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RESUMO - O objetivo do presente estudo foi a avaliacdo da capacidade anti-hipertensiva e antidiabética de
hidrolisado proteico proveniente de isolado proteico de castanha (Umbrina canosai). Para tanto, foram
elaborados hidrolisados proteicos com grau de hidrélise de 10 e 20% utilizando a enzima Alcalase e como
substrato o isolado proteico de castanha (Umbrina canosai). O isolado proteico elaborado apresentou um
conteido elevado de proteinas (92,14%) e baixo de lipideos (1,18%). Os hidrolisados elaborados apresentaram
atividade na inibig8o das enzimas dipeptidil peptidase e conversora de angiotensina. Contudo, o hidrolisado com
grau de hidrdlise de 20% apresentou valores de inibicdo das enzimas dipeptidil peptidase (0,44 pg/uL) e
conversora de angiotensina (74,36%) significativamente (p < 0,05) superiores ao hidrolisado com menor grau de
hidrélise, indicando a influencia do grau de hidrélise nessas bioatividades. O isolado proteico de castanha
mostrou-se uma promissora matéria prima para o desenvolvimento de hidrolisado proteico com propriedades

anti-hipertensivas e antidiabéticas os quais podem ser adicionados em alimentos funcionais.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo € um problema de epidemia mundial, afetando cerca de 20% da populagdo adulta do
mundo. Ela é um fator de risco de doencas como arteriosclerose, acidente vascular cerebral, infarto do miocardio
e insuficiéncia renal. O controle da pressdo arterial é essencial para a prevencao e controle dessas doencas. No
corpo humano, a pressdo sanguinea é regulada pelo sistema renina-angiotensina, no qual a renina catalisa o
angiotensinogénio para produzir a angiotensina |, que é adicionalmente clivado pela enzima conversora de
angiotensina | (ECA) & angiotensina I, um vasoconstritor potente e um inibidor do vasodilatador bradicinina.
Estdo sendo realizados diversos estudos de peptideos provenientes de recursos marinhos com a propriedade de

inibicdo dessa enzima (Aleman et al., 2011; Sila et al., 2015).
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Na ultima década, um grande nimero de estudos tem sido realizados para avaliar as propriedades
bioldgicas de hidrolisados provenientes de espécies aquaticas (Aleman et al., 2011; Najafian e Babji, 2012; Sila
et al. 2015). Contudo, os efeitos antidiabéticos ndo sdo largamente estudados. A diabetes mellitus tipo 2 é um
problema de salde publica importante e crescente em todo o mundo, a qual desperta o interesse por novos
compostos que contribuam para minimizacdo da mesma. Os inibidores da enzima dipetidil peptidase IV (DPP-
IV) representam uma nova classe de agentes antidiabéticos, que melhoram o controle glicémico através do
blogueio da DPP-IV, prolongando o efeito incretina ( Najafian e Babji, 2012; Sila et al., 2015).

O porto da cidade do Rio Grande, o maior centro pesqueiro do Rio Grande do Sul, oferece uma ampla
gama de espécies de pescado de baixo valor comercial, tal como a castanha (Umbrina canosai), que podem ser
estudadas com a finalidade de transformar essa matéria prima em produtos de alto valor agregado. O pescado
pode ser uma fonte alternativa de materiais funcionais como, por exemplo, &cidos graxos poliinsaturados,
minerais, vitaminas, antioxidantes e peptideos bioativos (Najafian e Babji, 2012).0s peptideos bioativos podem
ser produzidos por trés métodos: extracdo por solvente, hidrolise enzimatica e fermentagdo microbiana de
proteinas. O método de hidrolise enzimatica é preferido nas industrias de alimentos e farmacéutica, pois 0s
outros métodos podem deixar residuos de solventes organicos ou de substincias toxicas nos produtos. Os
peptideos bioativos estdo inativos dentro das sequéncias das proteinas. Eles sdo liberados por hidrolise
enzimatica e em seguida, eles podem exercer varias fungdes fisiolgicas (Najafian e Babji, 2012). Neste contexto
0 objetivo do presente trabalho, foi a avaliacdo da capacidade anti-hipertensiva e antidiabética de hidrolisado

proteico proveniente de isolado proteico de castanha (Umbrina canosai).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os filés do pescado, castanha, foram fornecidos por uma industria pesqueira da cidade do Rio Grande,
Rio Grande do Sul, Brasil. A castanha foi capturada no litoral sul do Rio Grande do Sul e em seguida
transportada para a indudstria processadora. Em seguida, foi higienizada em agua clorada (5 ppm) a 4 °C,
descabecada, eviscerada e fileteada. Os musculos foram transportados para o Laboratério de Tecnologia de
Alimentos (LTA) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) em caixas herméticas e armazenados a —
18°C até o momento do uso. A enzima utilizada foi a Alcalase, uma endopeptidase bacteriana produzida a partir
do Bacillus lichenformis. A Alcalase foi fornecida pela empresa Novozymes, de Araucéria, estado do Paran. Os

reagentes utilizados no presente estudo foram de grau analitico (P.A).

2.2 Obtencao do isolado proteico

O isolado proteico de castanha (IPC) foi obtido através do método de variacdo de pH, conforme descrito
por Nolsge e Undeland (2009) com modificagcdes. Os musculos de castanha foram homogeneizados em &gua
destilada na proporcéo 1:9 (p/v) em reator de aco inoxidavel acoplado de banho ultratermostético (Quimis,
Q212S, Diadema, Brasil) a 4 °C sob agitagdo constante com agitador eixo-hélice (IKA, RW 20DZM.n,

Alemanha) durante 1 min. Em seguida, foi realizada a solubilizacdo em pH 11,2 (NaOH 1 M) durante 20 min a 4
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°C sob agitagdo constante. Apos, as amostras foram centrifugadas a 9000 x g (Hanil, Supra 22K, Coréia do Sul)
durante 20 min a 4 °C. O pH das proteinas sollveis foi ajustado em pH 5,0 (HCI 1 M) durante 20 min a 4 °C sob
agitacdo constante. Apos, as amostras foram centrifugadas a 9000 x g durante 20 min a 4 °C. O precipitado,
isolado proteico, foi liofilizado (Liotop, Sdo Carlos, Brasil), triturado em moinho de facas (Tecnal, TE-633,
Piracicaba, Brasil) e peneirado em peneira de 42 mesh (Bertel, Caieiras, Brasil). O isolado proteico foi
armazenado a — 18 °C até o momento de uso. A composicdo proximal do IPC foi determinada em triplicata
segundo metodologia descrita pela AOAC (2000), com n° de 992,15; 923,03; 960,39; e 925,30; para

determinagdo de proteina, cinzas, umidade e lipideos, respectivamente.

2.3 Obtencao do hidrolisado proteico

A hidrolise enzimética do isolado proteico da castanha (IPC) foi realizada utilizando a enzima Alcalase
segundo metodologia descrita por Liu et al. (2014) e Raghavan e Kristinsson (2009) pelo método de pH-stat,
com modificagdes. O IPC foi homogeneizado em agua destilada na propor¢do de 2% (p /v) em reator de vidro
encamisado acoplado de banho ultratermostatico (Quimis, Q212S, Diadema, Brasil) sob agitacdo constante em
agitador a 300 rpm. A condicéo da dispersdo proteica foi ajustada na seguinte condi¢do: pH: 8, temperatura de
50 °C e enzima 30 U/g proteina, respectivamente. O grau de hidrolise (GH) foi monitorado segundo a equagéo

de Adler-Nissen (1986). A hidrolise foi realizada até que a amostra atingisse um grau de hidrélise de 10 e 20%.

2.4 Atividade hipoglicemiante

A capacidade de inibicdo da enzima dipeptidil peptidase — IV (DPP — IV) foi determinada segundo
metodologia descrita por Tulipano et al. (2011), com algumas modifica¢des. O ensaio foi realizado em triplicata
em uma placa de 96 pocos. Inicialmente, cerca de 10 uL de DPP — IV, previamente diluido em tampé&o Tris-HCI
100 mM em pH 8, foram incubados em diferentes concentracGes de amostra, diluidas em tampéo Tris-HCI 100
mM em pH 8, a 37°C durante 15 min. Entdo, foram adicionados 100 pL de substrato cromogénico (H-Gly-Pro-
AMC-HBr) em uma concentragdo final de 25 uM. A variacgéo na fluorescéncia a 355/460 nm foi monitorada a
cada 2 min durante 30 min em leitor de placas Appliskan (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). A
atividade inibidora foi calculada a partir dos dados obtidos em auséncia ou na presenca da amostra de teste em
diferentes concentracdes. A regressdo logaritmica foi usada para calcular o valor ICs, ou seja, a concentracdo de

hidrolisado necesséria para inibir 50% da atividade da DPP-1V.

2.5 Atividade anti-hipertensiva

A capacidade das amostras na inibirem a enzima conversora de angiotensina (ECA) foi determinada
segundo Wu et al. (2002). O volume total da reacdo foi de 230 pL, composto por 50 pL de Hipuril-histidil-
leucina (HHL) 5 mM, 160 pL de ECA (0,025 U/mL) e 20 pL das amostras diluidas em tampéo fosfato de
potassio 100 mM (contendo 300 mM de NaCl, pH 8,3). A solugdo foi incubada a 37°C em banho-maria (Grant
Instruments Ltda, OSL 200, Cambridge, Inglaterra) sob agitacdo constante de 160 rpm. A reacdo foi
interrompida pela adigdo de 100 pL de HCI (0,1 M). O acido hiparico (HA) liberado foi quantificado através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) em cromatdgrafo (Shimadzu, SPE-
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MA10AVP, Kyoto, Japdo). O HA e o HHL foram monitorados a 228 nm nos tempos de retencdo de 8,30 e 15,7
min, respectivamente. Um valor de 100% atividade inibidora da ECA indicou que ocorreu total inibicdo e
nenhuma diminuicdo na absorbancia foi observada. As determinacdes foram avaliadas em triplicata, como
apresenta a equagao:

Inibicdo da ECA (%) = (ADBSS amostra — ABS amostra)/ ABSS amostra X 100
Onde, AbSS amostra & absorbancia da mistura enzima-substrato sem a presenga de hidrolisados proteicos; AbS ;mostra

é a absorbancia da mistura enzima-substrato na presenca do hidrolisado proteico.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a composicdo proximal do IPC obtido pelo método de variacéo de pH.

Tabela 1 — Composi¢do proximal do isolado proteico

Componente IPC

Proteina (%) 92,13+ 0,02
Agua (%) 2,25° +0,08

Lipideos (%) 1,18+ 0,07
Cinzas (%) 1,51°+ 0,07

Valores médios + desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo h& diferenca

significativa (p > 0,05).

O IPC obtido no presente estudo apresentou um teor proteico elevado quando comparado ao obtido
em estudos de Rocha et al. (2013) e Zavareze (2012), os quais obtiveram 88,8% e 83,33% de proteina para
isolado proteico de anchoita (Engraulis anchoita) e de corvina (Micropogonias furnieri), respectivamente.
Segundo Yarnpakdee et al. (2014) durante o a solubilizacdo alcalina, as proteinas sdo facilmente dissociadas e
como resultado os lipideos sdo liberados facilmente, devido a isso verificamos o baixo contetdo de lipideos
encontrados no presente estudo em relagdo ao conteddo proteico do mesmo. Rocha et al. (2013) verificaram que
isolado proteico obtido a partir de anchoita (Engraulis anchoita) apresentou um contetido de cinzas de 1,0%,
sendo este inferior ao encontrado no presente estudo. Essas diferengas observadas segundo Nolsge e Undeland
(2009) pode ocorrer devido ao método utilizado, pH, temperatura entre outros para obtengdo do isolado proteico.

A amostra de hidrolisado proteico com GH de 20% apresentou melhor inibi¢do da DPP — IV (0,44
Mg/UL) e da enzima conversora de angiotensina — ECA (74,36%). Sila et al. (2015) em seus estudos com
hidrolisados proteicos de gelatina de pele de pescado (Barbus callensis) com GH de 14,17% utilizando a enzima
Alcalase, verificaram que para a inibicdo de 50% da DPP-1V eram necessarios um conteido 2,64 pg/uL de
hidrolisado, superior ao encontrado no presente estudo com GH de 10 e 20%, respectivamente. Silveira et al.
(2013) inibiram 50% da DPP-IV, através do uso de 1,51 pg/uL de hidrolisado proteico de soro de leite utilizando

a enzima Tripsina.
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A Tabela 2 apresenta as atividades anti-hipertensiva (ECA) e inibidora da DPP-IV dos hidrolisados
proteicos obtidos de IPC.

Tabela 2 — Atividades dos hidrolisados proteicos de IPC

Grau de hidrélise - GH ICso DPP-1V ECA
(%) (Mg/pL) (%)
10 0,52+ 0,01 61,81° + 1,65
20 0,44° + 0,00 74,36% + 4,82

Valores médios + desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p > 0,05).

Os resultados apresentados no presente estudo indicam que quanto o maior GH alcangado, melhor séo
as propriedades bioativas dos hidrolisados proteicos. O DH representa a porcentagem de ligagdes peptidicas
clivadas em rela¢do ao nimero total de ligagGes peptidicas e, dependendo da extensdo da hidrélise, pode resultar
na formacgdo de peptideos com baixa massa molecular, em consequéncia melhores inibi¢cbes da ECA e DPP-1V.
Segundo Li-Chan et al. (2012) a atividade de inibicdo da DPP-1V esté relacionado com o tamanho dos peptideos,
o0 que foi verificado no presente estudo onde o maior grau de hidr6lise resultou em maior inibicdo da mesma.
Nasri et al. (2013) elaboraram hidrolisados proteicos de Gobi (Zosterissessor ophiocephalus) com GH de 28,4%,
0S quais apresentaram uma capacidade de inibicdo da ECA (87,5%), superior ao encontrado no presente estudo.
A atividade inibitéria dos hidrolisados nédo esta ligada somente a composi¢do de aminoécidos, mas também pelo

perfil de sequéncia desses amino&cidos.

4 CONCLUSAO

Os hidrolisados elaborados apresentaram boas propriedades de inibigo das enzimas dipeptidil peptidase
e conversora de angiotensina, respectivamente. O acréscimo no grau de hidrolise influenciou positivamente nas
bioatividades do hidrolisado testado. O isolado proteico de castanha mostrou-se uma promissora matéria prima
para o desenvolvimento de hidrolisado proteico com propriedades anti-hipertensivas e antidiabéticas os quais

podem ser adicionados em alimentos funcionais.
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