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RESUMO - O presente trabalho avaliou o efeito do fracionamento de peptideos de
hidrolisado de gelatina de tilapia (HGT) por tamanho molecular no perfil peptidico e na
capacidade antioxidante das fracGes peptidicas obtidas. O HGT foi obtido por hidrolise
enzimética e filtrado utilizando membranas de diferentes tamanhos de particula. A
capacidade antioxidante foi avaliada por trés metodologias: capacidade sequestradora
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6- acido sulfénico) (ABTS+) e por inibi¢do da peroxidacao lipidica de &cido linoleico. E
o perfil peptidico analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa.
A andlise dos perfis peptidicos mostrou ndo s6 uma ampla diversidade de moléculas
obtidas através do processo de hidrolise e fracionamento, mas também uma diversidade
de polaridade nos peptideos gerados. A remocao de proteinas e de particulas maiores que
100 kDa promoveu um aumento na capacidade antioxidante do fracionado. Todos 0s
filtrados apresentaram valores de capacidade de inibicdo de peroxidacédo lipidica
proximos. E foi observado que, independente do método utilizado, a fracdo mais ativa de
HGT obtido neste trabalho se encontra em peptideos com massa molecular menor que 5
kDa.

1. INTRODUCAO

A tilapia (Oreochromis niloticus) € considerada uma importante espécie na aquicultura de agua
doce e é muito cultivada no Brasil (155,4 mil ton em 2010), tendo sido observado um aumento
consideravel na sua producdo nos ultimos anos (FAO, 2012). Com esta crescente producao,
estimulada pelo aumento de consumo, se intensifica a preocupacéo com a geracdo de residuos devido
ao seu baixo rendimento em filé (em torno de 30%). Dentre os residuos do pescado, pele e espinhaco
sdo residuos ricos em colageno, que pode ser convertido em gelatina (Zhang et al., 2012). A gelatina,
devido a funcionalidades como agente microencapsulante e emulsificante, possui uma vasta aplicacéo
nas industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos (Wang et al., 2009).
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Além da aplicacdo direta de colageno e gelatina de peixe, véarios estudos tém avaliado a
obtencdo e aplicacdo de hidrolisados proteicos. Funcionalidades tecnolégicas e biolédgicas, como
atividade crioprotetora (Wang et al., 2009), atividade antioxidante (Ngo et al., 2010; Zhang et al.,
2012) e atividade anti-hipertensiva (Choonpicharn et al., 2015), agregam valor a estes hidrolisados
promovendo amplo espectro de aplicacdo. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito do fracionamento de peptideos de hidrolisado de gelatina de tilapia por tamanho molecular no
perfil peptidico e na capacidade antioxidante das fracdes peptidicas obtidas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

As membranas de fluoreto de polivinilideno para filtracdo das amostras, assim como o sistema
de fluxo tangencial, foram adquiridas pela Sartorius Stedim Biotech. Alcalase® 2.4L foi gentilmente
cedida pela Novozymes®. A gelatina de tilapia foi fornecida pela Embrapa Agroinddstria Tropical.
2,2 -azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromano-2-
acidocarboxilico (Trolox), 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), hidroxitolueno de butila (BHT), o-
tocoferol e acido ascorbico foram adquiridos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA). Demais
reagentes de grau analitico.

2.2. Obtencéo e fracionamento do hidrolisado

A hidrélise de gelatina de tilapia foi realizada utilizando alcalase® em reator encamisado, sob
agitacdo, pH e temperatura controlados. As condicfes de reacdo foram otimizadas em estudo prévio
por Faria et al. (2015), sendo pH 6, 55°C e relacdo enzima:substrato de 1:25 as condicdes
selecionadas e utilizadas neste estudo.

Para o fracionamento do hidrolisado, empregou-se um sistema de ultrafiltracdo com fluxo
tangencial. O hidrolisado de gelatina de tilapia (1%) foi filtrado com membrana de 100 kDa e o
filtrado submetido a sucessivas filtracdes com membranas de porosidade distintas: 50 kDa, 30 kDa,
10 kDa e 5 kDa. Amostras de cada filtrado foram coletadas e analisadas quanto a capacidade
antioxidante (DPPH, ABTS e inibicdo de peroxidacéo lipidica), perfil peptidico e teor de proteina.

2.3. Capacidade antioxidante pelo método DPPH

A capacidade dos hidrolisados em sequestrar o radical estavel DPPHe foi determinada
conforme metodologia descrita por Yang et al. (2009) com pequenas modificacfes. Foi preparada
uma solugao etandlica de DPPHe a 0,ImM. As determinagdes foram realizadas misturando 1,5 mL da
amostra (ABS,), ou de agua (ABSgranco), com 1,5 mL da solugdo de DPPHe. Apds a mistura, o tubo
foi agitado em vortex por 10 segundos e, apds 30 minutos de repouso em temperatura ambiente, foi
realizada a leitura no espectrofotdmetro em 517 nm. Acido ascorbico a 1000 ppm foi utilizado como
controle positivo. A atividade em DPPH (AtivDPPH) foi calculada conforme Equacéo 1.
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2.4. Capacidade antioxidante pelo método ABTS

O método ABTS utilizado foi 0 método descrito por Re et al. (1999) com modificagdes. Uma
vez formado o radical ABTS:+, o0 mesmo foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbéancia de 0,70 (x 0,02) a um comprimento de onda de 754 nm, a uma temperatura de equilibrio
de 30°C. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro, em diferentes tempos apos a adicdo da
amostra. A curva de correcdo foi preparada com solugdes-padrdo de Trolox. Os resultados foram
expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em pmol TEAC/g de amostra.

2.5. Capacidade de inibicéao de peroxidacao lipidica

A anélise de peroxidacdo lipidica com o método de ferro tiocianato foi realizada conforme Je et
al. (2007). A inibicao lipidica foi determinada apds 6 dias de armazenamento a 40°C. O célculo de
inibicdo de peroxidacéo lipidica foi realizado em relagdo ao controle sem antioxidante nas mesmas
condigdes. Solucdes de a-tocoferol (29 pg/ml) e BHT (560 pg/ml) foram utilizados como padréo.
Quando necessério, as amostras de hidrolisado foram diluidas em tampé&o fosfato pH 7.

2.6. Quantificacéo do teor de proteina e peptideos

Teores de proteina e de peptideos foram quantificados por espectrofotometria com base nas
ligacGes peptidicas, utilizando espectrofotdmetro em comprimento de onda de 205 nm (Anthis e
Clore, 2013). Gelatina de tilapia liofilizada foi utilizada como padrédo. Solucédo padrao de gelatina (1
mg/ml) foi preparada utilizando agua Mili-Q. O percentual de peptideos (PP) no fracionado foi
calculado com base na concentracdo de proteina e peptideos no hidrolisado bruto (CPPygt) € na
concentracdo de peptideos nos filtrados (CPg), conforme Equacéo 2.

PP (%) = [(CPg) / (CPPHgr) ] * 100 )
2.7. Perfil peptidico

Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) foi utilizada para analisar
os perfis peptidicos do hidrolisado e dos fracionados. As analises de RP-HPLC foram realizadas em
cromatografo de alta eficiéncia da marca Jasco, equipado com detector de ultravioleta (UV) e software
Jasco ChromNAV. As analises foram realizadas em coluna Hypersil BDS C18 (Thermo), com corridas
de 40 minutos, utilizando um fluxo de 1ml/min, a 30°C e com pressdo média de trabalho de 12,6 MPa.
A deteccdo foi em 216 nm. A fase movel foi programada em gradiente (5 — 95%, v/v) de acetonitrila
em agua, contendo 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA), em ambas as solu¢des (Mellinger-Silva et
al., 2015).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Perfil peptidico de GT, HGT e fracionados

O fracionamento por ultrafiltracdo é aplicado na purificacdo de peptideos obtidos a
partir de hidroélise proteica, especialmente para separar fragdes ndo hidrolisadas ou de baixo
valor agregado. No presente trabalho, a gelatina de tilapia (GT), o hidrolisado bruto de gelatina de
tilapia (HGT) e as fracdes peptidicas obtidas por filtracdo foram avaliados quanto ao perfil peptidico
(Figura 1) e ao percentual méassico de peptideo em cada fracdo (Tabela 1). As proteinas de gelatina de
tilapia possuem peso molecular maiores que 100 kDa (Fonseca et al., 2015) e apresentam 4 picos
intensos entre 20 e 22 min na analise de RP-HPLC (Figura 1). No perfil peptidico do HGT, estes
picos de proteinas da gelatina integra estdo com intensidade bem mais baixas, prevalecendo os picos
referentes aos peptideos gerados pela hidrolise enzimatica, o que confirma a eficiéncia do processo de
hidrolise adotado. De acordo com os dados na Tabela 1, apenas 22,9% em massa da proteina
inicialmente presente ndo foi hidrolisada a fracbes menores que 100 kDa. Nas filtragdes seguintes, as
perdas de massa sdo bem menores, de forma que 65,8% da massa inicial de gelatina de tilapia foi
convertida em peptideos de peso molecular menor que 5 kDa.

Ao analisar o perfil peptidico das fracdes contendo peptideos de diferentes massas
moleculares (Figura 1), pode-se observar uma vasta populagdo de moléculas em todas as fracdes.
Comparando-se as diferentes fracOes, € possivel perceber certa similaridade entre elas, com picos
mais intensos entre 10 e 20 minutos, mostrando ndo s6 a ampla diversidade de moléculas obtidas
através do processo de hidrolise e fracionamento, mas também a diversidade de polaridade, uma vez
que entre esses tempos, a concentragdo de acetonitrila variou de 5 a 95 %. Mellinger-Silva et al.
(2015), estudando o perfil peptidico durante a hidrolise de proteina de soro de leite, observou, mesmo
no tempo maximo de reacdo, apenas picos entre 15 e 25 min de retencédo, caracterizando a presenca
apenas de peptideos mais hidrofébicos.

Tabela 1 — Percentual em massa de proteina e peptideos do hidrolisado de gelatina de tilapia e das
suas fracOes obtidas por filtracéo.

Amostra %
HGT 100,0
Fragdo <100 kDa 77,1
Fracdo <50 kDa 73,8
Fracdo <30 kDa 66,4
Fracdo <10 kDa 66,4
Fracdo <5 kDa 65,8
Departamento do Engenharia Quimica
qﬂ ABEQzsisizes ABEQZ &R % UNIVERSIDADE ) AWZZONE

ANOS &2 FEDERAL po CEARA T EVENToS
Ve



[ Congresso Brasileiro

‘B ENBEQ

le Engenharia Quimica X 4 2016
Fortaleza/CE Encontro Brasileiro sobre o
Ensino de Engenharia Quimica
25 a 29 de setembro 9 Q
2 O,I 6 F_or_ta.leza/CE
GT
|,
HGT
—
< 100 kDa
= <50kDa
=
= <30kDa
(]
L
=
< 10kDa
< 5kDa

Tempo de retencio (min)

Figura 1 — Perfil peptidico obtido por RP-HPLC de hidrolisado bruto de gelatina de tilapia (HGT)
e de hidrolisado fracionado por filtragcdo sequenciada em membrana com diferentes cortes.
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3.2. Capacidade sequestrante de DPPH e ABTS

A Figura 2 contem os valores de atividade antioxidante do hidrolisado bruto de gelatina de
tildpia (HGT) e das fracOes peptidicas obtidas por filtracdo. Avaliando a capacidade antioxidante pelos
métodos DPPH e ABTS verificou-se que, com a remocdo de proteinas de gelatina ndo hidrolisadas
(maiores que 100 kDa), ocorreu um acréscimo de 2% na atividade antioxidante em DPPH do
fracionado e de 100 umol/g na atividade em ABTS. A inibi¢do da acdo antioxidante dos peptideos pela
presenca de particulas maiores tem sido relatada na literatura. Farvin et al. (2014), por exemplo,
observaram menor atividade antioxidante no hidrolisado bruto de “Cod Fish” frente aos fracionados,
especialmente na atividade quelante.

As fracdes obtidas por filtragdo em membranas de 100 a 10 kDa, ndo apresentaram diferenca
de atividade pelo método de sequestro de radical ABTS+. Apenas uma queda de 25 umol/g foi
observada nos valores do filtrado em 10 kDa para 5 kDa, indicando que uma pequena fracdo ativa
(0,6%) foi retida na filtracdo em membrana de 5 kDa. Contudo, pelo método de sequestro de DPPHe,
observou-se aumento de 5% na atividade ao remover particulas maiores que 50 kDa. A quantidade de
particulas com tamanho entre 100 e 50 kDa retida foi de 3,3%. N&o houve diferenca para os demais
permeados obtidos com membrana de 30, 10 e 5 kDa em ambos os métodos de capacidade
sequestrante utilizados. Vérios trabalhos tém reportado fracfes peptidicas bastante ativas abaixo de 10
kDa (Choonpicharn et al., 2015; Yang et al., 2009), sendo as mais ativas com peso molecular menor
que 2 kDa (Yang et al., 2009).
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Figura 2 — Atividade antioxidante pelo método DPPH e ABTS do hidrolisado bruto de gelatina de
tilapia (HGT) e de hidrolisados fracionados por filtracdo sequenciada em membrana com
diferentes cortes.

3.3. Inibicéo de peroxidacéo lipidica

O teste de inibicéo de peroxidacéo lipica foi positivo em todas as amostras avaliadas (Figura 3).
O hidrolisado bruto de gelatina de tilapia obtido neste trabalho fazendo uso de alcalase apresentou
37% de inibicdo de peroxidacédo lipidica. Choonpicharn et al. (2015), utilizando a mesma enzima,
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embora em condi¢Oes reacionais distintas, obteve um hidrolisado de gelatina de tilapia que apresentou
29% de inibicdo de peroxidacéo lipidica. Este resultado evidencia o quanto as condigdes reacionais
podem influenciar na atividade dos hidrolisados obtidos, como reportado na literatura (Faria et al.,
2015; Yang et al., 2009). O filtrado de 50 kDa apresentou o valor maximo obtido neste estudo de 42%
de inibicdo. Apds este permeado ser filtrado em membrana de 30 kDa, a inibicdo promovida foi de
35%, menor valor encontrado neste ensaio. Esta diferenca de 7% na inibicdo esta relacionada a
retencdo de peptideos de tamanhos entre 50 e 30 kDa durante a filtracdo, o que correspondeu a uma
reducdo de 7,4% em massa na concentracao de peptideos do permeado de 30 kDa frente ao permeado
de 50 kDa.
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Figura 3 — Valores de percentual de inibicdo de peroxidacéo lipidica das solugdes padrdes de o-
tocoferol (29 pg/ml) e BHT (560 pug/ml), do hidrolisado bruto de gelatina de tilapia (HGT) e
de hidrolisados fracionados por filtracao sequenciada em membrana com diferentes cortes.

4. CONCLUSOES

Tendo-se observado grande quantidade da atividade antioxidante presente no permeado da
filtracdo de 5 kDa tanto pelos métodos de DPPH e ABTS quanto por inibicdo de peroxidacao lipidica
de acido linoleico, pode-se concluir que a fracdo mais ativa deste hidrolisado encontra-se em peptideos
com massa molecular menor que 5 kDa. Logo, mais estudos de caracterizagdo voltados para essa
fracdo devem ser realizados em trabalhos futuros.
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