostridium perfringens ATCC 13124, Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus ATCC 23235 e Salmonella entérica sorotipo Typhimurium
ATCC 14028) e cinco fungos filamentosos (Alternaria alternata 1SO34, Aspergillus flavus ATCC 16883,
Aspergillus niger ATCC 1004, Fusarium oxysporum ATCC 48112 e Penicillium digitatum 1SO003), podendo ser
visualizado a metodologia (CLSI, 2012) simplificada na Figura 2.
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coeficiente de determinacdo (p < 0,1), utilizando o software Statistica® 13.3 da TIBCO (Palo Alto, Califérnia,
USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise de Padrdo Microbiolégico, tanto o espinhago quanto o filé in natura encontravam-se de acordo
com o preconizado pela legislacéo, sendo determinado a auséncia de Salmonella sp. em 25 g de amostra, contagens
< 3,0 NMP/g para estafilococos coagulase positiva e < 3,0 NMP/g para Escherichia coli, demonstrando que a
industria processadora, bem como seus manipuladores, possui boas condi¢des higiénico-sanitarias.

De maneira geral, todos os hidrolisados enzimaticos produzidos apresentaram teor de proteina soltvel
aumentado, quando comparados aos seus respectivos controles. O mesmo ocorreu com o grau de hidrolise e com a
maioria dos ensaios para as andlises de atividade antioxidante. Entretanto, ndo foi detectada atividade
antimicrobiana para nenhum dos hidrolisados elaborados na concentracdo estudada para a atividade de inibicéo (50
mg de hidrolisado).

Apos o processo de hidrolise de Fl, houve aumento da proteina soltvel de 3,7 a 6,2 vezes, em comparagdo
ao controle (Tabela 2). Além disso, no estudo do grau de hidrolise das proteinas de Fl, foi observado que ocorreu
aumento da proteina

solivel em TCA de | Tabela 2. Valores médios (+ desvio padrao) de pr_ot,e_ina sollvel, proteina soldvel em TCA e
1,9 a 2,3 vezes, em atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de filé in natura de tambatinga
relagdo ao controle. Proteina Proteina soltvel FRAP DPPH ABTS
Para as atividades | Ensaio | solivel (%) | em TCA (%) (umol TE g
antioxidantes pelos 1 339(21,18) 89,882 (+4,95) | 36,782 (x1,75) | 26,27 (x1,95) | 351,0% (4513)
metodos FRAP e 2 522 (+0,44) 77,65°(+236) | 41,71% (x2,56) | 23,40°% (+154) | 336,2°% (+7,66)
ABTS, 0 ensaio 7 se 3 39¢ (+0,66) 86,40 (+206) | 28,41% (x121) | 27,15°(+x1,09) | 327,8%f (x823)
destacou, com 4 3719 (+2,89) 84,79% (+541) | 26,98%(x339) | 25,28°9(x180) | 316,37(x2,16)
iugnentos de 3,7 e 5 361 (+3,18) 90,207 (x3,97) | 23,87°(x1,02) | 24,63 (+224) | 329,0%f (+5,63)
- vezes, em 6 43% (x100) | 84,94% (za45 | 22,68°(x075) | 24,10"%(x131) | 333,8%% (18,03)
(r:%r?'?r%?e ao  ensaio 7 45 (+2,37) 82,74% (+7,22) 42,323 (+2,58) 25,74 (+0,65) 360,82 (+4,23)
respecti\}amente 8 56° (+3,59) 75,98 (+4,69) 15,467 (+1,29) | 20,44%f(+1,84) | 324,1° (x133)
Entretanto " o0s 9 51% (+0,29) 76,90°(x143) | 33,93“(x1,02) | 20,08 (x114) | 352,6%(+183)
: e ; 10 512 (+1,14) 75,69P (+1,34) 36,14 (+3,70) 18,127 (+1,46) 345,95 (+0,72)
hidrolisados obtidos
apresentaram 11 49°° (+0,22) 78,87 (x119) | 36,07"°(x1,03) | 21,81 (x105) | 342,0° (2,27)
menor  atividade | Controle 9" (+0,27) 39,93° (+1,36) 28,53% (+1 45) 44,662 (+2 45) 223,39 (+1,08)
antioxidante Letras iguais na mesma coluna néo possuem diferenca significativa a nivel de 5% pelo teste de Tukey

estimada pelo método DPPH, em relagdo ao ensaio sem o uso de enzima.

A Tabela 3 ilustra que apds o tratamento com a protease Alcalase® nas amostras FS houve aumento da
proteina soltvel de 4,1 a 6,5 vezes, em relacdo a proteina soltvel do ensaio controle. Além disso, no estudo para
estimar o grau de hidrélise das proteinas foi observado que ocorreu um aumento da proteina solivel em TCA apds
tratamento com a protease de 5,3 a 7 vezes, em relagdo ao ensaio controle. O hidrolisado proteico de filé seco de
tambatinga, obtido no ensaio 7, apresentou diferenca estatistica significativa nas atividades antioxidantes estimadas
pelos métodos FRAP e ABTS, com aumentos de 1,5 e 1,6 vezes, em relacdo aos controles, respectivamente. Ndo
houve aumento significativo entre o controle e as amostras dos demais ensaios quanto a atividade antioxidante pelo

método DPPH.

A Tabela 4 | Tabela 3. Valores médios (+ desvio padrdo) de proteina sollvel, proteina solivel em TCA e
ilustra que para as | atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de filé seco de tambatinga
amostras de El, Ensaio Proteina Proteina soltvel FRAP DPPH ABTS
tratadas solavel (%) em TCA (%) (umol TE g?)
enzimaticamente, 1 522 (+1,54) 69,87 (+386) | 28,520%0 (+104) | 41,00°(x2,53) | 285,6° (+11,04)
hggt\elz?naa%rglzr:/tgl gg 2 459 (+132) | 74,31%(x1101) | 25,10%(+242) | 37,51°(+0,79) | 286,0° (+6,59)
2 a 7 vezes. em 3 49 (+0,95) 66,37° (+4,41) 25,89% (+0,84) | 41,39%°(+1.87) | 297,6% (+0,27)
relagio 2 préteina 4 339 (0,58) 88,742 (+16,60) 32,57 (+1,07) 51,362 (x1,34) | 323,8°¢(+2,33)
solivel do  ensaio 5 426F (+0,44) 80,35% (+4,71) 30,794 (+1,48) | 50,70%(x2,85) | 328,0°(+4,16)
controle. No estudo 6 4459 (11 32) 75,45% (+3,15) 32,19% (x0,61) | 42,47"°(x0,61) | 326,9°(+582)
do grau de hidrdlise 7 349 (+1,02) 88,732 (+0,76) 41,572 (+3,03) 46,90% (+1,86) 353,72 (+7,73)
foi observado que 8 45% (+0,64) 76,54% (+2,84) 24,42°(+169) | 46,79% (x259) | 306,2% (+518)
ocorreu um 9 417 (+0,30) 75,492 (+2,00) 26,730 (12 44) | 45,723 (+297) | 300,8% (+10,48)
aumento da proteina 10 46 (+0,66) 73,05% (+1,36) 25,55% (+352) | 41,73°0,80) | 300,7%(:567)
soluvel em TCA de 11 43%f (+0,64) 74,012 (+1,09) 28,2100 (+1 39 | 41,95 (+2,71) | 315,9°¢ (3,71)
6,6 a 8,9 vezes em | Controle 8" (0,73) 12,65 (+6,75) 33,02° (+1,34) 49532 (+2,63) | 227,5%(+1,54)
re|agéo a0 controle. | Letras iguais na mesma coluna ndo possuem diferenca significativa a nivel de 5% pelo teste de Tukey

Os hidrolisados dos ensaios do ponto central (9, 10 e 11) apresentaram aumento médio de 1,8 e 1,4 vezes na
atividade antioxidante, estimadas por FRAP e ABTS, em relagdo aos controles, respectivamente. Também houve
aumento significativo para a atividade antioxidante estimada por DPPH, quando comparado ao controle.

A Tabela 5 ilustra que, apés a hidrélise com protease houve aumento 2,6 a 3,3 vezes no teor de proteina
soltvel nas amostras de ES comparado com o controle. Na determinacéo do grau de hidrdlise das proteinas, foi
observado que ocorreu aumento da proteina solivel em TCA dos hidrolisados proteicos de 8,6 a 11,6 vezes em
relacdo ao ensaio controle. Nas analises de atividade antioxidante dos hidrolisados foram observados aumentos
estatisticamente significativos para todas os ensaios, quando comparado aos respectivos controles, variando de 1,1
a 1,8 vezes para FRAP; 1,3 a 1,6 vezes para DPPH e 1,2 a 1,4 vezes para ABTS.
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Segundo De

Quadros et al. Tabela 4. Valores médios (+ desvio padrdo) de proteina solGvel, proteina solivel em TCA e
(2019), a eficiéncia ativida_de antioxidante dos hidrolisados proteicos de espinhaco in natura de tambatinga
de um processo de Ensaio Pr,oteina Proteina soltvel FRAP DPPH ABTS
hidrélise enzimatica soluvel (%) | em TCA (%) (mol TE g¥)
de proteinas pode 1 28° (+0,81) 86,552 (+5,33) 7,20°4 (+1.09) | 10,88 (+0,18) 1854,82 (+17,3)
ser medida por meio 2 43P (+0,39) 86,907 (+2,99) 6,749 (+052) | 12,48°(+0,17) 1682,3 (+53,9)
do grau de hidrélise 3 38° (+1,05) 63,96 (+1,81) 6,58 (x0,37) | 12,21°(+0,79) 1759,7% (+64,3)
(GH). Os HPP 4 36° (+0,00) 71,38 (+0,23) | 8,32%°(+0,17) | 12,53°(+0,54) 1788,0% (+68,7)
podem ser 5 329 (+0,88) 70,18%4f (+3,22) 3,99° (+1,26) 8,10° (+0,22) 1720,0% (+5,22)
. 6 43P (+1,61) 64,67°f (+3,13) 7,394 (+047) | 11,11°(20,19) 1779,0% (+62,4)
classificados ~ de 7 36°(x058) | 70,30°% (x134) | 7,64°9(x136) | 9,309(x031) | 1347,7%(504)
acordo com o GH 8 497 (+1,10) 66,75% (x223) | 6,08 (+1,05) | 13,74%(x0,19) | 1449,7°(+545)
sendo: GH < 10% 9 329 (:0,08) 76,59°(:030) | 10,52%(0,74) | 12,297 (x0,10) | 1729,8% (x26,7)
baixa hidrélise e 10 319 (x0,58) 78,34°(+1,12) | 8,36%°(x033) | 11,87%(x037) | 1829,3% (+10,41)
GH >10% alta 11 339(20,22) 73,64%4(x197) | 9,16®(x007) | 12,37°(:038) | 1726,0% (x735)
hidrolise. Portanto, | Controle | 77 (x0,22) 9,749 (+1,42) 5,27%+0,45) | 12,29°(x0,23) | 1288,89(+66,3)
todos 0S | Letras iguais na mesma coluna ndo possuem diferenca significativa a nivel de 5% pelo teste de Tukey

hidrolisados proteicos deste estudo, produzidos com a protease Alcalase® podem ser considerados de alta hidrolise.
Os peptideos de baixa massa molecular (3-20 residuos de aminoacidos) possuem maior bioatividade que as
proteinas nativas ou peptideos com mais que 20 residuos de aminoécidos (IDOWU et al., 2020). A atividade

antioxidante de um [ Tabela 5. Valores médios (+ desvio padrdo) de proteina soldvel, proteina solivel em TCA e
peptideo pode ser atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos de espinhaco seco de tambatinga
atribuida A  sua Ensaio Proteina Proteina soltvel FRAP DPPH ABTS
capacidade de solavel (%) em TCA (%) (umol TE g?)
eliminagio de 1 36° (20,81) 97,45°(+232) | 16,60%(x1,56) | 60,83%(x053) | 653,9°(+13,78)
radicais livres 2 427 (+2,85) 97,93%(¢8,23) | 19,98%(x1.46) | 54,92°°(20,29) | 675,1%%(+21,3)
! de ab cd b abc

laci on 3 36 (+0,95) 90,40% (+7,68) | 19,26%(+042) | 56,58°(125) | 708,0%C (+4,94)
%u;;}%ggs 2e po?:iei 4 46 (+2,29) 73,00¢ (+5,02) 24,592 (+0,80) | 48,819(x057) | 672,89 (+18,0)
redutor (DE 5 453C (41 44) 79,645 (+3,73) 20,66 (+0,54) | 54,56 (+1,32) 592,08 (+22,0)
QUADROS et al 6 462 (+1,61) 78,65 (+5,73) 28,05%(x0,80) | 50,599(+0,20) | 678,929 (+21 1)
2019). O <t d" 7 467 (+1,32) 82,56 (+1,74) 26,26%(x0,22) | 57,00°(+1,30) | 671,9% (x16,42)
ABTg ) ml? 0 do 8 44%c (11 46) | 83,78%¢(x312) | 26,32°(x053) | 49,879(x0,33) | 700,93 (+1594)

€ utilizado 9 438 (x246) | 91,30 (+490) | 20,76 (x2,50) | 56,04 (x075) | 711,1%° (x2.87)
para determinacéo 10 415 (+0,51) 88,74 (+377) | 20,17°9(x2,50) | 55,55% (+1,46) | 723,0%(+11,28)
gﬁtioxidaﬁgac'dagg 11 41°fd (+1.76) 87,74:'“ (24.89) | 21,03%(20,57) | 53,94°(+047) 721,8afb (+20,0)
Controle 14" (x0,24) 8,45 (x2,12) 15,19¢ (+1,70) 37,81° (+0,60) 499,3"(£19,8)

com pOStOS L etras iguais na mesma coluna ndo possuem diferenca significativa a nivel de 5% pelo teste de Tukey

hidrofilicos e lipofilicos por meio da captura do radical ABTS, agindo como doadores de elétrons, causando a
reducdo desse radical livre. Para estimar o poder redutor férrico (FRAP), os compostos antioxidantes também atuam
como doadores de elétrons, levando a reducdo do complexo de Fe®*" para o estado ferroso (Fe?*), aumentando a
absorbancia da reacdo, que esta diretamente relacionada com o poder redutor total de antioxidantes doadores de
elétrons. Ja no ensaio de captura dos radicais DPPH, este é reduzido, causando mudanca na coloracdo da solucéao
violeta para amarelada, uma vez que os radicais sdo eliminados ao receberem atomos de hidrogénio ou elétron.
Assim, os resultados do presente estudo mostram que os hidrolisados proteicos de tambatinga possuem peptideos
capazes de sequestrar radicais livres, doando elétrons ou hidrogénio, além de quelar ions metalicos, como o ferro
e, assim, inibir e/ou retardar processos oxidativos. Estudos com hidrolisados proteicos de carne mecanicamente
separada de tambaqui (Colossoma macropomum), utilizando Alcalase®, também demonstraram potencial
antioxidante consideravel (DE QUADROS et al., 2019).

Apobs a andlise de dados de todos os DCCR, foi observado que a qualidade dos modelos gerados pelo
coeficiente de determinagdo ndo foram significativos (p > 0,1), ndo sendo possivel gerar uma superficie de resposta
bem definida. Foi observado que ndo houve um ensaio especifico e estatisticamente diferente dos demais, indicando
que as variaveis estudadas (tempo e concentracdo de protease) ndo apresentaram influéncia significativa no
processo de hidrolise. Desta forma, para a realizacdo da andlise de vida de prateleira dos hidrolisados quanto a
atividade antioxidante, os ensaios escolhidos foram baseados nos resultados gerados pelo teste de Tukey e, de
maneira individual, nas analises antioxidantes, teor de proteina solGvel, teor de proteina sollivel em TCA,
rendimento (dados ndo mostrados) e variaveis utilizadas no processo de hidrélise, tendo como prioridade para este
ultimo aqueles ensaios com menor ou médio tempo de processo e menor ou média concentragdo enzimética. Sendo
assim, os ensaios escolhidos para a analises de vida de prateleira para Fl, FS, El e ES foram os ensaios 7, 7, PC
(ensaios do ponto central) e 7, respectivamente.
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A Figura 4 mostra a analise de vida de prateleira dos hidrolisados proteicos de tambatinga, por um periodo
de 120 dias, quanto a estabilidade das atividades antioxidantes ABTS, DPPH e FRAP. Na analise da atividade
antioxidante por ABTS os hidrolisados de El e ES apresentaram maior estabilidade do que os hidrolisados de Fl e
FS. As curvas da anélise antioxidante pelo método DPPH mostraram que os hidrolisados de todos os ensaios
perderam atividade em 60 dias. Os hidrolisados FI e FS apresentaram maior estabilidade na atividade antioxidante
estimada por FRAP, comparada com os hidrolisado de El e ES.
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Figura 4. Vida de prateleira quanto as atividades antioxidantes ABTS, DPPH e FRAP de hidrolisados proteicos de
filé in natura (F1), filé seco (FS), espinhago in natura (El) e espinhaco seco (ES) de tambatinga

A capacidade antioxidante de peptideos esta relacionada a habilidade de inibir processos oxidativos em
alimentos, sendo este uma das principais causas de deterioracdo em alimentos, mas que podem ser retardados por meio
da adicdo de agentes antioxidantes naturais, como uma alternativa aos aditivos quimicos. Os hidrolisados proteicos,
obtidos de diversas fontes, podem ser utilizados com intuito de conferir estabilidade a produtos alimenticios por meio
da inibicdo da oxidagdo lipidica (DE QUADROS et. al, 2019).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o filé e 0 espinhago in natura obtidos da indUstria
processadora se encontravam de acordo com a legislacdo brasileira vigente para os padrdes microbiologicos
exigidos.

Apos o processo de hidrolise do filé in natura, filé seco, espinhaco in natura e espinhaco seco de tambatinga,
houve aumento no teor de proteina sollvel, no teor de proteina sollvel em TCA e nas atividades antioxidantes
estimadas pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP, entretanto, ndo foi detectado atividade antimicrobiana nos
hidrolisados.

A analise de vida de prateleira dos hidrolisados demonstraram estabilidade na atividade antioxidante durante
60 dias de armazenamento sob congelamento a -18 °C.

A matéria-prima seca (filé seco e espinhaco seco) apresentou melhor desempenho nas analises estudadas, em
comparagdo com a matéria-prima in natura, indicando que o processo inicial de secagem das amostras a 55°C por
7 horas ndo causa degradacdo proteica significativa.
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