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1. INTRODUÇÃO 
 

Os subprodutos provenientes da industrialização de pescado possuem 
elevado teor proteico; sendo assim podem servir como matéria-prima para a 
obtenção de produtos de maior valor agregado como os hidrolisados proteicos 
(CHALAMAIAH et al., 2012; SILA; BOUGATEF, 2016). Aliado a isso, os 
subprodutos correspondem cerca de 50% do pescado (LOPES et al., 2015). A 
pescada-olhuda (Cynoscion guatucupa) é um pescado comumente capturado na 
região Sul do Brasil (HAIMOVICI et al., 1989) e os subprodutos se tornam uma 
matéria-prima interessante para a obtenção de hidrolisados proteicos na região. 

A hidrólise enzimática tem sido o método preferido para o obtenção de 
hidrolisados proteicos e peptídeos, pois não deixa resíduos tóxicos, possibilitando 
a posterior utilização em formulação alimentícias (NAJAFIAN; BABJI, 2012). 
Nesse contexto, os hidrolisados proteicos de pescado e espécies marinhas têm 
ganhado destaque pela diversa bioatividade, como: antioxidante, anti-
hipertensiva, antimicrobiana, neuroprotetora, dentre outras (CAI et al., 2014; 
ELAVARASAN et al., 2016; LATORRES et al., 2018; ROCHA et al., 2018; SILA; 
BOUGATEF, 2016; ZAMORA-SILLERO et al., 2018). 

A busca por antioxidantes naturais é intensa, visto que o excesso de 
espécies reativas de oxigênio (EROs) no metabolismo resulta em estresse 
oxidativo, o qual tem sido associado ao aparecimento de diversas doenças 
(NAJAFIAN; BABJI, 2012; PISOSCHI; POP, 2015). No entanto, compostos 
bioativos necessitam resistir a condições de degradação por fatores endógenos 
durante a digestão para exercer um efeito fisiológico (ADITYA; ESPINOSA; 
NORTON, 2016; MOHAN et al., 2015). Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o 
efeito da simulação da digestão in vitro sobre a atividade antioxidante de 
hidrolisados proteicos oriundos de subprodutos da pescada-olhuda, obtidos com 
as enzimas Alcalase e Protamex no grau de hidrólise de 10%. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Como matéria-prima foi utilizada uma mistura de subprodutos (carne 
mecanicamente separada e aparas) de pescada-olhuda, proveniente de uma 
indústria de processamento de pescado da cidade de Rio Grande. A hidrólise 
enzimática foi realizada conforme o método descrito por Chi et al. (2015), com 
modificações. A matéria-prima e as enzimas foram utilizadas na proporção de 
10% (mproteína/v) e 2% de enzima-substrato proteico, respectivamente. Primeiro, foi 
realizada a inativação das enzimas endógenas (85ºC/10 min), posteriormente a 
reação foi realizada nas condições ótimas de cada enzima, sendo para Alcalase 
(pH 8,0 e 50 ºC) e Protamex (pH 7,0 e 50 ºC). O grau de hidrólise foi monitorado 
pelo método de pH-stat segundo o método descrito por Adler-Nissen (1986) até 
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atingir o grau de hidrólise de 10%. A simulação da digestão gastrointestinal in vitro 
dos hidrolisados foi realizada de acordo com o descrito  por  Chai et al. (2013), 
com modificações. As amostras (3,5% m/v) foram dissolvidas em PBS (pH 7,4) e 
o pH ajustado para 2,0 seguido da adição da pepsina a uma concentração final de 
4% (m/m, enzima/substrato) e incubadas a 37ºC por 2 h para avaliar a digestão 
gástrica. Após, foi realizado o ajuste do pH para 5,3 com solução NaHCO3 (0,9 M) 
e para 7,5 com NaOH (1M) seguido da adição da pancreatina a uma 
concentração final de 4% (m/m, enzima/substrato) e foram incubadas a 37ºC por 
4 h. A atividade antioxidante foi avaliada por 3 métodos: atividade de eliminação 
de radicais ABTS de acordo com  Re et al. (1999) com adaptações de Zheng et 
al. (2016) para ensaio em microplacas, atividade sequestradora de radicais DPPH 
realizada de acordo com o descrito por Nicklisch e Waite (2014), com 
modificações, bem como atividade de eliminação de radicais hidroxila de acordo 
com o descrito por Jin et al. (2016), com modificações.  

Os resultados foram tratados por análise de variância (ANOVA) e teste de 
Tukey considerando um nível de 95% de confiança. Todas as análises foram 
realizadas em triplicata. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A atividade antioxidante dos hidrolisados antes e após a simulação da 
digestão gástrica e gastrointestinal in vitro obtida por diferentes métodos são 
mostradas na Figura 1. 

 
Figura 1– Atividade antioxidante do hidrolisado obtido com a enzima Alcalase (A) 

e do hidrolisado obtido com a enzima Protamex (B) pelos diferentes métodos. 

 

              
Letras diferentes indicam que há diferença significativa para o mesmo teste (p < 0,05). 

 

Vários mecanismos devem ser utilizados para avaliar a atividade 
antioxidante de proteínas e peptídeos, em vista da composição por diferentes 
aminoácidos que possuem diferentes propriedades antioxidantes, sendo alguns 
mais eficazes como sequestrantes de radicais ou redutores de metais (ALEMÁN, 
GIMÉNEZ; MONTERO; GÓMEZ-GUILLÉN, 2011; KETNAWA et al., 2017).  

A resistência à digestão gastrointestinal dos peptídeos é um fator crucial que 
deve ser avaliado para garantir efeitos fisiológicos, uma vez que podem ser 
degradados por uma série de peptidases quando submetidos ao trato 
gastrointestinal (GIANFRANCESCHI et al., 2018). 

De acordo com os resultados apresentados na Figura 1, pode ser observado 
que para o ensaio de eliminação do radical DPPH ambas amostras apresentaram 
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decréscimo na atividade antioxidante após a digestão gástrica e gastrointestinal. 
De acordo com You et al. (2010), os peptídeos tornam-se mais solúveis em água 
depois de digeridos, o que pode ter dificultado a interação com o radical 
lipossolúvel. 

Diferentemente do observado para o radical DPPH, para o radical ABTS as 
amostras mantiveram ou aumentaram a atividade antioxidante depois de 
submetidas a digestão. Esse fato pode ser explicado pelos peptídeos tornarem-se 
mais solúveis após o processo, facilitando a interação com o radical ABTS (YOU 
et al., 2010). Para o teste de eliminação do radical hidroxila, as amostras 
apresentaram um decréscimo na atividade antioxidante após a digestão gástrica e 
um aumento na capacidade de eliminação do radical após a digestão 
gastrointestinal. You et al. (2010) observaram um comportamento similar a este 
estudo encontrando uma atividade de eliminação de 78,9%; 64,3% e 88,5% para 
a amostra e após a digestão gástrica e gastrointestinal de hidrolisado de peixe-
cobra (Misgurnus anguillicaudatus) obtido com a enzima papaína. 

 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Foi comprovado que a simulação da digestão é uma ferramenta útil na 

avaliação da estabilidade da atividade antioxidante de hidrolisados proteicos in 
vitro frente à ação das enzimas digestivas. Dessa forma, foi possível observar que 
ambos hidrolisados continuaram apresentando atividade antioxidante após a 
digestão pelos três métodos analisados, sugerindo que os mesmos são 
bioacessíveis. 
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