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RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antioxidante de peptideos de camardo branco
(Litopenaeus vannamei). Para tanto, hidrolisados proteicos do musculo de camardo branco, com grau de
hidrélise de 10 e 20%, foram obtidos utilizando as proteases Alcalase e Protamex e foram fracionados utilizando
membranas de ultrafiltracdo com tamanho de 10 e 3 kDa. Os resultados demonstraram que a propriedade
antioxidante apresentada pelos peptideos foi influenciada pela massa molecular, peptideos com tamanho inferior
a 3 kDa apresentaram elevada capacidade de sequestro do radical DPPH, enquanto que as fragdes peptidicas
com tamanho maior que 10 kDa apresentaram maior poder redutor. Entretanto, para captura do radical ABTS
foram observadas elevada capacidade antioxidante para ambas as fragdes. Diante disso, 0s peptideos de camardo
branco como uma fonte de antioxidantes naturais que podem ser utilizados como aditivos bioativos no
processamento de alimentos.

ABSTRACT — The objective of the work was to evaluate the antioxidant potential of peptides of white shrimp
(Litopenaeus vannamei). For this purpose, protein hydrolysates of the white shrimp muscle, with a degree of
hydrolysis of 10 and 20%, obtained using the proteases Alcalase and Protamex, were fractionated using
ultrafiltration membranes with sizes of 10 and 3 kDa. The results showed that the antioxidant property shown by
the peptides was influenced by the molecular mass, peptides with a size less than 3 kDa showed a high capacity
to sequester the DPPH radical, while the peptide fractions with a size greater than 10 kDa had greater reducing
power. However, to capture the ABTS radical, high antioxidant capacity was observed for both fractions.
Therefore, white shrimp peptides as a source of natural antioxidants that can be used as bioactive additives in
food processing.

PALAVRAS-CHAVE: bioatividade; crustaceo; ultrafiltragdo; massa molecular.
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1. INTRODUCAO

A oxidacdo lipidica, o estresse oxidativo e os compostos antioxidantes sdo temas recorrentes de
diversas pesquisas (Cipolari et al. 2020). Acredita-se que o excesso de radicais livres no organismo pode causar
doencas graves (Jang et al. 2016). Além disso, sabe-se que a oxidacdo lipidica é uma das principais causas de
perda de qualidade e degradacdo de nutrientes durante a preparacdo, armazenamento e digestdo gastrointestinal
dos alimentos. Assim, muitos antioxidantes sintéticos, como o hidroxianisol butilado (BHA), o hidroxitolueno
butilado (BHT), sdo usados pela indlstria de alimentos e farmacéutica para prevenir, retardar ou inibir a
oxidacdo lipidica (Hu et al. 2020). Entretanto, as pesquisas apontam a crescente demanda por antioxidantes
naturais, dado que os compostos sintéticos ocasionam diferentes efeitos adversos ao organismo (Intarasirisawat
et al. 2013).
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Os peptideos bioativos sdo fragmentos de proteinas que podem exercer efeitos benéficos ao organismo
humano, quando liberados através de processos de quebra da estrutura da proteina pelas enzimas digestivas
durante o trato gastrointestinal ou durante o processamento de alimentos ou por hidrélise, utilizando enzimas
comerciais (Chalamaiah et al. 2018). A hidrélise enzimatica tem sido amplamente estudada como uma
alternativa eficaz para obtencéo de peptideos bioativos, capazes de desempenhar diversas atividades bioldgicas
(Cipolari et al. 2020). Dentre as atividades estudadas, a capacidade antioxidante ¢ uma das propriedades
bioldgicas mais exploradas. Alguns autores indicam que as propriedades bioldgicas apresentadas pelos
peptideos podem ser melhoradas quando submetidos a processos adicionais de fracionamento apds a hidrdlise
proteica, de modo que esses sistemas resultam em produtos com maior funcionalidade ou maior valor
nutricional através de uma forma mais purificada (Abejon et al. 2018).

Entre as fontes proteicas que podem ser utilizadas para a obtengdo de peptideos antioxidantes, as
espécies marinhas representam uma fonte valiosa para obtengdo de compostos bioativos de fonte natural. A
biodiversidade do ambiente ¢ a diversidade quimica associada constituem um recurso praticamente ilimitado de
novas substancias ativas para a area de desenvolvimento de produtos bioativos (Jemil et al. 2014). Nesse
sentido, o objetivo do trabalho foi obter peptideos antioxidantes a partir do musculo da espécime camardo
branco (Litopenaeus vannamei).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A matéria-prima utilizada foi o camarao branco (Litopenaeus vannamei), obtida a partir dos tanques
de cultivo pertencentes a Estagdo Marinha de Aquicultura (EMA) da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. As enzimas utilizadas no processo de hidrélise foram:
Alcalase 2.4 L (endopeptidase bacteriana produzida pelo Bacillus licheniformis) e Protamex (1,5 AU/g) (mistura
de exo e endopeptidases bacterianas, produzida a partir do Bacillus subitilis), obtidas através de doacao pela
Novozymes Latina Americana Ltda (Araucaria PR, Brasil) e adquirida da Sigma Aldrich (St Louis MO, EUA),
respectivamente. Os demais reagentes utilizados, foram de grau analitico (P.A.).

2.2 Producéo dos hidrolisados proteicos de L. vannamei

A hidrélise enzimatica das proteinas do musculo do camardo branco foi realizada pela adi¢do das
enzimas Alcalase e Protamex, conforme metodologia descrita por (Latorres et al. 2018). Resumidamente, o
musculo do camardo branco foi homogeneizado em agua destilada na propor¢do 1:2, ¢ o processo de hidrdlise
ocorreu em um reator de parede de vidro termostatizado sob condigdes 6timas de temperatura e pH para cada
enzima, em separado. O grau de hidrélise (GH) foi monitorado até que atingisse GH de 10 e 20%, de acordo
com (Adler-Nissen, 1986). Quando o grau de hidrolise foi atingido, a reac¢do foi interrompida pelo aquecimento
a 90°C durante 20 min. Em seguida, a mistura resultante foi arrefecida a temperatura ambiente e centrifugada a
14.000 x g durante 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, ultracongelado, liofilizado e armazenado a -18
°C.

2.3 Sistema de ultrafiltracéo

Os peptideos de camardo branco foram obtidos através do sistema de ultrafiltracdo, utilizando
membranas de celulose regenerada com 76 mm de didmetro e massa molar de corte de 10 kDa e 3 kDa, segundo
metodologia descrita por Centenaro et al. (2014). As fra¢bes obtidas foram divididas em trés grupos: F1 (>10
kDa), F2 (3-10 kDa) e F3 (<3 kDa). Todas as fragdes foram ultracongeladas, liofilizadas, e armazenadas a
temperatura de -18 °C para posteriores analises.

2.4 Propriedade antioxidante
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A avaliacdo da atividade antioxidante dos peptideos de camardo branco foi realizada para as trés
fracdes peptidicas (F1:>10 kDa, F2: 3-10 kDa e F3: <3 kDa), mediante trés métodos: capacidade de sequestro
do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Cheng et al. 2006), poder redutor (Zhang et al. 2008), capacidade
de sequestro do radical 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) (Chi et al. 2015). As
concentragdes testadas foram: 2,5; 5,0 e 7,5 mg.mL™ de peptideo.

2.5 Analise estatistica
A andlise estatistica dos dados foi realizada segundo software Statistica 7.0, nos mddulos de analise de
variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades antioxidantes dos peptideos sdo avaliadas através de uma variedade de métodos.
Entre os diferentes métodos, geralmente sdo utilizados aqueles que avaliam a capacidade de compostos
antioxidantes para eliminar os radicais livres e o poder de reducédo férrica. A literatura ndo indica um método
padrdo, embora haja varios métodos conhecidos (Borawska et al. 2016). Assim, a atividade antioxidante
apresentada pelas fragdes peptidicas foi avaliada através de diferentes métodos. De acordo com a Figura 1 (a), a
capacidade de sequestro do radical DPPH foi influenciada pelo tamanho molecular dos peptideos, sabendo que
quanto maior a atividade de sequestro do radical, maior sera a sua atividade antioxidante. Os peptideos
apresentaram comportamento dose dependente, onde de maneira geral, um acréscimo na concentra¢do permitiu
uma maior capacidade antioxidante de sequestro do radical DPPH pelas fragbes. Ainda, observando os
resultados da Figura 1 (a), percebe-se que as fragdes com menor massa molecular (F3 <3 kDa) apresentaram
maior atividade antioxidante para todas as amostras, com exce¢do da fracdo peptidica com massa molecular
entre 3-10 kDa e GH de 20% utilizando Alcalase (A20F2).

Com relagdo ao método que quantifica o poder redutor de um composto (Figura 1 (b)), foi possivel
verificar que ao contrario dos resultados encontrados pelo método de DPPH, reportados na Figura 1 (a), a fragdo
com maior massa molecular A20F1 foi a que presentou maior poder antioxidante, uma vez que apresentou
maior absorbancia a 700 nm. Esses resultados sugerem que quanto maior a massa molecular, maior conteudo de
peptideos doadores de elétrons ou hidrogénio e, consequentemente, maior o poder redutor apresentado pelo
peptideo. Comportamento semelhante foi relatado por Luo et al. (2018) que verificaram que os peptideos com
massa molecular >10 kDa provenientes de caracdis marinhos (Rapana venosa) apresentaram maior poder de
reducao férrica.

Analisando a Figura 1 (c), percebeu-se que os resultados encontrados revelaram que para maior
concentracdo (7,5 mg.mL™?), as fracdes A10F1, A10F3, A20F3, P10F3 e P20F1 apresentaram maior atividade
antioxidante, a julgar pela maior porcentagem de captura do radical ABTS. Os resultados indicam que as fraces
F2, com massa molecular entre 3-10kDa apresentaram reduzida atividade quando comparada as faixas F1 e F3,
com massa molecular >10 kda e <3kda, respectivamente. Dessa forma, pode-se verificar que a atividade
antioxidante pelo método de ABTS foi influenciada de certa forma pelo tamanho, independente do GH ou tipo
de enzima utilizada no processo de hidrdlise. De acordo com Suwal et al. (2018), o potencial antioxidante dos
peptideos €é influenciado pela composicao e sequéncia de aminoacidos, massa molecular e hidrofobicidade das
fracGes peptidicas. O radical ABTS" é sollvel em agua e solventes organicos, utilizado tanto para determinagéo
da capacidade antioxidante compostos hidrofilicos ou lipofilicos. Dessa forma, observando os resultados
encontrados na Figura 1 (c), as fracOes de maior atividade antioxidante possivelmente apresentam uma
composicdo de aminoacidos com carater hidrofilico ou lipofilico, devido a facilidade de interacdo apresentada
com o radical ABTS.

Entre os métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante das fracdes peptidicas de camardo, o
método de ABTS foi 0 que apresentou maior sensibilidade, a julgar pelos valores elevados de captura. Muitos
estudos relataram que o ensaio ABTS é preferivel do que outro método para confirmar a atividade antioxidante
de peptideos para diferentes alimentos, devido a sua sensibilidade, estabilidade e facilidade para gerar o radical
na forma de ABTS, conforme descrito por Becker et al. (2004) e Zhu et al. (2008).
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A10F1: Fragdo peptidica (> 10kDa) de camardo com GH de 10% utilizando Alcalase, A10F2: Fracdo peptidica (3-10kDa)
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GH de 20% utilizando Alcalase, P10F1: Fracdo peptidica (>10kDa) de camardo com GH de 10% utilizando Protamex, ,



sbCTA-RS

";*:'ZAC"*O = 3 S’ ONLINE
\ _—

: 7° Simpédsio de
27 A 29 be OUTUBRO DE 2020 Seguranca Alimentar

Inovacdo com sustentabilidade

4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados indicam que a producao de peptideos bioativos por hidrélise enzimética de
proteinas de camardo branco é uma alternativa eficaz para obter compostos de elevada atividade antioxidante.
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